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摘   要：【目的】以嗜酸嗜热硫化叶菌 Sulfolobus acidocaldarius 的 DHH 超家族核酸酶(Saci0542)

为例，研究其核酸外切酶活性特点，为阐明其在 DNA 代谢中的具体功能提供生化基础。【方法】

将嗜酸嗜热硫化叶菌 DHH 超家族核酸酶 Saci0542 基因在大肠杆菌中重组表达，经亲和层析纯化

得到电泳纯的重组蛋白；利用荧光标记的寡核苷酸作为底物，用尿素变性聚丙烯酰胺凝胶电泳技

术，鉴定 Saci0542 的酶学特征。【结果】重组表达的 DHH 超家族核酸酶 Saci0542 具有典型的单

链核酸特异性的 3ʹ-5ʹ外切酶活性。进一步酶学特征表征结果如下：酶活性依赖于二价金属离子

Mn2+，而 Ca2+、Mg2+、Zn2+等二价金属离子对活性没有明显的促进作用；Saci0542 在 pH 5.5–10

的广泛范围内均表现出较高酶活性；高于 200 mmol/L 的 NaCl 强烈抑制酶活性；最适反应温度为

50–55 °C；末端磷酸基团抑制 3ʹ-5ʹ外切酶活性。【结论】本研究证实，Saci0542 是一种 Mn2+依赖

型 3ʹ-5ʹ外切酶，酶活性与 NrnA 核酸酶相似，可能在细胞内负责 DNA 修复或 RNA 的降解再循环

利用。 

关键词：嗜酸嗜热硫化叶菌；DHH 超家族核酸酶；酶学特征；3ʹ-5ʹ外切酶  
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Enzymatic characterization of Sulfolobus acidocaldarius 
Saci0542 nuclease belonging to DHH superfamily 
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Abstract: [Objective] To provide biochemical support for studying the potential function during DNA 

repair via systematically characterizing the enzymatic properties of the DHH superfamily nuclease 

(Saci0542) of Sulfolobus acidocaldarius. [Methods] Saci0542 was recombinantly expressed in 

Escherichia coli and then purified by affinity chromatography. The enzymatic properties of Saci0542 

were characterized in vitro with fluorescence-labeled oligonucleotides as substrates by urea-denaturing 

polyacrylamide gel electrophoresis. [Results] The recombinant Saci0542 had a typical 3′-5′ 

exonuclease activity on ssDNA. Its activity was dependent on the divalent metal ion Mn2+ and inhibited 

by the divalent metal ions such as Ca2+, Mg2+, and Zn2+. Saci0542 showed high activity in a wide range 

of pH 5.5–10. NaCl above 50 mmol/L strongly inhibited the activity of this enzyme, and the optimum 

reaction temperature was 50–55 °C. The terminal phosphate group inhibited the 3′-5′ exonuclease 

activity. [Conclusion] This study confirmed that Saci0542 was a Mn2+-dependent 3′-5′ exonuclease 

with the activity similar to that of NrnA nuclease, which may be responsible for DNA repair or RNA 

degradation and recycling in the cell. 

Keywords: Sulfolobus acidocaldarius; DHH superfamily nucleases; enzymatic characterization; 3′-5′ 
exonuclease 

核酸水解是重要的细胞代谢反应。数量众

多的核酸酶参与各种类型的核酸水解反应。其

中，天冬氨酸 -组氨酸 -组氨酸 (Asp-His-His，

DHH)磷酸酯酶超家族就是负责水解磷酸单酯

键或磷酸二酯键的一大类水解酶的总称，参与

核酸与核苷酸衍生物的分解代谢[1]。DHH 磷酸

酯酶不同的亚家族间氨基酸序列保守性很低，

主要分为5类[1]。5类DHH磷酸酯酶的底物特异

性显著不同，但晶体结构总体上相似[2]。 

nanoRNAs是一类短片段RNA分子，长度为

几个核苷酸，在RNA代谢过程中发挥着重要作

用。例如，nanoRNAs可以作为引物在绿脓杆菌

中启动转录，导致基因表达的全局性变化[3]。

然而，nanoRNA对复制和转录也可能有很强的

毒性，因为复制泡和转录泡可以容纳nanoRNA[4]。

有几种特异性的RNase可以降解有害的nanoRNA，

包括Nrn和寡核酸酶(oligoribonuclease，Orn)[5]。

在大肠杆菌中，Orn是一种重要的3′-外切核酸

酶，可将 nanoRNA 降解为单核苷酸，属于

DEDD(Asp-Glu-Asp-Asp，天冬氨酸-谷氨酸-天

冬氨酸-天冬氨酸)外切酶超家族，具有典型的

DEDD基序 [6–7]。Orn以Mn2+作为辅助因子，偏

好于3ʹ-OH的短RNA，对特定的3ʹ碱基没有明显

的偏好；然而，对2–5 nt的底物而言，Orn对5 nt

的寡核苷酸具有更高的亲和力，但当寡核苷酸

的长度大于5 nt时，其亲和力随着寡核苷酸的长

度增加而降低 [8–9]。此外，Orn还表现出DNase

酶的活性，约为RNA底物的十分之一[10]。 
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虽然nanoRNA的降解很重要，但许多细菌

缺乏Orn同源物 [11]。有些细菌用DHH超家族的

nanoRNase(Nrn)外切酶将nanoRNA降解为单核

苷酸 [12–13]。Nrn同源物主要存在于细菌中的

Firmicutes、Bacteroidetes、Chlorobi、Actinobacteria、

Sigmaproteobacteria 和 Epsilonproteobacteria 以

及一些古菌中，在这些物种中都不存在Orn同源

物 [14]。根据Nrn蛋白的序列和底物特异性，将

Nrn分为NrnA、NrnB和NrnC这3个亚群[15]。NrnA

最早在枯草芽孢杆菌中发现，它优先降解3 bp 

nanoRNA，活性比降解5 bp nanoRNA高10倍[16]。

NrnA是一种双功能酶，同时具有nanoRNase和

CysQ活性，后者可将pAp降解为5ʹAMP[12,14]。

与NrnA不同，NrnB和NrnC只具有nanoRNase活

性 [12,17–18] 。 枯 草 芽 孢 杆 菌 的 NrnB 能 水 解

nanoRNA，且偏好5 nt底物[17]。除nanoRNA外，

NrnB能以同样的效率降解5 nt nanoDNA[17]。尽

管NrnA和NrnB属于DHH/DHHA1磷酸酯酶超

家族，但它们的序列相似性很低，因此NrnA和

NrnB不属于序列同源蛋白[15]。然而，来自古菌

Aeropyrum pernix的NrnA不能够水解nanoRNA，

其nanoRNA由NrnB水解，且水解效率较低[19]。

此外，A. pernix 的NrnB更偏好水解ssDNA，包

括nanoDNA，因此A. pernix的NrnB同时具有细

菌NrnA和NrnB的综合底物特征[19]。 

嗜酸嗜热硫化叶菌Sulfolobus acidocaldarius

是生活在75 °C、pH 2.0–4.0条件下的一种古  

菌[20–21]。在S. acidocaldarius中，人们通过生物

信息学预测Saci0542是NrnA的同源物。我们将

嗜酸嗜热硫化叶菌DHH核酸酶Saci0542在大肠

杆菌中重组表达，经亲和层析纯化得到电泳纯

重组蛋白，并利用荧光标记的寡核苷酸作为底

物 ， 鉴定了 Saci0542 的 酶 学特征 。 通过对

Saci0542的研究，拓宽了人们对古菌NrnA的认

识，为最终阐明其在细胞内的生物功能提供了

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
菌株S. acidocaldarius为德国马普研究所

Albers教授馈赠，S. acidocaldarius基因组DNA

抽提于其菌体培养物。表达载体pET28a以及大

肠杆菌菌株DH5α、BL21(DE3) pLysS均为本实

验室保存。Saci0542基因扩增引物、Saci0542

核 酸 酶 活 性 测 定 的 寡 核 苷 酸 底 物 由 上 海

Biosune公司合成，底物序列见表1。KOD plus 

DNA聚合酶、限制性内切酶、T4 DNA连接酶、

DNA Ladder、蛋白Marker购自TaKaRa公司。基

因组提取试剂盒、PCR产物纯化试剂盒、质粒

提取试剂盒、Bradford蛋白浓度测定试剂盒及其

他生化试剂均购自生工生物工程(上海)股份有

限公司。用于蛋白纯化的Ni-NTA树脂为Bio-Rad

公司产品。 

1.2  表达载体构建 
以S. acidocaldarius基因组DNA作为模板，

利用KOD plus DNA聚合酶，扩增Saci0542基因。

正向引物序列为5′-TGAAACATATGGATTATTA 

TGCTATAGTTCA-3′；反向引物序列为5′-TTGCTT 

CGGGATCCTTAGCTGCTCTTTCTGATGTT-3′。

PCR扩增条件为95 °C 5 min；95 °C 0.5 min，

52 °C 0.5 min，72 °C 1 min，30个循环；72°C    

3 min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后，

使用PCR产物纯化试剂盒进行纯化。首先NdeⅠ和

BamHⅠ消化Saci0542基因和pET28a质粒，再用T4 

DNA 连接酶重组连接限制酶消化的基因和

pET28a质粒，最后连接产物转化大肠杆菌DH5α。

挑取阳性克隆进行DNA测序鉴定Saci0542基因序

列，获得表达载体pET28-Saci0542。 
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表1  核酸酶活性测定的寡核苷酸底物碱基序列 
Table 1  Oligonucleotide substrates used for determination of nuclease activity 

Names Sequences (5ʹ→3ʹ) Comments 

JL141 TCCGATAGCCAGATATCTTGACA 55ʹFAM 

JL396 AGGCTGCGGTCGAGTT*G*A*C*A*G*C*ACTGCACGCATTACTGAGCT 5ʹFAM, S (16–22) 

JL394 AGGCTGCGGTCGAGTTGACAGCACTGCACGCATTACTGAGCT 55ʹFAM 

JL1336 A*G*G*C*T*G*CGGTCGAGTTGACAGCACTGCACGCATTACTGAGCT 55ʹFAM, S (1–6) 

JL1174 A*G*G*C*T*G*CGGTCGAGTTGACA*G*C*A*C*T*GCACGCATTACTGAGCT 55ʹFAM, S (1–6, 20–25)

JL1186 A*G*G*C*T*G*CGGTCGAGTTGACAGCACTGCACGCATTAC*T*G*A*G*C*T 55ʹFAM, S (1–6, 36–41)

JL386 AGGCTGCGGTCGAGTTGACAGCACTGCACGCATTACT*G*A*G*C*T 55ʹFAM, S (37–41) 

JL1166 AGGCTGCGGTCGAGTTGACA*G*C*A*C*T*GCACGCATTACTGAGCT 55ʹFAM, S (20–25) 

JL1162 TCCGATAGCCAGATATCTTGACA 55ʹFAM, 3′P 

JL1172 TCCGATAGCCAGATATCTTGACA 5ʹFAM 

JL1163 TCCGATAGCCAGATATCTTGACA 5ʹFAM, 5′P 

JL1150 CGAT 55ʹFAM 

JL1065 TCCGAT 55ʹFAM 

JL1064 TCCGATAGCCAG 55ʹFAM 

JL174 TCCGATAGCCAGATATC 55ʹFAM 

JL307 CTCCAGTGGTGTTCGGCTCCGATAGCCAGATATCTTGTGACGTGACGTGCGT 
AATGAC 

55ʹFAM 

*represents the phosphorothioate group(S) and FAM (carboxyfluorescein, carboxyfluorescein) represents the fluorescent 
marker. 
 

1.3  重组蛋白的诱导表达和纯化 
将表达载体pET28-Saci0542转入大肠杆菌

BL21(DE3) pLysS感受态细胞，挑取单克隆在

LB (含50 μg/mL卡那霉素)中37 °C培养过夜，转

至500 mL液体培养基扩大培养。待OD600达到

0.8时，加入终浓度为0.5 mmol/L异丙基硫代半

乳糖苷的(isopropy-β-D-thiogalactoside，IPTG)，

于20 °C培养过夜，诱导重组蛋白表达。4 °C、   

8 000 r/min收集菌体，菌体沉淀重悬于50 mL裂

解 缓 冲 液 (20 mmol/L Tris-HCl pH 8.0 ，      

200 mmol/L NaCl，2 mmol/L PMSF，10%甘油)。

600 W超声3 s，间歇2 s，裂解菌体细胞15 min。

4 °C、8 000 r/min离心细胞裂解液30 min，收集

上清液。上清液上样至用裂解缓冲液预平衡的  

1 mL Ni-NTA 树脂；然后利用洗涤缓冲液    

(20 mmol/L Tris-HCl pH 8.0，200 mmol/L NaCl，

20 mmol/L咪唑，1 mmol/L PMSF，10%甘油)洗

涤树脂，除掉非特异性结合的杂蛋白；最后，

用 10 mL 洗 脱 缓 冲 液 (20 mmol/L Tris-HCl    

pH 8.0，200 mmol/L NaCl，300 mmol/L咪唑，      

1 mmol/L PMSF，10%甘油)进行洗脱，0.5 mL/管

分部收集Saci0542蛋白。15% SDS-PAGE检测  

蛋白纯度后，透析法脱盐除去咪唑，并最终交

换到储存缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5，

100 mmol/L NaCl，50%甘油)中，于–20 °C保存。

Bradford法测定蛋白浓度。 

1.4  Saci0542 核酸酶活性测定 
用于测定Saci0542酶活性的寡核苷酸底物

碱基序列见表1。除非特别说明，Saci0542外切核

酸酶活性标准反应体系(10 μL)如下：20 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)，10 mmol/L NaCl，5.0 mmol/L 

MnCl2，100 mg/L BSA，100 nmol/L荧光标记底
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物。55 °C反应指定时间后，加入10 μL 反应终

止液 (95%甲酰胺，100 mmol/L EDTA，0.2% 

SDS，0.02%溴酚蓝)。利用8 mol/L尿素15%变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离反应底物与产物。

利用多功能激光成像仪Typhoon FLA 9500 (通

用电气公司)将凝胶扫描成像和分析。 

2  结果与分析 

2.1  Saci0542 表达纯化和酶活性初步测定 
采用pET28a原核表达载体，Saci0542重组

蛋白在大肠杆菌BL21(DE3) pLysS菌株中能够

成功表达。经过IPTG在20 °C低温诱导过夜后，

再经镍柱亲和层析纯化，从500 mL培养液中可

以 得 到 大 约 2 mg 的 Saci0542 蛋 白 。 15% 

SDS-PAGE检测结果显示，蛋白纯度达到90%以

上，通过与蛋白marker比较，该蛋白分子量约

为39 kDa，与目的蛋白理论计算值(39.4 kDa)相

符(图1A)。 

在反应体系中加入不同浓度的Saci0542，

在55 °C反应15 min，ssDNA底物JL141的酶切结

果如图1B。由于FAM荧光基团标记位于5ʹ端，

如果是5ʹ-3ʹ外切酶，在任何酶量下，都将从5ʹ

端水解ssDNA，只产生1 nt的FAM荧光标记产

物。若是3ʹ-5ʹ外切酶活性，且酶量合适的情况

下，将从3ʹ端逐个降解单核苷酸，产生一系列

长度的寡核苷酸产物(图1B，lane 7)。本文图1B

随着蛋白浓度的降低，出现了长度不同的寡核

苷 酸 产 物 的 混 合 物 ， 这 一 结 果 初 步 表 明

Saci0542为3ʹ-5ʹ外切酶。此外，根据酶浓度优化

实验，在Saci0542浓度为0.003 µg时即可发挥高

效的酶切活性(图1B，泳道7)。 

2.2  Saci0542 核酸酶活性测定条件的优化 
在确定Saci0542核酸酶活性的基础上，对

酶促反应条件进行了优化。首先优化反应缓冲液

的pH值 (pH 5.0–10.5)。结果表明：Saci0542核

酸酶的最适pH值为7.5 (图2A)；且在pH 5.5–10.0 

 

 
 

图1  Saci0542的表达纯化和酶活性测定 
Figure 1  Expression and purification of Saci0542 and determination of enzyme activity. A: 15% 
SDS-PAGE analysis of recombinant Saci0542 recovered from induced Escherichia coli cells. The gel was 
stained with Coomassie blue R-250. Lane M: molecular weight marker; lanes P: purified recombinant 
Saci0542; lanes I and UI denote induced and uninduced E. coli total proteins. B: activity assay of Saci0542. 
The reaction mixtures contained 100 nmol/L JL141, and decreasing Saci0542 (1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01, 0.003, 0.001, 
0.000 3 µg, shown in lanes 29, respectively) in reaction buffer consisted of 20 mmol/L Tris-HCl pH 8.0,   
10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MnCl2, and 100 mg/L BSA. A control without enzyme was included (lane 1). 
The reactions were performed at 55 °C for 15 min.  
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图2  Saci0542外切核酸酶活性测定条件的优化 
Figure 2  Optimization of Saci0542 exonuclease activity assay conditions. A: effect of pH on Saci0542 
nuclease. The reaction mixtures contained 100 nmol/L substrate JL141, and 0.003 µg Saci0542 in reaction 
buffer consisted of 20 mmol/L buffers with pH value ranged 5.0–10.5 (MES-NaOH (pH 5–6.5), Tris-HCl  
(pH 7–8.5), and Gly-NaOH (pH 9–10.5)), 10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MnCl2, and 100 mg/L BSA. The 
reactions were performed at 55 °C for 15 min. B: effect of ion strength on Saci0542 nuclease. The reaction 
mixtures contained 100 nmol/L substrate JL141, and 0.003 µg Saci0542 in reaction buffer consisted of    
20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, increased concentration of NaCl (0–200 mmol/L), 5 mmol/L MnCl2, and    
100 mg/L BSA. The reactions were performed at 55 °C for 15 min. C: effect of metal ions on Saci0542 
nuclease. The reaction mixtures contained 100 nmol/L substrate JL141, and 0.002 µg Saci0542 in reaction 
buffer consisted of 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L divalent metal ions of Mg2+, 
Mn2+, Ca2+, Fe2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, and Zn2+, and 100 mg/L BSA. The reactions were performed at 55 °C for 
15 min.  
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范围内，Saci0542均能发生高效酶切反应，说

明Saci0542核酸酶的pH值适用性广泛。另外，

NaCl浓度(0–200 mmol/L)对Saci0542的核酸酶

活性影响明显。随着盐浓度的增加Saci0542外

切酶活性随之降低，200 mmol/L NaCl对其活性

产生了严重的抑制作用。该结果表明Saci0542

的外切核酸酶活性对高离子强度敏感(图2B)。

最后，鉴定了Saci0542的二价金属离子依赖性。

图2C表明二价金属离子Mn2+是Saci0542核酸酶

活性的必需离子，而其他二价金属离子Mg2+、

Ca2+、Fe2+、Co2+、Ni2+、Cu2+、Zn2+均不能激活

Saci0542的核酸酶活性。至此，我们获得了    

S. acidocaldarius Saci0542核酸酶的最优反应缓

冲液：20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5，10 mol/L 

NaCl，5 mmol/L Mn2+。 

2.3  Saci0542 核酸酶最优反应温度与热稳

定性 
鉴于S.  acidocaldarius最优生长温度为

70–75 °C，对Saci0542核酸酶的最适酶促反应温

度和热稳定性进行了鉴定。在优化的核酸酶活

性反应缓冲液中，对Saci0542外切酶活性的最

适酶促反应温度的鉴定结果如图3A所示。在 

 

 
图3  温度对Saci0542活性的影响及其热稳定性 
Figure 3  Effect of reaction temperature on Saci0542 activity and the thermostability of Saci0542. A: effect 
of reaction temperature on Saci0542 activity. B: the thermostability of 3ʹ-5ʹ exonuclease activity of Saci0542. 
The reaction mixtures contained 100 nmol/L substrate JL141, and 0.002 µg Saci0542 in reaction buffer 
consisted of 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MnCl2 and 100 mg/L BSA were 
incubated at 55 °C for 15 min.  
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35–70 °C，该酶都能表现出外切酶活性，而在

45–50 °C下，该酶的活性最高。当温度≥65 °C

时，特别是70 °C下，酶活性大大降低，该结果

表明Saci0542耐热性能并不是很好。 

为了详细表征Saci0542的热稳定性，对其在

70–85 °C下的热稳定性进行了详细研究。在向

反应体系中加入底物之前，将酶促反应体系预

先在70、75、80和85 °C下分别加热0、2、5、

10、15 min，然后再加入底物JL141，并在最适

反应温度50 °C下反应10 min，检测Saci0542剩

余的外切酶活性。结果表明，高于70 °C的温度

会使Saci0542显著失活，丧失大部分活性，当

温度为85 °C时，Saci0542会完全失活(图3B)。

基于Saci0542核酸酶最适反应温度为45–50 °C，

以及Saci0542的热稳定性分析，表明Saci0542

只具有一定的耐热性，但不是严格的耐热蛋白。  

2.4  Saci0542 核酸外切酶的方向确定 

为了准确确定Saci0542水解核酸的方向，使

用特定位点为硫代磷酸酯(phosphorothioated，PT)

修饰的ssDNA对Saci0542的外切核酸酶活性进

行鉴定。当Saci0542水解PT ssDNA底物时，

Saci0542在PT位点停滞，此时其外切酶活性受

到强烈抑制，导致含有PT修饰的水解产物累积。

由此可以基于不同的硫代磷酸酯修饰底物的水

解结果，判断Saci0542外切酶的水解方向。结

果表明，没有硫代磷酸酯修饰的 ssDNA底物

(JL394)与Saci0542孵育后，产生了由各种长度

的产物组成的切割模式(图4)。同时，在5′端和

中间位置的硫代磷酸酯基团几乎对Saci0542从

3ʹ端水解ssDNA没有产生影响(JL1336, JL1174, 

JL1166)。然而，3ʹ端多个连续的硫代磷酸酯基

团(JL1186, JL386)、及3ʹ端FAM荧光基团(JL396)

几乎完全阻断了磷酸二酯键的水解。这些结果

证明，Saci0542从3ʹ端起始ssDNA水解反应，即

Saci0542为3ʹ-5ʹ核酸外切酶。 

2.5  末端磷酸基团对 Saci0542 核酸酶活性

的影响  

由于Saci0542为3ʹ外切核酸酶，因此我们检

测了3ʹ端磷酸修饰基团的存在对核酸酶活性的

影响。结果表明，3ʹ末端磷酸修饰基团抑制

Saci0542的酶活性(图5)。考虑到5ʹ磷酸基团促进

细菌RecJ的5ʹ外切酶活性，因此我们也检测了5ʹ

磷酸基团是否会使Saci0542能够从 5ʹ端水解

ssDNA 。结果表明 5ʹ末端磷酸基团并未使

Saci0542显示出明显的5ʹ外切酶活性。这些结果

表明Saci0542确实只特异性从3ʹ端水解ssDNA。 
 

 
 

图4  硫代磷酸酯(PT)底物的水解 
Figure 4  Hydrolysis of phosphorothioated (PT) ssDNAs. 5ʹ-FAM-labeled 42 nt ssDNA (100 nmol/L) with 
or without phosphorothioate modification were incubated with 0.003 µg Saci0542 at 55 °C for 15 min in 
reaction buffer consisted of 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MnCl2, and 100 mg/L 
BSA. The sequence and phosphorothioate modification are shown in Table 1. 



 

 

 

564 Wang Weiwei et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(2) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 

 
图5  末端磷酸基对Saci0542外切酶活性的影响 
Figure 5  Effect of terminal phosphate on the 
activity of Saci0542 exonuclease. 3ʹ/5ʹ-FAM- 
labeled ssDNA (100 nmol/L) with or without 
terminal phosphate modification were incubated 
with 0.003 µg Saci0542 (1 μmol/L) at 55 °C for 
15 min. The reaction mixtures contained 100 nmol/L 
substrate JL141, and 0.003 µg Saci0542 in reaction 
buffer consisted of 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5,  
10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MnCl2, and 100 mg/L 
BSA, and were incubated at 55 °C for 15 min. 

2.6  不同长度的 ssDNA对 Saci0542外切酶

活性的影响 

为了检测不同长度的ssDNA 对Saci0542的

3ʹ外切酶的影响，设计了一系列不同长度的

ssDNA。结果表明，Saci0542偏好中等长度的

ssDNA，短于12 nt和长度大于23 nt的ssDNA水

解效率显著降低(图6)。 

3  讨论 

鉴于嗜酸嗜热硫化叶菌S. acidocaldarius能

够在75 °C，pH 2.0–4.0的条件下以相对较低的

突变率生存，因此S. acidocaldarius在维持基因

组稳定性方面一直受到广泛研究[21–22]。在细菌

和古菌中，RecJ核酸酶作为核酸外切酶参与碱

基修复过程以维持基因组的稳定性。基于此，

本文对S. acidocaldarius编码的DHH超家族核酸

酶Saci0542进行了重组表达、纯化与酶学特征

分析。结果表明，该酶能够在pH 5.0–10.5的Tris

缓冲液中发挥核酸外切酶活性，最适 p H为 

 

 
 

图6  不同长度的ssDNA对Saci0542外切酶活性的影响 
Figure 6  Effect of different length of ssDNA on the activity of Saci0542 exonuclease. The reaction mixtures 
contained 100 nmol/L ssDNA substrates, and 0.003 µg Saci0542 in reaction buffer consisted of 20 mmol/L 
Tris-HCl pH 7.5, 10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MnCl2, and 100 mg/L BSA, and were incubated at 55 °C for 15 min. 
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7.5 (图2)。Saci0542最适pH与其他古菌的Nrn和

RecJ 核 酸 酶 类 似 (MjRecJ1 、 MjRecJ2 以 及

ApeNrn的最适缓冲液pH均为7.5[19,23])。此外，

该研究还表明，在0–20 mmol/L的NaCl存在下，

Saci0542能够对ssDNA表现出最强的核酸外切

酶活性，而当盐浓度超过50 mmol/L后，Saci0542

酶活性显著下降，200 mmol/L NaCl对酶活性的

抑制程度达90%，这表明Saci0542对盐的耐受性

较低，这与MjRecJ1和MjRecJ2类似，均只能在

低盐的情况下显示较高的酶活 [23]。Saci0542的

核酸外切酶活性严格依赖于Mn2+，最佳浓度为 

5 mmol/L，在其他金属离子中均未观察到其核

酸外切酶活性，这与TaRecJ2是严格的Mn2+依赖

型外切核酸酶类似 [24]。基于Saci0542的酶学特

征的测定，其最适酶促反应体系为20 mmol/L 

Tris-HCl pH 7.5，10 mol/L NaCl，5 mmol/L Mn2+。 

Saci0542最适反应温度和热稳定性分析表

明，Saci0542只具有相对较高的耐热性，并不

是严格耐热蛋白，这种情况与TaRecJ核酸酶类

似。尽管Thermoplasma acidophilum是嗜热菌

株，但TaRecJ1也不是严格的耐热蛋白，其反应

的最适温度为45–55 °C[11,24]。此外，我们根据

Saci0542对硫代磷酸酯底物的水解结果确定了

Saci0542 是 1 种 3ʹ-5ʹ 的 核 酸 外 切 酶 ， 这 与

ApeNrnB、MjRecJ2和TaRecJ2等古菌核酸酶的

极性相同，但与细菌的RecJ核酸酶水解极性相

反[19,23–24]。末端磷酸基团对Saci0542核酸酶活性

也具有影响，3ʹ磷酸基团显著抑制Saci0542的

3ʹ-5ʹ外切核酸酶活性，这可能与磷酸基团能够

与酶活性中心相互作用有关。 

在自然界中，微生物细胞的基因组 DNA 往

往会因各种因素的影响而发生各种损伤，其中

腺嘌呤碱基水解脱氨基生成次黄嘌呤碱基 dI。

dI 碱基优先与胞嘧啶碱基 C 配对，若不被修复

的话，则在 DNA 复制中会造成 DNA 碱基的改

变，即由 A:T 到 G:C 的突变。内切核酸酶 V 能

够识别由腺嘌呤碱基脱氨生成的次黄嘌呤碱基

dI，在 dI 碱基下游的第一个磷酸二酯键处断裂

损伤的 DNA 链，形成一个单链 DNA 缺口，负

责启动 dI 损伤碱基的修复。然而由于内切核酸

酶 V 没有外切核酸酶活性，并不能将 dI 损伤碱

基从 DNA 中去除[25]。Saci0542 与内切核酸酶  

V (Saci0544)在 S. acidocaldarius 基因组中处于

同一个操纵子，因此 Saci0542 可能参与从 DNA

缺口处切除含 dI 碱基的核苷酸，然后由 DNA

聚合酶与连接酶最终完成整个修复反应。后续

将利用含有 dI 碱基的双链 DNA 作为底物，验

证内切核酸酶 V、Saci0542 核酸酶、DNA 聚合

酶、DNA 连接酶对损伤碱基 dI 的修复活性。

同时，Saci0542 核酸酶的酶学特性的表征对于

阐明 DHH 超家族磷酸酯酶的底物选择性机制

和酶功能多样性分化及在核酸代谢中的具体功

能具有一定的意义。 
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