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玉米ZmCIPK31基因原核表达及启动子序列分析

张成伟1，刘颖慧m，石云素1，宋燕春1，王天宇1，黎裕1

(1中国农业科学院作物科学研究所，北京100081；2河北北方学院。张家El 075000)

摘要：与钙传感器类钙调磷酸酶B蛋白(caleineurin B—like protein，CBL)互作的蛋白CIPK(CBL．interacting protein kinase)在

植物特定的生长发育和应答胁迫过程中起重要作用。对前期研究得到的玉米ZmCIPK3J基因构建原核表达重组载体，进行原

核表达分析，转化重组质粒的大肠杆茵B121茵株能够诱导出期望的目的蛋白。蛋白可溶性分析表明，它是可溶性的蛋白，通

过淀粉树脂柱对其进行纯化，为下一步激酶活性分析提供了有活性的目的蛋白。同时。克隆了ZmCIPK3J基因起始密码子

ATG上游包括2189bp的启动子区段，顺式作用元件预测分析表明此区段不仅具有TATA-box和CAAT．box等启动子共有序

列，还具有光应答、胁迫应答、发育相关、激素相关及其他功能未知的调控结构域。聚乙二醇(PEG)胁迫下。ZmCIPK31基因的

诱导表达进一步表明其能够应答胁迫。且在地上部和根中的表达模式不同。
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Abstract：CIPK(CBL-interacting protein kinase)interacts with calcium sensor CBL(calcineufin B·like pro-

tein)．It was proved to play important roles in responding to stresses and regulating certain developmental processes

in plants．Here，a recombinant plasmid was constructed for prokaryotie expression analysis for ZmCIPK31 obtained

in this study．The results showed that the predicted target protein could be induced in the recombinant plasmid

transformed E．coli BL21 strain cells．Protein solubility analysis proved the target protein was soluble．Thus，the puri·

fled soluble target protein was obtained by being loaded onto an amylose resin column，which could be used for fur-

ther protein kinase assay．Meanwhile，a 2 189 bp DNA fragment，upstream of the putative translation initiation site

(ATG)of the gene，wag obtained as ZmCIPK31 promoter region．A promoter motif search of this region showed that

there were not only TATA-box and CAAT—box，but also motifs related to light，stress，development，auxin and others．

Under polyethylene glycol(PEG)stress，the expression of ZmCIPK31 was induced．Moreover，the expression pattern

of ZmCIPK31 in shoots was difierent from that in roots．
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ca2+作为生物体内普遍存在的第二信使，在胞

内信号转导途径中发挥重要作用。Ca2+信号本身的

特异性，包括钙瞬变、钙振荡、钙信号的空间定位和

钙波，使得这看似简单的单一离子变化能够区分不

同的外界刺激，将信号转导从而调节植物生长、发

育、抗逆等下游特异性的生理反应⋯。特异Ca“信

号直接通过ca2+结合蛋白(也称ca“传感器)进一

步传递。目前Ca2+传感器主要有3类蛋白：钙调素
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及类钙调素蛋白(ealmodulin and calmodulin—like pro—

teins)、钙依赖性蛋白激酶(CDPKs)和植物中所特有

的类钙调磷酸酶B蛋白(ealcineurin B—like protein，

CBL)t2]。前两类蛋白的功能研究已经报道很多，但

二者的共同特点是靶蛋白种类较多，具体深入探求

其特异转导ca“信号分子机制比较困难，相比之

下，CBLs只以一类蛋白激酶CIPKs(CBL．interacting

protein kinase)作为靶蛋白，进行深入研究相对容

易，因此，CBL自1998年被发现以来，CBL—CIPK途

径的功能和分子机制越来越受到人们的重视”巧】。

目前，研究已表明CBL—CIPK途径通过调节下游基

因表达来调节植物部分生长发育过程，响应一系列

不同的外界刺激，如盐、冷、旱、ABA胁迫等"{1。

目前关于CBL和CIPK的研究主要集中在拟南

芥和水稻上，玉米上的研究相对较少¨1，本实验室

已通过RACE方法扩增得到ZmCIPK31基因(Gen．

Bank登录号为EU516320)。本试验通过原核表达

方法在大肠杆菌中成功表达了该基因的重组蛋白

MBP-ZmCIPK31，可溶性分析证明重组蛋白MBP—

ZmCIPK31是可溶性的，由此可以通过纯化得到有

活性的蛋白；克隆得到了ZmCIPK3J基因的启动子

序列，并对启动子序列进行分析，预测基因的功能；

对ZmC俨船J基因在玉米苗期PEG处理下的表达

分析进一步推测基因的功能。这些为下一步蛋白激

酶活性分析以及基因功能研究打下基础。

1 材料与方法

1．1 原核表达载体的构建及ZmCIPK31蛋白原

核表达

用带有酶切位点的引物(正向引物5’一CGG—

GATCCATGTATCGGGCTAAGAGG．3’和反向弓l物5’一

CCCAAGCl耵CATGCTGCCGCGCTGTT．3 7)扩增Zm．

CIPK31的编码区，通过酶切位点将其连接到pMAL—

c2X原核表达载体(NEB)上，构建pMAL-ZmCIPK31

原核表达重组载体，与作为对照的空载体pMAL—

c2X分别转化大肠杆菌BL21菌株(Transgene)，进

行原核表达分析。挑取阳性单克隆于含有氨苄青霉

素抗性的LB培养基，37℃过夜培养，将菌液按

1：1000的比例转接于15ml新鲜的氨苄青霉素抗性

LB培养基中，37。C摇菌至OD600约为0．5时，取出

lml菌液于1．5ml离心管中，作为未进行IPTG(iso．

propyl．B．D．thiogalactoside)诱导的样品，余下菌液加

入终浓度为0．3mmol／L的IPTG，37。C 200rpm培养

3h，诱导目的蛋白表达，取1ml于1．5ml离心管中，

作为经IPTG诱导的样品。所有的菌液样品室温下

12000rpm离心30s(离心机eppendorf 5417R)，弃上

清液，沉淀中加入2×蛋白上样buffer(50mmol／L

Tris·HCI pH 6．8。lOOmmoL／L B—mereaptoethanol，2％

SDS，0．1％溴酚蓝，10％甘油)，通过SDS·PAGE分

析蛋白的表达情况旧J。

1．2 蛋白可溶性分析

取上述已诱导的菌液3ml逐次加于1．5ml离心

管中，室温下12000rpm离心30s，收集菌体，弃上清

液，菌体沉淀用适量TE(50mmoL／L Tris．HCI pH

8．0，0．2mmol／L EDTA)重悬。放入冰水浴超声破碎

细胞后，4℃下12000rpm离心20min，将上清液吸出

至1．5ml离心管中，得到的上清液和沉淀物中均加

入适量2×蛋白上样buffer，煮沸5rain，立即放置冰

上1min，室温12000rpm离心1min，取20¨1分别进

行SDS—PAGE分析。

1．3 蛋白纯化及浓缩

蛋白的纯化主要参考pMALlw蛋白融合和纯化

系统(NEB)里的操作步骤。挑取蛋白原核表达的

阳性单克隆于含有氨苄青霉素抗性的LB培养基，

37℃过夜培养，将菌液按l：1000的比例转接于

200ml含有葡萄糖和氨苄青霉素的高效LB培养基

中，37。C摇菌至OD600约为0．5时，加入终浓度为

0．3mmol／L的IPTG，370C 200rpm培养3h，诱导目的

蛋白表达。所有菌液加入50ml离心管中4℃下

4000rpm离心20min，去除上清液，沉淀重悬于Col—

umn Buffer(20mmol／L Tris-HCl；200mmol／L NaCI；

1 mmol／L EDTA；10mmol／L B—mercaptoethan01)中，放

于一20℃冷冻过夜，然后进行超声破碎，4℃下

10000rpm离心20min，所得上清液加入淀粉树脂

柱(NEB)中进行纯化，最后用含有10mmoL／L麦芽

糖的Column Buffer将纯化的蛋白洗脱出来。利用

透析袋在PEG8000的处理下将纯化的蛋白进行浓

缩。最后通过SDS—PAGE检查蛋白纯化及浓缩的

情况。

1．4 启动子克隆及序列分析

对已知的ZmCIPK31 DNA序列在网站http：／／

mIrW．plantgdb．org里进行Blastn分析，得到了启动

子参考序列信息，据此序列设计特异引物(5’．

’ITCAGCAGAACACTGGTCGG-3’和5’一GCCCTCTTA—

GCCCGATACAT一3’)，以玉米自交系CNl65的基因

组DNA为模板进行PCR扩增，预期的扩增产物大

小约为2000bp。PCR程序为：940C 5rain；940C 30s，

59．9℃30s，72℃2rain，36个循环；72℃10min。将
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扩增得到的目的PCR产物连接到pMDl8-T载体

(Takara)上，测序得到启动子序列。利用启动子在

线预测软件PlantCARE(http：／／bioinformatics．psb．

ugent．be／webtools／plantcare／html／)分析启动子区可

能存在的顺式作用元件。

1．5 试验材料与处理

玉米抗旱自交系CNl65为本研究所用试验材

料。种子经灭菌处理(75％乙醇1rain，0．5％次氯酸

钠20min)后，用蒸馏水冲洗5遍，然后播种于装有

蛭石的盒子中，每盒种4株。放置光照培养箱中培

养，长日照条件(16h光，28℃／8h暗，22℃)，每3d

浇水1次。对生长两周的玉米浇灌20％PEG6000

溶液，进行PEG胁迫处理，分别取处理0h、1h、5h、

12h、24h的地上部和根，立即经液氮冷冻，一76℃

保存，供提取RNA。

1．6 实时荧光定量PCR(real-time quantitative

PCR。RT-qPCR)分析

对经PEG处理的各取样材料进行总RNA提

取，操作步骤依据总RNA提取试剂盒说明(the Total

RNA Isolation Reagent，TRlzol Reagent，Invitrogen)o

然后通过DNaseI(Takara)对总RNA进行消化处理，

以去除基因组DNA污染。利用M—MLV反转录试剂

盒(Invitrogen)将21．Lg纯化的总RNA反转录成第一

链eDNA，作为RT—qPCR的模板。据RT-qPCR引物

设计要求用DNAMAN设计ZmCIPK3J特异引物

(5’一CACATCCTCCTCCAAGACTC．37和5’-CCTCTTA-

GCCCGATACATCT-3’)。玉米内参基因GAPDH被

用于在数据分析时对不同样品eDNA模板的上样量

进行均一化校准，所用引物为5’．CCC’丌CATCAC．

CACGGACTAC-3’和5’一AACCTTCTTGGCACCACCCT·

3’。20tzl PCR扩增体系为：101山1 2×SYBR Premix Ex

Taq(SYBR@Premix Ex TaqTM Kit，Takara)，

200 nmol／L各引物和1p．1模板eDNA。将每一个PCR

反应所需的组分加样于96孔板(Axygen)中，盖好专

用高透光率封口膜(Axygen)，使用Icycler real-time

PCR system(Bio—Rad)进行RT—qPCR，每个样品3次

重复。PCR程序为：95℃1．5min；95℃5s，58℃

15s，72℃20s，共40个循环；起始60℃，每20s增加

0．5。C，经过80个循环至100。C用于进行融解曲线

分析。在Excel中，用2v'c'方法¨叫分别分析地上部

和根中ZmCIPK31在不同PEG胁迫时间下的相对

表达情况。以未进行PEG胁迫处理的0h样品作为

相对参照，其基因表达水平计为l，误差线以标准偏

差s(n=3)显示。在SAS中利用新复极差法对结果

进行多重比较分析。

2 结果与分析

2．1 蛋白原核表达

对本实验室已克隆得到的ZmCIPK31基因预测

其理论平均蛋白分子量为50．8 kD，为验证该基因

在大肠杆菌体内能否真正表达一个类似大小的蛋

白，故对其进行原核表达分析。因所使用的pMAL—

c2X原核表达载体内部含有1个约42．5kD的标签

蛋白(麦芽糖结合蛋白：maltose—binding protein，

MBP)，因此预测原核表达系统中MBP—ZmCIPK31

融合蛋白的分子量为93．9 kD。将pMAL空载体

(作为对照)和构建的pMAL．ZmCIPK31重组载体分

别转化大肠杆菌BL21菌株，经IPTG诱导后，进行

SDS—PAGE分析，结果见图1。可以看出，经IPTG诱

导后。目的基因菌株诱导表达了略小于94kD的蛋

白。而对照菌株只诱导表达了标签MBP。由此得

出，转化重组质粒的BL21菌株经IPTG诱导后能够

成功的表达分子量接近预测值的目的蛋白MBP-

ZmCIPK31，进而说明ZmCIPK31基因在大肠杆菌体

内能够表达一个预测分子量的蛋白，为进一步的蛋

白可溶性分析打下基础。

图1 ZmCIPK31在大肠杆菌中诱导表达及

MBP-ZmCIPK31纯化蛋白的SDS-PAGE电泳图

Fig．1 The expression of ZmCIPK3l protein in E coil and

the purified protein MBP-ZmC口K3l by SDS-PAGE analysis

M：蛋白质Marker，左侧箭头指向蛋白分子量为94kD的条带；1、3：分

别表示转化pMAL质粒、pMAL·ZmCIPIOI质粒的大肠杆菌BL21菌

株未经诱导的蛋白表达情况；2、4：分别表示转化pMAL质粒、pMAL—

ZmCIPK31质粒的大肠杆菌BL21菌株经IPTG诱导的蛋白表达情

况；5：MBP—ZmCIPK3I纯化蛋白，如右侧箭头所示

M：Pmtein marker and the band the left arrow pointing to wa894 kD；1，3：

Showed the expression analysis of proteins in pMAL and pMAL-Zm—

CIPK31 transformed B121 strains without being induced by IPTG，respee-

tively；2，4：Showed the expression analysis of proteins in pMAL and

pMAL．ZmCIPK31 transformed BL21 strains being induced by IPTG，re—

spectively：5：Purified MBP—ZmClPK31 fusion protein∞shown at the

ri#t arrow
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2．2 蛋白可溶性分析及纯化

CIPKs被归为植物类SNF激酶的SnRK3亚组

里，是一类蛋白激酶。因此，为验证其激酶活性，首

要的是能够得到纯化的有活性的蛋白。在大肠杆菌

表达系统中，表达的目标蛋白主要以可溶性蛋白或

不溶性包涵体两种形式存在，菌体细胞破碎后，不溶

性包涵体主要存在于沉淀物中，蛋白的结构已发生

变化，不能进行激酶活性分析；而可溶性蛋白主要存

在于上清液中，是具有活性的蛋白，能够用于激酶活

性分析。因此，首先要对上述成功表达的MBP—Zm·

CIPK31融合蛋白进行可溶性分析。收集已诱导表

达了MBP．ZmCIPK31融合蛋白的大肠杆菌菌体，超

声破碎后离心得到上清液和沉淀物，经SDS—PAGE

分析，结果见图2。可以看出，上清液和沉淀物中都

有同原核表达分析一样的目的蛋白存在。由此得

出，大肠杆菌中诱导表达的MBP．ZmCIPK31融合蛋

白同时以可溶性蛋白和不溶性包涵体形式存在，可

以进行进一步的可溶性蛋白纯化工作。将含有可溶

性目的蛋白MBP．ZmCIPK31的上清液过淀粉树脂

柱，得到纯化的蛋白，结果见图1(泳道5)。由此为

下一步蛋白的激酶活性分析提供了纯化且有活性的

目的蛋白。

图2 ZmCIPK31在大肠杆菌中诱导表达

蛋白的可溶性分析

Fig．2 Soluble analysis of ZmCIPK31 protein obtained in

硬1G induced E．coil cells

M：蛋白质Marker，右侧箭头指向蛋白分子量为94kD的条带；1、2：分

别表示转化pMAL·ZmCIPK31质粒的大肠杆菌B121菌株未经IPTG

和经IPTG诱导的蛋白表达情况；3、4：分别表示转化pMAL·zm-

CIPIOI质粒的大肠杆菌BL21菌株经IPTG诱导，破碎细胞后，上清

液中和沉淀中蛋白表达情况；左侧箭头为诱导表达的MBP·Zm-

CIPl01蛋白位置

M：Protein marker and the band the right arrow pointing to waft 94 kD；1，

2：Showed the expression analysis of protein in pMAL-ZmCIPK31 trns-

formed BL21 strain without and with lPTG induction；3，4：Showed the ex-

pression analysis of proteins in supernate and precipitate of cracked IPTG

induced BL21 ceHs。which were transformed by pMAL-ZmCIPK31 fusion

plasmid，reepoctively；The left arluw pointed to the location of MBP·Zm-

CIPK31 protein

2．3 启动子克隆及序列分析

在已克隆的ZmCIPK31基因eDNA和DNA的

基础上，为了深入了解其调控结构，因此克隆其启动

子区，并进行启动子顺式作用元件预测。图3所示

为PCR扩增启动子所得到的特异条带，大小约为

2000bp。经测序后，得到了起始密码子ATG上游

2189bp的启动子区段(GenBank：EU516320)。经

启动子在线预测软件PlantCARE⋯1分析其可能存

在的顺式作用元件，结果见表1。启动子区顺式作

用元件按其功能基本归为六大类，不仅具有TATA．

box和CAAT．box等启动子共有序列，还具有光应答、

胁迫应答、发育相关、激素相关及其他功能未知的调

控结构域。由此推断ZmCIPK31基因可能参与特定

的植物发育过程，应答光、多种胁迫及激素信号等，参

与植物体内一系列复杂的生物学过程。

图3 Zma州口J启动子克隆

Fig．3 Cloning of the promoter region of ZmCIPK31

M：DNA marker。左侧箭头指向2000bp的条带；1：未加入模板的负对

照；2：ZmCIPK31启动子的扩增。产物如图中右侧箭头所示

M：DNA marker and the band the left arrow pointing to was 2000 bp；1：

Negative control；2：Promoter cloning product，∞shown at the right arrow

表1 Z肘cJ嘲J启动子区调控序列预测
Table 1 List of predicted regulatory motifs in ZmCIPK31

promoter region

顺式作用元件 调控序列名称

Cis—acting element Name

光相关

Light related

胁迫相关
Stress related

发育相关

Development related

激素相关

Auxin related

启动子

Promoter related

其他Others

4el—CMA2b、ATCT—motif、Box I、chs-CMA2a

G—Box，GAG·motif，I-box，L—box，MNFl、

MRE、Spl、TCCC—motif

ARE、GC—motif、HSE、LTR、TC—rich repea协

CAT·box、CCGTCC-box、eireadinn、C,CN4一

motif、Skn·1一motif

GARE—motif、CGTCA—motif、P—box、TGA-ele—

ment、TGACG—motif

CAAT—box、ELI—box3、TATA—box

A—box、CCAAT—box、MBS
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2．4 玉米中ZmCIPK31基因受PEG诱导的表达

分析

已知ZmCIPK31基因是基于干旱和盐胁迫处理

下的玉米EST库中的一条EST得到的¨⋯。为明确

ZmCIPIGl基因是否受干旱胁迫诱导表达，同时进

一步证明启动子序列分析所推断的基因受胁迫诱

导，用模拟干旱的PEG渗透胁迫来处理玉米，Zm·

CIPK3J基因在地上部和根部受PEG胁迫的表达情

况如图4。从统计分析结果看，地上部和根部Zm．

CIPK3J基因都受到PEG胁迫诱导表达，但是表达

模式不同，表现为地上部ZmCIPK31基因在处理

12h时开始上调，而根中则在处理lh就开始下调。

由此得出，ZmCIPK31基因受PEG胁迫诱导表达，且

在地上部和根部的诱导表达有差异。

繇

錾
醐

0 l 5 12 24 48

处理时问(h)Treatment time

图4 实时荧光定量PCR法分析PEG胁迫下

ZmCIPK31基因在地上部和根部的表达情况

Fig．4 Real-time quantitative PCR analysis of expression

level of ZmCIPK31 gene imder PEG stress in shoots and roots

其中Oh表示未经胁迫处理，其基因的表达水平作为其他处理时间的

相对标准，定义为1。误差线以标准偏差(1)表示，·表示样品与对

照在0．05水平上达到显著差异

The transcript level at time Oh(untreated)WfS used as the calibrator and

WaS given艄1．Allthe values aremeanB±5(n=3)，and s WaS shown a暑

error bar．·represented significant difference between each sample and

the related control at P(0．05 level

3 讨论

3．1 可溶性MBP-ZmCIPK31蛋白的诱导表达

原核表达载体种类有很多，对于特定的基因，并

非与所有的原核表达载体构建的重组载体转化大肠

杆菌后，都能够诱导表达得到可溶性的目的蛋白，有

的表现为不能够诱导表达目的蛋白，有的表现为能

够诱导表达蛋白，但只以包涵体的形式存在。本实

验初期使用了pET一30a(+)(Novagen)原核表达载

体，得到了诱导表达的目的蛋白，但可溶性分析后，

目的蛋白只以包涵体的形式存在，不能得到有活性

的可溶性蛋白，因此，改换pMAL—c2X原核表达载

体，结果得到了可溶性MBP．ZmCIPK31蛋白，并且

能够纯化(图l，图2)，为进一步的蛋白激酶活性分

析提供了有活性的蛋白。另外，研究已表明Zm．

CIPKl6基因利用同样的原核表达载体，得到纯化且

有活性的MBP．ZmCIPKl6蛋白，通过激酶活性分

析，证明了ZmCIPKl6确实可以发生自磷酸化和磷

酸化MyBP(myelin basic protein)底物¨⋯，由此进一

步明确了对此原核表达系统所得到的可溶性融合蛋

白进行激酶活性分析的可行性。

蛋白在体外的原核表达并不能说明在做转基因

功能验证时，基因也能够在植物体内表达且翻译成

有活性的蛋白，但是可以通过原核表达得到的纯化

蛋白制作抗体，在蛋白水平上鉴定转基因阳性株系，

明确基因是否在转基因植物体内翻译成目的蛋白，

有利于进一步明确基因的功能。

3．2 启动子序列信息分析

基因的表达调控是分子生物学研究的热点，而

启动子作为在转录水平上调节基因表达的重要因

素，对启动子的研究必不可少。通过对启动子序列

内的顺式作用元件进行预测分析，不但可以为进一

步的基因表达调控研究提供参考，而且可以为进一

步的基因功能分析提供参考。ZmCIPK31的启动子

序列具有光应答、胁迫应答、发育相关、激素相关及

其他功能未知的调控结构域(表1)。下一步可依据

这些重要的顺式作用元件，对启动子序列进行区段

缺失的GUS表达分析，以期得到具有特定调控功能

的区段，为应用于植物遗传工程提供分子理论基础。

此外，基因功能分析时，对转基因植株的表型鉴定也

可依据启动子区域预测的顺式作用元件功能来设计

处理条件，使得表型鉴定更有效。

3．3 PEG胁迫下ZmCIPK31基因的诱导表达

分析

研究表明，CIPKs受逆境胁迫诱导表达，在植物

应答逆境胁迫过程中起重要的作用旧o。ZmCIPKl6

被证明受PEG、NaCl、ABA、脱水、热及干旱胁迫的诱

导表达¨引。RT．qPCR分析表明，ZmCIPK31也受

PEG胁迫诱导表达(图4)。下一步将依据启动子序

列分析结果，对其他逆境胁迫处理下的基因表达情

况进行分析，以进一步推测ZmCIPK31基因的功能。

此外，ZmCIPK31受PEG胁迫在地上部和根中

的诱导表达模式是不同的。从统计角度上分析，二

者的表达模式是相反的，地上部表现为基因的上调

O
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表达。而根中表现为下调表达，且诱导表达的时间根

中(1h)远远早于地上部(12h)。由此推断，PEG胁

迫下ZmCIPK31基因在地上部和根中所在的应答途

径不同，且ZmCIPK31优先在根中应答胁迫。
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