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摘要：利用荧光偏振技术检测了 Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ、ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物和ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与

Ｇ４ＤＮＡ结合的影响．结果表明，Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值随着 Ｍｇ
２＋浓度的增加而增加（犘＜０．０１）；

ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物的荧光偏振值随着 Ｍｇ
２＋浓度的增加出现下降—升高—下降的变化趋势

（犘＜０．０１）；Ｇ４ＤＮＡ与ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶结合的荧光偏振值随着 Ｍｇ
２＋浓度的增加而逐渐下降

（犘＜０．０１）；分析不同 Ｍｇ
２＋浓度下两种分子结合的犓犱 值，发现 Ｍｇ

２＋浓度为３．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，

ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ最容易结合，表明适量 Ｍｇ
２＋浓度会促进ＢＬＭ６４２１２９０与Ｇ４ＤＮＡ的

结合，但会引起两种分子结合的形状、流动性和电荷等性质的改变．这些结果可为进一步研究

ＢＬＭ解旋酶对Ｇ４ＤＮＡ的作用机理提供相关资料．

关键词：ＢＬＭ解旋酶；　Ｇ４ＤＮＡ；　Ｍｇ
２＋；　荧光偏振技术

中图分类号：Ｒ７３３．７　　文献标识码：Ａ　　犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００５６４１．２０１２．０６．００９

　收稿日期：２０１１０９

　基金项目：国家重点基础研究发展计划（２０１０ＣＢ５３４９１２）；教育部博士点基金（２００８０６５７０００３）；贵州省优

秀人才省长资金（２００８２２）；贵州省国际科技合作计划项目（黔科合外Ｇ字［２０１１］７００８号）；大

学生创新性实验计划项目（贵大国创字（２０１０）００８号）

　第一作者：骆衡，男，博士研究生，研究方向为动物生理生化及分子生物学．Ｅｍａｉｌ：ｌｕｏｈｅｎｇｚｚ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ．

　通信作者：许厚强，男，教授，博士生导师，研究方向为细胞分子生物学．Ｅｍａｉｌ：ｈｏｕｑｉａｎｇ０５２４＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．

犛狋狌犱狔狅狀狋犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳犕犵
２＋狅狀狋犺犲犫犻狀犱犻狀犵犫犲狋狑犲犲狀犅犾狅狅犿

狊狔狀犱狉狅犿犲犺犲犾犻犮犪狊犲犪狀犱犌４犇犖犃

ＬＵＯＨｅｎｇ
１３，　ＣＡＩＭｉｎｇｊｕａｎ

１，２，　ＣＨＥＮＸｉａｎｇ
１，２，　ＤＩＮＧＭｅｉ

１，２，

ＬＩＫｕｎ１
，２，　ＸＵＨｏｕｑｉａｎｇ

１，２

（１．犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犃狀犻犿犪犾犌犲狀犲狋犻犮狊，犅狉犲犲犱犻狀犵犪狀犱犚犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犻狀狋犺犲犘犾犪狋犲犪狌犕狅狌狀狋犪犻狀狅狌狊犚犲犵犻狅狀，

犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犈犱狌犮犪狋犻狅狀，犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲，犌狌犻狕犺狅狌犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犌狌犻狔犪狀犵　５５００２５，犆犺犻狀犪；

２．犌狌犻狕犺狅狌犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犃狀犻犿犪犾犌犲狀犲狋犻犮狊，犅狉犲犲犱犻狀犵犚犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀，犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲，

犌狌犻狕犺狅狌犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犌狌犻狔犪狀犵　５５００２５，犆犺犻狀犪；３．犜犺犲犘狉狅狏犻狀犮犻犪犾犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犳狅狉犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犘犲狊狋
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ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｉｓｏｔｒｏｐｙｏｆＧ４ＤＮＡｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈＭｇ
２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（犘＜０．

０１）；ＴｈｅａｎｉｓｏｔｒｏｐｙｏｆＢＬＭＧ４ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｓｈｏｗｅｄｖａｒｉｅｄｔｅｎｄｅｎｃｙｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅ

ｃｒｅａｓｅｗｉｔｈＭｇ
２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（犘＜０．０１）；Ｔｈｅａｎｉｓｏｔｒｏｐｙｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｅｌｉｃａｓｅ

ａｎｄＧ４ＤＮＡｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｌｉｎｅｄｆｏｌｌｏｗｉｎｇＭｇ
２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（犘＜０．０１）；Ｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｗａｓｍｏｓｔ

ｌｉｋｅｌｙｔｏｏｃｃｕｒｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｅｌｉｃａｓｅａｎｄＧ４ＤＮＡｗｈｅｎＭｇ
２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗａｓ３．０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｕｉｔａｂｌｅａｍｏｕｎｔｏｆＭｇ
２＋ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆｔｈｅｈｅｌｉｃａｓｅａｎｄ

Ｇ４ＤＮＡｂｕｔｔｈａｔｃｏｕｌｄｌｅａｄｔｏｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｗｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅ

ｓｈａｐｅ，ｆｌｏｗａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｃｈａｒｇｅ．Ｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｐｒｏｖｉｄｅｄｕｓｅｆｕｌｄａｔａｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｅｔｗｅｅｎＢＬＭｈｅｌｉｃａｓｅａｎｄＧ４ＤＮＡ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ＢＬＭｈｅｌｉｃａｓｅ；　Ｇ４ＤＮＡ；　Ｍｇ
２＋；　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

０　引　　言

ＤＮＡ解旋酶在ＤＮＡ的复制、修复、重组、转录及维持染色体稳定性等细胞代谢过程中

都具有非常重要的作用［１３］．ＤＮＡ解旋酶利用催化核苷三磷酸水解所释放的化学能解开双

链ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）两条链之间的氢键从而使其解链成单链
［４］．ＲｅｃＱ解旋酶家族是ＤＮＡ解

旋酶中的一个重要保守家族，从细菌到人类都具有很高的保守性，在维持生物体的遗传稳定

性中具有重要作用［５］．在人类中已经确定了ＲＥＣＱ１、ＢＬＭ、ＷＲＮ、ＲＥＣＱ４和 ＲＥＣＱ５这５

种ＲｅｃＱ解旋酶
［６］．其中ＢＬＭ解旋酶缺陷会导致Ｂｌｏｏｍ综合症（ＢＳ）

［７］．ＢＳ病人临床特征

表现为身躯小、出生前或出生后引起的生长阻滞、面部有对光敏感的红斑、女性的生育能力

较低、男性不育、免疫缺陷并易患多种癌症［８，９］．ＢＬＭ 解旋酶对ＤＮＡ的解链具有３′～５′极

性，且可以解开多种ＤＮＡ，包括３′末端有缺口的ｄｓＤＮＡ、泡状ＤＮＡ、带有复制叉的ｄｓＤ

ＮＡ、Ｇ四链体ＤＮＡ（Ｇ４ＤＮＡ）、Ｄ型环状ＤＮＡ及霍利迪结构ＤＮＡ
［１０１２］．研究证明ＢＬＭ解

旋酶的催化核心区域（６４２～１２９０氨基酸序列，ＢＬＭ
６４２１２９０）具有与全酶的相似活性［１３］．

富含鸟嘌呤碱基重复序列的ＤＮＡ易形成四链结构，称为Ｇ四链体ＤＮＡ
［１４］，其结构见

图１．体外研究表明，Ｎａ＋或Ｋ＋可以促进富含Ｇ重复序列的ＤＮＡ形成Ｇ四链体结构，而在

体内Ｇ四链体的形成可能要复杂得多
［１５，１６］．Ｇ４ＤＮＡ由４个Ｇ四分体叠加而成，４条平行的

ＤＮＡ链中相邻鸟嘌呤之间通过 Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ键结合
［１７］．人们发现Ｇ４ＤＮＡ广泛存在于染色

体端粒末端及一些重要肿瘤基因转录调节区，对染色体端粒稳定性的维持具有重要作

用［１８，１９］．研究发现端粒末端的Ｇ４ＤＮＡ能抑制端粒酶活性，表明Ｇ４ＤＮＡ对控制细胞具有重

要作用［２０］．近年来发现大多数 ＲｅｃＱ 家族解旋酶能优先解链 Ｇ４ＤＮＡ，暗示在细胞中

Ｇ４ＤＮＡ是这些酶的天然底物
［２１］．人ＲｅｃＱ解旋酶可能直接与端粒后随链的合成有关，这对

富含鸟嘌呤Ｇ的端粒ＤＮＡ的有效复制和防止因端粒功能紊乱而产生的染色体不稳定具有

重要意义［２２，２３］．因此，研究ＤＮＡ解旋酶对Ｇ４ＤＮＡ的作用机理，对于了解二者在细胞内的

生理功能非常重要．

ＢＬＭ解旋酶是 Ｍｇ
２＋依赖的ＤＮＡ解旋酶，Ｍｇ

２＋对解旋酶的生物学特性具有重要的作

用［１３］．本研究选取人类端粒单链部分的２４个碱基序列（５′ＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴ

ＴＡＧＧＧＴＴ３′）探讨 Ｍｇ
２＋对ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ四链体结合的影响，并分析其影响机

理，为研究ＤＮＡ解旋酶对Ｇ４ＤＮＡ的作用机理奠定基础．

２８
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２＋对Ｂｌｏｏｍ综合症解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影响研究

图１　Ｇ４ＤＮＡ的结构示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧ４ＤＮＡ

１　材料与方法

１．１　试剂

荧光标记的ＤＮＡ底物合成于北京鼎国生物技术有限公司，二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、异丙基

硫代αＤ半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、咪唑等均购自中国北京的Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，Ｔｒｉｓ、

ＭｇＣｌ２ 等均购置于美国Ｓｉｇｍａ公司．整个实验采用 ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统制成的超纯水作为

实验用水．反应缓冲液为２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、３ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、不同浓度的ＭｇＣｌ２（０、１、２、

３、４、５和６ｍｍｏｌ／Ｌ）及０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，ｐＨ７．９．ＤＮＡ底物缓冲液为２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ、１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．９．

１．２　ＢＬＭ
６４２１２９０解旋酶制备

ＢＬＭ６４２１２９０重组大肠杆菌ＢＬ２１菌株由法国巴黎第十一大学居里研究所的奚绪光研究

员馈赠．含有６个组氨酸串联标签（６×ｈｉｓ）的ＢＬＭ重组大肠杆菌在１７℃的ＬＢ培养基中用

０．４５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导表达２０ｈ，收集菌体超声破碎 （美国Ｓｏｎｉｃｓ公司），１３０００ｒｐｍ离

心收集上清液在ＡＫＴＡｐｕｒｉｆｉｅｒ１００蛋白纯化仪上先后用镍亲合层析柱 （美国ＧＥＨｅａｌｔｈ

ｃａｒｅ公司）和Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００分子筛（美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司）进行分离纯化，获得可用于开

展生物学特性研究的ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶．

１．３　Ｇ４ＤＮＡ底物的制备

ＰＡＧＥ纯化的带有荧光标记的ＤＮＡ底物合成于北京鼎国生物技术有限公司．线性

Ｇ４ＤＮＡ在底物缓冲液中９０℃水浴１０ｍｉｎ，缓慢冷却至室温，静置超过４ｈ
［１６］．复性后的

ＤＮＡ为Ｇ四链体ＤＮＡ．

１．４　Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值的影响检测

利用荧光偏振技术分析Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值的影响

［２４］．在含有不同 Ｍｇ
２＋浓度的

反应缓冲液中加入２ｎｍｏｌＧ４ＤＮＡ（总反应体系为１５０μＬ）
［２４］，在２５℃条件下平衡５ｍｉｎ，利用

荧光偏振仪（ＰａｎＶｅｒａ）迅速检测其荧光偏振值的变化，每８ｓ检测１次，直到其稳定．

１．５　Ｍｇ
２＋对ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物荧光偏振值的影响检测

在不含 Ｍｇ
２＋浓度的反应缓冲液中加入２ｎｍｏｌＧ４ＤＮＡ，在２５℃平衡５ｍｉｎ，检测其荧

光偏振值的变化，直到其稳定．用１００ｍｍｏｌ／Ｌ的ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶进行滴定，检测其荧光偏

振值的变化，直到不再变化，表示２ｎｍｏｌＧ４ＤＮＡ完全被酶结合形成了ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合

物．用浓度为０．１５ｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２ 滴定ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物（总反应体系为１５０μＬ），迅

速检测其荧光偏振值的变化．

３８
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１．６　Ｍｇ
２＋对ＢＬＭ６４２１２９０与Ｇ４ＤＮＡ结合活性的影响检测

通过两种实验方案来分析 Ｍｇ
２＋对ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影响．

方案一　在含有不同 Ｍｇ
２＋浓度的反应缓冲液中加入２ｎｍｏｌＧ４ＤＮＡ，在２５℃条件下

平衡５ｍｉｎ，检测其荧光偏振值的变化，直到其稳定．用１００ｍｍｏｌ／ＬＢＬＭ６４２１２９０解旋酶进行

滴定，检测其荧光偏振值的变化，直到其稳定．

方案二　在不含 Ｍｇ
２＋浓度的反应缓冲液中加入２ｎｍｏｌＧ４ＤＮＡ，在２５℃平衡５ｍｉｎ，

检测其荧光偏振值的变化，直到其稳定．将ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与不同终浓度（０、１、２、３、４、５和

６ｍｍｏｌ／Ｌ）的 ＭｇＣｌ２ 反应５ｍｉｎ，用混合液进行滴定，检测其荧光偏振值的变化，直到其稳

定．解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的解离常数（犓犱 值）可根据方程（１）和（２）计算获得：

α犇犜 ＝犖犘犜
α
１－α

＋犓犱， （１）

α＝
犃ｍａｘ－犃

犃ｍａｘ－犃ｍｉｎ
． （２）

式中，犇犜 和犘犜分别为Ｇ４ＤＮＡ和解旋酶的总浓度，犃是任一浓度解旋酶与ＤＮＡ结合的荧

光偏振值，犃ｍａｘ是ＤＮＡ完全被酶结合时的荧光偏振值，犃ｍｉｎ为ＤＮＡ的荧光偏振值，犖 是化

学计量比［２４］．

２　结果与讨论

２．１　Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值的影响

Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值的影响结果见图２．由结果可知，Ｇ４ＤＮＡ的荧光偏振值随

着 Ｍｇ
２＋浓度的增加而增加（犘＜０．０１）．Ｍｇ

２＋浓度从０增加到３．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ的荧光偏

振值约从２６．５增加到４０．０；当 Ｍｇ
２＋浓度达到３．０ｍｍｏｌ／Ｌ后，其荧光偏振值变化不显著．

注：Ａ０指Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值

图２　Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｇ
２＋ｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｉｓｏｔｒｏｐｙｖａｌｕｅｏｆＧ４ＤＮＡ

　　荧光偏振技术已广泛应用于检测具有高亲和力的蛋白质—核酸、蛋白质—蛋白质及生

物大分子与小分子药物等的相互作用［２５，２６］．用平面偏振光去激发一个荧光系统，可以产生

４８
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２＋对Ｂｌｏｏｍ综合症解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影响研究

偏振荧光．通过分析偏振荧光从而确定分子的大小、形状和流动性等性质
［２７，２８］．荧光偏振技

术是一种对分子大小、分子移动快慢很灵敏的探测手段．本研究中带有荧光基团标记的

ＤＮＡ分子在溶液中随机分布，而分子量稳定，其荧光偏振值维持在一个较稳定的水平．有研

究表明，与碱基对有较高亲和力的金属离子容易引起ＤＮＡ聚集
［２９］．而 Ｍｇ

２＋主要与ＤＮＡ

的磷酸骨架结合，能够中和一部分戊糖磷酸骨架上的负电荷［２６］．从ＤＮＡ荧光偏振值变化的

程度可知，Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ不会引起聚合，而主要是 Ｍｇ

２＋与ＤＮＡ的磷酸骨架结合从而影

响Ｇ４ＤＮＡ的形状或在溶液中的流动性．而荧光偏振值显著增加，表明 Ｍｇ
２＋与ＤＮＡ的磷

酸骨架结合会改变Ｇ４ＤＮＡ的形状并降低其在溶液中的流动性．

２．２　Ｍｇ
２＋对ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物荧光偏振值的影响

Ｍｇ
２＋对ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物荧光偏振值的影响见图３．由结果可知，Ｍｇ

２＋浓度在１．０

ｍｍｏｌ／Ｌ以内，复合物的荧光偏振值随着 Ｍｇ
２＋浓度的增加而急剧下降（犘＜０．０１）；Ｍｇ

２＋浓度在

１．０～４．０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，其荧光偏振值却随着Ｍｇ
２＋浓度的增加而增加（犘＜０．０１）；Ｍｇ

２＋浓度大

于４．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，其荧光偏振值再随着Ｍｇ
２＋浓度的增加而逐渐下降（犘＜０．０１）．以上结果表明

Ｍｇ
２＋使ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物荧光偏振值出现下降—升高—下降的变化趋势（犘＜０．０１）．

根据荧光偏振技术的原理，可推测低浓度的 Ｍｇ
２＋会引起Ｇ４ＤＮＡ荧光偏振值的急剧

下降可能主要是 Ｍｇ
２＋与Ｇ４ＤＮＡ的结合会引起Ｇ４ＤＮＡ的电荷升高，影响酶与Ｇ４ＤＮＡ结

合．研究表明，大肠杆菌ＲｅｃＱ解旋酶的ＡＴＰ酶活性依赖 Ｍｇ
２＋和ｓｓＤＮＡ

［２４］，且 Ｍｇ
２＋可与

多种与能量代谢有关的蛋白质发生作用而影响其生物学活性［３０］．另外，ＢＬＭ 解旋酶的中心

结构越具有 Ｍｇ
２＋结合位点，在正常催化ＡＴＰ水解的过程中需要结合 Ｍｇ

２＋形成催化活性

中心［１３］．随着 Ｍｇ
２＋浓度的增加，Ｍｇ

２＋可能与酶结合后，酶—Ｍｇ
２＋复合物所带的电荷与

Ｇ４ＤＮＡＭｇ
２＋复合物的电荷平衡，从而导致两种分子的结合变得紧密；随着 Ｍｇ

２＋浓度的继

续增加，酶—Ｍｇ
２＋复合物所带的电荷超过Ｇ４ＤＮＡＭｇ

２＋复合物的电荷，酶与Ｇ４ＤＮＡ的结

合又会变得松弛．为了进一步验证，运用荧光偏振技术分析了不同 Ｍｇ
２＋浓度下的Ｇ４ＤＮＡ

与解旋酶结合及Ｇ４ＤＮＡ与含不同 Ｍｇ
２＋浓度下的解旋酶结合的荧光偏振值变化．

注：Ａ１指Ｇ４ＤＮＡ与解旋酶结合后的荧光偏振值

图３　Ｍｇ
２＋对ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物荧光偏振值的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｇ
２＋ｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｉｓｏｔｒｏｐｙｖａｌｕｅｏｆＢＬＭＧ４ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘ
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２．３　Ｍｇ
２＋对ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影响

Ｍｇ
２＋对ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影响见图４．由结果可知，解旋酶与不同浓

度 Ｍｇ
２＋作用下的Ｇ４ＤＮＡ结合的荧光偏振值随着 Ｍｇ

２＋浓度的增加而逐渐下降（见图４Ａ）

（犘＜０．０１），而Ｇ４ＤＮＡ与不同浓度 Ｍｇ
２＋作用下的解旋酶结合的荧光偏振值变化也有相似

的结果，表明 Ｍｇ
２＋能影响解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ的结合．荧光偏振值反应的是荧光标记分子的

分子量大小、移动快慢程度，而两种条件下酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的荧光偏振值均出现了下降，

但这不能说明 Ｍｇ
２＋对解旋酶的ＤＮＡ结合活性具有抑制作用，因为这里的荧光偏振值与分

子的形状和流动性等性质有关．为了确定 Ｍｇ
２＋对解旋酶与ＤＮＡ结合的影响，进一步分析

了两种实验方案下解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的犓犱 值变化（见图４Ｂ）．

根据犓犱 值的定义，可知两种分子结合的犓犱 值越大，其分子亲和力越小，表示两种分子

的结合越弱［３１］．结果发现解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的犓犱 值在 Ｍｇ
２＋浓度为３．０ｍｍｏｌ／Ｌ时最

小，表明在 Ｍｇ
２＋浓度为３．０ｍｍｏｌ／Ｌ时解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ的分子亲和力最大，最易结合；在

没有 Ｍｇ
２＋存在时，酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的解离常数最小，表明两种分子之间的亲和力最小，

最不易结合．以上结果说明适量 Ｍｇ
２＋会促进解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ的结合，但会引起两种分子

的结合的形状和流动性等性质的改变．因此，解旋酶与 Ｇ４ＤＮＡ 结合的荧光偏振值随着

Ｍｇ
２＋浓度的增加而逐渐下降原因可能主要是其酶与Ｇ４ＤＮＡ结合后形成的复合物的流动

性减弱．

比较 Ｍｇ
２＋对Ｇ４ＤＮＡ、ＢＬＭＧ４ＤＮＡ复合物和ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影

响，推测 Ｍｇ
２＋影响解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的机理可能为：Ｍｇ

２＋可能与Ｇ４ＤＮＡ的磷酸骨架

结合或与解旋酶结合而影响酶与Ｇ４ＤＮＡ结合．另外，酶与Ｇ４ＤＮＡ结合与各自所带的电荷

可能有关，可能存在一个平衡点，而一旦打破这种平衡，二者结合会受到影响．

注：（Ａ）ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶在不同Ｍｇ２＋浓度的缓冲液中与Ｇ４ＤＮＡ结合的荧光偏振值变化，（Ｂ）不同Ｍｇ２＋浓度下解旋酶与

Ｇ４ＤＮＡ结合的解离常数的变化；（ａ）不同Ｍｇ２＋浓度下的Ｇ４ＤＮＡ与解旋酶结合，（ｂ）Ｇ４ＤＮＡ与含不同浓度Ｍｇ２＋的解旋酶结合

图４　Ｍｇ
２＋对ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｇ
２＋ｏｎｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＢＬＭ６４２１２９０ａｎｄＧ４ＤＮＡ

３　总结与展望

ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶包括解旋酶结构域（Ｈｅｌｉｃａｓｅ）、ＲｅｃＱ保守的Ｃ末端结构域（ＲｅｃＱＣｔ）

６８
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２＋对Ｂｌｏｏｍ综合症解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的影响研究

和解螺旋酶ＲＮＡ酶Ｄ碳末端（ＨＲＤＣ）结构域
［３２］．解旋酶和ＲｅｃＱＣｔ结构域结合在一起形

成了具有催化作用的“解旋酶核心结构域”，其包含有ＡＴＰ酶活性和ＤＮＡ结合活性的必须

的基序和结合位点［３３］．研究表明 Ｍｇ
２＋在结合于解旋酶核心结构域的活性中心，对调节解旋

酶的ＡＴＰ酶活性具有重要的作用
［１３］．而 Ｍｇ

２＋的存在是否对解旋酶的ＤＮＡ结合活性是否

有影响还没有直接的研究报道．本研究利用荧光偏振技术研究 Ｍｇ
２＋对ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与

Ｇ４ＤＮＡ结合的影响，结果表明 Ｍｇ
２＋可使Ｇ４ＤＮＡ的荧光偏振值增加，并使ＢＬＭＧ４ＤＮＡ

复合物荧光偏振值出现下降升高下降的变化趋势；不同浓度 Ｍｇ
２＋作用下的 Ｇ４ＤＮＡ与

ＢＬＭ６４２１２９０结合及Ｇ４ＤＮＡ与不同浓度 Ｍｇ
２＋作用下ＢＬＭ６４２１２９０结合的荧光偏振值均随着

Ｍｇ
２＋浓度的增加而逐渐下降；Ｍｇ

２＋浓度为３．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＢＬＭ６４２１２９０与Ｇ４ＤＮＡ最容易结

合，表明适量 Ｍｇ
２＋会促进ＢＬＭ６４２１２９０与Ｇ４ＤＮＡ的结合，但会引起两种分子结合的形状、流

动性和电荷等性质的改变．推测 Ｍｇ
２＋影响ＢＬＭ６４２１２９０解旋酶与Ｇ４ＤＮＡ结合的机理可能

为：Ｍｇ
２＋可能与Ｇ４ＤＮＡ的磷酸骨架结合或与解旋酶结合而影响酶与Ｇ４ＤＮＡ结合．

关于ＢＬＭ解旋酶，有很多方面都需要继续研究，如其解链过程如何进行，解链过程是

如何终止的，受到其它蛋白的调控的机理等［３１］．对ＢＬＭ 催化核心区域的相关生物学特性

研究，不仅对了解ＢＬＭ解旋酶与不同结构的ＤＮＡ 分子、细胞中其他蛋白之间相互作用的

研究具有重要的意义，更重要的是它将为我们下一步研究ＢＬＭ 解旋酶的结构和功能提供

重要的特征参数及其相关信息，以更加深入地认识解旋酶在细胞代谢过程中的重要作用及

其机制，同时也为进一步研究以人ＤＮＡ解旋酶为抗癌药物靶标的机理研究奠定基础．
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ＢｉｏｍｅｄｉｃａｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１１，２４（１）：４７５５．

［３３］　ＢＥＲＮＳＴＥＩＮＤＡ，ＺＩＴＴＥＬＭＣ，ＫＥＣＫＪＬ．Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅ犈．犮狅犾犻ＲｅｃＱｈｅｌｉｃａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃｃｏｒｅ

［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００３，２２（１９）：４９１０４９２１．
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