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利用低温聚合酶链式反应技术提高大豆 
超氧化物歧化酶活性

张丽媛1，马红丹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学院，吉林 长春 130118；2.吉林农业大学农学院，吉林 长春 130118）

摘  要：目的：利用低温聚合酶链式反应对大豆超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）的活性进行改良。

方法：将6 种在较低退火温度下扩增出的超氧化物歧化酶基因插入到表达载体pREP5N上，构建pPM1、pPM2、

pPM3、pPM4、pPM5、pPM6表达载体，转入大肠杆菌后得到工程菌，诱导其在大肠杆菌中进行蛋白表达，并进行

酶活力测定，筛选高酶活力菌株。结果：将已克隆的目的基因序列与已知的大豆MnSOD基因序列比对分析，一致

性平均为86.57%，氨基酸序列同源性平均为82.58%。对已获得的6 种工程菌进行蛋白质提取，十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳结果显示表达产物的分子质量约为26 kD。经1%差异水平分析，改良后的SOD酶活力均有极显著

提高，平均比对照菌株的酶活力提高1.95 倍。结论：本实验证明低温聚合酶链式反应是改变酶活性的一种有效方

法，为超氧化物歧化酶在生产中的应用提供了技术支持。
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Abstract: Objective: This study aims at modifying the activity of superoxide dismutase in soybean by low temperature 

PCR. Methods: Six amplified superoxide dismutase genes at low annealing temperatures were inserted into the expression 

vector pREP5N to construct the new vectors pPM1, pPM2, pPM3, pPM4, pPM5 and pPM6. These expression vectors 

were introduced into E. coli for enzyme expression. The enzyme activity was determined for screening strains with high 

enzyme activity. Results: The alignment analysis of cloned sequences versus published MnSOD sequences showed that 

the consistency was 86.57% on average. The homology of amino acid sequences was 82.58%. The molecular weights 

of the proteins extracted from six strains were approximately 26 kD as determined by SDS-PAGE. Enzyme activity was 

significantly improved (P < 0.01) by 1.95 folds on average. Conclusion: The findings of this study provide technical support 

for the application of superoxide dismutase.
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超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）是

一种源于生命体的活性物质，是一种特定的具有生物催

化功能的蛋白质，是生物体内各个组织中唯一能够特异

性清除、平衡氧自由基的抗氧化酶，消除生物体在新陈

代谢过程中产生的有害物质[1-3]。SOD在机体衰老过程中

扮演着重要角色，现已被制成药丸或药片剂型的营养补
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充品[4-5]。在食品工业中，SOD可作为食品抗氧化剂，防

止过氧化酶引起的食品变质及腐烂现象，或作为食品营

养的强化剂，有延缓衰老的作用；在化工行业中，SOD

可作为化妆品的添加剂，有抗皱、祛斑、防晒及抗炎等

功效；按照结合的金属离子不同，可将SOD分为3 种类

型：FeSOD、Cu/ZnSOD、MnSOD。其中，MnSOD主

要存在于细胞线粒体中[6-9]，而线粒体是自由基产生的场

所，因此MnSOD在线粒体中有非常重要的地位，此外，

MnSOD无论在用药途径还是临床应用范围都是相当广泛

的，已逐渐被公认为是一种新型肿瘤抑制因子和抗炎症

药物，很可能在不久的将来用于恶性肿瘤的治疗[6,10-11]。

对MnSOD的研究已经受到生物化学界、医（药）学界、

化工界的高度重视，因此积极开展MnSOD基因工程及其

下游技术的研究有重大意义[8,12-13]。

天然酶在自然条件下已经进化了千百万年，但是酶

分子仍然蕴藏着巨大的进化潜力，这是酶体外定向进化

的基本先决条件[14]。低温聚合酶链式反应（polymerase 

chain reaction，PCR）技术是酶分子改造的一种新策略，

该方法通过降低退火温度对待改造基因进行定向进化研

究，以期获得酶活力提高及其他酶学性质有所改善的突

变酶，此方法不需要事先了解酶的空间结构、活性位点

和催化机制等因素，在待改造酶基因的PCR扩增反应中

随机引入突变，构建突变库，凭借定向选择的方法选出

所需性质优化的酶，可在较短时间内完成。迄今为止，

利用PCR进行定点突变的方法主要包括：重组PCR法、

重叠延伸法、含U模板法和大引物突变法等，然而这些方

法操作较为复杂，步骤较为繁琐[15]。本实验根据GenBank

已发表的大豆MnSOD基因DNA序列，利用同源性设计引

物[16]，采用低温PCR技术使已得到的超氧化物歧化酶基

因发生随机突变，进行酶活性改造，提高超氧化物歧化

酶活性，筛选高酶活性菌株，为超氧化物歧化酶在生产

中的应用提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒

大肠杆菌菌株DH5α（E. coli DH5α）、质粒pREP5N-

MnSOD、pMD18-T Vector、穿梭表达载体pREP5N，均

由吉林农业大学植物生物技术中心实验室保存。

1.1.2 试剂

PCR相关试剂、T4连接酶、各种限制性内切酶、脱

氧核糖核苷三磷酸（deoxy-ribonucleoside triphosphate，

dNTP） 日本TaKaRa公司；质粒提取试剂盒、凝胶

回收试剂盒、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（isopropyl-β-

D-thiogalactoside，IPTG） 北京鼎国生物工程有限公

司；其他试剂和药品均为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 引物设计

根据GenBank已发表的大豆MnSOD基因的DNA序

列（序列号AJ440726），应用Premier 5.0引物设计软

件，设计特异性引物，为了便于载体构建，在上游引物

和下游引物的5’端分别引入限制性内切酶酶切位点。上

游引物：5’-ATT GTC GAC ATG GCC GCG CGA GCT 

CTG T-3’（划线部分为SalⅠ的酶切位点），下游引物： 

5’-GCG GAT CCC TAA GAG CTC TCT TTC TCA TAC-3’
（划线部分为BamHⅠ的酶切位点）。引物由三博远志有

限公司合成。

1.2.2 超氧化物歧化酶基因的低温PCR扩增

以质粒pREP5N-MnSOD为模板，设置6 种退火温度

对超氧化物歧化酶基因进行扩增[17]，分别为22.0、25.6、

28.7、36.2、39.5、42.9 ℃，各自进行以下反应，反应

体系为：5 μL 10×PCR Buffer（5 mmol/L Mg2+ Plus）；

0.5 μL dNTP（10 mmol/L）；上下引物各0.5 μL；1 μL
质粒DNA；0.3 μL Taq酶（5 U/μL），超纯水补至总体

积为25 μL。PCR程序为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性

40 s，按上述6 种退火温度退火1 min，72 ℃延伸70 s，共

30 个循环，72 ℃后延伸10 min，4 ℃保存[18-19]。PCR产

物电泳后，分别回收扩增片段并分别与pMD18-T Vector

连接，转化E. coli DH5α感受态细胞，涂布固体LB（含 

100 mg/mL氨苄青霉素（ampicillin，Amp））平板，抗性

筛选阳性转化子，送至三博远志有限公司进行测序。

1.2.3 低温PCR扩增产物表达载体的构建

挑取转化子摇菌、提取质粒后，进行常规退火温度

（52 ℃）的PCR，将纯化后的PCR产物和穿梭表达载体

pREP5N经BamHⅠ和SalⅠ双酶切4 h后回收，回收产物

按1∶4（V/V）比例混合后加入T4 DNA连接酶连接过夜，

将连接液转化大肠杆菌感受态E. coli DH5α，在含氨苄青

霉素（Amp+ 100 mg/mL）的LB培养基上进行筛选[20]，

利用质粒提取试剂盒进行质粒DNA的提取，分别将重组

表达载体命名为pPM1、pPM2、pPM3、pPM4、pPM5、

pPM6，进行PCR、双酶切鉴定。

1.2.4 目的基因氨基酸序列分析

利用DNAMAN软件将目的基因测序结果与GenBank

（AJ440726）已发表的大豆MnSOD基因序列进行比对，

同时与原序列基因进行氨基酸序列比对分析。

1.2.5 目的基因在大肠杆菌中的表达及酶活性测定

将重组表达载体pPM1、pPM2、pPM3、pPM4、

pPM5、pPM6通过大肠杆菌转化法转入大肠杆菌后得到

工程菌，命名为E. coli DH5α（pPM1）～E. coli DH5α
（pPM6），利用终浓度为1 mmol/L的IPTG对工程菌诱

导培养，进行超声波破碎，条件为：功率1 100 W，超声

波5 s、间歇5 s，总超声波时间15 min。提取酶液，进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gelelectrophoresis，SDS-PAGE）分
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析[21]。参照氮蓝四唑法（nitro-blue tetrazolium，NBT）进

行酶活性测定，并对酶活性进行1%差异水平分析。

2 结果与分析 

2.1 超氧化物歧化酶低温PCR扩增结果

M

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

1 2 3 4 5 6

M. DNA分子质量标准DL 2000 Marker；1～6分别为退火

温度22.0、25.6、28.7、36.2、39.5、42.9 ℃的PCR产物。

图 1 质粒低温PCR产物

Fig.1 Low temperature PCR products from plasmid 

如图1所示，在800 bp左右有扩增条带，测序结果显

示，DNA片段大小分别为814、814、823、821、795、

826 bp。

2.2 低温PCR扩增产物表达载体的构建及鉴定

M
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M. DNA分子质量标准DL 2000 Marker；1～6分别为正常退火温度（52 ℃）

的PCR产物（片段大小为814、814、823、821、795、826 bp）。

图 2 重组表达载体PCR产物凝胶电泳图

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of PCR products 
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M. DNA分子质量标准DL 2000 Marker；1～6. 经SalⅠ和BamHⅠ双酶切

后的酶切产物（产物大小为814、814、823、821、795、826 bp）。

图 3 重组表达载体的酶切鉴定结果

Fig.3 Enzyme digestion identification of expression vectors pPM1, 

pPM2, pPM3, pPM4, pPM5 and pPM6 

对已构建的pPM1、pPM2、pPM3、pPM4、pPM5、

pPM6重组表达载体进行PCR和双酶切鉴定，如图2、3

所示，经PCR及SalⅠ＋BamHⅠ双酶切均得到大小约为

814、814、823、821、795、826 bp左右的特异带，结

果表明经低温扩增的片段已成功连接到穿梭表达载体

pREP5N上，保存菌种用于下一部分表达实验。

2.3 目的基因氨基酸序列比对结果

将已克隆的6  个目的基因序列与已发表的大豆

M n S O D基因序列进行氨基酸序列比对，比对结果 

（图4）表明氨基酸序列同源性分别为86.19%、86.52%、

84.87%、87.73%、88.59%、64.55%。

86.19%
A

86.52%
B

84.87%
C

87.73%
D

88.59%
E

64.55%
F

A～F分别为不同退火温度（22.0、25.6、28.7、36.2、

39.5、42.9 ℃）的扩增产物与原氨基酸序列对比结果。

图 4 目的基因氨基酸序列与原氨基酸序列比对结果

Fig.4 Alignment of target amino acid sequence and original gene sequence

2.4 目的蛋白结构分析

经ProMod Version 3.70的分析，6 种酶蛋白均有

MnSOD的特征性催化位点，表明该蛋白属于MnSOD型

超氧化物歧化酶蛋白的类似物，同时构建目的基因表达

产物的3D立体结构图（图5），其立体结构中含有典型

的MnSOD特征性催化位点的折叠结构，当退火温度分别

为22.0、25.6、28.7、36.2、39.5、42.9 ℃时，6 种酶蛋

白的理论等电点及原酶等电点分别为7.37、6.64、8.50、

8.45、8.30、8.27、8.56。其中在206～213、206～213、
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210～217、218～225、217～226、208～215、202～209

处共含有1 个MnSOD特征性催化位点。如图5所示，突变

酶蛋白与原超氧化物歧化酶三维蛋白结构整体相似。

a b

c d

e f

g

a. 原超氧化物歧化酶蛋白；b～g. 不同退火温度下的突变酶蛋白。

图 5 目的基因表达产物的3D立体结构预测图

Fig.5 Predicted three-dimensional structures of the expression 

products of target genes

根据突变后的比对结果，结合文献[22]中MnSOD的

空间位点，其第62、117、200、204位以及第82、83、

160位的氨基酸对于活性中心与底物的结合有一定作用，

结合本研究所获得的突变氨基酸序列与原序列对比的结

果，发现MnSOD活性中心组氨酸（His）周围存在酪氨

酸（Tyr）突变为苯丙氨酸（Phe）的突变位点，由于此

位点靠近酶的活性区域，因此对酶活性有很大影响，酪

氨酸（Tyr）为极性氨基酸，苯丙氨酸（Phe）为非极性

氨基酸，此突变降低了此区域的极性，因此更加突显出

了超氧化物歧化酶活性中心组氨酸（His）与天冬氨酸

（Asp）等关键氨基酸的极性，进而提高了底物分子对于

Mn2+的识别能力，同时还发现在其识别底物分子的敏感

区域第82位的蛋氨酸（Met）突变为苏氨酸（Thr），虽

然此突变导致环境极性有所提高，但由于此位点与超氧

阴离子自由基进入活性区域有直接关系且苏氨酸（Thr）

对于蛋氨酸（Met）而言空间位阻较小，因此也有提高自

由基结合活性中心的可能性，进而提高超氧化物歧化酶

的活性。

2.5 目的基因在大肠杆菌中的表达

M

116.0 kD

66.2 kD

45.0 kD

36.0 kD

25.0 kD 26.0 kD

1 2 3 4 5 6 7

M. 蛋白质分子质量Marker；1. 含空载体的大肠杆菌E. coli  DH5α
（pREP5N）；2～7. E. coli DH5α（pPM1）～E. coli DH5α（pPM6）菌株。

图 6 蛋白质在大肠杆菌中表达的SDS-PAGE分析

Fig.6 SDS-PAGE analysis of expressed proteins in E. coli DH5α

如图6所示，目的蛋白的分子质量约为26.0 kD，蛋白

质表达量基本相同。另外在含空载体大肠杆菌的细胞裂

解物中，不存在分子质量大小约为26.0 kD的条带。

2.6 表达产物的酶活力

表 1 SOD酶活力分析

Table 1 Superoxide dismutase activities of different strains

菌株 酶活力/（U/mL） 与原菌株酶活力比值

E. coli DH5α（pPM3） 71.61±2.35aA 2.32

E. coli DH5α（pPM4） 63.96±2.11abAB 2.07

E. coli DH5α（pPM1） 63.51±5.87abAB 2.05

E. coli DH5α（pPM2） 60.35±8.77abB 1.96

E. coli DH5α（pPM5） 53.73±8.71bcB 1.75

E. coli DH5α（pPM6） 47.62±4.71cB 1.55

E. coli DH5α（pPEP5N-MnSOD） 30.79±8.44dC

注：同列小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）；同列大写字母不同表

示差异极显著（P ＜ 0.01）。

如表1所示，由突变菌株E. coli DH5α（pPM1）～ 

E. coli DH5α（pPM6）与原菌株酶活力的比值可知其酶活

力均有极显著提高（P＜0.01），平均提高1.95 倍。

3 结论与讨论

关于SOD酶活力的测定方法，目前已建立了很多

种，但由于SOD的底物极不稳定，至今尚未找到一种既

简便又准确的检测SOD酶活性的方法，一般测定SOD酶

活性的方法均属间接法，主要有化学测定法、免疫测定

法、等电凝胶法[23]，但各方法间测定结果的差异很大，

不具有可比性，本研究利用NBT光化还原法对超氧化物

歧化酶活性进行检测，该方法在测定比较纯的样品时重
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复性较好、无需贵重仪器和试剂、方法简便、灵敏度

高、结果稳定，适用于一般实验室采用。

本研究通过低温P C R扩增大豆超氧化物歧化酶

M n S O D基因，并成功构建穿梭表达载体（p P M 1～ 

pPM6），将目的基因序列与已知大豆MnSOD基因序列

进行比对分析，结果表明基因一致性平均为86.57%，氨

基酸序列同源性平均为82.58%。诱导其在大肠杆菌中表

达，通过SDS-PAGE检测，得到了与预期大小相符的目

的蛋白条带，经分析6 种蛋白均有MnSOD特征性催化位

点，属于MnSOD型酶蛋白，证明了目的基因表达产物

的催化功能。根据测定超氧化物歧化酶常用的方法NBT

光还原法分别测定E. coli DH5α（pPM1）～E. coli DH5α
（pPM6）菌株已表达的蛋白酶活力，结果表明目的蛋白

酶酶活力平均比对照菌株的酶活力提高1.95 倍。本研究

表明利用低温PCR技术改变酶活性是一种有效的方法，

上述结果为超氧化物歧化酶在生产中的应用提供技术支

持，对利用大肠杆菌工业化发酵生产SOD具有一定的指

导借鉴作用。
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