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人铜锌超氧化物歧化酶基因改良及在聚球藻中表达
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摘 要：应用 D0E 定点突变技术把质粒 F7GHI 中人铜锌超氧化物歧化酶基因（!"#，$%5&’(）的 0/J###密码子突变为

K3.###密码子，再构建重组子，通过随机同源重组将突变后的 !"#，$%5&’( 整合入聚球藻 &)%*+!,+,++#- JF> D00&(!$，

并实现表达。表达产物用 GIG5DKL7、M*JN*,: +3CN、酶活等方法测定均为阳性反应；热稳定性测定显示，;0-，O:5GHI
在 4%P保温 6%89: 后仍具有 (1Q的活力，耐热能力比天然 ;0-，O:5GHI 有了较大的提高。蛋白扫描结果显示目的

蛋白占可溶性蛋白的 6R"#Q。
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铜锌超氧化物歧化酶（0CFF*,，O9:* G-F*,C=9?* I9J8-N.J*，
GHI）的主要功能是清除生物体内的超氧阴离子，目前已应用

于防御氧的毒性、抗辐射损伤、预防衰老以及防治炎症和肿

瘤等领域已经有了广泛的应用。但目前市场上使用的 0-，

O:5GHI 基本上是动植物来源的，但不同物种的 0-，O:5GHI 具

有种质特异性，特别在一级结构上差异显著，通过 T0UV 比较

0-，O:5GHI 的编码基因（8ETK）发现：人类 0-，O:5GHI 编码基

因和黑猩猩的 0-，O:5GHI 编码基因有 #1 个碱基差异，和猕

猴的 0-，O:5GHI 编码基因有 $$ 个碱基差异，故使用动植物

来源的 0-，O:5GHI 存在着免疫原性等安全隐患。故近年来

研究人员［# ’ !］主要把目光投向克隆和表达的人源 0-，O:5GHI
（;0-，O:5GHI）。此外自然界天然的 0-，O:5GHI 稳定性较差，

所以在现实应用中受到很大的限制。本研究在无毒的聚球

藻 &)%*+!,+,++#- JF> D00&(!$ 中 直 接 表 达 人 源 0-，O:5GHI
（;0-，O:5GHI），并进一步对 !"#，$%5&’( 基因进行定点突变

以提高其稳定性，为开发出一种可以直接口服、稳定而无免

疫原性的新型 ;0-，O:5GHI 打下基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：大肠杆菌（.-+!*/0+!01 +,20）IW1!由本实

验室保存；聚球藻 &)%*+!,+,++#- JF> D00&(!$ 由中国科学院水

生生物研究所提供。质粒 F7GHI（内含热休克 X,C7GY 启动子

和 !"#，$%5&’( 基因，全质粒长约 6R6Z+）和 F[0\2#（内含

,+@G FC3/K 和卡那霉素（]:.）抗性基因，质粒全长 (R&Z+）由本

实验室构建改造并保存。

!"!"# 试剂：高保真 D^- ITK 聚合酶购自深圳晶美生物工程

有限公司，(3%"酶购自河南华美生物工程有限公司，其余各

种酶和生化试剂分别购自大连 2.].E.、上海 G.:XC: 公司。

ITK 测序引物和定点突变引物均由大连博亚公司合成。

!"# 定点突变及检测

根据 ;0-，O:5GHI @ITK 序列［1］和突变目的设计两条引

物，D#：1_502020KLLKLK00K2L00K20K22LL00L0K056_；D$：

1_5L2L0LL00KK2LK2LL0K2LL202002LKLKL56_，下 划 线 的

碱基为突变位置；采用全长 D0E 快速定点突变方法［"］进行定

点突变，D0E 反应体系总体积 1%#Y，其中无菌去离子水 !##Y，

#% ‘ D^- DC3/8*,.J* U-^^*,（含 \X$ a ）1#Y，$%#8C3bY D#、D$ 引物

各 ##Y，F7GHI 质粒 #8Y（约 #%%:X），D^- ITK 聚合酶 ##Y（1[）；

反应条件为：反应条件为：(!P 689:；(!P #89:，"!P #89:，

&$P 1%J，$& 个循环；&$P &89:。扩增产物用 (3%"甲基化酶

酶切处理除去非突变质粒，突变后的质粒直接转化感受态

. > +,20 c\#%#，挑取数个菌落测序，测序由上海博亚生物技术

有限公司完成。测序引物为：1_5K020KLL2K02LLLKL2L56_。
!"$ 聚球藻同源整合重组载体的构建

首先用 .+,E" a 451"双酶切分别切下并回收 F7GHI
质粒中的 X,C7GY 热休克启动子和 !"#，$%5&’( 基因、F[0\2#
质粒的 ,+@G FC3/K 终止区和筛选标记 ]:. 抗性基因（对卡那

霉素具有抗性），然后用 2! 39X.J* 把目的片段连接起来构建

F7GHI2### 质粒（全长约 4R&Z+）。用 %R4Q琼脂糖电泳测定

其分子量以确定是否构建成功。再用 .+,E" a &12"分别处

理 &)%*+!,+,++#- JF> D00&(!$ 基 因 组 ITK 和 F7GHI2### 质

粒，"1P #189: 灭活酶活力。将处理后的基因组酶切片段和

F7GHI2### 质粒 "Z+ 片段（琼脂糖电泳后回收）相连，由此把

聚球藻 &)%*+!,+,++#- JF> D00&(!$ 基因组 ITK 中的某一片段



和 !"#$%& 启动子、!"#，$%’&’(、"()% *#+,- 终止区以及筛选

标记 ./0 抗性基因连接形成聚球藻同源整合重组子。最终

通过同源重组把整个重组子整合到聚球藻染色体上。

!"# 转基因藻株的筛选

本实验测定表明，&)%*+!,+,++#- 1*2 3445678 在 9:’;; 液

体培养基中和 9:’;; 固体培养基上对 ./0 的基础抗性均小

于 <=!!>?&。用 <=!!>?& 的 ./0 浓度来筛选 &)%*+!,+,++#- 1*2
3445678 转基因藻株，至野生藻全部死亡，挑取长势较好的转

基因藻落，然后进行 34@ 检测和测序，筛选到含目的基因的

转基因藻。

!"$ %&%’()*+ 和 ,-./-01 234/
试验操作参照文献［5］。

5 结果

5"! 定点突变测序结果

将定点突变后的测序结果与 A4B，C0’%DE ?@F- 和 F49G
的基因库比较分析得知，定点突变后，A4B，C0’%DE 的 4,1;;;

密码子（H:4）已突变为 -+/;;; 密码子（:44），其余序列和标准

序列完全一致。

图 ! 转基因藻的 %&%’()*+（)）和 ,-./-01 234/（6）

IJ!2; %E%’3-:$（-）/0K LM1NM"0 (+#N（9）/0/+,1J1 #O MP*"M11J#0

*"#KB)N #O N"/01O#"?/0N 1N"/J01

Q2Q/"RM"；; 2 A4B，C0’%DE；8 2 H"/01O#"?/0N N"/J01；<2 &)%*+!,+,++#- 1*2

34456782

5"5 7+%8&9!!! 质粒鉴定

用 .+,@"单切、.+,@" S /01"双酶切，琼脂糖电泳鉴

定发现单酶切的分子量约为 T5==(*，单一条带，而双酶切的

结果得到约 T===(* 和 5==(* 条带，和预期结果一致。

5": 转基因藻株进行 (;< 鉴定和测序

用 !"#，$%’&’( 首尾序列作为 34@ 特异性扩增引物进

行转基因藻 34@ 扩增，琼脂糖鉴定发现确实有 U==(* 特异

带，结果见图 8；进一步将扩增产物进行 EF- 测序，测序引

物：*"J?M"; ：UV’::4:4:-4:--::44:H: <’；*"J?M"8 ：UV’
H--HH:::-H4:444--H’ <V。EF-%G% 分析测序结果显示扩

增产物就是突变的人 !"#，$%’&’( 序列，证明人 !"#，$%’
&’( 基因已经转入聚球藻细胞中。

5"# %&%’()*+ 和 ,-./-01 234/ 鉴定

将转基因藻和野生藻蛋白提取液进行 %E%’3-:$ 鉴定

（图 ;’-）。从电泳结果发现，&)%*+!,+,++#- 1*2 3445678 野生藻

和转化藻在 ;WRE/ 位置的蛋白质图谱有明显差异，转化藻和

A4B，C0’%DE 一样，在 ;WRE/ 处有明显的条带，而野生藻在此

处基本看不到条带，提示转基因藻可能表达了人 A4B，C0’%DE
基因。利用凝胶成像系统扫描分析图 <’- 中的特异带，分析

得知此蛋白含量占可溶性蛋白的 <XW;Y。

图 ;’9 结果表明，转化藻表达的蛋白质和 A4B，C0’%DE
一样，可以和绵羊红细胞抗人 A4B，C0’%DE 抗体产生特异性

条带，而野生藻没有出现特异性杂交带。说明人 A4B，C0’%DE
已在转基因聚球藻中获得表达。

5"$ 酶活性测定［=］

聚球藻在 78Z中热诱导 <=?J0，然后超声破碎，离心取其

上清液，连苯三酚自氧化法测定上清液的 A4B，C0’%DE 活性，

结果如下：野生藻的 %DE 酶活为 <=X86 [ =XTW \>?& 藻液（藻

液 ’(5<= ] ;XU），转基因藻 %DE 酶活为 <UX7= [ ;X=<\>?& 藻液

（藻液 ’(5<= ] ;XU），酶活增加 ;WXT5Y，差异显著（* ^ =X=;）。

证明人 A4B，C0’%DE 已在转基因 &)%*+!,+,++#- 1*2 3445678 藻

里得到表达。

5"> 稳定性测定

5">"! 热 稳 定 性：以 室 温（8UZ）的 酶 活 力 为 标 准 酶 活 力

（;==Y），T=Z热处理，以 ;=?J0 为一个时间单位连续测定 W
组。从图 8 可以看到，在 T=Z热处理转基因聚球藻表达的

A4B，C0’%DE <=?J0 后，还有 6UX8WY的酶活力，与已有文献报

道 "A4B，C0’%DE 在 T=Z 保温 ;=?J0 残余的酶活为 T6X5;Y［6］

相比，本研究表达的经过改造的重组人 4B，C0’%DE 在热稳定

上有所提高。另外，从图 8 中还可看出，在 T=Z 热处理前

8=?J0内，A4B，C0’%DE 的酶活力反而比 8UZ时的酶活力增

加，说明此 A4B，C0’%DE 的最适温度要高于 8UZ。

图 5 重组 ?;@，A1’%8& 在 =BC热稳定性变化图

IJ!28 HAM AM/N 1#+JKJN, #O NAM "M)#?(J0MK A4B，C0’%DE

5">"5 遗传稳定性：在含卡那霉素 U=!!>?& 的 9:’;; 培养基

中连续传代培养 < 个月，取部分藻重复 8X< 节中的 34@ 鉴

定，结果和最初的鉴定一致，说明通过同源整合整合到聚球

藻染色体上的 A4B，C0’%DE 能够长期稳定地存在藻体内。

: 讨论

由于多种因素影响，尤其是其种质特异性以及在体内停

留时间短（通常只有 W _ ;=?J0），使得天然的动物 4B，C0’%DE
的广泛应用受到很大限制。./0M?/N1B［;=］等对 4B，C0’%DE 的

4,1W 进行盒式突变，改造成 -+/W，在大肠杆菌中表达后，表达

产物经纯化后鉴定和自然的 A4B，C0’%DE 活性是一致的，而

且 H? 值提高了 ;=Z。所以通过改变 !"#，$%’&’( 的 4,1 基

T7; C‘D\ C/0’AB *2 13 2 >4+21 56+7,06,3,86+1 &6%6+1（8==W）7W（;）



因来增加其稳定性是可行的。由崔玉敏［!!］和袁勤生［!"］等研

究表明：#$，%&’()* 不但可以在模拟小鼠胃肠环境具有很高

的残存活力，而且可以透过主动脉内皮细胞的细胞膜进入胞

内，小鼠灌胃 #$，%&’()* 实验证明：血红细胞内 #$，%&’()*
活性随剂量上升显示峰形升高。所以，+#$，%&’()* 是适合于

作为口服药物的。

本研究通过改变 !"#，$%’&’( 基因中的 #,-!!! 密码子

为 ./0 密码子，把非活性中心第 !!! 位活跃的 #,- 转换成相

对惰 性 的 ./0 并 且 选 择 无 毒 的 聚 球 藻 &)%*+!,+,++#- -12
3##456" 作为表达宿主，通过构建聚球藻随机整合同源重组

载体，使其在工程藻里表达改良后的 !"#，$%’&’(；最后通过

(*(’3.78、9:-;:<& =/>; 以及酶活鉴定等，证明 +#$，%&’()* 已

经在聚球藻 &)%*+!,+,++#- -12 3##456" 里表达，表达量为占藻

体可溶性蛋白的 ?@A!B，并且具有相应酶活；从热稳定性实

验结果来看，CDE处理 ?DFG&，残存的活力达 5H@"AB，比天然

的 +#$，%&’()* 的稳定性有了一定的提高。这为开发可以直

接口服、在体内比较稳定和无免疫原性的 #$，%&’()* 奠定

基础。
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