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大豆锰超氧化物歧化酶基因在乳酸乳球菌中的 
分泌表达

马红丹1，张丽媛1，赵邯郸1，徐丹丹1，曲  静2，关淑艳1,*，王丕武2,*
（1.吉林农业大学生命科学院，吉林 长春 130118；2.吉林农业大学农学院，吉林 长春 130118）

摘  要：为使大豆锰超氧化物歧化酶（Mn superoxide dismutase，MnSOD）在乳酸乳球菌中高效表达，将克隆的

MnSOD基因开放阅读框序列分别重组到质粒pNZ8149和经改造的质粒pNZS上，表达载体pNZ-SOD和分泌表达载

体pNZS-SOD，将两者分别以电穿孔法转化乳酸乳球菌L. lactis NZ3900，经Elliker琼脂板筛选、聚合酶链式反应

（polymerase chain reaction，PCR）、酶切鉴定正确后，获得的两重组菌株加入Nisin进行诱导表达，对L. lactis 
NZ3900/pNZ-SOD和L. lactis NZ3900/pNZS-SOD的表达产物进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 

dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）和酶活性对比分析。结果显示：L. lactis NZ3900/

pNZS-SOD菌株表达SOD总活性约是L. lactis NZ3900/pNZ-SOD菌株的1.6 倍，是L. lactis NZ3900/pNZ8149的13.5 

倍，且可将表达的约2/3的SOD分泌到胞外，表明经改造的乳酸菌分泌表达系统L. lactis NZ3900/pNZS能够分泌表达

SOD，并增强SOD的表达。
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Abstract: Open reading frame of manganese superoxide dismutase (MnSOD) from soybean was cloned into the plasmid 

pNZ8149 and plasmid pNZS was reformed to construct the food-grade vector. The recombinant plasmids were then 

separately transformed into L. lactis NZ3900 by electronic perforation, and the growth ability of the transformants was 

detected in Elliker medium. The recombinant plasmids named pNZ-SOD and pNZS-SOD were thus constructed successfully 

after PCR amplification, ligation and identification. The expression of L. lactis NZ3900/pNZ-SOD and L. lactis NZ3900/ 

pNZS-SOD was induced by nisin and their expressed products were analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). The SOD enzymatic activities of the transformants L. lactis NZ3900/pNZ-SOD and L. lactis 
NZ3900/pNZ-SOD were determined by the inhibition of nitrotetrazolium. The SOD enzymatic activity of the transformant  

L. lactis NZ3900/pNZS-SOD (with two thirds of extracellular SOD) was 1.6 times higher than that of the transformant 

L. lactis NZ3900/pNZS-SOD and 13.5 times higher than that of the parent strain. Hence, the expression of MnSOD was 

enhanced in L. lactis NZ3900/pNZS.
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超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）是

生物体防御氧化损伤的重要酶类，对生物体生命活动具

有重要意义。锰超氧化物歧化酶（MnSOD）是SOD的一

种，已有研究表明MnSOD基因过量表达与多种肿瘤（如

乳腺癌、肺癌、胃癌等）相关，被认为是一种新的抗癌

基因，因而受到广泛关注[1-4]。但MnSOD在生物体内表达
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量较低，获取困难，而应用重组微生物发酵生产可解决

这一难题。目前，多种来源的MnSOD基因已在不同微生

物中成功克隆和表达[5-7]。

乳酸菌是公认的食品级安全微生物，在食品工业

和生物制药等诸多领域广泛应用。在基因工程领域，已

建立一系列基于乳酸菌的遗传转化系统，应用这些系统

定向生产人类所需要的产品将成为热点。乳酸菌遗传

转化系统中应用较多的是NICE系统，L. lactis NZ3900/

pNZ8149是NICE系统中的一种，其诱导剂、筛选标记和

宿主均为食品级，符合美国食品和药物管理局（Food and 

Drug Administration，FDA）安全标准，是食品级安全的

外源基因表达系统[8]，已有来源于动物、植物、微生物的

不同外源基因在该系统中成功表达[9-11]。但外源基因在该

系统中为胞内表达，可能存在外源基因产物在细胞内大

量表达积累容易形成包涵体、产物容易被细胞内水解酶

系统识别作为异源入侵物水解、获得目的蛋白需要对菌

体进行破碎处理等缺点，因此该系统在实际应用中具有

一定局限性。

本实验室已利用基因工程技术，对质粒pNZ8149进

行改造，在其启动子PnisA后插入乳酸乳球菌MG1363未

知分泌蛋白Usp45胞外分泌信号肽基因序列SPusp45，并

利用聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）

技术定点删除启动子与信号肽之间的酶切位点，获得

分泌表达载体pNZS，重新建立分泌表达系统L. lactis 

NZ3900/pNZS [12]，以打破该系统局限性。本实验分别将

大豆MnSOD基因导入L. lactis NZ3900/pNZ8149和L. lactis 

NZ3900/pNZS系统进行表达，尝试对两系统表达MnSOD
基因的表达量和表达方式进行对比分析，为MnSOD的高

效表达和直接应用研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 质粒和菌种

L. lactis NZ3900和配套载体pNZ8149 荷兰NIZO研

究所；大肠杆菌DH5α和质粒pREP5N-MnSOD、经改造质

粒pNZS 吉林农业大学植物生物技术中心[12]；克隆用

质粒pMD18-T 大连宝生物公司。

1.1.2 引物

上游引物1：5’-GG ACT AGT ATG GCC GCG CGA 

GCT CTG T-3’；下游引物2：5’-TGC TCT AGA CTA 

AGA GCT CTC TTT CTC ATA C-3’；以下划线标记的序

列为引入的限制性酶切位点（SpeⅠ、XbaⅠ），引物由北

京三博远志生物技术有限责任公司合成。

1.1.3 试剂

p M D 1 8 - T克隆载体、质粒提取试剂盒、凝胶

DNA回收试剂盒、T4 DNA连接酶、限制性内切酶及

DL2000Mark0er 日本TaKaRa公司；蛋白分子质量标准

品（116、66.2、45、35、25、18.4、14.4 kD） 加拿大 

MBI公司；Nisin标准品 美国Sigma公司；其他化学试

剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

UNO PCR仪 德国Biometra公司；DYY-4型稳压

稳流电泳仪（配有DYY-33A型水平电泳槽、DYCZ-21型

垂直电泳槽） 北京六一仪器厂；MicroPulserTM型电

击仪、Universal Hood S.N. 75s/01700凝胶成像仪 美国

Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 引物设计与合成

根据GenBank已发表的大豆MnSOD基因（序列号

AJ440726）的开放阅读框序列及pNZ8149和pNZS载体

序列，应用Premier5.0软件设计一对特异性引物，并

分别在上游引物和下游引物5’端引入限制性酶切位点

SpeⅠ、XbaⅠ，引物由北京三博远志生物技术有限责任

公司合成。

1.3.2 MnSOD基因的克隆与鉴定

以含有MnSOD基因全序列的pREP5N-MnSOD为模

板，以引物1、2扩增MnSOD开放阅读框序列，产物以凝

胶DNA回收试剂盒回收后，克隆到pMD18-T上，CaCl2法

转化E.coli DH5α感受态细胞。蓝白斑筛选阳性转化子，

试剂盒提质粒，经PCR验证，SpeⅠ、XbaⅠ双酶切验

证，送北京三博远志生物技术有限责任公司测序。

1.3.3 食品级载体的构建及乳酸菌转化

测序正确的转化子，试剂盒提质粒，以SpeⅠ、

XbaⅠ双酶切，凝胶回收目的片段后分别与同样经双酶

切回收的pNZ8149和pNZS质粒以T4连接酶连接12 h，连

接产物以电穿孔法转化L. lactis NZ3900感受态细胞[13]，

Elliker琼脂板筛选阳性菌落[14]。挑取阳性菌落提质粒进

行PCR及SpeⅠ，XbaⅠ双酶切鉴定。鉴定正确的两重组

质粒送北京三博远志生物技术有限责任公司测序，测序

正确的表达载体命名为pNZ-SOD，分泌表达载体命名为

pNZS-SOD。

1.3.4 SOD的诱导表达和乳酸乳球菌上清和菌体蛋白样

品的制备

L. lactis NZ3900/pNZ8149、L. lactis NZ3900/pNZ-

SOD和L. lactis NZ3900/pNZS-SOD分别接种于5 mL GM17

的液体培养基内，30 ℃过夜，次日以1%接种量接入新

鲜培养基，至OD600 nm在0.4～0.5之间，加入质量浓度为 

5 ng/mL的Nisin诱导，继续培养5 h，4 ℃离心分别收集上

清和菌体，上清于－20 ℃冷冻12 h，4 ℃解冻、离心，收

集沉淀，－20 ℃备用；菌体用0.1 倍原培养体积磷酸盐缓

冲溶液（phosphate buffered solution，PBS）重悬，加溶
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菌酶37 ℃，0.5 h后用超声波细胞破壁仪破壁，4 ℃离心

收集上清液，即为菌体蛋白，－20 ℃备用。

1.3.5 表达产物的SDS-PAGE分析

分别取上清样品（0.1 倍原上清体积的PBS溶解）

和菌体样品16 μL与4 μL蛋白上样缓冲液（5×）混合，

95 ℃变性8 min后，4 ℃离心，取16 μL上清液上样，进行

SDS-PAGE，考马斯亮兰染色后，观察SOD特异条带并

扫描保存。

1.3.6 表达产物的酶活性检测

以氯化硝基四氮唑蓝（nitroblue tetrazolium，NBT）

光照还原法[15]分别测定新鲜制备的上清和菌体样品SOD

活性。3 mL反应体系在光照结束后迅速以722分光光度计

在560 nm波长处测定吸光度，每个样品设5 个重复，取

5 次测定的平均值，以抑制NBT光化还原反应速率的50%

所需的酶量为一个酶活力单位。

2 结果与分析

2.1 MnSOD基因开放阅读框序列的PCR扩增

PCR扩增MnSOD基因开放阅读框序列，产物经

1.0%琼脂糖凝胶电泳，EB染色后紫外灯下观察，有与

目的基因大小相符的条带，大小为726 bp左右，目的片

段成功扩增。

2.2 重组质粒pMD18-T-MnSOD的构建及鉴定

PCR扩增产物经凝胶回收克隆到pMD18-T载体上。

经蓝白斑筛选得阳性菌株，提质粒进行PCR和双酶切鉴

定。重组质粒PCR及双酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳，

得到与期望大小相一致的726 bp条带（图1），说明外源

基因成功插入pMD18-T载体。将含有重组质粒pMD18-T-

MnSOD的菌体送至北京三博远志生物技术有限责任公司

测序。测序结果表明克隆到T载体上的MnSOD基因序列

与GenBank中检索到的大豆MnSOD序列一致，成功克隆

目的基因。

M

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

726 bp

1 2

M. DNA Marker；1. T/MnSOD PCR产物；2. T/MnSOD酶切产物。

图 1 T/MnSOD的鉴定

Fig.1 Restriction enzyme digestion of recombinant plasmid T/MnSOD

2.3 重组质粒pNZ-SOD、pNZS-SOD的构建及鉴定

质粒pMD18-T-MnSOD经SpeⅠ、XbaⅠ双酶切、凝

胶回收后获得线性目的基因与同样经双酶切、凝胶回收

的线性质粒pNZ8149、pNZS以T4连接酶连接，构建了

重组质粒pNZ-SOD和pNZS-SOD，重组质粒分别电转化

L. lactis NZ3900，经Elliker琼脂板筛选，均得到多个转化

子，转化成功。转化子摇菌、提质粒后，PCR扩增和双

酶切鉴定，琼脂糖电泳后均得到与预期大小（726 bp）相

一致的片段，重组质粒送北京三博远志生物技术有限责

任公司测序，测序结果显示，重组质粒所携带的目的基

因与MnSOD基因序列一致，重组质粒构建成功，并成功

导入L. lactis NZ3900（图2～4）。
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图 2 重组质粒pNZ-SOD和pNZS-SOD的构建示意图

Fig.2 Schematic representation of the organization of recombinant 

plasmids pNZ-SOD and pNZS-SOD
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M. DL2000 DNA Marker；1. pNZ-SOD PCR产物；2. pNZS-SOD PCR产物。

图 3 重组质粒pNZ-SOD、pNZS-SOD的PCR扩增产物

Fig.3 PCR products of recombinant plasmids pNZ-SOD and pNZS-SOD
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M. DL8000 DNA Marker；1. pNZ-SOD酶切产物；2. pNZS-SOD 酶切产物。

图 4 重组质粒pNZ-SOD、pNZS-SOD的限制性酶切产物

Fig.4 Restriction enzyme digestion of recombinant plasmids pNZ-SOD 

and pNZS-SOD

2.4 重组质粒表达产物的SDS-PAGE分析

L. lactis NZ3900/pNZ8149、L. lactisNZ3900/pNZ-

SOD和L. lactis NZ3900/pNZS-SOD经Nisin诱导表达后
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提取蛋白样品进行SDS-PAGE分析，与L. lactis NZ3900/

pNZ8149和L. lactis NZ3900/pNZ-SOD相比，L. lactis 

NZ3900/pNZS-SOD上清样品在约26 kD处多出一条

明显的特异性谱带；而两重组菌株菌体蛋白样品比

L. lactis NZ3900/pNZ8149均多出一条约26 kD大小的特异

性谱带，并且L. lactis NZ3900/pNZ-SOD株谱带较L. lactis 

NZ3900/pNZS-SOD株谱带深（图5），这表明经改造的

乳酸菌分泌表达系统能够将外源的目的蛋白分泌到胞

外，且表达量明显高于L. lactis NZ3900/pNZ8149胞内表

达系统。

M

116 kD

66.2 kD

45 kD

35 kD

25 kD 26 kD

1 2 3 4 5 6

M. 标准蛋白Marker；1. L. lactis NZ3900/pNZ8149菌株胞内总蛋

白样品；2 .  L .  l ac t i s  NZ3900 /pNZ-SOD菌株胞内总蛋白样品；

3. L. lactis  NZ3900/pNZS-SOD菌株胞内总蛋白样品；4. L. lactis 

NZ3900/pNZ8149菌株培养物样品；5. L. lactis NZ3900/pNZ-SOD

菌株培养物样品；6. L.lactis NZ3900/pNZS-SOD菌株培养物样品。

图 5 重组质粒pNZ-SOD、pNZS-SOD在L. lactisNZ3900中表达产物的

SDS-PAGE分析

Fig.5 SDS-PAGE analysis of  pNZ-SOD, pNZS-SOD expression in  

L. lactisNZ3900

2.5 SOD活性检测

经N i s i n诱导培养5  h后，提取S O D粗酶液，以

BeauchamP建立的NBT还原法分别测定重组质粒表

达的SOD活性（表1），结果发现：L. lactis NZ3900/

pNZS-SOD表达SOD总活性和L. lactis NZ3900/pNZ-

SOD、L. lactis NZ3900/pNZ8149菌株相比，均有极显著 

（P＜0.01）提高；3 组上清样品中，1组样品有SOD活

力，约为该组总酶活力的2/3（31.54 U/mL/47.12 U/mL）， 

而2、3组没有SOD活性，说明L. lactis NZ3900/pNZ8149

和L. lactis NZ3900/pNZ8149菌株表达SOD在胞内，

而L. lactis NZ3900/pNZS系统可将外源基因分泌到胞

外，这便于目的产物的纯化和利用；L. lactis NZ3900/

pNZS-SOD表达SOD总活性是L. lactis NZ3900/pNZ-SOD 

菌株的1.6  倍，说明经改造的分泌表达系统L.  lact is 

NZ3900/pNZS能够增强活性SOD表达。综上所述，

L. lactis NZ3900/pNZS系统能够分泌表达外源的MnSOD，

并增强其活性表达量，这为高效表达MnSOD的研究提供

了理论依据。

表 1 不同乳酸乳球菌菌株SOD酶活力测定结果

Table 1 SOD activity in different L. lactis strains

菌株及组别
SOD酶活力/（U/mL）

对照倍数
上清样品 菌体样品 总活力

L. lactis NZ3900/pNZS-SOD（1） 31.54 15.63 47.12±0.50aA 1.6（2）；13.5（3）

L. lactis NZ3900/pNZ-SOD （2）  ＜0.1 28.74 28.74±0.29bB 8.3（3）

L. lactis NZ3900/pNZ8149 （3）  ＜0.1 3.48 3.48±0.32cC

注：同列肩标小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）；大写字母不同表

示差异极显著（P ＜ 0.01）。

3 讨 论

MnSOD是SOD家族中的一员，其表达量与人类的

衰老和多种疾病相关 [16-20]。已发表的研究成果表明，

MnSOD存在于真核生物的线粒体基质中[21]。以组织破碎

的分离提取工艺大量获取成本较高；传统微生物发酵生

产，菌种自身MnSOD表达量较低，且后提纯工艺繁琐，

也难于大幅提高SOD产量。而应用基因工程技术将外源

的MnSOD基因导入受体菌，获得高效分泌表达MnSOD基

因的菌株进行生产将解决以上难题。

应用大肠杆菌受体系统表达外源的SOD已有报道[5]，

但大肠杆菌自身会产生有毒性的蛋白，所以在分离纯化

环节的损失和成本问题使其在生产中的应用受到限制。

乳酸乳球菌表达系统L.lactis NZ3900/pNZ8149是食品级

安全表达系统，可通过Nisin的诱导作用，大幅度提高

外源基因的表达效率，表达产物可直接应用于食品及医

药领域[22-23]。但其胞内表达特性使该系统的应用受到限

制，而利用基因工程手段改造的食品级分泌表达系统 

L. lactis NZ3900/pNZS，可以分泌表达的方式表达外源基

因，从而提高了外源基因的表达量。因此，应用食品级

分泌表达系统表达外源基因，获得重组微生物菌株进行

发酵生产MnSOD前景广阔。使用受体菌偏好密码子可有

效提高外源基因的表达[24]，但根据Kazusa DNA Research 

Institute密码子数据库中乳酸乳球菌基因组密码子使用

频率数据，及GenBank已发表的大豆MnSOD基因（序列

号AJ440726）密码子使用数据，进行对比分析发现，

MnSOD序列可优化密码子低于1%，对该基因在乳酸乳球

菌中的表达几乎无影响。

本实验分别构建了表达载体pNZ-SOD和分泌表达载

体pNZS-SOD，并转化受体菌L. lactis NZ3900，对表达产

物进行SDS-PAGE和酶活性对比分析。结果表明，经改

造的L. lactis NZ3900/pNZS分泌表达系统可通过SPusp45

引导约2/3的外源的MnSOD基因表达产物分泌到胞外，从

而增强MnSOD在乳酸菌中的表达，表达SOD总活性为出

发菌株的13.5 倍，而孙强正等[25]以L. lactis MBP71为受

体表达的MnSOD活性达到了出发菌株的17 倍，分析其

高效表达原因可能有两点：一是克隆的sodA基因来源于

乳酸菌，与受体菌亲缘关系较近，易于表达，二是克隆
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的sodA基因包含了同源的启动子，增强了目的基因的表

达。本实验为SOD的高效表达研究和直接应用奠定了理

论基础，为外源基因在乳酸菌中分泌表达提供了参考。
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