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Poly d(GC)在负超螺旋下形成的 Z-DNA
夏玉洁吴初新马梅生胡成任*

(南昌大学生命科学与食品工程学院，南昌 330031)

摘要 为建立一个生理状态下的左旋DNA(Z句DNA)模型，本文以 pMD18-T质粒为母本质

粒，将含有 d(GC)6、 d(GC)g 、 d(GC) 10 、 d(GC)13 等 poly d(GC)片段的特殊序列插入到 pMD18-T质

粒中，构建了 poly d(GC)重组质粒.这些 poly d(GC)重组质粒处于负起螺旋状态。 甲基化抑制实

验证实，这些插入到质粒中的 poly d(GC)能够形成潜在的 Z-DNA构象。同时，为进一步验证poly d 

(GC)重复的长度与形成Z-DNA效率的关系，原核表达并亲和层析纯化了蜘鱼PKZZα 多肤<p:z.a)。凝

胶阻滞实验分析了 d(GC)6、 d(GC)g、 d(GC)10、 d(GC)13 4种重组质粒与 Pz.a的亲和性.结果显示， Pz.a

对这 4种重组质粒的迁移都能产生阻滞效应，并且随着 GC 的增多，阻滞效应越明显。 说明 d(GC)

越多， poly d(GC)形成 Z-DNA 的能力越强 ，

关键词 poly d(GC); Z-DNA; Zα; 负超螺旋;PKZ

负超螺旋是使DNA形成左旋DNA (Z-DNA)的

诱因之一。负超螺旋能够诱发Z-DNA 的形成可能是

因为它能够提供右旋DNA(B-DNA)翻转成Z-DNA必

需的能量[ 1 .2]。体内实验也证明了负超螺旋在形成

和维持 Z-DNA构象中的重要性。在转录过程中，移

动的 RNA聚合酶在犁开DNA 双螺旋时， 在其 5' 侧

产生的负超螺旋扭曲力能够提供Z-DNA形成必需的

能量[坷。 此外， Z-DNA具有强烈的核昔酸偏好性，即

交替排列的嘿岭.喃睫区域在负超螺旋条件下才能形

成 Z-DNA [1] 。

甲基化抑制实验是-种在体外鉴定Z-DNA的较

为简洁的方法[4，5] 0 SssI 甲基化酶能够甲基化修饰

d(GC)n序列中的胞暗院 N-5 位置，而 d(GC)n 序列中

的胞畸院是否被甲基化能够由 HhaI 限制性内切酶来

检测。如果 d(GC)n 序列中的胞啼睫被甲基化，此序

列则不能够被 HhaI 切开反之则能够切开。另外如

果该序列处于Z 型， 则不能被甲基化[6]，因此就能为

HhaI 所识别而被切开。

Zα是能够特异性识别并结合 Z-DNA 的蛋白结

构域，存在于ADARl 、 ZBP-l 、 E3L和鱼类PKZ 等，

其发现和报道为 Z-DNA 的研究提供了另一种途径。

Zα能够通过结合Z-DNA从而稳定其构象，为Z-DNA

功能的研究提供保证。 Rothenburg 等(7]发现斑马鱼

PKZZα(drZαF口)能够结合Z-DNA。因此，本文体

外表达、纯化获得了蚓鱼 PKZ Zα 多肤(Pza) ， 用于

验证Poly d(GC)在负超螺旋下，形成Z-DNA 的情况。

因为 Z-DNA是一种处于高能状态的DNA，极不

稳定。之前 Z-DNA 系统都是在一些盐、金属复合

物的条件下形成的，因此，很难准确地反映它在生理

状态下的情况。 利用构建 d(GC)n 重组质粒的方法可

能会解决这些问题。为建立一个生理状态下的 Z­

DNA 模型和验证 poly d(GC)重复的长度与形成 Z­

DNA效率的关系。本文一方面利用甲基化抑制实验

对 poly d(GC)重组质粒形成Z-DNA 进行了验证，另

一方面利用凝胶阻滞实验分析了体外表达Pz.a与重组

质粒d(GC)6、 d(GC)g、 d(GC) 10、 d(GC)13 的亲和性。

结果显示， Poly d(GC)重组质粒能够形成"潜在"

的 Z-DNA，而且形成 Z-DNA 的能力随 d(GC)的增加

而增强。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒和菌林 pMDI8-T购 自 TaKaRa 公司;

pET-22b(+)购自 Novagen 公司 ; DH5α 由中科院水生

生物研究所挂建芳实验室惠赠; BL21(DE3)pLysS 购

自 Promage 公司 。 Poly d(GC)的合成、测序由上海

生物工程有限公司完成。

1.1.2 主要试剂 SssI、 HhaI、 S- 腺昔甲硫氨酸

购 自 NEB 公司。

1.2 方法

1.2 .1 Poly d(GC)及其重组质粒的构建 Polyd(GC) 
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的序列如下， d(GC)6: 5'-CTGATAGAATTC(GCk 

GAATTCTATCAGA-3'; d(GC)g: 5'-CTGAT­

ACTACATTGAATTC(GC)gGAATTCAATGTAGT -

ATCAGA-3'; d(GC) lO: 5'-CTGATACTACATTGAATT­

C(GC) lOGAA TTCAA TGTAGTATCAGA-3'; d(GC) I3: 5'­

CTGAT ACT ACATTGAATTC(GC) I3GAATTCA­

ATGTAGTATCAGA-3'o 

将合成的 d(GC)6 、 d(GC)g 、 d(GC) 10 、 d(GC) I3

序列在退火缓冲液(10 mmol/L Tris 、 50 mmol/L 

NaCl 、 1 m mol/L EDT A , pH 7.6)中 95.C加热 2 min 

后自然冷却，形成在 3' 末端突出 1 个A 的双链DNA，

连接到 pMDI8-T质粒上。将得到的重组质粒转化到

感受态 DH5α 细胞，涂布 LB 平板。 挑克隆后， PCR 

筛选阳性克隆，测序验证质粒载有上述片段，构建poly

d(GC)重组质粒。

1.2 .2 甲基化抑制实验 (1)将 d(GC)6、 d(GC)g 、

d(GC)IO' d(GC)13 重组质粒(500 ng)分别经 HhaI 限制

性内切酶 37.C酶切过夜， 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。

(2)将 10μ1 d(GC)6、 d(GC)g、 d(GC)10 、 d(GC) 13 重组

质粒(500 ng)，分别加1O!Jl用 10xNEBuffer 2 配制的

溶液，其中含有 1 U SssI 甲基化酶和 6.4 mmol/L S- 腺

昔甲硫氨酸， 37.C水浴 1 h，反应产物用 PCR纯化试剂

盒纯化，纯化产物再用 HhaI 限制性内切酶 37.C酶切

过夜， 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 。

1.2.3 Pz.a多肤的获得 参照侧鱼P阻[冽的序列特

征， 设计引物克隆ZαcDNA 并与 pET-22b(+)载体连

接。 转化表达质粒的 BL21(DE3)pLysS 接入 2 ml 含

氨莘青霉素的LB 培养基中， 37.C振荡培养过夜。而

后接种于 200 ml 含 20 问Iml 氨韦青霉素的 LB 培养

基中， 37.C振荡培养， 当检测菌液Aω为 0.6，....() . 8 时，

经 1 mmol/L IPTG 诱导， 37.C继续培养 4-6 h。

取诱导菌液在 4 .C下， 6000 r/min 离心 10 min, 

菌体沉淀用12 ml 1x结合缓冲液(His-Bind Kit 操作手

册)重悬，超声波破碎，在 4.C下， 12 000 r/min 离心 30

min。 取上清液通过 His-Bind 树脂亲和层析的方法

纯化目 的多肤。纯化多肤在缓冲液(20% 甘油、 150

mmol/L NaCl、 1 mmol/L DTI、 0.5 mmol/L EDT A、

20 mmol/L HEPES, pH 7.5)中透析过夜， -80.C保存备

用 。

1.2.4凝胶阻滞实验 表达多肤和重组质粒的浓

度分别为 60.0 μg/ml 和 30.0 μg/ml。在 20 μ1 体系

中，纯化的多肤 Pz.a (16μ)与 4种 Poly d(GC) (4μ1)重

组质粒混合。置室温 1 h, 0.8% 琼脂糖凝胶电泳检

·研究论文 ·

测 。 设置不加 Pzα 的重组质粒作对照。 如果 Pzα 与

重组质粒发生结合，则在电泳中重组质粒迁移率下降，

相应的条带发生滞后。

2 结果

2.1 Poly d(GC)重组质粒的构建

母本质粒pMDI8-T分别插入 d(GC)6、 d(GC)g 、

d(GC) 10 、 d(GC)J3片段，成功构建了负超螺旋状态的

重组质粒， 1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测(图 1) 。

2.2 在负超螺旋的状态下， poly d(GC)能够形成 z­

DNA 

母本pMDI8-T 及 poly d(GC)重组质粒，先直接

用 HhaI 酶切，由于除了 poly d(GC)外，载体上还存在

15 个 d(GCGC)酶切位点，所以整个重组质粒被切得

很碎(图 2，泳道 3、 6、 9 、 12、 1日 。 将母本 pMD18-

T及重组质粒先与 Sssl 甲基化酶温育再用 HhaI 酶切，

质粒在很大程度上被切成线性(图 2，泳道 2、 5 、 8 、

11 、 14)， 表明重组质粒由于 poly d(GC)插入序列形

成 Z 形构象而没有被甲基化。 但是，由于母本质粒

上的 GC 甲基化程度并非完全，有些位点未能被 SssI

甲基化。 而且，插入序列 d(GC)n 形成Z形构象的效

3 

2 

M 2 3 4 5 

Fig.l Gel electrophoresis for construction of recombined 
plasmids 
M: 1 kb DNA ladder marker; 1: control, just cyclized pMDI8-T; 2: 
pMDI8-T/d(GC)6; 3: pMDI8-T/d(GC).; 4: pMDI8-T/d(GC)1O; 5: 
pMDI8-T/d(GC)口

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1I 12 13 14 15 

Fig.2 The methylate inhibitory analysis 
M: DL2000 DNA marker; 1, 4, 7, 10, 13: pMDI8-T, pMDI8-T/ 
d(GC)6' pMDI8-T/d(GC)., pMDI8-T/d(GC)lO' pMDI8-T/d(GC)I3; 2, 

5, 8, 11 , 14: pMDI8-T, pMD18町T/d(GC).， pMD 18-T/d(GC )g, 

pMDI8-T/d(GC)1O and pMDI8-T/d(GC) 13 were methylated by SssI 

mehtylase and then cJeaved by HhaI; 3, 6, 9, 12, 15: pMDI8-T, 
pMD18-T/d(GC)., pMDl8-T/d(GC)., pMD18-T/d(GC)1O and pMD18-
T/d(GC)'3 were c1eaved by Hhal. 
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夏玉沽等: Poly d(GC)在负超螺旋下形成的 Z-DNA

kDa M 2 3 

35.0 

za 

14.4 

Fig.3 Prokaryotic expression and purification ofPza 

M: mid-range protein molecular weight marker; 1: control; 2: induced 
expression of PZa by IPTG; 3: purified PZa• The molecular weight of 
expressed peptides PZa is 18 kDa 

M 12345678 MC P 
bp , , , I , I , , , 

lE 翻 " ..~... ，~， _' 

5000-
3000-
2000-

Fig.4 Bandshift assay analysis 

M: DL2000 DNA marker; 1, 3, 5, 7: pMDI8-T/d(GC)6' pMD18-TI 

d(GC)8' pMD18-T/d(GC) IO' pMD18-T/d(GC)I3; 2, 4, 6, 8: pMD18-TI 

d(GC)6' pMDI8-T/d(GC)8' pMDI8-T/d(GC),o, pMDI8-T/d(GC)' 3 

binding to PZa; C: pMDI8-T alone; P: pMDI8-T binding to PZa• 

率并非 100% 。 因此，图 2 中泳道 2 、 5 ， 8 、 11 、

14 的下方还有许多被HhaI 酶切的条带。

2.3 PZa的纯化
取转化成功的 DE3 菌液经 IPTG 诱导表达获得

预期大小的融合蛋白(箭头所示)。采用 His-Bind 树

脂进行亲和纯化后，得到了纯化的融合蛋白 Pz.a o Pz.a 

的分子量约为 18四a，与预期的一致(图 3)可以用作

下步实验 。

2.4 PZa与 poly d(GC)重组质粒的结合

凝胶阻滞分析了 Pz.a与 4种 poly d(GC)重组质粒

和母本质粒 pMDI8-T 的亲和性(图的。结果显示，

Pz.a与 pMDI8-T 不结合，而对4种重组质粒的迁移都

产生阻滞效应，且随着 GC 含量的增加，阻滞效应越

明显(箭头所示) 。

3 讨论
与 d(TA)相比， d(GC)更容易形成Z-DNA。 因此，

d(GC)一直被作为一种能够形成潜在的 Z-DNA 序列

广泛地被研究。 实验表明 d(GC)还要通过其他的条

件才能形成 Z-DNA 。 如 PO叫Iy(付dG-dC)在高浓度的
NaCαl 溶液19吼阳川，1ω叭0

DNA。此外， 金属氨基酸复合物 Eu十L-Asp)在生理

状态的 pH 下能够识别非 B 型 DNA [12]， 并能在低盐

的条件下把B 型的 poly d(GC)2 转变成Z型[13]， 等等。
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然而，利用这些方法形成的 Z-DNA分子虽然用于热

物理学性质的分析没有问题但却很难反映细胞内真

实状态的 Z-DNA。近年来随着分子生物学、 基因

组学的飞速发展，使人们有机会了解Z-DNA 的生物
学功能[14] 。

不仅在体外， Z-DNA在体内也广泛存在，并可能

具有十分重要的生物学功能[川。 Z-DNA 与转录激

活、诱发遗传的不稳定性等相关，此外， Z-DNA 还

可能参与基因重组、抗病毒等生物学过程[16， 17]。因

此，对 Z-DNA 的研究一直是分子遗传学的一个热点

问题。 但由于Z-DNA具有不稳定的物理性质，很难

获得天然或具有活性的 Z-DNA。所以，建立一个比

较稳定的 Z-DNA 体系非常重要。

研究表明，由转录所产生的负超螺旋可以稳定细

胞中的 Z-DNA，电泳或 2D 电泳均显示质粒常态下多

呈现为负超螺旋，因此， d(GC)n 重组质粒能在体外形

成Z-DNA [18] 。 在本研究中，甲基化抑制实验也表明

poly d(GC)在重组质控中能够形成Z-DNA (图 2) 。 而

破坏母本质粒的负超螺旋， d(GC)13重组质粒不能形成

Z -DNA [19] 。 以上结果证实负超螺旋和 d(GC)可能是

形成生理状态 Z-DNA 的必备条件。

GC 重复序列的长度也与 Z-DNA 的形成有关。

虽然 Schwartz 等[20]发现 6bp可能是形成Z-DNA 的最

小结构单位。但 Kim等[5]研究表明只要 n>2 的(GC)n

重复序列都具有转变成 Z-DNA 的能力。因此， 能够

形成Z-DNA所需的 d(GC)数目要求不多。 Oh等[21]在

研究人 ADARl 的 Zα分别与包含0、 4、 5 、 9 、 12

个 d(GC)重复序列的重组质粒结合时， 发现下游报告

基因 LacZ 的表达量与 GC 重复序列的含量成正比。

从分子机制来看， Lushnikov 等[18]认为 d(GC)越多， 形

成 Z-DNA 所需的能量越少。 本文的结果也显示， 形

成 Z-DNA 的能力随 GC 数量的增多而变强(图 匀，而

且随着GC数量的增多， Pz.a与 d(GC)重组质粒的阻滞

效果越明显(图的 。 因此， d(GC)的数目可能会影响

其Z-DNA形成的效率， I.iPd(GC)越长， 形成Z-DNA的

效率越高 。
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Formation of Z-DNA in Poly d(GC) in the Presence of 

Negatively Supercoil 

Yu-Jie Xia, Chu-Xin WU, Mei-Sheng Ma, Cheng-Yu Hu* 
(College 01 Life Sciences and Food Engineering, Nanchang University, Nanchang 330031, China) 

Abstract In order to build a Z-DNA model in a physiological status，也is study took the plasmid pMD 18-T as 

the parenta1 plasmid. Some special sequences consisting of such poly d(GC) segments as d(GC)6' d(GC)s, d(GC) 1O and 

d(GC)13 were inserted into the plasmid pMDI8-T, so as to form recombinant plasmidlpoly d(GC). These recombi­

nant plasmidlpoly d(GC) were in a state of negatively supercoil. The poly d(GC) which was inserted into the plasmid 

can form the latent Z-DNA proved by methylate inhibitory experiment. Besides, in order to prove the relation 

between the length of poly d(GC) and the efficiency of forming Z-DNA. PZCl was expressed by a prokaryotic 

expression system and then purified by affinity chromatography.τ'he affinity of Pz.. peptides with the 4 recombinant 

plasmids d(GC)6' d(GC)s, d(GC)1Q and d(GC) 13 was analyzed by Bandshift assay. The result showed that Pz.. can 

generate the retardation effects on the transfer of the 4 recombinant plasmids. The more GC 也ey have, the more 

obvious the retardation effects are. This indicates that the ability of poly d(GC) forming Z-DNA depends on the 

number of d(GC) repeats. 

Key words poly d(GC); Z-DNA; Zα; negatively supercoil; PKZ 
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