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研究报告 

大肠杆菌拓扑异构酶 I 结合重金属的特性及 
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摘  要：【背景】大肠杆菌拓扑异构酶 I (Escherichia coli topoisomerase I，E. coli TopA)在 DNA

复制、转录、重组和基因表达调控等过程发挥关键作用。研究表明 E. coli TopA 只有结合锌离

子才具有活性，然而 E. coli TopA 能否结合其他金属离子尤其是重金属离子，以及结合其他金

属后是否具有活性，目前仍不清楚。【目的】探究大肠杆菌拓扑异构酶 I 是否结合环境中常见

重金属离子，研究重金属离子结合 E. coli TopA 蛋白后对其活性的影响。【方法】在分别添加有

锌、钴、镍、镉、铁、汞、砷、铬、铅、铜离子的 M9 基础培养中表达、纯化出 E. coli TopA

蛋白，并对纯化得到的蛋白用电感耦合等离子体质谱仪进行相应金属离子含量的测定；利用表

达 E. coli TopA 锌指结构的突变体蛋白鉴定重金属离子的结合位点；通过体外超螺旋 DNA 松弛

实验测定不同金属结合 E. coli TopA 的拓扑异构酶活性；通过测定蛋白内源性荧光推测不同金

属结合 E. coli TopA 的空间构象差异。【结果】E. coli TopA 在体内除了能结合锌和铁之外，还

能够结合钴、镍、镉 3 种离子，但是不能结合汞、砷、铬、铅、铜离子。钴、镍、镉结合形式

的 E. coli TopA，每个蛋白分子最多可以结合 3 个相应的金属离子，他们与 TopA 蛋白的结合位

点也是位于 3 个锌指结构域，而且每个锌指结构域结合 1 个金属离子。此外，E. coli TopA 结

合钴、镍、镉离子后，其 DNA 拓扑异构酶活性并未受到影响，可能是由于钴、镍、镉离子结

合形式的 E. coli TopA 蛋白，其空间构象与锌结合形式相比并未发生显著变化。【结论】由于

DNA 拓扑异构酶在维持细胞正常生理功能中发挥关键作用，研究表明 E. coli TopA 的功能不会

受到常见重金属的干扰(不结合或者结合后活性无影响)，这也有可能是大肠杆菌在进化过程中
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产生的对抗环境中重金属离子毒害作用的一种自我保护和耐受机制，具有重要的生理意义。 

关键词：大肠杆菌拓扑异构酶 I，重金属结合，拓扑异构酶活性，锌指结构 
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Abstract: [Background] Escherichia coli topoisomerase I (E. coli TopA) plays essential role in 
DNA replication, transcription, recombination and regulation of gene expression. It is active only if it 
is bound with zinc. However, it remains unknown if it could bind other metals, especially heavy 
metals. [Objective] This study is aimed to characterize the binding activity of E. coli TopA to some 
toxic heavy metals in the environment, and to verify the potential effect of heavy metals on the 
topoisomerase activity of E. coli TopA. [Methods] We expressed and purified E. coli TopA from E. 
coli cells grown in M9 minimal media supplemented with exogenous zinc, cobalt, nickel, cadmium, 
iron, mercury, arsenic, chromium, lead or copper separately. The metal contents of purified TopA 
proteins were determined by ICP-MS (Inductively coupled plasma mass spectrometry). By using E. 
coli TopA mutants in which the zinc-finger motifs were disrupted, the binding sites of these metals in 
TopA were identified. The in vitro DNA relaxation assay was conducted to study the topoisomerase 
activity of E. coli TopA bound with different metals. Finally, intrinsic fluorescences of E. coli TopA 
bound with different metals were also measured to discover potential conformation diversity among 
them. [Results] We found that E. coli TopA could maximally bind three atoms of cobalt, nickel or 
cadmium per protein monomer respectively, while could not bind mercury, arsenic, chromium, lead 
or copper. The binding sites of these three metals in TopA were just located in the zinc-finger motifs, 
in which one atom of metal iron was coordinated with each zinc-finger motif respectively. It also 
showed that the DNA topoisomerase activity of TopA remained active when bound with cobalt, 
nickel or cadmium. Moreover, intrinsic fluorescence measurement showed that the protein 
conformation of cobalt, nickel or cadmium bound TopA would be similar as that of zinc bound. 
[Conclusion] In light of the crucial role of DNA topoisomerase in maintenance of cell viability, these 
results indicate that the topoisomerase activity of TopA would not be disrupted by common heavy 
metals (no binding or binding without inhibition of enzyme activity), which could be considered as an 
evolutionary mechanism for E. coli in resistance to toxicity of heavy metals in environment. 

Keywords: Escherichia coli TopA, Heavy metal binding, Topoisomerase activity, Zinc-finger motif 

DNA 拓扑异构酶广泛存在于从细菌到人类等各

种生物体中[1]，它主要通过催化 DNA 链的断裂和再

连接控制其拓扑结构，在 DNA 复制、转录、重组、

基因表达调控及细胞分裂等方面发挥重要功能[2]。

DNA 拓扑异构酶根据松解超螺旋结构 DNA 过程中

切割 DNA 链的数目可分为 I型(切割单链)和 II 型(切

割双链)两种亚型[3]。大肠杆菌拓扑异构酶 I (E. coli 

TopA)是最早被发现的 DNA 拓扑异构酶[1]。从序列

结构上分析，完整的 E. coli TopA 蛋白可分为 N 端的

催化片段(67 kD)和 C 端锌指结构域(30 kD)。晶体

结构研究[4]发现 N 端形成一个能够容纳双链 DNA

底物的中央空环结构，具有切断单链 DNA 的活
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性，而 C 端锌指结构域具有很强的单链 DNA 结合

功能[5]，另外锌指结构域能直接与大肠杆菌 RNA

聚合酶进行结合，在 DNA 转录过程中起到重要作

用[6]。锌指结构域中存在 3 个相互邻近、并排串联

的 Cys-X2-Cys-Gly-X2-Met-X12-13-Cys-X4-10-Cys 序列，

被认为是 TopA 结合锌的特异性位点，其中每一

个序列中的 4 个半胱氨酸结合一个锌原子[7]。当   

E. coli TopA 锌指结构域中锌离子被去除后，其在体

外实验中显示无拓扑异构酶活性，表明 E. coli TopA

锌指结构域结合锌离子，对于负超螺旋 DNA 结构

的松弛和解开是必需的[8]。此外，E. coli TopA 除了

可以结合锌离子，同样也可以结合铁离子[9]和镉离

子[10]。其中铁离子可以竞争锌离子对蛋白的结合，

通过减弱 TopA 的 DNA 结合能力，改变其蛋白空间

构象而抑制其拓扑异构酶活性[11]。 

随着现代工业的迅速发展，重金属污染危害已

在全球范围造成影响。重金属离子非常稳定，不易

被生物降解，水体和土壤中的重金属首先被一些植

物或动物吸收并在体内积累，最后通过食物链在人

体内蓄积，可累积全身多个脏器并引起各种疾病，

如癌症[12]、神经退行性病变[13]、心血管系统疾病[14]

等，对机体具有严重的危害作用。重金属离子对机

体的毒理机制作用目前仍不完全清楚，主要认为

其可以通过引起氧化应激反应对细胞内核酸、脂

质和蛋白质造成不可逆的损害，并且损伤 DNA

修复能力、影响细胞周期调控，导致细胞凋亡或

过度增殖[15]。其中，蛋白质被认为是重金属离子毒

害机体的首要靶点，重金属可通过与蛋白质直接结

合，引起空间结构的紊乱和异常折叠，造成蛋白质

凝集、变性并丧失活性[16]。由于金属离子在蛋白中

往往具有相似的配体结合特性，某些重金属离子可

以与机体内广泛存在的锌指结构蛋白、铁/铁硫簇结

合蛋白进行竞争性结合，改变其空间构象，从而影

响功能[17]。 

鉴于 E. coli TopA 已经被发现能够结合锌、

铁后对其功能造成影响，所以有必要进一步探索

E. coli TopA 是否能与一些环境污染较严重、对机体

危害较大的重金属离子结合，并且深入研究 TopA

结合重金属后其功能是否受到影响。本研究发现，

E. coli TopA 在细胞内除了能够结合已报道的锌、铁

离子外，还可以结合钴、镍、镉离子，但是不能结

合汞、砷、铬、铅、铜离子。与锌相似，每个 E. coli 

TopA 蛋白分子能够分别结合 3 个镉、钴、镍离子，

并且他们的结合位点也是分别位于 TopA 的 3 个锌

指结构域。此外，这 3 种金属结合形式的 E. coli 

TopA 与锌结合形式的蛋白一样，具有松解超螺旋

DNA 的拓扑异构酶活性。由于 E. coli TopA 在维

持细胞内 DNA 正常拓扑构象的过程中发挥关键

作用，本研究进一步研究其拓扑异构酶活性是否

会受到这些常见重金属离子的影响，具有重要的

生理意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

菌 株 Escherichia coli BL21(DE3) 和 基 因 型

F-ompThsdS(rB-mB-)galdcm(DE3)由本实验室保存；

pET28b-E. coli TopA (GenBank 登录号：945862)是大

肠 杆 菌 拓 扑 异 构 酶 I 的 野 生 型 表 达 质 粒 ，

pET28b-ZM1/-mut-TopA、pET28b-ZM1/2-mut-TopA、

pET28b-ZM1/2/3-mut-TopA 分别是大肠杆菌拓扑异

构酶 I 3 个锌指结构中第 1 个锌指结构单突变

(C599S/C602S)、第 1 和第 2 个锌指结构双突变

(C599S/C602S/C662S/C665S)以及 3 个锌指结构都

发 生 突 变 的 三 突 变 (C599S/C602S/C662S/C665S/ 

C711S/C714S)蛋白表达质粒(为充分破坏指定的锌

指结构，每个锌指结构中的第 1 个和第 2 个半胱氨

酸均被同时突变替换成丝氨酸)，均由本实验前期构

建并保存[11]，N 端带有 6 个组氨酸标签；pUC18 质

粒由本实验室保存，从大肠杆菌内抽提出来的

pUC18 质粒呈超螺旋结构，在凝胶电泳中的泳动

速度较快，而在 E. coli TopA 的拓扑异构酶活性作

用下，其超螺旋结构会被解开呈松弛状态，因此在

凝胶电泳中的泳动速度相对较慢。通过低电压凝胶

电泳中超螺旋结构和松弛结构的 pUC18 质粒条带
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所处位置的比例间接衡量 E. coli TopA 的拓扑异构

酶活性。 

1.1.2  培养基 

M9 基础培养基(g/L)：Na2HPO4·7H2O 12.80，

KH2PO4 3.00，NaCl 0.50，NH4Cl 1.00，MgSO4  

0.24，CaCl2 0.011，葡萄糖 4.00，20 种天然氨基酸

分别各 0.01，维生素 B1 0.005。 

1.1.3  主要试剂及仪器 

硫 酸 锌 (ZnSO4) 、 氯 化 钴 (CoCl2) 、 硫 酸 镍

(NiSO4)、硫酸镉(CdSO4)、柠檬酸铁(FeC6H5O7)、

氯 化 汞 (HgCl2)、 亚 砷 酸 钠 (NaAsO2)、 重 铬 酸 钾

(K2Cr2O7)、硝酸铅(Pb(NO3)2)、硫酸铜(CuSO4)等金

属试剂均购自 Sigma 公司；其他试剂为国产分析纯，

购自国药集团化学试剂有限公司。 

蛋白纯化仪，美国 GE 公司；紫外可见分光光

度仪、荧光分光光度仪，日本日立公司；电感耦合

等离子质谱仪，美国安捷伦科技有限公司。 

1.2  蛋白表达和纯化 

过夜培养的含有野生型 TopA 蛋白表达质粒

pET28b-E. coli TopA 或锌指结构突变的各种突变蛋

白表达载体的 E. coli BL21 菌株分别在 500 mL M9

基础培养基中，37 °C、250 r/min 培养至 A600 约为

1.0，在 M9 培养基中不添加任何金属离子或分别添

加一系列终浓度梯度为 2、10、25、50 μmol/L 的各

种金属离子溶液(Zn2+、Co2+、Ni2+、Cd2+、Fe3+、

Hg2+、As3+、Cr6+、Pb2+、Cu2+)，继续振荡 10 min

后在培养基中加入终浓度为 200 μmol/L 的 IPTG，

37 °C、250 r/min 振荡培养 7−8 h，4 °C、8 000 r/min

离 心 10 min 收 集 菌 体 ， 用 蛋 白 纯 化 缓 冲 液      

(500 mmol/L NaCl，20 mmol/L pH 8.0 Tris-HCl)重悬

菌体并离心，清洗 2 次，再用 45 mL 预冷的蛋白纯

化缓冲液重悬菌体。用压力破碎仪破碎菌体，重复

2−3 次。破碎后的细菌裂解液于 4 °C、24 000 r/min

离心 45 min，上清用 0.45 μm 滤膜过滤。利用

Ni-Agarose 柱(QIAGEN)，使用蛋白纯化仪进行目

的蛋白的纯化分离，并用脱盐柱(GE Health Care 

HiTrap Desalting 5 mL)对蛋白进行脱盐，脱盐结

束后收集目的蛋白，用于后续分析或−80 °C 保存

备用。 

1.3  蛋白的紫外可见分光光谱学分析以及浓度、

纯度分析 

用紫外可见分光光度仪对纯化得到的不同金

属处理的 E. coli TopA 蛋白进行 250−700 nm 全波长

扫描并记录光吸收曲线，同时用蛋白纯化缓冲液作

为空白对照。由于蛋白在 280 nm 处具有吸收峰，

通过其在 280 nm 处特定的消光系数，TopA 消光系

数为 97.35 mmol/(L·cm)，可根据公式计算相应蛋白

的摩尔浓度。计算公式：蛋白摩尔浓度=(蛋白 A280−

对照 A280)×1 000/消光系数(单位：μmol/L)。将纯化

后的蛋白用 SDS-PAGE 电泳进行纯度鉴定。 

1.4  蛋白中金属结合含量的分析 

将纯化得到的不同金属处理的野生型或锌指

结构突变的 E. coli TopA 蛋白溶液首先用去离子水

稀释 10 倍，稀释后的蛋白样品无需消解。用电感

耦合等离子质谱仪以含有待测金属离子的混合标

准液做标准曲线，直接对蛋白溶液中金属离子的质

量浓度进行检测。电感耦合等离子质谱仪工作参

数：等离子体射频功率为 1 550 W，等离子体气流

速为 15.0 L/min，辅助气流速为 1.0 L/min，雾化气

流速为 1.0 L/min，采样深度流速为 10.0 mm，氦气

模式碰撞池。 

测得的金属质量浓度(单位：μg/L)除以此种金

属离子的原子质量，即得到蛋白溶液中的金属摩尔

浓度(单位：μmol/L)。将蛋白溶液中的金属摩尔浓

度除以此样品中的蛋白摩尔浓度，即可得到单个蛋

白分子中所含的金属离子数。计算公式：单个蛋白

结合金属离子数=金属质量浓度/金属原子量蛋白

摩尔浓度。 

1.5  大肠杆菌拓扑异构酶 I 松解超螺旋 DNA 的

活性分析 

将不同金属结合形式的 E. coli TopA 蛋白溶

液稀释到实验浓度，加入 1 μL 的 10×反应缓冲液

(500 mmol/L pH 8.0 Tris-HCl，30 mmol/L MgSO4)和

250 ng 的 pUC18 质粒，用去离子水补齐到 10 μL，
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反应体系放到 37 °C 水浴锅中，孵育 30 min 后加

入 1 μL 10×终止缓冲液(5% SDS，15%甘油)终止

反应。反应体系加入到 1%琼脂糖凝胶的点样孔

中，按 2 V/cm 的电压电泳 16 h，然后泡入含有 EB

的去离子水中染色 2 h，凝胶成像仪中拍照。 

1.6  蛋白的内源性荧光光谱学分析 

将待分析的蛋白样品用蛋白纯化缓冲液调整

浓度到 2 µmol/L。开启荧光分光光度仪，启动温度

循环水浴泵，使检测池温度恒定在 37 °C。每个蛋

白样品吸取 300 µL 加入到 1 cm 光径的全透光石英

杯中，以 280 nm 为固定激发波长，在 300−500 nm

范围扫描荧光发射波谱。 

2  结果与分析 

2.1  不同金属处理的 E. coli TopA 蛋白中的金属

结合情况 

为研究不同金属处理的 E. coli TopA 蛋白中的

金属结合情况，向 M9 培养基中直接添加一系列终

浓度梯度为 2、10、25、50 μmol/L 的不同种金属水

溶液，之后从添加有不同种类金属以及不同金属浓

度下的 M9 培养基中纯化得到的 TopA 蛋白，并用

ICP-MS 对其蛋白中相应金属的含量进行测定。如

图 1 所示，随着培养基中添加的金属浓度逐渐升高，

在添加锌、钴、镍、镉、铁离子的 M9 培养基中纯

化得到 TopA 蛋白，每个蛋白结合的金属含量也随

之逐渐增加。当培养基中金属离子达到 25 μmol/L 

 

 
 
图 1  大肠杆菌拓扑异构酶 I 结合的不同金属含量测定 
Figure 1  Contents of metals bound in E. coli TopA treated 
with different metals 

时，锌、钴、镍、镉离子处理的蛋白，每个蛋白可

以结合 3 个左右对应的金属离子，而铁结合的 TopA

蛋白只能结合 1 个铁离子。金属离子浓度继续升高

到 50 μmol/L，单位蛋白分子的金属结合含量并未

增加，提示培养基中 25 μmol/L 的金属离子浓度已

经使蛋白中金属结合含量呈饱和状态，因此用此浓

度下纯化得到的 TopA 蛋白用于后续实验。锌、铁

离子结合 TopA 的情况已经报道，本研究进一步证

明 E. coli TopA 还可以结合钴、镍、镉离子，并且

金属/蛋白的结合比例与锌相似，即每个蛋白分子

最多可以结合 3 个金属离子。此外，对于汞、砷、

铬、铅、铜离子处理的 TopA 蛋白，即使培养基中

添加高浓度的金属离子(50 μmol/L)，仍然不能显著

结合相应的金属离子。如果在培养基中添加更高浓

度(>100 μmol/L)的这 5 种金属离子，此时大肠杆菌

的生长和 TopA 蛋白表达几乎完全被抑制，说明已

经超出了细菌的耐受程度。这表明 E. coli TopA 在

正常状态的细胞内一般不会结合汞、砷、铬、铅、

铜这 5 种重金属离子。砷离子和铬离子分别具有不

同的价态，如 As(III)、As(V)和 Cr(III)、Cr(VI)。结

果表明(未显示)，即使在 M9 培养基中添加砷和铬

的不同价态化合物，E. coli TopA 也不会显著结合

As(III)、As(V)以及 Cr(III)、Cr(VI)。 

2.2  不同金属处理的 E. coli TopA 蛋白的表达和

纯化 

在分别添加有终浓度为 25 μmol/L 各种金属离

子(Zn2+、Co2+、Ni2+、Cd2+、Fe3+、Hg2+、As3+、Cr6+、

Pb2+、Cu2+)的 M9 培养基中，用 IPTG 诱导野生型

TopA 蛋白表达，随后用亲和层析方法将蛋白纯化

出来。纯化获得的蛋白用 SDS-PAGE 电泳鉴定，图

2 显示可以得到纯度较高的不同金属处理的 TopA

蛋白。 

2.3  不同金属结合的 E. coli TopA 的紫外可见吸

收光谱分析 

某些金属与蛋白质结合后蛋白质会呈现特殊

的颜色，在紫外可见光谱扫描曲线上即表现为特异

性的金属吸收峰，这些特异性吸收峰往往与所结合 
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图 2  大肠杆菌拓扑异构酶 I 经不同金属处理后的表达

和纯化 
Figure 2  Expression and purification of E. coli TopA 
treated with different metals in E. coli cells 
注：M：标准蛋白 Marker. 

Note: M: Standard protein marker. 

 
的金属离子特异性对应。通过分析特异性吸收峰

对应的波长及幅度，即可简便推算出蛋白所结合

的金属种类和金属含量。图 1 证明 E. coli TopA 在

体内可以结合锌、钴、镍、镉、铁离子，所以有

必要对这些金属结合形式的 E. coli TopA 进行紫外

可见吸收光谱分析。如图 3 所示，与无金属结合的

TopA (Apo-TopA)相似(图 3A)，锌离子和镉离子结

合 E. coli TopA 后，除了 280 nm 的蛋白质吸收峰外

(未显示)，并没有其他特异性吸收峰出现(图 3B 和

3C)。但是钴、镍、铁离子结合 E. coli TopA 后，分

别会出现各自独有的特异性吸收峰(图 3D、E 和 F)，

如 Co-TopA：345 nm 和 690 nm；Ni-TopA：350 nm

和 445 nm；Fe-TopA：482 nm 和 563 nm。其中

Fe-TopA 的吸收峰已经被报道[9]，而本文首次报道

了 Co-TopA 和 Ni-TopA 的特异性吸收峰。此外，由

于 E. coli TopA 不结合汞、砷、铬、铅、铜这 5 种

重金属离子，所以经这些金属处理的 E. coli TopA

从 M9 培养基中纯化出来，在紫外可见光谱扫描曲

线上并未出现特异性的金属吸收峰(结果未显示)。 

2.4  不同金属结合 E. coli TopA 的金属结合位点

鉴定 

上述结果表明 E. coli TopA 在体内可以结合锌、

钴、镍、镉、铁离子，所以有必要对这些金属与 E. 

coli TopA 的结合位点进行鉴定。由于金属离子在蛋

白中往往具有相似的配体结合特性，推测钴、镍、 

 

     
 

     
 

图 3  结合不同金属大肠杆菌拓扑异构酶 I 的紫外可见分光光谱扫描图 
Figure 3  UV-vis spectra of E. coli TopA bound with different metals 
Note: A: Apo-TopA; B: Zn-TopA; C: Cd-TopA; D: Co-TopA; E: Ni-TopA; F: Fe-TopA. 
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镉这 3 种离子与锌离子在 TopA 中的结合位点相似。

利用定点突变技术，将野生型 E. coli TopA 蛋白的

3 个锌指结构分别进行单个、两个和三个突变，分

别 得 到 ZM1/-mut-TopA 、 ZM1/2-mut-TopA 和

ZM1/2/3-mut-TopA 3 种突变体蛋白表达载体[11]。

分别将野生型和这 3 种突变型 TopA 蛋白在添加

有 25 μmol/L 锌、钴、镍、镉、铁离子的 M9 培养

基中进行表达和纯化。如图 4 所示，每个野生型

TopA 蛋白分子可以分别结合 3 个锌、钴、镍、镉

离子，但只能结合 1 个铁离子，这与图 2 结果一致。

当第 1 个锌指结构突变后，锌、钴、镍、镉离子和

TopA 的金属/蛋白结合比例减少到 2 个左右；第 1 个

和第 2 个锌指结构同时突变后，锌、钴、镍、镉离

子和 TopA 的金属/蛋白结合比例减少到 1 个左右；

当 3 个锌指结构全部突变后，锌、钴、镍、镉离子

基本上不能与 TopA 结合。由于锌离子与 E. coli 

TopA 的结合位点已经研究清楚，所以此结果表明

钴、镍、镉离子与 E. coli TopA 的结合位点与锌离

子相似，即分别与 E. coli TopA 的 3 个锌指结构一

一对应结合。此外，铁离子与 TopA 的结合方式与

报道一致[11]，即 1 个铁离子同时与第 1 个和第 2 个

锌指结构结合。 

2.5  不同金属结合 E. coli TopA 的 DNA 拓扑异

构酶活性分析 

E. coli TopA 在 DNA 复制、转录、基因表达调

控及细胞分裂等生理过程中发挥重要的功能，我们

已经发现 E. coli TopA 除了可以结合锌和铁之外，

还可以与钴、镍、镉这 3 种重金属离子结合。由于

过量的钴、镍、镉等重金属离子在细胞内累积会对

机体产生严重的毒害作用，所以有必要对钴、镍、

镉离子结合 E. coli TopA 后对其 DNA 拓扑异构酶活

性是否产生影响进行探索。从图 5 可以看出，超 

 

 
 

图 4  野生型和锌指结构突变的大肠杆菌拓扑异构酶 I 结合的不同金属含量测定 
Figure 4  Metal contents of wild-type and zinc-finger mutated E. coli TopA treated with different metals 
Note: A: Zn-TopA; B: Co-TopA; C: Ni-TopA; D: Cd-TopA; E: Fe-TopA. 
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图 5  不同金属结合大肠杆菌拓扑异构酶 I 的拓扑异构酶活性分析 
Figure 5  DNA relaxation activity of E. coli TopA bound with different metals 

 

螺旋状态的 DNA 底物与不同金属结合的 TopA 在体

外相同的实验条件孵育下，Co-TopA、Ni-TopA、

Cd-TopA 与 Zn-TopA 类似，均具备较强的松弛和解

开超螺旋构象 DNA 的活性。此外，Fe-TopA 在体

外松解超螺旋 DNA 的活性十分微弱，与以往报道

一致[9]。这表明钴、镍、镉这 3 种重金属离子结合

E. coli TopA 后，并不会显著影响其 DNA 拓扑异构

酶活性。 

2.6  不同金属结合对 E. coli TopA 空间构象的

影响 

图 5 表明钴、镍、镉这 3 种重金属离子与锌离

子相似，结合 E. coli TopA 后并不会影响其 DNA 拓

扑异构酶活性，而铁离子与 TopA 结合后，其活性

受到抑制。由于蛋白的功能总是与空间构象密切关

联，推测锌、钴、镍、镉、铁离子与 E. coli TopA

结合影响其功能是由于蛋白空间构象差异所导致，

所以有必要进一步探索这些离子对 TopA 空间构象

的影响。有文献报道蛋白内源性荧光强度的改变往

往可以反映蛋白质空间构象发生变化[18]，所以检测

蛋白质内源性荧光是研究其在不同状态下空间构

象改变的简便方法。 

将纯化得到的锌、钴、镍、镉、铁离子结合形

式的 E. coli TopA 浓度均调整到 2 µmol/L，在恒定

温度下检测相同浓度和相同体积 TopA 蛋白溶液的

内源性荧光光谱。如图 6 所示，在相同实验条件下，

Zn-TopA、Co-TopA、Ni-TopA、Cd-TopA 在 330 nm

左右的荧光值较为相近，这表明锌、钴、镍、镉结

合 TopA 后，它们的空间构象比较相似。而相比之

下 Fe-TopA 的荧光值显著较低(大约是 Zn-TopA 的

2/3)，与无金属结合的 Apo-TopA 相近。这间接提示

Fe-TopA 的空间构象与上述 4 种金属结合形式蛋白

有所差异。此结果与图 5 一致，表明钴、镍、镉离

子结合 TopA 后，其空间构象与锌结合的相似，所

以对 TopA 的 DNA 拓扑异构酶活性并未产生明显

影响，但是 Fe-TopA 的空间构象发生较大改变，与

已经报道无活性的 Apo-TopA 相似，所以其功能也

受到抑制。 

 

 
 

图 6  不同金属结合大肠杆菌拓扑异构酶 I 的空间构象

差异分析 
Figure 6  Conformational change of E. coli TopA upon 
different metals binding 
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3  讨论与结论 

DNA 拓扑异构酶是一种几乎存在于所有生物

体中的关键性生物酶，对 DNA 复制、转录、染色

体分离及基因表达调控等过程中的 DNA 拓扑结构

起着重要的调节作用[3]。作为细胞生长和分裂增殖

中必不可少的重要蛋白酶，其表达调控和功能活性

与病原体繁殖和肿瘤发生发展密切相关，已经成为

研发抗生素和抗肿瘤药物的重要靶点[19-20]。 

第一个拓扑异构酶是 1971 年首先在大肠杆菌

中被发现的[21]，随后被命名为大肠杆菌拓扑异构酶

I (E. coli TopA)。E. coli TopA 是一个含有 3 个锌指

结构域的经典锌指蛋白[7]。锌指蛋白在体内广泛存

在，其锌指结构能够结合锌离子，在多种生理过程

中发挥着极其重要的作用。锌在生物体内是一种必

需的金属元素，往往通过与蛋白的锌指结构结合

参与蛋白质的正确折叠，维持空间结构的稳定并执

行一些重要蛋白酶的催化功能[22]。有意思的是，铁

等一些金属元素和锌在蛋白中具有相似的氨基酸

残基结合特性[23]，即能够通过锌指结构中的 C4、

C2H2 等氨基酸残基与锌指结构结合。E. coli TopA

作为一个经典锌指蛋白，除了能够结合锌，已有文

献报道它也能够结合铁，而且结合铁后其活性受到

抑制[9]。Tse-Dinh 等发现无金属结合的 TopA 在体

外能够以 1:3 的摩尔比例与镉离子重组结合，而且

镉离子结合的 TopA 与锌离子结合的蛋白一样都具

有较高活性[10]，这与本文结论一致，但他们未提供

镉离子在体内与 TopA 蛋白结合的结果。本研究通

过在 M9 培养基中添加金属离子的体内实验，首次

报道了 E. coli TopA 在细菌体内还能够结合钴、镍、

镉离子，但是不能结合汞、砷、铬、铅、铜这几种

重金属离子，而且证明前 3 种金属离子与 TopA 的

结合位点是位于 3 个锌指结构域中。 

值得引起关注的是，很多锌指蛋白都非常容易

受到一些有毒重金属的攻击[17,24-25]，这些重金属包

括镉、钴、镍、铅、汞、砷等以及它们的化合物形

式。此类重金属对人体而言是潜在的致癌物和致畸

形物，但是它们的致癌机制仍然没有被完全阐明。有

研究认为这些重金属可以引起氧化应激，干扰 DNA

修复和信号传导通路，导致细胞凋亡[26-27]。不过有

研究认为锌指蛋白是重金属攻击生物体的重要靶

点[17]，因为锌指蛋白在细胞内广泛存在着。这些重

金属对锌指蛋白的影响作用也并不相同[28-29]。一种

比较认可的解释是，这些重金属取代锌离子而与锌

指结构结合，可能会导致重金属和锌指结构之间的

键合不完整或者不正确，使得锌指结构的空间变得

扭曲或者空间构象发生改变[17]，也就是说这些锌指

结构是否会受到重金属离子的影响和它与哪种重

金属结合并不直接关联，而是取决于与重金属结合

之后其空间结构是否发生改变。本研究发现钴、镍、

镉离子结合 E. coli TopA 后，其活性并未受到影响，

并且进一步利用内源性荧光检测发现，钴、镍、镉

离子结合的 TopA 其空间构象与锌结合的 TopA 相

似，这也从空间构象方面解释了这 3 种重金属结合

TopA 但不会影响 TopA 拓扑异构酶活性的原因。 

由于 E. coli TopA 在维持细胞内 DNA 正常拓扑

构象的过程中发挥关键的作用，本研究表明其拓扑

异构酶活性并不会受到这些常见重金属离子的干

扰和影响(不结合或结合后功能未被抑制)，具有重

要的生理意义，也可以被认为是大肠杆菌在进化过

程中产生的对抗环境中重金属离子毒害作用的保

护和耐受机制。 
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