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摘 要：利用基因突变、化学发光法和酶活性分析研究了耐辐射奇球菌中与辐射抗性密切相关的基因 !!"#（J*$1".）
和 "$%&（J*1%1$）突变对菌体活性氧清除作用的影响，分析了其对抗氧化酶活性的调控功能。实验结果表明，缺失
!!"# 的突变株对活性氧自由基氧化异常敏感，过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性显著降低。与之相反，K4DL 对菌
体活性氧清除作用表现为一种“负”的影响，即缺失 "$%&的突变株对活性氧自由基的清除能力反而增强了，过氧化
氢酶和超氧化物歧化酶的酶活性明显增加。表明这两个基因与抗氧化系统的调控有关。为进一步研究该菌的抗

氧化机制提供了一些思路。
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耐辐射奇球菌（’$()*%*%%+, "-.(*.+"-),）与其他
物种比较，具有超强的耐辐射能力，它能够在 12PQ<
的辐射条件下生存，比大肠杆菌的抗辐射能力高出

1$$多倍［1］。而人的辐射半致死剂量约为 !Q<，照射
"R2Q< 1$$S死亡。耐辐射奇球菌的超强抗辐射能
力主要被归结为三个方面的适应机制：保护、耐受和

修复［#］。其保护作用是指在长期进化过程中形成的

抗氧化防御体系，分为酶类和非酶类两种：酶类抗

氧化物有过氧化氢酶（/(3），超氧化物歧化酶（TUJ）
等；非酶类的抗氧化物质主要包括类胡萝卜素等［%］。

它们能够清除活性氧自由基或阻断活性氧自由基反

应，或将有害的自由基转变为比较稳定的自由基。

其中 TUJ的作用是能将超氧阴离子自由基通过歧
化反应生成过氧化氢，/(3可以将过氧化氢转变成
水和氧。至今关于耐辐射奇球菌抗氧化作用的分子

机理和调控机制的研究较少。M+EI V7EI 和 W4*H
TD>4,,>X*E发现耐辐射奇球菌对过氧化氢的抗性明
显高于大肠杆菌［!］。但是，耐辐射奇球菌抗氧化体

系的调控机制还不清楚，对调控抗氧化作用的功能

基因的研究不仅具有重要的理论研究价值，而且还

可以应用于其他物种适应极端环境的基因改造领

域，如增强其他物种的抗活性氧自由基能力；还可以

用于构建处理强氧化性化学污染的基因工程菌。我

们最近发现了两种与其辐射抗性相关的蛋白 M)*N

（J*$1".，表达蛋白产物 M)*N是一种促进 JY(修复
的多效蛋白的诱导物）和 K4DL（J*1%1$）［2，"］，M)*N是
一个耐辐射奇球菌独有的蛋白，研究表明，M)*N能诱
导 JY( 重组修复相关的因子如 K4D( 和 M)*(
（),4+XG*X)+D )*XG4+E )*X;XG+EI JY( *4)7+*）的表达，!!"#
基因缺失明显降低了 "$%/ 的表达并导致大部分辐
射抗性的丧失。K4DL是一个具有抗重组酶 K4D(活
性的调节蛋白，K4DL能够直接下调 K4D(蛋白活性，
降低 K4D(过表达对细胞的损伤。K4DL还能抑制包
括 TT0（单链结合蛋白）和 M)*(的活性，可能是一个
多功能抑制子。因此，M)*N和 K4DL是参与抗辐射机
制的重要上游调控因子，它们也可能参与了菌体抗

氧化体系的调控作用，本文研究了 M)*N和 K4DL对耐辐
射奇球菌活性氧清除作用和抗氧化酶的调控功能。

) 材料和方法

)*) 材料
)*)*) 菌种：耐辐射奇球菌野生型菌株（ ’ B
"-.(*.+"-), K1，(3// 1%-%-）由中国科学院微生物
资源中心提供。

)*)*+ 培养基和培养条件：耐辐射奇球菌生长于
3QZ培养基（每升含 2I 蛋白胨、%I 酵母提取物、1I
葡萄糖）。培养温度为 %#[。
)*)*, 主要试剂和仪器：各种限制性内切酶、3!



!"# 连接酶购自 $%&%’% 公司，!"#!"# 聚合酶、
("$) 购自上海博亚公司。*+,-$ ,%./ 载体购于
)01234% 公司。鲁米诺（5627815）、96*301:7(3 (7.26;%.3
和 <%;%5%.3标准品均为 9742% 公司产品。过氧化氢
（=>?>）、邻苯三酚、抗坏血酸（@A）、邻菲罗啉（)B38）
等试剂均为分析纯试剂。

!"# 耐辐射奇球菌 !!"# 和 "$%& 缺失突变株的构建
$$%& 缺失突变株 C# 是利用氯霉素抗性基因

（ ’"()）插入突变，对 $$%& 进行基因敲除，氯霉素抗性
用作突变株筛选标记，其制备过程见文献［D］。 %*’+
缺失突变株是利用卡那霉素抗性基因（&%2）插入突
变 %*’+ 基因获得［E］。
!"$ 菌体活性氧自由基清除作用分析
野生菌和突变菌株的细胞在生长到稳定早期

时，取菌液 DF2G离心（DFFF0H278，IJ）KF278，收集菌
体沉淀。用 DF2215HG )L9（*=MNF）洗涤两次，离心
收集菌体。按每克湿菌体加入 O倍体积缓冲液制成
菌悬液，超声波破碎细胞。在菌液中加入终浓度为

FNFK24H2G 的脱氧核糖核酸酶 !"%.3!和核酸酶
’"%.3#，于 OMJ下温浴处理 >B，去除其中的 !"#和
’"#。IJ下离心（K>FFF0H278）>F278，收集上清液，
保存于冰上待用。蛋白浓度（24H2G）用 L0%(P10( 染
色法测定［M］。菌体活性氧自由基清除能力用化学发

光法分析。

!"$"! 菌体对超氧阴离子自由基（?Q
·> ）的清除能力

分析：超氧阴离子自由基采用邻苯三酚自氧化作为

产生体系，以鲁米诺为发光剂，测定方法参照文献

［R］。每组实验重复 O 次得平均值。清除活性
9A%S384784 %A;7S7;/（T）由以下公式计算得出：
9A%S384784 %A;7S7;/（T）U［（<GA18;015 Q <GF）Q（<G.%2*53 Q <GF）］H

（<GA18;015 Q <GF） （K）

式中 <GA18;015，对照发光值；<GF，本底发光值；<G.%2*53，

样品发光值。

!"$"# 菌体对过氧化氢（=>?>）的清除能力分析：

采用 =>?> 激发鲁米诺产生化学发光的反应体系，

具体测定方法参照文献［R］，清除活性（T）的计算公
式同公式（K）。
!"$"$ 菌体对羟基自由基（·?=）清除能力的分析：
羟基自由基（·?=）由 V38;18反应体系产生，测定方
法参照文献［R］，按公式（K）计算清除活性（T）。
!"% 菌体过氧化氢酶（&’(）和超氧化物歧化酶
（)*+）活性的分析
菌体中的超氧化物歧化酶（9?!）和过氧化氢酶

（<#$）活性分别采用黄嘌呤氧化酶法［W］和 L330. X
97Y30.法测定［KF］。

# 结果和分析

#"! 耐辐射奇球菌 !!"# 和 "$%& 突变株的超氧阴离
子自由基清除作用

利用化学发光法分析了 $$%& 和 %*’+ 突变对耐
辐射奇球菌超氧阴离子自由基（?Q

·> ）清除活性的影

响，并与野生型菌株进行比较，结果表明（图 K），菌
体对超氧阴离子自由基清除作用与蛋白浓度具有一

定的量效关系，自由基清除活性随着浓度的增加而

增加。$$%& 突变使超氧阴离子自由基的清除活性显
著降低，与此相反，%*’+ 突变后菌体的自由基清除
活性明显增加。在相同浓度条件（>24H2G）下，野生
型、$$%& 突变株和 %*’+ 突变株的超氧阴离子自由基
清除活性分别为 DINOW Z KNM>T、KDN>I Z KNOKT和
EWNKD Z KNRET。因此，)*0[ 和 ’3A\ 蛋白可能与菌
体的超氧阴离子自由基清除活性的调控密切相关。

超氧阴离子自由基是生物体内产生的一种重要

的活性氧，可以通过非酶反应或酶反应形成，如还原

型核黄素、V-" 等生物分子氧化时可以产生 ?Q
·> 。

另外，在氧的代谢反应中的酶促氧化与还原，也会有

?Q
·> 的产生

［KK］。由于活性氧之间是可以相互转变的，

超氧阴离子自由基可以歧化成过氧化氢和氧分子

（反应速率很慢，但在 9?!催化作用下可迅速发生
歧化反应），并在过渡金属离子催化下可以产生羟基

自由基（·?=）。我们进一步考察了 )*0[和 ’3A\蛋
白对过氧化氢和羟基自由基清除能力的影响。

图 ! 耐辐射奇球菌野生型菌株 ,!、!!"#突变株（!!"# -）

和 "$%&突变株（ "$%& -）对 *-
·# 清除能力的比较

V74]K <12*%07.18 1P .A%S384784 3PP3A;. 1P , ] %"-./-0%"12 ^75( ;/*3

’K，$$%& 26;%8;（ $$%& Q）%8( %*’+ 26;%8;（ %*’+ Q）18 ?Q
·> ]

#"# 耐辐射奇球菌 !!"# 和 "$%& 突变株对过氧化氢
的清除作用

生物体通过酶促反应可以直接将 ?> 转化为

WO>田 兵等：)*0[和 ’3A\蛋白对耐辐射奇球菌抗氧化作用的影响 ] H微生物学报（>FFE）IE（>）



!"#"，也可以在 $#%催化下将 #&
·" 歧化为 !"#"。图

"的结果是菌体 !"#" 清除活性的比较。耐辐射奇

球菌野生型在低浓度（’ ( ’)"*+,-+.）条件下，能够
明显地清除 !"#"，并且表现出一定的浓度量效关

系。在 ’)"* ( /)’’+,-+.浓度范围内，!"#$ 基因敲
除后菌株的清除活性高于对照的野生型菌株，在相

同的浓度条件（’)"*+,-+.）下，突变株和野生型菌株
对 !"#" 的清除活性分别为 01)/* 2 /)"34和 1")5/
2 /)1"4，突变株的清除活性提高了约 /*4，表明
!"#$ 的缺失能够导致菌体清除氧自由基活性的显
著增加。而当 %%!& 基因敲除后，!"#" 清除活性显著

降低（6")60 2 ")"34），与野生型比较，下降了约
3’4。我们的研究表明，789:和 ;<=>这两种蛋白质
本身对活性氧自由基并没有直接的清除活性（未发

表数据），因此，它们可能是参与菌体抗氧化作用的

重要调控因子。

图 ! 耐辐射奇球菌野生型菌株 "#、!!"#突变株（!!"# $）

和 "$%&突变株（ "$%& $）对 %!&! 清除能力的比较

?@,A" BC+8D9@ECF CG $=DH<F,@F, <GG<=IE CG ’ A !()*+),!(-. J@KL IM8<

;/，%%!& +NIDFI（ %%!& &）DFL !"#$ +NIDFI（ !"#$ &）CF !"#" A

!’( 耐辐射奇球菌 !!"# 和 "$%& 突变株的羟基自由
基清除作用

·#! 是生物体中化学性质活跃的一种活性氧，
过量的·#!能够对机体组织产生较强的毒性作用。
机体组织中可以通过 ?<FICF型的 !DO<9PQ<@EE 反应
产生羟基自由基［//］。研究发现，%%!& 和 !"#$ 基因突
变株对羟基自由基的清除能力与野生型比较差别不

大，尤其是 !"#$ 基因突变株与野生型相近（图 3）。
在相同浓度条件（’)*+,-+.）下，!"#$ 突变株、野生
型和 %%!& 突变株的清除活性分别为 R3)66 2 /)*R4、
R/)31 2 ")3/4和 06)53 2 /)0R4。这可能是在菌体
中存在有其他的非酶类羟基自由基清除因子，如类

胡萝卜素和维生素类等，它们有其自身的合成代谢

途径和调控机制，这些非酶类清除因子的活性可能

不受 %%!& 和 !"#$ 的影响或影响较弱。

图 ( 耐辐射奇球菌野生型菌株 "#、!!"#突变株（!!"# $）

和 "$%&突变株（ "$%& $）对羟基自由基·&% 清除能力的
比较

?@,A3 BC+8D9@ECF CG $=DH<F,@F, <GG<=IE CG ’ A !()*+),!(-. J@KL IM8<

;/，%%!& +NIDFI（ %%!& &）DFL !"#$ +NIDFI（ !"#$ &）CF·#!A

!’) !!"# 和 "$%& 突变对菌体超氧化物歧化酶和过
氧化氢酶活性的影响

由于在菌体细胞中，多数 #&
·" 和 !"#" 是分别被

$#%和 BST 催化降解的，因此，突变株菌体的活性
氧自由基清除能力的改变与基因突变株的抗氧化酶

活性相关。为此，我们考察了突变株和野生型菌中

的两种抗氧化酶活性，结果表明（表 /），与野生型比
较，%%!& 突变株的 $#%和 BST酶活性显著下降，分
别减少了约 5’4和 614。然而，!"#$ 的缺失使两种
酶的活性提高了 /倍以上。

表 # 突变株和野生型菌株的抗氧化酶（*&+和 ,-.）
酶活性的比较!

TDOK< / BC+8D9@ECF CG D=I@H@I@<E CG $#% DFL BST @F +NIDFIE DFL J@KL IM8<!

$I9D@F $#% BST
Q@KL IM8< ;/ /’’ /’’
UNIDFI 789: 6’)"6 2 *)*" *")RR 2 6)"/
UNIDFI ;<=> "’1)3" 2 1)/* "3/)50 2 3)15
! VFWM+< D=I@H@I@<E CG +NIDFIE D9< 89<E<FI<L OM IX<@9 9<KDI@H< D=I@H@I@<E

IC J@KL IM8<（4）A

另外，我们前面的研究工作也表明 %%!& 补偿的
大肠杆菌中的过氧化氢酶活性显著提高［/"］。因此，

789:是菌体抗氧化酶的一种重要调控因子，可能通
过激活抗氧化酶的表达来抵御外界的氧化压力。

/"#$ 的缺失也影响了菌体中抗氧化酶的活性，我们
的研究表明通过向突变株中添加 ;<=> 蛋白，并没
有影响菌体的自由基清除活性，这表明 ;<=> 蛋白
本身不是直接的自由基清除作用因子。;<=>的存
在可能抑制了过量的自由基清除因子（$#%和 BST）

’6" T:SY Z@F, "0 (1 A -2#0( 3*#!+4*+1+5*#( 6*-*#(（"’’5）65（"）



的作用，可能存在一种“负”调控机制，即在正常的生

理状态下，能够通过抑制抗氧化酶的过量表达而维

持抗氧化体系的平衡。

! 讨论
辐射引起细胞内水辐解，形成活性氧自由基，攻

击生物大分子。因此，活性氧自由基对生物大分子

氧化损伤是导致辐射损伤的一个重要原因，耐辐射

奇球菌的超强耐辐射能力与其清除自由基的能力应

该存在着密切的联系。目前，关于耐辐射奇球菌对

极端环境适应机理的研究已经成为研究的焦点。耐

辐射奇球菌的基因组序列分析已经完成，研究表明，

大量未知的功能基因和抗性酶可能贡献于这种极端

抗性［!"］。耐辐射奇球菌抗氧化酶活性明显高于大

肠杆菌，表明耐辐射奇球菌中有关抗氧化酶合成的

调控可能具有特殊的机制，但缺乏相应的研究。吕

星等人利用简并引物克隆了耐辐射奇球菌中的过氧

化氢酶和超氧化物歧化酶的基因片段［!#］。最近，美

国的 $%&’ 等人的研究发现耐辐射奇球菌能够富集
()（!）离子，并且和辐射抗性有着密切的关系，而
*+$的金属辅基 ()（!）是菌体中 () 的主要存在
形式之一［!,］。 !!"# 是我们在耐辐射奇球菌中新发
现的与适应极端环境有关的一个保护性“开关”基

因［,］，在胁迫环境下会开启部分与 $-.修复直接相
关的因子（如 /01.、234.等）。/015 最初被认为是
一种抗重组酶，它通过作用于 /01.（一种参与 $-.
修复过程的蛋白）而降低 /01. 的活性。在耐辐射
奇球菌中也有 "$%& 的同源基因（$/!"!6），我们通过
基因敲除得到了它的基因突变株 "$%& 7［8］。本文研

究了它们对菌体抗氧化作用的影响。结果表明，耐

辐射奇球菌 !!"#（$46!89）和 "$%&（$4!"!6）基因突变
对菌体活性氧清除作用具有显著影响，缺失 234:的
突变株对活性氧自由基氧化异常敏感，过氧化氢酶

和超氧化物歧化酶活性显著降低。与之相反，/015
对菌体活性氧清除作用表现为一种“负”的影响，即

缺失 /015的突变株对自由基的清除能力反而增强
了，过氧化氢酶和超氧化物歧化酶的酶活性也明显

增加。!!"# 和 "$%& 基因突变株对羟基自由基的清除
能力与野生型比较差别不大，这可能是在菌体中存

在有其他的非酶类羟基自由基清除因子，如类胡萝

卜素，它们的合成可能不受 !!"# 和 "$%& 的影响。有
关菌体类胡萝卜素和抗氧化酶之间的协同作用关系

还有待研究。

可以推测，在耐辐射奇球菌中可能存在着由多

个具有正向（类似于 !!"#）和负向（如 "$%&）调控基因
构成的抗氧化作用调控网络，共同维护菌体抗氧化

体系的平衡。虽然，有关 !!"# 和 "$%& 基因对抗氧化
酶的转录和表达的具体调控作用、激活机制以及它

们在整个调控网络中的地位和其他相关基因需要深

入研究，对耐辐射奇球菌抗氧化作用基因调控的研

究具有重要的理论价值。同时，功能基因又可以进

一步应用于其他物种适应极端环境的基因改造领

域，如果增强其他物种的抗活性氧自由基氧化能力，

还可以用于构建处理强氧化性化学污染的基因工

程菌。
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EFFA年《微生物学报》审稿专家名单
按姓名汉语拼音排序

以下专家在 EFFA年（全年）为本刊审阅过稿件，在此谨向您表示衷心地感谢！为编辑部审阅稿件给专家们增加了额外的
工作量，但是本着对作者、读者和期刊负责的原则，审稿又是一件非常重要的事情。为了扩大学术影响、促进微生物学科的发

展，同时也为了提高《微生物学报》的质量，本刊编辑部希望您今后能够继续给予支持。
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