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摘要：极端嗜热古菌由于生活在高温环境，其基因组 DNA 面临着严重的挑战，因此，它们如何维持其

基因组稳定是本研究领域最为关注的科学问题之一。极端嗜热古菌具有与常温微生物相似的自发突变频

率，暗示着它们比常温微生物具有更加有效的 DNA 修复体系进行修复高温所造成的基因组 DNA 损伤。

目前，极端嗜热古菌 DNA 修复的分子机制尚不清楚。核酸内切酶在 DNA 修复途径中发挥着重要的作

用。基因组序列显示极端嗜热古菌编码多种 DNA 修复核酸内切酶，但是其研究尚处于初期阶段。本文

综述了极端嗜热古菌 DNA 修复核酸内切酶 NucS、EndoV、EndoQ、XPF 和 Hjc 的研究进展，并对今后

的研究提出了展望。 
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作为第三种生命形式，古菌在全球的生物地

球化学作用中扮演着不可替代的角色。古菌细胞

具有无细胞核的单细胞超微结构，与细菌细胞相

似，但在 DNA 信息传递方面与真核细胞有很高的

相似性[1]，暗示着古菌是真核生物 DNA 复制和

DNA 修复系统的理想模型。近年来，随着宏基因

组及单细胞基因组测序技术的发展，人们发现了

许多之前未被鉴定的古菌，很大程度上丰富了古

菌的分类系统[2]。基于其独特的进化地位、代谢途

径、生长环境和分布范围，古菌已成为微生物学

家关注的热点之一。 

极端嗜热古菌是指最适生长温度在 80 °C 以

上的古菌[3]，主要发现于大洋底部的高压热液口、

火山口、陆地热泉等高温环境。自从于黄石公园

分 离 出 第 一 个 极 端 嗜 热 古 菌 Sulfolobus 

acidocaldarius 以来，目前已有 90 多种极端嗜热古

菌被发现[3]，几乎涵盖所有的泉古菌、部分广古菌

和少数其他古菌。开展极端嗜热古菌的研究，不

仅有利于了解高温环境下生命的适应机制，开发

嗜热酶，而且对于分析生命起源、研究生命进化

规律具有重要参考价值。 

极端嗜热古菌生存的高温环境加剧了基因组

DNA 的损伤，其基因组面临着严重的挑战[4]，因

此，极端嗜热古菌如何维持其基因组稳定性是本
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研究领域最为关注的科学问题之一。研究发现，

高温会加速碱基的脱氨基反应，形成损伤碱基(腺

嘌呤、鸟嘌呤和胞嘧啶的脱氨基分别生成次黄嘌

呤、黄嘌呤和尿嘧啶)[5]。高温也会加剧 DNA 碱基

的水解，造成基因组积累过多的 AP (apurinic/ 

apyrimidinic) 位 点 [6] 。 例 如 ， 极 端 嗜 热 古 菌

Pyrococcus abyssi 基因组中 AP 位点的含量比大肠

杆菌高 10 倍[7]。如果这些损伤碱基得不到修复，

进一步的复制将会引起基因的突变。但是，极端

嗜热古菌 S. acidocaldarius与常温微生物具有相似

的自发突变频率[8]，暗示着极端嗜热古菌具有比常

温微生物更为强大的 DNA 修复系统应对高温对

其基因组 DNA 的挑战。 

极端嗜热古菌的 DNA 修复途径一直受到人们

的关注。目前，基因组数据显示，极端嗜热古菌编

码多种参与 DNA 修复的相关蛋白[9]，但缺少 MMR 

(mismatch repair)途径中 MutS/MutL 同源物[10]。生

化性质和晶体结构的数据阐明了一些极端嗜热古

菌 DNA 修复蛋白的催化机制及其介导的修复途

径[9]。但是，目前极端嗜热古菌的 DNA 修复机制

尚不清楚。核酸内切酶在 DNA 修复途径中发挥着

重要的作用。本文总结了极端嗜热古菌 DNA 修复

核酸内切酶 NucS、EndoV、EndoQ、XPF 和 Hjc

的研究进展，并对今后的研究提出了展望。 

1  古菌核酸内切酶 NucS 

古菌核酸内切酶 NucS 首次在极端嗜热古菌

P. abyssi 中被发现。对其生化性质的研究表明，该

酶能够切割侧翼和叉形结构的 ssDNA[11]。晶体结

构表明，Pab-NucS 为二聚体，并且该酶能够与滑

动夹 PCNA(proliferating cell nuclear antigen)相互

作用[11]，从而将该酶招募到 DNA 复制叉上。 

最近，Ishino 等发现极端嗜热古菌 Pyrococcus 

furiosus 核酸内切酶 NucS 能够切割错配的 DNA，

并将该酶命名为 EndoMS[12]，暗示着该酶参与

了错配修复，从而为阐述极端嗜热古菌的错配

修复途径提供了重要的启示。对极端嗜热古菌

Thermococcus kodakarensis 的核酸内切酶 EndoMS

的研究发现，该酶能够切割含有错配碱基的

DNA 双链，其切割产物留下 5 个碱基的 5′突出端

(图 1)[12]。进一步的研究发现，Tko (Thermococcus 

kodakarensis)-EndoMS 对错配 DNA 比对分支或

ssDNA 具有更高的亲和力。另外，Tko-EndoMS

的晶体结构显示，该酶包裹错配的 DNA 底物，翻

出两个碱基并以与 II 型限制性核酸内切酶相似的

方式切割 DNA 磷酸二酯键[13]。此外，Tko-EndoMS

具有对 G:T、G:G、T:T、T:C 和 A:G 错配切割活

性，但在体外不能切割 C:C、A:C 或 A:A 错配[12]，

这与该酶对含有不匹配 G 或 T 的底物具有更高亲

和力相一致[13]。 

核酸内切酶 NucS 在古菌中具有广泛的分布，

存在于一些极端嗜热古菌和嗜盐古菌中。核酸内

切酶 NucS 也存在于一些细菌中，通常存在不含有

MutS/MutL 的 Actinobacteria 门。最新的研究发现， 
 

 
 

图 1.  Tko-EndoMS介导的DNA中错配(G:T)的修复[12] 

Figure 1.  Repair of mismatch (G:T) in DNA remediated 
by Tko-EndoMS[12]. 
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Mycobacterium smegmatis 中核酸内切酶 NucS 的

缺失会使突变率增加约 100 倍，从而导致超突变

表型。增加的突变率是由于碱基转换(A:T 至 G:C

转换或 G:C 至 A:T 转换)水平升高所引起，这些转

换是典型 MMR 缺陷所引起的突变[14]。此外，敲

除 Streptomyces coelicolor核酸内切酶NucS的基因

后，也观察到类似的结果[14]。 

2  古菌核酸内切酶 V  

如前文所述，高温会使极端嗜热古菌基因组

DNA 积累更多的尿嘧啶、次黄嘌呤或 AP 位点。存

在于所有的生物体中的碱基切除修复(base excision 

repair，BER)，是修复上述损伤碱基的经典途径[15]。

除了经典的 BER之外，选择性切除修复(alternative 

excision repair，AER)也是修复尿嘧啶、次黄嘌呤

或 AP 位点的途径之一。通常，AER 途径首先由

核酸内切酶所引发，即核酸内切酶在损伤碱基的

附近切割 DNA 的磷酸二酯键，产生一个切口[16]。 

核酸内切酶 V (EndoV)是介导 AER 途径中第

一个被研究的核酸内切酶，它能够识别和切割含

有次黄嘌呤的 DNA，其切割位点为损伤碱基次黄

嘌呤下游 3′端的第二个磷酸二酯键(图 2)。EndoV

最初在大肠杆菌中被鉴定出，由 nif 基因所编码。

对 E. coli nif 突变株的分析显示，E. coli-EndoV 在

细胞内次黄嘌呤的修复中发挥了重要的作用。除

此之外，在细胞外该酶对 AP 位点、侧翼 DNA 和

Y-型 DNA 结构等 DNA 底物具有内切酶活性[17]。

EndoV 同源蛋白非常保守，存在于三域生物中[18]。

然而，具有 EndoV 同源基因介导的 AER 途径在古

菌细胞中是否起实际作用尚未确定。 

目前，已有几种极端嗜热古菌 EndoV 被报道具

有不同的功能。Archaeoglobus fulgidus 和 P. furiosus 

 

 
 

图 2.  EndoQ 和 EndoV 介导的 DNA 中次黄嘌呤的修复 

Figure 2.  Repair of hypoxanthine in DNA mediated by EndoQ and EndoV. Endo: Endonuclease; Hel: Helicase; 
Pol: Polymerase; Lig: Ligase. 
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的EndoV蛋白在体外对含次黄嘌呤的底物具有严格

的特异性[19–20]。而 Ferroplasma acidarmanus-EndoV

由 O6-烷基鸟嘌呤 -DNA 烷基转移酶结构域和

EndoV 结构域组成，在体外能够切割含有尿嘧啶、

次黄嘌呤、黄嘌呤碱基的 DNA 底物[21]，表明，该

酶对脱氨基的碱基具有更广泛的特异性。 

我们实验室最近从极端嗜热古菌 Thermococcus 

barophilus Ch5 基因组中克隆表达并纯化了 EndoV，

简写为 Tba-EndoV[22]。对其生化性质研究发现，

该酶专一性地切割含有次黄嘌呤的 DNA，并且切

割含有次黄嘌呤的 ssDNA 底物的效率比切割含有

次黄嘌呤的 dsDNA 底物的效率要高。凝胶阻滞实

验结果表明，Tba-EndoV 结合含有次黄嘌呤的

ssDNA 底物的能力比结合含有次黄嘌呤的 dsDNA

底物的能力要强，这与其切割活性相一致。 

3  古菌核酸内切酶 Q  

除了 EndoV 介导 AER 途径进行修复损伤

DNA 之外，最近，已在极端嗜热古菌 P. furiosus

中鉴定得到第二个核酸内切酶，命名为 EndoQ[23]。

研究发现，Pfu-EndoQ 能够切割尿嘧啶、次黄嘌呤

或无碱基位点的 5′端的 DNA 磷酸二酯键[24]，形成

一个切口，但是后续的修复途径尚未阐明(图 3)。

Pfu-EndoQ 具有 PHP domain，包含了一些 C 和 X

家族的 DNA 聚合酶中保守的结构域。此外，

Pfu-EndoQ 的 C 末端含有 4 个 Cys 残基，是 EndoQ

家族的特征。 

与 EndoV 相比，EndoQ 酶在古菌中具有狭窄

的分布[24]。基因组序列显示 EndoQ 仅仅存在于

Thermococcales 和产甲烷菌中，而大多数细菌和真

核生物中不存在 EndoQ。EndoQ 有限的分布，暗

示了该酶参与损伤碱基的专一性修复途径。 

 
 

图 3.  EndoQ 介导的 DNA 中尿嘧啶的修复 

Figure 3.  Repair of uracil in DNA mediated by 
EndoQ. 

 

研究发现，Pfu-EndoQ 与滑动夹 PCNA 蛋白

相互作用[25]，这可能有助于将酶招募至复制叉，

然后该酶切割损伤 DNA 产生的缺口被解旋酶、核

酸内切酶 FEN1 (flap endonuclease 1)、DNA 聚合

酶和 DNA 连接酶协同作用，从而完成修复。但是，

目前相关的作用机理尚不清楚。 

进一步的研究发现，源自极端嗜热古菌 P. 

furiosus中的EndoQ和EndoV单独作用于损伤碱基

的修复[23]，在损伤碱基的两侧形成两个切口(图 2)。

然后，由 DNA 解旋酶、DNA 聚合酶和 DNA 连接

酶完成修复[24]。 

4  古菌核酸内切酶 XPF 

XPF (xeroderma pigmentosum F) 是真核生物

核苷酸切除修复(nucleotide excision repair，NER)

体系的重要组分之一。除了 Thermoplasmatales 之

外，所有的古菌均编码核酸内切酶 XPF 蛋白。根

据门的不同，古菌包含不同的 XPF 同源物。属于
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泉古菌门的极端嗜热古菌 Sulfolobus solfataricus

和 Aeropyrum pernix 具有相对短的 XPF 同源物，

其 C 末端含有与 PCNA 相互作用的结构域，并且

其切割活性依赖于 PCNA[26–27]。相反，属于广古

菌门的 P. furiosus 具有相对长的 XPF 同源物，并

且命名为 Hef (helicase associated endonuclease for 

forked structure，作用于叉形结构核酸内切酶相关

的解旋酶)[28]。P. furiosus Hef 蛋白与 DEAH 解旋

酶家族成员和 XPF/Mus81 核酸酶超家族成员具有

序列相似性[28]。Pfu-Hef 具有功能性的解旋酶活

性，在序列上位于 N 末端，能够促进其核酸内切

酶的活性[29]。Pfu-Hef 蛋白 N 端的 ATP 水解酶和

解旋酶活性以及 C 端的核酸内切酶活性，相互协

调作用于停滞的复制叉[29]。 

对古菌 XPF 和 Hef 蛋白的结构域的分析

表 明，其核酸酶区域由催化结构域和 HhH 

(Helix-hairpin-Helix) 结构域组成。它们在溶液中

各自形成二聚体[30]。Hef 蛋白的催化结构域显示，

它属于限制性核酸内切酶家族，催化结构域和

HhH 结构域对于该蛋白的活性必不可少[30]。但是，

该蛋白如何识别分支 DNA 底物尚不清楚。古菌

XPF 的结构表明，DNA 底物主要被 HhH 结构域

所结合，其配对的区域被催化结构域所作用[31]。 

5  古菌核酸内切酶 Hjc  

Holliday 联结体切除酶专一性地作用于同源

重组所形成的 DNA 嵌合体，并切割产生重组的

异源双链 DNA 分子。古菌中也编码同源重组途

径中 Holliday 联结体切除酶。Komori 等首先在 P. 

furiosus 中发现 Holliday 联结体切除酶的基因，并

命名为 Hjc (Holliday junction cleavage)[32]。类似于

E. coli 中的 RuvC，古菌 Hjc 参与了同源重组和双

链断裂修复途径。后来，Kvaratskhelia 等在 S. 

solfataricus 鉴定出 Holliday 联结体专一性核酸内

切酶 Hje (holliday junction endonuclease)。研究发

现，Sso-Hje 切割 Holliday 联结体无序列特异性，

偏好连续性地切割 DNA 嵌合体。尽管 Sso-Hjc 和

Sso-Hje 具有 28%的氨基酸等同性，但是两者切

割 DNA 的模式不同[33]，也具有不同的底物专一

性 [34]。Sso-Hjc 通过其 C 末端的 PIP 结构域

(PCNA-interacting peptide)与 PCNA 存在相互作

用，并且 PCNA 能够促进 Hjc 的活性[35]。Sso-Hje

的晶体结构表明，它具有灵活的 loop，作用于联

结体中心。在这个 loop 中，高度保守的 Ser30 是

该酶活性的关键残基[33]。 

Hjc 在古菌中高度保守，广泛存在于泉古菌和广

古菌中。最新的研究表明，S. islandicus Hjc、Sis-PINA 

(S. islandicus PIN domain-containing ATPase)、Hjm 

(holliday junction migration)蛋白三者相互作用，共

同作用于复制叉的倒退和 Holliday 联结体的形成

与切割[36]。极端嗜热古菌 Sulfolobus tokodaii 的

Hjc 能够与 RadC2 蛋白相互作用，共同参与同源

重组[37]，还能够抑制用于 Holliday 联结体分支迁

移的 DNA 解旋酶的活性[38]。 

Pfu-Hjc 的晶体结构表明该酶形成二聚体，两

个亚基的折叠完全不同于已报道的 Holliday 联结

体切除酶[39]。Pfu-Hjc 突变分析的结果表明该酶的

Phe68 和 Phe72 对于形成蛋白质二聚体至关重要，

而 Glu9、Arg10 和 Arg25 在酶的活性方面具有重

要作用[40]。 

6  总结和展望 

极端嗜热古菌核酸内切酶是参与 DNA 修复

的关键酶，它不仅参与了 MMR，而且参与了损伤
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DNA 的修复，包括 AER、NER 和双链断裂的 DNA

修复。然而，极端嗜热古菌 DNA 修复核酸内切酶

介导的 DNA 修复途径中的许多重要方面仍有待

阐明。 

极端嗜热古菌核酸内切酶 NucS，是一个多功

能酶，能够切割错配 DNA 和叉形结构的单链

DNA。该酶切割错配会造成双链断裂的损伤(图 1)，

对于细胞似乎是一种危险的策略，除非同源重组

非常有效。极端嗜热古菌基因组序列显示介导同

源重组的 RadA 蛋白与 NucS 核酸内切酶共用一个

启动子，暗示着核酸内切酶 NucS 所产生的 DSB 

(double strand break)能够立刻被 RadA 所接管。

RadA 与 NucS 是否存在相互作用共同完成损伤

DNA 或错配 DNA 的修复，是值得探讨的问题。 

极端嗜热古菌 EndoV 和 EndoQ 介导了 AER

途径修复损伤的 DNA。但是 EndoV 或 EndoQ 切

除含有损伤碱基的 DNA 之后，后续的修复机制尚

不清楚，值得进一步研究。 

利用新的遗传学、生物物理学和分子生物学

技术挖掘和研究古菌 DNA 复制和修复的酶学、途

径和分子机理，可以预期在不同的古菌中将会发

现更多参与损伤 DNA 修复的核酸内切酶。 
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Research progress of hyperthermophilic archaeal DNA repair 
endonucleases 
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Abstract: Hyperthermophilic archaea are facing severe challenges due to their high temperature environment. 

Therefore, how to maintain genomic stability of hyperthermophilic archaea is one of the most important scientific 

questions in this field. Hyperthermophilic archaea have similar spontaneous mutation frequencies to mesophilic 

microorganisms, suggesting that they have a more efficient DNA repair system than mesophilic microorganisms to 

repair genomic DNA damage caused by high temperature. At present, the molecular mechanism of DNA repair of 

hyperthermophilic archaea is still unclear. Endonucleases play an important role in the DNA repair pathway. Genomic 

sequences show that hyperthermophilic archaea encode a few DNA repair endonucleases, however, the research on 

them is still in an early stage. In this paper, we reviewed the research progress of hyperthermophilic archaeal DNA 

repair endonucleases, including NucS, EndoV, EndoQ, XPF and Hjc. We also proposed future studies. 
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