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　　摘要：为了深入研究小麦 Ｍｎ超氧化物歧化酶基因（ＭｎＳＯＤ）的功能，采用逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）技术扩增
ＴａＭｎＳＯＤ的开放阅读框（ＯＲＦ）全长ｃＤＮＡ，对其进行生物信息学分析。结果表明，该基因开放阅读框长度为６７５ｂｐ，
编码２２４个氨基酸，蛋白相对分子量为２４．５６ｋｕ，等电点为６．８３。构建原核表达载体ｐＥＴ３２ａ－ＴａＭｎＳＯＤ，对ＴａＭｎＳＯＤ
基因进行原核表达，十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果表明，所表达蛋白与预测蛋白大小一
致。研究结果为进一步研究该蛋白的功能奠定了基础。
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　　植物在自然界中经常会受到病菌、干旱、冷害和高盐等生
物和非生物胁迫，引发细胞内部产生大量的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），大量积累的 ＲＯＳ能够对植物体内的核
酸、脂质、蛋白质等生物大分子产生伤害［１］。为了保持细胞

内部氧化还原的平衡，植物在长期进化过程中发展出几种酶

和非酶系统来缓解由活性氧引起的氧化损伤，其中超氧化物

歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）是植物用来清除活性氧的
一种关键酶。ＳＯＤ能够催化植物体内分子氧活化的中间产
物超氧阴离子自由基（Ｏ２

－·）的歧化反应从而生成氧分子和

过氧化氢，在逆境胁迫下增强ＳＯＤ基因表达能够提高植物清
除活性氧的能力，增强植物的抗逆性［２］。超氧化物歧化酶按

照金属辅基主要分为铁（Ｆｅ）ＳＯＤ、（锰）ＳＯＤ和（铜／锌）ＳＯＤ
３种。许多研究表明，ＭｎＳＯＤ与作物的抗逆性有着密切的关
系。Ｔａｎａｋａ等利用酵母ＭｎＳＯＤ在水稻中过量表达提高了转
基因植株对盐胁迫的耐受性，转基因植株的ＳＯＤ和抗坏血酸
过氧化物酶（ａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＡＰＸ）活性在盐胁迫处理条
件下能够提高１．５～２．０倍［３］；韩利芳等将烟草 ＭｎＳＯＤ基因
转入苜蓿中提高了转基因植株的 ＭｎＳＯＤ活性［４］；王丙锋等

将柽柳 ＭｎＳＯＤ基因转化到酵母基因组中，提高了酵母的抗
旱和耐高温的能力［５］；陈莉等在仙客来中过表达 ＭｎＳＯＤ基
因，提高了转基因植物对高温胁迫的抗性［６］。

小麦是我国重要的粮食作物之一，但干旱、低温和盐碱等

非生物胁迫严重影响其产量［７］。为此，本研究从小麦叶片中

克隆 ＭｎＳＯＤ基因全长序列，并对该基因蛋白在生物信息学
分析的基础上构建了ｐＥＴ３２－ＴａＭｎＳＯＤ原核表达载体，在大
肠杆菌中用异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）成功诱导表达出目
的蛋白，为小麦 ＭｎＳＯＤ蛋白的进一步分离纯化和基因的表

达、提高小麦对逆境胁迫的适应能力奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　本试验小麦品种为矮抗５８，由河南科技
学院小麦中心提供。２０１６年５月选取颗粒饱满、大小一致的
种子用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒１０ｍｉｎ后，用流水冲洗５次后置于
铺有滤纸的培养皿中发芽，３ｄ后选取发芽的小麦种子播种
至含有混合营养基质的营养钵内，在１６ｈ光照（２８℃）—８ｈ
黑暗（２５℃）培养箱中培养，３叶期时，取新鲜嫩叶用液氮速
冻后，－８０℃冰箱保存备用。
１．１．２　菌株与试剂　原核表达载体 ｐＥＴ－３２ａ、大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α及表达菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３）均由河南科
技学院生命科技学院分子生物学实验室保存。ｐＧＭ－Ｔ载
体、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶及质粒小量抽提
试剂盒均购自 ＴＩＡＮＧＥＮ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性内切
酶购自ＴａＫａＲａ公司；其余试剂均为国产分析纯。
１．２　方法
１．２．１　小麦叶片总 ＲＮＡ的提取和 ｃＤＮＡ的合成　参照
Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取小麦叶片的总 ＲＮＡ。调整提取的
ＲＮＡ浓度为 ２００ｎｇ／μＬ，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ，大连）按操作说明合成ｃＤＮＡ第
１链。
１．２．２　小麦 ＭｎＳＯＤ基因的克隆　根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的小
麦ＭｎＳＯＤ基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ０９２５２４）设计特异
性引物ＭｎＳＯＤ－Ｆ１（５′－ＣＣＡＴＧＧＣＧＣＴＣＣＧＣＡＣＧＴＴ－３′）和
ＭｎＳＯＤ－Ｒ１（５′－ＧＴＧＴＣＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＡＡＴＧＴ－３′）。以
ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３３个循
环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检
测，回收纯化ＰＣＲ产物。将回收的目的片段与 ｐＧＭ－Ｔ载体
连接后转化ＤＨ５α感受态细胞，挑取阳性克隆进行 ＰＣＲ鉴定
后送北京三博远志生物技术有限公司进行测序。

１．２．３　小麦 ＭｎＳＯＤ基因的生物信息学分析　用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析小麦 ＭｎＳＯＤ编码
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氨基酸序列的物理性质；用 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ预测 ＭｎＳＯＤ基因
编码蛋白的二级结构；用 ＳＭＡＴＥＲ分析 ＭｎＳＯＤ基因编码蛋
白的氨基酸序列的保守结构域；利用 ＢｌａｓｔＰ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）进行同源性搜索，选取与小麦
ＭｎＳＯＤ同源性较高的植物的 ＭｎＳＯＤ氨基酸序列，利用
ＤＮＡＭＡＮ８．０进行多序列比对，用Ｍｅｇａ５．０软件构建系统发
育树。

１．２．４　原核表达载体的构建　根据获得的小麦ＭｎＳＯＤ编码
区序列设计原核表达引物 ＭｎＳＯＤ－Ｆ２（５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣ
ＡＴＧＧＣＧＣＴＣＣＧＣＡＣＧＴＴＧ－３′，下划线部分为ＢａｍＨⅠ酶切位
点）和 ＭｎＳＯＤ－Ｒ２（５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＧＣＡＡＧＣＡＣＴＴＴＴＴＣ
ＡＴＡ－３′，下划线部分为 ＨｉｎｄⅢ酶切位点），以小麦叶片
ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。用 Ｔ４连接酶将回收纯化的
ＰＣＲ产物与ｐＧＭ－Ｔ载体于１６℃连接过夜，转化大肠杆菌感
受态细胞ＤＨ５α，挑取单克隆进行测序分析。将测序正确的
ｐＧＭ－ＴａＭｎＳＯＤ质粒与原核表达载体 ｐＥＴ－３２ａ分别用
ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ进行双酶切操作，回收目的片段，经 Ｔ４连
接酶连接后，转化 ＤＨ５α感受态细胞，抽提质粒经 ＰＣＲ和双
酶切鉴定，获得原核表达载体ｐＥＴ３２ａ－ＴａＭｎＳＯＤ。
１．２．５　重组质粒融合蛋白的表达　将测序正确的ｐＥＴ３２ａ－
ＴａＭｎＳＯＤ重组质粒热激转化至大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态
细胞中，涂布于含有卡那霉素的 ＬＢ平板上。挑取阳性克隆
于含有卡那霉素的５ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ
培养１２ｈ。按１％的接种量接种到１０ｍＬＬＢ液体培养基中，
３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ为０．５左右，加入终浓度
为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导３ｈ。５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收
集菌体，加入ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝
胶电泳）上样缓冲液煮沸１０ｍｉｎ，取１０μＬ进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
（５％浓缩胶，１２％分离胶），分析蛋白表达结果。

２　结果与分析

２．１　小麦ＭｎＳＯＤ基因的克隆
　　以小麦叶片ｃＤＮＡ为模板进行逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ），
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，在分子量相当于７５０ｂｐ左
右扩增出１条清晰的条带（图１），与预测大小相符，推断其为
小麦ＭｎＳＯＤ基因序列。测序结果表明，该基因全长８１３ｂｐ。
采用ＮＣＢＩ（美国国立生物技术信息中心）的ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ分析
发现，该序列包含１个６７５ｂｐ的开放阅读框，编码２２４个氨
基酸，起始密码子为ＡＴＧ，终止密码子为ＴＧＡ（图２）。

２．２　小麦ＭｎＳＯＤ基因的生物信息学分析
用ＰｒｏｔＰａｒａｍ预测ＴａＭｎＳＯＤ基因编码蛋白的相对分子量

为２４．５６ｋｕ，分子式为 Ｃ１１１９Ｈ１７２４Ｎ３００Ｏ３１８Ｓ３，等电点（ｐＩ）为
６８３。理论推导其半衰期约为３０ｈ，不稳定参数为２９．５６，蛋
白质性质稳定（不稳定参数在４０以下为稳定蛋白）。总的带
负电荷的残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ，即天冬氨酸 ＋谷氨酸）为２４个，总
的带正电荷的残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ，即精氨酸 ＋赖氨酸）为２３个。
亲水性平均数为－０．２６９，预测该蛋白为亲水性蛋白，其脂肪
指数为９１．５２。用ＴＭＨＭＭ－２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０）对 ＴａＭｎＳＯＤ的氨基酸序列进行分
析，没有跨膜结构域，没有信号肽，是一个可溶性蛋白质。

ＭｎＳＯＤ蛋白二级结构预测结果显示，在整个蛋白中，α－螺旋
占３５．７１％，β－折叠占１５．１８％，无规则卷曲占２７．２３％，延
伸链占 ２１．８８％。将推测的 ＴａＭｎＳＯＤ氨基酸序 列在
ＧｅｎＢａｎｋ上进行Ｂｌａｓｔ比对后，采用 ＤＮＡＭＡＮ６．０软件进行
多重序列比对。将克隆的 ＴａＭｎＳＯＤ基因编码的氨基酸序列
与ＧｅｎＢａｎｋ中其他植物的 ＭｎＳＯＤ氨基酸序列进行比对，发
现该基因编码蛋白与大麦（ＢＡＫ０３２２７）、二穗短柄草（ＸＰ＿
０１０２３１５３０）、水稻（ＸＰ＿０１５６４０１２７）的 ＭｎＳＯＤ具有较高的同
源性，氨基酸相似性分别达到９５．１３％、８８．７０％、８２．６８％（图
３）。进一步经ＣｌｕｓｔａｌＷ聚类分析后，利用 Ｍｅｇａ５．０软件采
用相邻连接法绘制进化树，结果表明，本研究克隆的小麦

ＴａＭｎＳＯＤ基因编码的蛋白和大麦的亲缘关系最近（图４）。
２．３　原核表达载体的构建与鉴定

使用ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切质粒ｐＥＴ３２－ＴａＭｎＳＯＤ，
切出来的片段与预期结果大小一致，表明 ＴａＭｎＳＯＤ基因已
经插入载体ｐＥＴ－３２ａ中（图５）。酶切鉴定正确的阳性克隆，
经测序后显示插入的外源基因序列与预期片段序列一致，未

出现碱基突变及移码现象。由此表明，ｐＥＴ３２－ＴａＭｎＳＯＤ原
核表达载体构建成功。

２．４　ＭｎＳＯＤ基因重组蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
将构建成功的重组表达质粒 ｐＥＴ３２－ＴａＭｎＳＯＤ转化大

肠杆 菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，在 ３７℃、ＩＰＴＧ浓度为
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０．５ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，分别诱导１、２、３、４ｈ后进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析。图６结果表明，与对照相比，ｐＥＴ３２－ＴａＭｎＳＯＤ转化菌
经ＩＰＴＧ诱导后，在相对分子质量为４５ｋｕ左右处有１条蛋白
条带，除去载体ＰＥＴ３２自身表达的２０ｋｕ蛋白后，结果与预期
的目的蛋白（２４．５６ｋｕ）大小一致。

３　讨论

植物在不利环境胁迫（盐渍、干旱、高温、低温等）下其细

胞代谢过程不协调会引起ＲＯＳ大量积累，构成氧化胁迫威胁
植物的细胞结构［８－９］。因此，采用分子生物学手段，对植物的

氧化代谢进行修饰，提高植物抗氧化胁迫的能力，是植物抗性

研究的方向之一［１０－１１］。ＳＯＤ是植物细胞防御系统中重要的
保护酶类，在防御活性氧伤害中起着关键性的作用，其活性高

低与植物的抗逆能力密切相关［１２］。目前，植物中许多

ＭｎＳＯＤ基因已经被克隆并用来转化不同植物，获得了 ＳＯＤ
活性增强的转基因植株。邓婷婷等将极端耐盐的盐生杜氏藻
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的ＤｓＭｎＳＯＤ基因转化 ＳＯＤ缺陷型大肠杆菌并诱导其表达，
结果表明，转染后的大肠杆菌在耐盐和抗寒等方面的耐受性

明显提高［１３］。付畅等将西伯利亚蓼 ＰｓＭｎＳＯＤ基因转入酵母
中，提高了酵母在盐碱胁迫下的 ＳＯＤ活性，并提高了酵母对
盐碱胁迫的抗性，表明ＰｓＭｎＳＯＤ基因在抵御盐碱胁迫中起到
非常重要的作用［１４］。另外，ＭｎＳＯＤ在转基因烟草、苜蓿和棉
花等植物中的过量表达提高了它们对氧化胁迫的耐受性［１０］。

由此表明，ＭｎＳＯＤ基因对于增强植物的抗逆能力具有重要
作用。

目前，用于表达重组蛋白的外源系统主要有大肠杆菌系

统、酵母表达系统和动物细胞表达系统［１５－１７］。大肠杆菌表达

系统因其具有遗传背景清楚、结构简单、外源蛋白表达量高以

及基因表达调控机制明确等优点，已经成为目前最常用的表

达宿主［１８］。真核生物基因的原核表达受表达载体、宿主菌、

ＩＰＴＧ浓度、温度、诱导表达时间等因素的影响［１９－２０］。本试验

采用目前应用最广泛的 ｐＥＴ大肠杆菌表达系统进行原核表
达，该系统能与Ｔａｇ（标签）连接进行融合蛋白表达，目的蛋白
易于纯化，并且具有操作方便、表达量大等优点［２１］。一般

３７℃、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ终浓度的 ＩＰＴＧ适合绝大多数的蛋白表
达，本研究采用该条件进行原核表达，所表达出的融合蛋白与

目的蛋白相对分子量一致。

本研究从小麦叶片中克隆到 Ｍｎ超氧化物歧化酶基因
ＴａＭｎＳＯＤ，其编码蛋白与其他植物中的 ＭｎＳＯＤ具有较高的
相似性。将 ＴａＭｎＳＯＤ基因与原核表达载体 ＰＥＴ－３２ａ构建
融合表达载体，在大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中成功表达，从而为
小麦ＭｎＳＯＤ基因编码蛋白功能研究提供理论基础。
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