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苎麻纤维素合酶 ＢｎＣｅｓＡ１ 高变区
蛋白的原核表达与条件优化

谢庆宁１ꎬ揭雨成２ꎬ周清明３ꎬ蒋　 杰２ꎬ周精华２ꎬ常心海１ꎬ钟英丽１ꎬ２

( １湖南农业大学生物科学与技术学院ꎬ长沙 ４１０１２８ꎻ２湖南农业大学苎麻研究所ꎬ长沙 ４１０１２８ꎻ３湖南农业大学农学院ꎬ长沙 ４１０１２８)

　 　 摘要:高等植物纤维素合酶是含有多个功能结构域的糖苷转移酶ꎬ催化合成 β￣１ꎬ４ 葡萄糖苷链ꎬ即高等植物细胞壁的重要

成分之一纤维素ꎮ 在同一物种例如在拟南芥中比对纤维素合酶家族各成员的序列信息ꎬ发现其蛋白序列中存在 ２ 个高变异区

域(ＨＶＲ)ꎬ其中第一个 ＨＶＲ 靠近 ＮＨ２端(ＮＨＶＲ)ꎬ富含酸性氨基酸ꎮ 本研究克隆了苎麻纤维素合酶基因(ＢｎＣｅｓＡ１)的 ＮＨＶＲ
编码序列ꎬ并以正确的阅读框亚克隆至含有 ６ × Ｈｉｓ 接头的 ｐＱＥ￣Ｎ１ 原核表达载体ꎬ构建了 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 重组表达载体ꎮ 在

大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中表达的重组蛋白 Ｈｉｓ￣ｔａｇ￣ＮＨＶＲ 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证后ꎬ正交优化得到该蛋白小量表达的最优条件

组合为:所挑取的 ２ 号菌落在 ３７ ℃下ꎬＩＰＴＧ 的诱导浓度为 ０ １ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ诱导表达 ４ ｈꎮ 本研究结果为纯化 Ｈｉｓ￣ｔａｇ￣ＮＨＶＲ 融合

蛋白、制备其抗体及进一步研究苎麻纤维素合酶局部功能或其组织特异性作用打下基础ꎮ
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纤维素合酶是一种重要的糖苷转移酶ꎬ催化合

成的 β￣１ꎬ４ 葡萄糖苷链以分子间氢键构成某些细

菌、真菌和大部分植物细胞壁中含量最丰富的组份

纤维素[１￣３]ꎮ 纤维素合酶以复合体行使这一催化功

能ꎬ此复合体被认为在高尔基体中组装ꎬ然后朝细胞

表面转运ꎬ插入在细胞质膜上与皮层的微管蛋白相

邻ꎬ后者参与纤维素合成方向的引导[４￣６]ꎮ 关于纤

维素合酶具体的功能机制ꎬ４０ 多年的研究虽然仍未

研究透彻ꎬ但关于其模型结构的细节正在慢慢地被

阐释ꎮ Ｓ. Ｋｉｍｕｒａ 等[７] 运用免疫细胞化学方法将棉

花纤维素合酶的抗体标记于细胞膜上ꎬ观察到一个

呈六边玫瑰型的多聚体ꎮ 根据已得到的证据ꎬＤ. Ｐ.
Ｄｅｌｍｅｒ[８]提出了纤维素合酶的三维结构模型ꎬ即 ８
个跨膜结构域在细胞膜上形成一个“洞”ꎬ正在合成

的 β￣１ꎬ４ 葡萄糖苷链经过此“洞”到达细胞外形成

细胞壁ꎮ Ｎ 端形成的蛋白间互作结构域位于胞内ꎬ
可以结合各种催化活性所需的因子[９￣１０]ꎮ Ｍ. Ｓ.
Ｄｏｂｌｉｎ 等[１１]在 Ｓ. Ｋｉｍｕｒａ 等[７]的研究和 Ｄ. Ｐ. Ｄｅｌｍｅｒ
[８]的观点基础上提出更细致的模型结构:每个纤维

合成复合体由 ６ 个亚基构成ꎬ每个亚基又由 ６ 根 ｃｅ￣
ｓＡ 多肽链组成ꎬ排列成 ６ ＋ ６ 的花瓣状ꎬ每根多肽链

都有 ８ 个跨膜螺旋结构ꎬ在质膜上形成一个通道ꎬ有
利于新链从此通道穿过进入细胞壁ꎬ３６ 根新生链从

复合体中穿出形成原纤丝ꎮ 纤维素合酶基因首先是

在木醋杆菌(Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｉｎｕｍ) 中被发现ꎬ在其蛋

白结构中存在一些 β￣糖苷转移酶的保守序列ꎬ例如

ＤＤＤＱｘｘＲＷ(天冬氨酸、天冬氨酸、天冬氨酸、谷氨

酰胺￣ｘ￣ｘ￣精氨酸￣色氨酸) [２ꎬ１２￣１５]ꎮ 通过保守序列同

源性比较ꎬ在棉花中发现第一个植物纤维素合酶基

因[１６]ꎮ 目前ꎬ在拟南芥中已发现有 １０ 个纤维素合

酶的编码基因(现命名为 ＡｔＣｅｓ)ꎮ 纤维素合酶基因

的大小为 ３ ５ ~ ５ ５ ｋｂꎬ有 ９ ~ １３ 个内含子ꎬ转录的

ｍＲＮＡ 约为 ３ １０ ~ ３ １５ ｋｂꎬ编码的蛋白含有 ９８５ ~
１０８８ 个氨基酸ꎬ序列相似性 ５３％ ~ ９８％ [７ꎬ１７]ꎮ 所有

的纤维素合酶都具有跨膜蛋白的特征ꎬ具有多个跨

膜区域ꎬ一般 ２ 个分布在 Ｎ 端ꎬ其余的分布在 Ｃ 端ꎬ
其中间为亲水胞内区ꎮ 以拟南芥纤维素合酶 Ａｔ￣
Ｃｅｓ１ 为例ꎬ其蛋白 Ｎ 端含 ２ 个保守的锌指区ꎬ可能

与蛋白质之间的相互作用有关[７]ꎮ 紧跟着为约 １５０
个氨基酸残基的高变异的区域(ＮＨＶＲ)ꎬ富含酸性

氨基酸ꎬ其后是 Ｎ￣端的两个跨膜结构域ꎬ位置在 ２７０
~ ３００ 氨基酸残基之间ꎮ ６５０ 位置为纤维素合酶的

另一个 ＮＨＶＲꎬ长约 ５０ 个氨基酸ꎮ 在其两侧各有一

个区域ꎬ分别称为 Ａ 区与 Ｂ 区ꎬ现认为 Ａ 区具有结

合底物 ＵＤＰ￣葡萄糖的结构域ꎬ而 Ｂ 区则是催化活性

结构域ꎮ 在 Ｃ￣端约 ８５０ 位置ꎬ还具 ６ 个跨膜结

构域[１７￣１８]ꎮ
苎麻[Ｂｏｅｈｍｅｒｉａ ｎｉｖｅａ (Ｌｉｎｎ. ) Ｇａｕｄ. ]纤维是

最长的自然纤维ꎬ具有坚韧、质地轻、吸湿散热快、透
气性好的特点ꎬ另外还具有良好的防腐、防菌和防霉

的功能ꎬ适宜纺织夏季服装ꎮ 苎麻在我国栽培历史

悠久ꎬ是我国特色的纤维作物ꎮ 对比而言ꎬ其他作物

如杨树、桉树的纤维素合酶基因的克隆和功能验证

有较为深入的研究ꎬ但是关于苎麻纤维素合酶基因

的研究报道还很少ꎮ 田志坚等[１９] 运用同源克隆的

方法以栽培种湘苎 ３ 号为材料ꎬ通过简并引物 ＲＴ￣
ＰＣＲ 成功克隆了苎麻纤维素合酶基因 ＢｎＣｅｓＡ１ 片

断ꎮ 其中包括 ５′端约 ４５０ ｂｐ 以外的全部 ｃＤＮＡ 序

列ꎬ序列长 ３２７６ ｂｐꎬ编码一段由 ９３８ 个氨基酸残基

组成的蛋白质(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＤＱ０７７１９０)ꎮ 蛋白

结构分析表明苎麻纤维素合酶的蛋白结构与其他植

物纤维素合酶的相类似ꎬ与拟南芥纤维素合酶 Ａｔ￣
Ｃｅｓ１ 高度同源ꎬ具有类似的功能结构域ꎬ仅缺少 Ｎ￣
端锌指结构域ꎮ 在此基础上ꎬ蒋杰等[２０] 克隆了苎麻

ＢｎＣｅｓＡ１ 的全长 ｃＤＮＡ 编码序列ꎬ并根据 ＢｎＣｅｓＡ１ 基

因序列的第一个高变区设计特异性表达检测引物ꎬ
分析了该基因在湘苎 ３ 号各组织中的表达情况ꎬ
ＢｎＣｅｓＡ１ 在苎麻各组织中均有表达ꎬ但是在茎中表

达量最高ꎬ结果提示该基因可能参与普遍的苎麻细

胞壁次生生长ꎮ 田志坚等[１９] 和蒋杰等[２０] 通过基因

比对和蛋白结构分析虽然能够确认所克隆的基因是

苎麻纤维素合酶基因ꎬ但并未见有苎麻纤维素合酶

功能验证或苎麻纤维合酶特有的作用模式相关方面

的报道ꎮ 分段克隆苎麻纤维素合酶不同的结构域编

码序列ꎬ分别表达蛋白质ꎬ以应用于免疫化学分析ꎬ
可在细胞水平上对已克隆的苎麻纤维素合酶基因实

现功能验证ꎬ并有助于研究其局部功能及整体分析

其在苎麻植株上的表达模式和苎麻特有的纤维合成

特点ꎬ指导苎麻纤维生产实践ꎮ
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１　 材料与方法

１ １　 试验材料和试剂

湘苎 ３ 号苎麻单链 ｃＤＮＡ 在本实验室由苎麻顶

芽组织的 ｍＲＮＡ 反转录得到ꎻＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、高保真

Ｔａｑ 酶、ＤＮＡ 聚合酶、Ｔｒａｎｓｆｅｒ￣Ｔ１ 感受态细胞、菌种

ＢＬ２１(ＤＥ３)、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自

ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈꎻ ｐＭＤ１９Ｔ 载体购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ
ＢｇｌⅡ、ＫｐｎⅠ、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓꎻ蛋白质

Ｍａｒｋｅｒ ＰＲ１６００ 购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻＡｎｔｉ￣Ｈｉｓ￣ｔａｇ 单克

隆抗体、辣根过氧化物酶耦连的羊抗鼠二抗、ＤＡＢ
显色液、ＰＶＤＦ 膜购自碧云天公司ꎻ 表达载体 ｐＱＥ￣
Ｎ１ 由湖南师范大学生科院基因功能研究室赠送ꎮ
其余试剂均为国产分析纯ꎮ
１ ２　 试验方法

１ ２ １　 高变区域的确定及引物设计 　 苎麻 ＢｎＣｅ￣
ｓＡ１ 基因序列 ( Ｇｅｎｅｂａｎｋ: ＤＱ０７７１９０ ) 从 １ ｂｐ 至

４５２ ｂｐ 编码 ＮＨＶＲꎮ 根据该高变区序列设计引物ꎬ
分别在引物 ５′端引入 ＢｇｌⅡ和 ＫｐｎⅠ的酶切位点:
ＮＨＶＲＦ５′￣ａｇａｔｃｔＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＴＣＡＣＣＡＡＴＧＧ￣３′ꎬ
ＮＨＶＲＲ５′￣ｇｇｔａｃｃＧＴＴＧＣＡＣＧＧＴＡＴＴＧＴＡＡＧＡＡＧＡ￣
３′ꎮ 引物由生工生物工程(上海)有限公司合成ꎮ
１ ２ ２　 ＮＨＶＲ 区域基因片段的克隆　 以湘苎 ３ 号

苎麻单链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增目的片段ꎮ ＰＣＲ 扩增

条件为:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５９ ℃退

火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃再延伸

７ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 反应体系为:１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２ ５ μＬꎬｄＮＴＰ
２ μＬꎬ引物 Ｆ、Ｒ 各 １ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ高保真

Ｔａｑ 酶 ０ １２５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补充至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 产物

进行 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ回收 ＰＣＲ 目的产物ꎬ
通过 ＴＡ 克隆连接至 ｐＭＤ１９Ｔ 载体ꎬ热激法转化至

Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１ 感受态ꎻ以 ＮＨＶＲＦ、ＮＨＶＲＲ 为引物ꎬ经菌

落 ＰＣＲ 检测ꎬ挑选阳性克隆送至上海生工测序ꎮ
１ ２ ３　 原核表达载体的构建及鉴定　 经测序验证

的 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＨＶＲ 重组质粒用 ＢｇｌⅡ和 ＫｐｎⅠ双酶

切ꎬ进行琼脂糖凝胶电泳后回收 ＮＨＶＲ 片段ꎻｐＱＥ￣
Ｎ１ 原核表达载体用 ＢｇｌⅡ和 ＫｐｎⅠ双酶切ꎬ进行琼

脂糖凝胶电泳后回收载体大片段ꎮ 然后将目的片段

和质粒载体按 １ ∶ ６ 用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 １６ ℃ 连接过

夜ꎮ 将连接产物用热激法转化至 Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１ 感受态ꎻ
菌落 ＰＣＲ 检测后挑选阳性克隆送至上海生工测序ꎮ
１ ２ ４　 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)的表达

经测序验证后ꎬ将构建好的 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 重组质

粒通过热激法转化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ挑取

单克隆至 ５ ｍＬ ２ × ＹＴ(含 ＡＭＰ ５０ μｇ / ｍＬ)液体培养

基中ꎬ３７ ℃摇床培养 ８ ｈꎮ 然后按 １∶ １００ 稀释ꎬ培养

２ ｈ 至 ＯＤ６００为 ０ ６ 左右后取样 １ ｍＬꎬ剩余的培养液

加 １２５ ｕｇ / ｍＬ 的 ＩＰＴＧ 诱导培养:诱导 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ
分别取样 １ ｍＬꎮ
１ ２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 的表达 　 对

所取菌液样品 １００００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用
ＰＢＳ 稀释后测 ＯＤ６００ꎬ取与诱导前等量菌体重悬ꎬ
加入 ６ × ＳＤＳ 上样缓冲液ꎬ煮沸 １０ ｍｉｎꎬ冰上冷

却ꎬ １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎬ然后用半干式转印槽转 ＰＶＤＦ 膜ꎮ
一抗 ａｎｔｉ￣Ｈｉｓ￣ｔａｇ 单克隆抗体用封闭液(含 ５％ 的

脱脂奶粉的 ＰＢＳ)稀释 ４００ 倍ꎬ将膜在 ３７ ℃ 一抗

溶液中孵育１ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗膜 ４ 次ꎮ 辣根过氧化物

酶耦连的羊抗鼠二抗用封闭液稀释 ５０００ 倍ꎬ在
３７ ℃ 与 膜 共 同 孵 育 ４５ ｍｉｎꎮ ＰＢＳＴ 洗 膜 ４ 次ꎮ
ＤＡＢ 底物显色ꎮ
１ ２ ６　 表达条件的正交优化 　 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测显阳性后ꎬ取保存的含 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 重组质

粒的 ＢＬ２１ ( ＤＥ３ ) 菌种涂布至 ２ × ＹＴ (含 ＡＭＰ
５０ μｇ / ｍＬ)固体培养基平板ꎬ３７ ℃ 培养过夜后ꎬ挑
选 ３ 个单菌落(记为菌落 １、２、３ 号)分别至 ５ ｍＬ
２ × ＹＴ(含 ＡＭＰ ５０ μｇ / ｍＬ)液体培养基中ꎬ３７ ℃摇

床培养 ８ ｈꎮ 按 １ ∶ １００ 稀释ꎬ培养 ２ ｈ 后测 ＯＤ６００ꎮ
条件优化时 ＩＰＴＧ 诱导温度设 １６ ℃、２８ ℃、３７ ℃ꎻ
ＩＰＴＧ 的浓度设 ０ ０１ ｍｍｏｌ / Ｌ、０ １ ｍｍｏｌ / Ｌ、１ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ
诱导时间设 ４ ｈ、６ ｈ、８ ｈꎮ 空白对照用 ２ 号菌落以无

菌水替代 ＩＰＴＧꎬ分别在 １６ ℃、２８ ℃、３７ ℃ 下培养

４ ｈ取样ꎮ 诱导完毕后取 １０ μＬ 样品ꎬ用 ９０ μＬ 无菌

水稀释ꎬ用考马斯亮蓝 Ｇ２５０ 法测定样品所含总蛋

白的浓度:即取 ０ １ ｍＬ 蛋白样品加于 ３ ｍＬ 新配置

的马斯亮蓝 Ｇ２５０ 溶液中ꎬ震荡摇匀后测 ＯＤ５９５ꎬ以
调节使 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳点样前各样品总蛋白浓度基

本一致ꎮ 样品处理后ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎬ电
泳图片利用 Ｇｅｌ￣ｐｒｏ Ａｎａｌｙｚｅｒ 软件处理ꎬ得到目标条

带的光密度ꎬ即 ＯＤ 值ꎬ以衡量目标蛋白的表达量ꎮ
总蛋白浓度相同时ꎬ目标蛋白的表达量即相当于目

标蛋白的获得率ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＮＨＶＲ 区域基因片段的克隆

以湘苎 ３ 号苎麻 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ根据 ＢｎＣｅｓＡ１
基因的 ＮＨＶＲ 序列设计引物ꎬＰＣＲ 扩增目的片段ꎬ
在退火温度为 ５９ ℃有明显的、特异性较强的 ＤＮＡ
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扩增亮带(图 １Ａ)ꎬ与预期大小相吻合ꎮ 回收目的

片段后ꎬ连接至 ｐＭＤ１９Ｔ 载体ꎬ转化到 Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１ 感受

态ꎬ涂布平板后恒温培养ꎬ待长出菌落后ꎬ挑选单克

隆进行菌落 ＰＣＲ 检测(图 １Ｂ)ꎮ 送阳性克隆到上海

生工测序ꎬ测序结果正确ꎬ表明成功扩增 ＮＨＶＲ 区

域基因片段ꎮ

Ａ. ＮＨＶＲ 序列的 ＰＣＲ 扩增:泳道 １ 为 Ｔｍ 为 ５８ ℃的 ＰＣＲ 扩增结果ꎬ泳道 ２ 为 Ｔｍ 为 ５９ ℃的 ＰＣＲ 扩增结果ꎻＢ. ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＨＶＲ 菌落 ＰＣＲ 检测

Ａ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＨＶＲ:ｌａｎｅ １ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｗｈｅｎ Ｔｍ ｉｓ ５８ ℃ꎬｌａｎｅ ２ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｗｈｅｎ Ｔｍ ｉｓ ５９ ℃ꎬ
Ｂ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＨＶＲ ｂｙ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ

图 １　 ＮＨＶＲ 序列的 Ｔ 载体克隆

Ｆｉｇ １　 Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ ｃｌｏｎｅ ｏｆ ＮＨＶＲ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２ ２　 原核表达载体的构建及鉴定

经测序验证的 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＨＶＲ 重组质粒和原核

表达载体 ｐＱＥ￣Ｎ１ 都经 ＢｇｌⅡ和 ＫｐｎⅠ双酶切ꎬ酶切

产物进行琼脂糖凝胶电泳(图 ２Ａ)ꎬ回收目的片段ꎬ
经 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ然后转化到 Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１ 感受

态ꎬ涂布平板后恒温培养ꎬ待长出菌落后ꎬ挑选单克

隆进行菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ在 ５００ ｂｐ 附近有明显的

ＤＮＡ 扩增亮带则为阳性菌落(图 ２Ｂ)ꎮ 送阳性克隆

到上海生工测序ꎬ测序结果显示读码框吻合ꎬ序列正

确ꎬ表明 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 原核表达载体构建成功ꎮ

Ａ. ＤＮＡ 双酶切:泳道 １ 为 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＨＶＲ 经 ＢｇｌⅡ和 ＫｐｎⅠ双酶切ꎬ电泳后回收约 ５００ ｂｐ 大小的 ＮＨＶＲ 片段ꎻ
泳道 ２ 为载体 ｐＱＥ￣Ｎ１ 经 ＢｇｌⅡ和 ＫｐｎⅠ双酶切ꎬ电泳后回收大片段ꎻＢ. ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 菌落 ＰＣＲ 检测

Ａ. ＤＮＡ ｃｕｔ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ:Ｌａｎｅ １ ｉｓ ｐＭＤ１９Ｔ￣ＮＨＶＲ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢｇｌⅡａｎｄ ＫｐｎⅠꎬａｂｏｕｔ ５００ ｂｐ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｓ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｔｒｏｐｈｏｒｉｓｉｓꎬｌａｎｅ ２ ｉｓ ｐＱＥ￣Ｎ１ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢｇｌⅡａｎｄ ＫｐｎⅠꎬｔｈｅ ｌｏｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｏｆ ＤＮＡ ｉｓ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ ｇｅｌ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｉｓｉｓꎬＢ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ ｂｙ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ

图 ２　 ＮＨＶＲ 表达载体的构建

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＨＶＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

２ ３　 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 融合蛋白的原核表达

将构建成功的 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 原核表达质粒转

化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎮ 挑取单菌落进行蛋白

诱导表达ꎮ 取诱导前ꎬ诱导 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ 的菌液ꎬ测
定 ＯＤ６００光密度值ꎻ取等菌数直接加入 ＳＤＳ 上样缓

冲液裂解细菌提取总蛋白ꎮ 因 ｐＱＥ￣Ｎ１ 空载体在

Ｐｌａｃ 启动子后直接连接 ６ × Ｈｉｓ￣ｔａｇ 的表达序列ꎬ所
以 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 重组质粒对其后连入的阅读框正

确的 ＮＨＶＲ 编码序列可表达在组氨酸接头之后形

成融合蛋白 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲꎮ 诱导表达前和不同诱导时

间的蛋白用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ凝胶转膜后可用 ａｎｔｉ￣
Ｈｉｓ￣ｔａｇ 抗体对融合蛋白的表达进行检测(图 ３)ꎮ 可

见未诱导及诱导 ２ ｈ 的细菌蛋白中并未检测到目标

蛋白ꎮ 而诱导 ４ ｈ 和 ６ ｈ 的细菌有融合蛋白的表达ꎬ
目标蛋白的分子量约为 １８ ｋＤꎬ与图 ３ 中蛋白质标

准指示的位置基本相符合ꎮ 可以认为 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 融

合蛋白表达成功ꎬ但是该蛋白在大肠杆菌中的积累

并不随诱导时间的延长而增大比率ꎬ初步判断外源

蛋白 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 的表达可能对细菌本身产生毒性ꎬ
其表达的条件需要进行优化ꎮ
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Ｍ 为预染色蛋白分子量标准ꎬ泳道 １ 为诱导前取样ꎬ
泳道 ２、３、４ 分别是 ＩＰＴＧ 诱导 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ 取样

Ｍ:Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｓｔａｎｄａｒｄ. Ｌａｎｅ １ ｉｓ ｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅꎬｌａｎｅ ２ꎬ３ꎬａｎｄ ４ ｉｓ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ

ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ２ ｈꎬ４ ｈꎬａｎｄ ６ ｈꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ３　 免疫印迹法鉴定蛋白 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 的表达

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ

２ ４　 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 融合蛋白小量表达条件的正交

优化

按设计的正交试验方案安排试验(表 １)ꎮ 诱导

前测定各试验组的 ＯＤ６００的平均数在 ０ ５７４ 左右ꎬ标
准差为 ０ ０７１ꎬ菌体浓度相差并不明显ꎮ 诱导完毕

后ꎬ根据各样品的 ＯＤ６００值ꎬ取等量菌体后裂解得到

细菌总蛋白ꎻ经考马斯亮蓝 Ｇ２５０ 测定ꎬ总蛋白浓度

基本一致后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳(图 ４)ꎮ 推导的重

组蛋白的分子量约为 １８ ｋＤꎬ试验组样品在其附近

都检测到目标蛋白条带ꎮ 同时ꎬ３ 个对照样品在

１８ ｋＤ 附近也都检测到蛋白条带ꎮ 但是ꎬ除总蛋白

的浓度明显偏小的 ８ 号样品外ꎬ试验组的目标蛋白

条带要明显比对照组的强ꎮ 这表明大肠杆菌自身表

达了与重组蛋白分子量相近的蛋白质ꎮ 利用 Ｇｅｌ￣
ｐｒｏ Ａｎａｌｙｚｅｒ 软件分析目标条带的光密度ꎬ得到其

ＯＤ 值ꎬ并直观分析正交试验结果(表 １)ꎮ 各样品总

蛋白浓度一致ꎬ但是试验组目标蛋白条带的 ＯＤ 值

差异明显ꎮ 通过分别比较相同因素下的各水平平均

数 Ｒ 确定各因素的最优水平ꎬ确定最优组合 ２ 号菌

落在 ３７ ℃下ꎬＩＰＴＧ 的诱导浓度为 ０ １ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ诱导

时间为 ４ ｈꎮ

左边:１ ~ ８ 泳道分别为 １、４、７ 号试验组ꎬ１６ ℃、２８ ℃对照和 ２、５、８
号试验组ꎻ右边:１ ~ ４ 泳道分别为 ９、６、３ 号试验组ꎬ３７ ℃对照ꎻＭ 为蛋白分子量标准

Ｌｅｆｔ ｐａｎｅｌ:Ｌａｎｅ １￣８ ｉｓ ｃａｓｅ Ｎｏ １ꎬ４ꎬ７ꎬｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ １６ ℃ꎬａｔ ２８ ℃ ａｎｄ ｃａｓｅ Ｎｏ. ２ꎬ５ꎬ８ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ
ｒｉｇｈｔ ｐａｎｅｌ:ｌａｎｅ １￣４ ｉｓ ｃａｓｅ Ｎｏ. ９ꎬ６ꎬ３ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ ３７℃ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬＭ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｓｔａｎｄａｒｄ

图 ４　 Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ 重组蛋白的原核表达的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测

Ｆｉｇ ４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｓ￣ＮＨＶＲ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨论

植物纤维素合酶基因组成一个庞大的基因家族ꎬ
众多家族成员存在的理由可能是不同的成员在植物

中的表达具有组织特异性[７]ꎻ也可能不同的纤维素合

酶基因成员编码不同的同形物而发挥不同的功

能[１１]ꎮ 目前高变异编码序列只在植物纤维素合酶基

因中被发现ꎬ而在细菌、真菌纤维素合酶基因中并未

发现此高变区编码序列ꎬ表面高变区的存在与植物纤

维素合酶的物种特异性有关[１１]ꎮ 早期由于纤维素合

酶蛋白序列的稀缺ꎬ这些高变异区域呈明显的多样性ꎬ
因而这些区域曾经被认为对纤维素合酶的催化作用不

重要[１６]ꎬ但是现在这些区域在禾本科和双子叶植物物

种间也表现出一定的保守性ꎬ形成一个独特的亚进化

分支结构ꎮ 而且ꎬ这些区域包含保守的胱氨酸残基ꎬ碱
性赖氨酸和精氨酸残基簇和酸性的天冬氨酸和谷氨酸

残基簇ꎬ可能存在着亚结构域水平上的蛋白质间相互

作用[２ꎬ２１]ꎮ 因此ꎬ分段克隆并表达高等植物纤维素合

酶基因的高变异区域ꎬ对研究植物纤维素合酶基因的

组织特异性或物种特异性可能有重要意义ꎮ 本研究着

重于研究纤维素合酶在苎麻植株上的表达模式和苎麻

特有的纤维合成特点ꎮ 通过克隆苎麻 ＢｎＣｅｓＡ１ 基因的

ＮＨＶＲ 序列ꎬ构建 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 原核表达载体ꎬ并正

交优化了其在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中的表达条件ꎮ
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表 １　 原核表达试验的正交设计及结果分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

列号

Ｓｅｒｉｅｓ
菌落

Ｃｏｌｏｎｙ
温度(℃)
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＩＰＴＧ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

诱导时间(ｈ)
Ｉｎｄｕｃｅ ｔｉｍｅ

水平组合

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

目标条带光密度

Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｂａｎｄ

试验号 １ １ １６ ０ ０１ ４ Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１ ４６８ ９３

２ １ ２８ ０ １ ６ Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２ ７２８ ４５３

３ １ ３７ １ ８ Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３ ５９４ １８３

４ ２ １６ ０ １ ８ Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３ １０７７ ７

５ ２ ２８ １ ４ Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１ ５６８ ７３１

６ ２ ３７ ０ ０１ ６ Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ ５９６ ７６４

７ ３ １６ １ ６ Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２ ７８３ ２９７

８ ３ ２８ ０ ０１ ８ Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３ ２１１ ６９７

９ ３ ３７ ０ １ ４ Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ１ １７２１ ９７

各因素同水平之和 Ｔ１ １７９１ ５６６ ２３２９ ９２７ １２７７ ３９１ ２７５９ ６３１

Ｔ２ ２２４３ １９５ １５０８ ８８１ ３５２８ １２３ ２１０８ ５１４

Ｔ３ ２７１６ ９６４ ２９１２ ９１７ １９４６ ２１１ １８８３ ５８

各水平平均数 ｘ１ ５９７ １８８７ ７７６ ６４２３ ４２５ ７９７ ９１９ ８７７

ｘ２ ７４７ ７３１７ ５０２ ９６０３ １１７６ ０４１ ７０２ ８３８

ｘ３ １９９ ０６２９ ９７０ ９７２３ ６４８ ７３７ ６２７ ８６

最大平均数差值 Ｒｍａｘ ５４８ ６６８８ ９２２ ９７２３ ７５０ ２４４ ２９２ ０１７

表中下划线＿表示某个因素的最佳水平

Ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅꎬｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｍａｒｋｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｏｎｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

　 　 大肠杆菌 ＢＬ２１ 是 ｌｏｎ 蛋白水解酶、ｏｍｐＴ 外膜

蛋白水解酶缺陷型ꎬ所以在该体系中表达的外源蛋

白具有较好的稳定性ꎮ ＢＬ２１(ＤＥ３)则是在 ＢＬ２１ 菌

株的基因组上整合一种携带有 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶基因

和 ｌａｃＩ 基因的 λ 噬菌体 ＤＥ３ꎮ λ 噬菌体 ＤＥ３ 在可被

ＩＰＴＧ 诱导的 ｌａｃ ＵＶ５ 启动子的控制下表达合成 Ｔ７
ＲＮＡ 聚合酶[２２]ꎬ后者可以高水平转录含有 Ｔ７ 启动

子的质粒基因ꎮ 本试验在对 ｐＱＥ￣Ｎ１￣ＮＨＶＲ 重组表

达载体表达条件优化时ꎬ挑选 ３ 个菌落作为正交设

计的一个因素ꎬ发现菌落之间表达目标蛋白的能力

差异较显著ꎬＲｍａｘ(Ａ)大于 Ｒｍａｘ(Ｄ)ꎬ表明其显著性

甚至超过 ＩＰＴＧ 诱导时间对目标蛋白表达的影响程

度ꎬ也就是说ꎬ在不同菌落同一诱导时间时目标蛋白

表达量的差异比在不同诱导时间同一菌落时目标蛋

白表达量的差异要更为显著ꎮ 由此可以推出菌落合

成目标蛋白的速率普遍较低ꎬ而且目标蛋白在不同

菌落间的合成速率相差较大ꎮ 而对含有高效 Ｔ７
ＲＮＡ 聚合酶的 ＢＬ２１ ( ＤＥ３) 菌株体系而言ꎬ由 Ｔ７
ＲＮＡ 聚合酶合成的 ｍＲＮＡ 能迅速达到相对于其体

内 ｒＲＮＡ(翻译机器)的饱满水平ꎬ目标蛋白的合成

速率主要取决于此 ｍＲＮＡ 被翻译的速率[２３]ꎮ 所以ꎬ

对试验结果一种可能解释是被转化有重组质粒的菌

种的保存不同程度地在翻译水平影响了宿主菌表达

目标蛋白的能力ꎮ 因此有必要在进行大量表达前重

新提取重组质粒ꎬ然后再次转化ꎮ
ＩＰＴＧ 的浓度对目标蛋白表达的影响也非常显

著ꎬ其最优浓度为 ０ １ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ高浓度的 ＩＰＴＧ 反而

不利于目标蛋白的表达[２４]ꎮ 对比而言ꎬＩＰＴＧ 诱导

的时间对目标蛋白的影响则并不那么显著ꎬ但是若

时间过短ꎬ会使得目标蛋白来不及高效表达(图 ３)ꎮ
最佳的诱导时间为 ４ ｈꎬ要好于 ８ ｈꎻ与优化试验之前

的推测相符———可能是外源蛋白的表达对宿主有毒

性[２２ꎬ２５]ꎬ所以不随时间的延长而积累表达ꎮ 最佳诱

导温度是 ３７ ℃ꎬ温度通过对大肠杆菌的生产繁殖和

目标蛋白表达的双重影响而影响目标蛋白的最终得

率ꎬ因而温度的影响在 ４ 个因素中最为显著ꎮ
原核宿主细胞本身也有可能表达与目标蛋白分

子量大小相近的蛋白质或多肽ꎬ为下一步提纯工作

带来麻烦ꎮ 本试验 ３ 个对照样品在 １８ ｋＤ 附近也都

检测到蛋白条带ꎬ表明 ＢＬ２１(ＤＥ３)本身表达了与

ＮＨＶＲ 重组蛋白分子量大小相当的蛋白质或多肽ꎮ
但是ꎬ除 ８ 号样品外ꎬ各试验组目标蛋白条带的光密
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度 ＯＤ 值比对照组的都大ꎮ 进一步 μ 检验试验组和

对照组 ２ 个样本平均数的差异:８ 号试验因总蛋白

浓度太小而使得目的条带的光密度 ＯＤ 过小ꎬ不具

有检验性ꎬ所以不被检验ꎬ得到 μ ＝ ２ ７３ > ２ ５８ꎬ即
Ｐ( μ > ２ ７３) < Ｐ( μ > ２ ５８) ＝ ０ ０１ꎬ表明 ２ 个

样本的平均数的差异达到极显著水平ꎮ 这也进一步

证实了虽然宿主菌本身也表达有相似分子量大小的

蛋白质ꎬ但是试验组确实表达了目标蛋白ꎮ 这提示

了下一步目标蛋白提纯的方法选择ꎮ
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