
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2022, 62(7): 2466–2477  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20210663  

 Review 综  述 
 

                           

基金项目：江苏省自然科学基金(BK20191219)；国家级大学生创新创业训练计划(202111117005Z) 
Supported by the Provincial Natural Science Foundation of Jiangsu (BK20191219) and by the National Practice Innovation 
Training Program for College Students (202111117005Z) 
#These authors contributed equally to this work. 
*Corresponding author. Tel: +86-514-89795882; E-mail: lkzhang@yzu.edu.cn 
Received: 1 November 2021; Revised: 16 December 2021; Published online: 15 March 2022 

极端嗜热古菌核酸内切酶Ⅲ的研究进展 

汤承轩 1#，李祎禧 1#，张立奎 1,2* 

1 扬州大学环境科学与工程学院，江苏 扬州 225127 
2 扬州大学广陵学院，江苏 扬州 225128 
 

汤承轩, 李祎禧, 张立奎. 极端嗜热古菌核酸内切酶Ⅲ的研究进展. 微生物学报, 2022, 62(7): 2466–2477. 

Tang Chengxuan, Li Yixi, Zhang Likui. Research progress in endonuclease Ⅲ of hyperthermophilic archaea. Acta 
Microbiologica Sinica, 2022, 62(7): 2466–2477. 

摘   要：胸腺嘧啶乙二醇(thymine glycol，Tg)是常见的氧化性 DNA 损伤碱基之一。DNA 中的

Tg 能够分别阻止 DNA 聚合酶和 RNA 聚合酶进行 DNA 复制和转录，导致相应的生物学过程终止，

进而会引起细胞的死亡，因此 DNA 中的 Tg 需要被修复。核酸内切酶Ⅲ (endonuclease Ⅲ，EndoⅢ)
是一种双功能 DNA 糖苷酶，能够切除 DNA 中的 Tg，从而启动碱基切除修复途径进行修复 DNA
中的 Tg。细菌、古菌和真核生物的基因组序列中均存在有 EndoⅢ蛋白的编码基因。目前，源自

于细菌和真核生物的 EndoⅢ已有较多的研究，而古菌 EndoⅢ的研究相对较少。基于目前已有的

极端嗜热古菌 EndoⅢ的研究报道，本文综述了极端嗜热古菌 EndoⅢ的研究进展，并展望了今后

的研究方向。 

关键词：极端嗜热古菌；核酸内切酶Ⅲ；胸腺嘧啶乙二醇；碱基切除修复  
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Abstract: Thymine glycol (Tg) is one of the common oxidative DNA damage bases. It can stall DNA 
polymerase and RNA polymerase that perform DNA replication and transcription, thus leading to the 
termination of the corresponding biological processes and further causing cell death. Therefore, Tg in 
DNA needs to be repaired. Endonuclease Ⅲ (EndoⅢ) is a bifunctional DNA glycosylase capable of 
excising Tg from DNA, thus initiating a base excision repair pathway for restoring Tg to a normal    
T base. The genomes of bacteria, archaea, and eukaryotes possess the gene encoding EndoⅢ. The 

available studies mainly focus on the EndoⅢ in bacteria and eukaryotes while rarely concern archaeal 

EndoⅢ. We reviewed the research progress on the EndoⅢ in hyperthermophilic archaea and proposed 
the future research directions in this field. 
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DNA 中的胸腺嘧啶乙二醇(thymine glycol，
Tg)是一种常见的氧化性 DNA 损伤碱基[1]。细

胞内代谢产生的自由基、外界环境的离子辐射

以及其他的氧化性诱变剂均可导致 DNA 中 Tg
的形成。据估计，每一个细胞中每天共能产生

约 400 个 Tg 分子[2]。在动物细胞内，DNA 中

的 Tg 被认为是 DNA 氧化性损伤的标志[3]。尽

管 DNA 中的 Tg 引起基因突变的概率很低，但

是它能够阻止 DNA 聚合酶合成 DNA 以及 RNA
聚合酶合成 RNA，进而导致 DNA 复制和转录

过程的终止，从而会引起细胞的死亡[4–5]。因此，

DNA 中的 Tg 需要被修复。 
目前，碱基切除修复(base excision repair，

BER)是修复 DNA 中 Tg 的重要途径。核酸内切

酶Ⅲ (endonuclease Ⅲ，EndoⅢ)是一种双功能

DNA 糖苷酶，能够切除 DNA 中的 Tg，从而启

动 BER 途径[6]。EndoⅢ首先于 1976 年在 E. coli
中被研究 [7]，后来的研究发现，该酶能够作用

于 DNA 中的 Tg 及其他嘧啶衍生物(图 1A)，包

括 5,6-dihydrothymine (DHT)、5,6-dihydrouracil 
(DHU)、5-hydroxycytosine (5hC)和 5-hydroxyuracil 
(5hU)等[8–9]。最新的研究发现，EndoⅢ还能够

切割含有尿嘧啶的 DNA[10]。最近，有研究表明

Campylobacter jejuni EndoⅢ作为 BER 途径的

修复酶，负责 DNA 损伤的修复[11]。细菌、古菌

和真核生物的基因组序列中均存在有 EndoⅢ蛋

白的编码基因。目前，源自真核生物的 EndoⅢ
也得到了广泛的研究，包括人类 EndoⅢ、酿酒

酵母 Saccharomyces cerevisiae EndoⅢ和鼠类

EndoⅢ[12–17]，其中对人类 EndoⅢ的结构与功能

研究较为清楚。这些研究结果表明，真核生物

EndoⅢ具有与 E. coli EndoⅢ相似的空间结构、

催化机制和底物作用范围。 
EndoⅢ为一种双功能 DNA 糖苷酶，具有

DNA 糖苷酶活性和 apurinic/apyrimidinic (AP) 
裂合酶活性。EndoⅢ利用其 DNA 糖苷酶活性
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切除 DNA 中的 Tg，从而产生 AP 位点，并进

一步利用其 AP 裂合酶活性对 AP 位点进行切

割，产生带有 3′-α,β-不饱和醛和 5′-磷酸的缺口

DNA (图 1B)。EndoⅢ的 DNA 糖苷酶活性和 AP
裂合酶活性通过形成 Schiff 碱基中间体相偶联

(图 1B)。目前，对细菌和真核生物中的 EndoⅢ
已有大量的研究报道，它们具有相似的底物作

用范围、晶体结构和催化机制。古菌在细胞构

造方面相似于细菌，而在遗传信息传递方面类

似于真核生物，尤其在 DNA 复制和 DNA 修复

方面，古菌是真核生物理想的简化版本[18]。极

端嗜热古菌基因组存在 EndoⅢ蛋白的编码基

因，但是目前相关的研究相对较少。本文在已

有的研究基础上，综述了极端嗜热古菌 EndoⅢ
的研究进展，并对今后的研究进行了展望。 

1  EndoⅢ的研究概况 
通过氨基酸序列比对发现，不同来源的

EndoⅢ具有 2 个高度保守的结构域：螺旋-发 
夹-螺旋(helix-hairpin-helix，HhH)和铁硫簇环

(Fe-S cluster loop，FCL) (图 2)。因此，EndoⅢ
属于富含甘氨酸 /脯氨酸和高度保守的天冬氨

酸序列(a glycine/proline-rich sequence followed 
by an absolutely conserved aspartate，HhH-GPD) 
超家族[19]。最近，Kanchan 等对 463 个 EndoⅢ
同源蛋白的基因序列进行比对和进化关系

分析发现，EndoⅢ具有在结构和功能方面都

起着重要作用的 HhH 结构域和 FCL，并且水

平基因转移在该酶进化过程中扮演着重要

的角色 [20]。EndoⅢ  HhH 结构域由 2 个 α-螺
旋和一段连接这 2 个 α-螺旋的 loop 组成，其

中 loop 包含保守的甘氨酸-疏水残基-甘氨酸

(GhG)氨基酸残基。突变分析结果表明，E. coli   
EndoⅢ  HhH 结构域中 K120、Deinococcus 
radiodurans EndoⅢ2 HhH 结构域中 K132、
Bacillus stearothermophilus EndoⅢ HhH 结构域 

 

 
 
图 1  EndoⅢ切除的损伤嘧啶碱基(A)及其催化机理(B) 
Figure 1  Damaged pyrimidine bases excised by EndoⅢ (A) and its catalytic mechanism (B). 
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图 2  细菌、真核生物和古菌的 EndoⅢ蛋白的氨基酸序列比对 
Figure 2  Alignment of amino acid sequences of bacterial, eukaryotic and archaeal EndoⅢ proteins. * and 
▲ represent the mutational sites of Tko-EndoⅢ and Sis-EndoⅢ. Dra2: Deinococcus radiodurans (AAF09870); 
Eco: Escherichia coli (THI74517); Gst: Geobacillus stearothermophilus (KYD34886); Hsa: Homo sapiens 
(AAB41534); Ath: Arabidopsis thaliana (CAC16135); Sis: Sulfolobus islandicus (WP_014514102); Pae: 
Pyrobaculum aerophilum (AAF37269); Tko: Thermococcus kodakarensis (BAD85330). 
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中 K121 的 ε-氨基直接参与 Schiff 碱中间体的

形成和 β-消除反应[21–23]。另外，人类 EndoⅢ 
HhH 结构域中 K212 具有偶联 DNA 糖苷酶和

AP 裂合酶的活性[24]。因此，EndoⅢ HhH 结

构域中保守的赖氨酸残基是该酶发挥活性的

关键氨基酸残基。除了保守的赖氨酸残基之

外，EndoⅢ HhH 结构域中存在另一个对催化活

性至关重要的、高度保守的天冬氨酸残基，例如

B. stearothermophilus EndoⅢ中的 D139、E. coli 
EndoⅢ中的 D138 和 D. radiodurans EndoⅢ2 
中的 D150[21–23]。2018 年，Moe 等分析了失活的

D. radiodurans EndoⅢ2 双突变体 K132A/D150A
与正常 DNA 相互作用和有活性的野生型蛋白

与损伤 DNA 的相互作用，结果表明该酶-DNA
复合物的细微差别调控着电子迁移[25]。 

如图 2 所示，FCL 位于 EndoⅢ蛋白的 C 端，

含有 4 个保守的 Cys，该结构域不仅维持该蛋

白结合 DNA 的作用[21–22,26]，而且还能通过依赖

DNA 结合的氧化还原活性有效地检测出损伤

碱基[27]。E. coli EndoⅢ FCL 中的 4 个半胱氨酸

(Cys187、Cys194、Cys197 和 Cys203)已被确定

为簇状配体[20–21,27]，参与定位 DNA 中 Tg 的磷

酸二酯键的作用[28]。Ekanger 等研究了 EndoⅢ
的 FCL 亚硝基化，揭示了一氧化氮在 FCL 亚硝

基化时通过 800 mV 负移调节 EndoⅢ的氧化还

原活性[29]。因此，EndoⅢ的 FCL 负责该酶的氧

化还原活性[30]。 
大多数细菌基因组编码单个 EndoⅢ的基

因，而 D. radiodurans 编码 3 个 EndoⅢ同源蛋

白：DR2438 (D. radiodurans EndoⅢ1)、DR0289 
(D. radiodurans EndoⅢ2)和 DR0982 (D. radiodurans 
EndoⅢ3)。研究发现，D. radiodurans EndoⅢ2
类似于已报道的 E. coli Endo Ⅲ蛋白，而      
D. radiodurans EndoⅢ1 对含有 Tg 或 AP 的 DNA
底物表现出微弱的活性，并且与 D. radiodurans 

EndoⅢ2 蛋白的亲缘关系较远。相应地，尽管

D. radiodurans EndoⅢ3 具有保守的催化残基，

但是不具有切割含有 Tg 或 AP 的 DNA 底物的

活性，这暗示着它与 D. radiodurans EndoⅢ1 和

D. radiodurans EndoⅢ2 蛋白的亲缘关系最远[31]。 
如图 3 所示，EndoⅢ分布在古菌、细菌和

真核生物中，其中包括极端嗜热细菌和古菌。

有趣的是，极端嗜热细菌 Thermotoga napthophila 
EndoⅢ和 Thermotoga maritima EndoⅢ与极端

嗜热广古菌 EndoⅢ具有较近的亲缘关系，然而

极端嗜热细菌 Thermus thermophilus EndoⅢ与

非嗜热细菌 EndoⅢ亲缘关系较近。此外，     
D. radiodurans Endo Ⅲ 1 和 D. radiodurans  
EndoⅢ3 表现出与极端嗜热古菌 EndoⅢ较近的

亲缘关系。 

2  EndoⅢ的结构特征 
目前，已有 4 种 EndoⅢ蛋白晶体结构得到

解析，分别是 E. coli、B. stearothermophilus、
D. radiodurans EndoⅢ1 和 N 端去除 76 个氨基

酸的截短蛋白 D. radiodurans EndoⅢ3Δ76。这

些 EndoⅢ蛋白在空间结构上非常相似，暗示着

它们具有相似的催化机制，但是它们在结构方

面也存在着差异。 
E. coli EndoⅢ的晶体结构显示，该酶的

HhH 结构域、FCL 和用于结合 DNA 氨基残基

R191，构成了底物口袋，能够容纳 DNA 底物，

并且包含在底物口袋中被翻转的损伤碱基[21]。

负责该酶催化的氨基酸残基 K120 和 D138 位于

底物口袋的开口处，暗示这个底物口袋是该酶

的活性中心。此外，E. coli EndoⅢ中的 S39、
D44 和 R184 围绕在 DNA 中 Tg 周围，这 3 个

氨基酸残基在其他 EndoⅢ蛋白中高度保守。突

变分析结果表明，S39L 突变体具有 AP 裂合酶

活性，但是不具有 DNA 糖苷酶活性[32]。 
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图 3  EndoⅢ的系统发育分析(由于篇幅的限制，该系统发育树仅包括部分古菌、细菌和真核生物) 
Figure 3  Phylogenetic analyses of EndoⅢ. Only partial bacteria, archaea, and eukarya are included in the 
phylogenetic tree due to the space limit. Aae: Aquifex aeolicus (AAC06594); Afu: Archaeoglobus fulgidus 
(KUK06154); Ape: Aeropyrum pernix (BAA79061); Ath: A. thaliana (CAC16135); Ce1: Caenorhabditis 
elegans (P54137); Cje: Campylobacter jejuni (ALK81184); Dra1: D. radiodurans R1 (AAF11977); Dra2:  
D. radiodurans (AAF09870); Dra3: D. radiodurans R1 (AAF10559); Eco: E. coli (THI74517); Gst:       
G. stearothermophilus (KYD34886); Hin: Haemophilus influenzae (P44319); Hsa: H. sapiens (AAB41534); 
Mja: Methanococcus jannaschii (AAB98606); Mmu: Mus musculus (BAA22080); Mth: Methanobacterium 
thermoautotrophicum (AAB85267); Nme: Neisseria meningitidis MC58 (AAF40962); Pab: Pyrobaculum 
abyssi (A75109); Pae1: Pseudomonas aeruginosa (AAG06883); Pae2: P. aerophilum (AAF37269); Pho: 
Pyrococcus horikoshii (WP_010885578); Sce1: Saccharomyces cerevisiae (GFP64588); Sce2: S. cerevisiae 
(GFP69027); Sis: S. islandicus (WP_014514102); Spo: Schizosaccharomyces pombe (CAA91893); Sso: 
Sulfolobus solfataricus (CAA69576); Tko: T. kodakarensis (BAD85330); Tma: Thermotoga maritima 
(Q9WYK0); Tna: Thermotoga naphthophila (KUK22165); Tth: Thermus thermophilus (BAW01624); Vch: 
Vibrio cholerae (AAF94172); Xfa: Xylella fastidiosa (AAF83457). 
 
相反，D44V 突变体具有 DNA 糖苷酶活性，但

是 AP 裂合酶的活性显著低于野生型蛋白，表

明 D44 为 β-消除反应所必需。另外，R184A 突

变体保留 AP 裂合酶活性，但是表现出不同于

野生型蛋白的底物专一性。 

B. stearothermophilus EndoⅢ与 DNA 形

成复合物的晶体结构显示，氨基酸残基 D45、
G119、Y122、Y140、H141 和 R140 作用于损

伤链，而氨基酸残基 R78、S79、Y83、R84
和 N85 作用于损伤链的互补链 [21]。另外，        
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B. stearothermophilus EndoⅢ中的 L82、E42 和

I80 共同作用把损伤碱基从 DNA 中翻转出   
来[25]。与 B. stearothermophilus EndoⅢ中的 L82
相似，E. coli EndoⅢ中的 L81 是识别损伤碱基

的一个关键氨基酸残基[33]。Kuznetsov 等利用预

稳态动力学揭示了 E. coli EndoⅢ中的 N41 和

Leu81 是作为损伤位点感应器参与识别 DNA 中

损伤的碱基[34]。 
D. radiodurans EndoⅢ1 和 N 端截短蛋白

D. radiodurans EndoⅢ3Δ76 的结构显示，它们包

含保守的 HhH 结构域和 FCL[23]，这些结构特征

与E. coli和B. stearothermophilus的EndoⅢ类似。

但是，D. radiodurans EndoⅢ1 和 D. radiodurans 
EndoⅢ3 的 HhH 结构域包含额外的螺旋特征和

静电表面电位。 

3  极端嗜热古菌 EndoⅢ 
3.1  极端嗜热古菌 A. fulgidus EndoⅢ 

目前，关于古菌 EndoⅢ蛋白的研究相对较

少。极端嗜热古菌 A. fulgidus 是参与硫代谢的

广古菌，其基因组存在 EndoⅢ同源蛋白的基 
因[35]。A. fulgidus EndoⅢ是古菌中第一个被报

道的 EndoⅢ[36]。NMR 结构显示，A. fulgidus 
EndoⅢ包含 5 个结构元件：HhH 结构域、FCL
结构域、非 HhH 结构域、helix B–helix C 环和

helix H，这些元件形成了跨越酶活性中心的连

续表面。 

3.2  极端嗜热古菌 Pyrobaculum aerophilum 
EndoⅢ 

极端嗜热古菌 P. aerophilum 是一种需氧的

泉古菌，其最适生长温度为 100 °C，分离于深

海热液口。研究发现，P. aerophilum EndoⅢ 
(Pae-EndoⅢ )是热稳定的 EndoⅢ蛋白，具有

DNA 糖苷酶/AP 裂合酶的双功能活性，能够在

高温条件下切除 DNA 中的 DHT，尤其是对切

除 DNA 中 DHT:G 配对的 DHT 效率最高[37]。

进一步的研究发现，该酶切除 DNA 中 DHT 的最

适反应温度为 70 °C，并且存在 80−100 mmol/L 
NaCl 的条件下，该酶活性最高。系统发育分析，

Pae-EndoⅢ被聚类为 EndoⅢ的 5 个超家族。 

3.3  极端嗜热古菌 Thermococcus EndoⅢ 
极端嗜热古菌 Thermococcus gammatolerans

是一种厌氧的广古菌，其最适生长温度为

88 °C，也是目前所发现的最耐辐射古菌，其

TGAM_1277 基因编码 EndoⅢ同源蛋白[38]。研究

发现，T. gammatolerans EndoⅢ同源物具有切割

含有 8-oxoguanine (8oxoG)、5-hydroxyhydantoin 
(5-OH-dHyd)和 5-hydroxy-5-methylhydantoin 
(5-OH-5-Me-dHyd) DNA 的活性[39]。另外，遗

传学结果表明，γ 射线照射 T. gammatolerans 细

胞会导致 TGAM_1277 基因的表达明显增加，

暗示着该基因编码的 EndoⅢ同源物负责修复

由于 γ 射线照射细胞而造成的 DNA 损伤碱基。 
极端嗜热古菌 Thermococcus kodakarensis

具有易培养、易于遗传操作的特点，是研究极

端嗜热古菌的模式生物之一[40]。研究发现，极

端嗜热古菌 T. kodakarensis (Tko-EndoⅢ)能够

切割 DNA 中如下的损伤碱基：STg、RTg、5hC、

5hU、DHT 和 DHU，但是不能切割正常的碱基

和 其 他 损 伤 碱 基 ， 包 括 O6-methylguanine 
(6mG)、hypoxanthine (Hx)和 8oxoG 等[41]。另外，

Tko-EndoⅢ切割含有 Tg 的 dsDNA 活性明显高

于含有 Tg 的 ssDNA，暗示着该酶负责基因组

DNA 中 Tg 的修复。这一特征与 E. coli、老鼠

和人类的 EndoⅢ功能相同，表明 EndoⅢ具有

功能进化的保守性。 
与其他来源的 EndoⅢ相比，古菌 EndoⅢ

具有不同的 DNA 底物作用范围。例如中度嗜热

古 菌 Methanobacterium thermoautotrophicum 
EndoⅢ同源物 Mt0764 不仅能够切除 DNA 中的
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Tg，而且还能够切除 DNA 中的 8oxoG[42]。同

样，极端嗜热古菌 T. gammatolerans EndoⅢ同

源物 TGAM_1277 也能够识别并切除 DNA 中的

8oxoG。但是，Tko-EndoⅢ不能够切除 DNA 中

的 8oxoG。最新的研究发现，EndoⅢ的 DNA
糖苷酶活性能够作用于含有尿嘧啶的 DNA[10]，

然而 Tko-EndoⅢ对含有尿嘧啶的 DNA 仅表现

出微弱的活性[39]。因此，古菌 EndoⅢ能够多样

化地作用损伤碱基。 
凝胶阻滞实验结果显示，Tko-EndoⅢ表现

出对含有 Tg 的 dsDNA 比对正常 dsDNA 具有更

高的结合力，表明该酶与 DNA 形成复合物需要

Tg 的存在，从而说明该酶与含有 Tg 的 dsDNA
的紧密结合是该酶高效率地切除 DNA 中 Tg 的

关键。 
动力学分析结果表明，Tko-EndoⅢ对含有

Tg 的 DNA 的切割速率顺序如下：STg-dsDNA> 
STg-ssDNA>RTg-ssDNA，但是尚未检测到该酶

切割 RTg-dsDNA的速率，表明该酶对 STg-DNA
的切割效率明显高于对 RTg-DNA 的切割效率，

这与 E. coli EndoⅢ一致[43]，但是不同于人类和

老鼠的 EndoⅢ[43–44]。 
突变分析结果表明，Tko-EndoⅢ的氨基酸

残基 K140 和 D158 是该酶 DNA 糖苷酶活性的

关键氨基酸残基，S57 和 D62 是负责切割 AP
位点的氨基酸残基，H160 具有识别 Tg 的功能

和与 DNA 相互作用的功能。另外，K105、R59、

L101、W102 和 G136 参与 DNA 相互作用。 

3.4  冰岛硫化叶菌(Sulfolobus islandicus) 
REY15A EndoⅢ 

冰岛硫化叶菌(S. islandicus) REY15A 分离

于冰岛热泉，其最适生长温度为 75 °C，最适生

长 pH 为 3.0，具有易培养、遗传操作系统完善

等特点，是研究古菌 DNA 复制和修复的模式生

物之一[45–46]。我们实验室最近对 S. islandicus 
REY15A EndoⅢ (Sis-EndoⅢ)切除 DNA 中 Tg
的生化性质和催化机理进行了探讨研究[47]。生

化数据表明，Sis-EndoⅢ切割含有 Tg 的 dsDNA 
(Tg-dsDNA)的最适温度为 70 °C，最适 pH 为

7.0−8.0。在不存在二价金属离子的条件下，该

酶具有较弱的活性，而存在 Mg2+或者 Ca2+时，

该 酶 具 有 最 佳 的 切 割 活 性 。 Sis-Endo Ⅲ与

Pae-EndoⅢ具有相同的最适反应温度、热稳定

性，但是盐浓度对两者的活性影响不同(表 1)。 
与其他已报道的 EndoⅢ类似，该酶具有

AP 裂合酶的活性，并且在 NaBH4 存在下能够

与 Tg-dsDNA 形成 Schiff 碱中间体复合物。另

外，我们对 Sis-EndoⅢ切割 Tg-dsDNA 进行了

动力学分析，测试了在单转换条件下该酶在

50−70 °C 切割 Tg-dsDNA 的反应速率，并进一

步阐明了该酶切除 DNA 中 Tg 所需要的激活自

由能(39.7±4.2 kcal/mol)。 
目前，极端嗜热古菌 EndoⅢ晶体结构尚

未得到解析。为了阐明 Sis-EndoⅢ的结构与  

 
表 1  Sis-EndoⅢ和 Pae-EndoⅢ生化性质的比较 
Table 1  Comparison of biochemical characteristics of Sis-EndoⅢ and Pae-EndoⅢ 

EndoⅢ 
Optimal 
temp./°C 

Thermostability Optimal pH 
Divalent ion 
requirement 

NaCl effect References 

Sis-EndoⅢ 70 Retaining 16% activity after 
heated at 80 °C for 20 min  

6.0−8.0 Mg2+ or Ca2+ 
optimal 

Retaining 40% activity at 
400 mmol/L NaCl 

[47] 

Pae-EndoⅢ 60–70 Retaining activity after 
heated at 80 °C for 20 min  

N.D. Independent Optimal activity at 
80–160 mmol/L NaCl 

[37] 

N.D.: not determined. 
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功能的关系，我们利用 SWISS MODEL 网站

(https://swissmodel.expasy.org)对该酶进行了同

源建模(图 4)，并在此基础上，对 HhH-GPD 结

构域中的氨基酸残基 F127、K133、D151、R156
和 R160 进行了突变，构建了该酶 F127L、

K133A、D151A、R156A、R160 和 D50A 突变

体。切割实验结果表明，K133A 和 D151A 突变

体仅保留很弱的活性，而 F127L 和 R160L 突变

体具有野生型蛋白的活性，同时 D50A和 R156A
突变体具有比野生型蛋白低的活性，从而说明

K133 和 D151 是负责该酶切除 DNA 中 Tg 活性

的必需氨基酸残基，D50 和 R156 是参与该酶切

除 DNA 中的 Tg。 
基于 Tko-EndoⅢ突变分析的结果和我们

实验室的研究结果，可以总结出极端嗜热古菌

EndoⅢ保守的氨基酸残基功能如下：K133 
(K140) 和 D151 (D158)负责 DNA 糖苷酶活性，

H153 (H160)识别Tg和参与结合DNA，S45 (S57)  

 

 
 
图 4  Sis-EndoⅢ的同源建模结构 
Figure 4  Homologous structural model of Sis- 
EndoⅢ. HhH-GPD motif and Fe-S cluster loop are 
colored with cyan and pink, respectively. Amino 
acid residues are shown with sticks, among which 
amino acid residues in Tko-EndoⅢ are shown in 
parentheses.  

和 D50 (D62)负责 AP 裂合酶活性， G129 
(G136)、C201 (C208)和 C208 (C215)参与结合

DNA (图 4)。 

4  总结和展望 
EndoⅢ广泛存在于细菌、古菌和真核生物

中，该酶含有保守的 HhH 结构域和 FCL，具

有偶联的 DNA 糖苷酶和 AP-裂合酶 2 种活性，

能够切除 DNA 中的 Tg 及其他修饰的嘧啶碱

基。与其他来源的 EndoⅢ不同，极端嗜热古菌

EndoⅢ能够在高温条件下切除 DNA 中的 Tg，
从而避免基因组中 Tg 的积累。另外，极端嗜

热古菌 EndoⅢ比其他 EndoⅢ具有更强的耐

热性。  
目前，极端嗜热古菌 EndoⅢ与含有 Tg 的

DNA 形成复合物的晶体结构尚未得到解析。对

极端嗜热古菌 EndoⅢ与 DNA 形成复合物晶体

结构的解析，并通过构建突变体，进一步探讨

其催化机理以及研究其耐热机制和在高温条件

下切除 DNA 中 Tg 的分子机制，从而阐明其结

构与功能的关系，都是值得深入研究的方向。 
尽管体外研究已经证实了极端嗜热古菌

EndoⅢ能够切除 DNA 中的 Tg，暗示着其在修

复 DNA 中损伤碱基 Tg 中扮演着重要角色，但

是它是否在细胞内参与修复基因组 DNA 中的

Tg，目前尚不清楚。以遗传操作系统比较完善

的极端嗜热古菌为研究对象，比如 S. islandicus 
REY15A 和 T. kodakarensis，敲除编码 EndoⅢ
的基因，构建相应的突变菌株，然后以野生型

菌株为对照，在存在氧化剂条件下测试突变体

菌株的生长情况、细胞形态等，从而揭示极端

嗜热古菌 EndoⅢ细胞内的功能，是今后研究的

重要方向之一。 
目前，对于极端嗜热古菌 EndoⅢ切除 DNA

中的 Tg 所产生切口的修复尚未有报道。极端嗜
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热古菌 EndoⅢ如何与细胞内的一些蛋白或酶

相互作用，并完成该酶作用于 DNA 后的后续修

复，也是亟待探讨的问题。 
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