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摘要　目的：研究枸杞抗坏血酸过氧化物酶基因（ａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＬｍＡＰＸ）在原核中的表达
和酶学特性以及在酵母菌中的抗氧化能力，为进一步研究逆境诱导的抗氧化胁迫的作用机理奠

定理论基础。方法：将 ＬｍＡＰＸ转入大肠杆菌 ＢＬ２１中进行异源表达，采用 Ｎｉ２＋亲和层析，纯化重
组蛋白，并对不同温度和ｐＨ值下的酶活进行研究，ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数作图法测定该酶的Ｋｍ
和Ｖｍａｘ值。将ＬｍＡＰＸ转入酵母菌株Ｗ３０３中进行Ｈ２Ｏ２和ＮａＣｌ氧化胁迫处理。结果：该酶的最
适温度和最适ｐＨ值分别为４０℃和６．５。当抗坏血酸（Ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ，ＡｓＡ）浓度过量时，对 Ｈ２Ｏ２
的Ｋｍ和Ｖｍａｘ分别是０．１７±０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ和１１．７８±１．８８ｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｍｇ；当Ｈ２Ｏ２浓度过量
时，对ＡｓＡ的Ｋｍ和Ｖｍａｘ分别是２．１９±０．４０ｍｍｏｌ／Ｌ和５８．８２±３．５１ｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｍｇ。含有
ＬｍＡＰＸ基因的酵母菌株，在半乳糖的诱导下在８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２和１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的培养基上的
生长都明显优于对照组。结论：ＬｍＡＰＸ蛋白具有很好的抗氧化性和耐盐性。
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　　枸杞是茄科枸杞属的多分枝落叶灌木，生长在中

国以及亚洲其他地区。其果实又名枸杞子，是一种传

统的中草药。枸杞对干旱、盐碱、低温具有很强的适应

能力，被认为是解决我国西北土壤盐碱化的先锋植

物［１］。

　　盐碱干旱等非生物胁迫会使植物产生过多的活性

氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），使细胞膜和细胞器受

到不同程度的损伤［２］，严重影响作物的生长和产量。

ＲＯＳ具有很强的氧化能力，当植物细胞中产生的活性

氧大于被清除的活性氧时，活性氧在细胞内急剧积累，

膜系统就会受到不同程度的损伤，尤其是线粒体和叶

绿体的膜系统损伤较为严重，同时引发体内氧化胁迫，

甚至引起细胞代谢紊乱，最终抑制植物生长和发育［３］。

其中Ｈ２Ｏ２是ＲＯＳ中最稳定的成分，也是很多的细胞毒

素活性氧衍生物的前体物质［４］。

　　抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ，ＥＣ１．１１．１．１１），也叫

维生素Ｃ过氧化物酶，存在于高等植物、真核藻类以及

某些蓝细菌中，在某些昆虫中也能检测出 ＡＰＸ的活

性［５］，植物ＡＰＸ基因家族由４个亚家族组成，即 ｃＡＰＸ，

ｐＡＰＸ，ｓＡＰＸ，ｔＡＰＸ，分别位于细胞质、过氧化物酶体、叶

绿体和线粒体中［６］。抗坏血酸过氧化物酶是一种很好

的活性氧清除剂，是清除 Ｈ２Ｏ２的关键酶
［７８］。它以还

原型抗坏血酸为反应底物，催化Ｈ２Ｏ２产生单脱氢抗坏

血酸和 Ｈ２Ｏ，而且 ＡＰＸ对抗坏血酸具有很高的特异性

和亲和性。单脱氢抗坏血酸可通过不同途径被还原成

抗坏血酸［９］，能够有效地减轻植物体内活性氧积累造

成的氧化胁迫。

　　豌豆［１０］、辣椒［１１］、葡萄［１２］等大多数ＡＰＸ蛋白的酶

动力学特性和抗氧化性具有一致的酶学特性，与反应

底物抗坏血酸具有更高的特异性，但缺乏底物时更容

易失活［１３１４］。然而枸杞抗氧化系统中抗坏血酸过氧化

物酶基因的酶学特性以及在酵母中的抗氧化胁迫能力

还未见报道，本文首次将 ＬｍＡＰＸ基因在大肠杆菌和酵

母菌中进行异源表达研究，揭示该酶的酶学特性以及

在抗氧化胁迫中的重要作用。



２０１４，３４（７） 高海伶 等：ＬｍＡＰＸ基因在大肠杆菌和酵母菌中的表达研究

１　材料和方法

１．１　材　料
１．１．１　载体和菌株　携带有目的基因的质粒
ｐＭＤ１８ＴＬｍＡＰＸ由本实验室构建并保存。原核表达载
体ｐＥＴ２８ａ、宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０、Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）购
自天根公司。酵母表达载体 ｐＹＥＳ２购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司。

１．１．２　ＰＣＲ引物设计　根据ＬｍＡＰＸ（ＡＰＸ，ＥＣ１．１１．１．
１１）的 ｃＤＮＡ 序 列，分 别 设 计 上 游 引 物 Ｆ：５′
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＴＡＡＧＴＧＣＴＡＴＣＣＴＡ３′和下游引物
Ｒ：５′ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＣＡＣＣＣＴＴＣＡＧＡＡＴＣＡＣＣＡＴ３′，标
有下划线的序列分别为酶切位点 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ，引
物合成由华大公司完成。

１．１．３　主要试剂　琼脂糖凝胶、ＤＮＡ产物纯化和琼脂
糖凝胶回收试剂盒、ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶
和ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ均购自天根公司；限制性内切酶及 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶均购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；大肠杆菌培养基
（ＬＢ培养基）和酵母培养基（ＳＤ培养基）所需试剂以及
氨苄青霉素和卡那霉素和磷酸缓冲液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒ
ＳｏｌｕｔｉｏｎＰＢＳ），乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），Ｈ２Ｏ２和 ＡｓＡ等
化学试剂均购自天津鼎国公司；细菌蛋白抽提试剂盒

（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＣＷ０８８８）和ＮｉＡｇａｒｏｓｅＨｉｓ标签蛋白纯化试
剂盒（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＣＷ０００９），Ｎｉ亲和层析柱和 Ｇ２５脱盐柱
均购自北京康为世纪公司。

１．２　方　法
１．２．１　原核表达载体的构建　分别以 Ｆ和 Ｒ为上下
游引物，以 ｐＭＤ１８ＴＬｍＡＰＸ为模版，用高保真 Ｐｆｕ酶扩
增ＬｍＡＰＸ片段，反应条件为９４℃，４ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ；
５７℃，３０ｓ；７２℃，１ｍｉｎ５０ｓ；７２℃，８ｍｉｎ，３２个循环。
经琼脂糖电泳验证片段大小，将ＰＣＲ产物与ｐＥＴ２８ａ载
体分别用ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切并纯化回收，回收产
物用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，氯化钙法转化 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１
感受态细胞中，取５０μｌ转化细菌涂布在ＬＢ平板上（含
卡那霉素１０μｇ／ｍＬ），３７℃过夜培养。
　　挑取阳性转化子并以 ＬｍＡＰＸ基因的５′端和３′端
引物进行菌落ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ鉴定正确的转化子进一
步提取质粒，用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切验证。最后选
取阳性克隆送华大公司测序，验证重组质粒读码框的

正确性。

１．２．２　重组蛋白表达鉴定　将携带阳性质粒的Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株和空载体 ｐＥＴ２８ａ菌株分别接种于２

ｍｌＬＢ培养液（含卡那霉素１０μｇ／ｍＬ），３７℃摇床培养

过夜，取上述菌液按１∶１００的比例接种到上述 ＬＢ培养

液，３７℃摇床培养至 ＯＤ６００为 ０．５。加入终浓度为 １

ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ后２８℃诱导ＬｍＡＰＸ蛋白表达１２ｈ，然

后进行细菌蛋白抽提和目的蛋白纯化，取 ＩＰＴＧ诱导前

后保存的菌液、抽提的细菌总蛋白和纯化后的 ＬｍＡＰＸ

蛋白（带有组氨酸标签）进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。

１．２．３　ＬｍＡＰＸ蛋白的酶学特性分析　３ｍＬ酶反应混

合液（５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ＰＨ６．０），１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５

ｍｍｏｌ／ＬＡｓＡ）中加入适量收集的上清（纯化后带有组氨

酸标签的ＬｍＡＰＸ蛋白），加入０．１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２启动反

应，测定２ｍｉｎ内２９０ｎｍ（ε２９０＝２．８ｍｍｏｌ／Ｌ·ｃｍ）吸光

值变化来初步测定抗坏血酸过氧化物酶的活性。用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白含量，室温下每分钟氧化１ｍｏｌＡｓＡ

的酶量作为一个“酶活性单位”。Ｈ２Ｏ２浓度过量（０．１６

ｍｍｏｌ／Ｌ）时取不同浓度的 ＡｓＡ（０．１，０．２，０．４，０．５，

０．７５，１．０ｍｍｏｌ／Ｌ），反应以加入 Ｈ２Ｏ２为起始计算 Ｋｍ

和Ｖｍａｘ值，ＡｓＡ浓度过量（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）时取不同浓度

的Ｈ２Ｏ２（０．１２，０．２，０．３，０．４，０．８ｍｍｏｌ／Ｌ），反应以加

入ＡｓＡ为起始计算Ｋｍ和Ｖｍａｘ值，测三次取平均值。

　　ＬｍＡＰＸ最适温度和最适ｐＨ值的测定：将纯化后的

ＬｍＡＰＸ酶蛋白（带有组氨酸标签）在不同温度（２０，２５，

３０，３５，４０，４５，５０，５５，６０℃）和不同ｐＨ值（３，４，５，５．５，

６，６．５，７，８，９）下测定酶活，将最高酶活计为１００％，计

算相对酶活。

１．２．４　酵母表达载体 ｐＹＥＳ２ＬｍＡＰＸ的构建及酵母抗

逆性分析　ｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸ重组质粒经 ＢａｍＨⅠ和 Ｓａｌ

Ⅰ双酶切，１％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳分离，切胶回收目的基因片

段ＬｍＡＰＸ。同时用相同的酶双酶切质粒 ｐＹＥＳ２ＧＦＰ

（本实验室构建，含有 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切位点），

１％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳分离，切胶回收载体片段 ｐＹＥＳ２。用

Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接载体大片段和目的基因，经氯化钙

法转化至感受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０中，提取阳性转化子

的质粒，进行ＢａｍＨⅠ和ＳａｌⅠ双酶切验证。

　　将构建好的质粒 ｐＹＥＳ２ＬｍＡＰＸ和空载体 ｐＹＥＳ２

经乙酸锂转化法［１８］，导入酵母野生型菌株 Ｗ３０３中。

挑取在尿嘧啶缺省的ＳＤ培养基（ＳＤＵｒａ）上长出的转

化子通过ＰＣＲ检测鉴定。挑取阳性转化子接种至 ＳＤ

液体培养基中于３０℃进行振荡培养过夜。各菌液统

一调至ＯＤ６００为１时，经梯度稀释后（１０
０，１０１，１０２，１０３

和１０４倍），分别点种在含浓度为０，２，４，８ｍｍｏｌ／Ｌ的

５２



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３４Ｎｏ．７２０１４

Ｈ２Ｏ２和０，５０，７５，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的 ＳＤＵｒａ
固体培

养基上３０℃培养４ｄ，观察菌落生长状态。

２　结　果

２．１　原核表达载体的鉴定

　　菌落 ＰＣＲ结果表明，ＰＣＲ产物约为７５０ｂｐ左右，

与目的基因的产物条带大小一致（图１ａ）。对 ＰＣＲ鉴

定正确的克隆提取质粒进行双酶切鉴定，酶切产物经

电泳分离，目的片段约７５０ｂｐ，ｐＥＴ２８ａ载体片段大小约

为５３６９ｂｐ（图１ｂ），与预期结果相符，初步推断重组质

粒构建成功。目的基因序列和读码框经测序后都正

确，表明原核表达载体ｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸ构建成功。

图１　ＬｍＡＰＸ基因的ＰＣＲ鉴定和双酶切鉴定

Ｆｉｇ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸｂｙＰＣＲａｎｄｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＳａｌⅠ
（ａ）ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸｂｙＰＣＲ　（ｂ）ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＳａｌⅠ

２．２　ＬｍＡＰＸ基因的诱导表达及纯化

　　将质粒ｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸ转化到大肠杆菌 ＢＬ２１中，

经１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导１２ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显

示，诱导的空载体没有目的条带，未诱导的重组蛋白的

目的蛋白表达量比较低，为本底水平的表达，诱导后的

重组蛋白的目的条带表达量最高，且纯化后的目的蛋

白（带有组氨酸标签）条带单一。（图２）。

图２　ＬｍＡＰＸ的原核表达及重组蛋白纯化

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＬｍＡＰＸ
１：ＭｉｄｒａｎｇｅｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；２：ｐＥＴ２８ａ（＋ＩＰＴＧ）；３：ｐＥＴ２８ａ

ＬｍＡＰＸ（ＩＰＴＧ）；４：ｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸ（＋ＩＰＴＧ）；５：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｐＥＴ２８ａＬｍＡＰＸ（＋ＩＰＴＧ）

２．３　ＬｍＡＰＸ蛋白酶学特性分析

　　ＬｍＡＰＸ蛋白的最适反应温度呈典型的钟形曲线，

在４０℃时其活性最大，在２５～４５℃之间，均达最高酶

活的７０％以上，表明该酶有更为广泛的温度适应范围。

低于２０℃或者高于 ５０℃其活力不足最大活力的

６０％，在高于４５℃以后，ＬｍＡＰＸ蛋白的活力随着温度

的升高呈现明显降低趋势，当温度达到６０℃时，酶活

力仅为最高值的１５％。

　　当 ｐＨ值为３时，酶活力几乎为０，随着 ｐＨ值升

高，酶活力急剧上升，当 ｐＨ值处于４～７之间时，酶活

力均达最大活力的８０％以上，这表明该酶有一个相对

广泛的最适 ｐＨ值范围，ＬｍＡＰＸ蛋白的最适 ｐＨ值为

６．５，当ｐＨ值升至９时，酶活力仅达最大活力的３４％，

由此可知，该酶更适宜在偏酸性的条件下发挥更大的

抗氧化作用。

　　利用 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数法分别对两个底物

ＡｓＡ和Ｈ２Ｏ２作图，ＡｓＡ浓度过量时，对 Ｈ２Ｏ２的 Ｋｍ和

Ｖｍａｘ分别是０．１７±０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ和１１．７８±１．８８

ｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｍｇ，Ｈ２Ｏ２浓度过量时，对 ＡｓＡ的 Ｋｍ和

Ｖｍａｘ分别是２．１９±０．４０ｍｍｏｌ／Ｌ和５８．８２±３．５１

ｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｍｇ。

２．４　酵母表达载体的鉴定及其转化酵母的抗逆性分析

２．４．１　酵母表达载体的鉴定　表达载体 ｐＹＥＳ２是大

肠杆菌和酵母菌穿梭型表达载体，它既可以作为克隆

载体在大肠杆菌中表达，也可以在 ＧＡＬ１启动子（半乳

糖诱导型启动子）的作用下在酵母菌中进行诱导表达。

为验证表达载体ｐＹＥＳ２ＬｍＡＰＸ构建的正确性，提取大

６２
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图３　温度和ｐＨ值对ＬｍＡＰＸ酶活性的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ）ａｎｄｐＨ（ｂ）ｏｎＬｍＡＰＸａｃｔｉｖｉｔｙ

肠杆菌阳性转化子的质粒，经 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切

后，得到约７５０ｂｐ目的条带和５８５６ｂｐ的载体大片段

ｐＹＥＳ２（图４ａ）。为验证酵母表达载体 ｐＹＥＳ２ＬｍＡＰＸ

是否已经成功转入酵母菌中，以 ＳＤＵｒａ固体培养基上

生长的酵母单菌落为模板，以目的基因的上下游引物

进行菌落ＰＣＲ验证，结果表明ＰＣＲ产物条带与目的基

因大小一致，证明已导入了目的条带（图４ｂ）。

图４　酵母表达载体ｐＹＥＳ２ＬｍＡＰＸ双酶切验证

及导入酵母菌株Ｗ３０３的菌落ＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＹＥＳ２ＬｍＡＰＸｂｙＢａｍＨⅠ

ａｎｄＳａｌⅠ（ａ）ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

ｂｙＰＣＲｏｆｃｏｌｏｎｙ（ｂ）

２．４．２　ＬｍＡＰＸ基因在酵母菌中氧化胁迫（Ｈ２Ｏ２）下的

表达分析　转化后的酵母菌株，在含不同浓度 Ｈ２Ｏ２的

ＳＤＵｒａ培养基下进行抗氧化胁迫处理，结果表明，在含

有０，２，４ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的 ＳＤ培养基上生长表现差异

不明显（数据未列出），过量表达ＬｍＡＰＸ基因的酵母菌

落在含８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２胁迫下生长表现出抗氧化逆境

生长差异（图５），随着稀释倍数增加表现出过量表达

ＬｍＡＰＸ基因的酵母菌长势明显优于空载体对照，稀释

１０４时对照菌几乎不能生长，而过量表达 ＬｍＡＰＸ的酵

母菌株生长良好。

图５　过量表达ＬｍＡＰＸ基因的酵母菌抗

Ｈ２Ｏ２（８ｍｍｏｌ／Ｌ）胁迫分析

Ｆｉｇ．５　Ｇｒｏｗｔｈｏｆｙｅａｓｔｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆ

ＬｍＡＰＸｗｉｔｈ８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２

２．４．３　ＬｍＡＰＸ基因在酵母中盐胁迫（ＮａＣｌ）下的表达

分析　转化后的酵母菌株，在含不同浓度 ＮａＣｌ的 ＳＤ

固体培养基上进行盐胁迫处理，结果表明，过量表达

ＬｍＡＰＸ基因的酵母菌在不同浓度ＮａＣｌ的ＳＤ固体培养

基上均比对照菌株表现出明显的耐盐性，而且随着盐

浓度的增加，对照菌株在稀释１０３倍后几乎不能生长

（如图６）。

图６　过量表达ＬｍＡＰＸ基因的酵母

抗ＮａＣｌ胁迫分析

Ｆｉｇ．６　ＧｒｏｗｔｈｏｆｙｅａｓｔｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆＬｍＡＰＸ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＣｌ

７２
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３　讨　论

　　干旱、盐碱、低温、高温等逆境环境使植物体内活

性氧累积，从而对细胞造成损伤。抗坏血酸过氧化物

酶能够有效地清除植物体内的 Ｈ２Ｏ２，使植物免受氧化

损伤［１５］。中华枸杞是一种重要的耐盐植物，是解决我

国西北土壤盐渍化的先锋植物，具有极强的抗寒，耐

旱，抗盐碱等特性，本研究将枸杞 ＬｍＡＰＸ基因成功转

入Ｅ．ｃｏｌｉ中，对 ＬｍＡＰＸ蛋白进行最适温度和最适 ｐＨ

值测定后发现，ＬｍＡＰＸ表现出与前人报道的 ＡＰＸ蛋白

同工酶相似的最适温度特性［１６］。枸杞 ＬｍＡＰＸ蛋白的

最适温度曲线也呈典型的钟形曲线，在４０℃时其活性

最大，在２５～４５℃之间，均达最高酶活的７０％以上，说

明该酶有更为广泛的温度适应范围，使作物更加适应

恶劣的气候环境。低于２０℃或者高于５０℃其活力不

足最大活力的６０％，在高于４５℃以后，ＬｍＡＰＸ蛋白的

活力随着温度的升高呈现明显降低趋势，当温度达到

６０℃时，酶活力仅为最高值的 １５％。据前人报道显

示，细胞质和叶绿体中 ＡＰＸ同工酶最适 ｐＨ值变化范

围在６．０～８．０之间［１７］。本研究测定得知，当 ｐＨ值为

３时，酶活力几乎为０，随着 ｐＨ值升高，酶活力急剧上

升，当ｐＨ值处于４～７之间时，酶活力均达最大活力的

８０％以上，这表明该酶有一个相对广泛的最适 ｐＨ值范

围，ＬｍＡＰＸ蛋白的最适 ｐＨ值为 ６．５，当 ｐＨ值升至 ９

时，酶活力仅达最大活力的３４％，由此可知，该酶更适

宜在偏酸性的土壤中发挥更大的抗氧化作用。

　　对ＬｍＡＰＸ进行酶动力学分析表明 ＬｍＡＰＸ具有不

同的底物特异性，ＬｍＡＰＸ对Ｈ２Ｏ２和ＡｓＡ的Ｋｍ值表明

ＬｍＡＰＸ对这些底物都具有相对较高的亲和力，这与毛

白杨中所报道的内容一致［１７］，而且，相对于 ＡｓＡ，

ＬｍＡＰＸ对Ｈ２Ｏ２具有更高的底物亲和力。

　　在半乳糖诱导下，过表达 ＬｍＡＰＸ基因的酵母菌落

在８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２和不同梯度的盐浓度胁迫下表现出

明显的抗氧化能力，说明其表达的酶催化Ｈ２Ｏ２还原为

Ｈ２Ｏ，从而使转基因酵母在含 Ｈ２Ｏ２的培养基上生长良

好，对组织和细胞起到了保护作用，这与朝鲜碱茅中所

报道的内容相似［１８］，体现了在氧化胁迫状态下抗坏血

酸过氧化物酶作用。为进一步研究逆境诱导下抗坏血

酸过氧化物酶的抗氧化胁迫机理奠定了基础。如用于

培育具有抗盐碱性的大田粮食作物新品系，在开发盐

碱地上得以应用，将具有重大的科学意义和经济价值。
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ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｃＤＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇｐｅａｃｙｔｏｓｏｌｉｃａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒ

ｏｘｉｄａｓｅ，ＦＥＢＳＬｅｔｔ．，１９９１，２８９（２）：２５７２５９．

［１１］ＹｏｏＴＨ，ＰａｒｋＣＪ，ＬｅｅＧＬ，ｅｔａｌ．ＡｈｏｔｐｅｐｐｅｒｃＤＮＡ

ｅｎｃｏｄｉｎｇａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｉｓｉｎｄｕｃｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｖｉｒｕｓａｎｄｂａｃｔｅｒｉａ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，２００２，１４

（１）：７５８４．

８２



２０１４，３４（７） 高海伶 等：ＬｍＡＰＸ基因在大肠杆菌和酵母菌中的表达研究

［１２］ＬｉｎＬ，ＷａｎｇＸＰ，ＷａｎｇＹＪ．ｃＤＮＡｃｌｏｎｅ，ｆｕｓｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｏｖｅｌｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｔｏａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｆｒｏｍ

ＣｈｉｎｅｓｅｗｉｌｄＶｉｔｉｓｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａｉｎＥ．ｃｏｌｉ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ

Ｒｅｐ．２００６，３３（３）：１９７２０６．

［１３］ＹｏｓｈｉｍｕｒａＫ，ＩｓｈｉｋａｗａＴ，ＮａｋａｍｕｒａＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

ｓｔｕｄｙｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｃ ａｎｄ ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ ａｓｃｏｒｂａｔｅ

ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓｏｆｓｐｉｎａｃｈ．Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ，１９９８，

３５３（１）：５５６３．

［１４］ＮｉｓｈｉｋａｗａＦ，ＫａｔａＭ，ＷａｎｇＲ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｓ

ｆｒｏｍｂｒｏｃｃｏｌｉ：ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｉｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｅｔｅｉｎｓＰｏｓｔｈａｒｖ．Ｂｉｏｌ．Ｔｅｃｈｎｏｌ，２００３，２７

（２）：１４７１５６．

［１５］ＬｉＨＢ，ＱｉｎＹＭ，ＰａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｔｔｏｎａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｄｕｒｉｎｇｆｉｂｒｅｃｅｌｌ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．ＮｅｗＰｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ，２００７，１７５（３）：４６２４７１．

［１６］ＫａｚｕｙｏｓｈｉＯ，ＳａｔｏｓｈｉＭ，ＨｉｄｅｎｏｒｉＴａｎａｋａ，ｅｔａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎａｃｉｄｏｐｈｉｌｉｃｘｙｌａｎａｓｅｆｒｏｍＡｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ

ｐｕｌｌｕｌａｎｖａｒ．ｍｅｌａｎｉｇｅｎｕｍａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｎｃｏｄｉｎｇ

ｇｅｎｅ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００１，９２（３）：

２６２２７０．

［１７］ＬｕＨ，ＨａｎＲＬ，ＪｉａｎｇＸＮ．Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｐｒｏｘｉｄｏｍａｌａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｆｒｏｍＰｏｐｕｌｕｓ

ｔｏｍｅｎｔｏｓａ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙｒｅｐｏｒｔｓ，２００９，３６（１）：２１２７．

［１８］管清杰，李琳，高野哲夫，等．朝鲜碱茅抗坏血酸过氧化物酶

的基因克隆和表达．基因组学与应用生物学，２００９，２８（４）：

６３１６２９．

ＧｕａｎＱＪ，ＬｉＬ，ＴｅｔｓｕｏＴ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇｏｆａｎａｓｃｏｒｂａｔｅ

ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍ ｐｕｃｃｉｎｅｌｌｉａｔｅｎｕｉｆｌｏｒａａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｉｓ．ＧｅｎｏｍｉｃｓａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｌｏｇｙ，２００９，２８（４）：６３１

６３９．

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＳｔｕｄｉｅｓｏｆＡｓｃｏｒｂａｔｅＰｅｒｏｘｉｄａｓｅｆｒｏｍＬｙｃｉｕｍ
ｃｈｉｎｅｎｓｅＭｉｌｌ．ｉｎＥ．ｃｏｌｉａｎｄＹｅａｓｔ

ＧＡＯＨａｉｌｉｎｇ１　ＪＩＪｉｎｇ１　ＷＡＮＧＧａｎｇ１　ＷＵＧｕａｎｇｘｉａ２　ＲＯＮＧＦｅｉ１　ＧＵＡＮＣｈｕｎｆｅｎｇ１　ＪＩＮＣｈａｏ１

（１ＳｃｈｏｏｌｏｆＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＴｉａｎｊｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔｉａｎｊｉｎ　３０００７２，Ｃｈｉｎａ）

（２ＳｃｈｏｏｌｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＴｉａｎｊｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔｉａｎｊｉｎ　３０００７２，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｈｅａｉｍｏｆｔｈｅｓｔｕｄｙｉｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｉｎＥ．ｃｏｌｉ
ａｎｄｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｙｅａｓｔｏｆａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＬｍＡＰＸ）ｃｌｏｎｅｄｆｒｏｍＬｙｃｉｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅＭｉｌｌ．，ｗｈｉｃｈｗｉｌｌ
ｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅｔｈｅｏｒｙｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｔｒｅｓｓｆｏｒｆｕｔｕｒｅｓｔｕｄｙｉｎｇ．Ｍｅｔｈｏｄ：ＬｍＡＰＸｗａｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏ
ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｙｅａｓｔｓｔｒａｉｎＷ３０３．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ
ｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ２＋ａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｐＨｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．
ＴｈｅｅｎｚｙｍｅｋｉｎｅｔｉｃｓｃｏｎｓｔａｎｔＫｍａｎｄＶｍａｘｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｄｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｐＨａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒｔｈｉｓｅｎｚｙｍｅｗｅｒｅ６．５ａｎｄ４０℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｔｆｉｘｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡｓＡ，ｔｈｅＫｍａｎｄＶｍａｘｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｅｆｏｒＨ２Ｏ２ｗｅｒｅ０．１７±０．０２ｍｍｏｌ／Ｌａｎｄ１１．７８±
１．８８ｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｍｇ．ＡｎｄａｔｆｉｘｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＨ２Ｏ２，ｔｈｅＫｍａｎｄＶｍａｘｖａｌｕｅｓｆｏｒＡｓＡｗｅｒｅ２．１９±０．４０
ｍｍｏｌ／Ｌａｎｄ５８．８２±３．５１ｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｍｇ．ＴａｎｓｇｅｎｉｃｙｅａｓｔｓｔａｉｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈＬｍＡＰＸｇｅｎｅｓｈｏｗｅｄｈｉｇｈｅｒ
ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ｏｒ１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌｕｎｄｅｒｔｈｅ
ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔｏｆβｇａｌａｃｔｏｓｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＬｍＡＰＸｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｅｓ．
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