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摘要 Bloom综合症(BLM)解旋酶是 RecQ家族 DNA解旋酶中的一个重要成员，参与了 DNA复制、修复、转录、重组以及
端粒的维持等细胞代谢过程，在维持染色体的稳定性中具有重要的作用．BLM解旋酶的突变可导致 Bloom综合症，患者遗
传不稳定易患多种类型癌症．本研究运用荧光偏振技术研究 BLM解旋酶催化核心(BLM642～1290)与双链 DNA(dsDNA)的相互作
用，分析其相关特征参数，了解 BLM642～1290解旋酶与 dsDNA的结合和解链特性．结果表明：BLM642～1290解旋酶与 dsDNA的
结合和解链与 dsDNA 3忆端的单链 DNA(ssDNA)长度有关；解旋酶优先结合于 dsDNA底物的 ssDNA末端，且每分子解旋酶
可结合 9.6 nt的 ssDNA；dsDNA 3忆端 ssDNA的长度为 9.6 nt时，解旋酶的解链效率达到最大且不再随其长度而变化．另外，
BLM642～1290解旋酶也能够结合和解链钝末端 dsDNA，但其结合亲和力和解链效率低于有 3忆端 ssDNA 的 dsDNA．推测
BLM642～1290解旋酶在与 dsDNA底物结合和解链时是单体形式，可能以尺蠖的形式解开 dsDNA．这些结果可为进一步研究
BLM解旋酶的功能特征提供理论基础．
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DNA解旋酶在 DNA的复制、修复、重组、转
录及端粒的维持等细胞代谢过程中具有非常重要的

作用[1-3]．RecQ家族解旋酶是 DNA解旋酶中的一
个重要保守家族，从细菌到人都具有很高的保守

性，以最先在大肠杆菌中发现的 RecQ 解旋酶命
名．RecQ家族解旋酶在维持各种生物体的遗传稳
定性中具有重要作用，也在许多细胞代谢过程中起

着关键作用[4]．RecQ家族从 1978年第一次在真核
生物百合中发现 RecQ以来，大量的 RecQ解旋酶
在原核生物、单细胞真核生物及脊椎生物中被陆续

发现，到目前为止，成员还在不断增多[5-6]．自从

发现了与 RecQ 解旋酶家族成员相关的人类疾病
后，很多科学工作者对 RecQ解旋酶家族进行了深
入研究．在人类中已经确定了 RECQ1、BLM、
WRN、RECQ4和 RECQ5 5种 RecQ解旋酶[7]．其

中 BLM、WRN、RECQ4缺陷会相应地引起 Bloom、

Werner和 Rothmund-Thomson综合症．这些疾病有
早衰、易患癌症和发育畸形等特征[8]．

BLM解旋酶具有 ssDNA依赖的 ATP酶活性、
ATP依赖的 3忆～5忆方向的 DNA解链活性[9-12]．BLM
解旋酶可以解开多种 DNA，包括 3忆端有缺口的
dsDNA、泡状 DNA、带有复制叉的 dsDNA、G-四
链体DNA、D型环状DNA及霍利迪结构 DNA[2,13-14].
研究表明 BLM解旋酶的催化核心区域(642～1290
氨基酸序列，BLM642～1290)具有与全酶相似的活性．
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Substrate Length (mer) Sequence

A1 21 3忆 FAM-TTAGGCAGCTCGTCTCAATCC 5忆
A2 21 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGG 3忆
A3 26 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGttttt 3忆
A4 31 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGtttttttttt 3忆
A5 41 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGtttttttttttttttttttt 3忆
A6 51 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGtttttttttttttttttttttttttttttt 3忆
A7 61 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGtttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt 3忆
B1 27 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGtttttt 3忆
B2 28 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGttttttt 3忆
B3 29 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGtttttttt 3忆
B4 30 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGttttttttt 3忆
B5 32 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGttttttttttt 3忆
B6 33 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGtttttttttttt 3忆
B7 34 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGttttttttttttt 3忆
B8 36 5忆 AATCCGTCGAGCAGAGTTAGGttttttttttttttt 3忆

FAM represents the fluorescein chemical group.

BLM642～1290解旋酶含有解旋酶中心结构域(helicase)、
RecQ-Ct(RecQ family C-terminal )结构域、HRDC
(helicase RNase D C-terminal )结构域[15]．解旋酶中

心结构域由 7个高度保守的氨基酸基序(玉、玉a、
域～遇)组成，基序玉a、芋、吁有能与 ssDNA 直
接结合的氨基酸残基，基序玉、域～郁和遇则构成
了一个能与 ATP结合的特定部位[15]．许多 Bloom
综合症患者正是因该结构域发生突变，失去 ATP
酶活性和解链活性，从而引发病患[16]．C端的 RQC
结构域主要是介导蛋白质之间的互作 [17]，也是

RecQ家族解旋酶的特征结构．HRDC结构域是解
旋酶和核酸酶 D 家族的一个同源结构域，HRDC
结构域在这两个酶家族中都参与了核酸代谢，其作

用是介导酶与核酸的结合[18]．

运用电子显微镜研究证明，全长的 BLM解旋
酶在水溶液中形成六聚体环状结构[19]．然而，分子

筛层析分析和 DNA解链特征研究显示 BLM解旋
酶在解链时是单体状态[16]．另外，分离一个寡聚解

旋酶的亚单位一般没有活性[20-21]，而为什么分离的

六聚体 BLM解旋酶的催化核心区域在解开 dsDNA
时是一个单体？为了进一步了解 BLM解旋酶核心
区域的解链机制，对酶与 dsDNA的结合和解链时
的状态需要进行深入研究．本文运用荧光偏振技术

研究 BLM解旋酶催化核心(BLM642～1290)与具有不同

长度的 3忆端 dsDNA的结合和解链特性，分析其相
关特征参数，探讨其与 dsDNA的结合模型和解链
模型，为进一步研究 BLM解旋酶的功能特征提供
理论基础．

1 材料与方法

1.1 试剂

二硫苏糖醇(dithiothreitol，DTT)购自中国北京
Solarbio 公司；ATP(ATP-Na2)购于美国 Sigma 公
司．整个实验采用 Milli-Q超纯水系统制成的超纯
水作为实验用水．本研究的其他化学试剂全部为分

析纯级别．解链活性检测缓冲液和 DNA结合活性
检测缓冲液为同一缓冲液，其组成为 25 mmol/L
Tris-HCl， 3 mmol/L NaCl， 3 mmol/L MgCl2和

0.1 mmol/L DTT，pH 7.9．DNA底物杂交缓冲液为
20 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L NaCl，pH 7.9．
1.2 DNA底物的准备

PAGE纯化带有荧光标记的 DNA底物合成于
北京鼎国生物技术有限公司，其序列和长度见表 1.
分别取单链 DNA(ssDNA)A2、A3、A4、A5、A6、
A7、B1、B2、B3、B4、B5、B6、B7、B8在底物
缓冲液中与 A1等量混合，85℃水浴 5 min，室温
缓慢冷却．复性后的 dsDNA作为检测解旋酶 DNA
结合活性和解链活性的底物[22]．

Table 1 Oligonucleotide sequences used in this study
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1.3 BLM642～1290解旋酶的制备

BLM642～1290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主任研究员馈

赠．含有 6个组氨酸串联标签(6伊His)的 BLM重组
大肠杆菌，在 17℃的 LB培养基中用异丙基 -茁-D-
硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达 20 h，收集菌体超
声破碎 (美国 Sonics 公司 )，离心收集上清液在
AKTA purifier100蛋白纯化仪上用镍亲合层析柱和
Superdex 200(美国 GE Healthcare公司)进行分离纯
化，获得可用于开展生物学特性研究的 BLM642～1290

解旋酶[13]．

1.4 DNA结合活性检测
利用荧光偏振技术来检测 BLM642～1290解旋酶

的 DNA 结合活性 [22]．在含有 2 nmol 荧光标记的
dsDNA反应缓冲液中，用 100 nmol/L解旋酶进行
滴定(总计 150 滋l)，在 25℃迅速检测荧光偏振值的
变化，直到其荧光偏振值不再变化时表示 2 nmol
dsDNA完全被酶结合．在同样的条件下，加入使
2 nmol dsDNA完全结合时的酶量，在 25℃条件下
迅速检测其荧光偏振值的变化，每 8 s检测 1次，
直到其稳定．解旋酶与 DNA 结合的解离常数(Kd

值)可根据方程(1)和(2)计算获得[15]：

琢DT = NPT
琢

1-琢 + Kd (1)

琢 = A max-A
A max-A min

(2)

式中 DT和 PT分别为 dsDNA和解旋酶的总浓
度，A 是任一浓度解旋酶与 DNA结合的荧光偏振
值，A max是 dsDNA完全被酶结合时的荧光偏振值，
A min为 dsDNA的荧光偏振值，N是化学计量比．
1.5 DNA解链活性检测
在含有 2 nmol荧光标记的 dsDNA解链缓冲液

中，加入 BLM642～1290解旋酶使 dsDNA 完全与酶
结合，在 25℃迅速检测荧光偏振值的变化，直
到其稳定．加入不同浓度的 ATP，总反应体积为
150 滋l，在 25℃条件下迅速检测其荧光偏振值的变
化，每 8 s检测 1次，直到其稳定．DNA解链的速
率常数可根据方程(3)得到[23]：

A t = A 1 exp (-kobst) (3)
式中 A t 是解链时间为 t 时的荧光偏振值；A 1

是 dsDNA完全与解旋酶结合时的荧光偏振值．
1.6 电泳迁移率检测

运用电泳迁移率实验对 BLM642～1290解旋酶与不

同长度 3忆端的 dsDNA的结合和解链结果进行验证.
dsDNA底物采用荧光偏振实验中的 DNA序列，但
单链 DNA A1 未进行荧光标记．检测解旋酶与
dsDNA 的结合效果，实验方案如下：10 滋mol/L
BLM642～1290解旋酶分别与 20 滋mol/L不同长度 3忆端
的 dsDNA混合，总反应体系为 25 滋l，在室温下反
应 30 min 后加入 5 滋l 上样缓冲液 (40 mmol/L
Tris-HCl pH 7.9、50%甘油和 0.25% (w/v)溴酚蓝)
终止反应．在 TAE 缓冲液(40 mmol/L Tris-HCl、
1 mmol/L EDTA，pH 8.3)中用 6%非变性聚丙烯酰
胺凝胶于 100 V下电泳 1 h，用溴酚蓝进行染色．
为了检测解旋酶与 dsDNA的解链效果，与检测解
旋酶和 dsDNA的结合效果的实验方案唯一不同的
是, 在 10 滋mol/L BLM642～1290解旋酶分别与 20 滋mol/L
不同长度 3忆端的 dsDNA混合反应 30 min后，加入
10 mmol/L ATP于室温下静置 30 min．
1.7 统计学分析

所有的数据处理采用 SPSS 13.0 软件 (SPSS
13.0，2005，SPSS Inc.，Chicago，USA)采用 F检
验分析其差异．在实验中运用一般的线性模型分析

数据．显著差异表示为 P < 0.05 (F-检验)，极显著
差异表示为 P < 0.01 (F-检验)．

2 结 果

2.1 BLM642～1290解旋酶与不同长度 3忆端 dsDNA的
结合特性

用解旋酶滴定 2 nmol不同长度 3忆端的 dsDNA,
其滴定曲线见图 1a．由图 1a可知，不同的 dsDNA
作为底物，2nmol/L DNA生成 DNA-酶复合物过程
中，其荧光偏振值的变化和 2 nmol/L DNA总共需
要结合的酶量具有极显著的差异(P < 0.01，图 1b)：
3忆端 ssDNA长度越长，2 nmol/L dsDNA完全被结
合需要的酶量就越大，且完全结合时的荧光偏振值

也越大．EMSA的实验结果也说明随着 dsDNA 3忆端
ssDNA长度增加，dsDNA与解旋酶完全结合形成
复合物的分子质量也随之增加(图 2)．另外，解旋
酶能够与钝末端 dsDNA结合，但完全结合后的荧
光偏振值明显要低于与具有 3忆端 dsDNA结合的荧
光偏振值．单独分析不同长度 3忆端的 dsDNA荧光
偏振值的变化见图 3，发现荧光偏振值随着 3忆端
ssDNA长度的增加而增加：3忆端 ssDNA的长度从
0 nt增加到 40 nt时，荧光偏振值大约从 112上升
到 128．这是因为 dsDNA 3忆端具有不同长度的
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Fig. 2 The binding of BLM642～1290 helicase and dsDNA
with the electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

The helicase-dsDNA complex migration distance was determined from

the EMSA. 20 滋mol/L of the unlabelled different 3忆 tailed length of

dsDNAs were incubated at room temperature for 30 min with 10 滋mol/L

BLM in binding buffer. Bound dsDNAs were separated by

electrophoresis on a non-denaturing 6% polyacrylamide gel and detected

by bromophenol blue staining. 1～6: The 3忆 -tail ssDNA lengths of

dsDNA were 0, 5, 10, 20, 30, 40 nt, respectively.

ssDNA，其分子质量和在溶液中的移动速率具有差
异性．用酶与 dsDNA完全结合后的荧光偏振值减
去相应的 dsDNA的荧光偏振值可得到酶与 dsDNA
结合的程度差异，结果表明，解旋酶与 dsDNA完
全结合的荧光偏振值增长程度与 dsDNA的 3忆端
ssDNA的长度呈正相关：3忆端 ssDNA的长度从 0 nt
增加到 40 nt 时，荧光偏振值的增加程度大约从
100增加到 140．

根据公式(1)和(2)，分别计算了解旋酶与不同
长度的 3忆端 dsDNA结合的 Kd值和 N值，其线性模
拟方程和相关数据见表 2，Kd值的变化见图 4．结
果显示，酶与 dsDNA结合的 Kd值与其 3忆端 ssDNA
长度呈负相关，表明解旋酶与 dsDNA结合的分子
亲和力与其 3忆端的 ssDNA的长度有关，同时也表
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Fig. 1 The binding properties of BLM642～1290 helicase and
dsDNA with fluorescence polarization technology

(a) The binding curves of the helicase with different 3忆-tail ssDNA length

of dsDNA. : 0 nt; : 5 nt; : 10 nt; : 20 nt; : 30 nt; : 40 nt.

(b) Comparison of DNA-binding activity of the helicase with
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measured as a function of BLM642 ～1290 helicase concentration at fixed

dsDNA concentration (2 nmol/L). The concentration of the helicase was

10 滋mol/L. Titrations of different 3-fluorescein-labeled dsDNAs with

the helicase were performed at constant DNA concentrations under

standard conditions (20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.9, 25℃ ). Data shown

are x 依 s using five replicates, same as below in this paper. A 0 is the

fluorescence anisotropy of fluorescein-labeled dsDNA; A 1 is the

fluorescence anisotropy of the helicase-dsDNA complex. : Anisotropy;

: Helicase concentration.
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3忆-tail ssDNA length/nt r2 N Kd/(nmol·L-1)

0 0.9844 0.2131依0.0334 4.534依0.543

5 0.9933 0.5924依0.1045* 1.728依0.134**

10 0.9943 0.9945依0.1367** 0.306依0.096**

20 0.9973 1.9799依0.1876** 0.298依0.065**

30 0.9899 2.9177依0.1345** 0.292依0.057**

40 0.9943 3.9193依0.1087** 0.278依0.046**

明解旋酶优先结合于 ssDNA．另外，对与 dsDNA
结合的 N值与其 3忆端 ssDNA长度进行线性模拟，
其线性方程为 y=-0.0949x+0.0911，当 y 等于 1(即
N值等于 1)时，x等于 9.6(即 3忆端 ssDNA 长度为
9.6 nt)，表明每分子解旋酶结合 9.6 nt的 ssDNA．

2.2 BLM642～1290 解旋酶与不同长度 3忆端dsDNA的
解链特性

解旋酶对不同长度 3忆端的 dsDNA解链特性结
果见图 5．由图 5结果可知，2 nmol dsDNA完全
与解旋酶结合后，加入 ATP，随着 ATP浓度的增

Table 2 The relative constants of binding
between BLM642～1290 helicase and dsDNA

*, **: P < 0.05, P < 0.01, compared with the control group. Data

shown are x 依 s using five replicates.

Fig. 4 The change of Kd values and N values
between BLM642～1290 helicase and different

3忆鄄tail ssDNA lengths of dsDNA
The values of Kd and N were obtained from equations (1) and (2). Kd

represents the intensity of binding between the helicase and DNA

substrate, the smaller the Kd, the stronger the intensity of binding. N
represents the ratio of the helicase and DNA helicase. : Kd; : N.
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Fig. 5 The unwinding of BLM642～1290 helicase to
different 3忆鄄tail ssDNA lengths of dsDNA

(a) Unwinding courses of DNA unwinding by the helicase to different

3忆-tail ssDNA lengths of dsDNA. : 0 nt; : 5 nt; : 10 nt;

: 20 nt; : 30 nt ; : 40 nt. (b) Time courses of DNA

unwinding by the helicase to different 3忆-tail ssDNA lengths of dsDNA.

: 0 nt; : 5 nt; : 10 nt; : 20 nt; : 30 nt; :

40 nt. (c) The unwinding extent of the helicase to different 3忆-tail ssDNA

lengths of dsDNA. The unwinding of the dsDNA by the helicase was

determined using the fluorescence polarization assay described in the

Materials and methods. Fluorescence anisotropy as a function of the

concentration of the helicase at fixed G4DNA concentrations (2 nmol/L).

The concentration of the helicase was 10 滋mol/L. Experiments were

performed in the helicase activity assay buffer (20 mmol/L Tris-HCl,

pH 7.9) at 25℃ . Note. A 1 is the fluorescence anisotropy of the helicase-

dsDNA complex. A 2 is the fluorescence anisotropy of the helicase after

the addition of ATP.
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Fig. 6 Unwinding of dsDNA by BLM642～1290

helicase with EMSA
Unwinding activity of the BLM642～1290 helicase to the unlabelled different

3忆 tailed length of dsDNA substrates was determined with EMSA

experiments. 1～6: The 3忆-tail ssDNA lengths of dsDNA subatrates were

0, 5, 10, 20, 30, 40 nt, respectively. 20 滋mol/L of the dsDNAs were

incubated with 10 滋mol/L the helicase at room temperature for 30 min

in binding buffer (20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.9). 10 mmol/L ATP was

added to the reactions and incubated for 30 min at room temperature.

The samples were analyzed by electrophoresis on a 6% nondenaturing

polyacrylamide gel.

加，其荧光偏振值迅速下降(图 5a)，最终降到一个
稳定的水平．但对于 3忆端 ssDNA长度小于 10 nt(0和
5 nt)的 dsDNA底物，解旋酶对其解链后的荧光偏
振值要高于 3忆端 ssDNA长度大于 10 nt 的 dsDNA
底物，说明解旋酶对 3忆端 ssDNA长度小于 10 nt的
dsDNA没有完全解链．特别有意思的是，酶也能
够解链钝末端 dsDNA，但其解链程度非常低，说
明解旋酶能够部分解链钝末端 dsDNA．解旋酶
对不同长度 3忆端的 dsDNA 解链需要一定的时间
(图 5b)，随着解链时间的增加其荧光偏振值逐渐降
低，最终达到平衡．dsDNA 3忆端 ssDNA长度不同，
完全解链需要的 ATP 量与 dsDNA 3忆端 ssDNA 长
度的相关性具有显著差异(P < 0.05)，但完全解链需
要的时间差异不显著．dsDNA 3忆端 ssDNA长度为
0 nt时，其解链降低的荧光偏振值为 13.2依1.2；当
其长度增加到 10 nt 时，降低的荧光偏振值为
37.2依1.4，两者之间的差值 (驻A 1)为 24.2依1.5；而
dsDNA 3忆端 ssDNA 长度从 0 nt 增加到 10 nt 时，
DNA 的荧光偏振值只增加了 9.8依1.3，表明 3忆端
ssDNA 长度小于 10 nt的 dsDNA没有被解旋酶完
全解链(图 5c)．当 ssDNA长度达到 40 nt时，因酶
对 dsDNA 的解链降低的荧光偏振值为 51.2依1.7，
因此，ssDNA长度从 10 nt增加到 40 nt 时，其解
链降低的荧光偏振值 (驻A 2)增加了 14.2依1.7，而
dsDNA 3忆端 ssDNA长度从 10 nt 增加到 40 nt 时，
DNA的荧光偏振值增加了 13.8依1.9，这两者之间
的差异极不显著，表明 3忆端 ssDNA长度大于 10 nt
的 dsDNA被解旋酶完全解链．从以上的结果分析，
可推测 dsDNA 3忆端 ssDNA长度约为 10 nt 时，解
旋酶能够将 dsDNA完全解链．
因为对于不同 3忆端 ssDNA 长度的 dsDNA 来

说，其在未解链前的荧光偏振值不同，而当

dsDNA被解旋酶完全解链成 ssDNA之后，由于所
生成的荧光标记的 ssDNA，即 3忆FAM-A1 都是一
样的，所以在整个反应过程中，不同长度的 DNA
荧光偏振的绝对数值变化是不同的．因此，为了进

一步确定上述结果，特设计了 EMSA实验(图 6)及
根据方程(3)分别模拟了不同长度 3忆端 ssDNA 的
dsDNA作为底物时解旋酶的解链速率(Kobs)与时间
的关系 (图 7 和表 3)．EMSA 实验结果表明，
dsDNA 3忆端 ssDNA的长度达到 10 nt时，其解链的
效果明显好于长度为 0和 5 nt的 dsDNA，当 3忆端
ssDNA长度从 10 nt增加到 40 nt时，解链的效果
没有明显的差异．另外，根据线性模拟方程计算的

结果显示，ln(A t/A 1)与时间 t具有非常好的线性关
系(r2接近 0.99)．dsDNA 3忆端 ssDNA的长度为 0和
5 nt时，解旋酶的 Kobs分别为(0.565依 0.045)伊10-3 s-1

和(0.603依0.029)伊10-3 s-1，而 3忆端 ssDNA的长度从
10 nt增加到 40 nt时，其 Kobs没有明显差异，约为

(1.8依0.018)伊10-3 s-1，几乎是 3忆端 ssDNA的长度为
0 和 5 nt 时的 3 倍．分别线性模拟 dsDNA 3忆端
ssDNA的长度在 0～10 nt、10～40 nt之间 Kobs的变

化(图 8)，得到两个线性方程，求解两个线性方
程的解，得 x =9.64、 y =1.822 伊10 -3 s -1，说明了

BLM642～1290解旋酶对 dsDNA 有效解链需要其 3忆端
ssDNA 长度为 9.6 nt．与解旋酶与 dsDNA 结合的
实验结果是一致的．

BLM-ssDNA
complex

BLM-dsDNA
complex

1 2 3 4 5 6

12010080604020
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Fig. 7 The linear fits between ln(At/A1) and time
were preceded on conditions using different

lengths of ssDNA 3忆鄄tails based on equation (3)
DNA and the helicase concentrations were 2 nmol/L of 3忆 -fluorecent-

labelled dsDNA and 50 nmol/L helicase. All experiments were carried

out as per the conditions indicated in the Materials and methods. :
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Fig. 8 The change of Kobs values of the unwinding
between BLM642～1290 helicase and different 3忆鄄tail

ssDNA length of dsDNA
The values of Kobs were obtained from equation (3). DNA and the

helicase concentrations were 2 nmol/L of 3忆-fluorecent-labelled dsDNA

and 50 nmol/L helicase. According to the values of Kobs, the efficiency of

unwinding was indirectly determined: about 10 nt length of 3忆-tail

ssDNA in the dsDNA was necessary for the unwinding of the 3忆-tailed

dsDNA by the helicase. All experiments were carried out as per the

conditions indicated in the Materials and methods.

3忆-tail ssDNA length /nt ln(A t/A1)-t equations r2 Unwinding extent (anisotropy伊103)1) Kobs (10-3 s-1)

0 y=(-5.650依0.45)伊10-4 x 0.9965 (13.2依4.3) (0.565依0.045)

5 y=(-6.030依0.29)伊10-4 x 0.9941 (15.7依4.9)* (0.603依0.029)*

10 y=(-1.832依0.16)伊10-3 x 0.9894 (38.5依5.9)** (1.832依0.016)**

20 y=(-1.829依0.18)伊10-3 x 0.9876 (38.9依5.7)** (1.829依0.018)**

30 y=(-1.789依0.24)伊10-3 x 0.9945 (39.1依4.4)** (1.789依0.078)**

40 y=(-1.826依0.19)伊10-3 x 0.9946 (39.8依3.9)** (1.826依0.019)**

3 讨 论

为了探讨 BLM解旋酶的生物学特性，本研究
采用荧光偏振技术分析了 BLM解旋酶催化核心与
具有不同长度 3忆端 ssDNA的 dsDNA底物的结合和
解链特性．结果表明：BLM642～1290解旋酶的 DNA结
合活性和解链活性与 dsDNA 3忆端的 ssDNA长度有
关；解旋酶优先结合于 dsDNA底物的 ssDNA 末

端，且每分子解旋酶可结合 9.6 nt的 ssDNA；
dsDNA 3忆端 ssDNA的长度为 9.6 nt时，解旋酶的解
链效率达到最大且不再随其长度而变化．另外，

BLM642 ～1290解旋酶也能够结合和解链钝末端

dsDNA，但其结合亲和力和解链效率远低于有 3忆
端 ssDNA的 dsDNA．
根据 BLM642～1290解旋酶与具有不同长度 3忆端

ssDNA的 dsDNA结合达到饱和时所需酶量、荧光
偏振值增加程度、Kd和 N值的比较(图 1和图 3)，
解旋酶与 dsDNA 结合和解链具有依赖于 3忆端
ssDNA 长度的特性．dsDNA 3忆端 ssDNA 长度越
长，解旋酶与底物结合达到饱和时所需酶量越大，

其荧光偏振值增加的程度也越大，其 Kd值逐渐降

低，相应的 N值则增高．这些结果可确定解旋酶
的 DNA结合活性与 dsDNA 3忆端 ssDNA的长度呈
正相关(P < 0.01)．比较 Kd值的变化，发现 dsDNA
3忆端 ssDNA长度越长，酶与 dsDNA的分子亲和力
越大，表明酶更容易与 3忆端 ssDNA 长度长的
dsDNA底物结合．当 dsDNA 3忆端 ssDNA长度小于
10 nt时，酶与 DNA的 Kd 值明显高于其长度大于

10 nt 时的 Kd 值，说明 3忆端 ssDNA 会增强酶与
dsDNA 的分子亲和力．有研究表明，有 3忆端
ssDNA的 dsDNA 是 BLM解旋酶有效解链的潜在
底物 [10, 16]．BLM 解旋酶的同源解旋酶大肠杆菌
RecQ解旋酶与 DNA结合特性研究证明，一个酶
分子可以结合约 10nt ssDNA，且与 ssDNA 和
dsDNA结合是同一位点[24]．由于 BLM642～1290解旋酶

与大肠杆菌 RecQ解旋酶具有很高的序列和结构相
似性，且二者的氨基酸序列和长度也极相似，我们

期望用荧光偏振值技术研究 BLM642～1290解旋酶结合

ssDNA的长短．进一步分析解旋酶与 dsDNA结合
的 N值，发现 ssDNA每增加 10 nt其 N值也相应

Table 3 The relative constants of unwinding between BLM642耀1290 helicase and dsDNA

1) Data were obtained by the unwinding curves in Figure 5(a). *, **: P < 0.05, P < 0.01, compared with the control group.
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Fig. 9 Two DNA unwinding models of DNA helicase[35]

地增加 1．因此，根据两者之间的关系进行了线性
模拟，计算出一个 BLM642～1290解旋酶分子完全结合

在 dsDNA上则需要 ssDNA的长度为 9.6 nt．
比较 BLM642～1290解旋酶对具有不同长度 3忆端

ssDNA的 dsDNA的解链效率和所需 ATP浓度，可
知解旋酶对 dsDNA有效解链需要其 3忆端 ssDNA长
度为 10 nt．主要有以下两方面的实验结果可以说
明这个结论：a．解旋酶对 3忆端 ssDNA 长度达到
10 nt的 dsDNA的解链效率明显高于小于 10 nt的
dsDNA．b．解旋酶解链不同 3忆端 ssDNA 长度的
dsDNA达到最大程度时所需 ATP的量不同，其长
度达到 10 nt时，解链需要的 ATP的量几乎相近，
而小于 10 nt时，解链需要的 ATP量要少得多．研
究证明，具有催化 ATP水解和能量偶联作用的精
氨酸指位于 BLM 解旋酶的解旋酶中心结构域和
RecQ-Ct结构域的分界面[25]，因此，BLM642～1290解旋

酶的 ATP 酶活性和解链活性不需要其形成低聚
物．如一个 BLM642～1290解旋酶分子完全结合在

ssDNA 上需要 ssDNA 的长度为 9.6 nt，则可以推
测 BLM642～1290解旋酶在解链 dsDNA时是单体．这
与噬菌体 T7基因 4[26-27]和牛乳头瘤病毒 E1[28]等解

旋酶的六聚体解链形成鲜明对比，这是因为其精氨

酸指位于两个相邻的解旋酶亚单位的分界处，其催

化 ATP水解和解链 dsDNA必须要解旋酶形成聚合
体才能完成．

另外，本研究结果显示，BLM642～1290解旋酶能

够结合并有效地部分解链钝末端 dsDNA，但其结
合的亲和力和解链的效率低于与有 3忆端 ssDNA的
dsDNA的结合和解链．解旋酶对钝末端 dsDNA的
解链效率要比对 3忆端 ssDNA长度达到 10 nt dsDNA

的解链效率低约 42%．可推测解旋酶与 dsDNA结
合时解旋酶分子不需要一定结合在 ssDNA上，还
可结合在 dsDNA的双链部分．研究表明大肠杆菌
RecQ解旋酶与 ssDNA或 dsDNA缺口的亲和力比
与钝末端 dsDNA的要高得多[24]．本研究结果显示，

BLM642～1290解旋酶与 dsDNA 结合特征与大肠杆菌
RecQ解旋酶具有相似性．
目前，仅有少数解旋酶被证实与 dsDNA结合

的亲和力和解链效率是核苷酸依赖性的，其特征更

是很少被研究．因此，目前还没有一个共同的模型

来解释解旋酶与 dsDNA结合解链的工作机理．不
同解旋酶结合和解链的机制可能不同．例如，

DnaB[29]和噬菌体 T7解旋酶[30]，在 ATP不存在的情
况下，其 ssDNA结合状态差，而 PriA[31]、Rep[32]和

NS3h [33]解旋酶，则是在 ATP 存在的情况下，其
ssDNA结合状态差．对于 DNA解旋酶，目前有两
种流行的模型能很好地描述 DNA 解旋酶解链机
制：尺蠖模型[34]和滚动模型(图 9)[35]．在尺蠖模型

中，解旋酶通过 2个位点与 ssDNA结合，这 2个
位点在 ATP酶循环过程中，通过偶联核苷酸形态
的变化来改变解旋酶与 DNA的强相互作用和弱相
互作用来控制解旋酶在 DNA 上的相对移动，因
此，导致了解旋酶在 ssDNA上的易位和对 dsDNA
的解链具有方向性，且在工作时解旋酶为单体形

式．而滚动模型最早是在 HCV解旋酶的解链机制
中提出来的，解旋酶具有一个单一的由核苷酸形态

调节的 DNA 结合位点．滚动模型为二聚体解旋
酶，需要 2个酶分子共同作用才能够在 DNA上移
动．二聚体解旋酶的前一个解旋酶分子与 ssDNA
强烈结合时，解旋酶利用催化水解 ATP释放的能

Rolling model

Dimer

Monomer

Inchworm model

3忆3忆
3忆3忆3忆

3忆 3忆
3忆 3忆
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量解开 dsDNA且按一定的方向性前进，当与 DNA
弱结合时，后一个解旋酶分子利用 ATP催化水解
的能量随机地移动来调节解旋酶在 ssDNA上的位
置以备进入下一个循环[35]．而 BLM642～1290解旋酶与

DNA底物的复合物或 BLM642～1290解旋酶的晶体结构

研究还未见报道．但大肠杆菌 RecQ解旋酶的催化
核心与 BLM解旋酶核心区域具有很高的同源性，
其在没有 DNA 存在的情况下的结构已经得到确
认[36]，是由两个 RecA相似的结构域和一个 RecQ
保守结构域 (RecQ-Ct)组成，后者又分成两个亚结
构域．基于结构和突变体的研究，提出了 RecQ对
dsDNA 的解链模型为尺蠖模型 [37-38]．因此，推测

BLM642～1290解旋酶对 dsDNA 解链模型与大肠杆菌
RecQ解旋酶是相同的，更适合用尺蠖模型来解释.
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Study on The Interactions of Bloom Helicase Catalytic Core With
Double鄄Stranded DNA by Fluorescence Polarization Technology*
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Abstract Bloom syndrome helicase (BLM) is an important member of RecQ family of DNA helicases. It
participates in cell metabolism including DNA repair, recombination, transcription, telomere maintenance, and
plays key roles in maintaining chromosome stability. The mutation of BLM helicase may lead to Bloom syndrome
that characterized by genomic instability and a strong predisposition to many types of cancer. This study was
studied the interaction of BLM helicase catalytic core (BLM642 ～1290) with double-stranded DNA (dsDNA) by
fluorescence polarization technology, and analyzed the related characteristic parameters to understand the
DNA-binding and unwinding properties of BLM642 ～1290 helicase. The results indicated that the binding and
unwinding of the helicase and dsDNA was related to the length of 3'-tailed single-stranded DNA (ssDNA) in
dsDNA substrates; the helicase preferred to bind the ssDNA tails of dsDNA substrates, and every helicase molecule
may bind 9.6 nt ssDNA; the unwinding efficiency was the highest level when the 3'-tail ssDNA length of dsDNA
substrates was 10nt, no longer increasing with the length. In addition, the blunt dsDNA was also bound and
unwound by BLM642～1290 helicase, but the binding affinity and the unwinding efficiency were smaller than 3'-tailed
dsDNA. It may be concluded that BLM642 ～1290 helicase was monomer in binding and unwinding to dsDNA
substrates, and may unwind dsDNA in an inchworm manner. These results will provide the theoretical foundation
for further studying the unwinding mechanism of BLM helicase.
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