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*目的+探索牛和果蝇
F[YIE

解旋酶的表达纯化条件及底物结合活性(为深入研究
F>4[D̀'\

解旋

酶提供理论参考)*方法+以较高等动物牛!

!+:7"6(6:

"和较低等动物黑腹果蝇!

>(+:+

<

40,"1#,"/+

-

":7#(

"

U.4

解旋

酶
V/F[YIE

和
FNF[YIE

为研究对象(首先(构建重组表达载体
M

>aB#̀D3(N'DV/F[YIE

和
M

>aB#̀D3(N'DFND

F[YIE

(将
$

种质粒分别转入表达菌株
VR$B

!

F>I

"中(诱导表达
$

种目的蛋白(利用
.8D.a4

层析柱,

[83a)+

M

<S

[S

柱纯化得到目的蛋白)然后(采用荧光各向异性法!
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"研究溶液和温度条件对
$

种蛋白底物结合活性的影响(

以及二者的底物结合偏好性)最后利用快速停流
D

荧光共振能量转移!

6U>a

"技术对
$

种
F[YIE

的双链底物解旋活

性进行比较)*结果+获得了纯度大于
C#W

的全长
V/F[YIE

和
FNF[YIE

蛋白(

$

种
F[YIE

解旋酶的最佳底物结

合条件为#

$%NN',

$

Ra)83D[T,

!

M

[J;#

",

#%NN',

$

R.+T,

,

$NN',

$

RA

^

T,

$

,反应温度
IJe

)在此条件下(

$

种同

源
F[YIE

均可结合多种类型核酸底物!

33U.4

,

33F.4

,

M

+)+,,2,Z!

,

+*/8D

M

+)+,,2,Z!

"(且
V/F[YIE

结合平行结构
Z!

底物!

M

+)+,,2,Z!

"的倾向更明显(

FNF[YIE

无此趋势'

$

种
F[YIE

解旋酶结合不同长度
33F.4

的能力不同(

V/D

F[YIE

更倾向于结合较长的单链
F.4

底物(而
FNF[YIE

更倾向于结合较短的单链
F.4

底物'二者均能高效解旋

?3U.4

和
?3F.4

底物(

FNF[YIE

更倾向于解旋
?3F.4

(而
V/F[YIE

无明显倾向性)*结论+成功表达并纯化了

V/F[YIE

和
FNF[YIE

蛋白(确定了其最适结合条件(比较了
$

种
F[YIE

解旋酶对不同底物的结合及解旋偏好)
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解旋酶'蛋白表达纯化'底物结合'底物解旋
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解旋酶广泛存在于病毒,原核生物及真核生物

细胞中(在维持细胞正常生命活动中有着重要作

用%

B

&

'对于打开细胞内的核酸二级结构(维持基因组

完整性以及转录和翻译的正常启动至关重要(解旋

酶不仅参与
F.4

的复制,重组,修复,转录,翻译和

U.4

剪接等多种生命活动(而且与人类的一些疾病

密切相关%

$D#

&

)在
F.4

修复过程中(相关解旋酶的

突变可能导致多种人类病症(如免疫缺陷,智力迟

钝,过早衰老和易患癌症等症状%

EDJ

&

)在核酸复制,

重组,修复,转录,翻译过程中都涉及氢键打开(解旋

酶可以打开
F.4

及双链
U.4

(为反应提供需要的

单链模板或中间体)

基于初级序列中保守基序序列和结构特征不

同(可将解旋酶蛋白质分为
I

个超家族和
$

个家族

!即
<6BP<6#

"

%

!

&

)所有解旋酶保守基序中都具有

]+,L2)4

和
V

基序(这些基序也普遍存在于许多

./

M

+32

中%

"

&

)此外(

<6B

和
<6$

这
$

个超家族保守

基序高度相似(所有结构都呈现相同的整体折叠(且

具有
$

个
#

D

$

再整合域%

C

&

)

<6$

解旋酶作为最大的

一个超家族(包含
F>4[D̀'\U.4

解旋酶家族,

U2=X

样家族和
<*-$

样家族等几个研究较为深入

的亚家族%

B%DB$

&

)

F[YIE

解旋酶也被称为
U0+(

或
Z!UB

(属于

<6$

家族中的
F>4[D̀'\

系列(是对
F.4

和
U.4

ZD

四联体!

Z!<

"具有高度特异性的
4aS

依赖性的

U.4

解旋酶%

BIDB!

&

)由核心结构域和两侧
.

端,

T

端的延伸结构组成(其核心结构域负责
4aS

的结

合,水解和解旋(

.

端可以特异性地结合
Z!

结构(

T

端的功能尚不明确%

B#DBE

&

)科学家们发现(

F[YIE

解

旋酶不但在
U.4

代谢,

F.4

代谢上发挥重要作

用(还可以通过识别外来病毒或者细菌的
T

M

ZD4

来调控
A

:

?""

依赖的天然免疫反应%

BJ

&

)

T

M

ZD4

是含有丰富鸟嘌呤!

Z

"碱基的序列(

F[YIE

解旋酶

可能可以特异性地识别富含
Z

的序列来调控免疫

反应%

B"

&

)有研究表明(

F[YIE

解旋酶与癌症相关(

)Z!

解旋酶
F[YIE

和
F[YC

的消耗会促进
)Z!

解

旋酶相关的上游开放阅读框!

(GU6

"的翻译(同时

阻碍包含原癌基因,转录因子和表观遗传调节因子

转录物的编码区的翻译%

BC

&

)

F[YIE

解旋酶可能对

底物类型以及碱基类别有偏好性)据报道(黑腹果

蝇!
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<
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F[YIE

解旋酶!

FND

F[YIE

"在体外可以特异性识别富含
Z

的核酸序

列(且优先识别和结合到
.

端(增强
FNF[YIE

解

旋酶对
F.4

底物的结合和解旋活性%

$%

&

)

由于人类!

;+1+:"

<

0#/:

"

F[YIE

!

0F[YIE

"

蛋白在原核表达系统中表达量过低(纯化难度高(不

易获取(而且
0F[YIE

的
.

端含有大量富含甘氨

酸的序列(导致
0F[YIE

不适于蛋白结晶)氨基酸

序列比对结果显示(高等哺乳动物牛!

!+:7"6(6:

"

F[YIE

解旋酶!

V/F[YIE

"和较低等生物黑腹果蝇

FNF[YIE

与
0F[YIE

有较高的相似度(且三者
.

端序列高度保守(对
V/F[YIE

和
FNF[YIE

氨基

酸密码子进行优化后发现(二者在原核表达系统中

均可以获得大量表达(经纯化可以获取高纯度蛋白)

因此(本研究以
V/F[YIE

和
FNF[YIE

为材料(采

用原核表达系统获得高纯度
V/F[YIE

和
FND
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F[YIE

蛋白(利用荧光各向异性法!

64

"和快速停

流
D

荧光共振能量转移!

6U>a

"技术(比较这
$

种

F[YIE

解旋酶在相同条件下底物的结合和解旋特

征(以期为
F>4[D̀'\

蛋白的研究提供理论参考)
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材料与方法
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!

材
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料

V/F[YIE

和
FNF[YIE

蛋白质编码序列由
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公司合成(表达载体
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,克隆菌株
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为本实验室保存(限制性内切酶
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[8a)+

M
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司(其他试剂均为进口或国产分析纯)
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底物的制备
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试验所用
F.4

荧光底物均

由上海生物公司合成(

U.4

底物由南京金斯瑞生物

公司合成(详细序列见表
B

)将底物用
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以及双链底物用相同方

法稀释至
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R

后(

B%%e

加热
#N8*

后自然冷

却至室温)
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^
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^
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^
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^̂

/+/

^

=/

^

/=

^̂

+D
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^

/

^

+=/D6

! +*/8D

M

+)+,,2,Z! 6D//

^̂^

//+

^̂^

//+

^̂^

//+

^̂^

C ?3F.4

[6D=

^
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^

+

^
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^

+

^
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^

=(=

^
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^

D6

# 33F.4DBE*/

^

===/

^̂

/

^

==

^

+=+

^

D6

!

B%

!

?3U.4

[6D++/==

^

/=

^

+

^

=+

^

+

^̂

/

^

/

^̂

/

^

/

^

/

^

/

^

D

/

^

/

^̂

/

^

=/=/

^

=/=

^

+=

^̂

+//D6

!!

注#

6

代表荧光素'

[6

代表六氯荧光素)

.'/2

#

6)2

M

)232*/3-,(')23=28*

'

[6)2

M

)232*/302\+=0,')'-,(')23=28*;

B;$;$

!

表达载体的构建
!

将经过氨基酸密码子优

化的目的基因载体
M

VA[DV/F[YIE

和
M

VA[D

FNF[YIE

分别用
B'+U

(

和
D4+

(

进行双酶切(将

切出的目的基因片段
V/F[YIE

和
FNF[YIE

经胶

回收纯化后备用'用特异引物扩增具有增强蛋白可

溶性的
3(N'

基因片段(进行
I2#

(

和
B'+U

(

双酶

切'

M

>aB#̀

载体用
I2#

(

和
D4+

(

双酶切(进行线

性化 处 理'将 目 的 基 因 片 段 !

V/F[YIE

和

FNF[YIE

",线性化载体
M

>aB#̀

,促溶基因片段

3(N'

按照物质的量比
IiBiI

加入连接体系中(

BE

e

过夜连接'经菌落
STU

,质粒提取双酶切检测和

测序(确认重组表达载体
M

>aB#̀D3(N'DV/F[YIE

和
M

>aB#̀D3(N'DFNF[YIE

的正确性)

B;$;I

!

重组载体的表达及纯化
!

将成功构建的载

体
M

>aB#̀D3(N'DV/F[YIE

和
M

>aB#̀D3(N'DFND

F[YIE

分别转入表达菌株
B='+,0VR$B

!

F>I

"后(

挑取单克隆进行活化(将活化后的菌液按体积比
Bi

B%%%

接入具有
4N

M

抗性的
RV

培养基中(

IJe

下

B!%)

$

N8*

扩大培养(当
GF

E%%

值至
%;E

时(加入

HSaZ

!终浓度
%;INN',

$

R

"于
B"e

,

B!%)

$

N8*

诱

导
B#0

'

#%%%)

$

N8*

离心
B%N8*

收菌称质量'按质

量体积比
BiB%

用
,

:

383 (̀--2)

!

$%NN',

$

Ra)83D

[T,

M

[J;#

(

#%%NN',

$

R.+T,

(体积分数
B%W

甘

油(

#NN',

$

R

咪唑"复溶菌体(高压破菌
!

轮打碎细

胞释放胞内物质(超声波破菌
I

轮打碎核酸物质降

低溶液的黏稠度'

B$%%%)

$

N8*

离心
I%N8*

(上清用

%;!#

%

N

滤膜过滤并进行
.8D.a4

亲和层析纯化(

使用
]+30V(--2)

!

$%NN',

$

Ra)83D[T,

M

[J;#

(

I%%NN',

$

R.+T,

(体积分数
B%W

甘油(

#NN',

$

R

咪唑"洗脱
B%

倍柱体积(去除杂蛋白(使用
>,(/2

V(--2)

!

$%NN',

$

Ra)83D[T,

M

[J;#

(

I%%NN',

$

R

.+T,

(体积分数
B%W

甘油(

I%%NN',

$

R

咪唑"洗脱

#

倍柱体积并收集'按
BiB%%%

摩尔质量比(在含有

目的蛋白组分中加入
3(N'

酶
!e

过夜酶切'用稀

释
(̀--2)

!

$%NN',

$

Ra)83D[T,

M

[J;#

(体积分数

B%W

甘油"稀释蛋白样品至
.+T,

终浓度为
B%%

NN',

$

R

(之后过
[83a)+

M

<S[S

柱梯度洗脱纯化'

将得到的蛋白样品用
B%W <F<DS4Z>

电泳检测(

合并较纯组分并用
I%L(A8,,8

M

')2

超滤管离心浓

缩(分装后液氮冷冻(

P"%e

保存备用)
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B;$;!

!

V/F[YIE

和
FNF[YIE

结合及解旋活性

的测定
!

用
H*-8*8/26$%%

$

A$%%

型多功能酶标仪(

利用荧光各向异性法!

64

"来测定
F[YIE

蛋白与

底物的结合活性)以
33F.4DB$*/

为底物(改变溶

液条件及反应温度(将拟合得到的米氏常数
G1

!

*N',

$

R

"作为判定指标(研究
F[YIE

在体外的最

佳底物结合条件)首先调节溶液中氯化钠浓度分别

为
%

(

$%

(

#%

(

J#

(

B%%

(

B#%

(

$%%NN',

$

R

(判定最佳氯

化钠浓度'在最佳氯化钠浓度下设氯化镁浓度为
%

(

B

(

$

(

!

(

B%NN',

$

R

(设
M

[

为
E;#

(

J;%

(

J;#

(

";%

(

";#

(确定最佳水平'最后设置反应温度为
$#

(

I%

(

IJ

(

!$e

(确定最佳结合温度)在最佳底物结合条

件下(测定
$

种
F[YIE

蛋白与不同类型!

33U.4

,

33F.4

,

M

+)+,,2,Z!

,

+*/8D

M

+)+,,2,Z!

"和不同长度

!

33F.4DBE

,

$!

,

I$

,

!$*/

"底物的结合活性(判定其

结合倾向性)

使用
V8'DR'

^

8=<6AD!%%

停流装置(根据荧光

共振能量转移!

6U>a

"原理测定
F[YIE

的解旋活

性)双链底物两条链分别用荧光素和六氯荧光素标

记)激发波长和检测波长分别为
!C$

和
#$#*N

)

反应前将蛋白与所用底物于
IJe

下孵育
#N8*

(蛋

白与底物的终浓度分别为
$%

和
!*N',

$

R

(以其反

应动力学曲线拟合得到的反应速率常数判定蛋白解

旋的偏好性)

$

!

结果与分析

$;B

!

$

种
F[YIE

解旋酶的载体构建和蛋白表达纯化

V/F[YIE

和
FNF[YIE

表达载体构建过程见

图
BD4

)用
B'+U

(

,

D4+

(

对重组载体进行双酶切

鉴定(切出大小约为
$;"L̀

的
V/F[YIE

和
FND

F[YIE

基因片段!图
BDV

")将重组表达载体转入

表达菌
B='+,0VR$B

!

F>I

"

B"e

下诱导
B!0

(目的

蛋白
V/F[YIE

和
FNF[YIE

大部分在沉淀中(上

清中也有部分(经
.8D.a4

亲和柱纯化可得到富含

目的蛋白的洗脱液(经
3(N'

酶切后切去
3(N'

标

签'经过
[83a)+

M

<S [S

柱梯度洗脱得到纯度
&

C#W

的蛋白!图
BDTPF

")最后浓缩得到
V/F[YIE

和
FNF[YIE

解旋酶!图
BD>

"(大小约为
B%"L(

)

将
V/F[YIE

和
FNF[YIE

解旋酶蛋白浓缩到
B%

N

^

$

NR

左右(分装后液氮速冻(

P"%e

保存)

4;

M

>aB#̀D3(N'DF[YIE

表达载体构建示意图'

V;B

和
$

分别为
M

>aB#̀D3(N'DV/F[YIE

和
M

>aB#̀D3(N'DFNF[YIE

载体双酶

切鉴定结果'

T

,

F;V/F[YIE

和
FNF[YIE

蛋白经
.8D.a4

亲和柱纯化以及
[83a)+

M

<S[S

离子柱结果(其中
A

为蛋白
A+)L2)

(

B

为沉淀(

$

为上清液(

I

为
.8D.a4

亲和柱洗脱液(

!

为
3(N'

酶切后的蛋白(

#

为
[83a)+

M

<S[S

离子柱纯化后的蛋白'

>;B

和
$

分别为
V/F[YIE

和
FNF[YIE

浓缩后的蛋白

4;<=02N+/8=?8+

^

)+N'-='*3/)(=/8'*'-

M

>aB#̀D3(N'DF[YIE2\

M

)2338'*92=/')

'

V;R+*23B+*?$+)28?2*/8-82?`

:

?'(̀,2

)23/)8=/8'*2*b

:

N2?8

^

23/8'*'-

M

>aB#̀D3(N'DV/F[YIE+*?

M

>aB#̀D3(N'DFNF[YIE92=/')3

(

)23

M

2=/892,

:

'

T

(

F;V/F[YIE+*?

FNF[YIE

M

)'/28*3

M

()8-82?`

:

.8D.a4+--8*8/

:

=',(N*+*?/02[83a)+

M

<S[S8'*=',(N*

(

A83

M

)'/28*A+)L2)

(

B83

M

)2=8

M

8/+/2

(

$833(

M

2)*+/+*/

(

I83.8D.a4+--8*8/

:

=',(N*2,(2*/

(

!83+

M

)'/28*+-/2)?8

^

23/8'*18/03(N'

(

+*?#83+

M

)'/28*

M

()8-82?`

:

[83a)+

M

<S[S8'*=',(N*

'

>;R+*23B+*?$+)2

M

)'/28*3='*=2*/)+/2?+-/2)V/F[YIE+*?FNF[YIE

(

)23

M

2=/892,

:

图
B

!M

>aB#̀D3(N'DV/F[YIE

和
M

>aB#̀D3(N'DFNF[YIE

表达载体构建!

4

",

双酶切检测!

V

"及蛋白表达纯化结果!

T

,

F

,

>

"

68

^

;B

!

<=02N+/8=?8+

^

)+N-')='*3/)(=/8'*

!

4

"(

?'(̀,22*b

:

N2?8

^

23/8'*?2/2=/8'*

!

V

"

+*?

M

)'/28*2\

M

)2338'*

M

()8-8=+/8'*

!

T

(

F+*?>

"

'-

M

>aB#̀D3(N'DV/F[YIE+*?

M

>aB#̀D3(N'DFNF[YIE92=/')3

$;$

!

$

种
F[YIE

解旋酶结合活性的条件优化

测定
F[YIE

与底物的结合活性(将得到的各

向异性值归一化并用米氏方程拟合(可得
F[YIE

在不同条件下的米氏常数
G1

(结果见图
$

)由图
$

.1
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可知(氯化钠浓度,氯化镁浓度,

M

[

以及温度均对

F[YIE

的结合活性有一定影响(且对
$

种
F[YIE

解旋酶的影响趋势一致)当氯化钠浓度为
#%

NN',

$

R

时(

V/F[YIE

和
FNF[YIE

的
G1

均达到

最小值(分别为 !

$%;%jI;B

"和 !

B%;$jB;#

"

*N',

$

R

(表明此时
$

种蛋白的结合活性最强(氯化

钠浓度过高或过低均会造成
G1

值升高(蛋白结合

底物能力下降'氯化镁存在与否对
F[YIE

的结合

活性强弱至关重要(但其浓度在
B

"

INN',

$

R

时(

F[YIE

的
G1

值趋稳(

$NN',

$

R A

^

T,

$

下最小(

结合活性最强'当
M

[

为
J;#

时(

F[YIE

解旋酶的

结合活性最强'

F[YIE

解旋酶在
IJe

下的
G1

最

小(结合活性最强)因此确定
$

种
F[YIE

解旋酶

体外发挥结合活性的最佳条件为#

$%NN',

$

Ra)83D

[T,

M

[J;#

,

#%NN',

$

R.+T,

,

$NN',

$

R A

^

T,

$

,

反应温度
IJe

)

图
$

!

V/F[YIE

和
FNF[YIE

解旋酶结合活性的条件优化

68

^

;$

!

G

M

/8N+,='*?8/8'*3-') 8̀*?8*

^

+=/898/

:

'-V/F[YIE+*?FNF[YIE)+=2N+32

$;I

!

$

种
F[YIE

解旋酶对不同类型底物的结合

偏好

在最佳底物结合条件下分别测定
33U.4

,

33FD

.4

,

M

+)+,,2,Z!

,

+*/8D

M

+)+,,2,Z!

与
$

种
F[YIE

解

旋酶的结合活性(结果!图
I

"显示(

$

种
F[YIE

均

可与这
!

种底物结合(在
33U.4

,

33F.4$

种底物

中(

FNF[YIE

解旋酶更倾向于结合
33F.4

(

G1

为!

$;%j%;#

"

*N',

$

R

(

V/F[YIE

解旋酶更倾向于

结合
33U.4

(

G1

为!

C;$jB;%

"

*N',

$

R

'在
M

+)+,,2,

Z!

,

+*/8D

M

+)+,,2,Z!$

种底物中(

V/F[YIE

更倾向

于识别
M

+)+,,2,Z!

(

G1

为!

$%;Bj$;$

"

*N',

$

R

(其

结合
+*/8D

M

+)+,,2,Z!

的
G1

为!

B%";%jB%;#

"

*N',

$

R

(偏好性差'而
FNF[YIE

与
$

种
Z!

底物

的选择性结合趋势不明显)

$;!

!

33F.4

底物长度对
$

种解旋酶结合活性的影响

用
BE

(

$!

(

I$

(

!$*/33F.4

测定底物长度对
V/D

F[YIE

和
FNF[YIE

结合活性的影响(结果如图
!

所示)由图
!

可知(

$

种同源蛋白都能较好地结合
!

种
33F.4

'对
V/F[YIE

而言(

BE

(

$!

(

I$

(

!$*/33D

F.4

的
G1

依次为!

IB;%j$;B

"(!

I%;Ij$;#

"(

!

$#;Bj$;$

"(!

BB;#jB;"

"

*N',

$

R

!图
!DV

"(说明

随着
33F.4

长度延长(

V/F[YIE

蛋白的结合活性

也相应增强'而与
V/F[YIE

蛋白不同的是(

FND

F[YIE

对
!

种底物的
G1

依次为!

#;%jB;$

"(

!

C;$jB;%

"(!

BB;%j$;$

"(!

BI;EjB;#

"

*N',

$

R

!图

!DV

"(说明随着
33F.4

长度延长(

FNF[YIE

蛋白

的结合活性有下降趋势)
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4;$

种
F[YIE

解旋酶结合不同类型底物的活性'

V;$

种
F[YIE

解旋酶结合不同类型底物的米氏常数

4;4=/898/

:

'-/1'F[YIE02,8=+323 8̀*?8*

^

/'?8--2)2*/3(̀3/)+/23

'

V;A8=0+2,83='*3/+*/3'-/1'

F[YIE02,8=+323 8̀*?8*

^

/'?8--2)2*/3(̀3/)+/23

图
I

!

V/F[YIE

和
FNF[YIE

解旋酶的底物结合偏好性比较

68

^

;I

!

T'N

M

+)83'*'-3(̀3/)+/2 8̀*?8*

^M

)2-2)2*=2 2̀/122*V/F[YIE+*?FNF[YIE)+=2N+32

4;$

种
F[YIE

解旋酶结合不同长度底物的活性'

V;$

种
F[YIE

解旋酶结合不同长度底物的米氏常数

4;4=/898/

:

'-/1'F[YIE02,8=+323 8̀*?8*

^

/'3(̀3/)+/2318/0?8--2)2*/,2*

^

/03

'

V;A8=0+2,83='*3/+*/3'-/1'F[YIE

02,8=+323 8̀*?8*

^

/'3(̀3/)+/2318/0?8--2)2*/,2*

^

/03

图
!

!

33F.4

底物长度对
$

种
F[YIE

解旋酶结合活性的影响

68

^

;!

!

>--2=/'-3(̀3/)+/2,2*

^

/0'-33F.4'* 8̀*?8*

^

+̀8,8/

:

'-/1'F[YIE?2='N

M

'38*

^

2*b

:

N23

01

西北农林科技大学学报!自然科学版" 第
!"

卷



$;#

!

$

种
F[YIE

解旋酶解旋偏好性比较

为了验证
$

种
F[YIE

解旋酶发挥解旋作用时

是否对双链
U.4

或
F.4

底物有偏好性(相同条件

下用
F[YIE

分别解旋
?3U.4

和
?3F.4

底物(比

较二者解旋速率差异(结果如图
#

所示)由图
#

可

见(

V/F[YIE

和
FNF[YIE

解旋酶均能高效解旋

?3U.4

和
?3F.4

底物!图
#D4

"(且
FNF[YIE

解

旋双链底物速率总体高于
V/F[YIE

!图
#DV

"'就

V/F[YIE

而言(其解旋
?3F.4

的速率常数为

!

B;#j%;I

"

3

PB

(解旋
?3U.4

的速率常数为!

B;$j

%;$

"

3

PB

!图
#DV

"(解旋比例均在
J%W

左右!图
#D

4

"(表明
V/F[YIE

蛋白对
?3U.4

或
?3F.4

无明

显选择性'

FNF[YIE

解旋这
$

种底物的速率常数

均在
$;#3

PB左右(但反应结束时!

BE3

"(其解旋
?3D

F.4

的比 例 !

"#W

"高 于 解 旋
?3U.4

的 比 例

!

E%W

"!图
#D4

")据此判断(

FNF[YIE

解旋酶更

倾向于解旋
?3F.4

底物)

4;$

种解旋酶对
?3U.4

和
?3F.4

的解旋动力学曲线'

V;

在
?3U.4

和
?3F.4

条件下
$

种

F[YIE

解旋酶的解旋速率常数

4;F23')

M

/8'*L8*2/8==()923'-?3U.4+*??3F.4`

:

/1'L8*?3'-,

:

3'b

:

N2
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V;F23')

M

/8'*

)+/2='*3/+*/3'-/1'F[YIE)+=2N+323(*?2)?3U.4+*??3F.4='*?8/8'*

图
#

!

$

种
F[YIE

解旋酶的解旋偏好性比较
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)2-2)2*=23 2̀/122*/1'F[YIE)+=2N+323
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!

讨
!

论

前期试验表明(

F[YIE

参与造血作用,心脏发

育,精原细胞分化和神经元前体微
U.4

的树突状

定位等多种生命发育过程%

$BD$$

&

)本研究建立了

F[YIE

蛋白的原核表达系统(得到了纯度大于

C#W

,且具有生物活性的
V/F[YIE

和
FNF[YIE

蛋白)

V/F[YIE

和
FNF[YIE

与
0F[YIE

的一致

性分别为
CEW

和
#"W

(且三者
.

端序列高度保

守%

B#

&

(暗示不论在较低等的果蝇还是较高等的哺乳

动物!牛或人"细胞中(

F[YIE

不仅行使着广泛的基

本生理活性(可能还在不同生物体内进化出更为独

特的生化特点(进而帮助生物适应不同环境)

本试验利用荧光各向异性法 !
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"确定了

F[YIE

体外结合的最佳条件为#

$%NN',

$

Ra)83D

[T,

M

[J;#

,

#%NN',

$

R.+T,

,

$NN',

$

R A

^

T,

$

,

反应温度
IJe

)在此条件下(

$

种同源
F[YIE

均

能结合多种类型核酸底物!

33U.4

,

33F.4

,

M

+)+,,2,

Z!

,

+*/8D

M

+)+,,2,Z!

"(与反平行结构
Z!

底物!

+*/8D

M

+)+,,2,Z!

"相比(

V/F[YIE

结合平行结构
Z!

底物

!

M

+)+,,2,Z!

"的倾向更为明显(但
FNF[YIE

的表

现不同)

V/F[YIE

疏水核心由
#

D

螺旋
F<A

残基

H,2E#

,

a)

M

E"

,

a

:

)EC

和
4,+J%

形成'与
FNF[YIE

F<A

活性区域的保守序列不同(

V/F[YIE

为疏水

性氨基酸
a

:

)EC

(而
FNF[YIE

为亲水性氨基酸

4)

^

(

F[YIE

与
Z!

结构相互作用尚不明确(可能是

因为二者保守序列不同造成其结合平行与反平行

Z!

结构能力的差异%

$I

&

)

33F.4

底物的长度也会影

响
F[YIE

的结合活性(

V/F[YIE

更倾向于结合较

长的单链
F.4

底物(而
FNF[YIE

更倾向于结合

较短的单链
F.4

底物)这可能是由于
V/F[YIE

与
FNF[YIE

相比有额外的未知的结合位点(因此

更倾向于结合长链底物)利用快速停流
D

荧光共振

能量转移!

6U>a

"技术发现(

V/F[YIE

,

FNF[YIE

均能高效解旋
?3U.4

和
?3F.4

底物(

V/F[YIE

解旋这
$

种底物的速率常数和比例差异不大'但就

11

第
#

期 李
!

康(等#牛,果蝇
F[YIE

解旋酶的表达纯化及活性比较



解旋比例而言(

FNF[YIE

更倾向于解旋
?3F.4

(

可能是因为
FNF[YIE

与
F.4

底物的结合位点比

U.4

底物作用多)本研究结果可为后续此类蛋白

活性及晶体结构研究提供理论依据)
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