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大豆过氧化物酶基因的克隆及其表达载体的构建

曾家豫 1，袁红霞 1，廖世奇 2 ,*，周思彤 1，梁 琼 1

(1.西北师范大学生命科学学院，甘肃 兰州      730070；2.甘肃省医学科学研究院，甘肃 兰州      730050)

摘   要：大豆过氧化物酶(soybean peroxidase，sbp)基因的克隆及其表达载体的构建将有利于人们更深入的从分子生

物学角度研究 sbp 基因的结构与功能。首先从大豆根中获取总 RNA，通过 RT-PCR 获得 sbp 基因。再将 sbp 基因

与表达载体 pPICZα-A 双酶切后连接，构建重组表达载体 pPICZα-A-sbp。将 pPICZα-A-sbp 转化大肠杆菌筛选阳

性克隆体并测序。结果表明：获得的 sbp 基因序列与已报道的 sbp[U51191(GmEpa1)]基因序列有 92% 的同源性。重

组表达载体 pPICZα-A-sbp 的成功构建为其在毕赤酵母中表达奠定了基础。
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Abstract ：The cloning and plasmid construction of soybean peroxidase (sbp) for prokaryotic expression system will provide

more information to study the structure and function of soybean peroxidase by means of molecular biology. Total RNA was

extracted from soybean root. Soybean peroxidase gene was obtained by RT-PCR technique and transferred into pPICZα-A vector

through restriction endonuclease digestion. The resulting recombinant pPICZα-A-sbp expression vector was transformed into

E. coli and the amplified recombinant pPICZα-A-sbp expression vector was selected and sequenced. Results indicated that cloned

DNA sequence from soybean root exhibited 92% homology to the reported sbp (U51191 (GmEpa1) DNA sequence. Therefore,

pPICZα-A-sbp was successfully constructed, which will provide base for its expression in Pichia pastoris (Gs115).
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大豆过氧化物酶(Soybean peroxidase，sbp)与辣根

过氧化物酶同属于Ⅲ类过氧化物酶(EC1.11.117)，结构和

功能也非常相似[1]。目前辣根过氧化物酶已经作为一种

商品化试剂广泛用于免疫测定技术、电镜技术、酶联

反应和免疫印迹等生物学研究，同时在生物传感器、木

素降解、工业“三废”处理等方面也有应用 [ 2 ]，所以

大豆过氧化物酶同样有着广泛的应用前景。另外大豆过

氧化物酶具有底物作用范围广、耐热性能高、酸碱稳

定性好、无污染、安全系数高、来源容易等优点 [ 3 ]，

可作为面包中已禁用添加剂溴酸钾的代替品，是同类过

氧化物酶不可比拟的[4]。目前，sbp 作为食品添加剂已

开始用于生产中，应用前景将非常广阔。

本实验利用 RT-PCR 从大豆根中分离和克隆 sbp 基

因。再将 sbp 基因与表达载体 pPICZα-A 双酶切后连接，

构建重组表达载体 pPICZα-A-sbp，并且将 pPICZα-A-sbp
转化大肠杆菌，筛选阳性克隆体并测序，以期为其在

毕赤酵母中表达提供指导。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

陇豆 2 号    甘肃省农科院。

E.coli 菌株 DH5α(Amp －、R －、M －)为本实验室

保存；pPICZα-A    Invitrogen 公司。

DEPC、Trizol、pfu 保真酶、OligodT(18)    上海生

工生物工程有限公司；限制性内切酶 XhoⅠ、XbaⅠ    北
京赛百盛公司；DNA ladder Marker、T4DNA 连接酶
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TaKaRa 生物技术有限公司；抗生素 ZeocinTM    Invitrogen
公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒

Omega 公司；酵母提取物和胰蛋白胨     英国 Oxoid
公 司 。

1.2 方法

1.2.1 PCR 引物设计与合成

根据 Chen 等[5]在 NCBI 核酸数据库报道的 sbp 基因

[U51191(GmEpa1)]序列设计了一对寡核苷酸引物，在两

端加上合适的酶切位点 XhoⅠ、XbaⅠ和保护碱基，引物

序列为：

P1：5′CCGCTCGAGACTCAAGCTTCTAGGATTTGTGCC3′；
P2：5′GCTCTAGATTACCACTTATTCCATCGCACATACAAC3′
以上引物由上海生工生物工程有限公司合成，合成

产物经 P A G E 纯化，下划线之处为酶切位点。

1.2.2 总 RNA 提取

称取新鲜大豆根 0.1g，用 Trizol 试剂提取大豆根总

R N A，操作方法按说明书进行。

1.2.3 总 RNA cDNA 的获得

取提取的大豆根总 RNA 12μL、OligodT(18)2μL，
70℃保温 10min后迅速在冰上急冷 2min以上，再加入 5 ×

Reaction buffer 4μL、dNTP mix (10mol/L) 1μL、RNase
inhibitor(40U/μL) 0.5μL、RTase (20U/μL)0.5μL 混匀，

4 2℃保温 6 0 m i n，7 0℃保温 1 5 m i n 后用冰冷却，得

c D N A。

1.2.4 目的基因扩增

以 cDNA 为模板，按表 1 加入反应组分到置于冰上

的 PCR 管中，混匀。以 95℃预变性 5min；95℃变性

1min，57℃退火 1min，72℃延伸 1.5min，共 30 个循环；

72℃延伸 7 mi n。进行 P CR 反应，获得目的基因。

PCR 体系组分 体积 /μL
10×PCR buffer(Mg2+) 10

dNTP Mixture(10mmol/L) 8
Primer 1(20μmol/L) 1
Primer 2(20μmol/L) 1
pfuTaq酶(5U/μL) 1
Template cDNA 4
灭菌三蒸水 75
总体积 100

表1   PCR反应体系

Table 1   Composition of PCR reaction system used in this study

10 ×缓冲液 2μL，灭菌三蒸水 6μL，于 37℃反应 3h。
pPICZα-A 的双酶切：pPICZα-A 载体 10μL，限

制性内切酶 XhoⅠ、XbaⅠ各 1μL，10 ×缓冲液 2μL，

灭菌三蒸水 6μL，于 3 7℃反应 3 h。

1.2.5.2 sbp 基因与 pPICZα-A 的连接反应

 在重组表达载体的构建中，设计了两个黏端的定

向克隆，对目的片段和质粒载体分别进行双酶切之后连

接，连接体系为 10μL，质粒载体与外源 DNA 的物质

的量之比为 1:3 时连接效率最高，由此算得酶切载体与

酶切片段的质量比为 1:1。将无菌微量离心管置于冰浴

中，按表 2 加入试剂。

组分 连接反应 对照1 对照2
pPICZα-A 5μL (0.08μg /μL) 5μL (0.08μg/μL)

sbp基因 0.5μL (0.8μg /μL) 0.5μL (0.8μg /μL)
10 × T4DNA 连接 buffer 2.5μL 2.5μL 2.5μL

T4DNA 连接酶(0.2U) 1μL 1μL 1μL
去离子水 1μL 1.5μL 6μL

表2   sbp 基因与 pPICZα-A 的连接反应体系

Table 2   Composition of ligation reaction system between sbp
gene and pPICZα-A vector

16℃温育 15h，70℃温育 15min 终止反应，即得

pPICZα-A-sbp 重组质粒。该反应设立了两个对照反应，

对照 1 只有 pPICZα-A 质粒载体，对照 2 只有 sbp 基因，

其他操作与连接反应相同。

连接所得的 pPICZα-A-sbp 重组质粒用 1% 的琼脂糖

凝胶电泳检测，检测后可用于转化实验。

1.2.5.3 pPICZα-A-sbp 重组质粒转化 E.coli DH5α
pPICZα-A-sbp 重组质粒转化 E.coli DH5α，培养

于含 25μg/mL Zeocin 的 LLB 琼脂平板上。随机挑取单

菌落，分别接种到 5mL 含有 25μg/mL Zeocin 的 LLB 液

体培养基中，37℃、150r/min 振荡培养过夜(约 14～16h)[6]。

1.2.5.4 pPICZα-A-sbp 重组质粒的鉴定

pPICZα-A-sbp 重组质粒的提取按 Omega 公司的质

粒抽提试剂盒说明书进行，提取的 pPICZα-A-sbp 重组

质粒用限制性内切酶 XhoⅠ、XbaⅠ双酶切后经 1.0% 琼

脂糖凝胶电泳检测。再以 0.5μL pPICZα-A-sbp 重组质

粒为模板，进行 PCR 扩增鉴定(条件同 1.2.4 节)。初步

鉴定为阳性的重组质粒由上海生工生物工程有限公司进

行自动化测序，测序引物为 5′AOX1 引物和 3′AOX1
引物，引物序列显示如下：

5′AOX1引物：5′GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3′；
3′AOX1 引物：5′GCAAATGGCATTCTGACATCC 3′。

2 结果与分析

2.1 PCR 扩增 sbp 基因

1.2.5 重组表达质粒的构建及鉴定

1.2.5.1 sbp 基因和 pPICZα-A 的双酶切

sbp 基因的双酶切：经琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化

的 sbp 基因 10μL，限制性内切酶 XhoⅠ、XbaⅠ各 1μL，
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用 Trizol 试剂从约 0.1g 新鲜大豆根中抽提总 RNA，

经 1.0% 琼脂糖凝胶电泳后，可以看到 3 条带，分别为

A 、B 、C ，条带 C 较弱，条带 A 、B 明亮但有拖尾

现象，可能是由于部分 RN A 的降解所致。总 RN A 包

括 rRNA，mRNA 和 tRNA，其中 rRNA 约占总 RNA 的

80% 以上，根据沉降系数可将 rRNA 分为 28S、18S、
5S，经 1.0% 琼脂糖凝胶电泳，5S 通常稍低于指示剂溴

酚蓝，1 8 S，2 8 S 位于 5 S 之上且距离接近，电泳结果

的 3 条带显示了 rRNA 的完整性，通常认为 rRNA 的完

整性即反应了总 RNA 的完整性，可以满足后续实验要

求(图 1 )。
以 OligodT (18)为引物作逆转录，得到总 mRNA 的

cDNA，然后用引物 P1 和引物 P2 进行 PCR 扩增，从 15
循环起每隔 5 循环取样 10μL，1、2、3、4、6 为 PCR
循环数分别为 15、20、25、30、35。经 1.0% 琼脂糖

凝胶电泳后，在约 1kb 处有一条电泳条带，此带即为克

隆的 sbp 双链 DNA。随着循环数的增加，条带逐渐变

亮，30 循环时条带明亮，35 循环时条带很亮但有弥散

现象，所以确定 30 循环为 PCR 扩增的最佳循环数(图 2)。
在约 2kb 处的电泳条带为引物的非特异性扩增，条带较

弱，由于此杂带的出现，实验对目的条带进行了切胶

回 收 。

电泳检测(图 3)。电泳图谱显示泳道 2 为连接后的结果；

泳道 3 为未连接目的基因的 pPICZα-A 质粒，泳道 4 为

sbp 基因。与泳道 3 和 4 相对比，泳道 2 在约 4.6kb 处

的条带即为连接的 pPICZα-A-sbp 重组质粒。说明 pPICZ
α-A-sbp 质粒构建成功。

pPICZα-A 质粒的大小为 3593bp，其多克隆位点位

于 1208～1276bp 处，外源 sbp 基因可插入到该多克隆位

点。将连接外源目的基因的重组 pPICZα-A 质粒转化宿

主细胞。实验采用限制性内切酶 XhoⅠ和 XbaⅠ双酶切法

将 sbp 基因连接到 pPICZα-A 质粒中，采用这种定向连

接方法构建 pPICZα-A-sbp 重组质粒的优点是可有效地避

免 sbp 基因的反向连接发生；同时也可有效地防止线状

pPICZα-A质粒末端的自身环化，这样消化的线状pPICZα-
A 质粒末端不需要去磷酸化操作。

2.2.2 pPICZα-A-sbp 重组质粒转化 E.coli DH5α

2.2.2.1 阳性克隆双酶切及 PCR 扩增鉴定
图1   大豆根总RNA的琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig.1   Agarose gel electrophoresis of total RNA from soybean root

A
B

C

图4   pPICZα-A-sbp 重组质粒转化 E. coli DH5α长出阳性克隆的

LLB 平板

Fig.4   Colonies of E. coli DH5α containing recombinant pPICZα-
A-sbp plasmid on LLB plates

阴性对照 带有目的片段的阳性克隆

选取 7 个转化的 E.coli DH5α阳性克隆(图 4)，提取

其质粒 DNA，经纯化后，分别用 XhoI 和 XbaI 双酶切

及 PCR 扩增两种方法进行鉴定。

选取 7 个阳性克隆质粒，重新进行 XhoI 和 XbaI 双
酶切，其产物应为质粒载体 pPICZα-A 和 sbp 基因，酶

切产物经 1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测后，在 3.6kb 处出现

图2   PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig.2   Agarose gel electrophoresis of PCR products

2kb

1 2 3 4 5 6

1kb 目的条带750kb

1、2、3、4、6 条带 P C R 循环数分别为 1 5、
20、25、30、35；5 为 DNA laddler marker。

2.2 重组表达质粒的构建及鉴定

2.2.1 pPICZα-A-sbp 重组质粒的构建

构建的 pPICZα-A-sbp 重组质粒用 1% 的琼脂糖凝胶

1. DNA ladder Marker；2. pPICZ-A-sbp 重

组质粒；3. pPICZ-A 质粒；4.目的片段。

图3   pPICZα-A-sbp 重组质粒的琼脂糖凝胶电泳检测图谱

Fig.3   Agarose gel electrophoresis of recombinant pPICZα-A-sbp
plasmid

10000bp 1 2 3 4
7500bp
4000bp
3000bp
2000bp

1000bp
750bp
500bp
200bp
100bp

pPICZα-A-sbp重组质粒
pPICZα-A-sbp质粒

sbp 基因

5000bp
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的电泳条带与线性的质粒载体 p P ICZα-A 大小一致，

1.0kb 处的电泳条带与 sbp 基因大小一致(图 5)。

以上电泳检测结果都初步证明了 pPICZα-A-sbp 质

粒的成功构建，并且成功转化到宿主 E.coli  DH5α中。

2.2.2.2 sbp 基因的序列测定

选取上述阳性克隆送上海生工生物工程有限公司测

序，测序结果显示，从大豆根中克隆到的 s b p 基因序

列与 Chen 等[5]在 NCBI 核酸数据库报道的基因序列号为

U51191(GmEpa1)的 sbp 基因序列通过 Blast 比较，两者

有 92% 的同源性，进一步说明了表达载体的成功构建。

测得的 sbp 基因序列全长为 975bp，其中编码蛋白

的 909bp 的核酸序列与基因序列号为 U51191 的 sbp 编码

序列几乎完全相同，实验为了保证蛋白编码序列不发生

大的变异，使信号肽编码序列和 RNA 转录本上的位点

有所缺失，导致同源性只达到 9 2 %。

3 讨  论

sbp 具有底物作用范围广、耐热性能高、酸碱稳定性

好、pH 值适用范围宽等优点，不仅已经成功用于体外

诊断试剂和生物检测，在食品添加剂和生物传感器中

也崭露头角 [7 -9 ]。而且在环保方面的应用更是大家所关

心的焦点，尤其在含有多酚类、木质素等物质及有机

溶剂的污水处理方面 [ 10 ]。所以对 s b p 基因的克隆具有

重要意义。实验从大豆根中获取总 RNA，通过 RT-PCR
获得的 sbp 基因序列与已报道的 sbp[U51191(GmEpa1)]
基因序列有 92% 的同源性，其中编码蛋白的 909bp 的

核酸序列与基因序列号为 U51191 的 sbp 编码序列几乎完

全相同。

在重组表达载体的构建中，实验设计了两个黏端的

定向克隆，采用限制性内切酶 XhoI 和 XbaI 双酶切法将

sbp 基因连接到 pPICZα-A 质粒中，构建的重组表达载

体 pPICZα-A-sbp 分别用双酶切及 PCR 扩增分析鉴定构

建成功。

sbp 基因重组表达质粒的成功构建是一项很有意义

的工作，为其在毕赤酵母中表达和进化，筛选出高效

表达的基因工程菌奠定了基础。
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1 . D N A  l a d d e r  M a r k e r；2、3、4、5、6、
7、8.重组表达质粒 pPICZα-A-sbp 的双酶切产物。

图5   重组表达质粒 pPICZα-A-sbp 双酶切的琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig.5   Agarose gel electrophoresis of recombinant pPICZα-A-sbp
plasmid digested by restriction endonuclease
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5. DNA ladder Marker；1、2、3、4、6、
7、8. 重组表达质粒 pPICZ α-A 的 PCR 产物。

图6   重组表达质粒 pPICZα-A-sbp PCR检测的琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig.6   Agarose gel electrophoresis of recombinant pPICZ α-A-sbp
plasmid detected by PCR
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以选取的 7 个阳性克隆质粒为模板，用 P1 和 P2 引

物进行 PCR 扩增，经 1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测，在约

1kb 处均有单一的条带，为 sbp 基因(图 6)。


