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　　摘要：锌铜超氧化物歧化酶（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｃｏｐｐｅｒ／ｚｉｎｃｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＣｕＺｎＳＯＤ）是超氧化物歧化酶家族的一
种，超氧化物歧化酶在动植物的抗氧化和免疫功能中扮演着重要的角色。本研究将南美白对虾胞外ＣｕＺｎＳＯＤ基因与
ｐｅｔ３２ａ表达载体连接，转化大肠杆菌ＢＬ２１，ＩＰＴＧ诱导融合表达，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析表明，融合蛋白主要以包涵体形式
存在，分子量约为１８ｋｕ。利用Ｎｉ柱亲和纯化发酵产物，得到较单一的蛋白，制备了多克隆抗体。
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　　南美白对虾是当今世界水产养殖产量最高的三大虾类之
一。近年来，日益严重的南美白对虾病害，已对某些区域造成

了毁灭性的打击，随着我国南美白对虾养殖业的进一步扩大，

病原体的变异、新型病原的出现、病害的防控形势不容乐

观［１］。南美白对虾病害主要有红体病（又称“桃拉综合症”）、

蜕壳综合症、固着类纤毛虫病、白斑病、黑鳃病、弧菌病、亚硫

酸盐中毒症、应激性反应［２］。其中弧菌病最为猖獗，近年我

国的对虾养殖业特别是华南地区的对虾养殖领域遭受到严重

的病害肆虐，发病率及排塘率都在５０％以上，个别甚至达到
９０％。整个疫情中弧菌贯彻始终［３］。

机体在对抗病害、重金属、环境等因素胁迫时，会导致负

氧离子等氧化自由基（ＲＯＳ）的产生［４－５］，高浓度的氧化自由

基会导致细胞损伤甚至是细胞死亡［６］。高浓度氧化自由基

的消除需要依靠包括超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）在内的抗氧化
酶系统，ＳＯＤ能将体内有毒的负氧离子歧化为无毒的氧分子
和较低毒性的过氧化氢分子［７］。锌铜超氧化物歧化酶

（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｃｏｐｐｅｒ／ｚｉｎｃｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＣｕＺｎＳＯＤ）是目
前发现的一类主要细胞外的发挥抗氧化作用的抗氧化酶［８］。

南美白对虾ＣｕＺｎＳＯＤ在虾体对抗溶藻弧菌和白斑综合症病
毒胁迫是扮演着重要的角色［９］。本研究将南美白对虾胞外

ＣｕＺｎＳＯＤ基因与 ｐｅｔ３２ａ表达载体连接，转化进入大肠杆菌
ＢＬ２１中并成功表达出融合蛋白。融合蛋白分子量约为
１８ｋｕ。利用Ｎｉ柱亲和纯化发酵产物，制备了多克隆抗体，以
期为将来的南美白对虾胞外 ＣｕＺｎＳＯＤ的应用和研究提供理
论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和载体　大肠杆菌 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１菌株，原核表达载体 ｐｅｔ３２ａ，均由江西科技学院护理学
院生理实验室保存，ＰＭＤ－１８Ｔ载体购自ＴａＫｅＲａ公司。
１．１．２　试剂　ＮＣ膜为ＰａｌｌＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司产品，ＮｉＮＴＡ填
料，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；弗氏完全佐剂／弗氏不完
全佐剂为 Ｓｉｇｍａ公司产品；反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶为 ＴａＫａＲａ公司产
品；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒为 Ａｘｙｇｅｎ公司产
品；预染低分子量蛋白 ｍａｋｅｒ为 ＢＩＯ－ＲＡＤ公司产品；
Ｔｒｙｐｔｏｎｅ，ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ，ｐｅｐｔｏｎｅ为ＭＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品；动
物蛋白提取试剂盒为上海生工生物有限公司产品；碱性磷酸

酶标记山羊抗兔ＩｇＧ为北京鼎国生物科技有限公司产品。其
余为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　引物设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上的南美白对虾
ＣｕＺｎＳＯＤ基因序列（ＡＤＭ６４３１６．１）设计包含酶切位点的特异
性引物，ＳＯＤｓ：５′－ＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＧＡＣＧＴＴＧＧＣＡＡＣＴＣＴ
ＧＣＴＧＧＣＴＧＴＧ－３′（包含 ＥｃｏＲⅠ酶切位点、起始密码子；
ＳＯＤｍ－ｘ：５′－ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＧＡ
ＡＣＣＣＴＣＴＣＴＣＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＣＡＧＣＡＧＧＣ－３′（包含 ＸｂａⅠ酶
切位点、终止密码子、６×ｈｉｓ标签）扩增ＣｕＺｎＳＯＤ开放性阅读
框（ＯＲＦ）。引物由深圳华大基因合成。
１．２．２　南美白对虾肝胰腺ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ的合成　取肝
胰腺液氮冷冻研磨，按照说明书Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＲＮＡ，按照反转
录试剂盒说明书文献［９］合成ｃＤＮＡ。
１．２．３　扩增目的基因　以ｃＤＮＡ为模板，利用设计的特异性
引物进行 ＰＣＲ扩增，程序为：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６３℃
３０ｓ，７２℃４５ｓ，３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ，１２℃保存。ＰＣＲ产
物跑１％琼脂糖胶电泳，紫外灯下切胶，采用 ＤＮＡ凝胶回收
试剂盒进行回收。

１．２．４　鉴定目的片段　将上述回收的 ＤＮＡ片段与 ＰＭＤ－
１８Ｔ载体连接后，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，转化后涂平板，３７℃
培养过夜，挑阳性克隆进行菌液ＰＣＲ，送上海生工测序。测序
正确的载体命名为ＰＭＤ－１８Ｔ－ＳＯＤ。
１．２．５　表达载体构建　用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ对
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ＰＭＤ－１８Ｔ－ＳＯＤ和ｐｅｔ３２ａ载体进行双酶切，酶切产物跑１％
琼脂糖胶电泳，紫外灯下切胶，采用 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒进
行回收，回收产物按摩尔比１∶５混合，按比例加入Ｔ４ＤＮＡ连
接酶，４℃过夜，转化 ＤＨ５α，转化后涂平板，３７℃培养过夜，
挑阳性克隆进行菌液ＰＣＲ，送上海生工测序。测序正确的载
体命名为ｐｅｔ３２ａ－ＳＯＤ。
１．２．６　融合蛋白诱导　将构建的重组表达质粒转化进入
ＢＬ２１，转化后涂平板，３７℃培养过夜，挑阳性克隆进行菌液
ＰＣＲ验证。验证正确的菌株接种于含１００ｍｍｏｌ／ＬＡｍｐ的ＬＢ
液体培养基中，１８０ｒ／ｍｉｎ，３７℃培养至Ｄ６００ｎｍ为０．４～０．６，加
入ＩＰＴＧ，使之终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导３ｈ后开始取样，每隔
１ｈ取样１次，通过跑ＳＤＳ－ＰＡＧ蛋白胶检测蛋白表达情况。
１．２．７　发酵产物纯化　大量发酵后，收集菌体，磷酸缓冲液
重悬，在超声波下破碎３０ｍｉｎ；８０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１５ｍｉｎ，
弃上清；用含４ｍｏｌ／Ｌ尿素的缓冲液重新溶解，１２０００ｒ／ｍｉｎ
４℃ 离心２０ｍｉｎ，留上清，０．４μｍ滤膜过滤；依照 Ｎｉ－ＮＡＴ
操作手册进行蛋白纯化［９］，跑 ＳＤＳ－ＰＡＧ蛋白胶检测蛋白纯
化情况。

１．２．８　各组织蛋白检测　重组蛋白溶液（含０．５～１．０ｍｇ重
组蛋白）加等体积弗氏完全佐剂，用注射器混匀，多点注射于

大白兔腹部及腹股沟，每隔７ｄ免疫１次，免疫４次后，收集
血清［９］。根据动物蛋白提取试剂盒提取南美白对虾眼柄、

鳃、肝胰腺、肌肉、肠、血细胞和心脏的总蛋白，提取的总蛋白

分别用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１０］测定浓度，血清与虾各组织２０μｇ总蛋
白按照Ｔｏｗｂｉｎ法［１１］做ＷｅｓｔｅｒｎＢｏｌｔ。

２　结果与分析

２．１　目的片段扩增和表达载体构建
以ｃＤＮＡ为模板扩增目的片段，跑 １％琼脂糖凝胶，约

５００ｂｐ处有明显亮带，符合预期大小，经测序证明确为
ＣｕＺｎＳＯＤ序列（图１）；双酶切连接载体后，转化ＢＬ２１，扩大培
养后，提取质粒，对质粒进行双酶切验证，结果显示有２条亮
带，１条为开环ｐｅｔ３２ａ，１条约５００ｂｐ大小为目的片段，证实
构建表达载体成功（图２）。

２．２　融合蛋白诱导表达及纯化
构建好的表达菌株经 ＩＰＴＧ诱导表达后，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

跑胶检测，以加入 ＩＰＴＧ之前菌液为空白对照，经 ＩＰＴＧ诱导
的菌液在１８ｋｕ左右有明显条带，与预期大小相符（图３）；通
过Ｎｉ柱纯化后得到较单一条带；由图４可知，发酵液上清没

有目的蛋白，目的蛋白以包涵体的形式存在；穿透液中仍有少

量目的蛋白没有结合上 Ｎｉ柱，经结合缓冲液洗掉杂带后，最
后通过剥离洗脱液获得较纯的目的蛋白。

２．３　抗体制备及各组织蛋白相对量检测
纯化蛋白免疫新西兰白兔后，取血清，用抗体稀释液与肝

胰腺总蛋白进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｏｌｔ，结果发现在１８ｋｕ左右有明显
条带，伴有较多杂带（图５）。

３　讨论

ＳＯＤ酶活性在水产养殖领域已经被当作动物免疫活性
的一项指标［１２－１５］。目前，对虾中 ＭｎＳＯＤ有较多研究，胞外
ＣｕＺｎＳＯＤ只有在南美白对虾中克隆出基因序列，且ＣｕＺｎＳＯＤ
ｍＲＮＡ在血细胞和肠道中表达量最大，在心脏、眼柄和肌肉表
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达量较少［１６］。在虾受到应激时，肌肉颜色变深，在抗氧化防

御中起着重要的作用，可能在血液将ＣｕＺｎＳＯＤ蛋白运输至肌
肉组织时，发挥抗氧化作用，导致肌肉中 ｍＲＮＡ含量低，而蛋
白表达量很高。本试验扩增目的片段过程中所用的特异性引

物的下游引物ＳＯＤｍ－ｘ中直接人为添加６×ｈｉｓ标签和终止
密码子，提前终止了表达，这样就能将 ｐｅｔ３２ａ载体上自带的
分子量较大的ＧＳＴ标签和一些不必要的氨基酸序列连在表
达的融合蛋白上，所表达的融合蛋白与源序列更为接近。多

克隆抗体具有特异性较低的缺点［１７］，制备的兔抗南美白对虾

胞外ＣｕＺｎＳＯＤ多克隆抗体进行抗体特异性检测时，出现一些
杂带，但是目的条带相对较明显，多抗可用于下一步试验。

ＳＯＤ在工业和农业上有大量应用［１８］，本试验中的南美白对虾

胞外ＣｕＺｎＳＯＤ原核表达及产物纯化技术为其在工业及农业
的应用打下了坚实的基础。
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