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"通讯联系人。

人铜锌超氧化物歧化酶基因的克隆和在乳酸乳球菌中的表达

向 华 卫文仲 谭华荣"

（中国科学院微生物研究所 北京 !$$$5$）

郭顺星
（中国医学科学院药用植物研究所 北京 !$$$03）

摘 要 采用671896技术从人肝总6):中分离扩增了$;32<=的人铜锌超氧化物歧化酶（9-／>,?@A）基因的

BA):序列，首先克隆至大肠杆菌表达质粒CD7#4=，进行了序列测定和超高表达。将9-／>,?@ABA):亚克隆至

乳酸乳球菌表达载体CEF4"G，用电穿孔法将重组质粒CEF4"GH&I转化到乳酸乳球菌中，获得9-／>,?@A的组成

型表达，其表达量约占乳酸乳球菌可溶性蛋白的2J以上，活性染色表明该工程菌表达的9-／>,?@A具有较好的

酶活性。
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超氧化物歧化酶（?-CG.&LMIGIMHN-O+HG，D9!(
!2(!(!，简称?@A）是生物体防御氧化损伤的重要

酶类，广泛存在于需氧生物、耐氧生物及某些厌氧微

生物中［!，#］。目前已知的?@A主要分为三类，即

PG1?@A，E,1?@A和9-／>,?@A。其中PG1?@A主

要存在于原核生物，9-／>,?@A主要存在于包括人

类在内的所有高等真核生物中，而E,1?@A则在高

等生物的线粒体及细菌中均有发现，三类?@A可能

具有不同的进化祖先［4］。?@A的主要功能是清除

体内有氧代谢所产生的超氧自由基（@#Q）。超氧自

由基（@#Q）被认为对各种生物大分子及其它细胞组

份具有严重的损伤作用［3］，因此对?@A的分子生物

学基础及其应用研究备受关注。?@A的临床应用

领域包括抗肿瘤发生、消炎及抗衰老等［2］，?@A作

为保健食品及化妆品的有效成分亦有广泛的应用前

景。本文报道了人9-／>,?@A基因在食品级微生

物乳酸乳球菌（3+0/(0(00)&,+0/#&）中的活性表达，为

研制富含人9-／>,?@A的乳制品及微生态制剂奠

定了良好的基础。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株及培养条件

乳酸乳球菌 EF!4"4和质粒CEF4"G为荷兰

F.&,M,RG,大学*(S&<博士赠送，其余菌株和质粒

均为本室保存或本工作构建。450(,#*E!$0用于

质粒CD7#4=，CEF4"G及其衍生质粒保存或扩增的

标准菌株。大肠杆菌TU#!（AD4）／CU/H?和乳酸乳

球菌（35,+0/#&）EF!4"4用于人9-／>,?@A基因表

达的受体菌株。

大肠杆菌培养用UT或)>9VE培养基，乳酸

乳球菌用FE!W培养基。乳酸乳球菌电穿孔转化

用?FE!W培 养 基，有 关 培 养 基 的 配 制 参 见 文 献

［"］。氨苄青霉素使用浓度为!$$!R／NU。红霉素

在大肠杆菌中的使用浓度为!2$!R／NU，在乳酸乳

球菌中的使用浓度为2!R／NU。

!"# 人肝组织

健康人肝组织由北京红十字朝阳医院器官移植

研究室惠赠，QW$X冻存至使用。

!"$ 酶和试剂

所用内切酶为T&GY.M,RG.公司产品；73A):
连接酶、7+ZA):聚合酶为华美公司产品；异丙基1
"1A1硫 代 半 乳 糖 苷（[87F），:E% 逆 转 录 酶 为

8.&NGR+公司产品；硝基四唑蓝（)T7）为?MRN+化

学公司产品。核黄素等为国产分析纯。

!"% 人肝总&’(制备及&)*+,&扩增

人肝总6):采用异硫氰酸胍／酚／氯仿方法制

备［W］。扩增?@A基因的896引物按文献［5］报道







果表明所表达的人!"／#$%&’具有明显的%&’酶

活性（图()），由图()可以看出，工程菌所表达的人

%&’酶活性可达其内源性%&’活性的*+倍左右。

! 讨 论

超氧化物歧化酶（%&’）由于其重要的抗氧化能

力，目前已在化妆品、食品及保健品等领域获得应

用，并在一些疾病（如肿瘤、炎症及自身免疫疾病等）

的治疗中显示了良好的应用前景［*(，*,］。基因工程

表达人源%&’是其中一项最重要的内容。但是，目

前人源%&’的基因克隆与表达仍主要采用传统的

大肠杆菌［-，*.］，其表达产物需经过复杂的分离纯化

才能达到食品医药标准。

本文首次进行了人!"／#$%&’在食品级微生

物乳酸乳球菌中的克隆和表达，其表达产物有可能

不经过传统的纯化工艺而直接应用于食品及化妆品

领域，发挥其抗氧化、抗衰老等保健或护肤功能。若

将该乳酸乳球菌%&’工程菌以食品级选择标记取

代目前的抗生素抗性选择标记，还有可能直接用于

乳品发酵，用以生产功能食品，其%&’酶活性不仅

可防止乳制品中的脂质过氧化反应，将其口服至胃

肠道，对于胃肠道炎症疾病的防治亦将具有保健功

能。本工作的完成为人!"／#$%&’在功能食品、保

健品及化妆品等领域的广泛应用创造了条件。
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