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火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶基因克隆、表达纯化和酶学性
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摘  要：【目的】在大肠杆菌中表达火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶，纯化得到重组火球菌 8-
氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶，在此基础上系统研究火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的酶学特征。【方

法】构建 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶重组表达质粒，将重组质粒转化 Escherichia coli Rosetta (DE3)，
利用 IPTG 诱导表达重组蛋白，通过 Ni2+亲和层析柱纯化重组蛋白；最后利用含 8-氧鸟嘌呤损

伤的寡核苷酸作为底物，测定 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的酶学性质。【结果】在大肠杆菌中成功

诱导表达了重组火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶，经 Ni2+亲和纯化后蛋白纯度大于 95%。在体

外鉴定了重组火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的酶学性质。结果表明重组火球菌 8-氧鸟嘌呤

DNA 糖苷酶可以切除 DNA 中的 8-氧鸟嘌呤(8-Oxo-G，GO)损伤碱基，并且具有 AP 裂解酶活

性。重组火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶催化反应的最适 pH 值和温度分别是 pH 8.5 和 55 °C。
除 Zn2+对火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的酶促反应有明显的抑制作用外，实验中测定的其它

二价离子(Mn2+，Mg2+，Ca2+，Ni2+，Co2+，Cu2+)对其没有明显的影响。离子强度在 50−100 mmol/L
范围内对其酶促反应影响不大，超过 100 mmol/L 时有明显的抑制作用。与 8-氧鸟嘌呤互补的

碱基差异对火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶切除 8-氧鸟嘌呤损伤的效率影响不大；但与单链

DNA 相比，双链 DNA 是优选底物，切割效率如下：GO/C≈GO/G≈GO/T≈GO/A>GO/−。【结论】

在大肠杆菌中成功表达，并 Ni2+亲和纯化了火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶，生化研究表明制

备的重组蛋白具有 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性，可能负责切除火球菌基因组 DNA 中的 8-氧
鸟嘌呤损伤。 

关键词：火球菌，8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶，碱基切除修复 

Cloning expression and biochemical characterizations of 
8-oxoguanine DNA glycosylase from Pyrococcus furiosus 

ZHOU Huan  YANG Min  CHEN Ya-Xing  LIU Ya-Hui  SUN Li-Hua  XU Chun-Yan   
YU Feng  HE Jian-Hua∗ 

(Shanghai Institute of Applied Physics, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 201204, China) 

Abstract: [Objective] Express and purify the Pyrococcus furiosus (P. furiosus) 8-oxoguanine DNA 
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glycosylase; characterize the enzymatic properties of the recombinant P. furiosus 8-oxoguanine DNA 
glycosylase. [Methods] First, pfogg gene was cloned into an expression vector. Second, the expres-
sion of the recombinant protein was induced in Escherichia coli Rosetta (DE3) by IPTG. Third, the 
recombinant protein was purified through Ni2+ affinity chromatography. Finally, the enzymatic reac-
tion of PfOgg was biochemically characterized using different oligonucleotides as substrates. [Re-
sults] The recombinant P. furiosus 8-oxoguanine DNA glycosylase was successfully expressed in E. 
coli and the purity was up to 95%. The enzymatic characterizations of recombinant P. furiosus 
8-oxoguanine DNA glycosylase were assayed in vitro. The results showed that (1) the recombinant P. 
furiosus 8-oxoguanine DNA glycosylase could efficiently remove the 8-oxoguanine damage from 
both single-stranded and double-stranded DNA and the excision efficiency of 8-oxoguanine from 
various DNA substrates was the following order: GO/C≈GO/G≈GO/T≈GO/A>GO/−; (2) the optimal 
pH value and temperature for the reaction were pH 8.5 and 55 °C, respectively; (3) Zn2+ clearly in-
hibited the removal of 8-oxo-G by PfOgg, and the other divalent ions, such as Mn2+, Mg2+, Ca2+, 
Ni2+, Co2+ and Cu2+ had no significant effect on the enzymatic reaction; (4) the removal of 8-oxo-G 
was highly efficient with the ionic strength ranging from 50 to 100 mmol/L, but was clearly inhibited 
by higher ionic strength (above 100 mmol/L). (5) the PfOgg is highly heat-resistant, with a half life-
time of 5 min at 100 °C. [Conclusion] P. furiosus 8-oxoguanine DNA glycosylase was successfully 
expressed in E. coli, and had the typical enzymatic activities of removing the 8-oxoguanine damaged 
base from single-stranded and double-stranded DNA .  

Keywords: Pyrococcus furiosus, 8-Oxoguanine DNA glycosylase, Base excision repair 

在生物体内正常的有氧代谢和氧化应激反应

都会产生活性氧自由基(Ractive oxygen species，

ROS)以及其他一些高反应活性的代谢产物，ROS

会造成 DNA 的碱基氧化损伤，在 4 种碱基中，鸟

嘌呤和胸腺嘧啶最容易被氧化形成 8-氧鸟嘌呤

(8-Oxoguanine，GO)和胸腺嘧啶乙二醇(Thymidine 

glycol，Tg)[1]。GO 的顺式构象能与胞嘧啶形成正

常的 Watson-Crick 碱基配对，但当 GO 处于反式构

象时，它能与腺嘌呤形成稳定的 Hoogsteen 碱基配

对，从而会导致在下一轮复制中产生 G:C→T:A 碱

基颠换突变[2-4]。氧化产生的 GO 主要由碱基切除

修复途径修复，修复过程由甲酰嘧啶 DNA 糖苷酶

(Formamidopyrimidine-DNA glycosylase，Fpg)或者

8- 氧 鸟 嘌 呤 DNA 糖 苷 酶 (8-Oxoguanine DNA 

glycosylase，Ogg)引发，Fpg 主要作用于细菌中的

GO 修复，而 Ogg 则主要在真核生物和古生菌中切

除 GO [5-6]。Fpg 或 Ogg 切除 GO 后，形成无碱基

的脱氧核糖磷酸(俗称 AP site)，Fpg 或 Ogg 的 AP

裂解酶(AP lyase)活性进一步断裂 AP 位点上的糖

环，最终形成 3′与 5′带磷酸基团的单链 DNA 缺口。

AP 内切核酸酶(AP endonuclease)负责移除 3′磷酸

基团，形成 3′OH，为 DNA 聚合反应提供有效引

物；然后 DNA 聚合酶、DNA 连接酶、Flap 内切

核酸酶等分别负责合成新的 DNA、连接 DNA 缺

口等，共同完成整个修复反应。  

近年来，随着基因组测序的迅猛发展，已经测

序完成了大量生物体的全基因组序列。第一个完成

全 基 因 组 测 序 的 古 细 菌 是 詹 氏 甲 烷 球 菌

(Methanocaldococcus janischii)，通过检测它的基因

组发现一个编码 Ogg 基因的开放阅读框 (Open 

reading frame，ORF)[7-8]。随后在其他古生菌中也

发 现 了 相 应 的 Ogg ， 比 如 硫 磺 矿 硫 化 叶 菌

(Sulfolobus solfataricus) 和 闪 烁 古 生 球 菌

(Archeoglobus fulgidus)[9-10]。 

激烈火球菌(Pyrococcus furiosus)是 1986 年在

意大利武尔卡诺海滩发现的一类极端嗜热古生菌，

它的生长温度介于 70−103 °C 之间，最适生长温度

为 100 °C[11]。我们在激烈火球菌的全基因组中确

定了一个编码 242 个氨基酸蛋白的基因，该基因编

码的蛋白是 Ogg 的同源物。本研究将该基因在大
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肠杆菌中成功表达，同时测定了表达蛋白的酶学特

征，确定其具有 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：大肠杆菌 (Escherichia coli) 

DH5α、Rosetta (DE3)菌株购自 Novagen，表达载体

pDEST17 购自 Invitrogen。 
1.1.2  主要试剂：质粒小提试剂盒购自天根生物科

技有限公司；HisTrapTM HP 亲和层析柱购自 GE 公

司，其它生化试剂购自上海生工生物工程公司。 

1.2  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的诱导表达 
PfOgg 重组表达载体构建基于参考文献[12]。

将 PfOgg 重组表达质粒转化 E. coli Rosetta(DE3)感

受态细胞，涂布在含有 100 mg/L 氨苄青霉素的固

体 LB 培养基平板，于 37 °C 培养 12–16 h 挑取单菌

落接种到 4 mL 含有 100 mg/L 氨苄青霉素的 LB 液

体培养基中，37 °C 培养过夜。过夜培养物按 1:100

比例接种到 400 mL 含有 100 mg/L 氨苄青霉素的

LB 液体培养基中，37 °C 培养至 OD600 达到 0.6，

加入终浓度为 0.5 mmol/L IPTG，25 °C 诱导 6 h。 

1.3  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的纯化 
大肠杆菌经 IPTG 诱导后，在 6 000 r/min、4 °C

离心 5 min 收集菌体；菌体沉淀用裂解缓冲液    

(20 mmol/L Tris-HCl pH 8.0，300 mmol/L NaCl，   

10 mmol/L 咪唑，5 mmol/L β 巯基乙醇，10%甘油)

重悬均匀，置于冰上进行超声波破碎 15 min；破碎

的细胞裂解液于 4 °C、12 000 r/min 条件下离心 1 h，

收集上清液。采用 HisTrapTM HP 亲和层析柱纯化，

先用含 30 mmol/L 咪唑的裂解缓冲液洗脱 50 mL，

去除杂蛋白，最后用含 300 mmol/L 咪唑的裂解缓

冲液洗脱目的蛋白，并经无咪唑透析液 3 次透析操

作(每次 4 h)除去咪唑。最后纯化蛋白的纯度通过

SDS-PAGE 电泳检测。 

1.4  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的酶学性质

测定 
1.4.1  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA糖苷酶活性测定底

物：用于酶活性测定的寡核苷酸片段见表 1，FAM
代表荧光标记。双链 DNA 底物制备方法如下：将

5′FAM 标记寡核苷酸片段(终浓度为 1.0 μmol/L)与
不同的互补链以 2:3 摩尔比溶于含 50 mmol/L NaCl
的 TE 缓冲液中，95 °C 加热 5 min，缓慢冷却至    
室温。 
1.4.2  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA糖苷酶活性测定方

法：在优化反应条件之前，标准的反应缓冲液为：

50 mmol/L Tris-HCl pH 8.0，50 mmol/L KCl，      
1 mmol/L EDTA，1 mmol/L DTT。反应体积、时间

和温度分别是 20 μL、15 min 和 55 °C。反应结束后

加入 20 μL 上样缓冲液(8 mol/L 尿素，0.6% SDS，

60 mmol/L EDTA，0.5%溴酚蓝，0.1%二甲苯菁)终
止反应。然后利用含 8 mol/L 尿素的 15%聚丙烯酰

胺凝胶变性电泳(PAGE)检测反应产物。电泳完成

后，使用磷屏扫描仪(Phosphor Imager FLA5000)检
测产物和底物的量，并用相应软件进行定量分析。 

 

表 1  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性测定底物 
Table 1  The substrates for the enzymatic assays of P. furiosus 8-oxoguanine DNA glycosylase 

寡核苷酸 
Oligonucleotides 

碱基序列 
Base sequences (5′→3′) 

5′FAM-GO CTCAGTAATGCGTGCAGTGCGOGTCAAGATATCTGGCTATCG 

Compl-A CGATAGCCAGATATCTTGACAGCACTGCACGCATTACTGAG 

Compl-T CGATAGCCAGATATCTTGACTGCACTGCACGCATTACTGAG 

Compl-C CGATAGCCAGATATCTTGACCGCACTGCACGCATTACTGAG 

Compl-G CGATAGCCAGATATCTTGACGGCACTGCACGCATTACTGAG 
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2  结果与分析 

2.1  重组火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的表达

纯化 
重组的火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶在 

Rosetta(DE3)菌株中，经过 IPTG 诱导 6 h 后，表达

的 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶蛋白量很高。经过 Ni2+

亲和层析纯化后，产量达 10 mg/L，蛋白纯度达到

95%以上(图 1)。 
2.2  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的酶学和生

化特性 
2.2.1  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的生化性

质：所用火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性测定

底物为含 GO 损伤碱基的 41 nt 单链寡核苷酸，GO

损伤碱基被 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶切除后，产生

无碱基的 AP 位点，AP 裂解酶会进一步切断 AP 位

点，生成两条短的 DNA 分子，通过变性 PAGE 电

泳来区分长度不同的产物和底物 DNA 分子。 

火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶在很广的 pH

值范围内(5.0−10.0)都有切除 GO 碱基的活性，且反

应的最适 pH 值是 8.5，当反应缓冲液的 pH 值高于

9.0 或者低于 5.5 时，酶活性显著下降(图 2)。NaCl

的浓度对酶的活性也有一定的影响，当 NaCl 的浓 
 

 
 

图 1  蛋白表达纯化结果 
Figure 1  The results of expression and purification of the 
protein 
注：1：标准蛋白；2：纯化得到的重组蛋白. 
Note: 1: Marker; 2: Purified recombinant protein. 

 
 
图 2  反应缓冲液 pH 值对火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖

苷酶活性的影响 
Figure 2  Effect of pH value on GO excision by PfOgg 
注：将 1 ng 火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶与 1 pmole 含 GO
的双链 DNA (GO/C)加入到含不同 pH 值的反应缓冲液中，在

55 °C 条件下反应 15 min. 
Note: 1 ng PfOgg and 1 pmole GO-carrying dsDNA (GO/C) were 
incubated at 55 °C for 15 min in assay buffer with various pH 
values. 

 
度大于 100 mmol/L 时，火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖

苷酶切除 GO 碱基的活性开始降低，而在 50−    

100 mmol/L NaCl 浓度范围内活性变化不大(图 3)。

除了 Zn2+有明显的抑制作用外，其它二价阳离子

(Mn2+，Mg2+，Ca2+，Ni2+，Co2+，Cu2+)对火球菌 8-
氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的活性影响不大(图 4)。火球

菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶在 37−95 °C 的温度范围

内都有活性，最适反应温度是 55 °C (图 5)，其中

95 °C 活性略高于 85 °C 属于单次实验误差。 
2.2.2  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的热稳定

性：作为一个来自极端嗜热古生菌的蛋白，火球

菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶具有耐高温的性质。

它在 70−100 °C 的温度范围内都具有一定的热稳

定性，其活性在 90 °C 以下加热 40 min 后依然 
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图 3  NaCl 浓度对火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性

的影响 
Figure 3  Effect of NaCl concentration on GO excision by 
PfOgg 
注：将 1 ng 火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶与 1 pmole 含 GO

的双链 DNA (GO/C)加入到含不同 NaCl 浓度的反应缓冲液中，

在 55 °C 条件下反应 15 min. 
Note: 1 ng PfOgg and 1 pmole GO-carrying dsDNA (GO/C) were 
incubated at 55 °C for 15 min in assay buffer with various NaCl 
concentrations. 
 
保持酶切活性，100 °C 下的半衰期为 5 min (图 6)。

所有热稳定性(加热残余活性为 3 次试验平均值)。

除了热稳定性测定外，其它酶活测定均为单次实

验结果。 

2.2.3  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的底物特异

性：重组火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶既可以切 
除双链 DNA 上的 GO 碱基也可以切除单链 DNA 上

的 GO 碱基，但是切除双链 DNA 的效率要比切除

单链 DNA 的效率高，说明在生物体内双链 DNA 是 
 

火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的最优底物，在双

链 DNA 中互补链上与 GO 配对的碱基种类对酶的

活性影响不大(图 7)，表明 GO 损伤碱基是决定火球

菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶底物特异性和切割效率

的主要因子。 

3  讨论 

氧化损伤会极大的损害基因组的完整性，随着

温度的升高氧化损伤对 DNA 损害的频率会随之增

加，因此对于生长在高温环境的极端嗜热微生物而

言，会有一套更高效的修复系统来切除 DNA 中被

氧化的碱基[10]。与正常的 G 相比，GO 在 DNA 的 
 

 
 

图 4  二价离子对火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性

的影响 
Figure 4  Effect of divalent ions on GO excision by PfOgg 
注：将 1 ng 火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶与 1 pmole 含 GO

的双链 DNA (GO/C)加入到含不同二价离子的反应缓冲液中，

在 55 °C 条件下反应 15 min. 
Note: 1 ng PfOgg and 1 pmole GO-carrying dsDNA (GO/C) were 
incubated at 55 °C for 15 min in assay buffer with various diva-
lent ions. 
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图 5  温度对火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性的 

影响 
Figure 5  Effect of temperature on GO excision by PfOgg 
注：将 1 ng 火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶与 1 pmole 含 GO
的双链 DNA (GO/C)加入到反应缓冲液中，在不同的温度条件

下反应 15 min. 
Note: 1 ng PfOgg and 1 pmole GO-carrying ds DNA (GO/C) 
were incubated at various temperatures for 15 min in assay 
buffer. 
 
复制中除了可以与 C 配对，还可以与 A、T 及 G 配

对[1]。在 E. coli 中，GO 损伤主要由 Fpg (MutM)从

DNA 上切除[13]，Fpg 倾向于切除与 G、C 和 T 配对

而不是与 A 配对的 GO[14]。在极端嗜热古细菌

Archaeoglobus fulgidus 中，8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶

切 除 双 链 DNA 中 GO 碱 基 的 活 性 顺 序 是 ：

GO/C>GO/G>GO/T>GO/A[10]。在此我们证明火球菌

8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶可以有效切除 GO 损伤碱

基，其双链 DNA 底物特异性与 Archaeoglobus 

fulgidus 略有差异。 

  

 
 

图 6  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶活性的热稳定性 
Figure 6  Thermal stability of PfOgg 
注：火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶分别在 70、80、90、100 °C

温度下加热 0、5、10、20、40 min，然后再跟 1 pmole 含 GO
的双链 DNA (GO/C)一起加入到反应缓冲液中，55 °C 条件下

反应 15 min. 
Note: The PfOgg was heated at 70 °C, 80 °C, 90 °C, 100 °C for 
different time (0, 5, 10, 20, 40 min), then incubated with 1 pmole 
GO-carrying ds DNA (GO/C) at 55 °C for 15 min in assay buffer. 
 

火球菌是一类极端嗜热严格厌氧古生菌，它的

最适生长温度为 100 °C[11]。虽然火球菌严格厌氧，

细胞内代谢活动产生氧自由基的频率有待确定，但

火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶为其对付可能的氧

化损伤提供了可能。同时细胞内代谢活动可能会对

DNA 产生其他氧化损伤，一种可能是火球菌 8-氧

鸟嘌呤 DNA 糖苷酶负责修复这些氧化损伤，虽然

有关这些非 GO 损伤的研究还是空白，但却是一个

重要的潜在研究问题。 

另外火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶如何准确

地特异性识别切割 GO 损伤碱基，是回答酶的催化

特异性的一个很好的问题。为了回答这一问题，我

们下一步将进行含 GO 损伤的 DNA 底物与火球菌

8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的共结晶，并解析三维结

构。最终获得 DNA 底物，特别是 GO 损伤，与火

球菌 Ogg 各个必需氨基酸残基间的相互作用数据。

将来这些结构数据的获得将阐明火球菌 8-氧鸟嘌呤

DNA 糖苷酶切割 GO 酶促反应的分子机制。 
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图 7  火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶的底物特异性 
Figure 7  Effect of the opposite base on the excision of GO by PfOgg 

注：将 1 ng 火球菌 8-氧鸟嘌呤 DNA 糖苷酶与 1 pmole 含与 GO 互补的不同碱基的双链 DNA 加入到反应缓冲液中，在 55 °C 条

件下反应不同的时间. 
Note: 1 ng PfOgg was incubated at 55 °C for different times in assay buffer, with 1 pmole dsDNA carrying GO and various opposite 
bases. 
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