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人铜锌超氧化物歧化酶基因在乳酸乳球菌中的食品级表达

卫文仲 向 华 谭华荣"

（中国科学院微生物研究所 北京 7$$$0$）

摘 要：以 !"#$基因为食品级选择标记，构建了乳酸乳球菌食品级基因表达系统，并进而实
现了人铜锌超氧化物歧化酶基因在乳酸乳球菌中的食品级表达。首先构建了含有 !"#$ 基因
两侧同源 D.E序列（$)8FG）的整合型质粒 HIJ9:D9，通过 HIJ9:D9与乳酸乳球菌 KL8#%B染
色体上单拷贝的乳糖操纵子之间的同源双交换，构建了 !"#$ 基因缺失突变的食品级受体菌
MN7$"（O4AC），并经 PJQ及 O4A表型检测所验证。然后构建了互补质粒 HKL"%-3，其 !"#3基
因的表达受组成型的强启动子 P"#的控制。将其电转化导入 MN7$"后，O4AR 表型得到恢复，

表明 MN7$"中 !"#$基因的功能可被互补质粒 HKL"%-3上的 !"#$基因互补。随后，以互补质
粒 HKL"%-3为基础，构建了不含任何抗生素抗性选择标记的人铜锌超氧化物歧化酶基因的
食品级表达质粒 HMN7$!。通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和 STD活性凝胶染色分析，检测
到 MN7$"（HMN7$!）中 J+2N, STD的表达，并且具有生物活性。
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乳酸菌应用于食品工业，用来制作酸乳，干酪等发酵乳制品，起到改善风味、防治食物

腐败、增加养分、提高免疫力等重要作用。乳酸乳球菌（%"#&’#’##() !"#&*)）是其中最重要的
菌种之一，是在食品及医药工业具有重要应用前景的食品级微生物。几十年来乳酸乳球

菌的分子遗传学研究发展迅速，目前已构建了多种基因表达系统，其中食品级表达系统要

求宿主菌，选择标记和诱导物均为食品级，这为异源表达产物的直接应用提供了基

础［7，#］。在这些系统中，传统表达系统中的抗生素抗性基因被食品级的选择标记如 !"#$
基因［"，!］、无义抑制基因（ )(+）、细菌素（如乳链菌肽）抗性或免疫基因等替代，避免了抗生
素抗性基因种间水平转移到胃肠道菌群中，使其产生耐药性而影响一些有重要医疗作用

的抗生素的有效使用。乳酸乳球菌食品级基因工程菌株可以直接口服，而且不需要进一

步的蛋白纯化，可简化生产工艺，降低生产成本。因此，在食品级表达系统中表达有重要

生理功能的蛋白，这对产物的深入开发和应用是极为重要的。

超氧化物歧化酶（S+H->’5;V- V;@:+<4@-，9J 7W78W7W7，简称 STD）是广泛存在于生物体
内，能清除体内有氧代谢产生的超氧自由基（T#

C），因此是防御氧化损伤的重要酶类，已

在化妆品、食品及保健品等领域获得应用，并在抗肿瘤发生，消炎和抗衰老等领域有临床

应用前景［8，%］。本实验室通过逆转录 PJQ方法从人肝总 Q.E中克隆了人铜锌超氧化物



歧化酶（!"#$% &’(）的 )(*+，并在大肠杆菌和乳酸乳球菌中得到了活性表达［,］。
本文构建了以 !"#-基因为选择标记的乳酸乳球菌食品级基因表达系统；并在此基础

上，实现了人 !"#$% &’(在乳酸乳球菌中的食品级表达。

! 材料和方法

!"! 菌株、质粒和培养条件
大肠杆菌（$%#&’()#&)" #*!)）./012为基因克隆受体。大肠杆菌 3!010为染色体上整合

了 45610复制子 (’+, 基因的 ./010衍生菌株，用作 (’+, 基因缺陷的整合型质粒 4’7802
（0）及其衍生质粒保存和扩增的标准菌株［9］。乳酸乳球菌 /:;<=,染色体上整合了单拷
贝的乳糖操纵子，用作构建食品级受体菌的出发菌株［2］。质粒 43><?@，4AB"CD)EF4G/0?H和

4I!09为大肠杆菌基因克隆载体。4/:?=C为乳酸乳球菌表达载体［01］。含人 !"#$% &’(
的 )(*+的表达质粒 43><?@DJK由本实验室构建［,］。
大肠杆菌用 LA培养基，?,M振荡培养。乳酸乳球菌的常规培养为在 :/7&培养基，

即补加 1N;O葡萄糖的 /7&培养基［00］中 ?1M静置培养。食品级载体选择培养基为 L&+
培养基，即补加 0O乳糖的 &+ 培养基［0<］；扩增用培养基为液体 L/7& 培养基，即补加
1N;O乳糖的 /7&培养基。<O脱脂牛奶溶液用作乳糖利用表型（LP)）指示培养基。氨苄
青霉素在大肠杆菌中的使用浓度为 011!Q#RL。红霉素在大肠杆菌和乳酸乳球菌中的使
用浓度分别为 0;1!Q#RL和 ;!Q#RL。
!"# 引物和 $%&条件
本文使用的引物如下：S0，;TU!+::+>!!:>>:++>+>:!++++:?T；S<，;TU++>!>+U:+U

!+>!>!>>!>!>:>>!+!?T；S?，;TU+>>!>+:+::+:!+++:>++>>+?T；SV，;TU+!:++>>!+:U
:!+>+!:++>::>?T；S;，;TU++:>!:+!+>++++!::+::+>+>>:?T；S=，;TU++::+>!!+>U
!+!:++>+:!+!:+?T； S,： ;TU!>::>+!!>>>!>>>!+>+++U?T 和 S9： ;TU:+!+:!>:U
!+>+>::+!>+!!>!!U?T，下划线处依次为 -".W8、/0"8、/0"8、$#*78、1"!8、-".28、3+48
和 56’8酶切位点。引物对 S0#S<，S?#SV分别用于扩增乳糖操纵子中分别涵盖 !"#-基因
内部及两侧部分序列的 (和 3片段（1N;X@）；S;#S=用于扩增包含 !"#-基因、&(序列和部
分下游序列的 -片段（1NV;X@）；S,#S9用于扩增 !"#+基因的启动子序列（S!"#,）（1N;X@）

［2］。

以上 S!7反应均以 /:;<=,总 (*+为模板，反应的条件均为 2;M变性 ?RF%，延伸 ?1个循
环（2;M变性 0RF%，;<M复性 0RF%，,<M延伸 0RF%），,<M延伸 ,RF%。
!"’ 重组质粒的构建
有关分子克隆，大肠杆菌感受态制备及转化均按文献［0?］进行。采用碱变性法提取

大肠杆菌和乳酸乳球菌的质粒 (*+［0V］。乳酸乳球菌总 (*+提取按文献［0;］进行。乳酸
乳球菌转化采用电穿孔转化法［0=］。(*+序列测定由大连宝生物公司完成。
!"’"! 4I!3R(3的构建：以在乳酸乳球菌中不能独立复制的载体 4I!09为基础构建整
合型质粒 4I!3R(3，用于菌株 /:;<=,上的 !"#-基因的部分缺失；并以红霉素抗性基因
（’(.）为转化子的选择标记。( 和 3 片段的 S!7 产物分别用 -".W8 和 /0"8，/0"8 和
$#*78双酶切，插入到质粒 43><?@或 4AB"CD)EF4G/0?U的相同位点，得到重组质粒 43><?@：：
(和 4/0?U：：3；经 (*+ 测序验证后，分别用 -".W8 和 /0"8，/0"8 和 $#*78 双酶切
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!"#$%&：：’和 !()%*：："，将得到的 ’和 "片段插入 !+,-).（)）的 !"#/-和 $%&,-位点，
得到重组质粒 !+,-).（)）：：’"。用 ’()-和 $%&,-从 !(0%12上双酶切切下 )*# 基因片
段，分别插入 !"#$%&的 ’()-和 $%&,-位点或 !34)5的 +,"-和 $%&,-位点，得到重组质
粒 !"#$%&"6和 !34"6。!"#$%&"6的 ’()-7-". -片段（含 )*# 基因）与 !+,-).（)）：：’"的
-". -7$%&,-片段（含 ’ 和 " 片段）插入 !34)5 的 +,"- 和 $%&,- 位点，构建成重组质粒
!34"6’"。
!"#"$ !(0%128的构建：8 片段的 94, 产物经 -".- 和 !"#/- 双酶切后，插入到 !:;<27
=>?@!A()%*的相同位点；再用 /01%--和 +,"-从所得到的重组质粒 !()%*：：8上切下 8片
段并插入到 !(0%12的 -#"-和 +,"-位点，构建成互补质粒 !(0%128。
!"#"# !34B/和 !CD)EF的构建：9."%2片段的 94,产物直接插入 #载体 !346#（GHIJKI）
中，得到重组质粒 !34B。从 !"#$%&=KL上用 ’3)-和 $%&,-酶切下 4<MDI G+’的 >’NB序
列，与来自 !34B的含 9."%2的 !4. --7’3)-片段插入 !34)5的 !"#/-和 $%&,-位点，得到重
组质粒 !34B’。!34B’的 $%&,-7/01>--片段（含 9."%2和 4<MDI G+’的 >’NB）与 !(0%128
的 $%&,-7/5"-大片段（载体上的 )*# 基因被去除）连接，将连接产物转化食品级受体菌
CD)E%，直接涂布 OGB平皿，%EP培养 F Q RL，挑选并验证转化子，构建成食品级表达质粒
!CD)EF。
!"% &’(的活性检测
食品级 4<MDI G+’表达菌株在 O(,G液体培养基中 %EP静置培养过夜，用新鲜培养

基 ) SRE稀释，继续培养至对数后期，离心收集菌体，超声破碎。通过 TURV非变性聚丙烯
酰胺凝胶电泳和 G+’活性凝胶染色检测 4<MDI G+’的表达［)T］。

$ 结果和分析

$"! !"#)基因缺失突变株*+!,#的构建
整合型质粒 !34"6’"上含有 ."%8基因两侧（含部分内部序列）各 EURW&的同源 ’NB

片段 ’和 "。将 !34"6’"电转化导入 (0R$1T，经筛选得到了红霉素抗性表型（"6,）的
整合转化子（-#E)）；而在相同条件下，对照质粒 !34"6得不到任何转化子，表明 !34"6’"
与乳酸乳球菌 (0R$1T染色体上的同源片段（’或 "）发生了重组整合。将 -#E)在没有红
霉素的 0(,G液体培养基中连续传代培养，分别稀释涂布至 0(,G培养基平板上，通过影
印法筛选红霉素敏感表型（"6G）的菌落。经 %1次传代培养及筛选，得到八个 "6G 的菌落

（其中一个命名为CD)E%），即整合到染色体上的 !34"6’"通过第二次同源重组而从染色
体环出的重组菌株。分别提取菌株的总 ’NB，用引物 9R和 91，通过 94,检测染色体上
."%8基因的结构。结果表明：(0R$1T 的染色体上含有完整的 ."%8 基因，94, 扩增出
FFF&!的 ’NB片段（图 )，带 )）；-#E)的染色体上同时有完整的和有 $5$&!的缺失的 ."%8
基因，94,扩增出 FFF和 )1$&!的 ’NB片段（图 )，带 $）；而CD)E%的染色体上只有部分缺
失的 ."%8基因，只扩增出 )1$&!的 ’NB片段（图 )，带 %）。另外，对各菌株的 OH>表型进行
了检测。脱脂牛奶中乳糖为主要碳源，只有能以乳糖为唯一碳源生长的菌株才能正常生

长并形成絮状沉淀，因此 $V的脱脂牛奶溶液可作为 OH>表型的指示培养基。检测结果表
明，接种了 (0R$1T 的脱脂牛奶溶液在培养后产生了絮状沉淀，而上层无色透明，表明
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!"#$%&能以乳糖为唯一碳源进行生长，表型为 ’()*；相反，接种了 +,-.和 /0.-1的脱脂
牛奶溶液在培养后仍为乳白色浑浊液，表明它们的表型为 ’()2（图 $，管 . 3 1）。以上结
果证明，通过同源双交换，构建了 !"#$ 基因缺失突变（内部发生 $4$56的缺失）的突变株
/0.-1，并在以下实验中用作食品级受体菌。

图 ! 重组菌株的 "#$验证
789:. ;<= )>?@8AB(C8>? >@ AD)>B58?(?C ECA(8?E

!:.--56 FGH I(JJDA；.: ;<= 6A>JK)C @A>B !"#$%&；$: ;<=

6A>JK)C @A>B +,-.；1 : ;<= 6A>JK)C @A>B /0.-1:

图 % 重组菌株的 &’(表型检测
789:$ LM(B8?(C8>? >@ ’() 6ND?>CO6D >@

AD)>B58?(?C ECA(8?E

. : !"#$%&；$: +,-.；1 : /0.-1；P : /0.-1（ 6!"1%D7）；

#:/0.-1（6/0.-P）:

%)% *+!,-中 !"#.基因功能的互补
在表达质粒 6!"1%D上，用于目的基因表达的强的组成型启动子 ;1$的下游，有一个仅

编码部分氨基酸残基的开放阅读框（Q=71$），使目的基因通常表达为融合蛋白，对产物的
活性可能会有影响。因此，我们扩增了包括 !"#7基因的编码序列及其 RF序列的 7片段
并插入到启动子 ;1$的下游，构建了互补质粒 6!"1%D7；在该质粒上，!"#7基因的 RF序列
上游形成了一个翻译终止子，从而使 Q=71$ 的翻译提前终止，!"#7 基因能通过翻译偶
联［.4］，以非融合蛋白的形式正确而有效的表达。质粒 6!"1%D7经限制性内切酶 %&’)++、
()’+、*+,+酶切验证正确。
含互补质粒 6!"1%D7 的受体菌 /0.-1 在 $S的脱脂牛奶溶液中的生长状况与

!"#$%&相近（图 $，管 P），说明在 /0.-1中，通过 6!"1%D7上 !"#7基因的表达，能使 !"#7
基因的功能得到互补，’()*表型得到恢复。同时也说明，/0.-1染色体上 !"#7基因内部
$4$56的非移码缺失对同一转录元中 !"#7下游其它基因的表达和功能没有明显的影响。
%)- #/0+1 234在乳酸乳球菌中的食品级表达
为了使异源基因能得到有效的表达，首先在重组质粒 6T<HF上构建了一个基因表达

框：<KU0? RQF的 )FGH的表达受上游的启动子 ;!"#-的控制；并且由于在引物中，;!"#-的 #’V
端和 <KU0? RQF的 )FGH的 1’V端均设计了含 H,"起始密码子的 *+,+位点，使表达的 <KU
0? RQF可以为天然蛋白。随后，将该表达框替代互补质粒 6!"1%D7上的 ,./ 基因片段，
从而构建不含任何抗生素抗性基因，而以 !"#7基因为唯一选择标记的 <KU0? RQF的食品
级基因表达质粒 6/0.-P。重组质粒 6/0.-P 经限制性内切酶 %&’)++、()’+、*+,+酶切验
证正确。

通过 &W#S非变性聚丙烯酰胺电泳和 RQF活性凝胶染色，对在 ’!=R培养基中生长
的重组菌株 /0.-1（6/0.-P）的蛋白提取物进行 <KU0? RQF表达产物的检测，并以含互补
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质粒 !"#$%&’的 ()*+$为阴性对照。结果表明，阴性对照菌株只能表达乳酸乳球菌的内
源性 ",-./［*0］（图 $，*）；而 ()*+$（!()*+$）除了表达内源性 ",-./外，还特异地表达异
源的人 123), -./，并具有生物活性（图 $，4和 $）。另外，()*+$（!()*+5）在脱脂牛奶溶
液中也能正常的生长（图 4，管 6），表明在乳糖选择压力下，食品级表达质粒 !()*+5能在
受体菌 ()*+$中稳定的遗传。

图 ! "#$%& ’()在乳酸乳球菌
中食品级表达产物的活性检测

’789$ :;<7=7<> ?@@?> AB 123), -./

&C!D&@@&E 7, ! 9 "#$%&’

*9 -./ BDAF ()*+$（!"#$%&’）；

4，$ 9 -./ BDAF ()*+$（!()*+5）9

GH& ?DDAI@ A, <H& D78H< @7E& @HAI&E <H&

!A@7<7A,@ AB 123), -./（?）?,E ! 9 "#$(

%&’ ",-./（J）9

! 讨论

由于 -./有广泛的应用前景，对 -./的生理功能
以及各种来源（包括动物、植物、微生物等）的 123),
-./的提取、纯化等进行了深入研究。目前，市场上的
123), -./主要是从牛血 清中提取的，其原材料来源比
较丰富，但由于存在病原体的污染问题，特别是近年来

朊病毒的流行使动物制品的应用受到了冲击。虽然有

报道从多种植物中提取 123), -./，但需大规模的种
植，受自然条件的影响较大，且生产周期长以及提取工

艺复杂等因素限制了其工业化生产，而且动植物来源的

123), -./对人体有一定的抗原性。利用微生物生长
速度快，不受原材料及环境的影响，表达稳定且易于控

制，工业化生产工艺成熟等优势生产重组人 123), -./
将是一个很好的发展方向，本实验室在大肠杆菌中高效

诱导表达了人 123), -./，表达量占总蛋白的 6+K以
上［L］，但大肠杆菌还含有一些毒蛋白，表达产物需要一

系列纯化过程。为此，我们在乳酸乳球菌中表达了有活

性的人 123), -./［L］。由于乳酸乳球菌是一种食品级的
安全的微生物，表达产物无须纯化就可直接得到应用，

并且乳酸乳球菌在胃肠道内的抗逆性也可改善 -./的半衰期短及口服时易被胃肠道内
的蛋白酶降解等不足，但该表达系统仍使用红霉素抗性基因（ )*+）作为选择标记，在生产
和应用上受到了限制。食品级表达系统由于受体菌、选择标记及诱导物均为食品级，其突

出的安全性特点使基因工程菌株可直接用于乳品发酵，表达产物无需纯化，从而在功能性

食品的研制和生产中有很好的发展前景。因此，本文以 "#$, 基因为唯一的选择标记构建
了食品级表达系统，并利用该系统表达了有生物活性的 123), -./，表明该系统能很好的
进行异源基因的表达，但表达水平还有待于对表达元件等的改进来得到进一步的提高；同

时，乳酸乳球菌在生产中的主要原料是以乳糖为主要的碳源的牛奶等乳制品，能在生产过

程中持续提供乳糖选择压力，也使该系统具有很强的实用性。可以预见，乳酸乳球菌的食

品级基因表达系统是有重要的应用前景的。
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