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DNA的酯酶催化活性研究 
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(3热带作物生物技术国家重点实验室，拇南儋州 571737) 

摘 要 应用萘酯坚固蓝反应显色法对 DNA的酯酵催化活性进行了研究。结果表明， 

辣椒DNA、鲜鱼精DNA具有分解萘酯的活性；反应混合物中鲱鱼精DNA浓度为 0．0034 

、 mg／mL时，DNA仍有分解萘酯的活性；随着 DNA浓度增加，DNA的催化活性增强。6种寡 

聚校苷酸均具有催化萘酯水解的能力，但活性强弱不同；4种dNTP均不能催化萘酯水解。双 

链 DNA、单链 DNA的显色反应完全来 自DNA的催化萘酯水解反应。 

苎键 ．旦 型蔓塑， {聋 中图分类号$641
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生物体的一切代谢反应都是在酶的作用下进行的，长期以来生物催化作用一直被视 

为蛋白质的专利。Cech等 首次发现了RNA的生物催化作用。就RNA和DNA的结构 

而言，尽管2'-OH赋予了RNA一些特殊的性质，但在生物催化方面，DNA也可能具备催 

化功能。锤头状核酶可以分成两个 RNA片段：核酶部分和底物部分。Chartrand等 将锤 

头状核酶的核酶部分的碱基序列进行了替换，得 了DNA 占主导地位的核酶构建体和 

全部为DNA的构建体 他们发现二者均有催化作用，但强弱不同。Cuenoud和Szostak[3] 

合成的单链 DNA—E 具有连接酶活性，E。 催化连接反应的机制属一般酸碱催化机制，其 

中金属离子复合物参与质子转移。这些研究又一次丰富了酶学。 

萘酯加坚固蓝是醋酶同工酶研究中常用的检测方法 ]，王身立等 用这种方法检测 

到裸露的绿豆DNA具有分解萘酯的活性。戴君惕等 和张学文等 也用这种技术开展 

了研究，发现小麦、鲤鱼和 一噬菌体的裸露 DNA具有分解萘酯的活性，并讨论了DNA可 

能的催化机理 DNA酶学研究虽剐刚开展．却是DNA研究中意义重大的发现。本文对两 

种物种DNA和6种寡聚核苷酸进行了分解萘酯活性的检测，据此探讨了DNA催化萘酯 

的水解机理及应用前景。 

1 材料和方法 

1．1 供试 DNA 

辣椒 DNA 取西杂 7号辣 幼叶按作者嗍改进了的Pich和 Schubertc 。 的方法提 

取，所提取的辣椒 DNA OD ／ODm为 I．807． 
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鲱鱼精DNA Promega公司产品，O 日。／ODⅢ一1．80． 

单链寡核苷酸 6个寡聚核苷酸在ABI 370A DNA合成仪上合成，其序列分别为： 

ON 1 5 CCGGATCCAGCTACTATAACG 3 

oN一2 5 TGGTCTCCTTTTGGAGGCCC 3 

ON— 

ON— 

ON— 

ON一 

5 GTTTATTTACAAGAGCGTACG 3 

5 AGCTGGATCCGGTCTGTCGAT 3 

5 GACTCGAGATGGCTCTAGTTGTTAAAG 3 

5 TCGGTACCTTAAAACGAATCCGATTCGG 3 

脱氧核苷酸 dATP，dCTP，dGTP，dTTP二钠盐为德国宝灵曼公司产品。 

1．2 反应底物和显色剂 

反应底物为1 乙酸一a一萘酯<100 mg乙酸_ 萘酸溶于 1O mL 5O 丙酮)，显色剂为 

1 固蓝RR盐(100mg固蓝 RR盐溶于 10mL 0．2mol／L磷酸缓冲液(pH6．8)过滤)。将 

反应底物与显色剂等体积混合过滤即成 萘酯固蓝显色液。 

1．3 不同物种DNA分解萘酯活性的测定 

将辣椒DNA、鲱鱼精 DNA用TE(pH8．O)稀释到0．4 mg／mL，取0．3 mL DNA稀释 

液于 1．5 mL Eppendorf管中，再加入 0．9 mL 萘酯固蓝显色液，混匀后于 37U温浴，定 

时取样 1 5O L用双蒸水稀释至 300止 ，测定 540 nm吸光度。 

1 4 不同浓度DNA分解萘酯活性的检测 

将鲱鱼精DNA用TE(pH8．o)稀释成不同浓度的DNA溶液。取150止 DNA溶液 

于 0．5 mL Eppendorf管中，加入 400 gL 萘酯固蓝显色液，混匀后于 37"(2反应，定时取 

样 4O L用双蒸水稀释至 300止 ，测定 540 nm吸光度。 

1．5 单链寡聚核苷酸的酯酶催化活性 

取150．uL 0．25 mg／mL的寡聚核苷酸溶液和400 gL n一萘酯固蓝显色液混合，混匀后 

于 37'C反应。定时取样 4O 用双蒸水稀释至300止 进行吸光度测定。 

参照酶的测定方法L11]，DNA催化活性可以单位DNA在单位时间内分解的萘酯数量 

来表示，用下列公式计算： 

DNA催化活性一 墅爱蛊爵 
1．6 dNTP的酯酶活性检测 

取5O止 10 mmol／L dNTP于E1~pendorf管中和600 L 一萘酯固蓝染色液充分混 

匀后于 37℃反应，观测颜色反应。 。 

1．7 DNA的酯酶催化活性机理探讨 

以双链 DNA(鲱鱼精DNA)和单链 DNA(寡聚核苷酸ON一5)与反应底物、显色剂、 

萘酯固蓝染色液的共同温浴作为 理，设置了8个反应体系，于 37"(2反应 5 h后观测结 

果。 

2 结果与分析 

2．1 不同物种 DNA分解 口一萘醋的活性 

辣椒 DNA、鲱鱼精 DNA与n一萘酯固蓝染色漓于 37 C温浴，定时取样测定 ODs o值 
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结果(表 1)表明，辣椒DNA、鲜鱼精DNA均具有分解z．醣  萘醣的活性，且辣椒 DNA 

的催化活性较鲱鱼精DNA强。37'C~ 1 h反应混合物已呈现出黑褐色，此时辣椒 

DNA、鲜鱼精DNA的催化活性分别为0．9983，o．6733． 一- 

袅1不同物种DNA分解 蘩譬的捂性 

_ 

_  

2·： 不同浓度DNA分解 蕃琶活性的出铰 ⋯ ． 

从表2可以看出，随着DNA浓度的增大，DNA分解 萘醋的活性增强。当DNA浓 

度为o·0125 mg／mL时，反应俸系中DNA的实际浓度为0．oo34 nlg／ ，DNA仍具有催 

化括性，说明微量DNA也具有分解a-萘酯的活性。 

袅{ 不同藏磨DNA分解 蘩譬活性的比较 

2．3 寡聚核苷蘸分解萘酯的活性 

6种寡聚核苷酸均有分解a一萘醋的活性(表3)。寡聚核苷酸ON．1，ON．3，ON一4的碱 

基数量均为21个，但它们的催化活性却有强弱之分，ON一4的催化活性最强，ON 1次之， 

ON’3最弱；ON 4，ON一1，ON一3的核苷酸组成中，嘧啶类碱基(c+G)数目分别 i2，11， 

8，这虽与其催化活性排序结果相吻合，但尚不能排除瞟岭类碱基参与催化作用可能性。这 

说明，寡聚核苷酸催化活性与其碱基组成及排列顺序有关。寡聚核苷酸ON：S，ON：6的核 

苷酸数目分别为27·Z8个，但其催化活性却大太低于 ON一4(核苷酸数量为21个)，这表 

明·寡聚核苷酸的催化活性除了受按苷酸数量影响外，特剁是与其碱基组成及排列顺序有 

密切的关系。 ， 

袅3 寡聚棱苷酸分解 辅 的活性 

————_— 无萄蕊： 寡鬃拔苷酸 
3 
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2．4 dNT 分解萘南活性的检测 

经4 h反应后,dATP，dCTP，dGTP，dTTP分别与 萘醑固蓝染色液的反应体系均 

无颜色反应，即反应体系明显不变成黑褐色(结果未示)，说明4种dNTP,即单个碱基成 

份不具备催化乙酸- 萘酯水解的能力 

2．5 双链DNA和单链DNA的铀化机蓬探讨 

为了排除DNA与萘酯、固蓝RR盐生成某种有色复合物的可能性，作者采用了严格 

的试验设计(见表4)进行研究。8个反应体系于37℃反应5 h后观测结果表明，反应1和 

5仍呈理出】％乙酸 萘醣的丙酮溶液的白色，反应2和6仍呈现出1 固蓝RR盐磷酸 

溶液的棕红色，这说明单链DNA、双链DNA均不与乙酸一萘酯、因蓝RR盐反应形成黑 

褐色复合物。反应4和8的颜色仍呈现出 萘酯固蓝染色液的颜色，只是颜色变浅，说明 

在温浴过程中染科和萘醋已吉l}分析出，且无DNA存在时 萘醣和固蓝 RR盐不发生反 

盛。反应3和7刚呈现出明显的l黑褐色，说明单链DNA、双链DNA均具有催化乙酸： 萘 

酯的功能，正是由于 萘酯水解产生的 萘酚与固蓝作用发生了颜色反虚，才使得反应 

混合物呈黑褐色。显色反应完全来自于DNA催化甘萘醣的水解作用，DNA分子和 萘 

酯或固蓝RR盐不形成有色复台物 ， 

裹4 双链DNA和单链DNA的催化机理 

项 目 l 2 3 4 5 6 7 8 

DNA 

DNA敲摩(mg／raL) 

DNA体积( L) 

l盯 酸： 萘醋体軎} L) 

l 固蓝体积(止 ) 

TE(oH8．O)体积(皿 ) 

总体积 L 

显色反应 

ODu0 

洼t+，一 分别表示发 
j 、 。 

_

_ 

3 讨 论 

本试验所用的辣椒DNA，经苯酚、苯酚 氯仿(I i 1)、氯仿 z异戊醇(24：1)的多次 

抽提，可以排赊蛋白质的影响}抽疆的DNA经R,NA酶处理，亦可排除RNA的影响。提 

取的辣椒DNA经紫外检测，O 。／ODm=l_807，说明提取的DNA纯净 壹I}鱼精DNA 

购自Promega公司，DNA质量痨-唷佣}证。因此，试验结果表明不同物种DNA具有分解萘 

酶的活性 这与已有的研究绿豆DNA嘲、小麦DNA、鲤鱼DNA、A-噬苗体DNAE6~均具有 

分解萘酯活性的结果趋势是一致的 本研究证实动物与植物的总DNA均有分解萘醇的 

活性 

供试的 6个寡聚核苷酸的碱基数 目、组成及排列顺序均不相同，但均具有催化活性。 

这说明，单链DNA由4种碱基A，C，T，G构成时，如果碱基数量足够，催化强度取决于碱 

基组成与排列顺序 张学文等 认为单链DNA不具有催化作用，这是因为在研究中他们 
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使用的是ssDNA和尿素的混合物，很可能是尿素抑制ssDNA的催化作用。但张学文 指 

出，Poly A这一单链寡核苷酸具有催化作用，这与本研究中采用的 6个寡聚核苷酸具有 

催化作用结果是一致的。 ’ 。 

本研究发现，双链DNA的催化滑性较强，如反应中辫鱼精DNA实际浓度为0．0034 

mg／mL时，DNA仍有分解 萘酯的活性。，单链寡聚棱苷醵具有催化活性，而单个4种脱 

氧核苷酸却元此功能，这意谓着3 ，5'-磷酸二酯键的形成是DNA行使功能所必要的条 

件，而不是充分条件t因为Poly U这一单链多聚核营酸就元催化括性 】。DNA具有催化 

话性与其一级结构有关。DNA一级结构相饲时·单链DNA、双链DNA的催化活性强弱 

问题尚待研究。 

测定过程中，由于目前对DNA催化性质认识尚不清楚t没有终止反应，且反应时间 

长达2～5 h，使得酶的反应仍在进行，因而导致了下面两种现象的产生：①实验中虽然设 

置了反应时间为0的处理，但实验测出的数值却是反应0．5～1 min后的结果 ②温 

浴0．5或1 h后，随着反应时间的增加，DNA催化括性却下降，这可能是反应中底物已被 

DNA完全水解所致 另外，从表4可以看出，仅用0D 不能反映出DNA的催化括性，而 

必须辅之以颜色反应。DNA的催化作用较强t因而在进一步研究中，反应混合物温浴0．5 
～ 1 h即可测定OD540及观测颜色反应，用以表示DNA的窜酶催化括性。 

DNA既能催化反应又可以储存信息，因此生命起源的最新理论强调RNA的原始作 

用。然而，从已有的研究与本研究看，DNA也具有上述双重功能，因此，进一步深入开展 

：DNA的生物碓化作用研究对于分析其在生命代谢括动中的功能、探讨生命起源与演化等 

具有重要意义。 
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Studies on the Esterase Catalytic Activity of DNA Molecules 

W ang Deyuan Hart Xinmin。 Llu Zhixtn。 
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reng Sldqing Wang Ming。 ZheⅡg Xueqln 

(1 D峥 m Horticultttre,Northtt~nern AAp'i~ tural University，Yd~gling·Ŝ∞ - 713100) 
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Abstract The esterase catalytic activity of DNA molecules was studied using the 

coloring—reaction of~t-naphthy1 acetate nd fast Blue RR．The results indicated that DNA 

extracted from hot pepper，Capsicum annuum L—and DNA from herring sperm had the 
activity of decomposing naphthy[acetate．When the concentration of herring sperm DNA 

丑s 0 0034 rag／mL，DNA still possessed the catal ic activi。ty．The esterase activity of 

DNA increased along th the concentration of DNA．6 kinds of oligonucleotide also 

showed catalytic ’activity to hydrolyz enaphthyl"hcetate，but differed in the intensity of 

activity．4 kinds of dNTP could not catalyze He hydrolysis of naphthyl acetate at al1． 

The coloring—reaction of dsDNA and ssDNA in the reaction mixtures resulted wholely 

from the hydrolysis，catalyzed b'y DNA，Of naphthyl acetate． 

Key WOrds DNA ，a-naphthyl acetate，catalytic activity 
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