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重组人超氧化物歧化酶的基因克隆、表达及产物纯化研究

张 翊 王军志 吴勇杰"

（中国药品生物制品检定所 北京 !%%%#%）

摘 要 为了克隆人,5676+8，构建表达载体，实现其在大肠杆菌中的高效稳定表达，通过抽提人肝组织总

9+8，9:3;<9扩增人,5676+8，构建含2=,5676+8的表达质粒.>?34／2=,56，转化大肠杆菌@A!!$#进行表达
研究。结果克隆到的2=,5676+8序列与文献报道一致，在宿主菌中获得高效表达，表达水平达"BC以上；蛋白复
性纯化工艺高效快速，2=,56纯品纯度达&BC以上，比活性达到$#$&D／0E；为用基因工程方法生产2=,56打下基础。
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超氧化物歧化酶（,56）是机体内超氧自由基的
天然清除剂［!，$］，对炎症、缺血再灌注损伤、辐射损

伤均有一定疗效，还可减少抗癌药物对细胞和心脏

的毒副作用［G，4］。2=,56作为药物酶制剂，具有医
用价值及临床应用前景，但作为生物大分子，动植物

来源的2=,56均存在抗原等安全问题，可能诱发免
疫反应。近年来，美日等国已开发出基因工程产品，

并进入临床实验阶段。其临床适应症为早产儿氧中

毒引起的呼吸系统疾病及神经系统疾病［#］。此外，

对2=,56在基因治疗及作为8I6,的辅助治疗等
方面的研究也正在进行中［"，H］。我国除开展直接从

人血中提取,56 外，也开展重组人,56 的研
究［B，&］。我们从人肝组织中克隆到人<D3JK,56
76+8，并在大肠杆菌中得到表达。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒
大肠杆菌@A!!$#，质粒.>?34由上海医科大学

宋后燕教授惠赠。

!"# 主要试剂

:9IJ5>9-LE-K/购自>MN-:-7=K()(EM-O公司；

9:3;<9试剂盒购自;2(0-EL公司；其它工具酶均
购自>MN-:-7=K()(EM-O公司。

!"$ 引物设计与合成
正向引物：#P⋯8::Q88::<8:QQ<Q8<Q88QQ<<⋯GP
反向引物：#P⋯8::QQ8:<<::8::QQQ<Q8::<<⋯GP
引物两端分别设计30(9I和.+4RI位点。

!"% 人&’()(*+的克隆及表达载体的构建
取新鲜人肝组织B%0E，用:9IJ5>9-LE-K/抽

提总9+8，9:3;<9扩增2=,5676+8，参照,L03
12((S等方法［!%］构建含2=,5676+8的.T<!&重
组质粒，进行核苷酸序列分析。从阳性克隆质粒中

回收=,5676+8片段，与表达载体.>?34重组，构
建表达质粒，转化大肠杆菌@A!!$#，构建成.>?34／

2=,56工程菌。

!", -./0%／12&’(工程菌的发酵培养

.>?34／2=,56工程菌菌种单克隆接种于>U8
种子培养液（!C:2V./(K-，%W#C?-LO/XY/2L7/，!C
+L<)，!%%!E／0>80.）。于G%Z恒温培养!$=，至

56"%%[4W%。将.>?34／2=,56工程菌种子菌液按

!／!%%（7／7）比例接种于4%%%0>发酵培养液
（%W%B0()／> +L$R;54，%W%$0()／> \R$;54，

%W%#0()／>+L<)，%W%$0()／>]E,54，!C Q)D7(O-，

!C <LOM(K，!W!0E／0> ’M/0 U!，%W!C +R4<)，

%W!C/2L7--)-0-K/O()D/M(K，.R"WB），于#>生物反
应器（UM(N)(III*+U,*<(*T,8）中发酵培养。G%Z
扩增，4$Z诱导培养。离心收集.>?34／2=,56工程
菌。经,6,3;8QX电泳分析后，̂$%Z保存。

!"3 -./0%／12&’(工程菌破菌及包涵体（45)6789:5
;:<=&:67>9:5，4;&）提取纯化

.>?34／2=,56 工程菌悬浮于破菌缓冲液
（%W%#0()／>;U.RHW4，%W!#0()／>+L<)），于高压
匀质机（8;’*<(T\）#%%SE／70$，破菌。涂片，革



兰氏染色镜检，破菌率!"#以上。离心收获$%&，悬
浮于破菌缓冲液，以’()*+,匀浆器（-+..(/012)2(3450
67）反复匀浆研磨$%&，以去除可溶性核酸及菌体膜
蛋白等杂质。离心收获纯化的$%&。

!"# $%&’(蛋白的提取及复性
纯化 后 的 $%& 溶 解 于 $%& 溶 解 缓 冲 液

（"8"97+)／: -% ;<=8>，?7+)／: @A6,5B5,( 3C0
B/+D3)+/5B(，"8E7+)／:!0F1），以’()*+,匀浆器反
复匀浆研磨均匀。离心，以去除不溶性杂质。溶解

上清按一定比例缓慢加入复性缓冲液（"8"97+)／:
-%;<=8>，G89#&AD/+H(，"8E7+)／:!0巯基乙醇），

>I缓慢搅拌复性。以分子量截留为9JK的超滤浓
缩系统（F5))50;)6.(LF5))5;+/(LM+LN&O）浓缩样品。
离心去除少量析出的不溶性杂质。

!") $%&’(蛋白的柱层析纯化

!")"! ;:P0>／/3&QK蛋白的R09"凝胶过滤柱层
析纯化：复性浓缩后的样品，以R09"凝胶过滤层析
柱纯化，以去除小分子量核酸、杂蛋白及残留盐酸

胍、蔗糖等杂质。纯化洗脱过程由 S6.(/H?9"蛋白
纯化系统（S6.(/HLM+LN&O）控制：流速为G"D7／3；
流动相为缓冲液O（"8"97+)／:-%;<=8>）。

!")"* /3&QK蛋白的T0&(;36/+H(离子交换柱层
析纯化：R09"纯化后的样品用T0&(;36/+H(离子交
换层析柱（-36/76D56M+，&U(B(,）纯化。由 S6.(/H
?9"蛋白纯化系统控制：流速为9"D7／3；以流动相

O（"8"97+)／:-%;<=8>）；流动相%（"8"97+)／:-%
;<=8>，E7+)／:V6M)）进行 V6M)线性梯度洗脱。
收集样品，经&K&0-OR1电泳检定为/3&QK蛋白。
样品分装及冻干后>I保存待用。

!"+ $%&’(蛋白含量测定及酶活性测定［!!］

采用:+U/C法及改良的邻苯三酚自氧化法。

* 结果

*"! 总,-.的提取和目的基因的克隆
取健康人肝组织匀浆，提取总WVO，W’0-MW

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定在>X"Y;处可见一
扩增条带，与/3&QKDKVO大小相同（图E）。

*"* 目的基因的克隆和序列测定
目的基因经过!"#W$和$%&<$双酶切后与

;NME!（经过双酶切）连接，进行核苷酸序列分析，序
列测定结果与文献报道一致［EG］。

*"/ 表达质粒的构建和表达
表达载体;:P0>经过!"#W$和$%&<$双酶切

后与目的基因连接转化，经酶切连接鉴定后确认为

图E W’0-MW结果

Z5@LE W(HA).H+*W’0-MW
ELKVO76/J(/E""Y;)6BB(/；

GL%6,B+*-MW/(HA).（6Y+A.>X"Y;）

阳性克隆（图G）。

图G 重组质粒;:P0>／/3&QK的酶切鉴定分析

Z5@LG $B(,.5*5D6.5+,+*.3(/(D+7Y5,6,.;)6H75B
;:P0>／/3&QKYC/(H./5D.5+,(,[C7(B5@(H.5+,

ELKVOF6/J(/E""Y;)6BB(/；

GL;:P0>／/3&QKB5@(H.(BYC!"#W$6,B$%&<$

*"0 表达产物的电泳分析

;:P0>／/3&QK转化大肠杆菌\ZEEG9后，温度
诱导表达，产物经电泳分析（图]），扫描后表达量占
菌体总蛋白的?X8?#，产物以包涵体形式存在。

*"1 $%&’(蛋白的复性及纯化

/3&QK蛋白复性纯化工艺高效快速，经过凝胶
和阴离子交换柱纯化后（图>），/3&QK样品电泳纯
度达!X#以上（图9）。

*"2 $%&’(的蛋白含量及活性测定
采用:+U/C法测定蛋白含量为"8X97@／7:，

活性为GG9"A／7:，比活性达到G9G!A／7@，活性与
动物组织来源提取&QK相比基本一致。
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图! "#$%&／’()*+表达产物的)+)%,-./电泳分析

0123! )+)%,-./454678189:;<"’;88195
"’9=>?@89:"#$%&／’()*+

A3,’9=>?@1959:;5215;;’152B4?@;’149:’()*+4:@;’15=>?@195；

C3,’9=>?@1959:;5215;;’152B4?@;’149:’()*+B;:9’;15=>?@195；

!3D96;?>64’E;12(@F4’G;’

图& ’()*+经);"(;’=;<.%HI凝胶过滤层析和

J%8;"(;’98;离子交换层析纯化

0123& ,>’1:1?4@1959:’()*+B7);"(4’=;<.%HI.;6
:16@’4@19545=J%);"(4’98;K95%;<?(452;

-3L(;’;54@>’;=’()*+E484""61;=@94);"(4’=;<

M3’()*+">’1:1;=E1@();"(4’=;<.%HI?96>F5E48.%HI?96>F5
（AI?FNACI?F），E(1?(E48;O>161B’4@;=)>BP;?@;=@94J%8;"(4’98;

?96>F5（&QH?FNRI?F），E(1?(E1@()96>@195-（IQHF96／#,M

"STQ&）4@AH?F／(E48;O>161B’4@;=E1@()96>@195-（IQHF96／#,M

"S0’4?@1959:U&IF#E48?966;?@;=45=45467V;=:9’TQ&），45=E48

;6>@;=E1@(4AI#615;4’2’4=1;5@9:"’9@;15?9F"981@195B7)+)%

,-./3

W4X6:’9FIF96／#@9I3HF96／#E1@()96>@195M（I3IHF96／#,M

"ST3&，AF96／#W4X6）4@&I?F／(30’4?@195KK9:AHYIF#E48?96%

6;?@;=45=45467V;=:9’"’9@;15?9F"981@195B7)+)%,-./

图H ’()*+纯化产物的)+)%,-./电泳及光密度扫描

0123H ,>’1:1;="’9=>?@1959:’()*+45467V;=B7
)+)%,-./45=+;581@7)?455152
-3’()*+45467V;=B7)+)%,-./

M3’()*+45467V;=B7+;581@7)?455152
A3D96;?>64’E;12(@F4’G;’

C3,>’1:1;=’()*+4:@;’K95%;<?(452;

! 讨 论

!"# 基因克隆及工程菌的构建
我们查阅了.;5B45G，发现人的肝组织)*+含

量较高，,XZ模板的制备充分考虑到)*+的组织
特异性，选用人的新鲜肝组织，为便于克隆，在进行

引物设计时在两端增加了C个限制酶的位点；,-$&
质粒为温度诱导质粒，在今后操作中较简便，成本较

低，是一种高效表达质粒，在完成克隆和构建后，我

们进行了小试表达筛选，最终筛选出表达量&T[的
阳性克隆作为工程菌。

!"$ %&’()的纯化研究
在完成了人)*+?+W-的克隆及表达、工程菌

构建的基础上，我们进行了发酵、复性及纯化工艺的

研究，利用WM)H#MK*KKK发酵罐对工程菌进行高
表达发酵研究，在该表达体系中，由于’()*+基因
的表达为温度控制,#%,Z启动子所调控

［A!］，’()*+
工程菌在!I\培养时大量扩增，但不表达’()*+基
因，在&C\诱导时则大量合成’()*+蛋白。通过控
制发酵培养的温度［A&］、"S、溶解氧（+*）等参数，诱
导后的’()*+工程菌经)+)%,-./电泳及凝胶黑
度扫描，’()*+表达量占菌体总蛋白的RY[以上，
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图! 在复性过程中"#$%&的活性与盐酸胍浓度与
时间的关系曲线

’()*! +#,-(.,/0"1,2#342-#,25,/(6(/7/-(1(-836
"#9$%&12-#,/3:/,:-"7-(3:36;07":(<(:,*=>?(:

-#,/30"2,36-#,",63?<(:)5"3/,<0",

明显高于国内同类研究水平［@］。

"#$%&作为一种人源性重组蛋白质，由于在大
肠杆菌中过度表达等原因，使"#$%&工程菌合成的

"#$%&蛋白质分子不能及时折叠形成其正确天然
二、三级空间结构，表达产物形成包涵体，其最大的

优点是易纯化，但需要经过特异的复性过程，使其转

化为可溶性的有活性状态［AB］。研究表明，在CDA
.3?／E左右盐酸胍浓度条件下，"#$%&蛋白样品逐
渐恢复其原有空间构象并恢复其生物活性（图!）。

"#$%&的等电点为BD!，所以我们选用阴离子
交换柱进行纯化，在此之前，我们采用;9BC柱进行
脱盐，以保证阴离子柱的吸附性能，通过不断调整洗

脱梯度和盐浓度，达到了较好的纯化效果。

我们已经完成了"#$%&的基因克隆、工程菌构
建、蛋白表达及表达产物纯化等一些基础工作，进一

步的开发研究工作正在进行中。
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