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　　摘要：为提高外源过氧化物酶基因在毕赤酵母中的表达量，对甲醇毕赤酵母诱导表达培养基进行优化，在培养基
中添加０．５ｇ／Ｌ高铁血红素，每１２ｈ补加１００％甲醇至终浓度为０．５％，待酵母生长量达到最大值时加入０．５ｍＬ／Ｌ微
量元素混合物。结果表明，优化后培养基表达量是普通培养基的１０．６倍，研究为后期外源蛋白进入发酵罐生产提供
了理论依据。
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　　近年来，酶工程在生物技术领域得到很大发展，过氧化物
酶被应用于疾病诊断及治疗、农作物品种选育及病虫害防治、

染料中脱色剂生产［１］、有机物和聚合物合成［２］、农业废弃物

处理［３］等领域。但是，天然酶在开发和应用中受到一定限

制。本研究采用基因重组技术生产酶，研究外源萝卜过氧化

物酶在甲醇毕赤酵母中的表达，旨在探讨高表达量的优化培

养条件。

１　材料与方法

１．１　材料
菌株：野生型毕赤酵母 ＧＳ１１５（ＧＳ１１５）及商丘学院风景

园林学院实验室构建的转萝卜过氧化物酶基因（ＲｓＰｒｘｌ）型毕
赤酵母ＧＳ１１５（ＧＳＲＰ２５）均由该实验室保存。

培养基 ＹＰＤ、ＢＭＧＹ／ＢＭＭＹ组成和配制参见 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司毕赤酵母操作手册。

１．２　方法
１．２．１　菌种活化　挑取菌株 ＧＳＲＰ２５在 ＹＰＤ上进行平板划
线培养，分离后，挑取单菌落进行优化诱导培养。

１．２．２　转基因酵母的诱导表达培养　挑取２个 ＧＳＲＰ２５单
菌落分别接种于２００ｍＬＢＭＧＹ培养基中，ｐＨ值７．４、２６℃、
０．５％甲醇、２２５ｒ／ｍｉｎ条件下培养［４］。待Ｄ６００ｎｍ达到２～３时，
静置，收集菌体分别重悬于２０ｍＬＢＭＭＹ中和含有０．５ｇ／Ｌ
血红素［５］的２０ｍＬＢＭＭＹ中培养，每１２ｈ补加甲醇至终浓度
为０．５％，８０～９０ｈ间酵母生长量达到最大值，此刻向培养基
中加入０．５ｍＬ／Ｌ微量元素混合物（０．５ｇ／ＬＭｇＣｌ２，３０ｇ／Ｌ
ＦｅＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，１ｇ／ＬＺｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ，０．２ｇ／ＬＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，
１ｇ／ＬＮａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ，０．５ｇ／ＬＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，１ｇ／ＬＣｕＣｌ２
和０．２ｇ／ＬＨ２ＢＯ３）

［６］继续培养。

１．２．３　各项指标的测定　每 １２ｈ取 １ｍＬ菌液，４℃、
１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清，测 Ｄ６００ｎｍ；采用愈创木酚
法［７］测过氧化物酶（ＰＯＤ）活性；采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的微量法［８］测

定可溶性蛋白含量，以小牛血清白蛋白作标准曲线。

１．２．４　表达产物聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）检测　
ＰＯＤ同工酶活性电泳采用垂直板聚丙烯酰胺不连续凝胶电
泳方法，凝胶采用 Ｌｏｐｅｓ等的方法［９］制备，电泳后 ＰＯＤ用联
苯胺染色［１０］。用天能 ＧＩＳ－１０００凝胶成像和分析系统拍照
分析。

２　结果与分析

２．１　不同诱导培养条件下菌体生长状态
Ｄ６００ｎｍ代表菌株生长速度，由图１可知，在２种培养条件

下，Ｄ６００ｎｍ随时间的延长都有所增加，说明酵母生长比较稳定；
但从６０ｈ开始，普通培养基培养的酵母生长速度缓慢，而优化
培养基培养的酵母生长速度开始加快；９６ｈ取样检测发现，
Ｄ６００ｎｍ达到７２．３，比普通培养基培养的酵母增加了近３７％。

２．２　ＰＯＤ活性的变化
由图２可见，优化培养基中ＰＯＤ的活性显著高于普通培

养基。转基因酵母 ＧＳＲＰ２５在普通诱导培养基条件下，随着
培养时间延长，外源ＰＯＤ的表达量增加不明显，在培养７２ｈ
后趋于稳定。在优化后的诱导表达培养基培养下，随着培养

时间延长，外源ＰＯＤ活性显著增加，在培养７２ｈ后也慢慢趋
于稳定，培养９６ｈ酶活性达到最大值，为 ３０．９Ｕ／ｍＬ，是普通
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ＢＭＭＹ培养基酶活性的５．９倍；且在培养１２ｈ时，酶活性为
４．７Ｕ／ｍＬ，几乎达到普通培养基培养的最大酶活量，说明优
化后的诱导表达培养基对酶活性的表达有显著提高作用。

２．３　可溶性蛋白含量变化
巴斯德毕赤酵母作为外源基因表达的酵母宿主，自身分

泌的蛋白非常少，外源ＰＯＤ的表达量可以用培养基上清中蛋
白含量来衡量。由图３可知，在普通 ＢＭＭＹ培养基条件下，
外源蛋白的表达量很低，培养 ９６ｈ后蛋白含量只有
０．０１８ｇ／ｍＬ；而优化ＢＭＭＹ培养基培养的外源蛋白表达量很
高，培养３６ｈ后蛋白含量迅速增加，培养７２ｈ后蛋白表达量
趋于稳定，培养 ９６ｈ时蛋白表达量达到最大值，为
０．１８ｇ／ｍＬ，约是普通 ＢＭＭＹ培养基表达量的１０倍。说明优
化ＢＭＭＹ培养基显著提高了外源ＰＯＤ蛋白的表达量。

２．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测目的蛋白
已知目的蛋白的分子量约３７ｋｕ，由图４可见，优化后培养

基培养目的蛋白的条带比普通培养基培养的目的蛋白条带粗、

颜色深，说明优化后的培养基诱导表达的蛋白量明显增多。

３　结论与讨论

纵观近年来的文献报道，提高外源蛋白在巴斯德毕赤酵

母中表达量主要有２种途径，一是优化诱导表达的时间、温
度、ｐＨ值、摇床转速、通氧量、添加微量元素等，如 ＲｓＰＨＧＰｘ
在１％甲醇、ｐＨ值６、２８℃条件下诱导６０ｈ后得到最大表达
量，产率约为１０２ｍｇ／Ｌ［１１］。本研究结果与文献报道一致，在
０．５％甲醇、ｐＨ值７．４、２６℃、通气面积１．５ｃｍ２、２２５ｒ／ｍｉｎ条
件下，有利于萝卜过氧化物酶ＲｓＰｒｘ１表达。二是结合外源目
的蛋白自身的结构特点，利用适合外源蛋白合成的某些诱导

剂可以提高重组蛋白的表达量［１２］。ＰＯＤ蛋白分子的活性中
心含Ｆｅ（Ⅲ）－原卟啉Ⅸ（血红素）辅基，只有在辅基存在的
条件下，酶才被称为全酶，具有活性。所以血红素是组成

ＰＯＤ分子的必需基团，在一定程度上增加血红素含量，有助
于辅基卟啉含量的增加，从而促进ＰＯＤ合成。Ｇｕ等报道，利
用甲醇毕赤酵母ＧＳ１１５表达外源锰过氧化物酶时，在培养基
中添加０．５ｇ／Ｌ血红素，锰过氧化物酶的表达量增加［５］。有

报道表明，在添加０．５ｇ／Ｌ高铁血红素的培养基中，锰过氧化
物酶在曲霉菌中的表达量增加［１３］。Ｃｏｎｅｓａ等研究证实，用曲
霉菌表达锰过氧化物酶，在培养基中加入０．５ｇ／Ｌ血红素，过
氧化物酶的产量达到１００ｍｇ／Ｌ［１４］。以上研究为本研究中添
加０．５ｇ／Ｌ高铁血红素提供一定的理论依据。另外，无机盐
或矿物质元素在微生物生长过程中提供了各种重要元素，在

配制酵母诱导表达培养基时添加必要的微量元素，有助于酵

母生长。其中 Ｆｅ是目的蛋白 ＰＯＤ的分子成分，Ｎａ＋维持渗
透压，Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋可以作为酶的激活剂［１５］。表达

系统中含有适量的 Ｍｇ２＋、Ｋ＋、ＮＨ＋４、Ｃａ
２＋有利于降低蛋白质

合成中的错读［１６］。因此在本研究中，在优化诱导培养基中添

加了各种微量元素。结合以上理论依据，本研究从培养条件、

培养基成分入手进行改良，结果表明，在 ＢＭＭＹ培养基中添
加０．５％甲醇、０．５ｇ／Ｌ高铁血红素、０．５ｍＬ／Ｌ微量元素，获得
的酶活性达３０．９Ｕ／ｍＬ，是普通培养基的５．９倍，说明优化后
的诱导表达培养基有效提高了外源蛋白的表达量。
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牦牛 ＰＲＤＸ５基因的克隆测序
及其在牦牛与犏牛睾丸中的表达差异

唐会会，郑玉才，王鹏非，金素钰，黄　林
（西南民族大学生命科学与技术学院，四川成都６１００４１）

　　摘要：测定牦牛ＰＲＤＸ５基因序列，并比较其在牦牛和雄性不育犏牛睾丸组织中的表达差异，以探究该基因与犏牛
雄性不育的关系。从牦牛睾丸组织中提取总ＲＮＡ，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆并测序获得牦牛 ＰＲＤＸ５基因的 ｃＤＮＡ序
列；利用实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ技术检测该基因在牦牛与犏牛睾丸组织中的表达情况。结果表明：克隆获得的牦牛
Ｐｒｄｘ５序列长７５９ｂｐ，包含长６６０ｂｐ的ＣＤＳ区，该序列与普通牛基因相差４个碱基，序列同源性为９９．４７％，相差的４
个核苷酸导致推导的氨基酸序列存在３个氨基酸残基差异；Ｐｒｄｘ５在牦牛和犏牛睾丸组织中均有表达，在牦牛睾丸组
织中的表达量极显著高于犏牛（Ｐ＜０．０１），是犏牛睾丸组织中表达量的６倍，提示Ｐｒｄｘ５在犏牛睾丸组织中低水平表
达可能与其雄性不育有关。
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　　过氧化物氧化还原酶（Ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ，ＰＲＤＸ）家族是过氧
化物酶超家族成员［１］，广泛分布于原核及真核生物体内［２－３］。

该家族蛋白利用其Ｎ－端保守的Ｃｙｓ残基催化还原细胞内活
性氧（ＲＯＳ），从而保护细胞免受内外界环境中氧化胁迫带来
的损害，是一类巯基依赖性抗氧化蛋白酶［３］。ＰＲＤＸ５别称
ＡＯＥＢ１６６、ＰＭＰ２０、ＡＯＰＰ，是哺乳动物 Ｐｒｘ家族中唯一的非典
型２－ＣｙｓＰｒｘ［４］，主要分布于细胞的线粒体、溶酶体、细胞
质、细胞核中［５－８］。该酶不仅在免疫调控［９］、细胞凋亡［１０］、信

号通路调节［１１］等方面发挥作用，其功能主要在于还原细胞内

过量的ＲＯＳ。过量的ＲＯＳ会引起细胞及组织损伤，对动物精
子细胞更易造成损害，使精子细胞膜脂质过氧化、ＤＮＡ结构

破坏、凋亡加速，最终导致哺乳动物雄性不育［１２］。据估计，约

１／４不育男性患者精液中 ＲＯＳ水平升高［１３－１４］。ＰＲＤＸ５能以
高效的还原能力［１５］保护精子免受氧化胁迫损害，因此 Ｐｒｄｘ５
水平偏低可能与哺乳动物雄性不育有关。

牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）是青藏高原特有牛种，其与普通牛
（Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ）的杂交后代（犏牛）表现出Ｆ１至Ｆ３代雄性不育，
这极大限制了犏牛杂种优势的固定，是牦牛杂交改良的一大

难题。目前，有关犏牛雄性不育分子机制研究的相关基因如

ｂ－Ｂｏｕｌｅ［１６］、Ｄｍｒｔ７［１７］、Ｓｙｃｐ３［１８］、Ｆａｂｐ５、Ｆａｂｐ９［１９］、Ｐｉｗｉｌ１［２０］、
Ｂｖｈ［２１］、Ｌｄｈｃ［２２］等，主要涉及精子减数分裂阻滞、能量代谢、
ＤＮＡ甲基化、转录调控等方面，但从睾丸过氧胁迫角度探究
犏牛雄性不育的机制尚未见报道。对牦牛与犏牛睾丸组织蛋

白质组学研究结果进行比较发现，牦牛睾丸ＰＲＤＸ５蛋白水平
远高于犏牛（约３．９倍），过低的 ＰＲＤＸ５蛋白水平可能会使
犏牛睾丸组织遭受ＲＯＳ氧化胁迫，影响精子的正常发生。本
研究通过基因克隆的方法获得了牦牛 ＰＲＤＸ５基因的完整编
码区序列，并比较了牦牛与普通牛的基因序列及氨基酸序列；

同时利用实时荧光定量 ＰＣＲ方法分析该基因在牦牛和犏牛
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