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摘要　　维持基因组稳定是生物生存的基础。碱基切除修复(base excision repair, BER)是修复

损伤DNA、维持基因组稳定的主要方式之一。碱基切除修复对结核分枝杆菌等胞内致病菌尤其重

要。fpg编码碱基切除修复的关键酶。本文通过比较分枝杆菌的基因组, 发现结核菌较其他非致病

分枝杆菌具有更多的碱基切除修复基因。这提示碱基切除修复可能对结核菌在宿主体内存活和致

病至关重要。这条途径也许是新结核病药物研发的重要靶标。
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基因组的适度稳定性是生物生存的基础。DNA
修复(DNA repair)是细胞应对危害基因组稳定的DNA
损伤的方式之一。它可恢复受损的 DNA 结构并执

行正常的生理功能。切除修复(excision repair)、回复

修复 / 直接修复(direct repair)、错配修复(mismatch
repair)、重组修复(recombinational repair)、SOS 修复

和限制——修饰系统是修复相关的主要途径。

DNA损伤的修复能力对胞内致病菌至关重要。

因为它们寄生生活的环境经常具有高水平的活性氧

或活性氮。生物体中约 60 种反应以氧为反应底物,
产生对机体有害的活性氧。DNA 氧化性损伤程度

过高不仅会导致细胞癌变, 也会导致其他疾病[1,2]。

结核病(Tuberculosis, TB)是严重危害全球公共健康

的重大传染病[3,4]。目前世界上 1/3 的人口感染过其

致病菌——结核分枝杆菌(以下简称结核菌)。结核

分枝杆菌是胞内致病菌的成功典范。其基因组富含

G+C, 尤其易于受到氧化性的损伤。但是, 结核菌

能够高效修复 DNA 氧化性损伤。这可能是结核菌

成功的因素之一。

碱基切除修复(base excision repair, BER)是切除

修复中的一种。其涉及的主要为 DNA 糖基化酶和

DNA聚合酶。单碱基突变主要经此途径修复。BER
修复首先由 D N A 糖基化酶识别并切除受损的

DNA。每种生物都有对应于不同形式 DNA 损伤的

DNA糖基化酶。如甲酰胺嘧啶 -DNA糖基化酶负责

修复氧化性嘌呤损伤。分枝杆菌基因组中未发现错

配修复的基因。BER修复途径在分枝杆菌基因组稳

定性维持中就肩负更重要的功能[5]。

1   FPG概述

高活性氧中间物会损伤细胞的糖类、脂类、

蛋白质和DNA等[6]。FPG(甲酰胺嘧啶 -DNA糖基化

酶[7])也称作 8- 氧鸟嘌呤(8-oxoguanine)DNA 糖基化

酶, 其既有N 端糖基化酶活性也有AP 裂解酶活性[8]。

N端糖基化酶活性可以降解双链DNA上受损的嘌呤

碱基, 产生一个脱嘌呤位点(AP位点)。AP裂解酶活

性可以沿 3' 或 5' 向 AP 位点切割, 因此可以除去 AP
位点, 产生单个碱基的缺口(图 1)。FPG 识别并切除

的受损碱基包括: 7,8-二羟基 -8-氧化鸟嘌呤(8-氧化

鸟嘌呤)、8-氧化腺嘌呤、fapy-鸟嘌呤、甲基 -fapy-
鸟嘌呤、fapy- 腺嘌呤、黄曲霉毒素 B1-fapy- 鸟嘌

呤和 5- 羟基 - 胞嘧啶和 5- 羟基 - 尿嘧啶(1,2) (图 2)。
根据作用机制, DNA糖基化酶大致可以分为两

类: 一类是单功能酶类, 另一类是双功能酶类。单

功能酶对受损碱基进一步催化, 用激活的水分子攻击

C1'位点。双功能酶也需要切除损伤碱基, 但攻击用

的不是激活的水分子, 而是蛋白氨的亲核基团。共

价连接的酶 - 底物复合物经过多步级联反应在 3' 端
切断DNA骨架, 有时甚至在5'端产生DNA骨架的断

裂(图 3 )。
细菌FPG编码基因和人的hOGG1基因同源, 但

催化效率比人的高80倍。FPG蛋白能同时增强损伤
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 图 1　几种 DNA 损伤的分子模式

Fig.1　The major DNA damage types

图 2　AP 水解位点分子结构式

Fig.2　The structure of the AP hydrolysis site

DNA的修复和减少诱变剂所致的DNA突变, 有效预

防氧化性 DNA 损伤。针对该基因的治疗研究也在

进行中 [ 9 ]。

2   FPG超家族及三维结构

FPG 有四个超家族成员, 分别是单功能酶类的

UDG家族(尿嘧啶DNA糖基化酶)和AAG家族(烷基

腺嘌呤 DNA 糖基化酶), 图 4 显示了 DNA 与糖苷酶

复合体的结构, 这两个家族有相应的小RNA与其表

面相互作用; 以及多功能酶类的MutM/Fpg家族(甲酰

嘧啶DNA糖基化酶)和HhH-GPD家族(依据激活催化

结构域命名: 具有螺旋 - 转角 - 螺旋结构、富含甘氨

酸、脯氨酸的环状结构及具催化活性的天冬氨酸残

基), 这两个家族具有多功能结构域, 活性位点位于

相应的结构域交界处, 这两大类往往有其它功能域参

与其作用, 常见的有金属离子。四类超家族特征相

近, 都能够结合 DNA 损伤部位。在 DNA 螺旋中消

除损伤的核苷酸碱基, 并最终在酶的空隙处插入一个

双螺旋外的鉴别区域[10]。

2.1  MutM/Fpg 超家族

所有目前已知的MutM/Fpg家族DNA糖基化酶

都以 N 末端 Pro 残基作为关键的催化亲核基团。嗜

热芽孢杆菌的 MutM 在修复的不同阶段还呈现特征

性的结构变化。

2.2  HhH-GPD 超家族

细菌HhH-GPD T_G 糖基化酶(名称为Mig)的功

能是维持甲基化的限制性酶切位点。Mig 在结构上

和 TDG(胸腺嘧啶 DNA 糖基化酶)没有相关性, 是
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UDG结构家族的成员之一。Mig在结构上和其它的

HhH-GPD家族具有很高的同源性。Mig和其他两个

HhH-GPD家族成员即核酸内切酶III以及MutY一样

都有[4Fe–4S]簇存在, Mig和 MutY 的 N 末端功能域

在结构上有很高的同源性, 而核酸内切酶III和MutY
的 N 末端功能域在 E.coli 中只有 31% 的相似性。

MutY 同时具有一个 C 末端功能结构域, 和 MutT 在

结构上同源性很高, MutT 酶的作用是水解 8-oxo-

dGTP, 在 A_oxoG 错配中移除腺嘌呤。[4Fe–4S]簇在

HhH-GPD 糖基化酶中的作用依然不甚清楚。酶结

合 DNA 时, MutY [4Fe–4S]簇具有还原活性, 调节

MutY 和 DNA 的亲和性。因此,  [4Fe–4S]簇可能帮

助定位损伤。

2.3  UDG 家族

BER 与 SN1型机制有关。由该结构引导, 经过

两个氨基酸的替换最终形成 UDG 的突变株。大量

DNA 损伤时, 半胱氨酸暴露出来。嗜热菌 Thermus
thermophilus HB81.9 À 晶体结构具有锌指结构。两

个 DNA结合基序、锌指结构和螺旋 - 转角 - 螺旋基

序(H2TH)。H2TH 基序非特异性结合 DNA, 即蛋白

质骨架的氨酰 N 原子和 DNA 骨架的磷酸氧原子结

合。锌指结构中 Arg253 和 DNA 像 Endo Ⅲ一样以

特异的方式结合。Lys147在锌指结构和H2TH的氢

网络中非常重要。用Ala取代Lys147后, 酶切除GO:
C底物的效率下降了50倍, 但并不影响AP位点作用

底物。Glu2、Glu5 和 Lys52 也与酶的活力有关[11]。

3  FPG作用机理

E.coli FPG能够修复ROS导致的DNA 8-oxo-G

图 3　DNA 糖基化酶的作用机制分子构像变化

1: 识别复合体; 2: Schift base 中间体; 3: 3' 端剪切产物; 4: 单功能作用产物; 5: 氢硼化物捕获复合体; 6: 3' 和 5' 剪切产物。

Fig.3　The molecular conformation alteration implicated in the DNA glycosylase function
1: recognition complex; 2: intermediate product of Schiff base; 3: 3'-end product; 4: product of monofunction; 5: capture complex of NaBH4;
6: 3' and 5'- end products.

图 4　DNA 与糖基化酶的复合物三维结构(SWISS-Model)
Fig.4　The 3D structure of DNA-glycosylase complex



330 ·综述 ·

突变。图 5 显示了该类型修复的主要途径。E.coli
中 FPG 的作用方式[14]: 第一步, 切除 8-oxo-G。寡核

苷酸产生一个带有 3' 和 5' 磷酸末端的缺口。E.coli
培养上清具有 3'磷酸酶活性。该酶能在缺口处移除

3'磷酸, 使3'羟基基团暴露, 从而开始合成DNA。再

由DNA聚合酶和DNA连接酶完成修复。FPG具有

糖基化酶以及AP裂解酶的活性, 该结论和3'磷酸酶

产生缺口底物相一致, 对含有 8-oxo-G的DNA来说,
这两个酶保证了生物对DNA的碱基切除修复。E.coli
中添加含有 FPG+的质粒, 过表达 FPG 修复DNA上

的咪唑开环嘌呤损伤。由于基因位于 lac 操纵子控

制之下, 能产生可溶蛋白, 便于对其进行蛋白活性分

析及三维晶体结构鉴定[15]。E.coli 的 FPG 蛋白含有

锌指结构, 其 Cys 残基对结构和功能都非常关键。

如果破坏了蛋白的锌指结构, 它与DNA结合的能力

及酶活性都下降。E.coli 的 FPG 蛋白不存在碱基位

点的缺刻和脱氧核糖的切除活性。FPG 蛋白是一类

具有 Cys-X2-Cys-X16-Cys-X2-Cys 基序的锌指结构

蛋白。FPG 蛋白能够置换 Cu(II)、Cd(II)以及 Hg
(II)。金属离子通常状况下是和锌指蛋白的结构相

关。在 Cys 特异性试剂反应条件下, 蛋白: 试剂的

比率较低会导致FPG蛋白的活性受到抑制。这表明

图 5　碱基切除修复途径[12,13]

Fig.5　The pathways of base excision repair[12,13]

该残基可能是酶活性的关键[16]。

FPG 和开环的嘧啶一起切除嘌呤碱基, 除具有

DNA糖基化酶的活性之外, 还具有其他的活性[17], 如
EDTA 抗性, 在DNA 的AP位点产生缺刻等。fpg基
因和 E.coli 中的 xth、nth、nfo 基因功能相近, 都能

够切除DNA上的AP位点。切除损伤的机制包括beta
消除。该酶的修复形成 5'及 3'磷酸单酯核苷酸并释

放脱氧核苷酸。

常用于检测氧化性损伤的方式有如下4种: 彗星

实验(单细胞凝胶电泳)、碱冲洗法(alkaline elution)、
碱解旋法(alkaline unwinding)[18]。临床标本的DNA氧

化性损伤检测是患病与否的重要生物标记 [ 1 9 ]。

pUC18 质粒也常用来作为检测底物[20]。E.coli DNA
糖基化酶Mug能够从DNA上切除3,N(4)- 亚乙烯基

胞嘧啶(εc)和尿嘧啶。Mug是细胞稳定期所必需的。

Mug 在细胞的稳定期能够持续表达并维持相对较高

的水平。其调节主要发生在转录水平。稳定期发挥

功能的 sigma因子 sigma(S)能够减少生物的突变。但

Mug和稳定期的DNA修复酶类却没有多少相关性[21]。

4  分枝杆菌FPG的比较基因组学研究

在结核分枝杆菌中, fpg基因编号为Rv2924c, 基
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因全长 870 bp, 编码 289 个氨基酸, 蛋白大小约 32.0
kDa。在已知氨基酸序列信息的15种分枝杆菌中, 结
核分枝杆菌碱基切除修复相关的基因数目明显较其他

菌株多(图 6)。这表明结核分枝杆菌可能具有更强的

修复能力。这是否与结核菌的致病或者超强宿主适

应能力有关呢？目前还没有明确的结论。

FPG蛋白具有三个结构域: N端结构域、H2TH
结构域、锌指结构域(图 7)。第 2 个氨基酸 Pro 到

第 56个氨基酸Gly构成FPG蛋白的N端结构域。第

148个氨基酸Leu到第218个氨基酸Ala构成FPG蛋

白的 H2TH 结构域。第 257 个氨基酸 Tyr 到第 286
个氨基酸 Pro 构成 FPG 蛋白的锌指结构域。E.coli
FPG 蛋白的 Lys-56、His-70、Asn-168 和 Arg-258
负责结合损伤 DNA 的磷酸二酯键骨架。FPG 蛋白

有两个由环状多肽连接的结构域组成。N 端包含了

β 链, 与 α螺旋平行。C 端域包含两个 α螺旋, αD
和αE, 形成H2TH基序, 两个 β链形成一个β锌指发

夹结构。完全保守的残基 Lys-56、His-70、Asn168

图 6　FPG 在分枝杆菌中的分布[22]

 Fig.6　The distribution of FPG among Mycobacterium[22]

图 7　Mycobacterium 与 Escherichia coli氨基酸联配分析

*N 端结构域;  ∇H2TH 结构域;  ♣ 锌指结构域。

Fig.7　The FPG amino acid alignment between Mycobacterium and Escherichia coli
 *N terminal domain; ∇ H2TH domain; ♣ zinc finger.
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图 8　分枝杆菌属 FPG 的系统进化(clustral w)
Fig.8　The phylogeny of Mycobacteria FPG

表 1　结核分枝杆菌 DNA 糖基化酶

Table 1　The Mycobacterium tuberculosis DNA glycosylases
DNA 转葡萄糖基酶 基因 　 Rv 号

DNA glycosylase Gene Rv number

Uracil DNA glycosylase ung Rv2976c

3MeA DNA glycosylase alkA Rv1317c
tag Rvnt19

8-oxoguanine DNA glycosylase AP lyase fpg Rv2924c
MutY G:A mismatch glycosylase AP lyase mutY Rv3589
Thymine glycol DNA glycosylase AP lyase nth Rv3674c
TDG T:G mismatch DNA glycosylase

和Arg258之间形成氢键, 结合到DNA的磷酸二酯键

骨架, 与损伤位点紧密结合。Met73、Arg109 和

Phe110 插入到 DNA 螺旋核酸翻转的空隙中[23]。

结核菌存在与大肠杆菌保守的氨基酸残基

Lys62、His83、Asn177、Arg257 一致的位点。这

些保守残基可能是发挥功能的关键。大肠杆菌的

Met73、Arg109 和 Phe110 功能是插入由 DNA 外转

产生的螺旋空隙。结核菌的 Met86、Arg121 可能

具有类似功能。

分枝杆菌 fpg 基因在进化过程中比较保守[24]。

MutM(Fpg)发挥作用大致有 3 个步骤。3- 甲基

腺嘌呤糖基化酶 I的NMR结构分析和SMUG1的X-
射线结构分析都表明该蛋白属于DNA糖基化酶[25,26]。

分别在原核生物的大肠杆菌、真核生物酿酒酵母、

黑腹果蝇、拟南芥、人、鼠中进行了 DNA 糖基化

酶的催化动力学研究。FPG 蛋白能够修复科恩式综

合症的CS-A和CS-B 细胞株的氧化性DNA损伤[27]。

目前, 结核菌中至少有7种DNA糖基化酶(表1):
DNA 糖基化酶、尿苷 DNA 糖基化酶、3MeA DNA
糖基化酶、8- 氧化鸟苷 DNA 糖基化酶、AP 裂合

酶、MutY G:A 误配糖基化酶 AP 裂合酶、胸腺嘧

啶 DNA 糖基化酶 AP 裂合酶、TDG T:G 误配 DNA
糖基化酶[1 3]。
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M.tuberculosis中发现了四个属于FPG/nei家族

的同源基因,  已经得到功能验证的有 Mtu-Nei2、
Mtu-Fpg2[28,29], 在H37Rv中将结核分枝杆菌Rv2924c
编码的重组蛋白命名为Mtb-FPG1, 将它过表达、纯

化、生化鉴定, 证明它能够去除 faPy 和 5-hydrox-
ycytosine 的损伤, 同样地可将 8-oxo-G 转换为 C, T
转换为 G。Mtb-FPG1 表现出 FPG 酶的典型的底物

特异性。在 M.tuberculosis 中, Mtb-FPG1 表现出高

度的保守性, 但是它的表达量的多少和它上游的串联

重复序列的调控具有很大的相关性, 重复序列越长,
表达量就越高[30]。

在碱基切除修复途经中, 分枝杆菌缺失 Fpg 突

变株表明某些基因在分枝杆菌耐受氧化性压力时表

现出的重要作用, 如 sodA、sodC、katG、aphC、

oxyR、sigJ、hsp16.3 等, 而尤为特别的一种基因即

fpg[29]。我们实验室正在就结核菌 fpg 基因的新生理

和病理功能进行研究。初步结果显示过量表达 fpg
蛋白赋予宿主明显的抗紫外线损伤能力, 有关新机理

正在深入研究中。
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Base Excision Repair and the Maintenance of Mycobacterium
Genome Stability

Jin Hu,  Jian-Ping Xie*
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Abstract        The maintenance of genome stability is the crux for organism survival. Base excision repair
(BER) is a major DNA repair pathway. This is particularly important for Mycobacterium tuberculosis and other
intracellular pathogens. Fpg is the key enzyme in base excision repair. Mycobaterium genome comparison revealed
that pathogenic M.tuberculosis harbor more genes involved in the BER than other mycobacteria. This might impli-
cate that BER is closely related to the intracellular survival and pathogenesis of this bug. This justifies the BER
pathway and crucial enzymes as promising targets for novel antibiotics.

Key words        DNA repair; base excision repair; formamidopyrimidine-DNA glycosylase; Mycobacterium
tuberculosis
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