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真核细胞DNA 聚合酶 8 的结构与功能

张海江，韩世炜，桑建利*

(北京师范大学生命科学学院细胞生物学研究所，北京 10087 5 )

摘 要: DNA 聚合酶 o (Polo)在真核细胞的 DNA 复制过程中具有核心酶的作用 ， 同时还参

与 DNA的修复。 p。而是一种由多个亚基组成的复合体，目前已从哺乳动物、 裂殖酵母和芽殖酵母

等多种具核生物细胞中分离出，并对它们的亚基组成进行了分析，但还未得到确切一致的结果。

Polo在DNA复制中的具体作用已基本了解，它参与催化整个前导链的复制以及一些或大部分滞后

链的复制 。 此外 ， Polo还参与 DNA 的修复，此酶的这一功能可减少 DNA 的变异，但目前对其作

用机理还知之较少 。 在 Polo活性调控方面，主要研究了一些相关蛋白因子对 Polo活性的调控作用

以及转录因子对催化亚基表达的调控作用 。
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DNA聚合酶是指以脱氧核昔三磷酸为底物催化

合成 DNA 的一类酶。真核生物的 DNA 聚合酶被发

现后 ， 随着研究工作的深入进行，发现真核细胞中

的 DNA聚合酶有多个种类。 为了便于分析研究，哺

乳动物中的 DNA聚合酶用希腊字母命名，酵母中的

DNA聚合酶用罗马数字命名 (1) 0 1989 年在美国冷泉

港召开的真核细胞 DNA 复制讨论会上，决定将这两

种命名方法统一起来，都采用希腊字母命名系统。

十几年以前，这个系统己包含了 6 种 DNA 聚合酶:

α， ß, y, 0 ， ε 和 Ç (2 ) 。 最近几年又有几类新的真核细

胞 DNA 聚合酶被发现， 它们被称之为:η ， e, t , 1(, 

λ， μ 和 σ(3) 。 在种类如此繁多的 DNA聚合酶家族中 ，

聚合酶 o (Polo)因在真核细胞 DNA 复制和修复中所

占有重要地位而最引人注目 。

1 Po18 酶的亚基组成

Polo最早于 1976年在哺乳动物中作为一种具有

3' 至 5' 外切酶活性的新的 DNA聚合酶被 Bymes 等人

发现[4]，随后陆续在很多真核细胞中分离纯化出这

种聚合酶。 哺乳动物细胞中 ， Polo 最早分离出来的

组成形式是一个 125kDa 的催化亚基和一个 50kDa或

48kDa 亚基组成的异二聚体[匀 。 近来，又鉴定出第

3 个亚基(p68 或 p66)和第 4 个亚基(pI2) 0 Hughes P 

等人利用 PCNA 亲合层析和甘油梯度离心技术，从

鼠FM3A细胞中分离得到了 p66 。 他们还发现p48 与

p66 亚基不但是 Polo 的组成亚基， 也是 DNA连接酶

I 的组成部分(6) 。 从目前的研究成果看 ， p125 是 Polo

中具催化作用的关键亚基 ， 而其他亚基的功能尚未

研究清楚。

在芽殖酵母(S.cerevisiae)中 ， PO丽的组成为 3 个

亚基 : Po13 (l 25kD时 ， Po1 31 ( 5 5kDa) 与 Po132

(40kDa) ，通过对纯化的制备物的分析， 3 个亚基

之比为 1 : 1: 1 。 最初，根据对 Polo 的凝胶过滤的研

究，人们认为这个酶可能是通过 Po132 的作用形成

的一个二聚体的催化核心lη 。 后来通过对 polo 及其

亚基的凝胶过滤、甘油梯度沉降及 Po132-Po132 的双

杂交实验等多种方法， 进行了更深入的分析，发现

所有的 po132 复合物在研究条件下都是单体的 。 因

此，从目前的研究结果看 ， po132 在芽殖酵母中的

组成是一个单体( 8 ) 。

裂殖酵母(Schizosacc加romycesprombe)中分离出

的 Polo 则至少含有 4 个亚基 : 一个 125kDa 的催化

亚基Po13 和 3个较小的亚基Cdc1 ， Cdc27 以及Cdml ，

其分子量分别为 5 1 ，42 和 19kDa(9) 。 催化亚基对于芽

殖和裂殖酵母中 Polo 功能的维持无疑是最为重要

的，同时研究证实其他亚基的功能也具有重要意

义。 Liu 等人在杆状病毒转染的昆虫细胞中，同时
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表达这些亚基的多肤重建了四聚体复合物。 纯化出

来的经克隆得到的 spPo18 与天然的 spPo18 具有相同

的理化性质。 另外，他们还分离出了只含有 Po13 ，

Cdcl 和 Cdml 这 3 个亚基的复合物 。 三亚基与囚亚

基的复合物在进行DNA复制时都需要PCNA和复制

因子 C 。 但是，在聚合酶复合物比较低水平的情况

下， 三亚基复合物在进行 DNA复制时的效率比四亚

基复合物要低 。 通过添加 Cdc27 ，这种低效率可以

得到改善。 凝胶过滤分析实验证明三亚基的复合物

是异源三聚体(Po13 ， Cdc l 及 Cdml)形成的一个单

体，而四亚基的复合物是异源囚聚体(Po13 ， Cdc 1, 

Cdc27 及 Cdml )所形成的一个二聚体蛋白，天然

spPo18 也有这一特点 。 他们还证明了 Cdcl 与 Cdc27

可相互作用形成异源二聚体。 这些结果说明 Cdc27

对于 Po18 二聚体的形成起重要作用 [6] 0 Cdml 可能

对于稳定 Po18 全酶是必需的 ， 因为从裂殖酵母中纯

化去除 Cdml 亚基的 Po18 的尝试一直没能成功[10] 。

在真核生物中获取的 Po18 ， 其亚基组成存在一

定的差异，这些亚基的不同 ， 是由于在这些生物中

Po18 的亚基确实各异，还是由于分离纯化的生化技

术的不同所致， 目前还难以确定 。 从目前研究成果

分析，催化亚基对于 Po18 的活力都是必需的，第

2 个亚基即 p55/p50 、 Cdcl 和 Po131 是高度保守的，

它们之间有很高的同源性。 对 Cdc l 和 Po131 的研究

表明它们对酵母的增殖是必需的。对于催化亚基或

第二亚基缺失突变的菌株中 ， 其生长会受阻井可导

致细胞死亡 。 现在需要进一步研究的是芽殖酵母

p。而 是否也含有第 4个亚基。表 1 总结了哺乳动物、

裂殖酵母和芽殖酵母 Po18 亚基的组成。

2 Po18 的功能
Po18 的功能主要是参与 DNA 的复制与修复。

2.1 在 DNA 复制方面的功能

Po18 是真核细胞中主要的 DNA 聚合酶， 它催

化以前导链为模板的新链合成，也催化一些或大部

分以滞后链为模板的新链合成。 Po18 在结构上类似

于大肠杆菌聚合酶III 。 体外复制系统的重组实验表

表 1 哺乳动物 、 裂殖酵母和芽殖酵母 PolÕ 亚基组成的比较

亚基类别 哺乳动物 裂殖酵母 芽殖酵母

A P125 Pol3 PoI3/CDC2 

B p55/p50 Cdcl Po131/Hys2 

C p66/KIAA0039 Cdc27 Pol32 

D P12/THCl 12256 Cdml 

明 PolÕ 是 DNA 复制过程中的核心酶。 在 Polα 完成

引物合成后， Po18 既能以前导链也能以滞后链为模

板合成新链[ll] 。 近期关于裂殖酵母 Po18 的研究也说

明 Po18可能通过第4个亚基Cdml而参与到冈崎片段

的合成过程中 。 Po18 的 B 亚基对于 DNA复制可能也

起着重要的作用，因为 Cdcl 突变的细胞会导致 S 期

延长 ， 并且对复制抑制物起基服敏感[ 12] 。 另外，在

基于酵母的体外复制系统中 ， Po13 突变的酵母细胞

在 DNA复制上出现缺陷问。 在哺乳动物细胞中，己

证实 Po18 可与新生的细胞 DNA 交联，说明它对于

染色体 DNA 复制是必需的[14] 。 除了聚合酶活性以

外， Po18 催化亚基还具有 3' 至 5 ' 外切酶的活性[13J 。

外切酶活性区域的突变可导致DNA复制的低保真性，

Po18 中具有校读作用的外切酶活性的存在，说明该

酶实际上最适于有细微错误存在的 DNA 复制。

目前对于Po18参与的真核细胞DNA的复制已有

较清楚的了解。在 DNA 复制过程中，前导链的复

制是由 Polα 起始的，在复制蛋白 A(replication pro­

tein A, RPA)与 DNA Polα，引物酶作用下形成引发

体，由 Polα 中的引物酶亚基合成 RNA 引物引发复

制的起始后，复制因子C (replication factor C, RFC)介

导 Po18 的开启，最终使 Po18 代替 Polα。 Po18 通过

与 PCNA 及盯C 的相互作用结合到模板，在引物末

端开始连续地复制前导链 ， Po18 完成全部前导链的

复制合成。在滞后链上 DNA 复制过程与前导链类

似， 只是由于不能连续复制， 需要不断引发复制的

起始。当 DNA聚合酶到达下游冈崎片段的 RNA 引

物时， 刚A 酶 Hl 降解该 RNA，只剩下一个核糖核

昔酸 ; FEN lIRTHl 再去除这最后一个核糖核昔酸，

Po18 或者 Polε 补平缺口 ， 然后 DNA 连接酶将两个

冈崎片段连接起来 。

2.2 Po18 在 DNA 修复方面的功能

DNA 是能在体内进行修复的生物大分子。由

于 DNA 含有所有细胞增殖、 分化、 生长、行使功

能的必需信息，如果它受到损伤整个有机体就会面

临很大的发生变异的危险。 一些基本蛋白的合成信

息可能会永久改变。

Po18 己被证明具有 DNA 修复的功能。已发现

po18 具有 3'- 5' 核酸外切酶活性，因此可以校对错

配，同时能在引物 3' 端加入核昔酸。错配修复可以

校正复制过程中碱基配对所造成的错误。近来体外

实验己说明 Po18 在修复错配的 DNA 时是必需的[15J 。

Po183'-5' 外切酶活性的突变可导致芽殖酵母的基因
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组不稳定[口16叭6

明， PolÕ参与 DNA复制的校正通路井与一个错配修

复基因 PMSl 协同作用[17]0 PolÕ 还可能参与修复紫

外损伤的DNA，因为在 HeLa细胞核提取物中， PolÕ 

的抗体可以抑制紫外损伤的质粒 DNA 的修复[l B] ，

po览会使复制叉停留在胸腺畸睫二聚体(T-T)前，暂

停复制，随后由 Po l1l 在 T-T 处插入 A，从而完成

损伤修复，该过程仍然需要 PCNNI9] 。与此相一致

的是， PCNA 的抗体也可以抑制修复过程[18] 。另

外，在酿酒酵母中的研究也说明 PolÕ 能像 POIE 一

样，进行紫外损伤 DNA 的修复[20]0 PolÕ 还参与复

制后修复，该过程是在DNA损伤没有被正常的修复

通路修时被激活的。这个过程由复制通路旁路辅

助，有实验证明 PolÕ 对于紫外损伤 DNA 的复制后

修复是必需的[2 1]0 Polõ 还参与碱基外切修复[22]，并且

被认为可参与依赖于 PCNA 的 DNA 长缺口的合成
[23] 

为了通过复制旁路修复 DNA 的损伤 ， PolÕ 被

一个 TLS(translesion synthesis)聚合酶替代: 而在完

成 DNA 复制时，这个新的 TLS 聚合酶又被复制聚

合酶所替代，这也说明 Polõ 参与了 TLS 作用过程。

在酵母研究中， Gio 等人发现 PolÕ 是阻止复制损伤

的 TLS 所必需的。还发现 POL3 的等位基因在损伤

诱导突变发生中有缺陷 ， Giot 等人在酵母中分离出

Po13-13 , POL3 的一个温度敏感等位基因，对 uv 射

线、 γ射线和岛1MS 敏感， Po13-13 能增加自发的CanR

突变。

PolÕ 可能是 DNA 合成中修复自由错配所必需

的。在酵母中发现两个复制后修复自由错配模型，

一个是由 PolÕ 和 PCNA 参与的 ; 另一个是 Rad5 参

与的。在碱基切除修复中， 长补丁修复包括 Polß

或者 Õ/E ， 引入 6 个或者更多的核昔酸 。 长补丁修

复可能有两条通路， 一是 PCNA 和 Polß 参与 ， 引

入 6 个核昔酸: 二是 PCNA 和 Õ/E 参与，引入 6 个

以上的核背酸 。

除了修复功能以外， PolÕ 看来还可以维持基因

组的完整性，因为它可以与 Pola 一起调节端粒的长

度[24] 。此外， PolÕ 的变异将导致某些疾病的发生，

利用小鼠实验证明细胞癌变与 PolÕ 的变异相关[25] 。

3 与 Pol Ô 相互作用的 因子及其调控
3.1 Polõ 与 PCNA 的相互作用

PolÕ 与 PCNA之间的关系是 PolÕ研究的一个热

点。 PCNA 是一种仅在活跃增殖的细胞中发现的 ，

分子量为 29kDa 的同源三聚体[26] 。 酵母 PCNA 的晶

体结构揭示该三聚体形成一个闭合的环'也绕住 DNA

双链[27] 0 1998 年 ， Schurtenberg町 等利用小视角中

子扫描术对人 PCNA 进行研究，证实 PCNA在溶液

中也呈三维环状结构，并且所得数据与从酵母中提

取的 PolÕ 晶体结构非常一致[28] 0 PolÕ 的催化亚基

(pI25)与 PCNA之间存在着直接的相互作用。 从小牛

胸腺细胞或HeLa细胞抽提物中得到的以及在Cos 7细

胞中异位共表达的 p125 与 PCNA都可以发生免疫共

沉淀 。 由于 PolÕ 包含多个亚基白，这种作用也有

可能是间接的 。 因此， 需要有更有力的证据来证明

p125 催化亚基与 PCNA 之间的直接作用。在 Sf9 细

胞中共表达的 p125 与 PCNA 能够形成一个复合物，

该复合物能够通过凝胶过滤检测到 。

利用酵母双杂交系统也可以证明 p125 与 PCNA

之间的相互作用 [29]。但也存在着不同意见，有人认

为 PCNA 与 PolÕ 小亚基(p50)之间存在着直接作用。

Lu 等人报告 PCNA 与人 p50 可发生免疫共沉淀，但

与 p125 则不能发生免疫共沉淀。 在 p50 的 N末端还

可鉴别出一个与 PCNA 结合的结构域，该结构域应

与噬菌体 RB69 的 DNA聚合酶上的滑动环结合结构

域类似。 利用 Far Wes tern 方法可以发现含有该序

列(MRPFL)的一个 22 个氨基酸的寡肤能够与 PCNA

结合，并且与在免疫共沉淀实验中与 p50 竞争结合

PCNA o p50 与 PCNA 的结合可被 p21 所抑制，说

明这两种蛋白有可能竞争 PCNA 上的同一结合位

点。以上这些结果说明 PCNA 与 PolÕ 之间的作用是

通过 PolÕ 的小亚基介导的[30] 。

3.2 Polö 与其他因子的相互作用

除了 PCNA 之外， Polõ 还与另一个辅助蛋白，

即复制因子 C(RFC)相互作用 。 RFC 是一种依赖于

DNA 的 ATP 酶(DNA dependent ATPase)，它参与

细胞周期检验点的调控[3川]和姐妹染色单体结合处的

建立[33]。尽管 PCNA 能在线性的 DNA双链模板上剌

激 PolÕ 活性， 但是它需要 RFC 的装载才能和模板结

合， PCNA与模板结合后才能和 PolÕ 结合， DNA 复

制过程才能进行 。

近期有报道指出， PolÕ 也与沃纳综合症蛋白

WRN(Werner' s syndrome protein)相互作用 [34-36] 。

WRN 是解旋酶的突变形式 ， 存在于沃纳综合症

(Werner' s syndrome)一一一种常染色体隐性疾病 ，

表现为早衰和易患癌症。突变编码沃纳综合症解旋
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酶的 wrn 基因， 则导致沃纳综合症[37 ， 38 ] 。 在去除重

复DNA 的发夹结构过程中，WRN是 Polö 必需的一个

辅助因子 。 WRN可在PCNA缺失的情况下通过 Polö

剌激 DNA 合成I35] ，这说明 WRN 有可能在持续的

DNA合成并不必需的条件下调节 Polö活性。 这个作

用也可能发生在 DNA修复期间 。 这种相互作用看来

是通过 Polö 的 B - 亚基和第 3 个亚基介导的[34] 。

人Polö催化亚基p125基因的启动子区域己发现

有转录因子 E2F 的结合区域， 但是至今没有报道 E2F
对 p125 确切的调控作用 。 转录因子 SPl 和 SP3 对

p125 的表达有正调控作用[39] ， 而 p53 则具有负调控

作用，它和 SPl 作用于 p125 基因调控序列的同一位

点[40] 0 Polö 是一个磷酸化蛋白 ， 当细胞处于 S 期时

处于过磷酸化状态(hyperphosphorylated)f 1 8]。当 Polö

与各种 Cyclin-Cdks 在昆虫细胞中共表达时， Polö 能

和 Cyclin D3/Cdk4 、 CyclinE/Cdk2 相互作用 ， 并且

被磷酸化，这些结果表明 0 1 后期或者 O/S 转换期

的 Cdks 与 Polö 的活性相关 。 然而 ， 令人意外的是，

有人通过体外实验表明， Cdks 磷酸化 Polö 并不影响

其活性[41 ] 。
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Structure and Function of Eukaryotic DNA Polymerase Ô 

ZHANG Hai Jiang, HAN Shi Wei, SANG Jian Li* 

( Institute of Cell Biology, College of Life Sciences, Beijing Normal Universi秒， Beijing 100875, China) 

Abstract: DNA polymeraseδ(PoIÕ) is the core enzyme involved in the replication of DNA in eukaryotβcell， 

and participates in several D NA repair pathways at the time. Polõ is a complex which is consist of several subunits. 

It has been now purified from mammalian, Schizosaccharomyces prombe and Saccharomyces cerevisiae and their 

compositio n of subunits were analyzed. But it is not known clearly. The general functions of Polõ are recognized 

now. PolÕ p lays a role in the replication of the whole leading strand, and it is required for the completion of Okazaki 

fragment synthesis. Otherw ise Polõ is also involved in DNA repair. This function of DNA repair can reduce the 

mutation of D NA, however, the mechanism is not clear now. In the control of Polõ activation the researchers focus 

on the regulation of several protein factors on the activation of Polõ and regulation of transcription factors on the 

expression of the catalytic subunit. 

Key words: DNA polymerase δ; DNA replication; DNA repair; regulation 
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