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摘  要：【目的】克隆鲍曼不动杆菌铁蛋白(Abferritin)基因，并研究其抗氧化功能。【方法】

荧光定量 PCR 检测氧化应激下 Abferritin 基因的表达量，并将其基因克隆到表达载体 pET28a

以构建重组质粒 pET28a-Abferritin，转化大肠杆菌 BL21(DE3)得到重组菌 BL/pET28a- 

Abferritin，IPTG 诱导目的蛋白表达并利用镍柱亲和层析纯化该蛋白。比色法测定 Abferritin

蛋白的 Fe2+氧化酶活性，自由基清除实验测定其抗氧化功能。菌落计数法观察重组大肠杆菌

在 H2O2 应激条件下的存活率。【结果】Abferritin 基因在氧化应激下表达增高。重组质粒在大

肠杆菌 BL21(DE3)中高效表达，通过 Ni2+亲和层析纯化获得了 Abferritin 蛋白。该蛋白具有

Fe2+氧化酶活性，能有效减少氧自由基的形成及提高大肠杆菌抵抗氧化应激的能力。【结论】

氧化应激能诱导 Abferritin 基因表达上调，且该蛋白具有亚铁氧化酶活性和抗氧化功能。 
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Abstract: [Objective] This study aimed to clone the ferritin gene Abferritin from Acinetobacter 
baumannii and identify its anti-oxidative activity. [Methods] Relative expression of Abferritin under 
oxidative stress was analyzed by real-time PCR. The gene encoding sequence of Abferritin was 
inserted into the pET28a vector to generate the pET28a-Abferritin recombinant plasmid. This 
plasmid was transformed into the E. coli BL21(DE3) to create transformed strain of 
BL/pET28a-Abferritin. The Abferritin protein was expressed by IPTG induction and was purified by 
Ni2+-affinity chromatography. Kinetics of Fe2+ oxidation which catalyzed by Abferritin protein was 
determined by spectrophotometric analysis. Anti-oxidative activity of Abferritin was examined by the 
radical scavenging assay. Survival rations of the recombinant and control E. coli under the oxidative 
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stress of H2O2 were also measured. [Results] Expression level of Abferritin was up-regulated in A. 
baumannii under oxidative stress. Abferritin protein was expressed in E. coli BL21(DE3) and was 
purified successfully. Ferroxidase activity assay demonstrated that the Abferritin protein could 
convert Fe2+ to Fe3+. The hydroxyl radicals were scavenged by the Abferritin protein in vitro and the 
ectopic expression of Abferritin could increase the survival ratios of E. coli cells under the oxidative 
stress. [Conclusion] Abferritin was strongly up regulated under oxidative stress and the Abferritin 
protein exhibited ferroxidase and anti-oxidative activity. 

Keywords: Acinetobacter baumannii, Ferritin protein, Anti-oxidative activity 

氧自由基(Reactive oxygen species，Ros)是生

物机体内含有氧原子并且性质活泼物质的总称[1]。

Ros 是细胞正常代谢的产物，免疫应答、抗生素等

外源性刺激可引起 Ros 的增高。Ros 极易与 DNA、

蛋白质和脂类物质反应，从而造成机体损伤[1]。为

了对抗免疫应答过程中 Ros 的毒性作用，病原性

细菌可能具备多种 Ros 降解机制从而逃避机体的

免 疫 清 除 [1-2] 。 目 前 已 证 实 某 些 细 菌 的 铁 蛋 白

(Ferritin)在抗氧化中发挥重要作用。Ferritin 蛋白具

有亚铁氧化酶活性，催化 Fe2+生成 Fe3+并能够储存

Fe3+。同时也能抑制 Fenton 反应，减少氧自由基的

产生从而发挥抗氧化功能[3-4]。 

鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)是一类

在自然界广泛分布的条件致病革兰氏阴性杆菌[5]。

该菌对湿热、紫外线、化学消毒剂及氧化胁迫具有

极强的抵抗力。此外该菌容易产生多重耐药、泛耐

药及全耐药[6-8]。多种抗生素杀灭细菌的一个共同

作用机制是诱导 Ros 生成[1]。如多粘菌素能诱导

Ros 产生而清除鲍曼不动杆菌，抑制 Ros 生成后可

削弱多粘菌素的抗菌效应，研究显示鲍曼不动杆菌

可能具备一些抗氧化机制对抗抗生素的损伤[9]，但

迄今未见鲍曼不动杆菌抗氧化相关蛋白的报道。本

研究旨在初步探讨鲍曼不动杆菌铁蛋白的抗氧化

功能，从而为其抗氧化的机制提供实验证据。 

1  材料与方法 

1.1  主要实验试剂 

鲍曼不动杆菌购自美国 ATCC (ATCC17978)；

大肠杆菌 Top10、大肠杆菌 BL21(DE3)和表达载体

pET28a 由本实验室保存；反转录试剂盒、细菌

DNA 提取试剂盒、ExTaq 酶、小量质粒 DNA 提取

试剂盒、胶回收试剂盒购自大连 TaKaRa 公司；限

制性内切酶 NdeⅠ、BamHⅠ、T4 DNA 连接酶和

IPTG 购自美国 Fermentas 公司；Trizol 购自美国

Invitrogen 公司；PCR 引物由上海 Invitrogen 公司

合成；Ni2+亲和层析柱购自美国 GE 公司，其他化

学试剂购自上海生工生物工程股份有限公司。  

1.2  基因表达量的检测 

挑取鲍曼不动杆菌克隆接种于 LB 培养基，

37 °C、200 r/min 培养过夜。取 50 μL 菌液接种到

5 mL LB 培养基，培养 6 h 后加入终浓度 2 mmol/L

马来酸二乙酯模拟氧化应激环境 1 h 或 2 h。      

12 000 r/min 离心 2 min，收菌，利用 TaKaRa RNA

提取试剂盒提取总 RNA，并将其反转录成 cDNA。

利用荧光定量检测不动杆菌 Abferritin 基因的表

达。依据 GenBank 中查到的 Abferritin 基因和内参

16S rRNA 序列[10]，设计定量 PCR 引物，用于扩增

Abferritin 基因的上游引物 AbF：5′-GCTTAAACA- 

AGATTTATGAA-3′；下游序列为 AbR：5′-TTTGGT- 

TTGGCACCT-3′；扩增片段大小为 103 bp。内参

16S rRNA 上游引物 SF：5′-CGTTACTCGCAGAA- 

TAAGCACCG-3′；下游引物 SR：5′-ACCTGGAA- 

TTCTACCATC-3′；扩增片段为 202 bp。定量 PCR

体系为 2×SYBR Premix ExTM TaqII 12.5 μL，

50×ROX Reference Dye 0.5 μL，10 μmol/L 的上、

下游引物各 1 μL，cDNA 模板 0.5 μL，最后加

RNase-free 去离子水至 25 μL。反应条件为：95 °C 

30 s；95 °C 5 s，60 °C 31 s，40 个循环，在每个循
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环退火时收集信号，得到 16S rRNA 和 Abferritin

基因的 Ct 值，计算 Abferritin 基因的相对表达量。 

1.3  鲍曼不动杆菌 Abferritin 基因的扩增 

GenBank 中查得不动杆菌 Abferritin 基因全

长，设计上游引物：5′-CCCATATGCGTGGCAATC 

CAGAA-3′ (下划线为 NdeⅠ酶切位点)，下游引物：

5′-CCCTCGAGTTAAATTTGAGACTGGATAT-3′ 

(下划线为 BamHⅠ酶切位点)。以 ATCC17978 不动

杆菌基因组 DNA 为模板，PCR 扩增不动杆菌

Abferritin 基因。PCR 反应条件为：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，52 °C 45 s，72 °C 60 s，30 个循环；72 °C     

5 min。将 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳，利用胶

回收试剂盒回收 Abferritin 基因 PCR 产物。 

1.4  表达载体的构建与鉴定 

将 pET28a 载体和回收的 Abferritin 片段各自

用 NdeⅠ和 BamHⅠ进行酶切。胶回收酶切产物，

将回收的 pET28a 和 Abferritin 在 T4 DNA 连接酶

作用下 16 °C 连接过夜，转化大肠杆菌 Top10，涂

布于含 Kana 的 LB 琼脂平板，37 °C 培养 16 h。挑

取阳性转化子提取质粒进行酶切鉴定，阳性菌株送

上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序。 

1.5  重组蛋白的表达与纯化 

将构建成功的表达载体 pET28a-Abferritin 转

化大肠杆菌 BL21(DE3)得到重组菌 BL/pET28a- 

Abferritin。随后接种于 LB 培养基中 37 °C、     

200 r/min 培养过夜，将过夜培养的菌液按 1:100

的体积接种 LB 培养基；待菌液培养至 OD600 约为

0.5 时加入终浓度为 0.5 mmol/L IPTG 诱导 4 h，离心

收集菌体，PBS 重悬，冰浴超声破碎后 12 000 r/min

离心 20 min，上清经 0.45 μm 滤膜过滤后上样于

Ni2+ 亲 和 层 析 柱 ， 用 洗 涤 缓 冲 液 (50 mmol/L 

NaH2PO4，0.3 mol/L NaCl，40 mmol/L 咪唑，pH 8.0)

洗柱，并用洗脱缓冲液 (50 mmol/L NaH2PO4，   

0.3 mol/L NaCl，250 mmol/L 咪唑，pH 8.0)洗脱，

收集目的蛋白，除盐后冻干，SDS-PAGE 检测纯化

结果，Bradford 法测定 Abferritin 蛋白的含量。 

1.6  Abferritin 蛋白促铁氧化动力学分析 

由于 Fe3+在波长 310 nm 处具有特异性吸收光

谱，而 Fe2+并不存在这种吸收光谱，可以利用该特

性 来 检 测 溶 液 中 Fe3+ 浓 度 的 变 化 。 用 缓 冲 液    

(20 mmol/L Tirs-HCl，100 mmol/L NaCl，pH 7.5)

新 鲜 配 制 100 μmol/L 的 底 物 反 应 体 系

Fe(NH4)2(SO4)2。取 0.1 mg Abferritin 蛋白加入到  

1 mL 终浓度为 10 μmol/L 的 Fe(NH4)2(SO4)2 溶液，

混匀后立即利用分光光度计记录 310 nm 处的吸光

值，每隔 5 s 记录一次，共 120 s，以未加 Abferritin

蛋白的 Fe(NH4)2(SO4)2 溶液为阴性对照。 

1.7  Abferritin 蛋白羟基自由基清除实验 

采用 2-脱氧核糖降解法测定 Abferritin 蛋白羟

基自由基清除实验。配制 400 μL 样品溶液：     

10 μmol/L FeSO4，100 μmol/L H2O2，2.8 mmol/L

二脱氧核糖，10 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 7.4)，   

10 μmol/L Ascorbic acid 和不同浓度的 Abferritin 蛋

白/BSA 蛋白。将样品溶液 37 °C 处理 5 min 后，

取 200 μL 样品溶液加入到 100 μL 的 10%三氯乙酸

(质量体积比)和 100 μL 的 1%硫代巴比妥酸(质量体

积比)。80 °C 反应 1 h，12 000 r/min 离心 5 min。冷

却后测定其吸光度(A532-A600)，根据丙二醛的摩尔吸

光系数 1.56×105
 L/(mol×cm)，计算 Abferritin 蛋白和

BSA 蛋白对氧自由基的半抑制浓度值(IC50)。 

1.8  大肠杆菌重组子抗氧化实验 

将能表达 Abferritin 蛋白的大肠杆菌和含空

载体的对照菌置于 LB (含有 50 mg/L Kana)液体

培养基中培养。当 OD600 为 0.5 时，加入 IPTG 至

终浓度为 1 mmol/L。诱导培养 4 h。将大肠杆菌

分别用 0.5 或 1.0 mmol/L 的 H2O2 处理 20 min。

将处理后的菌液梯度稀释 104-107 倍，涂于 LB 平

板，菌落计数。 

1.9  统计学分析 

所有实验重复 3 次，计量资料采用 x ±s 表示，

并用 GraphPad Prizm 软件进行单因素方差分析，

P<0.05 表明有统计学意义。 
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2  结果与分析 

2.1  氧化胁迫提高鲍曼不动杆菌 Abferritin 基因

的表达   

荧光定量 PCR 结果显示，2 mmol/L 马来酸二

乙酯处理后，鲍曼不动杆菌 Abferritin 基因表达量

明显增高。当处理 1 h 时，Abferritin 基因的表达提

高了 4.8 倍，处理 2 h 后，Abferritin 基因的表达提

高了 5.7 倍(图 1)。 

 

 
 

图 1  氧化应激对 Abferritin 基因表达的影响 
Figure 1  The relative expressions of the Abferritin under 
oxidative stress 
注：**：与对照组(0 h)相比 P<0.01. 

Note: **: P<0.01 as compared with control (0 h). 

 

2.2  Abferritin 基因的扩增和重组质粒的鉴定  

以 鲍 曼 不 动 杆 菌 基 因 组 为 模 板 ， 扩 增

Abferritin 基因，其片段大小约为 470 bp，与预期

大小一致(图 2)。重组质粒 pET28a-Abferritin 利用

NdeⅠ和 BamHⅠ酶切后可以见到两条带，其中    

5 000 bp 左右的片段为载体，小片段为 Abferritin 基

因，大小约为 470 bp，与预期相符(图 3)。DNA 测

序结果与 GenBank 登录号 AHB92462.1 序列一致。 

2.3  Abferritin 蛋白的表达与纯化    

将构建好的重组质粒 pET28a-Abferritin 转化

到 BL21(DE3)，然后诱导 Abferritin 蛋白的表达，

经 SDS-PAGE 电泳分离，与空白对照相比，诱导组 

 
 

图 2  Abferritin 基因 PCR 扩增产物电泳图 
Figure 2  Electrophoretic profile of PCR product of the 
Abferritin gene  
注：M：Marker；1：Abferritin 基因扩增产物. 

Note: M: Molecular weight marker; 1: Abferritin gene. 

 

 
 

图 3  pET28a-Abferritin 的酶切鉴定 
Figure 3  Identification of plasmid pET28a-Abferritin by 
digestion 
注：M：DNA marker；1：pET28a 空载体；2：pET28a-Abferritin

重组质粒；3：pET28a-Abferritin 重组质粒经 NdeⅠ和 BamHⅠ

双酶切产物. 

Note: M: DNA marker; 1: pET28a plasmid; 2: pET28a-Abferritin 

plasmid; 3: pET28a-Abferritin digested with NdeⅠand BamHⅠ. 
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在 20 kD 左右有明显条带，与预期理论分子量一致

(图 4)。用镍离子柱亲和纯化，透析，其纯度约为 98%。 

2.4  Abferritin 蛋白的促铁氧化动力学分析   

未加入 Abferritin 蛋白的 Fe(NH4)2(SO4)2 溶液

吸收光值约为 0.05，并且在 2 min 内基本不变，加

入 Abferritin 蛋白后，反应体系中 310 nm 处的吸

光值发生了急剧变化，在 30 s 内从 0.05 快速上升

到 0.45 (图 5)。 

2.5  Abferritin 蛋白的抗氧化分析   

为了验证鲍曼不动杆菌 Abferritin 蛋白的抗氧

化功能，利用 2-脱氧核糖降解法检测 Abferritin 蛋

白是否能减弱 Fe2+参与的 Fenton 反应。羟基自由基

清 除 能 力 用 半 抑 制 浓 度 (IC50) 表 示 。 结 果 发 现

Abferritin 蛋白的 IC50 值约为 0.6 g/L，而阳性对照

BSA 蛋白的 IC50 约为 0.9 g/L，表明 Abferritin 蛋白

清除氧自由基的能力强于 BSA (图 6)。 

 
 

 
 

图 4  Abferritin 重组蛋白的诱导表达与纯化 
Figure 4  The expression and purification of recombinant 
Abferritin protein 
注：M：蛋白 Marker；1：重组菌 BL21/pET28a-Abferritin

的诱导产物；2：对照菌 BL21/pET28a 的诱导产物；3：经

Ni2+亲和层析纯化后的 Abferritin 蛋白. 

Note: M: Molecular weight marker; 1: The proteins of 
BL21/pET28a-Abferritin induced by IPTG; 2: The proteins of 
BL21/pET28a induced by IPTG; 3: The Abferritin protein 
after purified by Ni2+ pillar. 

 
 

图 5  Abferritin 蛋白催化亚铁离子氧化动态曲线图 
Figure 5  Kinetics of the iron oxidation and 
incorporation in Abferritin 

 

 
 

图 6  Abferritin 蛋白和 BSA 蛋白清除氧自由基的 IC50值 
Figure 6  Antioxidative activities of Abferritin and BSA 
protein were indicated as IC50  
注：**：与对照 BSA 相比 P<0.01. 

Note: **: P<0.01 as compared with BSA. 
 

2.6  氧化应激对 Abferritin 转化的大肠杆菌存活

率的影响  

将能表达 Abferritin 蛋白的转基因大肠杆菌

BL/pET28a-Abferritin 和 转 空 载 体 的 对 照 菌    

BL/pET28a 分别加入终浓度为 0、0.5 和 1.0 mmol/L

的 H2O2 处理 20 min。由图 7 可知，在相同的 H2O2

浓度时，转空载体对照菌株的存活率明显低于转

Abferritin 基因的 BL/pET28a-Abferritin 菌株。 
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图 7  BL/pET28a-Abferritin 重组子和对照菌 BL/ 

pET28a 经不同浓度 H2O2 胁迫后的存活率 
Figure 7  The survival rations of BL/pET28a-Abferritin 
and BL/pET28a under the stresses of different 
concentrations of H2O2 

注：与对照(BL/pET28a)相比，*：P<0.05；**：P<0.01. 

Note: *: P<0.05; **: P<0.01, as compared with the control 
(BL/pET28a).  

 

3  讨论 

Ferritin 蛋白是一种保守性较强的多亚基蛋

白，通常是由 24 个单体构成一个复合物。此复合

物在细胞中发挥多重功能，一是将机体里过剩的铁

储存，使机体减少氧自由基的产生，免受氧化伤害；

二是当铁离子不足时，释放储存的铁离子供机体正

常使用[11]。研究证实沙门氏菌和单核细胞增生李

斯特氏菌的 Ferritin 类似蛋白可以结合铁离子[12-13]，

减少细菌体内的氧自由基含量，从而保护细菌免受

抗生素的伤害。结核分枝杆菌的 Ferritin 基因功能

缺失后，容易被抗生素和宿主免疫系统产生的氧自

由基杀死，这些研究表明 Ferritin 蛋白在细菌抵抗

氧化胁迫中起重要功能[14]。 

鲍曼不动杆菌能黏附在各种物品的表面，普遍

存在于自然环境和医院，其生长条件极其简单，能

够快速的适应各种环境[15]。鲍曼不动杆菌能快速

获得耐药性，现今流行和暴发的鲍曼不动杆菌都具

有多重耐药性和泛耐药性[5-6,15]。我们在鲍曼不动

杆菌中发现一个 Ferritin 类似基因 Abferritin。本研

究检测了氧化胁迫下 Abferritin 基因的表达量，荧

光定量 PCR 结果表明胁迫 1 h 后，鲍曼不动杆菌

Abferritin 基因的表达量上调 4.8 倍，2 h 后上调 5.7

倍，这表明氧化应激条件下能快速诱导鲍曼不动杆

菌 Abferritin 基因表达以对抗各种氧化应激对其的

损伤。 

为了研究 Abferritin 蛋白的抗氧化功能及其作

用机理，本研究利用基因工程的方法从鲍曼不动杆

菌克隆到 Abferritin 基因，构建了 pET28a-Abferritin

原核表达载体，并在大肠杆菌中得到高效表达，利

用亲和纯化得到 Abferritin 蛋白。体外实验证实

Abferritin 蛋白具有亚铁氧化酶活性，能够催化亚

铁 离 子 生 成 铁 离 子 。 Abferritin 蛋 白 能 够 阻 止

Fenton 反应，减少氧自由基的产生，具有抗氧化的

能力，且抗氧化能力强过哺乳动物的抗氧化蛋白

BSA。故推测鲍曼不动杆菌 Abferritin 蛋白通过结

合铁离子从而减轻各种因素所致的氧化损伤。同

时，本研究还观察了转化有 Abferritin 基因和转空

载体(对照)的大肠杆菌在氧化应急条件下的存活

率，发现 Abferritin 基因的表达能够提高大肠杆菌

在氧化应激条件下的存活率，说明 Abferritin 蛋白

能赋予大肠杆菌抵抗氧化胁迫的能力。 

鲍曼不动杆菌是医院感染中的重要病原体之

一，该菌的抗氧化机制并不清楚。本研究发现氧化

胁迫能够诱导 Abferritin 基因表达上调，同时证明

Abferritin 蛋白具有亚铁氧化酶活性和抵抗氧化应

激的功能，这可能是鲍曼不动杆菌发挥致病作用的

一种新机制。 
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