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DNA 合成的忠实性机制 

谢兆辉 

德州学院生物系, 山东省高校生物技术与生物资源利用重点实验室, 山东德州 253023 

摘要: DNA 的忠实性合成对于基因组稳定和物种延续至关重要, 否则可能会产生严重的后果。DNA 合成具有

极高的忠实性, 这主要基于 3 个步骤：(1)基于氢键、碱基对构象或其他因素的核苷酸选择; (2)基于 3′→5′外切

酶活性的校对, 方式有顺式校对和反式校对, 可以去除错误掺入的核苷酸; (3)基于错配修复、切除修复、同源

重组修复和跨损伤 DNA 合成的修复过程, 可以纠正逃过校对的错误核苷酸。由于 DNA 聚合酶不仅可以作为抗

病毒或抗癌药物的靶标, 而且其忠实性还与抗药性或药物副作用有关, 所以深入研究 DNA 合成的忠实性具有

非常重要的意义。文章主要论述了 DNA 合成的忠实性机制, 并对 DNA 聚合酶的应用前景做了展望。 
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The fidelity mechanism of DNA synthesis 

XIE Zhao-Hui 
Key University Laboratory of Biotechnology and Utilization of Bio-resource of Shandong, Department of Biology, Dezhou University, 
Dezhou 253023, China 

Abstract:  Accurate DNA synthesis is vital to maintain genome stability and ensure propagation of species. Synthetic 
errors have far reaching consequences. Therefore, DNA synthesis is remarkably accurate. The high fidelity is mainly 
achieved through three steps: ① nucleotide selection, which is based on hydrogen, base pair shape, or some other elements; 
② 3′→5′ exonuclease proofreading, which removes mis-incorporated nucleotides in cis or trans; ③ repair process, which 
could correct mismatched nucleotides escaping from proofreading, such as mismatch repair, excission repair, homologous 
recombination repair, and translesion DNA synthesis. Because all polymerases are suitable targets for anticancer or antiviral 
drugs, their fidelity is involved in drug resistance and side effects. Understanding the molecular basis of synthesis fidelity is 
of vital importance. In this review, the fidelity mechanisms of DNA synthesis will be discussed in detail. Furthermore, their 
application perspective was discussed. 
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DNA合成具有高度的忠实性, 这对基因组稳定
和抑制突变至关重要。多种因素可以影响DNA合成

的忠实性：如脱氧核苷酸 (dNTP)的浓度及平衡 , 
dNTP浓度异常可以导致错误掺入率增加、DNA链错
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排或移码突变[1]。引物也对忠实性有贡献, 因为新链
比较短时, 与模板不能有效结合而易滑动[2]。但影响

DNA合成忠实性最主要的因素是：核苷酸(rNTP)的
选择、3′→5′外切酶校对和DNA修复机制, 其中rNTP
选择又包括基于氢键的选择, 基于碱基对构象的选
择和正负选择 , 校对包括顺式校对和反式校对 , 
DNA修复包括错配修复(Mismatch repair, MMR)、碱
基切除修复(Base excision repair, BER)、同源重组修
复(Homologous recombination repair, HRR)和跨损伤
DNA合成(Translesion DNA synthesis, TLS)。几乎所
有的生物都需要 DNA聚合酶 (DNA polymerase, 
DNAP), DNAP不仅适合做药物靶标, 而且也与一些
病毒或癌细胞的抗药性, 及药物的副作用有关, 所
以相关研究具有重要的理论意义和应用价值, 但现
在很多DNA忠实性的分子机制还不十分清楚。本文
主要对DNA合成忠实性机制的研究进展做一论述 , 
同时对相关研究的应用前景进行了展望。 

1  DNA聚合酶 

自从 1958 年发现大肠杆菌DNAP I到现在, 生
物中已发现了多种DNAP, 如真核生物中至少有 15
种DNAP, 根据序列相似性可以分为A、B、C、D、
X、Y和RT等多个家族, 功能涉及合成、修复、抗体
产生和染色单体粘结等。一般DNAP都有一个“右手”
状结构, 手掌、手指和拇指等结构域成U型, 可以定
位模板-引物。手掌主要参与催化; 手指可以与新结
合的dNTP或新形成的碱基对相互作用 , 参与dNTP
选择; 拇指则参与双链DNA的结合或定向[3]。手指和

拇指结构域在不同家族之间功能比较保守, 但结构
差异很大 , 而手掌结构域在不同家族之间非常相
似：两个保守的天冬氨酸与dNTP一起结合两个二价
金属离子, 这两个金属离子的催化机制在目前研究
的所有DNAP中都存。除了聚合酶(polymerase, pol)
中心, 部分DNAP还具有 3′→5′外切酶(Exonuclease, 
exo)中心, 两个中心间隔 30~40 Å。DNA合成初期, 
模板-引物双链结构先结合到pol中心 , 接着手掌结
构域围绕DNA, 随后新来的dNTP结合, 酶从开放构
象转换成封闭构象。然而, Wu等[4]最近提出了一种 3
步反应机制：他们认为DNAP在开放和封闭构象之间
有一种中间构象-半封闭构象, 碱基在这时选择, 正
确的dNTP导致酶形成封闭构象 , 而错误dNTP引发

酶回到开放构象。根据忠实性高低DNAP分为两族：
高忠实性的酶一般属于A或B族 , 是主要的合成酶 , 
多具有exo中心; 低忠实性的酶多属于Y族, 一般没
有exo中心, 主要参与跨损伤修复。 

2  核苷酸选择的忠实性 

核苷酸选择是 DNA 忠实性合成最重要的一步, 
差错率只有 10−3~10−6, 但选择的机制差异很大, 现
在并不十分清楚。最早提出的是基于氢键的选择模

式 , 后来发现碱基对的几何构象也具有重要作用 , 
最近又出现了一种“正负选择”模式。此外, DNAP
活性中心的脱溶剂化和碱基堆积作用等也会影响选

择忠实性。 

2.1  基于氢键的核苷酸选择 

氢键对于序列依赖性的核苷酸识别、遗传信息

储存、合成、转录和翻译都具有重要作用。除了常

见的 Watson-Crick(WC)碱基对氢键之外 , 还有
Hoogsteen碱基对氢键、摆动碱基对氢键、假氢键, 或
与酶形成的氢键。 

WC碱基对氢键认识最早, 最普遍, 也被一些低
忠实性的酶所证实, 如人或疱疹病毒的引物酶, polη
和pol I等, 他们聚合不能形成WC氢键的核苷酸类
似物的效率很低。WC碱基对中, 模板核苷酸都采取
反式构象 , 但在一些酶中 , 模板构象成顺式 , 不能
形成WC氢键, 只能形成Hoogsteen碱基对, 如Y族的
polη、polι、polκ和Dpo4。一般DNAP与DNA双螺旋
的小沟联系紧密, 与大沟作用很弱, 而Hoogsteen碱
基对的形成弱化了与小沟的作用, 形成了与大沟的
密切联系, 所以Hoogsteen氢键在跨小沟损伤修复中
较常见, 如polκ修复 8-氧-鸟嘌呤[5]和polι修复O6-甲
基-鸟嘌呤[6], 及Dpo4 上的嘌呤-嘌呤碱基对[7]。polι
的活性中心较大, 可以利用多种碱基对方式, 修复
大沟损伤时, 利用WC碱基对, 修复小沟损伤时, 利
用Hoogsteen碱基对[8]。碱基之间还可能形成摆动碱

基对, 导致碱基选择的特异性降低, 如水生栖热菌
pol I合成时出现的T:G或C:T摆动碱基对[9]。最近的

研究对氟不能形成氢键的观点提出了挑战, 因为在
dF:A碱基对中, 氟和A环外氨基的距离与氢键一致, 
推测dF可以通过氢键结合A[10]。这种氢键以后被称为

假氢键, 对核苷酸选择也有贡献[11]。 
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数DNAP则可以以自身活性中心的氨基酸残基
为模板。脱碱基位点是最常见的DNA损伤 , X族
DNAP利用酪氨酸指导A插入, 且A:酪氨酸构象类似
A:T碱基对[12]。Rev1的模板则为自身的一个精氨酸, 
通过与C形成氢键指导C掺入[13]。 

2.2  基于碱基对构象的核苷酸选择 

虽然氢键对于核苷酸选择有贡献, 但选择的忠
实性并不能完全被正确或错误dNTP形成氢键的自
由能差异所解释。像DNA自发突变中最常见的G:T
或A:C错配, 原因不是氢键, 而是错配碱基对具天然
碱基对的构象[14], 这揭示碱基对构象对核苷酸选择
也有较大贡献。 

高忠实性的DNAP结合正确的dNTP时, 构象会
从开放转化为封闭, 使酶活性中心的氨基酸正确排
列。很多DNAP中, 这种构象变化为dNTP掺入的限
速步骤, 如嗜热硫矿硫化叶菌的pol B1[15]。错误的

dNTP或rNTP的结合 , 往往不能引发酶封闭构象形
成。与此相一致的是高忠实性的DNAP往往具较小的
dNTP结合空腔, 增加结合空腔导致忠实性降低, 如
噬菌体RB69 DNAP的酪氨酸 567[16]和酵母polε的甲
硫氨酸 644[17]突变。有趣的是, 髙即使 忠实性DNAP, 
结合空腔相对于天然碱基对还是有点大, 与底物的
结合还没有达到最完美程度[18]。构象变化对dNTP选
择的影响可能是加速正确dNTP的掺入[19], 也可能是
阻止错配dNTP的掺入[20]。 

DNAP识别核苷酸是有序的 , 先选择配对的核
苷酸 , 然后再识别 rNTP, 往往通过核糖识别
rNTP[21]。大多数DNAP进化出了一种空间结构, 通
过核糖 2’-OH阻止rNTP结合。这种空间结构或者是
氨基酸大的侧链, 如A族为谷氨酸, B族、Y族和逆转
录酶为酪氨酸/苯丙氨酸 ; 或者是肽链的主链结构 , 
如人pol λ。这种空间结构变小会影响对rNTP的识别, 
如pol μ突变, 会导致每掺入 11个核苷酸, 其中一个
就可能是rNTP[22]。噬菌体Dpo4 中一个氨基酸突变, 
产生了容纳 2’-OH的空间, 大大降低了对rNTP的识
别[23]。  

DNAP识别碱基对构象的方式主要是直接或间
接利用氢键识别DNA的小沟：正确配对时, 嘌呤N3
和嘧啶O2 作为氢键受体在小沟正确定位, 错配时, N3
和O2位置改变, 会失去与DNAP的氢键作用[24]。A和

B族DNAP通过与小沟识别, 可检识别到活性中心上
游 4~5 bp, 革兰氏阳性菌pol C可以识别到上游 8 
bp[25]。 

2.3 “正负选择”模型 

因为polα和Klenow 片段的聚合反应有时并不
需要氢键或特定的碱基构象, 于是有人提出了一种
“正负选择”模型, 也就是DNAP可以利用dNTP上
的一些特殊的元素, 阻止错误dNTP掺入, 或促进正
确dNTP聚合。如利用嘌呤核苷酸上的N-3 阻止错误
dNTP掺入, 利用N-1 阻止错误掺入, 同时增强正确
掺入[26]。单纯疱疹病毒的DNAP也具有这种选择模
式。此外还有脂肪嗜热芽孢杆菌的pol I, 但pol I中一
些元素的作用与上述酶不同, 如pol I利用N-3促进A
或G掺入, 而polα则利用N-3阻止错误掺入[27]。 

3  校 对 

DNAP的校对功能可以去除错误掺入的核苷酸, 
使忠实性提高 100 倍。因为即使酶的exo活性失活, 
或没有错配碱基[28], 引物也会向exo中心移位, 推测
引物在两个中心之间的移位动力学决定了校对对忠

实性的贡献。聚合反应往往具有较强的连续性, 校
对反应却是不连续的, 如果有两个连续的错配碱基, 
切除第一个后, 引物末端需要先回到pol中心, 然后
再回到exo中心[29]。校对方式可以分为顺式和反式两

种。 

3.1  顺式校对 

顺式校对中, 引物在同一个酶中从pol中心移位
到exo中心校对, 移位方式有两种：(1)引物末端与模
板解链后单独向exo中心移位, 解链的长度因酶而异, 
Klenow片段至少要解 4 bp, 而噬菌体T4 和T7 的 
DNAP只需要解 2~3 bp[30], 这种方式比较普遍。(2) 
引物-模板两条链都向exo中心移位。如C族DNAP, 
伴随双链结合结构域旋转离开pol位点, 引物末端向
exo位点移动, 类似的还有pol γ[31]。 

3.1.1  引物移位的动力 

有人认为引物向exo中心的移位是自然发生的, 
主要受热力学的影响[32]。也有人认为与张力有关：

错误dNTP的掺入, 导致DNA双螺旋扭曲, 产生一种
张力, 引发合成停顿, 引物-模板卷曲, 及引物移位
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[33]。这种模式也可以被DNA构象变化证实 , 天然
DNA双螺旋为B型, 合成过程中, B-型构象在靠近活
性位点时会转换成A-型 [34], 但当引物末端结合到
exo中心, DNA又呈现B型构象[28], 也许这种构象的
变化产生了一种张力, 导致引物末端的移位。DNAP
上也发现了一些影响移位的结构：如噬菌体phi29 
exo中心的Tyr148, polδ的β-发夹结构[35], 人类pol δ
的p12亚基则被称为移位调节变速排档[36]。 

3.1.2  影响引物解链或移位的因素 

多种因素会影响引物解链或移位过程：① 温
度：温度升高对exo活性的影响比pol活性大, 同时又
利于引物解链向exo中心移位[37]; ② 引物末端序列：
一般引物末端与模板间没有氢键或氢键弱时, 利于
引物解链向exo中心移位。像T4 DNAP合成时, 临近
是AT碱基对比GC碱基对的校对速率快 4 倍[38]。但大

肠杆菌pol II合成富含AT的序列时, 由于延伸速率高
于GC序列, 忠实性反而下降[39]; ③ DNAP突变：噬
菌体T4 DNAP或酵母polδ的一个亮氨酸突变, 导致
引物向exo中心移位缺陷[40]。人polγ的exo中心突变, 
会降低酶对DNA的亲和力 , 促进引物向exo中心移
位[41]; ④ 蛋白质因子：影响移位最大的因子可能是
延伸因子：火球菌pol B与延伸因子有两个结合位点, 
第二个位点可以调节引物移位, 该位点突变会大大
提高移位速率[42]。其他延伸因子, 如单纯疱疹病毒
的UL42 和噬菌体T4 DNAP的gp45[43]也具调节移位

功能; ⑤ dNTP浓度：如果dNTP过高, 可以导致聚合
与校对之间的平衡向聚合移动, 降低忠实性。 

顺式校对还有一种可能：错配导致DNA与酶解
离, 以后DNA又重新结合到相同的酶上。研究发现：
DNA与DNAP结合时 , 可以直接结合到pol或exo中
心, 但含有错配碱基的DNA更容易结合到exo 中心
[44]。 

3.2  反式校对 

反式校对中一个DNAP产生的错误 , 被另一个
DNAP或蛋白质校对。越来越多的证据表明, 反式校
对在细胞中非常普遍, 说明它具有重要的意义。首
先 , 没有校对功能DNAP的错误可以被另一种具校
对功能的DNAP校对。反式校对最早在体外实验中发
现 , 即小牛胸腺polδ可以校对polα产生的错配 , 以
后又在酵母细胞中发现 [45]。此外, polε也能够校对

polα的产物 [46], 而polδ或polε则能够校对polη错误
掺入的G[47]。其次, DNAP的错误还可以被另一种具
有 3′→5′外切酶活性的蛋白校对：线粒体中, p53 能
够为pol γ 提供校对[48]。胞浆中, p53可以为病毒合
成酶提供校对。WRN则可以校对polβ错误掺入的核
苷酸[49]。Ape1 被称为polβ的“校对员”, 不仅可以
弥补polβ缺失校对功能, 还可以为逆转录酶提供校
对[50]。Ape2则可以在PCNA依赖性的跨 8-oxoG损伤
修复中提供校对功能 [51]。另外, 具校对功能DNAP
之间的可以相互校对。如大肠杆菌pol II 可以校对
pol III产生的错误[52], polδ与polε互相提供校对[46]。

最近发现, pol II 还可以通过阻止pol IV结合引物, 
降低合成差错率 [53], 揭示pol II对大肠杆菌DNA忠
实性复制非常重要。 

顺式和反式校对并不是排斥的, 也可以发生在
同一个酶中。反式校对中两种酶的转换可能涉及酶

的释放, 类似冈崎片段延伸中 polα和 polδ的转换, 
有时还需要辅助因子, 如 RPA、RFC、PCNA等。 

4  DNA的修复过程 

维持合成忠实性的DNA修复主要为MMR和
BER[54]。MMR主要去除合成过程中逃过校对的错误, 
包括碱基置换、掺入或缺失突变, 其次, 也可以去除
损伤造成的错配, 使合成忠实性增加 50~1 000倍。
MMR有两种识别错误碱基的方式：一种发生在真核
生物和大多数细菌中, 通过链的不连续性识别, 这
种不连续性在滞后链源于冈崎片段, 在前导链源于
dUMP掺入 ; 另一种方式发生在大肠杆菌及其亲缘
关系较近的一些细菌, 通过甲基化差异来识别[55]。

原来认为MMR主要发生在细胞周期S期。现在发现
MMR只是在S期活性达到最高, 在其他时期也存在
[56]。碱基切除修复可以修复小的、非双螺旋扭曲的

损伤, 如合成过程中错误掺入的dUMP。U是RNA中
的一个正常碱基, 但可以错误掺入到DNA中, 人类
细胞可以修复 , 但有些细菌却不能 , 推测U是细胞
一种先天的抗病毒机制。双链断裂是最严重的DNA
损伤之一, 但可以通过HRR途径和非同源末端连接
( Non-homologousend joining, NHEJ) 途径修复。
HRR主要发生在细胞周期的后S期到M期 , 首先利
用核酸酶切除DNA末端, 再招募Rad51 形成核蛋白
丝以有利于同源搜索和 3′突出末端侵入, 以后以未
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损伤的同源序列为模板延长 3′末端, 最后完成修复
[57]。NHEJ途径不需要同源DNA序列 , 主要发生在 
G1 期 , 末端结合蛋白Ku首先使断裂的DNA链彼此
靠近, 然后再由专一性的DNA连接酶封闭缺口[58]。 
HRR途径和NHEJ 途径的联系一直未明, 最近发现
NHEJ途径可能发生的比较早 , 如果不能完成修复 , 
HR途径则会发挥作用, 在这种方式转变中, Ku起着
重要作用[59]。TLS是细胞应答DNA损伤时的一种耐
受机制, 该过程中, 通常一种高忠实性的DNA聚合
酶会被另一种低忠实性的酶置换, 这些低忠实性的
酶多属于Y族, PCNA在酶的置换过程中起着关键作
用[60]。参与TLS的酶通常没有 3′→5′外切酶校对活性, 
最近发现它们可能具有一种特殊的校对方式-焦磷
酸解, 以清除错误掺入的核苷酸[61]. 

5  遗传信息流动的忠实性机制总结 

遗传信息流动的每一步都具有高度的忠实性 , 
其中主要涉及 4种酶：DNAP、RNA聚合酶(RANP)、
氨酰-tRNA聚合酶(aaRS)和核糖体 , 他们的忠实性
机制有很多相似之处(表 1)。另外, DNAP与RNAP与
核糖体一样, 主要通过双螺旋构象, 来识别错配底
物, 这比序列识别有较大优势, 因为即使错误当时
没能识别, 以后还可能被识别。如polδ可以识别离
引物末端 4~5 bp的错配碱基[34]。但他们虽然都具有

校对功能 , 但只有DNAP进化出了独立的校对结构
域, 这不仅提高了校对的效率, 而且也提高了选择
的忠实性, 因为引物移位到exo中心, 可以阻止合成, 
防止错误核苷酸掺入。与其他 3种酶比较, DNAP种

类多 , 结构差异大 , 所以每种机制对不同DNAP忠
实性的贡献不同 , 如氢键和碱基对不同DNAP影响
就不一样。焦磷酸解在转录中也具有一定的校对功

能, 但对DNA合成却有相反的观点, 有人认为可以
作为校对活性, 增加忠实性 [62], 近来也得到一些实
验的支持 , 但很多人认为焦磷酸解也会降低DNAP
忠实性。 

6  DNA聚合酶应用前景展望 

DNA合成忠实性的研究深化了人们对一些医学
现象的认识。如在药物毒副作用方面：逆转录酶抑

制剂是重要的抗病毒药物, 最近发现它的副作用是
影响pol γ的功能, 使线粒体DNA合成受阻 [48], 或影
响损伤修复酶, 影响DNA损伤修复 [22]。在抗药性方

面, Ape1 或焦磷酸解都可以使HIV或乙肝病毒产生
抗药性。MMR缺陷可以使恶性疟原虫产生多重抗药
性, 包括对新型特效药-青蒿琥酯类[66]。polβ可以通
过BER, polη可以通过复制癌细胞DNA损伤部位, 
使癌细胞产生抗药性, 包括对蒂清 [67]和阿霉素 [68]等

药物。几乎任何生物的生长和繁殖都需要DNAP, 作
为最常见的药物靶点之一, 也许将来应加强这几方
面的研究：(1)应该进一步加强pol γ忠实性机制, 以
及其与细胞质聚合酶的差异研究, 以研发安全、低
副作用的药物; (2)由于很多抗病毒或抗癌的核苷酸
类似物, 在体内需要转化成三磷酸形式, 所以应该
加强在三磷酸核苷酸类似物方面的研究, 使药物能
够更快的发挥作用 ;  ( 3 ) D N A损伤修复原本是 

 
表 1  遗传信息流动的忠实性机制 

忠实性机制 
酶 酶的结构 

底物选择 校对 修复 
参考文献 

DNAP 聚合酶和外切酶活性在两个位点  
外切酶活性 

(顺式或反式) 

错配修复 
切除修复 

同源重组修复 
跨损伤 DNA合成 

[54]
[58]
[60]

RNAP 聚合酶和核酸酶活性在同一个位点  
核酸酶活性 
焦磷酸解 

 [54, 63]

aaRS 氨酰化和编辑活性在两个位点  
转位前编辑 
转位后编辑 

(顺式或反式) 
 [64]

核糖体 聚合酶和水解酶活性在同一个位点  
水解或释放 
肽酰-tRNA 

 [65]
 

一种维持基因组完整性的机制, 但会导致病毒或癌 细胞产生抗药性 , 所以研发作用于该途径的药物 , 
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可能非常有前景。近来这方面在polβ中的研究较多; 
(4)DNAP和氨酰 tRNA合成酶均具有exo位点 , 后者
新近发现了一些针对exo位点的高效抗菌药物 , 如
AN2690[69], 但DNAP中exo位点还是空白 , 也许exo
位点也可以成为新的药物靶点。相信DNA研究不仅
具有重要的理论价值 , 而且更具有重要的应用价
值。   
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