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摘要 D N A 聚合酶 叔D N A po ly m er as e 的是真核生物 D N A 复制的主要复制酶
,

同时还参与 D N A

修复
,

对保持真核生物基因组的结构完整性和遗传稳定性具有重要作用
.

对 D N A 聚合酶 占蛋 白功

能活性及其基因表达机制的研 究因受技术上 的限制而未能深入研 究 由于其 重要 的生物 学功 能
,

目前引起人们的更多关注和重视
.

文中就该酶的生物学功能
、

亚 基组成
、

核心 酶 的分子表达调控

以及与其他蛋 白相互作用等方面对国内外 D N A 聚合酶 台的研究进行简要综述
.

关键词

l 真核生物 D N A 聚合酶 6 的发现和早期的

研究

D N A 聚合酶 a 作为 一个 新的 哺乳 动物 细 胞

D N A 聚合酶是于 19 7 6 年从增生的骨髓红细胞中纯

化鉴定的 [’ 1
.

它也同样能从快速生长的牛胸腺细胞

中提取 [ 2〕
.

与其他真核生物 D N A 聚合酶如 D N A 聚

合酶
a ( D N A p o l y m e r a s e a )相 比

,

该酶具有一个内在

的 3
’ 一

5
’

核酸外切酶活性 [ `
,

“ 〕
.

这种核酸外切酶活性

与原 核生物 中那些具 有 3气5
`

核 酸外 切酶活性的

D N A 聚合酶 的复制校正功能相 同3[]
.

等电聚焦 电

泳
、

D E
EA

一

S即h ad ex 层 析 色 谱 和 原 位分析 表 明

D N A 聚合酶 古所拥有的 D N A 聚合酶和核酸外切酶

两种活性共存于同一个蛋白质中
,

并表现协调一致

的关系 [`
,

“
,

4 1
.

由于 D N A 聚合 酶
a

在真核 细 胞 中的含量 居

D N A 聚合酶之首
,

人们曾认为它是真核细胞惟一真

正的 D N A 复制酶 因此
,

在早期的研究中 D N A 聚

合酶 各是被作为 D N A 聚合酶
a

的功能结合体
,

一个

具有 3
’ 一

5
’

校正的 D N A 聚合酶所认识的 2[, 5〕
.

后来

的研究发现只有 1拼 m ol / L 低浓度 的 D N A 复制抑制

物 B u P d G PT
,

就能阻断 D N A 聚合酶
a
的复制活性

,

而 D N A 聚合酶 a 复制活性 的抑制需高达 1 0 0 产m ol /

I
二

的 B u P dG T P困
.

抗 D N A 聚合酶
。
抗体在一个含

有 D N A 聚合酶
a 和 占的 D N A 复制体系中的免疫竞

争能抑制 D N A 聚合酶
a

的复制活性而 并不 影响

D N A 聚 合 酶 6 的 高 复制 活 性川
.

这些 实 验表 明

D N A 聚合酶 己也是一个具有 D N A 复制功能的 D N A

聚合酶
,

然而当时不清楚它是以一种什么不同的复

制模式进行 D N A 复制
.

直到 十 多年 后 P e N A ( p or li f e r a t i n g c e l l n u c le a r

an it ge n) 作为 D N A 聚合酶 a 的 进行性辅助蛋白被分

离鉴定
,

人们才认识到 D N A 聚合酶 a 可能是借助

辅助蛋白形 成的移动平台进行 D N A 复制
,

并且是

真核细胞 中最主要的 D N A 复制酶闭
.

P c N A 可以

提高 D N A 聚合酶 a 的活性
,

而并不影响 D N A 聚合

酶
a

的活性
,

这在一定程度上证明这两种酶以不同

方式参与 D N A 复制 s[J
.
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2真核生物D N A 聚合酶6 的生物学功能

近年来
,

随着真核细胞 D N A 复制体外模型 的

建立和 D N A 聚 合酶基 因的克隆
,

目前 已经在人体

细胞中发现 了 14 种不同的 D N A 模板依赖型 D N A

聚合酶 ( D N A t e m p l a t e
一

d e p e n d e n t D N A p o l y m e r as e s )

和一个与 D N A 模板无关的 D N A 聚合酶— 末端转

移酶 9[]
.

根据它们的氨基 酸序列 同源性和 蛋白结构

相似性
,

这些 D N A 聚合酶分别 归属 于 4 个不同分

类
:

A
,

B
,

x 和 Y网
.

与大 肠杆菌 R B 6 9 复制酶一

样
,

真核细胞 D N A 聚合酶 台和 。
及

。 属于 B 类 9j[
.

由于纯化与分离技术上的困难和限制
,

至今没有得

到人 D N A 聚合酶 己的蛋 白结晶体
.

因此对其生物

学功能的研究主要是借助 R B6 9 复制酶蛋 白的三维

结构来解释
.

2
.

1 D N A 聚合酶 6 的 D N A 复制功能

猴肾病毒 40 ( S V 40 )基因组的复制机制与细 胞

染色体的复制 有些 相似
,

因此 它是一个 非 常好 的

D N A 复制模型
.

真核 生物 D N A 聚 合酶 台的 D N A

复制功能就是利用这个复制系统确定的 〔̀ 。」
.

只有在

这个系 统 中 加入 相 当高 浓 度的 P C N A 时
,

SV 40

D N A 复制的延伸阶段才能被 D N A 聚合酶 己完成
.

这说明 P C N A 分子 可能形成一个聚合体作为移动平

台促使 D N A 聚合酶 台沿着 D N A 模板前进而复制

D N A〔 10 〕
.

一系列酵母遗传学实验进一步鉴定了参与 D N A

复制的相关蛋 白
,

并证实了复制的基本机制 〔川
.

目

前普遍认为 D N A 聚合酶 a 在复制叉中不仅合成前

导链
,

也参与后随链的合 成
.

当 D N A 复制起始后
,

D N A 聚 合酶
a
其所 含有 的 引物酶活性首先合成

R N A 引物
,

然后其内在的 5几3
`

D N A 聚合酶活性在

R N A 引物 3
’

末端合成 D N A 而形成 R N A / D N A 杂交

分子 (通常 10 个 R N A 核昔酸接着 2 0
一

30 个 D N A 核

昔酸 ) [` ’ ] 接着 R F e ( r e p一i e a t i o n f a e t o r C )识别这些

引物杂交分子并结合在末端 ; P C N A 与 R F C 相互作

用于此 与此同时
,

一个被 R F C 催化的 A T P 代谢

反应过程促进 了 D N A 聚合酶转换 ( D N A po ly nr er as
e

s w it ch )的发生艺’ “」
.

这个转换机制 使没有持续合成

D N A 能力的 D N A 聚 合酶
a
离 开模板

,

而 D N A 聚

合酶 台则与 P C N A
一

R F C 结合形成一个全酶 ( ho loe n -

yz m e )从引物 3
`

末端开始沿着模板以 5几 3
’

的方向持

续合成前导链 D N A [`“ 〕
.

后随链 D N A 复制则是通过

D N A 聚合酶
a
启动并由 D N A 聚合酶 冬 P C N A

一

R F C

复制全酶沿着模板以 5
’ 一

3
`

的方向持续合成不连续的

冈崎片段 ( o k a z a k i f r a g m e n t s )完成的 f ` , 〕
.

最后
,

一

组与复制有关的蛋白质包括 D N A 聚合酶 a 连接 冈

崎片段形成一完整的 D N A 链 〔川
.

2
.

2 D N A 聚合酶 6 的 3’
.

5
’

核酸外切酶功能

真核 生物 D N A 复制 的高度 忠实性主 要 来 自

D N A 聚 合酶 己 的 3气5
`

校 正 能力 ( p r o o f
一 r e a d in g )

·

D N A 聚 合酶 a 的 3气 5
`

核 酸外切 酶活性 区域位 于

D N A 聚合酶 a 蛋白的 N
一

末端
,

对酵母 D N A 聚合酶

己基因中高度保守的序列进行突变实验发现其 3
’ 一

5
’

核酸外切酶活性主要位于 3 个小的高度精确的区域

E x o l ( 3 1 0
一

3 2 6 )
,

E x o l l ( 3 9 3
一

4 0 9 ) 和 E x o l l l ( 5 0 4
-

5 19 )[
` 3〕

.

将真核生物 D N A 聚合酶 a 核酸外切区域

与大肠杆菌 R B 69 复制酶进行 同源 比较分析发现
,

D N A 聚合酶 a 的核酸外切区域 ( 3 1 0
一

5 1 9) 与 R B 69 复

制酶外 切酶 区域 ( 108
一

3 90 )具 有 22 % 的同 源性 和

4 1% 的相似性
.

RB 69 复制酶蛋 白三维结构分析表明 B 类 D N A

聚合酶中最保守的氨基酸形成 4 个 明显的表现其催

化活 性 的 空 间 结 构 区 ( p a lm
,

f i n g e r s ,
t h u rn b 和

ex o)
.

聚 合酶催化 位点处 于 if gn er s 和 p la m 之 间
.

单链模板结合到 if n ge
r s
部位

,

被 D N A 聚合酶 占的

5气3
`

聚合酶催化复制合成
.

核酸外切酶活性结构区

( e
xo )与聚合酶催化位点间隔相距 3 n m [’ 4 , `5 〕

.

当一

个不正确的碱基被插入到复制合成链的 3
`

末端
,

会

引起 D N A 二聚体末端的解链 这时 D N A 聚合酶 己

的 5
’ 一

3
’

聚合酶催化功能就会停止
,

复制链 3
’

末端被

转移到核酸外切酶活性结构区域 ( e
xo ) 错误配对到

复制合成链 3
’

末端的碱基就在这个结构 区域以 3
` 一

5
’

的方向被校正切除
.

然后
,

这个被校正的 3
’

末端再

移 回聚合酶催化结构区域
,

聚合酶催化功能重新从

这个 正 确 的拷 贝 上 以 5气3
`

的 方 向 进行 复 制合

成 t’ 4, ’ 5 ,
.

这样
,

DN A 聚合酶 台本身的聚合酶催化

和核酸外切酶校正两种功能的来回穿梭保证了 D N A

复制的高 度 忠实性
,

使 D N A 复制 的误差率只有

1 0
一 9 〔1 4

,

15 j
.
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3 D N A 聚合酶 6的生物学功能

现在仍然不是十分清楚是否有其他蛋 白质参与

而使 D N A 聚合酶 a 能够在复制中完成聚合酶转换

机制和行使其本身的两种酶活性功能 的穿梭机制
.

除了在 D N A 复制中保持 D N A 复制的高度忠实性这

一主要作用外
,

越来越多的证据表明具有 5
` 一

3
’

聚合

酶催化和 3
’ 一

5
’

核酸外切酶校正两种功能的 D N A 聚

合酶 a 与其他 复制
、

修复或调控 蛋 白相互作 用在

D N A 修复
、

D N A 重组
、

细胞周期调控及 D N A 损害

检测 中也起 着重要作用 16[ 〕 (见下 文讨论 )
.

比如
,

D N A 聚合酶 a 与 P CN A 和其他修复蛋 白相互作用在

碱基 切除修复 ( B E R ) 中作为 一个 b ac k
一 u p 酶 参与

D N A 修复〔̀ 7 ]
.

3 真核生物 (人类 ) D N A 聚合酶 6 的亚基组

成

真核生物 D N A 聚合酶 a 是最保守的 D N A 聚合

酶
,

长期以来一直认为 D N A 聚合酶 a 只由 p 12 5 和

p 50 两个亚基组成
.

但随着蛋白质分离技术的发展
,

现在已鉴定哺乳动物细胞 D N A 聚 合酶 己有 4 个亚

基 ( p 1 2 5
,

p 6 6
,

p 5 0 和 p 1 2 )
,

栗 酒 裂 殖 酵 母

( s c人i oz as e e人a
or m岁 e s P o m乙。 ) 有 5 个 亚 基 ( p 12 5

,

p 5 5
,

p 5 4
,

p 4 o 和 p 12 ) 以 及 啤 酒 酵 母 ( as
c动 a -

or m笋
e : 。 e er v 艺s￡a 。 ) 有 3 个 亚 基 ( p 12 5

,

p 5 8 和

p 5 5 ) [ 18 1
.

p 12 5 是 D N A 聚合酶 a 的催化亚基
,

具有 5气3
`

D N A 聚合酶和 3气5
`

核酸外切酶功能
.

编码 p 12 5 的

基因称 为 尸O L D I
.

现 已从 人
、

牛
、

小 鼠
、

小 鼠
、

果蝇 ( D or sP 从al )
、

啤酒酵母
、

栗酒裂殖酵母
、

假丝

酵母 ( aC
n d i d a )

、

以及疟 原虫 ( p l a s m do i u m af l e乞
-

Par
u m ) 中分离到编码 p 12 5 的

C D N A
.

D N A 聚合酶

a 是 B 类 D N A 聚合 酶 中最保 守 的
,

人和 鼠之 间

p 12 5序列同源性高达 93 %
,

人和酵母之间同源性

为 5 0 0,0 一 6 0% [5 ]
.

与 D N A 聚合酶
。 和 。 相似

,

p 12 5

也含有 6 个保守的聚合酶同源序列 区
,

IV 区在 N
-

末端
,

接着顺序是 xx
,

v x
,

x l l
,

x 和 v 区 〔`9 〕
.

同

源区 I具有较高的保守性
,

而 I v 的保守性最低 〔̀ 9〕
.

同源区 I 含有形成所有 B 类 D N A 聚合酶催化活性

位点的保守序列 ( Y G D T D )S
,

通过结合金属离子激

活酶的活性
.

同源 区 H 中的保守序列 ( D x x S L Y P )S

和同源 区 H l 中的 某些氨基 酸对 脱氧 核昔三磷 酸

( d N T )P 的结合也是重要 的
.

对这些保守的氨基酸

进行缺失突变可以改变对不同 d N T P 的敏感性
.

同

源区 Iv 是 3
’ 一

5
’

核酸外切酶活性位点的一部分
.

同

源区 V 和 v l 与 p 12 5 的蛋 白三维结构有关 〔̀ 9〕
.

对

高度保守的酵母 D N A 聚合酶 a 缺失突变确 定了 3

个位砖 N
一

末端的 3
’ 一

5
’

核酸外切酶功能区域
,

E x ol
,

E x o l l 和 E x o l l l (氨基酸 3 10
一

5 1 9 )
.

E x o l 功能区在聚

合酶同源 区 I v 之前
,

E xo H 紧随着 IV 并有一部分

与其重叠
,

E x ol H 位于同源区 Iv 和 H 之间 〔̀ 3 ]
.

聚

合酶同源区和外切酶功能区的这种结构配置体现了

D N A 聚合酶 己的两种活性功能
.

另外
,

在酵母和哺

乳动物 p 12 5 的 N 末端还鉴定了其 他一些高度保守

的区域
,

N l
一

N S
.

这些区域可能是 D N A 聚合酶 己与

其他蛋白相互作用的位点〔:20
,

如 D N A 聚合酶 6 与

P e N A 相互结合于 N Z 区域〔2` ]
.

p 1 2 5 的 e
一

末端 (氨

基酸 8 50
一

1 105 )是相 当保守的
,

从酵母到人其同源

性可达 89 %
.

除了高度保守的区域 C T
一

1
,

C T
一

2 和

c T
一

3 外
,

p 1 2 5 的 c
一

末端还有两个富含高度保守的

半肤氨酸 的锌 指状结构
: z n

IF 和 z n F Z陈 “ ` 〕
.

c T
-

1
,

C l
、 一

2 和 c T
一

3 与疤疹病毒的 D N A 聚合酶具有同

源性
.

Z n F I 和 Z n F Z 两个指状结构域 只存在于真核

细胞 B 类 D N A 聚合酶中
,

目前认为它们参与蛋 白
-

D N A 和蛋白
一

蛋白的相互 作用 [ 5 1
.

以上所述保守区

域对 D N A 聚合酶 a 行使功能是十分重要的
.

体外

试验证明对这些 区域 的缺 失变异能直接导致 人类
D N A 聚合酶 己活性的降低或完全丧失 〔23]

.

目前 已

在结肠癌和乳腺癌细胞 中检测到 了一些影响 p 1 2 5

蛋白结构和活性的基因变异 〔24]
.

应用含有 D 4 00 A/
D 40 0 A 纯合子的老鼠表 明 E xo H 功能区中 D 4 00 A 的

点突变所造成的校正缺陷能高度致癌 25[ 1
.

p 50 蛋白是 D N A 聚合酶 a 的小亚基
,

从人
、

牛

和鼠中分离到编码 p 50 的基 因 尸O L砚 〔221
.

在哺乳

动物中 p 50 的保守性和 p 12 5 的保守性相似
,

但在酵

母中 p 12 5 的保守性却高于 p 50 〔261
.

氨基酸序列分

析表明不同哺乳动物 中 P O L I ) 2 具有较高的保守性
.

人和老鼠之间 p 5 o 的同源性和相似性分别为 94 % 和

97 %
,

而酵母 p 50 与人的同源性和相似性分别只有

3 4 0,0 和 3 5 o’o 〔 2 6 1
.

酵母双杂交分析表 明 p s o 和 p 1 2 5

相互作用
,

意味着 p 50 可 能对激活 D N A 聚合酶 a

结合到 P
cN A 上是 必需 的 [26j

.

目前对 p 50 的研究

很有限
,

因此对其精确的功能还不是很清楚
.
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真核生物 A DN聚合酶 a 的第三个亚基在哺乳

动物
、

栗酒 裂 殖 酵 母和 啤酒酵母分 别 称 为 p“
,

e d e 2 7和 P o l3 2 p 〔“ 7一 2 9 J
.

免疫亲和 层析显示牛 胸腺

D N A 聚合酶 a 的第三个亚基是未知基因 K I AA 00 39

的产 物「301
.

B L A s T 序列 分析 显示 p 66
,

c d c2 7 和

oP l3 2 p 三者仅有 巧 % 一20 % 的同源性
,

表明三者之

间在进化方面的保守性很低 〔“ 9 〕
.

它们的 c
一

末端有

一小段 明显保守的同源序列
,

这是 P C N A 的结合位

点〔27 一划
.

利用 P c N A 亲和柱层析从老 鼠细胞 中分

离和鉴定了 p 6 ;6 发现除了与 P c N A 结合外
,

它可

能也与 R F C 结合
.

因此
,

p 6 6 对执行 一个完 整 的

D N A 聚合酶 台活性是必需的 〔川
.

在栗酒裂殖酵母

中 C d e 2 7 与另一个 D N A 聚合酶 a 的小亚基 ( C d e l )

结合
,

是完成细 胞周期 G Z/ M 转换 所必需的 128, 3` 〕
.

同样
,

啤酒酵母中的 P d 3 2 p 也在细胞周期 2G / M 转

换中起作 用仁
“ “ 〕

.

利用酵母 双杂交实验证明 oP 13 2 p

可以与 D N A 聚合酶
。

催化亚基相互作用
,

这可能

是后随链上聚合酶转换的一种机制〔3 2 〕
.

利用传统的方法在哺乳动物细胞中只能分离到

以 p 1 2 5 和 p 5 0 组成的核心酶
.

为 了在哺乳 动物细

胞中分离出 D N A 聚合酶 台的其他亚基
,

iL u
等采用

一种新的分离纯化策略
,

得到活性提高到 1 0 000 单

位 / m g
、

与 P C N A 的结合 能力提 高 了 2 0一 40 倍 的

(包括 p 12 5
,

p 6 6 和 p s o )复合 物 [ 33 〕
.

将这种纯 化的

蛋白复合物进行质谱 ( L C/ M S/ M )S 分析
,

得到一个

分子质量大小为 1 2 k u
的蛋 白序列

.

在人类 E S T 数

据库中进行 t lB as nt 检索找到一个与这个蛋白序列相

匹配 的未知基因 A A 4 0 2 1 1
.

同时用 栗酒 裂殖酵母
D N A 聚合酶 a 的第四亚基 C dm l 蛋 白序列在 N CB

I

中进行 t B la s t n 检索也查到 A A 4 0 2一1 5 [3 3 ]
.

将这个

E S T
C D N A 克隆进行测序分析得到一个编码 107 个

氨基 酸 的 开 放 阅 读 框 ( O R F )
,

分 子 质 量 约 为

12
.

4 k u ,

这个蛋 白质被 命名为 p 12
,

在 G e

nB an k 中

的登录号为 A T 1 7 9 8 9 0
.

蛋白同源分析表明 p 12 与

C dm l ( 16 0 个氨基酸 )有 25 % 的同源性和 39 % 的相

似性
.

免疫 分析进一步证实 p 12 是哺乳 动物 D N A

聚合酶 a 的一个组成成分山〕
.

到 目前为止
,

还没有

任何关于 p 12 功能的报道
.

4 真核生物 (人类 ) D N A 聚合酶 6 的分子表

达调控

D N A 聚合酶 a 是真核细胞中主要 的 D N A 复制

酶
,

其聚合酶 和外切酶 活性主要 集 中在催 化亚基

p 1 2 5 上
,

而 p 50 是 p 125 发挥活性所 必需 的亚基
.

因此探讨它们的分子表达调控对研究真核生物 D N A

复制和修复具有重要意义
.

原位杂交表明编码人的 p 1 2 5 的基 因 尸O L D I 位

于染色体 1 9 q 1 3
.

3一13
.

4
,

而小鼠 尸O LD I 则位于第

7 号染色体 〔34 ]
.

人的 p i z s 的
c D N A 长度约 3

.

4 k b ;

其相对应的基因 D N A 序列长约 32 k b
.

测序分析表

明人的 p 1 25 由 1 1 0 7 个氨基酸组成
,

与牛的有 94 %

同源〔351
.

尸oL D I 基因由 27 个外显子和 26 个内含

子组成
.

外显子和大部分 内含子相对 比较小
,

外显

子的大小约为 55 一 2 01 b p
,

其 中 7 个 内含子小 于

1 0 0 b p
,

只有内含子 I 比较大
,

约为 1 0 k b
.

所有外

显子和内含子之间的连接序列与已报道的共有序列

( C o n s e n s u s s e q u e n e e s )相似
.

在某些 内含子 中发现多

个 lA
u
重复序列和不规则数 目的串连重复序列 〔3 “」

.

同许多哺乳动物的
“

看家 ( h o u s e k e e p i n g )
”

基因的启

动子一样
,

其 5
` 一

端启动子上游区域含富含 G / C
,

不

含有 T A T A b o x
.

该基 因可能有 多个转录 起始点
,

但主要起始位点在起始密码子 A T G 上游 53 个核昔

酸处 〔3 6 ]
.

在 尸0 1奋D l 启动子位于 一 92 一 一 22 之间的区域

有两个正向重复的 1 1 b p 的序列 ( 5
’ 一

G G G CG T G G C C
-

3
`

)
,

缺 失 其 中任 一个 或 两个 序 列 都缺 失可 导 致

尸O L D I 启动子活性 降低 2一 4 倍或完全丧失
.

其左

侧序 列 5 气G G G CG T
一

3’ 同 s p l 的 结 合 序 列 5
’ -

G G G C G -G 3’ 具有 同源性
.

D N A 印迹分 析 ( oS ut h
-

w es et m bl ot )和利用 S p l 抗体检测的凝胶电泳移动

实验 ( e l e e t r o p h o r e t i c m o b i li t y s h i f t a s s a y )证 明 S p l 和

与其相互作用的蛋白形成复合体结合在这个重复序

列上
.

用这个 1 1 b p 的 D N A 片段作探针从 H el a
细

胞 C D N A 文库中筛选出 s p l 家族中的另一个结合在

1 1 b p 重 复 序 列 的 结 合 蛋 白 s p 3 [ 37 〕
.

此 外
,

在

尸O L DI 启动子位于 一 68 一 一 58 的 区域还存在一个

称为 E
一

b o x 的负调控序列
,

其所含的核普酸序列 5
` -

C A C T T G 3
’

与螺旋
一

环
一

螺旋蛋 白 ( h e l ix
一

l o o p
一

h e l ix )和

螺旋
一

环
一

螺旋
一

拉链 ( h e l ix
一

l o o p
一

h e l i x
一 z i p p e r )蛋白的结

合位点相似山 〕
.

进一步 的研究 发现
,

p 53 能 抑制

S p l 刺 激的 尸O L D I 启动子活性
.

这可能是 由于在

s p l 的 结合位点 部 分 重 叠 了一 个 p 53 的 结合位

点
,

p 5 3对 p 0 L D I 启动 子 的结合竞争性地抑制了
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Sp l 的结合
,

而导致 S p l 的调节作用降低 〔38j
.

在快

速生 长 的 人 急 性 淋 巴 白 血 病 M (〕l t4 细 胞 中

p 12 5m R N A 和蛋 白质水平 在 G l/ S 期 间达 到高峰
,

而且其基因 尸O L D I 的启动子活性诱导在此时也增

加了 4 倍
,

这意味着 尸O L D I 基因表达在转录水平

受细胞周期的调控 I“ 9〕
.

但是至今不清楚这种调控机

制
,

也不知道有哪些调控因子参与这种细胞周期依

赖的 尸O L D I 基 因表达调 控
.

应 用 不 同 长 度 的

尸口L D I 启动子与荧光酶报告基 因的重组表达质粒

转染乳腺癌细胞系 M C F
为

7 和正常乳腺细胞系 M C F
-

10 A
,

发现 尸O L D I 启动子 的激活在两种细胞 中是

不同的
.

相对正常细胞
,

在肿瘤细胞中 尸O L D I 启

动子的 一 21 4一 一 324 区域含有上调表达 因子的结合

序列 ; 一 3 2 5一 一 635 区域含有下调表达因子的结合

序列〔#0]
.

用不同 p 0 L D I 启动子区域作为核蛋 白结

合的底物
,

凝胶电泳移动实验 ( EM SA )清楚显示癌

细胞和正常细胞两者有不 同的移动滞留带
,

即不同

的 D N A 核蛋白复合体
’ )

.

这些实验表明在癌细胞中

可能存在某些不同于正常细胞或不同于正常细胞水

平的 尸O L I ) 1 启动子的结合蛋 白
,

它们可 能与恶性

增殖的癌细胞中 尸O L I〕1 基因异常表达的调控相关
.

然而
,

进一步的研究需要分离和鉴定这些结合蛋白

以及它们所参与的调控作用

编码人类 p 50 的基 因 p O L DZ 位于第 7 号染色

体
,

然而小 鼠 尸( ) 毛2D 则位于第 n 号染 色体 2A
区域 中阵

,

“ 6了
.

通过引物延伸和从 H el a 细胞中提纯

的 p 5 0 m R N A S
’ 一

R A C E 的分析研究表明 P O L D Z 的

转录起始 位点位 于翻译 起点 上游 第 93 个 核昔 酸

处
,

刚好位于第一个 外显子和 内含子交界 上游第

3 7 个核昔酸位点
,

因此 第一个 内含子 位于翻译起

始位点上游第 56 位核昔酸处 I侧
.

通过限制性 内切

酶重组
、

oS ut he m 杂交
、

P C R 和 D N A 测序分析表

明 尸O L D Z 的长度约为 1 0 k b
,

由 n 个外显子和 10

个内含子相互 间隔组 成
,

外显 子和 内含子 之间的

剪切连接序列符 合 5
’ 一

A G / G T
一

3
’

原则 [ 4 , 〕
.

第一个

外显子的大小为 3 7 b p
,

是 5
`

m R N A 的 u T R 序列
,

外显子 2
一

n 是 尸O L砚 的编码信息
.

内含子 1和 2

是所有 的内含子 中最长 的
,

大小分别为 1
.

4 k b 和

3
.

7 kb
,

不丫〕LD2
5 气端上 游序列富含 G 十 C

,

但 不

含有 典 型 的 工气T A bo
x

.

利 用 T R A 卜 S F八C 程 序

( h t t p :

/八 r a n s f a C
.

g b f
.

d e / )分析 P O L 2D 5
’ 一

端上游

序列发现其含有一些潜 在的转录 因子的结合位点
,

如 S p l
,

A p l
,

A p Z
,

N F
一

r
,

C R E B 和 N F
一

Y

等 〔,0]
.

但至今没有进一步研 究了解这 些转 录因子

或其他调控 因子对 尸 O LDZ 表达 的调节功 能
.

在

p 0 LDI 和 p o L加 两者 5气端 上游 序列 上都存 在

S IP 的结合位点
,

说明 s p l 可能共同调控 D N A 聚

合酶 占的大小亚基的转录
.

到 目前为止
,

还 没有 任何 文献报道有 关人类

D N A 聚合酶 a 其他两个亚基 ( p“ 和 p 12) 的基因表

达调控
.

5 人 D N A 聚合酶 6 主导的 D N A 复制及其调

控中的蛋白相互作用

真核生物染色体 D N A 复制是一个高度复杂并

且受到严密调控的过程
,

依赖多种蛋 白因子和酶的

相互作用完成
.

从 H el a 细胞中部分纯化的 D N A 复

制多蛋 白复合体在体外可 以启动 S v 4 0 D N A 的复

制
,

这个复合体包括 D N A 聚合酶 a
,

D N A 聚合酶
a

/引发酶
,

拓扑异构酶 I和 12
,

R F C
,

R P A
,

R N a s e

H
,

D N A 依赖 A T P 酶
,

D N A 连接酶
,

D N A 解旋酶

以及 P c N A 等 [’2
,

4 3 〕
.

用蛋 白质 印迹分析 P c N A
一

亲

和吸附方法纯化的蛋 白复合体
,

发现与 P C N A 相互

作用的蛋 白不仅包括 D N A 聚合酶 a 在 内的一些复

制蛋白还包含一些细胞周期蛋 白
,

比如 C cy l in D l
,

e y e xin E
,

e D K Z
,

p 2 1 等 等仁
4 4 ]

.

由于 P e N A 是

D N A 聚合酶 己的行进性辅助蛋白
,

所以这些发现表

明 D N A 聚合酶 a 可能通过 P C N A 与其他蛋 白相互

作用组成 D N A 复制 多蛋 白复合体来完成 D N A 复

制
,

并通过 P c N A 与细胞周期调控相连而接受后者

的严密控制
.

P C N A 首先作为 D N A 聚合酶 各的激活因子而被

人们认识
,

是 D N A 聚合酶 a 行使复制功 能的最关

键行进性辅助蛋 白8[,
4” ]

.

P c N A 带正 电荷
,

含有丰

富的亲水区和疏水 区
,

在细胞核中
,

3 个 P C N A 形

成一个环状三联体有效地握住带负电荷的 D N A
,

然

l ) H s u H
,

z h an g p
,

L e e

M Y w T
.

E x p r e s s io n p ro f i l i明 盯 D N A p o ly rn e r a s e a e a t a ly t i e s u bu n i t g e

ne ( p O L D I ) i n b
r e a s t e

an e e r
.

t 丁n p u b l i sh e d d a t a
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后 D N A聚 合酶 a直 接与它 结合才 能启 动正 常的

D N A复制 t46, 4 7 ]
.

小牛胸腺 DN A 聚合酶 占大亚 基

( p 12 5) N
一

末端的缺失研究发现 p l 2 5的 N
一

末端可能

通过与 P C N A 或其他蛋 白因子如 R F C
,

R P A 等相

互作用
,

在复制叉处稳 定 D N A 聚合酶 己全酶 〔481
.

近年的研究发现在哺乳动物和人的细胞中 P C N A 至

少能与 30 个以上 的蛋 白质相 互作用 〔49j
.

一 系列 的

实验证明这些蛋 白质是通过它们本身所含有的一个

保守特征序列—
Q xx ( l/ L/ M ) xx ( F/ H ) ( F/ Y )与

P c N A 相互作用的〔州
.

在 p 1 2 5 中
,

这个特征序列

位于 N Z 区域 〔侧
.

越来越多的证据表 明 P C N A 是不

同 D N A 修复系统的主要成分
,

是完成不同 D N A 修

复的必须成分 (包括碱基切 除修复
、

核昔酸 切除修

复及错 配修复 )[
4 ” 〕

,

因此 D N A 聚 合酶 a 和 P c N A

直接参与完成的 D N A 复制和 D N A 修复是细胞繁殖

和 自身稳定的两个主要功能
,

它们相辅相成地完成

精确的 D N A 复制和细胞增殖
.

尽管 已认识到 D N A 聚合酶 合是惟一与细胞周

期有关
、

在染 色体 D N A 复制中起 着 主导 作 用的

D N A 复制酶
,

但对其本 身亚基
,

D N A 复制多蛋 白

复合体和通过 P C N A 与其他蛋白结合这 3 个 层次上

的蛋白相 互作 用的 确切机制仍然 不是很清楚
.

比

如
,

人 D N A 聚合酶 台的 4 个亚基彼此之 间如何相

互作用 ? 人 D N A 聚合酶 a 是如何通过 其 4 个亚基

与 D N A 复制多蛋 白复合体中其 他蛋 白相互 作用 ?

通过 P C N A 与其他蛋 白结合
,

人 D N A 聚合酶 a 是

如何受到细胞周期调控去执行 D N A 复制或去完成

D N A 修复 ? 因此进一步研究这些蛋白质的相互作用

将有助于 我们更好地 了解真 核生物 D N A 聚合酶 a

亚基的组装和 D N A 复 制多蛋 白复合体的组合
;
对

复制体中每一个成分的结构研究可以使我们进一步

了解复制体中具有调节作用的众多蛋白间的相互作

用及其表现出来的所完成的相应的细胞功能
.
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