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耐辐射奇球菌 ./0 突变株的构建和蛋白功能初步研究

严卓彦，许镇坚，许光治，田 兵，华跃进"

（浙江大学原子核农业科学研究所 农业部核农学重点开放实验室 杭州 0’$$#/）

摘 要：FG-（FH* GIE.4B.:EC A+I:C, -.9IJ9.:EC）蛋白是原核生物中特有的一类具有铁离子结合和抗氧化损伤功能的重

要蛋白。利用体外 K1L 扩增技术和体内同源重组方法，获得了耐辐射奇球菌（!"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$(）+,( 全基因

（FL2$$/#）缺失突变株。对突变株和野生型分别进行不同浓度过氧化氢（M#N# ）处理，结果表明：与野生型菌株 L’
相比，+,( 突变株在低浓度 M#N#（#’$88E5OP）条件下存活率急剧下降，而高浓度（$0$88E5OP）下则完全致死。

H9.:J46K*Q7 活性染色结果显示，稳定生长期 +,( 突变株体内两种过氧化氢酶（R9.* 和 R9.2）的活性较野生型 L’ 分

别上调 #S0 倍和 #S& 倍。通过质粒构建和大肠杆菌诱导表达，获得可溶性 FG- 蛋白。体外结合和 FH* 保护实验结

果显示：FG- 具有明显的 FH* 结合功能，并能保护质粒 FH* 免受羟自由基攻击。本研究证明，FG- 蛋白在耐辐射奇

球菌抗氧化体系中发挥重要作用，可能对该菌极端抗性机制有重要贡献。
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耐 辐 射 奇 球 菌（ !"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$(，简 称

FL）是一种红色革兰氏阳性极端微生物，最先由

*CA4I-EC 等［’］在 ’/)& 年从辐射灭菌后变质的肉类罐

头中分离出来。FL 菌对电离辐射、紫外线、干燥和

氧化损伤表现出极强的抗性［#］。高效的 FH* 损伤

修复机理和抗氧化保护机制是当前的研究热点［0，!］，

但已有的研究仍不能阐明 FL 菌所具有的这种超强

极端 抗 性［)］。U9IV:55:4 等［&］发 现 过 氧 化 氢 酶 基 因

（-*./）和超氧化物岐化酶基因（ (%+/）的突变会导致

FL 菌对电离辐射敏感性的增加。周绪斌等［"］的研

究报告也指出高活性的蛋白酶在细胞受损伤后的氧

化性环境中对 FL 菌增强氧化抗性具有重要作用。

最近，F95; 等 的 研 究 报 告 指 出，电 离 辐 射 产 生 的

FH* 损伤约 %$W是由辐射水解产生的活性氧自由

基（ I49B.:J4 EX;,4C -G4B:4-，LNY）攻 击 而 间 接 导 致

的［!］。此外，我们的研究也证实 F4:CEX9C.=:C 等色素

代谢产物的缺失会增加 FL 菌对电离辐射和过氧化

氢（M#N#）的敏感性［%］。上述研究表明，氧化抗性防

御机制在 FL 菌中对其极端抗性具有重要的贡献，

但至今该菌抗氧化体系的具体机制和分子机理仍然

不明［)］。因此，鉴定和研究该菌中其它抗氧化功能

相关的蛋白，对阐明抗氧化机制在 FL 菌中的贡献

及解释其极端抗性机制具有重要的意义。

FG-（FH* GIE.4B.:EC A+I:C, -.9IJ9.:EC）蛋白是细菌

中特有的一类具铁离子结合功能的蛋白，在细胞内

以 ’# 个亚基组成的球形多聚体结构存在，与细菌铁

蛋白（Z9B.4I:E[4II:.:C）及真核生物中的铁蛋白（[4II:.:C）

具有类似的结构并组成铁蛋白超家族［/］。FG- 蛋白

最先由 *58:IEC 等在受饥饿和氧化胁迫的大肠杆菌

（0(&1")#&1#* &%2#）中发现，它能保护细胞应对包括过

氧化 氢、金 属 毒 性、低 GM 和 高 温 等 多 种 逆 境 压

力［’$］。已报道的 FG- 蛋白绝大多数拥有其它铁蛋

白并不具备的非特异 FH* 结合功能，晶体结构分析

表明：FH* 结合功能与该蛋白 H 端存在赖氨酸保守

残基位点相 关［’’］。研 究 表 明，FG- 蛋 白 有 效 保 护

FH* 免受各种损伤，主要通过两种机制：’）FG- 能高

效结合游离态亚铁离子，维持细胞内铁的动态平衡，

从而防止过剩的 \4# ] 和 M#N# 发生 \4C.EC 反应产生

羟自由基攻击 FH*［’#］；#）FG- 蛋白与 FH* 的直接结

合作用，将 FH* 包被形成致密的蛋白6FH* 复合体，

从而保护 FH* 免受外界的各种攻击［’0］。

FL 菌中有两个基因（FL2$$/# 和 FL##&0）编码

FG-蛋白同源物，关于 FL##&0 基因已有的研究表

明：不同盐离子浓度条件下，该蛋白在体外能形成不

同形式的多聚体并能结合不同构型的 FH*［’!］。但

对 于 FG- 蛋 白 对 FL 菌 抗 氧 化 体 系 的 贡 献 及



!"#$$%& 基因功能与蛋白生化特性国内外未见报

道。本试验通过体内同源重组的方法首次对 !" 菌

中 !"# 基因（!"#$$%&）进行突变，获得 !"# 基因完全

缺失突变株，并对其功能进行了研究；通过 !’( 蛋白

在大肠杆菌中的重组表达和纯化，对其 !)* 结合能

力和保护功能进行了体外鉴定。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：试验使用的菌株、质粒及其特

性见表 +。

表 ! 供试用菌株和质粒

,-./0 + 123-45( -56 ’/-(746( 8(06 45 294( :;3<
123-45( -56 ’/-(746( =9-3->2034(24>( 1;83>0
123-45(

$ ? %&’(
!@A- )*"BCC，!’+% D/ E，,#! "+F，-.% */ 056 */，/-0*%EE，1,(G/，30/ */ 12;30 45 294( /-.
#H&+（!BI） # JK !%2 &2"3 ,#!1（3 K# 7K

# ）/+’"（!BI） );L-M05
#H&+G6’( $ ? %&’( #H&+（!BI）:429 ’B,&N-G6’( ,94( (286O

4 ? -+!(&!*-+5#
"+ P4/6 2O’0 (23-45(（*,== +I%I%） 12;30 45 294( /-.
Q6’( 4 ? -+!(&!*-+5# !"# M050 <5;><;82 782-52 ,94( (286O

R/-(746(
’SBTG, 0-(O =;/B，*7’3 R3;70M-
’,= , L0>2;3 :429 !"# M050 U/-5<45M (0V805>0 -56 =7 >-((0220，*7’3 ,94( (286O
’B,&N- BW’30((4;5 L0>2;3，Q-53 );L-M05
’B,&N-G6’( ’B,&N- >;52-4545M 6+2@#G7,&# U3-M7052 ;U !"#，Q-53 ,94( (286O
’Q-2=*, 30(;83>0 ;U >9/;3;7O>0245 30(4(2-52 >-((0220，*7’3 -56 =73 X ? )-3874 H-.
*7’3，Q-53 -56 =73 4564>-206 30(4(2-5>0 2; -7’4>4//45（A$$MY7H），<-5->4//45（&$$MY7H）-56 >9/;3;7O>0245（I$MY7H）30(’0>24L0/O?

!"!"# 培养基、试剂和仪器：大肠杆菌（$#%,.-(%,(+
%&’(）用 H# 液体培养基或含 +ZA[琼脂的固体培养

基，温度 IF\；4 ? -+!(&!*-+5# 用 ,S] 培养基（每升

水含 AM 胰蛋白胨，IM 酵母提取物，+M 葡萄糖）培养，

温度 I$\。本试验所用各种工具酶和 ’D=+% 质粒

购自 ,-Q-"- 公司。亚克隆载体 ’SBTG, 0-(O 购于

R3;70M- 公司。蛋白纯化试剂盒 )4G),* 18’03U/;: 购

自 ^X*SB) 公司。引物合成和 !)* 测序反应均委

托上海博亚公司完成。凝胶成像系统 T;60/GI$$$ 购

自美国 #4;G"-6 公司。

!"# 突变株的构建

以 )=#X 数据库公布的 !" 菌基因组为模板，用

R34703 R307403 A（R"BTXB" #4;(;U2 X52035-24;5-/，D1*）

软 件 设 计 引 物：DRJ：A_G,*S,,S,,S,,SS,=*S==
=SS,=*S,,GI_，DR"：A_GSSS,SSSS*,==S,,,,=,=
=,,*,=*,GI_（划线部分为 6+2@#位点），扩增产物

R="+ 为 !"#$$%& 基因的上游序列；引物 !)J：A_G
,*S,,,**S=,,S==S*S=*,=*==S*SGI_（划线部分

为 8(56% 位 点 ），!)"：A_G,S,,,S,S,SS,,=**=
S*=,==,*=SSGI_，扩增产物 R="& 为 !"#$$%& 基因

的下 游 序 列。R="+ 和 R="& 分 别 经 6+2@#和

8(56%酶切后与用同样酶双酶切的含 Q-2 启动子的

氯霉素抗性基因片段连接。以 I 段连接产物做模

板，用 R+ 和 RC 引物扩增得到包含目的基因上下游

序列和氯霉素抗性基因的产物 R="I。将 R="I 连

接到 ,G‘0>2;3 获得 ’,= 质粒。’,= 经 $%&"&内切酶

线性化后转化 "+ 菌株，氯霉素抗性基因经体内同

源重组进入 !" 菌基因组中，用 I7MYH 氯霉素筛选

获得 !"# 基因完全缺失突变株。

!"$ %#&# 处理

将菌株分别培养至稳定生长期（94E$$ 约 +ZA），

取样品用 +$77;/YH 的磷酸缓冲液（’@ FZE）稀释至

约 +$F >0//Y7H 后分装至 +ZA7H B’’056;3U 管。加入

+7;/YH @&a& 母液分别至不同的终浓度，混匀后置

C\避光处理 I$745。加过量过氧化氢酶（+$$$MY7H）

终止反应，稀释样品至合适浓度后分别涂板，以未经

@&a& 处理的菌液作对照。I$\培养 I6，统计菌落数

并计算存活率。@&a& 处理独立进行 I 次，以 I 次的

平均值作为计数值。

!"’ 过氧化氢酶活性检测

培养菌株至稳定生长期，加终浓度 &$77;/YH
@&a& 处理 I$745，分别离心收集菌体，&$77;/YH ,34(G

@=/（’@ NZ$）缓 冲 液 清 洗 & 次 并 冰 上 超 声 破 碎，

+$$$$M 离心 I$745 收集蛋白上清液。以相同生长期

++E严卓彦等：耐辐射奇球菌 !"# 突变株的构建和蛋白功能初步研究 ? Y微生物学报（&$$F）CF（C）



未经 !"#" 处理的菌体蛋白作对照。蛋白浓度定量

采用常规 $%&’()%* 染色法［+,］。取 -.!/ 蛋白进行非

变性凝胶电泳（0&123456789），电泳结束后立即进行

过氧化氢酶活性染色，染色方法详见参考文献［+:］。

染色后用成像系统拍照成像，凝胶中电泳条带的荧光

强度用 ;)1&<=&> 图像分析软件进行扫描定量分析。

!"# !"# 的体外克隆、重组蛋白的表达和纯化

6%2?4% 6%4?24% , 软件设计表达引物：$@"A：,B5
88;;88887;CC87;8C8;C7;;C;8;85DB（划线部分

为 !"#!"位 点），$@"E：,B5;7;;;7;;C;C8788C
88CC7C8C78C885DB（划 线 部 分 为 $%&"位 点）。

6CE扩增获得含 ’() 基因全长的 6CE 产物，进行

$%&"和 !"#!"双酶切，电泳纯化回收并将目的片

段连接 到 F9;"-& 质 粒，最 后 将 获 得 的 表 达 质 粒

F9;"-&5*FG 转化至 * H +&,- $="+（I9D）获得表达菌

株 $="+5*FG。
挑取单菌落接种至 =$ 培养基，DJK培养过夜。

次日以 +L接种量接种至 M..?= 培养基，DJK培养

至 ./:.. 约 .N,，加 .N"??)<O= P6;8 进行诱导表达。

D.K 诱 导 MQ 后 +..../ 离 心 +.?2’ 收 集 菌 体，

".??)<O= ;%2G5!C<（F! -N.）缓冲液清洗 " 次后进行

超声破细胞，提取上清液进行 RIR56789 分析。重

组蛋白可有效结合于 0250;757/&%)G4，采用不同浓度

的咪唑分步洗脱，大部分目的蛋白在 +..??)<O= 的

咪唑被洗脱，进一步的操作按照参考文献［+J］进行。

!"$ %&’ 蛋白与 %() 的体外结合实验

IFG 蛋白与 I07 进行体外反应前，先用戊二醛

进行交联（S%)GG<2’T）处理。根据 7’’4 8%)34 和 R1434’
6H U2<T2’G)’ 的方法［+M］配制交联反应液：".??)<O=
;%2G5!C<（F! -N.）、,.??)<O= 0&C< 和 .N+L（VOV）戊

二醛，加 入 +.!/ 纯 化 的 IFG 蛋 白 后 置 室 温 孵 育

D.?2’。取一系列 9FF4’*)%( 管（"..!=）作为对照和

样品的反应管，依次加入质粒 FWC+@（.N,/O=）.N,!=
和不同体积交联后的 IFG 蛋白（空白对照用相同体

积的 ;%2G5!C< 代替），用 ;%2G5!C< 缓冲液补足至 +.!=
反 应 体 系，置 D.K 孵 育 D.?2’。 然 后 依 次 加 入

A4（0!M）"（R#M ）"·:!"#（终浓度 "..!?)<O=）和 !"#"

（终浓度 -.??)<O=），室温反应 +,?2’。最后加入终

浓度为 +L 的 RIR 终止反应。将全部反应产物上

样，进行 +L琼脂糖凝胶电泳，恒压 -.V，电泳 @.?2’。

电泳结束后立即取出凝胶，置 .N,?/O= 溴化乙锭

（9$）溶液中染色 D.?2’，转移到凝胶成像系统拍照

成像。

* 结果和分析

*"! %+,--.* 突变株的构建及鉴定

为获得 ’() 基因缺陷突变株，我们从穿梭质粒

FX&1C7;（日本原子力研究所 0&%Y?2 教授赠）双酶切

得到含耐辐射奇球菌 0"1 启动子的氯霉素抗性基

因，反向插入目标基因（IE$..@"）的上下游序列之

间。通过体内同源重组方法用抗性基因将目标基因

完全替换，再经氯霉素抗性筛选获得 ’() 基因缺失

突变株 X*FG。通过 6CE 和酶切来鉴定融合 I07 片

段插入的正确性。以上述 6+ 与 6M 引物进行 6CE
反应，以抗性标记基因内部含有的一个 2’3"酶切

位点进行单酶切验证。以 X*FG 基因组为模板扩增

得到的全长片段为 "+D.>F，它的酶切片段长度分别

为 :-,>F 和 +MM,>F，与预期的 I07 片段大小一致，

能 清 楚 区 分 野 生 型 菌 株 E+ 的 6CE 全 长 片 段

（+@::>F）。克隆的片段通过 I07 测序进一步验证

了试验结果的正确性。

*"* /*0* 氧化压力条件下的存活率

图 ! 不同浓度 /*0* 条件下野生型 +! 和突变株 12&’
的生存率比较

A2/H+ RY%323&< SY%34G ()% Z2<* 1[F4 E+ &’* ’() /4’4 (Y’S12)’5*4(2S24’1

?Y1&’1 X*FG ()<<)Z2’/ 4\F)GY%4 1) !"#" H V&<Y4G &%4 ?4&’G )>1&2’4*

(%)? 1Q%44 2’*4F4’*4’1 4\F4%2?4’1G &’* &%4 F%4G4’14* &G ?4&’G ] RIH

为了研究 ’() 基因的功能及其对 IE 菌抗氧化

作用的贡献，我们对 E+ 野生型和 X*FG 突变株分别

进行了不同浓度过氧化氢处理，考察它们在氧化压

力胁迫条件下的存活率变化。图 + 表明，与 E+ 野生

型相比，’() 基因的缺失导致突变株对氧化损伤变

得极为敏感：在稳定生长期，+.??)<O= !"#" 条件下，

X*FG 突变株在 D.?2’ 内生存率下降明显，只有不到

+ML的存活率，而野生型菌株仍有 J.L的存活率；

当 !"#" 浓度升至 ".??)<O= 时，突变株 X*FG 存活率

"+: ^70 _QY)5[&’ 31 ", H O4+1" 5-+6&7-&,&8-+" 9-:-+"（"..J）MJ（M）



急剧降为不足 !"，这一浓度下，对照 #! 比 $%&’ 突

变株大约高出 () 倍；在高浓度 *+,+（!-)../012）压

力条件下，经过处理的突变株 $%&’ 已经不能正常生

长，而野生型菌株 #! 仍有 +34-" 5 6+47"的高存活

率。由此可见，稳定生长期内，!"# 基因的缺失导致

突变株 $%&’ 对不同浓度 *+,+ 的敏感度明显增加，

高浓度条件下表现尤为显著。说明 !"# 基因在 8#
菌体内对该菌的抗氧化机制可能起着非常重要的

作用。

!"# !"# 缺失对 $% 菌过氧化氢酶活性的影响

过氧化氢酶（9:;:0:’<）作为 8# 菌抗氧化体系的

重要成员，参与了细胞体内的抗氧化反应［(］。为分

析 !"# 基因缺失对 8# 菌其它抗氧化物的影响，我

们对稳定生长期该菌的过氧化氢酶（$:;= 和 $:;>）

活性进行了研究。图 + 为细菌裂解液上清经非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳后过氧化氢酶的活性染色图及

密度扫描结果。由图 +?= 可见，稳定生长期突变株

体内 $:;= 的活性较野生型 #! 均有不同程度的上调

（无论是否有 *+,+ 压力），最大差异达 +4- 倍。虽然

$:;> 活性在未处理的突变株与野生型中不存在明

显差异，但在 *+,+ 处理条件下，$:;> 的酶活性差异

在两者间高达 +4( 倍（图 +?>）。结果表明 !"# 基因

的缺失会导致氧化压力条件下过氧化氢酶的活性明

显增加。

图 ! !"# 缺失对稳定生长期 $ & %&!’(!)%&*# 体内过氧化

氢酶活性的影响

@ABC+ DEE<9;’ /E !"# FG/9F/H; /G 9:;:0:’< :9;AIA;A<’ /E $ C %&!’(!)%&*#

AG ’;:;A/G:JK BJ/L;M &M:’<C =：N:;AI<?O=PD :G:0K’A’ /E 9:;:0:’< :9;AIA;KC

>：DGQK.< :9;AIA;K RH:G;AEA9:;A/GC SM< <GQK.< :9;AIA;K /E $:;= AG

&:J<G;:0 #! ’;J:AG LA;M/H; ;J<:;.<G; /E *+,+ L:’ :’’ABG<% :’ ! C ) C SM<

J<0:;AI< AG;<G’A;A<’ EJ/. ;MJ<< AG%<&<G%<G; ’9:G’ :J< &J<’<G;<% :’ .<:G’ T

U8C ! C VA0% ;K&< #! ’:.&0<（LA;M/H; *+,+ ;J<:;.<G;）；+C VA0% ;K&<

#! ’:.&0< ;J<:;<% LA;M +)../012 *+,+； -C $%&’ .H;:G; ’:.&0<

（LA;M/H; *+,+ ;J<:;.<G;）；3 C $%&’ .H;:G; ’:.&0< ;J<:;<% LA;M +)../012

*+,+ C D:9M ’:.&0< 9/G;:AG’ W)!B /E ;/;:0 &J/;<AGC

!"’ $() 重组蛋白的表达和纯化

为研究 8&’ 蛋白的功能，我们通过 OX# 的方法

获得 !"# 全基因产物（图 -?=），测序结果表明该片段

与目的基因序列完全一致。构建 8&’ 蛋白在大肠杆

菌中的表达菌株 >2+!?%&’，体外 YOSP 诱导表达的结

果表明该重组蛋白在大肠杆菌中具有较高的可溶

性。通过金属螯合亲和层析的方法进一步对该蛋白

进行分离和纯化，结果如图 -?> 所示，电泳图谱中显

示目的蛋白分子量约 -)4ZF8:，与预测大小相一致。

图 # !"# 基因的体外克隆和蛋白纯化

@ABC - OX#?:.&0AEA<% !"# B<G< :G% ;M< J<9/.[AG:G; &J/;<AG /E 8&’

:G:0KQ<% [K !+" U8U?O=PDC =：!"# B<G< OX# &J/%H9; :G:0KQ<% [K

:B:J/’< <0<9;J/&M/J<’A’C \C 8N= 0:%%<J；! :G% + C OX# :.&0AEA<%

&J/%H9;C >：SM< J<9/.[AG:G; &J/;<AG /E 8&’ :G:0KQ<% [K !+" U8U?

O=PDC \C OJ/;<AG 0:%%<J；!C SM< &HJAEA<% J<9/.[AG:G; &J/;<AG /E 8&’C

!"* $() 体外 $+, 结合和保护试验

图 ’ $() 蛋白体外 $+, 结合和保护试验

@ABC3 8N= [AG%AGB :G% &J/;<9;A/G [K 8&’ &J/;<AG AG +’,%( :’’:KC ! C

&]X!Z &0:’.A% 8N= :0/G<（9/G;J/0）；+ C &]X!Z <^&/’<% ;/ @<（N*3）+

（U,3）+·(*+, :G% *+,+；-C &]X!Z &0:’.A% 8N= :0/G<；3C &]X!Z

<^&/’<% ;/ @<（N*3 ）+（U,3 ）+·(*+, :G% *+,+ :E;<J AG9H[:;<% LA;M

)46!B 8&’ &J/;<AGC 3 C &]X!Z <^&/’<% ;/ @<（N*3）+（U,3）+·(*+, :G%

*+,+ :E;<J AG9H[:;<% LA;M +!B 8&’ &J/;<AGC

关于 8&’ 蛋白是否具有 8N= 结合功能在不同

的细菌中有不同结果的研究报道。我们采用体外

8N= 结合和保护实验对其功能进行了研究，并通过
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分析质粒 !"# 超螺旋（完整 !"# 分子）、开环（单链

断裂）和线性（双链断裂）$ 种形态的变化对 !%& 蛋

白的 !"# 保护能力进行了探讨。如图 ’ 所示，未加

!%& 蛋白保护的 %()*+ 质粒由于 ,-.- 和 /0- 1 发生

/02342 反应，产生羟自由基攻击 !"# 而导致剧烈的

损伤，构型由超螺旋（5)）!"# 全部变成开环（.)）

!"# 和线性（67）!"#。而当 !%& 蛋白8!"#（质量比

为 *）孵育后再加入 /02342 反应条件时，与处理（第 -
泳道）比较发现 !"# 损伤明显降低，线性 !"# 损伤

消失而超螺旋 !"# 比例明显增加（第 ’ 泳道）；当

!%& 蛋白8!"# 质量比达到 ’ 时，质粒 !"# 与 !%& 蛋

白形成高分子量的蛋白9!"# 复合体且样品全部滞

留在上样孔（第 : 泳道）。实验结果表明，!; 菌中该

!%& 蛋白具有较强的 !"# 结合能力，而且能保护

!"# 免受 ,-.- 和 /0- 1 产生 /02342 反应的损伤，具

有显著的保护作用。

! 讨论

大量的研究表明，各种辐射会引起细胞内水辐

解，生成多种具有高度细胞毒性作用的活性氧自由

基（;.5）攻击生物大分子，可导致细胞内蛋白失活、

!"# 链断裂和含有大量不饱和脂肪酸细胞膜的损

伤，从而造成细胞的死亡［’］。因而，;.5 的清除能力

和抗氧化保护机制对维持生物体内环境的稳定性及

免受 氧 化 损 伤 具 有 重 要 意 义。 耐 辐 射 奇 球 菌

（!"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$(）以其极端的逆境抗性机制

及其潜在的应用前景（如放射性环境污染修复等）吸

引各国科学家的极大关注［*<］。研究显示，!; 菌除

了具有高效的 !"# 损伤修复系统外，由酶类和非酶

类两大系统构成的抗氧化防御体系对该菌的极端抗

性有重要贡献［:］。!%& 蛋白是原核生物特有的一类

抗氧化功能相关的蛋白，它具有结合游离态亚铁离

子并能抑制细胞内过量的 /0- 1 和 ,-.- 发生 /02342
反应［*-］。为了解 !%& 蛋白（!;=>>+-）在 !; 菌抗氧

化体系中的作用，我们对该基因的功能及潜在的抗

氧化分子机理展开了初步研究。

本研究首次对 !; 菌中 !;=>>+- 基因进行缺失

突变，成功获得 +,( 基因缺失突变株。对突变株进

行 ,-.- 处理，结果发现 +,( 基因的缺失导致 !; 菌

对 ,-.- 的敏感性急剧增加，且高浓度（!$>??4@86）

下产生致死效应。"A3BC09D#EF 活性染色结果显示，

+,( 基因的突变致使 !; 菌中过氧化氢酶的活性上

调明显，,-.- 压力条件下差异尤为显著。可能是由

于 +,( 基因的缺失导致 !; 菌体内游离态铁的动态

平衡失调，,-.- 压力下引发 /02342 反应产生大量的

自由基导致。尽管过氧化氢酶的活性也有相应的上

调，但这并不能完全消除 !%& 蛋白缺失所引起的

!"# 损伤和酶的失活，最终导致突变株 GH%& 对高浓

度 ,-.- 产生致死效应，该结果表明抗氧化蛋白和

抗氧化的酶类物质可能通过不同的机制在 !; 菌体

内发挥作用。!%& 蛋白体外 !"# 结合和保护试验

进一步证明：!%& 蛋白作为 !; 菌体内抗氧化机制的

重要成员，能有效结合游离亚铁离子及维持细胞内

铁离子的动态平衡，消除 /0- 1 和 ,-.- 发生反应而

对细胞产生的损伤，并能和 !"# 形成致密结构的蛋

白9!"# 复合体，保护 !"# 免受自由基的攻击。综

上所述，作为防御体系的关键一环，!%& 蛋白在抵御

细胞氧化压力方面具有重要作用，它与过氧化氢酶

（G#I）等酶类物质和 !0B24JA23KB2 色素等非酶类物

质共同组成了 !; 体内的抗氧化体系。本研究对深

入理解抗氧化机制在 !; 菌中的作用，为进一步揭

示该菌的极端抗性机制提供了重要证据。
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