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ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的功能和结构的发现
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　　 介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ和聚合酶Ⅲ＊的发现，ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶形式的提出以及全酶亚基的分离。同时，介绍
了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的结构和功能，其中包括α核心的聚合酶功能，ε亚基的３′→５′外切核酸酶活性，β亚基滑动夹
子的功能以及γ复合物的结构与功能。

　　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶（ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅢ ｈｏｌｏｅｎ－
ｚｙｍｅ）是ＤＮＡ复制中最主要的酶，是能够进行引物链
的延伸并完成ＤＮＡ的前导链和后随链合成的酶。全酶
是一个多亚基酶。它具有很快的复制速率和很高的延
伸能力，大约每秒合成７５０个核苷酸，与在大肠杆菌中
观察到的复制叉运动速率是一致的，比 ＤＮＡ聚合酶Ⅰ
（ｐｏｌⅠ）的每秒合成１０～２０个核苷酸的速率快。这样快
的速率来自于全酶的高度持续合成能力。

笔者分４部分介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的结构和
功能发现的历程。第１部分介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ（ｐｏｌ

Ⅲ）的发现。第２部分介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ＊的发现和

全酶形式的分离。第３部分介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶
亚基的分离。第４部分介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的结
构和功能，其中包括核心α的聚合酶功能，ε亚基的３′→
５′外切核酸酶活性，β亚基滑动夹子的功能以及γ复合
物的结构与功能。

１　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的发现
在ＤＮＡ聚合酶Ⅰ被分离出来后不久，大量实验事

实证明它不适于庞大的 ＤＮＡ复制过程。第一，它添加
核苷酸的速度（６００个／ｍｉｎ）仅为大肠杆菌细胞中复制叉
移动速度的１／１００左右。第二，ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的连续
合成的能力相对较低。第三，对基因的研究表明，许多
基因和蛋白质参与了复制过程，显然 ＤＮＡ聚合酶Ⅰ不
会单独起作用。第四，约翰·凯恩斯（Ｊｏｈｎ　Ｃａｉｒｎｓ）分离
出一个因基因突变而不能合成有活性的ＤＮＡ聚合酶Ⅰ
的菌株。虽然该菌株对那些可能破坏ＤＮＡ的试剂异常
敏感，但确实存在。

１９６９年冷泉港实验室的研究员凯恩斯和露西亚

（Ｐａｕｌａ　Ｄｅ　Ｌｕｃｉａ）在编码ｐｏｌⅠ的ｐｏｌＡ 基因中分离出一
种具有缺陷的突变体。这个突变体（ｐｏｌ　ＡⅠ）缺少ｐｏｌⅠ
活性，但它还是有活力的，从而有力地提出ｐｏｌⅠ实在不
是ＤＮＡ复制酶，而好像是在ＤＮＡ损害的修复中起着主
要的作用。它填充在排除错误碱基后留下的空隙。这年

１２月他们在Ｎａｔｕｒｅ第２２４卷上发表题为《受突变影响
的大肠杆菌菌株 ＤＮＡ聚合酶的分离》的论文。在文章
一开始就写道：“科恩伯格关于在试管中能够精确复制

ＤＮＡ的酶的发现在分子生物学历史上是关键的一步。

因为它牢固地确立了这个事实，对于能够复制全体的机
制的编码只需要细胞ＤＮＡ的一小部分。在那时正确地
判断在体内负责ＤＮＡ复制的酶是不是这个酶是不太重

要的。然而，从那时以来已经累积的间接的证据表明，

无论如何在细菌中这个特殊的酶是用于ＤＮＡ的修复而
不是它的复制。在高温下不可能复制它们的ＤＮＡ的大
肠杆菌和枯草杆菌的各种各样突变体，已经完全表明在
不容许的温度下包含了正常的聚合酶和脱氧核苷三磷

酸库，至少其中之一已经表明在高温下进行了修复合

成。”［１］

在凯恩斯文章发表的同时，爱丁堡大学分子生物系
教授Ｊ．Ｇｒｏｓｓ和 Ｍ．Ｇｒｏｓｓ［２］在１９６９年Ｎａｔｕｒｅ第２２４卷
上发表题为《具有影响 ＤＮＡ聚合酶突变的大肠杆菌菌
株的基因分析》的论文。他们在文章一开始就写道：“凯
恩斯和露西亚已经报告了分离的大肠杆菌突变株不同

于亲代株的３大特征：在提取物中极大地减少了 ＤＮＡ
聚合酶活性，增加了对紫外光辐射的敏感性和增加了对
磺化甲基甲烷的敏感性。由凯恩斯和露西亚提出的证
据表明，这些性质大致是单个损伤定位在 ＤＮＡ聚合酶
的结构基因上的结果。我们建议相应的基因座称为

ｐｏｌ　Ａ，而在此研究的特殊突变是ｐｏｌ　ＡⅠ。”通过实验他
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们证实ｐｏｌ　Ａ定位在染色体的 ｍｅｔ　Ｂ区域，ｐｏｌ　ＡⅠ是琥
珀型突变（ａｍｂｅｒ　ｍｕｔａｎｔ）［２］。

１９６９年约翰·凯恩斯从大肠杆菌中分离到的一种
缺少ＤＮＡ聚合酶仍然以正常的速率生长和繁殖的突变
株，成为了责难 ＤＮＡ聚合酶和科恩伯格的有力证据。

ｐｏｌⅠ不是主要复制酶的发现，激励起了对真实ＤＮＡ复
制的重新研究。在１９７１年，哥伦比亚大学汤姆·科恩
伯格（Ｔｈｏｍａｓ　Ｋｏｒｎｂｅｒｇ）和马尔克姆·杰夫塔（Ｍａｌ－
ｃｏｌｍ　Ｇｅｆｔｅｒ）发现了两个新的聚合酶活性：ＤＮＡ聚合酶

Ⅱ和Ⅲ（ｐｏｌⅡ和ｐｏｌⅢ）。我们将看到ｐｏｌⅢ是有效的复
制酶。

１９７０年在《自然·新生物学》（Ｎａｔｕｒｅ：Ｎｅｗ　Ｂｉｏｌｏ－

ｇｙ）杂志上发表了一系列针对 ＤＮＡ聚合酶和科恩伯格
的责难性评论。在这个时候，阿瑟· 科恩伯格的儿子汤
姆·科恩伯格加入到冲突中。１９７０年５月汤姆因左手
食指上的肿瘤恶化而使他在朱利亚音乐学院的大提琴

课程不可能继续下去。其次，他就读的哥伦比亚大学，

在生物学课程中，ＤＮＡ聚合酶受人蔑视，他为此感到伤
心。既然他无法再演奏大提琴，汤姆想知道他是否能参
与在凯恩斯突变株中寻找失踪的聚合酶［３］。

结果没让人失望。汤姆在哥伦比亚大学生物系的
马尔科姆·杰夫塔实验室获得了一席之地，接着在３个
星期内，他就在大肠杆菌细胞中发现了一种 ＤＮＡ多聚
酶，这种酶与他父亲已经发现的不一样。１９７０年９月，

仅仅在他进入实验室３个月后，他向每３年一次在瑞典
举办的生物化学国际会议提交了他轰动性的发现。在
第２年，汤姆以研究生的身份提纯了这种新的多聚酶，

并命名之ＤＮＡ聚合酶Ⅱ（ｐｏｌⅡ）。他可以清楚地将它
和ＤＮＡ聚合酶Ⅰ（ｐｏｌⅠ）分开。在色谱分析过程中，他
注意到还有一条聚合酶带从ＤＮＡ聚合酶Ⅱ中完全分离
出来，它所在的位置在普通细胞制剂中被 ＤＮＡ聚合酶

Ⅰ占据，从而使之隐藏。尽管富有经验的酶学专家提出
强烈的反对意见，认为这个新的染色体带像是技术假
象，汤姆坚持己见，并证实它是一个不同的实体，将其命
名为ＤＮＡ聚合酶Ⅲ（ｐｏｌⅢ）

［３］。

１９７１年１２月汤姆·科恩伯格等［４］在《美国国家科
学院院报》第６８卷上发表题为《在大肠杆菌突变体中对

ＤＮＡ聚合酶在ＤＮＡ合成中的热敏性的分析》的论文。

这篇文章介绍了他们构建了一系列含有ＤＮＡ合成热敏
性突变（ｄｎａＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ，Ｇ）和凯恩斯与露西亚的

ｐｏｌ　ＡⅠ的双突变体。在每个突变体中他们测量了ＤＮＡ
聚合酶Ⅱ和聚合酶Ⅲ的活性。在测试的所有株中 ＤＮＡ
聚合酶Ⅱ的活性是正常的。在ｄｎａＥ基因座上在具有热
敏性突变的这些株中ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的活性是特别热敏

的。从这些结果他们得出结论：ＤＮＡ聚合酶Ⅱ和聚合

酶Ⅲ是独立的酶，ＤＮＡ聚合酶Ⅲ是大肠杆菌中ＤＮＡ复

制最主要的酶［４］。

文章一开始他们写道：“由凯恩斯和露西亚对缺少

ＤＮＡ聚合酶Ⅰ活性的大肠杆菌突变体ｐｏｌ　ＡⅠ的分离，

已经促使许多人研究这类菌株的ＤＮＡ合成能力。我们

和其他人已经报告了ＤＮＡ聚合酶Ⅱ的提纯和特征。此

外，我们又报告了在大肠杆菌中第３种 ＤＮＡ 聚合酶
（ＤＮＡ聚合酶Ⅲ）的存在，但是还没有测定这些酶的生

理学功能。”

他们接着指出：“没有适量ＤＮＡ聚合酶Ⅰ活性的具

有生存能力的细胞表明，ＤＮＡ聚合酶Ⅰ不是大肠杆菌

ＤＮＡ复制机制的必须的组分。为了确定聚合酶Ⅱ和聚

合酶Ⅲ是不是复制的主要组分，我们检验了对 ＤＮＡ复

制温度敏感的大肠杆菌突变体的 ＤＮＡ聚合酶，试图使

试管中的基因突变与改变的 ＤＮＡ聚合酶活性建立联

系。我们提出的证据表明ＤＮＡ聚合酶Ⅲ是在ｄｎａＥ基

图１　ＤＮＡ聚合酶的磷酸纤维素层析分离（纵坐

标为ＤＮＡ聚合酶活性，横坐标为组分数）

（ａ）在ｐｏｌ　ＡⅠ中，（ｂ）在野生型细胞中

因座上基因表达的主要产物。”［４］

文章的最后报告了他和杰夫塔在磷酸纤维素层析

的基础上区别ＤＮＡ聚合酶Ⅱ和聚合酶Ⅲ（图１）。其中

图１（ａ）是从ｐｏｌ　ＡⅠ株的无细胞提取物中分离 ＤＮＡ聚

合酶，图１（ｂ）是来自野生型大肠杆菌细胞中分离 ＤＮＡ
聚合酶。测定每个组分的 ＤＮＡ聚合酶Ⅰ活性，分别在

·２３２·
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３５～４５和１２～１９组分中洗脱聚合酶Ⅱ和聚合酶Ⅲ活
性。典型分离的结果如图１所示，在图１（ａ）中ｐｏｌⅡ与

ｐｏｌⅢ和ｐｏｌⅠ分离得很好，但在野生型细胞中ｐｏｌⅢ被

ｐｏｌⅠ掩盖，见图１（ｂ）
［５］。

２　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ＊的发现和全酶形式

的分离

　　１９７３年６月，科恩伯格和他的同事发现 ＤＮＡ聚合
酶Ⅲ的新形式ｐｏｌⅢ＊和共聚物酶ＣｏｐｏｌⅢ＊，提出全酶
是由两个ｐｏｌⅢ亚基和两个ＣｏｐｏｌⅢ＊亚单位组成的四

聚体。１９７４年科恩伯格和他的同事进一步研究了ＤＮＡ
聚合酶Ⅲ全酶形式（ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ　ｆｏｒｍ）的分离和性质。

２．１　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ＊和共聚物酶Ⅲ＊的发现

１９７３年６月，科恩伯格和他在斯坦福大学医学院生
物化学系的同事［６］在《美国国家科学院院报》第７０卷上
发表题为《ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的新形式和共聚物酶复制长
的单链引物模板》的论文。在摘要中介绍了 ＤＮＡ聚合
酶Ⅲ的新形式和共聚物酶的发现。他们写道：“一种称
为ｐｏｌⅢ星（ｐｏｌⅢ＊）的 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的新形式已经从
大肠杆菌提纯到均一性。像对ｐｏｌⅢ描述的一样，当从
热敏的ｄｎａＥ突变株分离时ｐｏｌⅢ＊是温度敏感的。ｐｏｌ

Ⅲ＊和ｐｏｌⅢ是通过凝胶过滤分离的。ｐｏｌⅢ＊利用包含

短缺口的双链体模板，具有像ｐｏｌⅢ一样相同的催化性
质。然而，如果提供以下物品：亚精胺，引物片段和称为
共聚物酶Ⅲ＊（ＣｏｐｏｌⅢ＊）的新蛋白质，ｐｏｌⅢ＊可以复制

长的单链模板，例如同聚物链，Ｍ１３和ΦＸ１７４的病毒圆
环。已提纯到均一性的ＣｏｐｏｌⅢ＊没有已知的独立酶的

活性，而维持合成是由ｐｏｌⅢ＊而不是由ｐｏｌⅠ，ｐｏｌⅡ或

ｐｏｌⅢ。”
［６］

文章一开始概括地叙述了ｐｏｌⅢ＊和ＣｏｐｏｌⅢ＊发现

的背景。他们写道：“在大肠杆菌提取物中发现 Ｍ１３和

ΦＸ１７４单链圆环 ＤＮＡ（ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ　ＤＮＡ，ｓｓＤＮＡ）

转变成双链复制形式（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ　ｆｏｒｍ，ＲＦ）依赖于特
殊的热酶系统。Ｍ１３复制需要 ＲＮＡ聚合酶起始合成，

而ΦＸ 需要一个新型的 ＲＮＡ 合成系统，而且也包含

ｄｎａＡ，ｄｎａＢ，ｄｎａＣ—Ｄ和ｄｎａＧ基因产物。发现 Ｍ１３
和ΦＸ两者的复制需要ｄｎａＥ基因产物，杰夫塔等人认
为是ＤＮＡ聚合酶Ⅲ（ｐｏｌⅢ）。”

［６］

接着又写道：“在提纯复制 Ｍ１３和 ΦＸＤＮＡ 的酶
时，我们发现提纯的ｐｏｌⅢ没有活性，而是这种酶的一种
新型的，大概更复杂的形式，在此称之为ｐｏｌⅢ＊的负责

链的生长。一种附加的蛋白质，共聚物酶Ⅲ＊ （Ｃｏｐｏｌ

Ⅲ＊）对于ｐｏｌⅢ＊作用是必不可少的。”［６］

接着叙述了ｐｏｌⅢ＊和ＣｏｐｏｌⅢ＊复制系统的提纯过

程，通过在凝胶电泳中呈现单带，可以判断ｐｏｌⅢ＊和Ｃｏ－

ｐｏｌⅢ＊是均一的，相对分子质量分别为９０和７７　ｋＤａ。

关于 ＣｏｐｏｌⅢ＊ 对于ｐｏｌⅢ＊ 的特殊性，作者写道：

“对于在一条长的单链模板，例如ＲＮＡ引导的ΦＸ单链

上ｐｏｌⅢ＊的作用，ＣｏｐｏｌⅢ＊是必不可少的（表１），但是

对于具有短缺口的双链ＤＮＡ的复制不是必须的。像从

科恩伯格和杰夫塔的研究中所预期的一样，用单链模板

ｐｏｌⅢ是没有活性的，而ＣｏｐｏｌⅢ＊没有影响（表１），Ｃｏ－

ｐｏｌⅢ＊ 既不影响ｐｏｌⅠ的作用，也不影响ｐｏｌⅡ的作

用。”［６］

表１　模板和ＣｏｐｏｌⅢ＊的酶的特殊性

聚合酶

／ｕｎｉｔｓ

　ＣｏｐｏｌⅢ＊

／μｇ

ＲＮＡ引导的

ΦＸ单链／ｐｍｏｌ

活化的胸腺

／ｐｍｏｌ

ｐｏｌⅠ
０．０５

０．０５

０．００

０．０８

４

４

３５

３８

ｐｏｌⅡ
０．０１

０．０１

０．００

０．０８

０

０

５

５

ｐｏｌⅢ
０．０３

０．０３

０．００

０．０８

０

０

１４

１７

ｐｏｌⅢ＊
０．１５

０．１５

０．００

０．０８

３

３２

６７

６２

通过凝胶过滤和磷酸纤维素层析，他们从ｐｏｌⅢ分离

出ｐｏｌⅢ＊，又从ｐｏｌⅢ＊与ｐｏｌⅢ的比较中，发现复制带有缺

口的双链模板显示了ｐｏｌⅢ＊不同于ｐｏｌⅢ的特征。最后在

讨论ｐｏｌⅢ＊与ｐｏｌⅢ的联系时，他们写道：“我们对酶促

Ｍ１３和ΦＸ单链病毒圆环转变到双链复制形式的研究已

经把ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的新形式显示为这个酶是造成这个

复制的主要原因。这个称为ｐｏｌⅢ＊的新酶显然是以下面

方式与ｐｏｌⅢ相联系的：（ａ）ｄｎａＥ基因的产物，（ｂ）在复制

具有短缺口的双链体模板具有相同的特征（用盐抑制，用

于脱氧核苷三磷酸的高米氏常数Ｋｍ的促进），（ｃ）通过加

热ｐｏｌⅢ＊转变成ｐｏｌⅢ。ｐｏｌⅢ＊与ｐｏｌⅢ的不同之处是：（ａ）

当另一个蛋白质ＣｏｐｏｌⅢ＊也存在时，ｐｏｌⅢ＊具有复制长

的单链模板的能力，（ｂ）在琼脂糖凝胶上和在磷酸纤维素

层析上分离这两种酶的物理特征。”

接着写道：“ｐｏｌⅢ＊和ＣｏｐｏｌⅢ＊也已经分离成接近

均一的状态，人们有可能确定一方面是ｐｏｌⅢ＊和ｐｏｌⅢ
之间物理特性的不同，另一方面是ｐｏｌⅢ＊和ＣｏｐｏｌⅢ＊

的相互作用。ｐｏｌⅢ＊可能是由包括ｐｏｌⅢ的核心单位、

具有同样尺寸的亚单位组成的全酶，或者它可能简单地

是ｐｏｌⅢ的多聚的不对称的形式。”
［６］

·３３２·
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２．２　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶形式的分离

１９７４年１０月，科恩伯格和他在斯坦福大学医学院
生物化学系的同事 Ｗ．Ｗｉｃｋｎｅｒ［７］在《生物化学杂志》第

２４９卷上发表题为《ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶形式的分离和性
质》的论文，提出了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的全酶形式和全酶的
亚基结构。

文章一开始作者就叙述了在ｓｓＤＮＡ复制成双链复
制形式的时候，ＤＮＡ聚合酶Ⅲ＊（ｐｏｌⅢ＊）和共聚物酶

Ⅲ＊（ＣｏｐｏｌⅢ＊）是必不可少的。他们写道：“ＤＮＡ聚合
酶Ⅲ（ｐｏｌⅢ）是ｄｎａＥ基因的产物，在ΦＸ１７４和 Ｍ１３单
链病毒ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）转变成双链复制形式时是没有活
性的。然而，这个酶的一种比较复杂的形式 ＤＮＡ聚合
酶Ⅲ＊（ｐｏｌⅢ＊），在附加的蛋白质共聚物酶Ⅲ＊（Ｃｏｐｏｌ

Ⅲ＊）存在时，能够催化这个转变。用ＲＮＡ引导的ｓｓＤ－
ＮＡ模板作为开始，在这个过程中的第一步是由引物模
板，亚精胺（或ＤＮＡ解链蛋白），ＡＴＰ和两个蛋白质ｐｏｌ

Ⅲ＊和ＣｏｐｏｌⅢ＊组成的初始复合物的形成。在这一步，

ＡＴＰ分裂成ＡＤＰ和无机磷酸。一旦形成这个复合物，

ｓｓＤＮＡ复制成双链复制形式，就既不需要 ＡＴＰ也不需
要ＣｏｐｏｌⅢ＊。在这个反应中，ｐｏｌⅢ不能代替ｐｏｌⅢ＊，

在物理性质和催化性质上ｐｏｌⅢ＊不同于ｐｏｌⅢ，ｐｏｌⅢ＊

好像是ｐｏｌⅢ的多聚形式。”
［７］

在此基础上他们概括出ＤＮＡ聚合酶Ⅲ（ｐｏｌⅢ）的３
种形式，写道：“称为全酶的ＤＮＡ聚合酶Ⅲ（ｐｏｌⅢ）的新
形式已经从慢慢溶解的大肠杆菌提纯到明显的均一性。

在它们的不同的物理特征和它们利用主要的单链模板

的能力的基础上现在已经辨别出ｐｏｌⅢ的３种形式：（ａ）

ｐｏｌⅢ是９０　ｋＤａ亚基的二聚体，在单链环形的 ＤＮＡ上
没有活性；（ｂ）ｐｏｌⅢ＊是ｐｏｌⅢ的较高的多聚体，只有在
具有７７　ｋＤａ的多肽，共聚物酶Ⅲ＊（ＣｏｐｏｌⅢ＊）存在时
才在ｓｓＤＮＡ上具有活性；（ｃ）全酶是具有３３０　ｋＤａ的四
体，由两个ｐｏｌⅢ亚基和两个ＣｏｐｏｌⅢ＊亚单位组成，根
据在附加的ＣｏｐｏｌⅢ＊不存在时在ｓｓＤＮＡ上它的活性，

把全酶和ｐｏｌⅢ或ｐｏｌⅢ＊区别开。通过在磷酸纤维素上
层析，全酶分离成ｐｏｌⅢ＊和ＣｏｐｏｌⅢ＊；通过加热、稀释
或冷却，ｐｏｌⅢ＊转变成ｐｏｌⅢ。像ｐｏｌⅢ＊一样，全酶需要

ＡＴＰ以便形成具有引物模板的初始复合物。”［７］

接着，他们又补充说明，现在已经发现ｐｏｌⅢ的第三
种形式ｐｏｌⅢ全酶是更天然的形式。用ｐｏｌⅢ全酶复制

ｓｓＤＮＡ模板不需要附加的ＣｏｐｏｌⅢ＊，而类似于在全酶
对ＣｏｐｏｌⅢ＊抗体敏感中和对 ＡＴＰ的依赖中由ｐｏｌⅢ＊

和ＣｏｐｏｌⅢ＊的混合物共同催化。通过在磷酸纤维素上
层析，全酶分离成ｐｏｌⅢ＊，ｄｎａＥ多肽和ＣｏｐｏｌⅢ＊的四

聚体；当分离ｄｎａＥ突变株细胞时，ｐｏｌⅢ＊是热敏的。通
过冷却，稀释或温和地热处理ｐｏｌⅢ＊能够可逆地转变成

ｐｏｌⅢ。

亚基（ｓｕｂｕｎｉｔ）是蛋白质的最小共价单位，它可以由
一条多肽链或以共价键连接在一起的几条多肽链组成。

作者在全酶的亚基结构一节中写道：“在１％十二烷基硫
酸钠，１％β 硫基乙醇中加热全酶（１０μｇ）并经受聚丙烯
酰胺凝胶电泳（图２）。在９０　ｋＤａ和７７　ｋＤａ处看到两条
显著的蛋白质带。给同样的凝胶加上２，４和６μｇ提纯的
全酶。在用Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ蓝着色后，在５８０　ｎｍ处扫描凝胶，

切下９０和７７　ｋＤａ的峰显迹并称重。当对两个峰的重量
比作相对分子质量方面的校正时，观察到了两个多肽相
等的克分子数的比率（表２）。假定这个９０　ｋＤａ多肽是

ｐｏｌⅢ是ｄｎａＥ多肽，而７７　ｋＤａ多肽是ＣｏｐｏｌⅢ＊。”［７］

图２　全酶的凝胶电泳（Ｒｆ 为相对迁移率，ＯＤ５８０

为５８０　ｎｍ时的光密度）

表２　在全酶中亚基的比率

实验编号
全酶

／μｇ

ＣｏｐｏｌⅢ＊∶ｐｏｌⅢ
相对分子质量比率 分子数比率

１　 ２　 ０．８９　 １．０４
２　 ４　 １．００　 １．１７
３　 ６　 ０．９０　 １．０５

为了确定全酶的相对分子质量，通过生物凝胶 Ａ－５
ｍ柱过滤它并在甘油梯度中沉降，凝胶过滤和甘油梯度
沉降两者表明，全酶相对分子质量大于过氧化氢酶（２４７
ｋＤａ），但是小于 ＲＮＡ聚合酶（４９０　ｋＤａ）。在这些数据
和９０与７７　ｋＤａ多肽的等克分子数比率（表２）的基础
上，假定全酶是大于二体（１６７　ｋＤａ）而小于六体（５０１
ｋＤａ），因此最可能是具有３３４　ｋＤａ相对分子质量由两个

ｐｏｌⅢ多肽和两个ＣｏｐｏｌⅢ＊多肽组成的四体。

关于ｐｏｌⅢ＊和Ｃｏｐｏｌ＊Ⅲ的结构，作者叙述道：“已

·４３２·
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经显示ｐｏｌⅢ＊是由９０　ｋＤａ的亚基组成和它在具有β－半
乳糖甘酶的凝胶过滤上的混合色谱分析。这个ｐｏｌⅢ＊

凝胶过滤图像的未预料到的宽度可能反映从２个到６
个或更多个亚基范围的寡聚体的存在。甘油梯度沉降
对于ｐｏｌⅢ＊给出了一个７．２５　Ｓ的沉降系数。这些数据
对于球形蛋白质给出了完全不同的相对分子质量；它们
是与相对分子质量为３６０　ｋＤａ的不对称分子一致的，表
明ｐｏｌⅢ＊是由４个９０　ｋＤａ多肽组成的四体。ＣｏｐｏｌⅢ＊

大约有７７　ｋＤａ的相对分子质量，是由一个７７　ｋＤａ的多
肽组成的。”［７］

关于ｐｏｌⅢ＊转变到ｐｏｌⅢ，作者写道：“根据复制长
的单链区域模板能力局部的损失和根据它的凝胶过滤

图像移动到ｐｏｌⅢ判断，通过温和地热处理ｐｏｌⅢ＊能够

转变到ｐｏｌⅢ。来自凝胶过滤和甘油梯度沉降的数据表
明，ｐｏｌⅢ的相对分子质量是与９０　ｋＤａ　ｄｎａＥ多肽的二聚

图３　聚合酶Ⅲ的假设形式

体一致的。”

最后，作者讨论了全酶的组成，提出了全酶的假想
形式。他们写道：“通过研究单链 Ｍ１３和 ΦＸ１７４病毒

ＤＮＡ的复制，我们已经观察到ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的两种新
形式，它们在物理上和功能上与以前描述的ｐｏｌⅢ是有
区别的。这个新形式具有ｐｏｌⅢ利用带有间隙的双链模
板的能力，但是又能够复制一个延伸的单链 ＤＮＡ。在
这个报告中叙述的形式，大概是接近于在体内起作用的
聚合酶形式。它表示在细胞的平缓的溶胞产物中辨认
的所有ｐｏｌⅢ，它是由两个９０　ｋＤａ聚合酶组成的多肽和
两个７７　ｋＤａ共聚物酶的多肽组成的四聚体蛋白质（图

３）。通过在磷酸纤维素上的层析（ｐｈｏｓｐｈｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）能够把全酶分解成这些组分。这个
“核心”聚合酶活性以前被分解成称为聚合酶Ⅲ＊的ｐｏｌ

Ⅲ多肽一个寡聚体（大概是四聚体）；这个称为共聚物酶

Ⅲ＊的共聚物酶对于在单链上ｐｏｌⅢ＊的活性是必不可

少的。对于ｐｏｌⅢ＊和共聚物酶Ⅲ＊的复合物，我们使用
全酶的术语是基于它与核心聚合酶和组成ＲＮＡ聚合酶
的σ亚基的复合物类似。像σ亚基一样，共聚物酶Ⅲ＊

适用于形成具有模板的复合物的初始阶段，但是在复制
自己的过程中好像是不必要的。”［７］

最后，作者提出了全酶的催化机制问题。他们写
道：“在大肠杆菌染色体的复制中，ｐｏｌⅢ的几种形式的催
化活性还没有弄清楚。我们对在催化中这些酶的结构
的研究中发现，聚合酶和共聚物酶单位开始时在引物模
板上形成一个复合物。仍然不确定的是蛋白质的化学
计量法和在这个复合物中它们的空间排列，它们或者起
着全酶的作用，或者以ｐｏｌⅢ＊－ＣｏｐｏｌⅢ＊对某种其他的

形式起作用。即使在和缓的溶胞产物中所有聚合酶Ⅲ
好像是ｐｏｌⅢ全酶，这个复合物仍然可能与细胞中附加
的复制成分有联系。”［７］

３　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶亚基的分离

１９７７年科恩伯格等人从大肠杆菌提纯出 ＤＮＡ聚
合酶Ⅲ全酶，并分离出α，β，γ和δ亚基。全酶中包含的

γ和δ亚基是以前没有观察到的。１９７９年德克萨斯医
科大学生物化学和分子生物系Ｃ．Ｍｃｈｅｎｒｙ和 Ｗ．Ｃｒｏｗ
从提纯的 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶分离出ε和θ亚基。于
是，ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶至少包含了６个不同的亚基。

１９８２年Ｃ．Ｍｃｈｅｎｒｙ从提纯的ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶分离
出τ亚基。１９８８年科恩伯格和他的同事确立了ＤＮＡ聚
合酶Ⅲ全酶是由１０个亚基组成，除前面谈到的７个亚
基外，其他３个亚基是δ′，χ和 Ψ。

３．１　ＤＮＡ聚合酶全酶α，β，γ和δ亚基的分离

１９７７年科恩伯格和德克萨斯医科大学生物化学和
分子生物系Ｃ．Ｍｃｈｅｎｒｙ

［８］在《生物化学杂志》第２５２卷
上发表题为《大肠杆菌 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的提纯和分
离成亚基》的论文。报告了他们从大肠杆菌 ＨＭＳ－８３中
已经提纯出ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶，用于试验时，把大肠杆
菌噬菌体Ｇ４单链ＤＮＡ转变成双链复制形式。通过磷
酸纤维素层析从全酶分离出相对分子质量分别为１４０，

４０，５２和３２　ｋＤａ的α，β，γ和δ亚基，并指出这个α亚基
是ＤＮＡ聚合酶Ⅲ，ｄｎａＥ基因的产物，而亚基β类似于
共聚物酶Ⅲ＊（ＣｏｐｏｌⅢ＊）。这个全酶与以前从大肠杆菌

Ｈ５６０中分离的，在磷酸纤维素层析上能够分离成包含

ｐｏｌⅢ亚基和ＣｏｐｏｌⅢ＊的共聚物类似。但是，全酶中包
·５３２·

　自 然 杂 志　第３４卷第４期 自然科学史　



含的γ和δ亚基是以前没有观察到的。［８］

在“全酶的组分”一节中叙述了全酶的分离和全酶
组分亚基的识别。他们使用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
聚合酶并测定其相对分子质量。他们在“全酶的ＳＤＳ
聚丙烯酰胺凝胶电泳”一段中写道：“用重氮化的［３５Ｓ］磺
酸标记全酶（０．２μｇ），变性后，在聚丙烯酰胺凝胶上电泳
显示出４条蛋白质带。已经证明它们是为引导Ｇ４模板
延伸所需要的组分。这个１４０　ｋＤａ蛋白质（α）大概是

ｐｏｌⅢ，ｄｎａＥ基因的产物。其他人已经提纯ｐｏｌⅢ，发现
它基本上是包含了这个量值的组分。第２个４０　ｋＤａ的
亚基β可能是以前分离的ＣｏｐｏｌⅢ＊，被认为是７７　ｋＤａ
的多肽。两个组分γ和δ（相对分子质量分别为５２和３２
ｋＤａ）已经提纯为一个α和β作用所需要的复合物。基
于对α－，β－，γ－和δ－带的光密度计扫描，这个全酶制剂至
少６０％的提纯是这４个亚基的含量。还存在８３和２５
ｋＤａ两个附加的蛋白质，在提纯到这个程度的整个过程
中它们仍然与全酶牢固地联系在一起，在甘油梯度中带
着全酶活性沉降。”［８］

最后，他们指出：“ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶不是一个物理上
的整体，它的活性来源于４个分离的蛋白质的混合物。”［６］

３．２　ＤＮＡ聚合酶全酶ε，θ，τ亚基的分离

１９７９年德克萨斯医科大学生物化学和分子生物系

Ｃ．Ｍｃｈｅｎｒｙ等
［９］在《生物化学杂志》第２５４卷上发表题

为《大肠杆菌 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ亚基的提纯和识别》的论
文。文章指出，这个 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的核心已经从
大肠杆菌ＨＭＳ－８３中提纯２８　０００倍到９７％的均一性。

这个酶包含相对分子质量分别为１４０，２５和１０　ｋＤａ的

α，ε和θ亚基。这个α亚基以前已经表示为 ＤＮＡ聚合
酶Ⅲ和更为复杂的ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶两者的组分。在
此证实ε和θ亚基也是ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的亚基。于
是，ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶至少包含了６个不同的亚基。

在这篇论文中作者报告了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ提纯到均一性
和ＤＮＡ聚合酶Ⅲ和ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶两者的两个补
充亚基的识别。［９］

１９８２年Ｃ．Ｍｃｈｅｎｒｙ
［１０］在《生物化学杂志》上发表题

为《ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′的提纯和特征与 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全
酶的τ亚基的识别》的论文。在这篇论文中作者指出：
“ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′是ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的新形式，已经从大
肠杆菌Ｋ１２株提纯１５　０００倍到９０％的均一性。ＤＮＡ
聚合酶Ⅲ′是ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶４个亚基的组件，它具
有在核心ＤＮＡ聚合酶Ⅲ和全酶之间的功能和物理性
质。在变性条件下完成的聚丙烯酰胺凝胶电泳表明

ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′是ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的α，ε和θ亚基和新

测定的ＤＮＡ聚合酶全酶的τ亚基（Ｍτ＝８３　ｋＤａ）的复
合物。通过凝胶过滤和磷酸纤维素层析从ＤＮＡ聚合酶

Ⅲ′分离ＤＮＡ聚合酶Ⅲ。所有酶形式能够利用包含短
间隙的双链体模板。ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′像ＤＮＡ聚合酶Ⅲ
全酶一样，在存在５　ｍＭ（毫摩尔）亚精胺时能够在长的
单链模板上合成 ＤＮＡ ；而 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ不能够。在

Ｇ４自然复制系统中ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′没有作用，而ＤＮＡ
聚合酶Ⅲ全酶是有活性的。相对分子质量和亚基的化
学计量法确定 ＤＮＡ 聚合酶Ⅲ′包含两个单位的核心

ＤＮＡ聚合酶Ⅲ和两个τ亚基。”［１０］

作者又指出：“在这篇论文中，我报告了一种同样定
义的，其功能和结构介于ＤＮＡ聚合酶Ⅲ和ＤＮＡ聚合酶

Ⅲ＊之间的聚合酶形式的提纯和特征。它的提纯已经导
致新的全酶亚基τ的测定和这个亚基对全酶反应的贡
献部分的理解。”［１０］

在介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′的提纯后，作者叙述了新
的全酶亚基τ的测定。他写道：“变性 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′
的级分Ⅵ（１０μｇ），并在ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶上电泳，

出现为１４０，８３，２５和１０　ｋＤａ的４条主要的蛋白质带（图

４）。最大的和两个最小的组分是核心 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的
亚基，称为τ的第４个组分（８３　ｋＤａ）不是核心聚合酶的一
部分。光密度计扫描表明α∶τ的比率是１∶１．１，在不同
的制剂中两个较小的亚基ε和θ的比率在１和２之间改
变。由于结合到很不同的相对分子质量的蛋白质的染
料的变化，我将不测定ε和θ的化学计量。光密度计扫
描也表明ＤＮＡ聚合酶Ⅲ制剂提纯到９０％”。［１０］

图４　ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶电泳的光密度扫描（纵坐标

为光密度，横坐标为组分数）

接着作者叙述了在ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶中τ亚基的
存在，他写道：“ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′的τ亚基存在于高度提纯
的ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶中（图４）。τ与存在于所有全酶制
剂中的８３　ｋＤａ组分一起迁移。使用的全酶级分是可能
得到的高度提纯的制剂。它用的提纯程序显然不同于

ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′使用的提纯程序。基于这个信息和下面
要指出的功能信息，τ被确定为ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的亚
基。于是，ＤＮＡ聚合酶Ⅲ′是４个全酶亚基的组件。”［１０］
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３．３　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的组成

１９８８年，科恩伯格和他在斯坦福大学医学院生物化
学系的同事 Ｈ．Ｍａｋｉ等［１１］在《生物化学杂志》第２４９卷
上发表题为《大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶Ⅳ：全酶是一
个具有成对活性部位的不对称的二聚体》的论文。一开
始他们概述了 ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的组成。他们指出：

ｐｏｌⅢ＊是只缺少辅助的β亚基的大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶

Ⅲ全酶的组件，已经通过改进的程序提纯到均一。这个
组件是由９个不同的多肽组成的。在凝胶过滤上这个
组件相当于大约为８００　ｋＤａ的粒子，表示每种亚基含有
两个。保留β亚基（３７　ｋＤａ）以及在ｐｏｌⅢ＊中的所有亚

基；全酶的相对分子质量估计是９００　ｋＤａ。基于这些数
据，断定ｐｏｌⅢ全酶是具有成对的ｐｏｌⅢ核心活性部位和
两个不同组的辅助亚基的一个不对称的二聚体，以便用
来达到前导链和后续链二者基本上并行复制。

接着，作者介绍了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的三个分离形式，

写道：“ＤＮＡ聚合酶Ⅲ的三个分离形式很可能是全酶的
组合件。由α，ε和θ亚基组成的核心（ｐｏｌⅢ）有一个１６５
ｋＤａ估计的相对分子质量。它缺少连续合成的能力，但
是保持了催化功能：在α亚基中聚合酶活性和在ε亚基
中３′→５′外切核酸酶活性。第二种形式ｐｏｌⅢ′，包括核
心和τ亚基。由于４１０　ｋＤａ的反常的量值，对于这个复
合物提出二聚体结构。ｐｏｌⅢ＊是缺少β的全酶，这个亚
基对于连续性是关键的。基于３６０　ｋＤａ或５４０　ｋＤａ的
相对分子质量，ｐｏｌⅢ＊好像是ｐｏｌⅢ′和其他辅助亚基的
混合物。解释全酶为何具有与ｐｏｌⅢ′一样相同的沉降系
数是困难的。由于β亚基的低亲和性，甚至在ＡＴＰ稳定
的存在中全酶与ｐｏｌⅢ＊的联系也是不清楚的。”［１１］

在这篇文章中，他们报告了ｐｏｌⅢ＊和全酶的新的提

纯程序，并弄清楚两种复合物的一些特征。ｐｏｌⅢ＊大约

具有８００　ｋＤａ的相对分子质量，包含９个不同的很可能
是相同相对分子质量的多肽。全酶分离为具有两个β
二聚体的ｐｏｌⅢ＊的复合物，具有９００　ｋＤａ的相对分子质
量。基于这些量值和从亚基重新构成的复合物的分解，

断定ｐｏｌⅢ＊和全酶两者是具有辅助亚基非对称分布的

二聚型（图５）。这种结构可能提供在复制叉处具有催化
前导链和后续链并行合成的能力。

４　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的结构与功能

１９９５年康奈尔大学微生物系的 Ｚ．Ｋｅｌｍａｎ教授
等［１２］在《生物化学年度评论》中发表题为《ＤＮＡ聚合酶

Ⅲ全酶：染色体复制机制的结构和功能》的论文，全面评

图５　ｐｏｌⅢ全酶假定的结构

述了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的结构与功能。ＤＮＡ聚合酶

Ⅲ全酶是能够进行引物链的延伸并完成ＤＮＡ的前导链

和后续链合成的酶。全酶是一个多亚基酶。他们发现

全酶在ＤＮＡ合成上特别迅速，大约每秒合成７５０个核

苷酸，与在大肠杆菌中观察到的复制叉运动速率是一致

的，比ｐｏｌⅠ的每秒合成１０～２０个核苷酸的速率快。这

样快的速率来自于全酶的高度持续的合成能力。

全酶合成ＤＮＡ的高速度和连续性是与它由多亚基

组成分不开的。在“全酶粒子”一节中作者指出：“现在

已经完成编码全酶１０个亚基的所有基因的识别，这些

蛋白质的过度表达和提纯，以及从它们重新构成全酶。

在表３中按顺序列出了１０个不同的亚基，表明亚基以

各种各样全酶的组件形式存在。核心聚合酶由α，ε和θ
亚基组成。ｐｏｌⅢ′组件由两个核心酶和一个τ二聚体组

成。在一个分子结构中两个聚合酶的存在支持这个假

设，为了协调一个双链体染色体的双链的复制，复制的

聚合酶要成对地起作用。ｐｏｌⅢ＊组件包含了９个不同

的亚基，它只缺少β亚基。基于把亚精胺，ｓｓＤＮＡ结合

蛋白（ＳＳＢ蛋白），乙醇加到试验中或者把盐加到实验中

能够识别每个组件的聚合酶活性。一般来说，当聚合酶

表３　ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的亚基和组件

亚基

相对分

子质量

／ｋＤａ

功能 组件

α

ε

θ

τ

γ

δ

δ′

χ

Ψ

１２９．９

２７．５

８．６

７１．１

４７．５

３８．７

３６．９

１６．６

１５．２

ＤＮＡ聚合酶

３′－５′外切核酸酶

激励ε

烌

烎外切核酸酶

核心

依赖ＡＴＰ酶，

烌

烎使核心聚合成二体

ｐｏｌⅢ′

结合ＡＴＰ

结合到β
结合到γ和δ
结合到ＳＳＢ

跨接在χ和γ

烌

烎之间

γ

烌

烎

复合物

ｐｏｌⅢ＊

β ４０．６ 在ＤＮＡ上的滑动夹子　

·７３２·

　自 然 杂 志　第３４卷第４期 自然科学史　



亚基的复杂性增加时，聚合酶变得更有连续性，但是全
酶很高的速度和连续性绝对需要β夹子（ｃｌａｍｐ）。这５
个亚基的γ复合物是把水解的 ＡＴＰ结合到引物 ＤＮＡ
上的载荷β夹子的媒介物。”［１２］

４．１核心聚合酶

在１９９５年Ｋｅｌｍａｎ文章的“核心聚合酶”一节中介
绍了核心聚合酶的构成与功能。他写道：“核心包含

ＤＮＡ聚合酶和校对外切核酸酶活性。在这个细胞中大
约有４０个核心分子，因此只有一半组装进全酶。核心
的３个亚基牢固地联结在一起，缺少变性不能分解。通
过基因的使用提供了各个亚基。α的研究表明它是

ＤＮＡ聚合酶，具有每秒合成８个核苷酸的速率，但是它
缺少外切核酸酶活性。这个分离的ε亚基是强有力的

３′→５′外切核酸酶。这个α和ε亚基形成牢固的１∶１
的复合物，导致聚合酶活性和外切核酸酶活性两者的增
加。由ε水解ｓｓＤＮＡ的速率类似于由核心水解ｓｓＤＮＡ
的速率，但是对于有效的活性由ε水解双链 ＤＮＡ需要

α。大概识别α位置的引物模板携带着与配对碱基３′端
接触的ε。除了在错配Ｔ－Ｇ碱基对上ε活性的微小激励
外，还发现了θ的功能。这个θ亚基结合ε而不是α，从
而提出在核心中α－ε－θ的线型排列，而结构分析显示了
每个亚基的单个拷贝。”［１２］

接着作者指出了核心酶合成ＤＮＡ的速率和连续性。

他写道：“核心以大约每秒２０个核苷酸的速率合成

ＤＮＡ，具有复制１１个核苷酸的连续性，类似于ｐｏｌⅠ。然
而在单个ｓｓＤＮＡ病毒引物模板上，核心是已知的最微弱
的聚合酶。无论怎样加上许多核心或等待多长时间，核
心都不能延伸环绕自然模板的独特的完整的引物圆环。

大概某些ＤＮＡ结构阻碍由核心引起的链的延伸。”［１２］

作者又补充写道：“在核心的附属蛋白质存在时，核
心成为了最快的聚合酶。在ε不存在时，α受附属蛋白质
的激励，但是持续合成能力降到５００～１　５００个核苷酸，而
实际的速率是核心速率的一半。带有附属蛋白质的这个

αε复合物具有像核心一样的复制速率和连续性。因此，ε
对全酶的速率和持续作用能力有影响，不只是对精确度
有影响。在其他方面，θ对αε的效率没有影响。”［１２］

４．２ε亚基的外切核酸酶活性

１９８４年加利福尼亚大学分子生物系教授 Ｒ．Ｓｃｈｅｕ－
ｅｒｍａｎｎ和Ｈ．Ｅｃｈｏｌｓ［１３］在《美国国家科学院院报》上发
表题为《ＤＮＡ复制的一个独立编辑的外切核酸酶：大肠
杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的ε亚基》论文。文章一开始
就阐述了确保复制精确度的机制。写道：“大肠杆菌基

因组的复制是一个特别精确的过程。每个碱基复制错
误的频率一般是１０－９～１０－１０。这样高的精确度被认为
是通过多级过程出现的：（１）在初始的５′→３′结合中互
补碱基的选择；（２）在生长点非互补碱基的外切核酸溶
解的３′→５′删除；（３）复制后错配的修复。这些步骤的
总和能够达到观察的精确性。ＤＮＡ聚合酶Ⅲ（ｐｏｌⅢ）全
酶是在大肠杆菌中链的延伸中包含的主要的酶，因此很
可能是精确度的主要决定因素。为了研究在ＤＮＡ复制
中的保真机制和探索控制精确度的可能性，我们一直试
图确定ｐｏｌⅢ亚基对碱基选择和删除的贡献。”

［１３］

接着，他们分析了全酶核心的活性，并提出了３′→
５′外切核酸酶活性定位在哪个亚基上的问题。写道：
“ｐｏｌⅢ全酶至少有７个亚基：α，ε，θ，τ，γ，δ和β。以自然
形式制备的ｐｏｌⅢ全酶的最小组件是包含α，ε和θ亚基
的ｐｏｌⅢ核心；α是ｄｎａＥ基因的产物，而ε是ｄｎａＱ基因
的产物。ｐｏｌⅢ核心带有ｐｏｌⅢ全酶的聚合酶和３′→５′外
切核酸酶活性。具有用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离的亚
基的酶测定表明这个大的α亚基具有聚合酶活性，也可
能带有３′→５′外切核酸酶活性。然而，已经从观察到

ｄｎａＱ基因中增变突变（ｍｕｔａｔｏｒ　ｍｕｔａｔｉｏｎ）使ｐｏｌⅢ全酶
在删除的外切核酸酶中存在缺陷，推断在３′→５′外切核
酸酶（和复制精确度）中ε的重要作用。”［１３］

随后，他们叙述了通过ε亚基的过度表达和提纯，证
实ε亚基具有外切核酸酶活性。写道：“为了确定在由

ｐｏｌⅢ外切核酸裂解删除中ε的作用，我们要从多亚基的

ｐｏｌⅢ全酶的其他亚基分别地研究ε。为了提供过量的ε
和使它的提纯容易，我们使用了过量的菌株，在强有力
启动子，噬菌体λ的左侧区域转录启动子和有效的核糖
体结合区域的控制下表达ｄｎａＱ基因。我们已经把ｐｏｌ

Ⅲ的ε亚基提纯到均一性。我们发现ε带有类似于提纯
的ｐｏｌⅢ核心酶特征的３′→５′外切核酸酶活性。于是，

ｐｏｌⅢ全酶的删除和聚合作用活性存在于不同的亚基
中。”［１３］

４．３β亚基滑动夹子的功能

１９９２年５月，洛克菲勒大学分子生物物理实验室

Ｘ．Ｋｏｎｇ等［１４］在Ｃｅｌｌ第６９卷上发表题为《大肠杆菌

ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的β亚基的三维结构：滑动的ＤＮＡ
夹子》的论文。说明当把其余的机构夹到模板上时，β亚
基是一个沿着ＤＮＡ滑动的环形蛋白质，其他亚基共同
起着把这个环装配到ＤＮＡ上的撮合者的作用。在文章
的摘要中他们首先概述了这个结构特点，写道：“已经以

２．５的分辨距离确定了ＤＮＡ聚合酶Ⅲ全酶的β亚基
的晶体结构。β亚基的二聚体（Ｍ＝２×４０．６　ｋＤａ，２×
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３６６个氨基酸残基）形成了用１２个能环绕双链体ＤＮＡ
的α螺旋嵌入的环形结构。这个结构是高度对称的，具
有包含三个相同拓扑结构域的每个单体。这些螺旋的
电荷分布和定位表明通过形成能够在ＤＮＡ上滑动的牢
固的夹子，这个分子起着生物化学的作用。提出在β亚
基和增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ，真核生物聚合酶δ和ε持
续合成能力因子），和噬菌体 Ｔ４ＤＮＡ聚合酶的基因４５
蛋白质之间可能的结构联系。”［１４］

在文章的“引言”中，概述了ｐｏｌⅢ全酶各个亚基的
作用。写道：“未受损害的ｐｏｌⅢ全酶至少具有１０个不
同的蛋白质亚基（α，ε，θ，τ，γ，δ，δ′，χ，Ψ和β）。这个α
亚基完成催化的聚合酶功能，而ε亚基是３′→５′外切核
酸酶。这个包含了全酶的α，ε，和θ的３个亚基核心聚
合酶组件，虽然它能够插进短的单链区域，但不可能独
自地连续地起作用。按照核心聚合酶与β亚基和５个蛋
白质的γ复合物（γ，δ，δ′，χ和 Ψ）的混合能够重新构成
全酶的高度连续性特征。这个连续性聚合酶的重组是
在两个不同的阶段进行的（图６）：在第一阶段，这个γ复
合物水解ＡＴＰ，以便把β亚基转移到引物模板；在第二
阶段，具有在ＤＮＡ上的β亚基的核心聚合酶组件形成
连续性的聚合酶。于是，β亚基把值得注意的连续性给
予核心聚合酶。对为了组装连续性的聚合酶所需要的
最小亚基数的研究表明，为了把β从溶液转移到引物模
板只需要γ复合物的γ和δ亚基。对于连续的聚合作用
需要作为αε复合物的两个亚基α和ε。只要在ＤＮＡ上
的β亚基使αε聚合酶具有完整的连续性性能，γ复合物
便接着被排除。”［１４］

图６　连续性聚合酶的两阶段组合

下面叙述了在ＤＮＡ复制过程中β亚基，γ复合物与
引物模板之间的相互作用。写道：“一旦γ复合物完成
把β亚基夹紧在ＤＮＡ上的操作，β亚基就很牢固地被束
缚在那里，它就不能很容易地与圆环ＤＮＡ分离。然而，

已经显示出它沿着双链体 ＤＮＡ自由地滑动，与它把聚
合酶核心束缚到模板上，在复制中与聚合酶一道运动，

起着夹子的作用是一致的。使用限制性内切核酸酶的
实验已经揭示，在β亚基被夹紧之后，如果圆环ＤＮＡ被
切割，β亚基就滑动到断裂位置并跌落下来，完全与

ＤＮＡ分离。这些与在同样的研究中有关的实验所表明

的，与位置特异性结合蛋白，诸如转录因子或核酸酶形
成特殊的氢键或其他的与ＤＮＡ稳定的相互作用不同，β
亚基被束缚到ＤＮＡ上主要是由于它的拓扑结构而不是
稳定的相互作用。已经提出β亚基可能形成一个闭合
的环，γ复合物的一种作用可能是打开然后关闭这个环
绕ＤＮＡ的环，有效地把β亚基夹在ＤＮＡ上。”［１４］

接着介绍了β亚基的三维结构。写道：“作为朝着

ｐｏｌⅢ全酶连续性质的分子基础的详细理解的一步，我们
已经使β亚基结晶，通过在２．５分辨距离下的Ｘ射线
衍射确定了它的三维结构。在与以前的推测一致感到
满意时，我们发现这个结构的确是闭合的环，整个形状
类似于油煎圈饼或环形线圈的形状（图７）。”［１４］

图７　滑动的β亚基的三维结构

在“结果和讨论”一节中，作者具体介绍了β亚基二
聚体的结构。写道：“这个β亚基在晶体中形成头 尾二
聚体，与以前观察的这个在溶液中分离的蛋白质是二聚
体一致的。这个二聚体的多肽主链的图像显示在图７ａ
中。总的结构是直径大约为８０的星形环在中央具有
一个直径大约为３５的孔洞。这个双重的二聚体的轴
垂直于环面，环的厚度大约是双链体Ｂ 形式ＤＮＡ一整
圈的大小（约３４）。”［１４］图７ｂ表示Ｔ４噬菌体ＤＮＡ夹
是ｇｐ４５蛋白的三聚体。１９９４年 Ｘ．Ｋｏｎｇ等

［１５］又在

Ｃｅｌｌ第７９卷上发表题为《真核生物ＤＮＡ聚合酶持续合

成能力因子细胞周期蛋白（ＰＣＮＡ）的晶体结构》的论文，

报告了他们的真核滑动 ＤＮＡ夹子是ＰＣＮＡ蛋白的三

聚体（图７ｃ）。

４．４γ复合物的结构与功能

在１９９５年Ｋｅｌｍａｎ文章的“作为复制机器的 ＤＮＡ
聚合酶Ⅲ全酶”一节中介绍了γ复合物的构成与功能。

叙述了β圆环从γ复合物到核心的转换。写道：“为了

持续合成这个γ复合物必须把环形β亚基结合到引物

端上的组件，而核心必须与β亚基相互作用。因为核心

和γ复合物两者都识别引物模板结合处，它们可能与β
环的同一个面相互作用（图８）。比较来自７种不同的细

菌的基因序列编码表明，多数保守的残基只处在一个面

上：这个面包含两个Ｃ端。”［１０］如图８所示，全酶包含结
·９３２·
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合到τ二聚体两个核心聚合酶和一个γ复合物夹子装
载器。这个γ复合物与β二聚体的Ｃ端相互作用，大概

β的这个面朝着引物位置。像γ复合物一样，核心与β
上相同的Ｃ端残基相互作用。因此，这个γ复合物在把

β装载到ＤＮＡ上之后，这个核心可能进入带有β夹子的
位置。在这个全酶中通过与τ的相互作用使γ复合物
抓牢带有核心和β的ＤＮＡ。［１２］

图８　核心和γ复合物与β环同一面的相互作用

作者又问道：“为何核心和γ复合物在β上具有交

叠结合位置？”他回答说：“这个γ复合物不只是把β装

载到ＤＮＡ上，而且也从ＤＮＡ上卸下β夹子。因此，这

个双重性的装置能够确保当核心用β延伸 ＤＮＡ时，它

防止γ复合物从ＤＮＡ上卸下β。”［１２］

作者接着写道：“使用组件（γ复合物，核心和β）的

研究引起了这种想法，因为γ复合物起催化作用，在链

的延伸过程中在ＤＮＡ上只存在核心和β。事实上γ复

合物和核心在β二聚体上交叠结合的位置是与这个观

点一致的。然而，使用整个全酶的研究表明，这个γ复

合物在ＤＮＡ上仍然具有核心和β。在这个全酶中，τ作

为核心和γ复合物之间的桥梁，使它们保持在一起。像

图８所示，这种结构可以容许β从γ复合物位置改变到

核心位置。把γ复合物的催化夹子装载活性放在复制

叉处的适当位置，通过与全酶不变的联系，对于在后随

链上许多初始事件将是有利的。”［１２］

（２０１２年１月３日收到）
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