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研究报告 

IV 型限制酶 ScoMcrA 中 SRA 结构域介导的二聚体化对硫

结合结构域功能的影响机制 

杨炳旭  胡雯月  刘光  邓子新  贺新义* 
上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200030 

摘  要：【背景】部分细菌的 DNA 骨架会发生磷硫酰化修饰，硫结合结构域(Sulfur Binding Domain，

SBD)可以特异性识别这种生理修饰。与绝大多数 SBD-HNH 双结构域核酸酶不同，ScoMcrA 的 SBD

和 HNH 结构域中间插入了一个特异性识别 5-甲基胞嘧啶(5mC)修饰 DNA 的 SET and RING-Associated 

(SRA)结构域。晶体结构显示，单独的 SBD 是单体，而 SBD-SRA 是双体。【目的】探究 ScoMcrA

中 SRA 结构域的存在对 SBD 识别硫修饰 DNA 的影响及影响方式。【方法】凝胶迁移实验

(Electrophoresis Mobility Shift Assay，EMSA)比较 SBD、SBD-SRA 对硫修饰 DNA 结合力的差异；

对参与 SBD-SRA 二聚体化的关键氨基酸残基突变，并检测点突变对 SBD-SRA 蛋白二聚体化及结合

硫修饰 DNA 的影响。【结果】相较于 SBD 结构域，SBD-SRA 双结构域对磷硫酰化修饰 DNA 的结

合能力明显增强。对 SBD-SRA 双体互作界面进行单点突变基本不影响其对硫修饰 DNA 的结合，当

二聚体化界面连续的 L261LGET265 突变成 A261AAAA265 时，突变体对硫修饰 DNA 的结合力下降到与

SBD 相似的水平。【结论】根据 EMSA 实验结果可以初步判断，SRA 结构域介导的 SBD-SRA 双体

化能增强 SBD 对硫修饰 DNA 的结合力；L261LGET265 是 SRA 结构域上影响 SBD 对硫修饰 DNA 结

合力的关键氨基酸位点。 

关键词：磷硫酰化修饰，硫结合结构域，定点突变，凝胶迁移 

SET and RING-associated domain-mediated dimerization in type 
IV restriction enzyme ScoMcrA promotes the affinity of sulfur 
binding domain to sulfur modified DNA 
YANG Bingxu  HU Wenyue  LIU Guang  DENG Zixin  HE Xinyi* 

State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong 
University, Shanghai 200030, China 

Abstract: [Background] Some bacterial DNA skeleton undergo phosphorothioate modification, sulfur 
binding domain (SBD) can specifically recognize this physiological modification. Unlike most SBD-HNH 
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di-domain nucleases, SET and RING-associated (SRA) domain, specifically recognize DNA 
5-methylcytosine (5mC), is inserted between SBD and HNH domains of ScoMcrA. The crystal structures 
show that single SBD is a monomer and SBD-SRA is a dimer. [Objective] The effects of the presence of 
SRA domain on the binding of sulfur modified DNA by SBD, and the way SRA domain affect the 
phosphorothioated DNA recognition. [Methods] Electrophoresis mobility shift assay (EMSA) was applied to 
compare binding affinity of SBD and SBD-SRA to sulfur modified DNA respectively. The key amino acid 
residues involved in dimerization of SBD-SRA were mutated to examine the binding affinity of mutant 
proteins to phosphorothioated DNA. [Results] Compared with SBD domain alone, the di-domain protein 
SBD-SRA showed enhanced affinity to sulfur modified DNA. The single point mutation of ten amino acid 
residues at the dimer-forming interface of SBD and SRA domain seldom affect its binding affinity to sulfur 
modified DNA. By comparison, L261LGET265 are simultaneously mutated to A261AAAA265 on SBD-SRA, the 
binding affinity of the mutant to sulfur modified DNA decreased to a level similar to that of SBD. 
[Conclusion] According to EMSA results, we primarily came to the conclusion that SRA domain can 
improve the binding ability of SBD to sulfur modified DNA in SBD-SRA di-domain protein; L261LGET265 is 
the key amino acid sites in the SRA domain that affects the binding ability of SBD to sulfur modified DNA. 

Keywords: phosphorothioate modification, sulfur binding domain, site-directed mutagenesis, EMSA 
 

DNA 甲基化在生物体的生理过程中有着十分

重要的作用，其与基因调控[1]、X 染色体的失活[2]、

细胞分化及癌症的发生密切相关[3]，并且参与形成

原核生物的限制-修饰系统[4]。DNA 甲基化修饰，

特别是 5-甲基胞嘧啶(5mC)的生理功能实现依赖

于一种能够特异性识别 5mC 的蛋白[5]，这类蛋白

都 具 有 一 个 空 间 结 构 保 守 的 SET and RING- 

Associated (SRA)结构域，能以一种“翻转”机制来

特异性地高效识别 5mC[6]。SRA 结构域作为一段

高度保守的区域，经常与具有不同功能的蛋白结构

域相连。在细菌中，SRA 经常与核酸酶结构域偶

联构成甲基化修饰依赖型的 IV 型限制酶，比如

MspJI/SRA-HNH[7-8]和 PvuRts1I/AbaSI 家族[9-10]。 

DNA 硫修饰是在 dnd 基因簇编码蛋白的作用

下，将细菌基因组 DNA 磷酸二酯键上的非桥联氧

原子替换为硫原子并形成 Rp 构型的磷硫酰化修 

饰 [11-12]。DNA 上的硫修饰能够提高细菌的抗氧

化能力[13]，参与形成细菌的限制-修饰系统[14]，

并且在古菌中可以帮助抵抗病毒入侵，起到防御

作用[15]。我们前期发现天蓝色链霉菌(Streptomyces 

coelicolor)编码的 IV 型限制酶 ScoMcrA 能够同

时识别和切割 5mC 及硫修饰 DNA[16]，通过蛋白

与硫修饰 DNA 的共晶结构以及凝胶迁移实验

(Electrophoresis Mobility Shift Assay，EMSA)结果 

发现其包含 4 个可能的结构域：未知功能结构域

(Head)、硫结合结构域(Sulfur Binding Domain，

SBD)、5mC 识别结构域(SET and RING-Associated，

SRA)及核酸酶结构域(HNH)；与硫修饰 DNA 的

共晶结构中 SBD 是单体，而 SBD-SRA 是二聚体 

(图 1)，但是在 2 个共晶结构中，SBD 均只结合带

有硫修饰的那条 DNA 链，而不与其互补链接触，

并且通过 5 个空间上保守的氨基酸残基组成的疏水

口袋精确定位到 Rp 构型的硫原子，实现对硫修饰

DNA 的特异性识别[17]。ScoMcrA 是发现的第一例

有 2 种识别结构域的 IV 型限制酶，研究 2 种识别

结构域在底物识别中的协作关系，对进一步探究细

菌的限制-修饰系统具有重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种及质粒 

E. coli DH10B，无抗性，用于蛋白定点突变

载体的构建；E. coli BL21(DE3)，用来表达蛋白，

无 Dcm 修饰，无抗性，由上海交通大学分子微生

物学实验室保存。 

通过 PCR 扩增 ScoMcrA90–260 基因片段(对应
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SBD 结构域)时，在片段的 5′和 3′端分别引入 Nde I

识别序列 CATATG 和 EcoR I 识别序列 GAATTC，

并在蛋白的 C 端加上 6 个连续的组氨酸标签；将

利用 Nde I 和 EcoR I 消化后的 PCR 产物和 pET44b

载体 DNA 分别纯化，通过酶连得到 SBD 结构域

的表达载体 pYBX1。pYBX2 类似于 pYBX1，插

入的片段是 ScoMcrA90–442 (对应 SBD-SRA 结构

域)，为 SBD-SRA 的表达载体。点突变蛋白的表

达载体 pYBX3−12 均衍生于 pYBX2 质粒，定点突

变的引物见表 1。 
 

 
 

图 1  SBD (A)、SBD-SRA 双结构域(B)与硫修饰 DNA 的共晶结构 
Figure 1  The structure of SBD (A) and SBD-SRA (B) in complex with sulfur DNA 
注：PT-DNA：磷硫酰化修饰 DNA 

Note: PT-DNA: Phosphorothioated DNA 

 
表 1  基因克隆及定点突变引物 
Table 1  Primers used for site-directed mutagenesis and gene cloning 

引物名称 

Primers name 

序列 

Sequence (5′→3′) 

用途 

Usage 
ScoMcrA-1-F/R CATATGATCAGGGAGGCCCCCAAGACCTTT/GAATTCTCAAT

GATGATGATGATGATGGGACGGGTCTACTGCGTTGA 
Construction of pYBX1 

ScoMcrA-2-F/R CATATGATCAGGGAGGCCCCCAAGACCTTT/GAATTCTCAAT
GATGATGATGATGATGTCGCCTGTAAGCTTCGTCGT 

Construction of pYBX2 

ScoE264A-F/R TTGCTCGGTGCGACCTTCAAGGACCGGG/CTTGAAGGTCGC
ACCGAGCAACGGCCGC 

Construction of pYBX3 

ScoY302A-F/R AAGGGCCCCGCCGCCGATGGGCGGATCCC/CCCATCGGCGG
CGGGGCCCTTGTCATCCG 

Construction of pYBX4 

ScoT311A-F/R CCAGATACCGCTTGGATCGCCTACGTAGG/GGCGATCCAAGC
GGTATCTGGGATCCGCC 

Construction of pYBX5 

ScoQ351A-F/R AAGCCGTTCGCGGGGCAATGGAGCTTCG/CCATTGCCCCGCG
AACGGCTTGTGCCAG 

Construction of pYBX6 

ScoQ353A-F/R TTCCAGGGGGCATGGAGCTTCGAAACCTG/GAAGCTCCATGC
CCCCTGGAACGGCTTG 

Construction of pYBX7 

ScoE399A-F/R TGGCCCCCCGCGGTGCTTGAAGCGCTGG/TTCAAGCACCGC
GGGGGGCCACGTCTCAC 

Construction of pYBX8 

ScoT265A-F/R CTCGGTGAGGCCTTCAAGGACCGGGATGC/GTCCTTGAAGG
CCTCACCGAGCAACGGCC 

Construction of pYBX9 

ScoR306A-F/R GCCGATGGGGCGATCCCAGATACCACTTG/ATCTGGGATCGC
CCCATCGGCGTAGGGGC 

Construction of pYBX10

ScoD309A-F/R CGGATCCCAGCTACCACTTGGATCGCCTAC/CCAAGTGGTAG
CTGGGATCCGCCCATCGG 

Construction of pYBX11

ScoLLGET261-265AAAAA-F/R CTGCGGCCGGCGGCCGCTGCGGCCTTCAAGGACCGGGATGC/
CGGATGCTCTGCGGCCGGCGGCCGCTGCGGCCTTCAAGGAC 

Construction of pYBX12
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1.1.2  主要试剂和仪器 

PCR 所用试剂、限制性内切酶，TaKaRa 公

司；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒，南京诺唯

赞生物科技有限公司。电泳仪，Tanon 公司；高

压液相色谱，安捷伦科技有限公司；快速蛋白液

相色谱，GE 公司；凝胶成像分析系统，Bio-Rad

公司；台式超声波细胞破碎仪，QSONICA 公司；

PCR 仪，ABI 公司。 

1.1.3  培养基 

LB 液体培养基：胰蛋白胨 10.0 g，酵母提取

物 5.0 g，NaCl 5.0 g，蒸馏水定容至 1 L，1×105 Pa

灭菌 30 min；LA 固体培养基：在 LB 液体培养基

中加入终浓度为 15 g/L 的琼脂粉。 

镍柱亲和层析平衡液：20 mmol/L pH 8.0 的

Tris-HCl，300 mmol/L NaCl，50 mmol/L 咪唑；镍

柱 亲 和 层 析 洗 脱 液 ： 20 mmol/L pH 8.0 的

Tris-HCl，300 mmol/L NaCl，200 mmol/L 咪唑；

0.8 mol/L 异丙基硫代 -β-D-半乳糖苷 (Isopropyl- 

Beta-D-Thiogalactopyranoside，IPTG)贮存液：IPTG 

用纯水配成 0.8 mol/L，用 0.22 μm 针式滤器过滤

除菌，−20 °C 保存；Tris Acetate-EDTA (TAE)缓冲

液(50×)：242.0 g Tris 碱，57.1 mL 冰乙酸，200 mL 

0.5 mol/L EDTA (pH 8.0)；甘氨酸缓冲液(5×)：

Tris 15.1 g，甘氨酸 94.0 g，SDS 5.0 g，加水至   

1 L；EMSA 缓冲液：20 mmol/L Tris-HCl pH 8.0，

50 mmol/L NaCl，2 mmol/L DTT，5%甘油；肝素

柱亲和层析平衡液：20 mmol/L Tris-HCl pH 8.0，

50 mmol/L NaCl ； 肝 素 柱 亲 和 层 析 洗 脱 液 ：       

20 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，2 mol/L NaCl。 

1.1.4  实验所用 DNA 序列  

构建定点突变的 SBD-SRA 蛋白表达载体所用

的引物，由苏州金唯智科技有限公司合成，如表 1

所示。 

10 nt 磷硫酰化修饰和非磷硫酰化修饰 DNA

寡聚核苷酸由苏州金唯智科技有限公司合成，按

照 1.2.2 的方法制备成凝胶迁移实验需要的寡核苷

酸双链，如表 2 所示。 

表 2  凝胶迁移实验所用寡核苷酸双链 
Table 2  DNA oligonucleotides used for EMSA 
寡核苷酸 

Oligonucleotides 

序列 

Sequence 

用途 

Usage 
GGCC 5′-CCCGGCCGCC-3′ 

3′-GGGCCGGCGG-5′ 
EMSA 

GGCC-Rp 5′-CCCGpsGCCGCC-3′ 
3′-GGGCCGpsGCGG-5′ 

EMSA 

GGCC-Hemi-Rp 5′-CCCGpsGCCGCC-3′ 
3′-GGGCCGGCGG-5′ 

EMSA 

GGCC-Sp 5′-CCCGpsGCCGCC-3′ 
3′-GGGCCGpsGCGG-5′ 

EMSA 

GGCC-Hemi-Sp 5′-CCCGpsGCCGCC-3′ 
3′-GGGCCGGCGG-5′ 

EMSA 

GTTC-Rp 5′-CACGpsTTCGCC-3′ 
3′-GTGCAApsGCGG-5′ 

EMSA 

GTTC-Sp 5′-CACGpsTTCGCC-3′ 
3′-GTGCAApsGCGG-5′ 

EMSA 

GATC-Rp 5′-GATGpsATCCTA-3′ 
3′-CTACTApsGGAT-5′ 

EMSA 

GATC-Sp 5′-GATGpsATCCTA-3′ 
3′-CTACTApsGGAT-5′ 

EMSA 

注：天然的硫修饰核心序列用下划线表示，磷硫酰化修饰用

ps 表示 

Note: The natural sulfur modified core sequence is underlined, 
and the phosphorylation modification is represented by ps 

 

1.2  方法 

1.2.1  蛋白表达纯化 

将表达目标蛋白的质粒通过钙转导入 E. coli 

BL21(DE3)中，挑取多个长出来的单菌落接种到

LB 液体培养基中，37 °C、220 r/min 培养过夜。随

后按照 1:100 的比例转接到 1 L LB 液体培养基

中，37 °C、220 r/min培养至OD600为0.6，然后加入

终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，在 16 °C、220 r/min

条件下培养 20 h。 

在 4 °C 以 4 500 r/min 离心 15 min 收集菌体，

除去上清液，将菌体用镍柱亲和层析平衡液重

悬，然后使用高压破碎仪以 800 MPa 的压力破碎

细胞直至澄清透明，将破碎后的细胞裂解液在

4 °C 以 10 000 r/min 离心 1 h，收集上清液。将上

清液在超声波细胞破碎仪中以 25%的频率超声    

4 min，打断其中的 DNA 片段。然后将超声后的

上清液通过 0.45 μm 滤膜上样到经镍柱亲和层析

平衡液处理过的镍柱亲和层析柱，利用镍柱亲和

层析平衡液除杂之后，用镍柱亲和层析洗脱液进
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行洗脱。将洗脱下来的蛋白稀释到 NaCl 浓度为 

50 mmol/L，上样到肝素柱，用 20 倍柱体积的洗脱

液从 0−100%的线性梯度进行洗脱，收集在 OD280

有吸收峰的样品，并用 SDS-PAGE 进行检测。 

经肝素柱纯化得到的蛋白，利用超滤浓缩法

将蛋白溶液加入到相应分子量的超滤离心管中，

在 4 °C 以 4 000 r/min 离心 2 h，将样品浓缩到目标

体积。然后利用 PD-10 脱盐柱进行除盐，除盐后

加入终浓度为 50%的甘油保存在−40 °C。 

1.2.2  单一手性磷硫酰化修饰 DNA 的纯化 

人工合成的磷硫酰化修饰 DNA 存在 Rp、Sp

这 2 种不同的构型，为了分离纯化单一构型的磷

硫酰化修饰 DNA，先使用 NanoDrop 测定单链

DNA 的摩尔浓度，将互补配对的 2 条 DNA 单链按

照 1:1 的摩尔分数加入到 EP 管中混合，加入终浓

度为 100 mmol/L 的 NaCl，随后将 EP 管放入水浴

锅中，在 100 °C 状态下加热 10 min，将水浴锅放

置过夜，自然降温退火。形成的双链 DNA 通过高

效液相色谱进行构型分离，使用的柱子为 DNA Pac 

PA-100 Analytical Column，流动相 A 为 10 mmol/L 

pH 8.0 的 Tris-HCl；流动相 B 为 10 mmol/L pH 8.0

的 Tris-HCl 和 1 mol/L NaCl。磷硫酰化修饰双链

DNA 会在 30%−70%的 B 相之间被洗脱下来，

Rp 构型的磷硫酰化修饰双链 DNA 保留时间较

短，Sp 构型的硫磷酰化修饰双链 DNA 保留时间

较长。 

1.2.3  DNA 除盐及浓缩 

通过高效液相色谱纯化得到的单一手性磷硫

酰化修饰 DNA 需要进行除盐。首先用甲醇活化

C18 填料柱，然后用纯水冲洗 5 个柱体积除去甲

醇。将高效液相色谱洗脱下来的 DNA 加入 C18 填

料柱中，随后用 5 个柱体积的纯水冲洗填料柱除

去 NaCl，再用 3 个柱体积左右的 50%甲醇进行洗

脱，收集洗脱液。将富含单一手性磷硫酰化修饰

DNA 的洗脱液用真空旋转蒸发仪浓缩至干粉状，

然后用适量的纯水溶解，保存在−40 °C。 

1.2.4  凝胶迁移实验 (Electrophoresis Mobility 

Shift Assay，EMSA) 

将蛋白与 DNA 按照 2:1 的摩尔分数混合进行

结合反应，蛋白加入浓度为 6.6 pmol/L，DNA 加

入浓度为 3.3 pmol/L，反应体系为 20 mmol/L pH 

8.0 的 Tris-HCl，50 mmol/L NaCl，1 mmol/L DTT，

5%甘油。体系配制完成后在冰上放置 10 min，用

12%的 TAE-PAGE 进行电泳检测，将电泳仪在  

12 mA 的恒流条件下运行 70 min，电泳槽要始终

保持在低温环境。电泳结束后将凝胶放置在含有

终浓度 0.01% SYBR Gold 荧光染料的 TAE Buffer

中避光染色 8 min 左右，用凝胶成像仪拍照。 

1.2.5  基因定点突变 

在突变位点处设计正、反 2 条引物(表 2)，

每条引物均在突变位点 5′端延伸 9 个碱基，在突

变位点 3′端延伸 17 个碱基。以待突变质粒 pYBX2 

DNA 作 为 模 板 ， 使 用 这 对 引 物 在 高 保 真 酶

PrimeSTAR Max 体系中进行反向 PCR 扩增得到全

长质粒线性片段。用限制性内切酶 Dpn I 在 37 °C

下处理 1 h 以消化 PCR 反应体系中的原始模板(即

野生型质粒)，取 10 μL 适量消化后的 PCR 产物转

化到 E. coli DH10B 感受态细胞，突变后的线性片

段会发生重组并环化。将转化后的平板于 37 °C

培养 12 h，然后挑取转化子进行培养，将培养得

到的菌液提质粒后测序， 后把测序验证正确的

突变质粒转化到 E. coli BL21(DE3)中进行点突变

蛋白的异源表达。 

2  结果与分析 

2.1  双结构域蛋白 SBD-SRA 对硫修饰 DNA 的

结合力比 SBD 强 

为确定 ScoMcrA 中负责结合硫修饰 DNA 的

小功能片段，基于 ScoMcrA 全长的晶体结构，

表达并纯化了 SBD-SRA 和 SBD 这 2 个截短的

蛋白，与不同核心序列的硫修饰 DNA (Rp 和 Sp  

2 种构型)进行凝胶迁移实验，图 2 结果显示：

SBD-SRA 和 SBD 都不结合 Sp 构型的 DNA，只结 
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图 2  SBD 和 SBD-SRA 与不同磷硫酰化修饰 DNA 序列的凝胶迁移阻滞比较 
Figure 2  Comparison of EMSA between SBD and SBD-SRA with different phosphothioated DNA sequences 
注：A：SBD 结构域对不同磷硫酰化修饰 DNA 的结合；B：SBD-SRA 结构域对不同磷硫酰化修饰 DNA 的结合；Hemi 表示 DNA

双链中只有一条链带有磷硫酰化修饰 

Note: A: The binding of SBD domain to different phosphothioated DNA; B: The binding of SBD-SRA domain to different 
phosphothioated DNA; Hemi represents that only one strand in 10 bp DNA was phosphothioated 

 

合 Rp 构型的 DNA；而且只有 Rp 构型的硫原子位

于 GGCC 核心序列的时候才能被 2 种蛋白结合，

这和以前报道的体内限制实验结果是一致的[17]。 

相较于 SBD-SRA 结构域，相同摩尔分数的

SBD 结构域只能结合约 70%的双链硫修饰 DNA 和

33%的单链硫修饰 DNA，而约有 95%的双链硫修

饰 DNA 和 90%的单链硫修饰 DNA 被 SBD-SRA

结合迁移，说明 SBD-SRA 对硫修饰 DNA 的结合

力比单独的 SBD 要高。 

2.2  参与蛋白二聚体化的位点点突变蛋白的构

建和纯化 

我们在比较 SBD/GpsGCC 和 SBD-SRA/GpsGCC

的共晶结构时发现：SBD-SRA 呈现一种 Y 字形构

型的二聚体，2 个 SBD 分开形成 2 个分支，并各

自结合一分子硫修饰 DNA，而且在 SBD 和 SRA

的 连 接 处 以 及 SRA 的 N 端 部 分 参 与 形 成 了

SBD-SRA 蛋白的二聚体化(图 1)，并且在 2 个共晶

结构中，硫修饰 DNA 均未与 SRA 有直接的接
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触。我们推测可能是蛋白的二聚体化让 SBD-SRA

的三维结构变得更稳定，从而表现出更强的结合

硫修饰 DNA 的能力。基于此假设，对参与二聚

体化的一些氨基酸残基进行点突变和组合突变

(图 3)，并进行突变体蛋白的表达纯化。 

我们利用定点突变的方法构建了突变体蛋白

的表达质粒，将突变基因连接到表达载体 pET44b

上获得重组质粒。然后通过 PCR 和测序验证质

粒的正确性。随后将正确的重组质粒导入到 E. coli 

BL21(DE3)中诱导表达蛋白。按照 1.2.1 的方法进 

行表达纯化，所得样品处理后进行 SDS-PAGE 电

泳分析，共得到 10 个纯度在 90%以上的点突变蛋

白，分别是 E264A、Y302A、T311A、Q351A、

Q353A 、 E399A 、 T265A 、 R306A 、 D309A 、

LLGET261-265AAAAA，结果如图 4 所示。 

2.3  SBD-SRA 蛋白及其突变体对磷硫酰化修饰

DNA 的结合 

在配制好凝胶迁移实验的缓冲液后，将蛋白

与核心序列为 GpsGCC 的 Rp 构型 10 bp 的硫修饰

双链 DNA (S10)按照 2:1 的摩尔比进行混合，每个 

 

 
 

图 3  SBD-SRA 结构域中参与蛋白二聚体化的主要氨基酸残基 
Figure 3  The amino acid residue sites involved in SBD-SRA dimerization 
注：红色区域为 SBD-SRA 结构域中参与蛋白二聚体化的主要氨基酸残基；箭头指向进行点突变氨基酸残基的位置 

Note: The amino acid residues involved in dimerization are marked in red; The arrow points to the position of the amino acid residue for 
site-directed mutation 
 

 
 

图 4  SBD-SRA 及突变体蛋白纯化后的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of purified protein of the SBD-SRA and its variants 
注：M：蛋白质标准品；1：E264A；2：Y302A；3：T311A；4：Q351A；5：Q353A；6：E399A；7：T265A；8：R306A；9：D309A；

10：LLGET261-265AAAAA 

Note: M: Protein Marker; 1: E264A; 2: Y302A; 3: T311A; 4: Q351A; 5: Q353A; 6: E399A; 7: T265A; 8: R306A; 9: D309A; 10: 
LLGET261-265AAAAA 
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样本都以非硫修饰的 10 bp DNA (U10)作为阴性对

照，放置在冰上 15 min 后，用 TAE-PAGE 进行

EMSA 检测，结果如图 5 所示。 

从图 5 结果可见，泳道4 (Q351A)、5 (Q353A)、

6 (E339A)的点突变蛋白结合硫修饰 DNA 时，会

有少部分硫修饰 DNA 不能被结合，而且结合在蛋

白上的硫修饰 DNA 在迁移过程中也会解离下来，

在泳道中形成拖尾现象，表明这几个氨基酸位点

的突变微弱降低了 SBD-SRA 蛋白对于硫修饰

DNA 的结合能力；当将 SRA 结构域中靠近 SBD

结构域 C 末端区域的连续 5 个氨基酸残基突变之

后，突变蛋白对硫修饰 DNA 的结合明显下降，约

有 60%的硫修饰 DNA 未被结合，与单独的 SBD

结合单链硫修饰 DNA 的结合力大约在同一水平。 

2.4  SBD-SRA 蛋白及其突变体二级结构预测 

利用 PSIPRED 在线预测工具对 SBD-SRA 蛋白

及其突变体二级结构进行预测发现，当 L261LGET265

突变成 A261AAAA265 时，SBD-SRA 的二级结构发生

了改变，结果如图 6 所示。与 SBD-SRA 结构域相

比，突变体 LLGET261-265AAAAA 在 243–244、

246–250、262–265 处氨基酸位点的二级结构由无

规则卷曲变成了 α 螺旋，由此可能导致这部分连续

的互作界面被破坏，使得 SBD-SRA 的二聚体化不

能形成或稳定性下降。 

 

 
 
图 5  突变体蛋白对磷硫酰化修饰 DNA 的结合 
Figure 5  Effects of the mutations at the interface on the binding affinity to phosphothioated DNA 
注：M：DNA 标准品；U10：未修饰 10 bp DNA；S10：磷硫酰化修饰 10 bp DNA；泳道 1−10 的突变蛋白依次是 E264A、Y302A、

T311A、Q351A、Q353A、E339A、T265A、R306A、D309A、LLGET261-265AAAAA 

Note: M: DNA Marker; U10: Unmodified DNA of 10 bp; S10: Phosphothioated DNA of 10 bp; Protein in lane 1 to 10 is mutant of 
E264A, Y302A, T311A, Q351A, Q353A, E399A, T265A, R306A, D309A and LLGET261-265AAAAA, respectively 
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图 6  SBD-SRA 及突变体蛋白二级结构预测 
Figure 6  Prediction of the secondary structure of SBD-SRA and its variant 
注：A：SBD-SRA 二级结构预测；B：LLGET261-265AAAAA 二级结构预测；H 表示 α 螺旋结构，E 表示 β 折叠结构，C 表示

无规则卷曲结构 

Note: A: Prediction of the secondary structure of SBD-SRA; B: Prediction of the secondary structure of LLGET261-265AAAAA; H 
represents an α-helical structure, E represents a β-sheet structure, and C represents a random coil structure 

 

3  讨论与结论 

修饰依赖型限制酶 ScoMcrA 在体内既可以

限制 5mC 修饰的 DNA，也可以限制硫修饰的

DNA。其编码了 2 个独立的 SBD 结构域和 SRA

结构域，分别负责识别硫修饰 DNA 和 5mC 修饰

DNA，并在末端共用一个核酸酶结构域 HNH，单

独表达的 SBD 或 SRA 可以分别结合硫修饰 DNA

和甲基化 DNA[17]。本研究通过 EMSA 实验初步证

明，单独的 SBD 结构域对磷硫酰化修饰 DNA 的

结合力较弱，与 SBD 结构域相比，SBD-SRA 结构

域在体外对磷硫酰化修饰 DNA 的结合能力明显

增强。针对 SBD-SRA 双体互作界面的氨基酸残基 
 

 

位点进行系列点突变，当将 SRA 与 SBD 结构域偶

联区域连续的 5 个氨基酸残基位点同步突变后，

SBD-SRA 蛋白对硫修饰 DNA 的结合力下降到了

与单独 SBD 相近的水平，我们推测 L261LGET265

是 SRA 结构域上影响 SBD 对硫修饰 DNA 结合力

的关键氨基酸位点。 

3.1  ScoMcrA 中 SRA 结构域影响 SBD 结合硫

修饰 DNA 的方式 

在 SBD/GpsGCC 和 SBD-SRA/GpsGCC 的共晶

结构中，DNA 并未与 SRA 有直接相互作用，因此

我们认为 SRA 结构域介导的二聚体化可能是影响

SBD 对 硫 修饰 DNA 结 合力 的原因 。通 过对 
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SBD-SRA 双体互作界面的氨基酸残基进行定点突

变，我们发现当 L261LGET265 突变成 A261AAAA265

时，突变的 SBD-SRA 对硫修饰 DNA 的结合力下降

到与 SBD 相似的水平。当用分子筛检测野生型和

突变体蛋白分子量的时候，意外发现 SBD-SRA 也

是单体形式存在，这和我们在 SBD-SRA/GpsGCC

共晶结构中观测到的二聚体不太一致。我们推测

有可能在溶液中 SBD-SRA 的二聚体化的作用力不

够强，在经过分子筛的时候发生了解离。然而在

结晶过程中，随着蛋白浓度的增高，这种弱相互

作用力在蛋白分子的堆积作用下会呈现出来。当我

们将参与二聚体化的连续氨基酸残基 L261LGET265

突变成 A261AAAA265 时，SBD-SRA 的二级结构发

生了改变。因为此处非常靠近 SBD 结构域，这些

二级结构的变化也可能影响了 SBD 结构域的功

能，只有对该突变体蛋白与硫修饰 DNA 进行共晶

实验才能了解到底哪种解释更加合理。 

3.2  ScoMcrA 中 SRA 结构域与 SBD 结构域偶

联的意义 

有研究表明，细菌中的甲基化和磷硫酰化修

饰会在演变过程中占据在相同的基因组位点上，

并且用甲基化取代硫修饰位点还可以避免硫修饰

依赖型限制酶切割 DNA，这些发现表明了细菌限

制-修饰系统的不断进化[18]。SRA 结构域与 SBD

结构域的偶联可能会在细菌演变的过程中相互协

作，使宿主能高效限制不同类型修饰的 DNA，以

免遭受外来 DNA 比如噬菌体的侵染，从而保证宿

主基因组的稳定性。 

目前发现的 IV 型限制酶大多只有一个识别结

构域，ScoMcrA 是发现的第一例同时拥有 2 种识

别结构域的 IV 型限制酶。因此，探究 SRA 结构

域在 SBD 结构域结合硫修饰 DNA 过程中发挥的

作用，对于进一步研究细菌中的限制-修饰系统

具有重要意义。我们通过对 SBD-SRA 及其突变

体蛋白的凝胶迁移实验初步判断，当 SRA 结构域

中的 L261LGET265 突变为 A261AAAA265 时，会影响

SBD-SRA 中 SBD 对硫修饰 DNA 的结合力，并通

过 二 级 结 构 预 测 发 现 该 突 变 体 在 243−244 、

246−250、262−265 氨基酸位点的二级结构由无规

则卷曲变为了 α 螺旋，我们推测这些二级结构的

变化影响了 SBD 结构域的空间结构，从而影响了

SBD 对硫修饰 DNA 的结合力，这些推测需要后续

的实验进行验证。 
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