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摘要：【目的】克隆麻鸭磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶基因（GPx4）并在大肠杆菌中表达，分析其酶学特性，为研究

GPx4功能及其在羟基脂肪酸形成过程中的调节机制打下基础。【方法】采用RT-PCR克隆麻鸭GPx4（DGPx4）的编码基

因，利用定点突变的方法构建半胱氨酸突变体DGPx4表达载体pMBP-DGPx4（48Sec→Cys），并在大肠杆菌中通过添加

His标签进行可溶性表达，经Ni-NTA亲和层析和离子交换层析纯化得到融合蛋白DGPx4；采用总谷胱甘肽过氧化物

酶活性检测试剂盒检测DGPx4活力以研究其酶学性质。【结果】克隆获得的DGPx4基因编码序列全长516 bp，编码172

个氨基酸，编码蛋白分子量约20 kD，理论等电点（pI）为8.9。构建的突变体基因原核表达载体pMBP-DGPx4（48Sec→
Cys）可在大肠杆菌中成功诱导表达获得融合蛋白DGPx4，经Ni-NTA亲和层析和离子交换层析即获得高纯度的DG-

Px4。以烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）为底物时，DGPx4的最适反应温度为32 ℃，最适pH为8.0，对NaCl浓度

较敏感；Cu2+和Ni2+对DGPx4活力有较高的促进作用，Mg2+和Mn2+对DGPx4活力有一定的抑制作用，Ca2+和Zn2+对DG-

Px4活力则无明显的促进或抑制作用。【结论】从鸭肝细胞中克隆获得的DGPx4基因序列经定点突变后可在原核细胞

中高效表达，且纯化后的高纯度融合蛋白DGPx4具有GPx4活力，能在抗脂质氧化过程中发挥作用。
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Abstract：【Objective】The shelduck phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase gene（GPx4）was cloned
and expressed in Escherichia coli，and its enzymatic properties were analyzed，which laid a foundation for preliminary
study of GPx4 function and its regulation mechanism in the formation of hydroxy fatty acids.【Method】Shelduck GPx4
（DGPx4）encoded gene was cloned by RT-PCR，and site-directed mutation was used to established cysteine mutant DG-
Px4 expression vector pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）. His tag was added into E. coli to achieve soluble expression. Fusion
protein DGPx4 was obtained by Ni-NTA affinity chromatography and ion exchange chromatography purification. DGPx4
activity and the enzymatic properties were measured by total glutathione peroxidase activity assay kit.【Result】The results
showed that the obtained DGPx4 gene coding sequence was 516 bp in length and encoded 172 amino acids. The encoded
protein had a molecular weight of approximately 20 kD and a theoretical isoelectric point（pI）of 8.9. The constructed mu-
tant gene prokaryotic expression vector pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）was successfully induced to express the fusion pro-
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0 引言

【研究意义】磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶（Phospho-

lipid hydroperoxide glutathione peroxidase，PHGPx，

GPx4）是一种广泛存在于细胞线粒体、微粒体、细胞

质和细胞核中的含硒酶（张丹丹等，2012），能特异性

还原氢过氧化的磷脂和脂肪酸等，降低脂质过氧化

程度，防止细胞膜过氧化损伤，维持细胞的正常功

能（施力光等，2012；冯凯等，2016；杨杰等，2017）。

此外，在食品加工过程中GPx4参与食物羟基亚油酸

（Hydroxyoctadecaenoicacids，HODEs）的形成，当人

体过多摄入HODEs会明显提高动脉硬化、癌症等疾

病的发生概率（Jira et al.，1998；Choque et al.，2014；

Vangaveti et al.，2014）。因此，加强GPx4诱导表达、

纯化和酶学性质研究，对揭示其调控调节机制具

有重要意义。【前人研究进展】至今，有关PHGPx或

GPx4的研究国内外已有较多报道（Scheerer et al.，

2007；闫春燕等，2008；蔡丝丝等，2014）。赵文然等

（2004）利用定点突变将人类GPx4编码基因中编码

硒半胱氨酸（Sec）的密码子UGA突变为编码半胱氨

酸（Cys）的UGU，并利用大肠杆菌进行诱导表达，结

果成功制备出可用于鉴定GPx4的多克隆抗体。李

甜等（2010）利用大肠杆菌表达系统诱导表达出萝卜

PHGPx，并证实其能快速清除多种脂类过氧化物，主

要通过抑制细胞膜脂质过氧化损伤而发挥作用。

李洋等（2010）利用毕赤酵母细胞表达结合酸铵分级

沉淀、脱盐柱脱盐、凝胶过滤等步骤纯化获得萝卜

PHGPx，并证实其具有依赖于谷胱甘肽（GSH）的还

原活性。刘冠兰（2010）也利用大肠杆菌表达和纯化

获得含有GST融合标签的萝卜PHGPx，并通过体外

试验证实萝卜PHGPx可有效降低细胞内的活性氧水

平，抑制氧化胁迫下的细胞凋亡，该结论可为PHGPx

基因表达分子调控研究提供一定的理论依据。

Wang等（2012）从大马哈鱼的嗅觉组织中克隆获得

两种GPx4亚型（GPx4a和GPx4b），并比较二者在嗅

觉和肝脏组织中的调节作用。蔡丝丝等（2014）通过

综述PHGPx在精子发育和成熟中的作用，认为PHG-

Px活性是评价精液品质的重要参数之一。刘春云等

（2015）研究表明，拟穴青蟹PHGPx可能在免疫防御

反应及精巢的发育和成熟等过程中发挥重要作用。

冯凯等（2016）利用RACE克隆获得的山参PHGPx基

因全长序列具有3个真核生物PHGPx特有的保守亚

结构域，其编码蛋白为跨膜亲水性稳定蛋白质，与柑

橘、蓖麻等PHGPx氨基酸序列同源性分别为76%和

75%。【本研究切入点】GPx4不仅在保护细胞免受过

氧化损伤中发挥重要作用，还在食物有害物质羟基

脂肪酸的形成过程中起重要作用，但目前针对禽类

GPx4基因表达及其酶学性质的研究尚无文献报道。

【拟解决的关键问题】通过对麻鸭GPx4进行体外表

达纯化，并在此基础上分析温度、pH、NaCl浓度及金

属离子对麻鸭GPx4活力的影响，为进一步研究GPx4

功能及其在羟基脂肪酸形成过程中的调节机制打下

基础。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

谷胱甘肽过氧化物酶检测试剂盒购自南京碧

云天生物技术有限公司；酵母提取物和胰蛋白胨购

自英国Oxoid公司；大肠杆菌DH5α感受态细胞购自

南京擎科生物科技有限公司；pMBP表达载体由南京

农业大学肉品加工与质量控制教育部重点实验室保

存提供；质粒小提试剂盒和琼脂糖凝胶DNA回收试

剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；异丙基β-

D-硫代半乳糖苷（IPTG）、氨苄青霉素和卡那霉素购

自生工生物工程（上海）股份有限公司；Taq DNA聚

合酶、pMD19-T载体、反转录试剂盒、限制性内切酶

和T4 DNA连接酶购自TaKaRa公司。主要设备仪

器：UV-6100型分光光度计（普析通用）、Mini-PRO-

TEAN Tetra Cell电泳仪（BIO-RAD）、BioTek Syner-

gy2多功能酶标仪、Tanon-1600全自动凝胶成像分析

仪和AKTA蛋白纯化系统（GE Healthcare）。

1. 2 麻鸭GPx4基因（DGPx4）克隆

以去掉信号肽的DGPx4基因序列为模板，运用

Primer Premier 5.0设计特异性引物［F：5'-CGCGGA

TCCATGCGGAGAATGT-3'（下划线为BamHⅠ酶切

位点）；R：5'-AACGTCGACCAGGTAGGCGGGCA-3'

tein DGPx4 in Escherichia coli，and high purity DGPx4 was obtained by Ni-NTA affinity chromatography and ion ex-
change chromatography. When nicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADPH）was used as the substrate，the op-
timum reaction temperature for DGPx4 was 32 ℃，and the optimum pH was 8.0，and sensitive to NaCl concentration.
Cu2+ and Ni2+ could activate the activity of DGPx4，Mg2+ and Mn2+ inhibited its activity，while Ca2+ and Zn2+ had no obvious
effect on DGPx4 activity.【Conclusion】The DGPx4 gene sequence cloned from duck liver cells can be highly expressed in
prokaryotic cells after site-directed mutagenesis，and the purified high-purity fusion protein DGPx4 has GPx4 activity and
can play a role in anti-lipid oxidation.

Key words：shelduck；phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase（GPx4）；prokaryotic expression；purifi-
cation；enzymatic properties
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（下划线为SalⅠ酶切位点）］，由南京擎科生物科技有

限公司合成。以麻鸭肌肉cDNA为模板进行PCR扩

增，反应体系20.0 μL：cDNA模板 1.0 μL，上、下游引

物各0.8 μL，2×Taq Master Mix 10.0 μL，ddH2O 7.4

μL。扩增程序：98 ℃预变性2 min；98 ℃ 10 s，58 ℃
10 s，72 ℃ 20 s，进行35个循环；72 ℃延伸5 min。

PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳进行检测，并采用试

剂盒纯化回收目的条带。

1. 3 重组表达载体pMBP-DGPx4构建

参照张玉梅等（2018）的方法，在37 ℃下采用

BamHⅠ和SalⅠ酶切pMBP表达载体及扩增获得的

DGPx4基因2 h，将酶切产物进行切胶纯化回收后，

用T4连接酶连接（4 ℃，过夜）。将重组质粒转化至

DH5α感受态细胞后进行菌液PCR鉴定，筛选出阳性

重组质粒并送至生工生物工程（上海）股份有限公司

测序。

1. 4 半胱氨酸突变体DGPx4表达载体pMBP-DG-
Px4（48Sec→Cys）构建

采用QuickChange的方法将pMBP-DGPx4中第

48位Sec突变为Cys。定点突变是通过设计引物，并

利用PCR将模板扩增出来，然后去掉模板，即获得已

突变成功的产物，经转化、筛选、测序确定。设计引

物F（5' -CGTGGCGTACAAATGCGGAAAGACCGC

GGT-3'）和R（5'-ACCGCGGTCTTTCCGCATTTGTA

CGCCACG-3'），引物由南京擎科生物科技有限公司

合成，引物稀释到10 mmol/L备用。点突变反应体系

50.0 μL：重组表达载体pMBP-DGPx4 1.0 μL，上、下

游引物各1.5 μL，2 × Phanta Max Master Mix 25.0

μL，ddH2O 21.0 μL。扩增程序：95 ℃预变性5 min；

95 ℃ 30 s，56 ℃ 15 s，68 ℃ 4 min，进行30个循环；

72 ℃延伸5 min。突变产物采用琼脂糖凝胶DNA回

收试剂盒进行回收，并用Dpn I酶切去甲基化，以清

除DNA模板，反应体系50.0 μL：质粒40.0 μL，Dpn I

酶1.0 μL，10×Dpn I 酶缓冲液5.0 μL，ddH2O 4.0 μL。

置于37 ℃水浴锅中反应3 h，将其全部转化DH5α感

受态细胞后提取质粒，送至生工生物工程（上海）

股份有限公司测序，测序正确的重组质粒命名为

pMBP-DGPx4（48Sec→Cys），-20 ℃保存备用。

1. 5 融合蛋白原核表达及可溶性分析

参照张玉梅等（2018）的方法，将鉴定正确的重

组质粒转化至大肠杆菌Transetta2感受态细胞，挑取

单菌落接种至5 mL含卡那霉素的LB培养基中，

37 ℃下振荡（200 r/min）培养，当菌液浓度OD600 nm为

0.6~0.8时，加入IPTG至终浓度为0.25 mmol/L，22 ℃
下诱导（200 r/min）过夜。离心收集沉淀，按1∶5的比

例加入缓冲液（20 mmol/L磷酸盐，120 mmol/L NaCl，

pH 7.6）重悬菌体，置于超声波细胞破碎仪上破碎10

min（功率80 W，φ2，超声波1 s，停3 s），取40.0 μL作

为总菌，4 ℃下12000 r/min离心5 min，分别取出上清

液和沉淀，加入10.0 μL SDS-PAGE上样缓冲液，用

12% SDS-PAGE进行分析，设不加IPTG诱导的菌液

为对照。

1. 6 融合蛋白诱导表达及纯化

参照张玉梅等（2018）的方法，将上述鉴定能可

溶性表达的菌落接种于1 L含卡那霉素的LB液体培

养基中进行诱导表达，4000 r/min离心20 min，收集

菌体，用磷酸盐缓冲液重悬菌体，冰浴条件下超声波

破碎30 min（功率180 W，超声波1 s，停3 s）后，4 ℃
下12000 r/min离心20 min，收集上清液。镍柱平衡

后将上清液加入镍亲和层析柱中，用不同浓度的咪

唑洗脱液洗脱并收集，初步纯化蛋白，取样液加入

SDS-PAGE上样缓冲液，用12% SDS-PAGE检测融合

蛋白的表达情况。将较纯的样品用10 kD超滤管离

心进行浓缩（4 ℃，4000 r/min），以离子交换层析进

一步纯化，再采用SDS-PAGE检测纯化产物并浓缩；

用BCA法测定蛋白浓度，分装后置于-80 ℃保存。

1. 7 DGPx4活力测定及酶学性质研究

DGPx4活力以总谷胱甘肽过氧化物酶活性检测

试剂盒进行检测（Peng et al.，2012）。GPx可催化GSH

产生氧化型GSH（GSSG），而GSH还原酶可利用烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）催化GSSG产生

GSH，通过检测NADPH的减少量可计算出GPx的活力

水平。由于NADPH在340 nm处有最大吸收，随NADPH

的逐渐消耗，在340 nm 处的吸光值将逐渐降低，因

此通过检测NADPH消耗量，即可检测GPx4活力。

1. 7. 1 最适温度 分别在15、20、27、32、37和47 ℃
下测定DGPx4活力，设酶活力最高值为100%，计算

各温度下的相对酶活力。

1. 7. 2 最适pH 分别配制0.05 mol/L的柠檬酸—

柠檬酸三钠缓冲液（pH 4.5和6.0）、磷酸氢二钠—磷

酸二氢钠缓冲液（pH 7.5和8.0）和甘氨酸—氢氧化钠

缓冲液（pH 9.0和9.6）。设酶活力最高值为100%，测

定并计算各pH下的相对酶活力。

1. 7. 3 NaCl添加量 分别配制0、1%、2%、3%、4%

和5%的NaCl。设酶活力最高值为100%，测定并计

算不同NaCl添加量下的相对酶活力。

1. 7. 4 金属离子 分别配制0.2 mol/L的Ca2+、Mg2+、

Mn2+、Zn2+、Cu2+和Ni2+溶液，按酶活力测定方法依次

加入183.0 μL检测缓冲液、2.0 μL酶液、11.0 μL GPx

检测工作液，混匀后加入4.0 μL的15 mmol/L过氧化

物溶液，最后加入2.0 μL不同金属离子溶液，混匀，

测定340 nm处的吸光值。设不加酶液为空白对照。

2 结果与分析

2. 1 DGPx4基因全长克隆及序列分析结果

以麻鸭骨骼肌细胞cDNA为模板，PCR扩增获
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得DGPx4编码基因全长516 bp（图1），扩增条带大小

与预期结果相符。序列分析结果表明，DGPx4基因

编码172个氨基酸，编码蛋白分子量约20 kD，理论等

电点（pI）为8.9。

2. 2 DGPx4基因及其突变体基因原核表达载体的

构建

采用限制性内切酶BamHⅠ和SalⅠ对pMBP表

达载体和扩增获得的DGPx4基因及其突变体基因进

行酶切和连接，以获得重组质粒。重组质粒经菌落

PCR和酶切鉴定，结果获得约500 bp的片段（图2和

图3），与DGPx4基因大小相符。进一步的测序结果

证实，插入位置、阅读框及重组基因序列均准确无

误，表明DGPx4基因已成功克隆至pMBP表达载体

中，突变重组表达质粒构建成功，命名为pMBP-DG-
Px4（48Sec→Cys）。由于DGPx4基因编码区内有编码

Sec的密码子UGA，在原核生物中无法正常翻译该密

码子，而导致蛋白翻译过程终止，因此需将该密码子

突变为UGC，即将Sec突变为Cys，确保蛋白翻译过程

正常进行，构建成功后测序读码框内的序列也完全

正确。

2. 3 DGPx4融合蛋白诱导表达及可溶性检测结果

由图4可看出，第4泳道（未加IPTG诱导剂）重组

菌在预期位置未出现明显的表达条带，第3泳道则获

得高效表达的可溶性融合蛋白条带，目的条带大小

约60 kD（DGPx4融合蛋白20 kD，pMBP表达载体40

kD），与预期结果一致。

2. 4 DGPx4融合蛋白的纯化

2. 4. 1 DGPx4融合蛋白的初步纯化 由于DGPx4

融合蛋白N-端带有His标签，首先采用Ni-NTA进行

亲和层析纯化，收集不同浓度咪唑洗脱液得到的组

分，再进行SDS-PAGE检测，结果（图5）显示，20、50、

100 mmol /L咪唑洗脱可去除较多杂蛋白，经250

mmol/L咪唑洗脱可得到较纯的DGPx4融合蛋白，说

明Ni-NTA亲和层析能有效纯化获得DGPx4融合蛋

白。收集100和250 mmol/L咪唑的洗脱液，用分子截

图 1 DGPx4基因扩增电泳结果
Fig.1 DGPx4 amplification electrophoresis results
M：DL5000 DNA Marker；1：DGPx4基因PCR扩增产物
M：DL5000 DNA Marker；1：PCR amplification products for DGPx4
gene

图 2 菌落PCR鉴定结果
Fig.2 PCR identification for colony
M：DL5000 DNA Marker；1：pMBP-DGPx4菌落PCR扩增产物；
2：pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）菌落PCR扩增产物
M：DL5000 DNA Marker；1：PCR amplification products for pMBP-
DGPx4 colony；2：PCR amplification products for pMBP-DGPx4
（48Sec→Cys）

图 3 重组质粒pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）酶切鉴定结果
Fig.3 Enzyme identification of recombinant plasmid pMBP-

DGPx4（48Sec→Cys）

M：DL5000 DNA Marker；1：pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）酶切产物
M：DL5000 DNA Marker；1：pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）enzyme di-
gestion products

图 4 大肠杆菌表达DGPx4融合蛋白的SDS-PAGE检测结果
Fig.4 SDS-PAGE analysis of Escherichia coil expression

DGPx4 fusion protein
M：蛋白分子量标准；1：IPTG诱导表达的pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）

重组菌体总蛋白；2：IPTG诱导表达的pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）重
组菌体细胞裂解液沉淀；3：IPTG诱导表达的pMBP-DGPx4（48Sec→
Cys）重组菌体细胞裂解上清液；4：未经IPTG诱导表达的pMBP-DG-
Px4（48Sec→Cys）重组菌体蛋白
M：Protein molecular weight standard；1：pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）

recombinant bacterial total protein induced by IPTG；2：pMBP-DGPx4
（48Sec→Cys） recombinant bacterial cell lysate sediment induced by
IPTG；3：pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）recombinant bacterial cell pyrol-
ysis supernatant induced by IPTG；4：pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）re-
combinant bacterial protein without IPTG induction
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留量为10 kD的超滤离心管进行浓缩，为下一步离子

层析做准备。

2. 4. 2 DGPx4融合蛋白的离子交换层析 Ni-NTA

亲和层析样品经离子交换层析柱纯化后得到1个洗

脱峰（图6），收集后采用12% SDS-PAGE进行检测，

结果显示在60 kD附近出现1条目的条带（图7），与预

期结果一致。将收集的洗脱峰浓缩后用BCA法测定

蛋白浓度，分装后-80 ℃保存备用。

2. 5 DGPx4的酶学性质

2. 5. 1 温度对DGPx4活力的影响 由图8可看出，

随反应温度的升高，DGPx4活力呈先上升后下降的

变化趋势，最适反应温度为32 ℃；当温度上升至

37 ℃时，DGPx4活力下降至最适温度下酶活力的

50%以下；而温度达47 ℃时酶活力基本为0，表明

DGPx4对热较敏感。

2. 5. 2 pH对DGPx4活力的影响 由图9可看出，在

pH 4.5~8.0间DGPx4的活力逐渐增加，在pH 8.0下酶

活力达最大值，之后随pH的升高而降低，当pH达9.6

时，DGPx4活力已不足30%。可见，环境过酸或过碱

均不利于DGPx4催化反应的进行。

2. 5. 3 NaCl添加量对DGPx4活力的影响 由图10

可看出，NaCl添加量为3%时的相对酶活力约50%，

当NaCl添加量达5%时相对酶活力下降至20%左右，

说明DGPx4对NaCl浓度较敏感。

2. 5. 4 金属离子对DGPx4活力的影响 由图11可

看出，Cu2+和Ni2+对DGPx4活力有较高的促进作用，

Mg2+和Mn2+对DGPx4活力有一定的抑制作用，Ca2+和

Zn2+对DGPx4活力则无明显的促进或抑制作用。

图 5 DGPx4融合蛋白经Ni-NTA亲和层析后的SDS-PAGE
检测结果

Fig.5 SDS-PAGE analysis of DGPx4 fusion protein after Ni-
NTA affinity chromatography

M：蛋白分子量标准；1：透过峰；2：20 mmol/L咪唑洗脱融合蛋白；3：
50 mmol/L咪唑洗脱融合蛋白；4：100 mmol/L咪唑洗脱融合蛋白；5：
250 mmol/L咪唑洗脱融合蛋白
M：Protein molecular weight standard；1：Flow-through peak；2：20
mmol/L imidazole eluting fusion protein；3：50 mmol/L imidazole elu-
ting fusion protein；4：100 mmol /L imidazole eluting fusion protein；
5：250 mmol/L imidazole eluting fusion protein

图 6 DGPx4融合蛋白的离子交换色谱图
Fig.6 Ion exchange chromatography for DGPx4 fusion protein

图 7 DGPx4融合蛋白经离子交换层析后的SDS-PAGE检测
结果

Fig.7 SDS-PAGE analysis of DGPx4 fusion protein after ion
exchange chromatography

M：蛋白分子量标准；1：洗脱峰
M：Protein molecular weight standard；1：Elution peak
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图 8 不同温度对DGPx4活力的影响
Fig.8 Effect of temperature on the activity of DGPx4
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图 9 不同pH对DGPx4活力的影响
Fig.9 Effect of pH on the activity of DGPx4
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3 讨论

麻鸭是我国鸭子的祖先之一，属于野生鸭子种

类，其肌肉中蛋白含量16%~25%，脂肪含量适中，约

7.5%，且脂肪酸中含有不饱和脂肪酸和短链饱和脂

肪酸，富含烟酸，对心肌梗死等心脏疾病患者具有保

护作用。麻鸭在加工储藏过程中极易发生脂质氧

化，适度氧化对麻鸭风味及品质产生良性影响，但过

度氧化会影响食品的风味及营养价值，而GPx4在抗

脂质氧化过程中发挥重要作用（Jostarndt et al.，

2002；张超等，2017）。GPx4是目前已知唯一能直接

作用于脂质氢过氧化物的含硒谷胱甘肽过氧化物

酶，其单体结构有助于其与细胞膜上的氢氧化物结

合并进行反应，从而保护细胞膜免受过氧化损伤

（Imai and Nakagawa，2003；Yant et al.，2003）。近年

来的研究表明，在人类精子发育的最后阶段GPx4将

转化为精子后端的结构蛋白，在精子成熟过程中发

挥重要作用；且GPx4在线粒体凋亡途径中可减少线

粒体产生的过氧化氢物质，在细胞凋亡过程中起决

定性作用（闫春燕等，2008）。此外，氢过氧化脂质在

食品加工过程中随产品加工周期的延长而不断上升

（Song et al.，2016），且氢过氧化脂质的摄入会增加

人体动脉硬化等疾病的发生风险（Jira et al.，1998；

Choque et al.，2014；Vangaveti et al.，2014），而GPx4

在脂质氢过氧化物的产生中扮演着重要角色。

尽管目前已认识到GPx4在肉品加工中的潜在

应用价值，但从鸭肉中直接获得纯GPx4成本高且后

期纯化难。为了更好地研究鸭肉加工和贮藏过程中

风味物质的产生机理和途径，既保留风味物质又能

保持鸭肉加工过程中的品质和营养价值，本研究以

鸭肉为原料，采用RT-PCR克隆GPx4的编码基因，经

原核诱导表达和提取纯化后对其酶学性质进行研

究，以期为鸭肉制品的加工和贮藏提供技术支持。

GPx4活性中心是由氨基酸残基Gln、Trp联合Sec组成

的三联体催化结构，其中，Sec是由终止密码子UGA

编码，但在大肠杆菌中无法进行蛋白表达，因此本研

究通过定点突变的方法将Sec突变为Cys，然后在大

肠杆菌中诱导表达。在进行GPx4原核表达时，本课

题组发现DGPx4在大肠杆菌中主要以包涵体形式存

在，其氨基酸无法形成正确的空间结构，而影响蛋白

活性及后续研究与应用。经多次试验发现，以麦芽

糖结合蛋白（Maltose binding protein，MBP）作为分

子伴侣蛋白与DGPx4融合表达，可有效解决蛋白以

包涵体形式在大肠杆菌中表达的问题，因此，本研究

将MBP编码基因malE通过基因重组技术导入普通

表达载体中，结果成功构建了能大量表达可溶性目

的蛋白的载体pMBP-DGPx4（48Sec→Cys）。

4 结论

从鸭肝细胞中克隆获得的DGPx4基因序列经

定点突变后可在原核细胞中高效表达，且纯化后的

高纯度融合蛋白DGPx4具有GPx4活力，能在抗脂质

氧化过程中发挥作用。
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