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摘要目的：探讨耐辐射奇球菌 pprM基因对大肠杆菌氧化抗性的影响。方法：氯化钙法转化分别构建含 pGEX-6p-1-pprM质粒的

大肠杆菌 DH5琢。测定不同浓度过氧化氢对含 pGEX-6p-1-pprM、pGEX-6p-1和野生型大肠杆菌 DH5琢 活性的影响以及菌体内
SOD/GSH/CAT水平的变化。结果：与空质粒组和野生型组相比，含 pprM的大肠杆菌在同浓度过氧化性情况下，其抑菌圈明显
缩小，差异有统计学意义。与空质粒组和野生型组相比，含 pprM的大肠杆菌体内 CAT活力、SOD活性明显提高，但 GSH量并没

有明显提高。结论：pprM基因能够提高大肠杆菌抗氧化能力，其机制可能与 pprM基因增强细菌体内抗氧化酶的活性有关。
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Enhances of the Antioxidant Capacity in Escherichia coli
by Deinococcus radiodurans pprM *

To study the effect of pprM gene on the antioxidant capacity of Escherichia coli and its mechanism.
PGEX-6p-1-pprM plasmids were constructed and transferred into Escherichia coli. The bacterial inhibition zone test of pprM

group, empty plasmid group and wild type Escherichia coli group were carried out with hydrogen peroxide, and the activity of

Escherichia coli and the change of SOD/GSH/CAT level in bacteria were measured. Compared with empty plasmid group and

wild type group, pprM group showed a significant smaller bacteriostatic ring under the same concentration peroxide circumstance in the

bacterial inhibition zone test (P约0.05). The pprM group also showed a significant increasement of SOD and CAT activity (P约0.05), but

the increasement of GSH quantity did not reach the significance. The above results suggest that Deinococcus Radiodurans
pprM gene can enhance the antioxidant capacity of E. coli and the mechanism may due to its improvement of antioxidase in bacteria.

Deinococcus radiodurans; Escherichia coli; pprM; Hydrogen peroxide; Antioxidation

前言

耐辐射奇球菌是一种以超强辐射抗性而闻名的古细菌，其

抗辐射能力比大肠杆菌高 100多倍，被 "吉尼斯世界记录 "收

录并誉为是 "世界上最顽强的细菌 " [1]。pprM为耐辐射奇球菌
重要的抗辐射及抗氧化基因，本课题组前期研究发现，敲除

pprM的耐辐射奇球菌其辐射抗性明显降低，而将 pprM转入真
核细胞中它同样能够发挥抗辐射作用[2,3]。但对于 pprM是否可
以直接在原核生物细菌中发挥其抗辐射、抗氧化功能目前还并

不很清楚。

大肠杆菌是一种重要的工业微生物，其在生物制药、环境

治理等很多工业产业中都具有重要价值[4-6]。与传统物理或化学

方法相比，大肠杆菌在处理环境污染物（尤其是重金属污染物）

时有着更加环保和高效的特点[7,8]。但在极端恶劣环境下处理污

染物时，由于大肠杆菌自身受到环境和污染物的损伤，其净化

能力也会出现一定程度的下降[9]。目前大肠杆菌在环境治理方

面的应用主要为用野生型大肠杆菌吸附重金属和降解有机物，

将其改造成基因工程菌以提高吸附效率的研究较少，而且主要

集中在研究提高大肠杆菌对于某种特定金属的转运能力和络

合能力[10-13]。而通过提高大肠杆菌本身应对极端环境的能力来

提高其环境净化能力的研究少有报道。

本研究通过将 pprM基因转入大肠杆菌，观察该基因能否
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提高大肠杆菌抗氧化能力并研究其相关机制。同时也希望通过

构建工程菌可以提高大肠杆菌在污水中的存活能力，最终提高

大肠杆菌的处理污水能力。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

本研究采用的是大肠杆菌 DH5琢菌株（本实验室保存）。原
核表达载体 pGEX-6p-1质粒（本实验室保存）。EcoRI酶、XhoI

酶、T4 DNA连接酶购自 Fermentas有限公司（美国），过氧化氢

购自广东光华科技股份有限公司。LB细菌液体培养基由 1%

蛋白胨，0.5%酵母提取物，1%氯化钠组成，并调节 pH至 7.4；
LB固体培养基由液体培养基添加 1.5%琼脂配制而成。紫外分

光光度计（UV2550型，日本岛津公司生产）。过氧化氢酶（CAT）

测定试剂盒、还原型谷胱甘肽（GSH）测定试剂盒、总超氧化物

歧化酶（T-SOD）测试盒（羟胺法）购自南京建成生物工程研究

所。PBS、质粒小量抽提试剂盒购自碧云天生物技术有限公司

（上海）。

1.2 实验方法
1.2.1 pGEX-6p-1表达载体的构建 用 Primer Premier 6软件

设计 PCR 扩增引物，设计的上游引物 pprM-F 序列为：
5'-CGGGAATTCGTGTGCCGAGTTTCG-3'（下划线为 EcoRI酶
切位点），下游引物 pprM-R 序列为：5'-GTCCTCGAGT-

TACCAGCGGTCGTC-3'（下划线为 XhoI酶切位点）。以提取的

耐辐射奇球菌基因组 DNA为模板，用以上引物进行 PCR扩增

得到目的基因 pprM。用核酸内切酶 EcoRI 和 XhoI 分别对
pGEX-6p-1质粒和 PCR纯化产物进行双酶切，将双酶切产物

进行凝胶电泳，之后进行胶回收。将回收的酶切后的 PCR产物

与载体质粒 pGEX-6p-1进行连接反应。后转化入大肠杆菌，并

通过菌落 PCR、双酶切和测序进行鉴定。
1.2.2 大肠杆菌对于过氧化氢敏感性实验 分别将野生型、空

质粒转化大肠杆菌及 pGEX-6p-1-pprM转化大肠杆菌于固体培
养基培养复苏后，挑取单克隆菌株培养至 OD值约为 1。13000

r/min离心 1 min收集细菌，用 1× PBS洗涤细菌 2次。重悬细

菌于 1× PBS中，小心吹打混匀，用 1× PBS将菌液浓度调至
OD 值为 1.0。分别取以上三种细菌菌液 200 mL均匀涂布在
LB固体培养基上，在每个培养板的固体培养基表面放置直径
6 mm已灭菌的小滤纸片 5片，分别在每片小滤纸片上滴加浓

度为 0 mol/L、1 mol/L、2 mol/L、4 mol/L、8 mol/L的过氧化氢溶

液（用 1× PBS稀释）各 2 滋L，后于培养箱 37℃培养 5小时（设

三个平行组）。

1.2.3 大肠杆菌 SOD/GSH/CAT的测定 通过 1200 rpm离心
1min，各组收集相同体积的菌液于 1.5 mL EP管中，用 1× PBS

将菌液洗涤两次，并重悬于不同浓度（分别为 0 滋mol/L、5

滋mol/L、10 滋mol/L）的过氧化氢溶液中 30 min，1000 rpm离心

收集细菌，再用 1× PBS将菌液洗涤两次，以去除菌液中的过

氧化氢，后重悬于 1 mL的 PBS溶液中。于冰上超声破碎 5 min

（300 W功率，破碎 10 s，间隔 10s），至菌液变清。后分别按
SOD/GSH/CAT试剂盒说明书操作步骤测定其活性。
1.3 统计学分析方法

数据统计用 SPSS 19.0统计软件进行。多组之间的比较采

用单因素方差分析，进一步采用 SNK-q检验比较两组间差异，

以 P值小于 0.05定义为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 pGEX-6p-1-pprM质粒的鉴定
如图 1所示，在第二泳道有明显约为 400 bp的目的条带，

大小与 pprM基因一致。用 EcoRI和 XhoI对提取的质粒进行双

酶切鉴定，如图 a、b所示，得到大小为 4.9 kb和 0.4 kb的两个

条带，表明目的基因 pprM已经成功构建到了 pGEX-6p-1载体

中。最后把双酶切鉴定为阳性的菌株其质粒寄至上海 Invitro-

gen公司进行测序分析，部分序列如如图 c所示，利用 Blast程

序对所得序列进行对比分析，结果表明 pprM基因插入位置正
确，没有发生移码突变，载体构建成功。

2.2 pprM基因可提高大肠杆菌的过氧化氢抗性
由图 4可知，随着过氧化氢浓度的提高，三种大肠杆菌的

抑菌圈都逐渐增大。在比较转入 pprM基因的大肠杆菌与转入
空载体大肠杆菌的差异时发现，转入 pprM基因能明显提高大
肠杆菌对于过氧化氢的抗性。当过氧化氢的浓度分别为 4

mol/L和 8 mol/L时，转入空质粒的大肠杆菌抑菌圈直径分别

为 2.2 cm和 2.5 cm，而在相同过氧化氢浓度下，含 pprM 基因
的大肠杆菌抑菌圈直径分别下降到 1.6 cm和 2.0 cm。相同过氧
化氢浓度下，含 pprM基因的大肠杆菌其抑菌圈直径明显较低，
说明 pprM可以提高大肠杆菌的抗氧化能力。
2.3 pprM基因对于大肠杆菌 SOD活力的影响

由图 5可知，随着过氧化氢浓度的提高，三种大肠杆菌的
SOD活力都呈下降趋势。通过比较发现，在没有过氧化氢刺激

时，pprM基因组大肠杆菌与空质粒组大肠杆菌 SOD活力并没

有统计学差异，说明在没有过氧化氢刺激条件下，pprM并没有
明显提高大肠杆菌 SOD活性。当过氧化氢浓度为 5 mmol/L和
10 mmol/L时，pprM组大肠杆菌的 SOD活力都比野生型组及

空质粒组要强很多。说明在过氧化氢压力下，转入大肠杆菌的

pprM基因能提高大肠杆菌 SOD的活力。
2.4 pprM基因对大肠杆菌 GSH含量的影响

由图 6可知，随着过氧化氢浓度的提高，与空质粒组相比

pprM组中还原型谷胱甘肽的量变化并不明显。三组大肠杆菌随
着过氧化氢浓度的的增加，GSH 的量并没有明显变化趋势，
GSH的量基本保持在 100 滋mol/L左右。与空质粒组相比 pprM
组大肠杆菌 GSH量有上升趋势，特别是在过氧化氢浓度为 5

mmol/L时，两组之间 P值为 0.047差异有统计学意义。但从总

体来说，pprM对于提高大肠杆菌 GSH含量的效果并不明显。
2.5 pprM基因可提高大肠杆菌 CAT活力

由图 7可知，随着过氧化氢浓度的提高，三种大肠杆菌的
CAT活力都呈下降趋势。通过比较发现，在没有过氧化氢刺激

时，pprM基因组大肠杆菌与空质粒组大肠杆菌 CAT活力就有

较大差异，说明在没有过氧化氢刺激情况下，pprM基因仍然可
以提高大肠杆菌 CAT活性。不论过氧化氢浓度为 0 mmol/L、5

mmol/L还是 10 mmol/L，pprM组大肠杆菌其 CAT活力都比野

生型组和空质粒组要强很多。特别是当双氧水浓度为 5 mmol/L

和 10 mmol/L时，pprM组大肠杆菌 CAT活力与空质粒组相比

提高了近一倍。说明无论有没有过氧化氢氧化压力，转入大肠
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图 1 pGEX-6p-1-pprM质粒的鉴定。 a：pGEX-6p-1-pprM重组质粒双酶切鉴定结果；
b：pGEX-6p-1-pprM重组质粒 PCR鉴定结果；c：pGEX-6p-1-pprM重组载体测序鉴定部分结果

Fig.1 Identification of pGEX-6p-1-pprM plasmid . a: The double digested results of pGEX-6p-1-pprM;

b: The double PCR results of pGEX-6p-1-pprM; C: The sequencing result of pGEX-6p-1-pprM
注：a中 Lane M：Maker；Lane 1：双酶切产物；b中 Lane M：Maker；Lane1：PCR产物；

C中两端黑色部分为 EcoR I和 Xho I酶切位点序列

Note: The a part of the Fig. 1 Lane M: Maker; Lane 1: Double enzyme products; The b part of the Fig. 1 Lane M: Maker; Lane1: PCR Products;

The c part of the Fig. 1: The black parts at both ends are sequences of EcoRI and Xho I restriction sites.

图 2 pprM基因对于大肠杆菌过氧化氢抗性的影响
Fig.2 The effect of pprM gene on the resistance of H2O2

in Escherichia coli
注：图中＊表示：与空质粒组相比，差异有统计学意义(P<0.05)。

Note: compared with empty plasmid group,＊P<0.05.

图 3 pprM基因对于大肠杆菌 SOD活力的影响

Fig.3 The effect of pprM gene on the activity of SOD in Escherichia coli
注：图中＊表示：与空质粒组相比，差异有统计学意义(P<0.05)。

Note: compared with empty plasmid group,＊P<0.05.
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图 4 pprM基因对于大肠杆菌 GSH活力的影响

Fig.4 The effect of pprM gene on the activity of GSH in Escherichia coli
注：图中＊表示：与空质粒组相比，差异有统计学意义(P<0.05)。

Note: compared with empty plasmid group,＊P<0.05.

图 5 pprM基因对于大肠杆菌 CAT活力的影响

Fig. 5 The effect of pprM gene on the activity of CAT in Escherichia coli
注：图中＊表示：与空质粒组相比，差异有统计学意义(P<0.05)。

Note: compared with empty plasmid group,＊P<0.05.

杆菌的 pprM基因都能提高大肠杆菌 CAT的活力。

3 讨论

耐辐射奇球菌以对于辐射的超强耐受而闻名，是目前人类

研究抗辐射机制的重要模式生物之一[14-16]。通过大量研究发现，

耐辐射奇球菌其所具有的许多特有基因在抗辐射中发挥了重

要作用。如有研究发现，耐辐射奇球菌特有基因 pprI具有超强
的抗辐射调节能力，pprI敲除菌株其抗辐射能力明显减弱，并
发现 pprI可以调节其下游的近二十个基因的表达[17]。之后，有

研究将 pprI转入大肠杆菌中，观察其是否能发挥抗氧化作用，
结果发现 pprI在大肠杆菌中依然能发挥抗氧化作用[18]。本研究

中的 pprM基因同为耐辐射奇球菌特有的抗辐射基因，其最早
由 Ohba H等人发现，研究表明 pprM基因被敲除之后，耐辐射
奇球菌辐射抗性下降明显，表明 pprM是耐辐射奇球菌重要的
抗辐射基因[19]。前期研究发现，敲除 pprM的耐辐射奇球菌与野
生型相比，不仅是抗辐射能力明显降低，而且抗氧化能力也明

显降低，这也提示着 pprM基因除了具有很强的抗辐射功能同
时也具有较强的抗氧化能力[20]。研究还将 pprM基因转入真核
细胞 293T中，观察其是否能发挥抗辐射作用，结果发现，pprM
在真核细胞中依然能发挥其抗辐射作用[21]。因为抗辐射功能在

原核生物中同样有着广阔应用前景，于是开展了本研究来探讨

pprM在原核生物中的是否能发挥功能，探索将 pprM强大的抗
辐射抗氧化能力应用于大肠杆菌等原核生物。

大肠杆菌以易于培养、生长速度快、遗传背景清晰等优势

成为了最重要的基因克隆表达和基因功能研究模式生物之一。

大肠杆菌在作为外源蛋白表达菌株时，还具有成本低、效率高

等优势，因此大肠杆菌也是最早用于表达外源蛋白的菌株之

一。随着分子生物学技术的不断发展，外源蛋白在大肠杆菌中

表达的相关技术已经比较成熟，现有技术可以让外源蛋白在大

肠杆菌中稳定高效表达，这使得大肠杆菌成为了研究外源基因

在原核生物中功能的重要模式生物。因此本研究选择大肠杆菌

作为模式生物来研究 pprM在原核生物中功能的发挥及其机
制。并最终发现 pprM蛋白在大肠杆菌中依然能发挥作用，这提
示着 pprM很可能在所以原核生物中都能发挥作用。因为 pprM

在耐辐射奇球菌体内发挥抗氧化功能的主要机制是通过提高

其自身抗氧化酶的量和活性，所以本研究在进一步研究其在大

肠杆菌中发挥功能的机制时，选择了检测转入 pprM基因后大
肠杆菌体内抗氧化酶的量和活性的变化。最终发现转入 pprM
的大肠杆菌，其体内抗氧化酶的量和（或）活性明显提高，表明

其在大肠杆菌中发挥抗氧化功能的机制与其在耐辐射奇球菌

中时基本一致。这也与同为耐辐射奇球菌抗辐射基因的 pprI在
转入大肠杆菌之后发挥功能的机制一致。

随着工业的发展，人们在享受工业文明带来的巨大物质财

富和生活便利的同时，也面临着工业化所带来了另一个严峻问

题：环境污染。而在环境污染中水污染特别是水中重金属污染

尤为严重。无论是国外的“水俣病”和“骨痛病”等环境污染事

件、还是国内的“镉大米”事件都给人们的生命健康带来了巨大

损害，环境污染已经成为影响人民生活质量的突出问题，同时，

有研究表明在我国部分地区环境污染特别是水污染问题比较

严重，我国对于环境治理新方法新技术有着迫切需求[15]。

净化重金属污染废水的方法主要可以分为物理处理法、化

学处理法和生物处理法。物理处理法主要包括：重力分离法、离

心分离法和筛滤截留法等。化学处理法主要包括废水臭氧化处

理法、废水电解处理法和废水化学沉淀处理法等。而生物处理

法是一种较新颖的污水处理方法，以生物吸附法为主。生物吸

附法主要是利用生物体本身的结构和成分吸附水中的重金属

离子，再通过将已吸附重金属的大肠杆菌从水中分离，达到去

除水中重金属的目的。生物吸附法与物理、化学处理法相比具

有效率高、成本低等优势，这也使其成为了污水处理技术的研

究热点之一。

近些年的研究发现，在污水处理中，大肠杆菌对铜、镉、铅

等重金属都有着较好的吸附作用[5]。在这些研究中，作为吸附剂

吸附重金属离子的大肠杆菌主要为野生型大肠杆菌。虽然野生

型大肠杆菌有着较高的吸附效率，但仍然有很大的优化改进空

间，研究者也在不断探索着提高其吸附效率的方法。目前优化

大肠杆菌对于重金属吸附效率的研究主要方式为增加大肠杆

菌体内某种特定金属转运蛋白和（或）络合蛋白的量，以提高大
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肠杆菌对于某种特定金属离子的吸附能力。例如有研究表明在

大肠杆菌表面表达某种特定蛋蛋白质可以增强大肠杆菌对于

镉离子的吸附效率[8,9]。但实际上影响重金属吸附效率的因素，

除了菌体吸附结构和特定蛋白的量之外，细菌本身的存活率也

是影响其吸附效果的重要因素。因为重金属本身对于大肠杆菌

的毒性，会影响大肠杆菌的活性，从而可能降低大肠杆菌的吸

附效率。因此，提高大肠杆菌对于恶劣环境（包括氧化压力环

境）的抗性，是提高大肠杆菌生物吸附效率的有效途径之一。因

此本基因工程菌的成功构建将可能很大程度上提高大肠杆菌

在重金属环境中的生存率，最终提高大肠杆菌对于各类重金属

的吸附能力。

4 结论

本研究发现转耐辐射奇球菌 pprM进入大肠杆菌后能够明
显提高大肠杆菌的抗氧化能力，并发现其具体机制是通过提高

大肠杆菌抗氧化酶类的活性。这提示着 pprM很可能再所有原
核生物中都能发挥其作用。同时，转入 pprM的大肠杆菌作为基
因工程菌将在环境治理等领域有着重要价值和广阔的应用前

景。而且，具有更强抗氧化能力的大肠杆菌在生物制药等其他

领域将有着更加广阔的应用前景。
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