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’ 引言
!"#$ 年!%&’()’** 及 +,’--(. 从乳中将

过氧化物酶分离纯化 / 并命名为乳过氧化
物酶01234(5’)(6782-’/ 19:;" 乳过氧化物酶
是一种多功能的防御蛋白! 属于哺乳动物
亚铁血红素超家族 <!=!广泛存在于各种哺乳
动物乳汁及其它分泌物中" 19: 基因长 $$
,>!包括 ?@ 个外显子和 ?? 个内含子" 19:
与 A@:@/ 卤化物或类卤化物#BC/ DEFC$一起
构成乳过氧化物酶系统 #1234(5’)(6782-’
DG-4’H/ 19D$<@=% 19: 催化氧化卤化物形成

次卤酸0B:C/ :DEFC;!产物次卤酸是一种细
胞毒素 /能与蛋白交联 /抑制酶和细胞因子
的活性/ 起到免疫监视和机体防卫的作用"
19D 是一种天然的&具有实际应用价值的抗
菌体系! 在杀死或抑制细菌的一系列反应
的同时!可以清除对机体有害的氧自由基!
是哺乳动物防卫系统中的重要组成部分"
人哺乳期的各个阶段的乳中都有乳过

氧化物酶表达 <$=" 但是人乳中的 &19: 表达
量很低 ! 只占人乳中所有蛋白总量的
IJIIKL!且常乳中的含量远低于初乳!在生

产 ? 周后降低至几乎检测不到! 其表达水
平可能受生产前后表达水平变化较大的一

些激素和因子的调节"
鉴于 &19: 重要的功能和应用价值及

人乳中表达较低等特点! 利用乳腺特异性
的高效率山羊 !C32-’7. 的调控区改造人乳
过氧化物酶基因!并制备转基因小鼠模型!
分析其表达情况并检测其活性! 为进一步
分析天然状态下 &19: 微量表达的机理&利
用乳腺生物反应器大量生产这种具有重要

功能的蛋白奠定基础"
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!!从人基因组 ?3@ 文库中筛选出人乳过氧化物酶A,;?BC基因#利用长片段 ?@D 的方法获得 ,;?B 基因 $E 端约 "FG 片段#通过酶切方
法获得 ,;?B 基因 "!端约 !H FG 片段#将这两部分拼接并克隆到乳腺特异性表达载体 IJ@ 1 上#构建以山羊 !/K-0L6. 启动区指导的 ,;?B
的转基因表达载体 IJ@ 1/,;?B$ 利用显微注射的方法获得 !% 只 M N 代小鼠# 经 ?@D检测和 +O9P,LQ.杂交分析证实# 有 $ 只小鼠!R!#
1""为整合 ,;?B 基因的转基因阳性小鼠#整合率为 1HS%&T#整合拷贝数在 ’ 至 $ 之间$ 利用 +U+/?35V凝胶电泳和 2L0PLQ. GWOP印迹分
析 M #%M 1 代共 " 只雌性转基因小鼠乳样#结果表明 ,;?B 重组蛋白的特异条带不明显$

!!!人乳过氧化物酶!,;?B"#转基因小鼠#显微注射 !!X"RR
!!3 !!!1###/H%$H!!##$"#%/##"1/#R
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% 材料和方法
%$3 实验材料
实验动物用昆明小白鼠或 !"#!$%!购

自国家计划生育研究所动物部" 所用到的
药品和试剂包括#内切酶及其它酶类 !"# &$
$%& &$’(& !为 ’()*+,-$!.)/+01$华美$大连
宝生物公司产品%23 45" /.,+1- 为 !.)/+01
公司产品% 蛋白酶 6 及 75+1- 为 8.,*+ 公
司产品%&’29$:;,+/$氨苄青霉素&"*<’$卡
那霉素&6+=’均购自华美生物公司%饱和酚
购自鼎国生物工程公司%2(.1$>42" 及胚胎
培养基成份均为 8.,*+ 公司产品% 其它生
化试剂多为国产分析纯产品" 放射性同位
素 ";?@’;AB2’ 购自亚辉生物工程公司 "
多肽合成及连接由武汉三鹰生物技术有限

公司完成"
%$% 456 3789:; 表达载体的构建
利用探针从人基因组 ’"B 文库里调取

含有人乳过氧化物酶基因的 ’"B 克隆 #
’"B 7’ C;DDED#DF" 根据 9-=!+=G 上公
布的 ’"B 7’ C;DDED#DF 序列设计引物含
有引物 GHF IJ上游KL C!""9 B99 BB9 B2"
29" "B" BB9 922 229 299 B ?!! 包含
)"##J实线 M和 *(+#J虚线 M酶切位点%GHF(
J下游 ML C!9B2 99B B2B 9"9 B"2 B2B
922 2B" 929 "29 "9 N!包含 ,-"# O实
线 M 酶切位点 $"29 翻译起始位点及类
6)P+G 位点!GHF 扩增获得人乳过氧化物酶
基因的 C!端 N G0 片段 %’B7 条件 #QR "
C*.=!QR " RC 1-%!HF " CF 1-%S HT " N
*.=S HT " E *.=S R " #U NC %V%/-1"’B7 片
段连 接 到 ’B7 ;:# ;2W’W 载 体 上 得 到
<2W’W;X/’W C!重组载体!酶切测序鉴定筛
选正确的阳性克隆 " 同时对 <!B D 和
<2W’W;X#’W 进行 ,-" &S !"# & 双酶切!两
者回收片段按 D$N 比例 DH "连接过夜电击
转化" 挑单克隆菌落摇菌提取质粒!提出的
质粒 ,-" &$!"# & 双酶切和 ’B7 鉴定!再用
!"# & 和 .%& & 双酶切检查插入方向!测序检
测插入片段保真度! 筛选重组质粒 <!B D;
X#’W C!阳性克隆"
用 *(+#酶切 ’"B 7’ C;DDED#DF 和

<!B D;X#’WC! ! 回收片段按 D $N 的比例
DH"连接过夜!再进行电转化" 挑单克隆菌
落进行摇菌提取质粒 ! 设计 @ 对引物做

’B7 检测 !GRHI J上游 ML
C%22B 2"2 B22 BB"
BBB 222 "B N!%GRH(&下
游 ’L C! 9"B 229 2BB
B29 "B2 BB" N! U’B7
条件#QR " C *.=S QR "
RC 1-%!CT " D*.=!E@ "
QF 1-%!E@ " E *.=S R "
#U NF %V%/-1"GRNIJ上游M#
C!""" BB9 292 B"2
B"B B2B N!U GRN( J下游ML C!9"B 222 999
"2" 9"B 29" B99 N!U ’B7 条件#QR " C
*.=S QR " NF 1-%S C@ " D*.=S E@ " D *.=S
E@ " E *.=!R " #U NF %V%/-1" GRH 扩增区
域位于连入 @E G0N% 末端! 扩增片段长 DYC
G0U GRN 扩增区域位于人 #’W 基因内含子
N! 跨越 #’W 基因 C!端 N G0 的 N!末端和连
入 @E G0C!前端!扩增片段长 DY@ G0" /%01
#S 2%&#S 345#S ,-"#分别单酶切鉴定方
向!各外显子进行测序检测其保真性"
%<& 转基因小鼠的制备=>?

电洗脱法回收 6"# & 和 $%& & 双酶切
<!B;X#’W 表达载体的 45" 片段 S 大小为
NTYE G0! 透析纯化后稀释至 @ =,$$/S 注射
小鼠受精卵的雄原核 S 然后移植于同期发
情的假孕母鼠的输卵管中"
%<> 阳性转基因小鼠传代
阳性小鼠与正常的非转基因小鼠配

种 ! 用上述的 N 对引物 GRH$GRN$GC@ 做
’B7 检测后代小鼠! 检查转基因结构的遗
传稳定性"
%<+ 目的基因整合的鉴定
取 @ZN 周龄小鼠的尾巴组织样 S 提取

基因组 45""根据显微注射的 45" 片段的
上游启动子序列设计引物 GC@I J上游 ML C!
"29 B"9 ""9 "9B B"" B2B B!%GC@(J下
游M#C!9"9 299 299 B"9 299 22 "9 N!!
扩增片段长 FYT G0" 用 N 对引物 GRN$GRH$
GC@ 进行 ’B7 检测" ’B7 检测为阳性的个
体进一步作 8)[\X-(= 杂交验证" /(& !单酶
切 <!B D;X#’W 表达载体!得到的一条 C G0
片段做探针!用 ";’N@AB2’ 同位素标记探针
后! 与被 /(& !单酶切后的基因组杂交!对
照为浓度按梯度比例设置的阳性质粒"
%<1 抗体制备

根据人乳过氧化物酶的三级预测结

构 ! 设计合成多肽 B8"&4 6#4#8’]"8^
65!与载体蛋白 6#_ 偶联后免疫家兔 ‘Ca!用
>#&8" 方法检测抗血清! 抗体效价可以用
于转基因小鼠乳样的 ]-1\-(= 0/)\ 检测"
%<@ 人乳过氧化物酶在转基因小鼠乳汁中
表达分析

848b’"9> 凝胶电泳分析小鼠乳汁全
乳样品!]-1\-(= 0/)\ 印迹法检测人乳过氧
化物酶在小鼠乳汁中表达"

& 实验结果与分析
&<3 4563789:; 表达载体的构建和鉴定
基因编码区由山羊酪蛋白强启动子启

动转录!包含山羊酪蛋白基因的强终止子!
非编码外显子 D$@$E$T$Q!内含子 D$E$T 和
鸡 %;球蛋白隔离子!双酶切后的线性结构
模式如图 D" /%01#S 7%&#S 345#S ,-"#
酶切鉴定结果表明! 重组质粒为正向型阳
性重组质粒! 乳过氧化物酶基因外显子部
位测序结果也表明外显子 45" 序列没有
改变&结果未列出’"
&<% 转基因小鼠人乳过氧化物酶基因的整
合

显微注射受精卵 D RRC 枚!移植受体鼠
RC 只!获得的 @T 只 c F 代小鼠!包括 DR 只
公鼠和 DR 只母鼠" 进行 ’B7 检测的共有 C
只小鼠!均为转基因阳性小鼠&图 @’!分别
为 @$C$DR$DE 和 DT 号!C 号是母鼠!其它均
是公鼠" GRH$GRN$GC@N 对引物检测结果一
致!外源基因整合率为 DEYTHd" 8)[\X-(= 杂
交对 ’B7 检测结果进行进一步确证S 结果
如图 ?" 根据 8)[\X-(= 杂交信号强度!估算
转基因小鼠的外源基因整合的拷贝数"e 号
整合拷贝数为 C!fR 和 fE 号整合拷贝数为

图 3 人乳过氧化物酶基因表达载体 4563789:; 的物理图谱

图 % 转基因阳性小鼠的 :6A 检测
!注"#b$为阴性对照%&g$为阳性对照’hL 45" 电泳分子量标准 U @(C(fR(fE(fT 是 ’B7
检测的阳性转基因小鼠编号’ "(!(B 分别为 GRH( GRN((GC@ N 对引物检测结果) *

fiCG0

"! DT DE DR C @ g b h

Di@G0

!! DT DE DR C @ g b h

jiTG0

BL DT DE DR C @ g b h
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图 " ’()*+,-./ 转基因阳性小鼠的 0123,456 7813 检测
!注"!"" 拷贝数为 " 的质粒对照# !#" 拷贝数为 $ 的质粒对照# !%" 拷贝数
为 % 的质粒对照# &’ 阴性对照#$( %( )*+ ,-( ,.’ 转基因阳性小鼠$

$!% 号和 ,. 号是单拷贝"
"9" 外源基因的遗传检测
对 % 只 / 0 阳性小鼠进行传代研究!共

获得 11 个 /, 代小鼠! 检测到 . 只阳性小
鼠!编号为 ,#*#%#-#.$公鼠%&,##,1##2$母
鼠%" 该结果表明!转基因小鼠的外源基因
可以遗传给后代"
"9: 转基因小鼠乳汁中人乳过氧化物酶的
表达

/, 代 ,##,1##2 号 1 只母鼠与野生型
种公鼠配种!,##,1 号生出子代小鼠! 采集
母鼠奶样做 3435!678 电泳和 9:;<:=> 杂
交分析$图 *%" 通过杂交的结果显示!阳性
个体杂交信号与阴性转基因小鼠区别不

大! 这可能是由于用过氧化物酶多肽制备
的抗体特异性不明显! 不能很好地区分小
鼠内源过氧化物酶和转基因外源酶& 另外
也可能是因为小鼠乳腺细胞对人源乳过氧

化物酶的修饰与人乳腺细胞中的修饰不

同!导致抗体特异性识别能力降低"

: 讨论与结论
乳过氧化物酶由 -)# 氨基酸构成 !分

子量为 -# ?4@!由于蛋白质较大!所以我们
根据人乳过氧化物酶蛋白质序列合成了短

肽! 然后再用短肽制备抗体 " 但 9:;<:=>
ABC< 结果显示! 杂交图上显示出多种条带!
说明抗体特异性不强" 转基因小鼠血液阴
性对照显示!抗体与血液蛋白有交叉反应"

乳过氧化物酶含有 " 个血红素基团! 血红
素基团需要与肽链上的 D 个氨基酸残基以
共价键和氢键方式结合构成催化活性中心EDF!
而这种交联形成催化结构可能会影响酶蛋

白的构象!进而影响酶的免疫特异性 E-F" 对
于乳过氧化物酶这样含有辅基的大蛋白分

子! 通过短肽免疫法不能获得特异性理想
的抗体"
此外! 人乳过氧化物酶 & 端和 G 端均

有糖基修饰" 蛋白糖基化具有组织特异性
和物种特异性 E.(HF" 9@<@>@I: 在 ,HH. 年将
J!K 转入 GK3 细胞进行转基因研究时发
现!重组蛋白糖基化修饰发生改变 E,2F" 通过
小鼠乳腺表达的重组人乳铁蛋白在糖基化

方面有差别 E,,F!用大鼠肾细胞表达的重组乳
铁蛋白也出现这种情况E,#F"小鼠表达的重组
乳过氧化物酶中也可能因为糖基修饰发生

变化!导致抗体不能识别"
显微注射生产转基因动物! 外源基因

的整合率一般是 1LM%LE)$F! 对于转基因小
鼠!这个比值通常在 %LM$0L之间" 在本次

试验中 !/ 0 代转基因小鼠的整合率是
)-N.DO!整合效率较高" 在本实验室其它转
基因小鼠模型的研究中 E"*!"-F!转溶菌酶整合
率为 -P#"!转人 !5乳清蛋白达 ,,Q-"" 在
蜘蛛牵丝蛋白的转基因研究中!牵丝蛋白 *
聚体基因形式的表达载体整合率达 ,$"!D
聚体形式的表达载体整合率达 ,-"! 同样
为大片段外源基因的人乳铁蛋白转基因小

鼠整合率是 H"!这些转基因模型都是利用
RAG , 载体作为表达载体的骨架部分!在同
样的实验操作条件下完成显微注射 !人
J!K 转基因小鼠整合率比以往模型都高 "
在排除了不同显微注射条件引起的误差

后! 可以推测转基因小鼠的整合率还和转
入基因的结构有关! 表达载体在雄原核中
的存在构象可能影响外源基因的整合率"
乳过氧化物酶系统有广谱抑菌抗菌作

用 E,.F!目前已经广泛应用于原料乳#巴氏消
毒乳#酪乳#酸乳#乳浊液以及化妆品的保
藏E,HF" 乳过氧化物酶作用的最佳温度是 1%M
*2 #! 对高温地区鲜奶长时间采集和运输
具有实际意义" J!3 系统对人体无毒害作
用!牛乳饮用前的常规加热消毒处理!就可
将残留的 K3G&$全部消除E,.F"此系统在巴基
斯坦#墨西哥#肯尼亚和斯里兰卡等国已成
功地用来保存鲜牛乳" 乳过氧化物酶还可
以用作饲料添加剂! 犊牛的代乳料加工过
程中! 一些保护性的抗菌因子大多受热变
性而失去作用" 用 J!3 系统代替抗生素添
加于猪#牛等动物的饲料中饲喂家畜!犊牛
的采食量及生长速度都有明显改善! 腹泻
也大大降低E#2F"
许多病原菌引起牛乳房炎! 乳过氧化

物酶可抑制这些微生物的生长繁殖" 可能
是通过抑制或杀死人体内的病毒! 也可能
是通过降低了人免疫缺陷病毒编码蛋白质

的转录! 从而利于肿瘤的治疗 E,.F!J!K57K
$葡萄糖氧化酶%5ST 体系已被用于肿瘤治
疗并取得较好的效果" 乳过氧化物酶还可
用于化妆品#眼药水#口腔卫生及伤口处理
等方面 E#,F"国外已有添加乳过氧化物酶系统
的牙膏销售! 这种牙膏含有乳过氧化物酶
与葡萄糖氧化酶#溶菌酶等成分!具有良好
的市场" 由于 3G&$天然存在于很多食品体

系中!有关 J!3 及其组分在医药#功能性食
品中的应用前景十分广阔" 深入研究乳过
氧化物酶的功能及乳过氧化物酶系统的作

用机理! 不仅有利于我们在已有基础上更
好地利用其为人类造福! 随之而来的经济
价值和社会效益也相当可观"
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! 月 " 日!举世瞩目的"太空焰火#在深空绽
放!美国宇航局"深度撞击$任务的撞击器以每秒
钟 #$ %&的速度撞到了坦普尔 # 彗星上%这架撞
击器的质量大约有 ’($ %)!它随着母探测器经过
了 #!*天飞行!跋涉 "+’ 亿 %& 才到达彗星身旁%
在撞击发生前一天!撞击器脱离了母探测器

向彗星冲去% 中国有报道将此称为"炮轰彗星$!
但实际上!准确地说应该是"彗星追尾$%因为"深
度撞击$的撞击器并不是迎面撞上彗星!而是先
飞到彗星的前方!等待彗星来"追尾$% 撞击器的
飞行速度是每秒钟 *$ %&!彗星的飞行速度是每
秒钟 ’$ %&!彗星"追尾$的速度就是每秒钟 #$
%&%
撞击器在撞上彗星之前!一直在利用自身携

带的设备对坦普尔 # 彗星进行拍照!然后把照片
传给母探测器!由母探测器转发回地球% 最后一
张照片是在撞击发生前 ’+! , 拍摄的% 从撞击发
射前的照片可以看出!撞击器在撞击前发生了明
显的晃动!科学家估计这是由于撞击器受到了来
自彗星的气体和尘埃的影响而造成的%
撞击器上用于向母探测器传输照片的是各

向同性的信号发射器% 这有点像现在的手机&从
图片上你看不到天线! 但它可以接收和发射信
号% 母探测器上有一架直径 # & 的碟形天线!用
于与地球联络%
当撞击器撞上彗星时!撞击产生的能量相当

于 "+- . /0/ 爆炸所释放的能量%相比之下!今年
伦敦连环恐怖爆炸袭击中的所有炸药仅相当于
大约 - %) /0/当量% 但即便是这样巨大的能量!
对于坦普尔 # 彗星来说也还是微不足道%这次撞
击对于坦普尔 # 来说仅仅像是飞行中的飞机撞
到了一只蚊子% 撞击发生时!坦普尔 # 的轨道会
受到影响!偏离原轨道大约 #$ &% 但这实在算不
上什么%相比之下!当坦普尔 # 在 *$*" 年从木星
身旁飞过时!在木星强大引力的作用下!它的近

日点将偏离 ’ "$$ 万 %&%

天文学家之所以要用撞击的方式来研究彗
星! 是因为彗星的内部包含着早期太阳系的秘
密% 彗星是太阳系中的’化石$!它们是从太阳系
形成之初遗留下来的% 在地球上!生物的出现永
久性地改变了地球的环境!所以从地球本身已经
很难发掘出原始的太阳系信息% 彗星则不同!它
们来自遥远的太阳系边缘!它们的物质在过去的
"( 亿年里几乎没有发生改变% 尤其是彗星内部
的物质!没有受到外界的任何影响% 天文学家估
计!坦普尔 # 彗星自形成以来!受到太阳光影响
的范围是表面以下 #+! %&% 也就是说! 深于 #+!
%& 的部分存在着最古老也是最新鲜的彗星物
质%

"深度撞击$就是想要敲开彗星表面!一窥其
内部的物质组成% 当然!撞击器没有能力撞出一
个深达 #+! %& 的陨坑来! 但只要把彗星表面受
到外界影响最大的物质撞开!科学家还是能够首
次窥探到彗星内部的情况%
以前人们认为!彗星就像是"脏雪球$!一半

是水冰!一半是尘土%但晚近的研究表明!彗星上
没有那么多的水%彗星可能是由大约 *$1的水冰
和 2$1的尘土组成的%坦普尔 # 彗星来自太阳系
边缘一个名为"柯伊伯带$的区域!那里是彗星的
仓库%
撞击发生时!撞击器在数千度的高温中化为

气体!而母探测器则在不远处拍摄下这一幕% 撞
击激起的彗星尘埃和气体迅速向外扩展!在太空
中形成了一个扇形的物质带%直到两周后才重新
尘埃落定%
由于轨道的原因!母探测器在撞击发生后只

能对坦普尔 # 进行仓促的观测%更多的工作则需
要地球上的和太空中的其它探测器来完成%包括
中科院上海天文台在内的全球各主要天文台都

对撞击前后的坦普尔 # 彗星进行了观测!太空中
的雨燕号探测器( 罗塞塔探测器等也进行了观
测!并获得了大量数据) 欧洲南方天文台对观测
结果的初步分析表明!撞击激起的物质与彗星彗
尾中的物质成分是一致的!数据的详细处理还需
要花费数周到数月的时间*

’深度撞击#以前仅仅是科幻小说中的情节!
现在已经变成了现实*这惊天一击将成为彗星探
索史上的一抹重彩*
本期封面图片是美国太空画家绘制的’深度

撞击#艺术表现图*

!封面文字说明!

人类首次对天体进行深度撞击
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