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耐辐射球菌 ..’/ 在大肠杆菌中表达增强细胞抗氧化能力的研究

乐东海 高冠军 华跃进"

（浙江大学原子核农业研究所 农业部核农学重点开放实验室 杭州 "8$$#9）

摘 要：将耐辐射球菌（!"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$(）与 F.G 修复有关的开关基因— ,,)- 通过穿梭质粒 HIGFJ" 导入大肠

杆菌 /K8 中，使其在正常培养条件下（不需诱导剂）表达 LHMN 蛋白，并通过 O-EP-M, Q(’P 证实该基因在 /K8 中可稳定

表达。与转化了空白质粒 HIGFJ" /K8 对照，观察了改造后的两种大肠杆菌在有 R#S# 氧化压力下的存活率和大肠

杆菌中两种过氧化氢酶（T2P:，T2PK）的活性表达差异。结果表明，无论在指数生长期还是稳定生长期，能表达 LHMN
蛋白的大肠杆菌比对照的存活率要高出 8$U左右；非变性电泳结果表明，耐辐射球菌 ,,)- 在大肠杆菌中的表达使

得 T2P: 活性在指数生长期与稳定生长期分别增加 8V6 W # 倍和 #V6 W " 倍。证明耐辐射球菌 ,,)- 在大肠杆菌中的

表达能够增强细胞抗氧化能力。
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耐辐射球菌（!"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$(）是一种对

电离辐射、紫外线、强氧化剂和化学诱变剂具有超强

耐受力的极端微生物［8，#］。稳定生长期的耐辐射球

菌能够在超过 87TK= 的!射线照射下存活且不发生

突变，抗性是大肠杆菌的 8$$ 多倍［"］。最近研究表

明，负责这一抗性的开关基因——— ,,)- 在 F.G 损伤

修复中起着极为重要的作用，它能诱导与 F.G 修复

相关基因 )"&. 和 ,,). 的表达并显著提高 ! ) )*+#%/
+’)*$( 中过氧化氢酶的活性［!］，在大肠杆菌中的表

达增强了抗辐射能力［6］。

细胞内的氧化压力是由大量产生的氧自由基

（主要有 S#
V D 、R#S# 和 RS·等）引起的［%］，氧自由基

的存在会破坏细胞膜、蛋白和核酸而导致细胞或组

织的生理病变和老化［7］。为抵抗氧化压力，细胞内

会产生能降解自由基的酶并修复因自由基引起的损

伤，过氧化氢酶就是其中最主要的抗氧化酶，催化

R#S# 生成水和氧来降低细胞内 R#S# 的浓度［%］。大

肠杆菌能产生两种过氧化氢酶：RL"（ 0*12 基因产

物）和 RL#（ 0*13 基因产物），两者在结构、动力学

特性和调控机制方面存在显著差异［4］，但任何一种

基因的缺失都会导致自然突变率的增加和 R#S# 敏

感性的上升［9］。同时，T2P: 是大肠杆菌稳定生长期

起主要作用的过氧化氢酶［8$］。

为研究 ,,)- 基因在其它生物中的表达与细胞

抗氧化能力之间的关系，将 ,,)- 基因通过穿梭质粒

导入大肠杆菌 /K8 中并稳定表达，与空白质粒转化

形成的对照株 /K8 进行了 R#S# 氧化压力下的存活

率测定和两种过氧化氢酶（T2P:，T2PK）的活性检

测，结果发现 LHMN 在大肠杆菌中的表达能够增强细

胞的抗氧化能力。

! 材料和方法

!"! 材料和试剂

本研究采用的是 ! ) )*+#%+’)*$( 野生型菌株 I8
（G/YY 8"9"9），购于美国 G/YY（G;-M<C2, /=H- Y+(5
P+M- Y’((-CP<’,）。大肠杆菌 /K8 购于 .’Z2[-, 公司。

各种限制型内切酶、/! F.G 连接酶购自 /2T2I2 公

司，4*5F.G 聚 合 酶、B./L 购 自 上 海 博 亚 公 司。

HK:\5/ :2E= 载 体 购 于 LM’;-[2 公 司。穿 梭 质 粒

HIGFJ "［88］为美国华盛顿大学 \:) ]<EPM’; 教授赠送。

LHMN 蛋白的多克隆抗体为本实验室自制（相关工作待

发表）。大肠杆菌（3(&6")#&6#* &%7#）培养于 "7^ ]_
（8U/=HP’,-，$V6U ‘-2EP -3PM2CP，8U .2Y(，HR 7V!）液

体培养基或含 8V6U琼脂的固体培养基，用8$$$[0;]
的 G;H 筛选。3 ) &%7# 转化用改良 Y2Y(# 法［8#］。

!"# ..’/ 基因的克隆和穿梭表达载体的构建

! ) )*+#%+’)*$( 基因组 F.G 按文献［8#］进行分

离和纯化。,,)- 在大肠杆菌中的表达采用改良穿梭



质粒!"#$%&。根据已公布的基因组序列［’&］设计引

物，上游：()*+##,+#-+-,,,#-+-,,##,-+,*&)，下

游：()*+#,#+#+--++,#,+-+-,#-,-+,*&)（划线部

分分别为加入的 !"#!和 $%#!酶切位点序列）。

.," 产物连接到亚克隆载体 !-/0*+ /123，重组质粒

用 !"#!和 $%#!酶切消化后，片段连入用相同酶酶

切消化后的 !"#$%& 质粒，命名为 !"#$%&""&’，并将

空质粒 !"#$%& 转入 ( 4 )*+, +-’ 作对照，质粒 $5#
序列由 $5# 测序证实。

!"# $%&’%() *+,’ 检测 !!"# 的表达

672879: 免疫印迹参照文献［’;］进行。化学发

光检测方法详见 #<792=1< !=19<1>?1 @?A87>= 使用指

南，用 B<1C7 D3287<（E?A*"1F）凝胶成像扫描和定量。

!"- ./0/ 氧化压力下的存活率

将转化菌 +-’（ !"#$%&""&’）用 GE 培养基培养

至指数生长期（ -HII 值约 IJ(）和稳定生长期（ -HII 值

约 ’J(）时，加入 K;L; 分别至终浓度 (、’I、;I<<AMNG，

’= 内每隔 ;I<?: 取一次菌液，以未经 K;L; 处理的分

别作对照，平板计数，计算存活率。同时以 !"#$%&
空质粒的转化菌作对照。

!"1 过氧化氢酶活性检测

取未经 K;L; 处理和各个 K;L; 浓度处理 ;I<?:
后的转化菌液，离心收集菌体，冰上超声破碎，离心

收取 上 清 液。蛋 白 浓 度 采 用 E91:OA9F 染 色 法 定

量［’P］。取 Q"C 蛋白进行非变性电泳，后进行过氧化

氢酶活性染色［’(］。

/ 结果

/"! !!"# 基因的扩增和 23456#!!"# 的构建

以 . 4 &/%,*%0&/12 基 因 组 $5# 为 模 板，通 过

.," 扩增出的 RQP@! 片段与预期结果相符。将 .,"
产物先亚克 隆 到 !-/0*+ /123 载 体，然 后 克 隆 至

!"#$%& 质粒，构建好的重组表达质粒 !"#$%&""&’
经 !"#!和 $%#!双酶切鉴定，并通过 $5# 序列测

定证实了克隆的 ""&’ 基因与文献［’&］报道一致。

/"/ !!"# 在 $ 7 %&’( 89! 中的表达

672879: @MA8 实验结果表明（图 ’），在转化了空

白质粒 !"#$%& 对照 ( 4 )*+, +-’ 中未检测到 .!9B，
而用 !"#$%&""&’ 转化补偿后的 +-’（ ""&’ S ）检测到

""&’ 的表达，说明构建的补偿表达质粒 !"#$%&""&’
能被 ( 4 )*+, 识别并成功表达。

/"# ./0/ 氧化压力下的存活率

为了确定耐辐射球菌 ""&’ 的表达是否能够增

图 ! $%&’%() *+,’ 分析 ) 7 "*+(&+,"*-. :2(; 蛋白在 $ 7
%&’( 89! 中的表达

T?C4’ 672879: @MA8 1:1M32?2 AO . 4 &/%,*%0&/12 .!9B !9A87?: ?: ( 4 )*+,

+-’

强大肠杆菌的抗氧化能力，对 +-’（ ""&’ S ）和 +-’ 进

行了不同生长期下不同浓度 K;L; 的处理，并考察

了它们存活率的变化情况。结果表明，在指数生长

期 (<<AMNG K;L; 下，’= 内，两者的存活率都在 HIU
以上，而 +-’（ ""&’ S ）比 对 照 +-’ 要 高 VU 左 右；

’I<<AMNG K;L;下，’= 后存活率降为原来的一半，+-’
（""&’ S ）比对照 +-’ 约高出 ’IU；高浓度 ;I<<AMNG

下，两者的下降趋势都很快，’= 后 +-’（ ""&’ S ）降为

原来的 ;’U，+-’ 降为原来的 QU，这一浓度下，前

者比后者的存活率高出约 ’;U。在稳定生长期，各

个浓度下的下降趋势都比指数生长期来的延缓，’=
后的 存 活 率 分 别 为 QIU、VIU 和 HIU 左 右，+-’

（""&’ S ）比对照 +-’ 分别高出 VU，QU和 ’IU。

/"- :2(; 表达对过氧化氢酶（<=’>，<=’9）活性的

影响

指数生长期和稳定生长期的细菌裂解液上清非

变性 .#-/ 过氧化氢酶活性染色图及密度扫描见图

;。由图 ;*# 可见，+-’（ ""&’ S ）细胞的 W18/ 酶活性

是 +-’ 的 ’J( X ; 倍（无论是否用 K;L; 处理），到稳

定生长期，这种差异达 ;J( X & 倍（图 ;*E）。而 W18-
的活性两者差异并不显著。

# 讨论

.!9B 是耐辐射球菌中与 $5# 损伤修复相关的

特异性蛋白质。虽然到目前为止，在 5,EB 基因组

数据库中并未发现具有较高同源性的类似物，但分

析已预测的结构域得知，""&’ 含有两个结构域：一个

锌依存性的蛋白酶和一个 K+K（K7M?Y 8Z9: =7M?Y）结构

域，前者具有蛋白水解酶活性，后者具有 $5# 结合

活性［’H］。因此推测这一外源基因在大肠杆菌中的表

达可能在蛋白质水平同样会发挥部分功能，本实验

从 .!9B 在抗氧化方面进一步证实这一推测。在对

强氧化剂 K;L; 的抗性方面，( 4 )*+, +-’（""&’ S ）比对

照 +-’ 的存活率高出 VU X ’;U，且随氧化剂浓度

增加而增加，说明 ""&’ 基因在大肠杆菌中的稳定表

达能够增强大肠杆菌细胞的抗氧化能力。随后在对

(;&& 期 乐东海等：耐辐射球菌 ""&’ 在大肠杆菌中表达增强细胞抗氧化能力的研究



图 ! （"）#$%& 对指数生长期 ! ’ "#$% ()%*+,( -./ 过氧化

氢酶活性的影响（0）#$%& 对稳定生长期 ! ’ "#$% ()%*+,(
-./ 过氧化氢酶活性的影响

!"#$ % （&）’(()*+, -( ./01 -2 *3+343,) 3*+"5"+"), -( ! $ "#$% ,+03"2, 678 "2

)9/-2)2+"34 #0-:+; /;3,)（<）’(()*+, -( ./01 -2 *3+343,) 3*+"5"+"), -( ! $

"#$% ,+03"2, 678 "2 ,+3+"-230= #0-:+; /;3,)

>??@2ABC)0)? 432),$ ,+03"2 678；’5)2@2ABC)0)? 432),$ ,+03"2 678

（ &&’( D ）；8，%E <432F ,3B/4),（A2+0)3+)? C= G%>%）；H，IE J3B/4),

*;344)2#)? C= KBB-4LM G%>%；K，NE J3B/4), *;344)2#)? C= 8OBB-4LM

G%>% E ’3*; ,3B/4) *-2+3"2, P!# -( /0-+)"2$ 6;) )2Q=B) 3*+"5"+= -( R3+’

"2 /30)2+34 ! $ "#$% ,+03"2 678 :"+;-A+ +0)3+B)2+ -( G%>% :3, 30C"+030"4=

3,,"#2)? 3, OEKE 6;) 0)43+"5) "2+)2,"+"), (0-B +;0)) "2?)/)2?)2+ ,*32, 30)

/0),)2+)? 3, B)32, S JT$

两种过氧化氢酶的活性检测中发现，./01 的表达能

够促进 R3+’ 活性增加，而 R3+’ 作为一种重要的抗

氧化酶在降解 G%>% 方面起着关键的作用［8U］。

关于 ) $ ’*+%#+,’*-. ./01 在辐射抗性的研究以

前主要集中于 TV& 损伤修复机制方面，有关 ./01 在

抗氧化能力与自由基的清除方面的研究较少。综上

所述，&&’( 基因除了作为一个保护开关基因起到诱

导 TV& 修复基因（如 W)*& 和 ./0&）表达的作用外，

在抵御细胞氧化压力方面，也可能通过调控过氧化

氢酶的表达活性来提高抗 G%>% 的能力。但这种对

G%>% 的抵御能力仅表现在 R3+’ 活性的显著增加，

而 R3+7 的活性并没有增加，另外 ./01 蛋白在大肠杆

菌细胞内如何调控 R3+’ 表达的机制还有待进一步

研究。
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《微生物学报》投稿要求

3Y 投稿范围：凡有关微生物学基础研究、应用基础研究及其高技术创新等领域的研究成果，包括普通微生物学，工业、农

业、医学和兽医微生物学，免疫学以及与微生物学有关的生物工程等方面的研究报告、简报等，本刊均欢迎投稿。

5Y 应首次发表：所有来稿均应未在公开出版的刊物上发表过。要求论点明确、数据可靠、行文简练、用词规范、图表清晰、

结论合理。

2Y 介绍信：所有来稿要求一式两份。论文是否涉及保密、署名是否无误，请出示第一署名单位的介绍信。若是与国外作

者合写的论文，应出示国外作者同意以中文形式发表及署名顺序的信函说明。

ZY 作者联系方式：请在投稿时提供通讯作者或第一作者的 71@、R*K 和 #(C*+@ 地址。

UY 审稿费：投稿时请随寄 344 元审稿费，可通过邮局汇来（务请在汇款单上注明汇款单位和稿件第一作者，我们将开具正

式发票）。

TY 投稿方式：本刊中英文稿件均收，采用邮寄投稿。要求五号宋体、-Z 纸单面打印稿 5 份，并同时要求提供电子版（附软

盘或 #(C*+@ 传来 *<;*C+<=%X 9/&E +CE *<E <&）。

VY 投稿及汇款地址：（3444S4）北京中关村中国科学院微生物研究所内 《微生物学报》编辑部

欲知更详细的投稿要求请登陆我刊的网址：);;>：QQ:::E +CE *<E <&QW%/=&*@9

V522 期 乐东海等：耐辐射球菌 ==.! 在大肠杆菌中表达增强细胞抗氧化能力的研究




