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小麦泛素结合酶 ＴａＥ２ 的表达分析及蛋白互作
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　 　 摘要:以小麦抗逆相关蛋白 ＴａＭＡＰＫ２ 作为诱饵ꎬ利用酵母双杂交系统筛选小麦 ｃＤＮＡ 融合表达文库ꎬ获得候选蛋白

ＴａＥ２ꎮ 生物信息学分析表明ꎬＴａＥ２ 基因属于泛素结合酶 ＵＣＥ２ 基因家族成员ꎮ 半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明 ＴａＥ２ 基因在小麦

根、茎、叶和种子等器官中均有表达ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 显示 ＴａＥ２ 基因在干旱、高盐和 ＡＢＡ 胁迫下均上调表达ꎮ 利用原核表达获

得 ＧＳＴ￣Ｅ２ 融合蛋白并使用蛋白标记亲和层析柱纯化ꎮ 本文报道的小麦 ＴａＥ２ 基因ꎬ为进一步分析泛素蛋白酶体途径在小麦

逆境响应中的功能和机制打下基础ꎮ
　 　 关键词:小麦ꎻＵＣＥ２ꎻ表达模式ꎻ酵母双杂交ꎻ蛋白纯化
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各种植物病虫害等生物逆境以及干旱、盐碱等

非生物逆境是影响作物产量和品质的主要限制因

素ꎮ 研究植物对逆境信号的识别、传递以及响应的

分子机制ꎬ对于阐明植物适应逆境机理ꎬ提高作物抗

性有着重要意义[１]ꎮ
植物在长期进化过程中形成了一套复杂而精细

的信号传递网络ꎬ能对外界胁迫信号产生一系列应

答响应ꎬ诱导抗逆相关基因的表达ꎬ保护细胞正常的

生命活动ꎮ 其中ꎬ泛素蛋白酶体途径在维持细胞功

能、抵御环境胁迫、激素响应和衰老等方面发挥着重

要作用[２￣４]ꎮ 植物细胞会因为各种原因产生异常或

者受损的蛋白质ꎬ而生物胁迫和非生物胁迫会加速

这些异常蛋白质的产生ꎬ影响细胞的正常代谢ꎬ破坏

细胞结构和功能的完整性ꎮ 如果异常蛋白质积累过

多ꎬ就不能被修复或重新折叠ꎮ 泛素蛋白酶体途径

是蛋白质降解的重要途径ꎬ主要通过泛素活化酶



　 １ 期 尹丽娟等:小麦泛素结合酶 ＴａＥ２ 的表达分析及蛋白互作

(Ｅ１ꎬｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ)、泛素结合酶(Ｅ２ꎬ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ) 和泛素蛋白连接酶

(Ｅ３ꎬｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ)三者的次第作

用ꎬ将多聚泛肽连接到底物蛋白上ꎬ最终被 ２６Ｓ 蛋白

酶体识别和降解[５]ꎮ 其中泛素结合酶 Ｅ２ 是泛素￣蛋
白酶体途径的重要组成部分ꎬ对泛素化修饰的特异

性和精确时空性起关键作用[６]ꎮ
植物体内泛素结合酶 Ｅ２ 主要参与 ＤＮＡ 的修

复[７]、光周期调控[８]、维管分化调控[９]、缺素胁迫响

应[１０￣１１]和抗逆胁迫响应[１２]等生物过程ꎮ 近年来ꎬ泛
素结合酶 Ｅ２ 在提高植物生物胁迫和非生物胁迫抗

性方面的研究已成为一个热点ꎮ 番茄泛素结合酶

Ｅ２ 蛋白基因 ＬｅＵＢＣ１ 受到热激和重金属诱导时表

达增强ꎬ说明胁迫发生时ꎬＥ２ 蛋白可能参与了不正

常蛋白的降解[１２]ꎮ 徐晨曦等[１３] 从耐盐灌木柽柳

(Ｔａｍａｒｉｘ ａｎｄｒｏｓｓｏｗｉｉ)中获得了 Ｅ２ 基因ꎬ异源表达

证明该基因能明显提高烟草的耐旱性ꎮ 疣粒野生稻

受白叶枯病病原菌胁迫时ꎬ泛素结合酶基因 ＯｍＥ２
诱导表达ꎬ说明该基因可能参与疣粒野生稻胁迫信

号传导和抗病应答反应[１４]ꎮ
小麦是我国的重要粮食作物之一ꎬ非生物胁迫

严重影响着小麦的产量和品质ꎮ 近几年研究表明ꎬ
促分裂原活化蛋白激酶 (ＭＡＰＫꎬｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ)参与各种非生物胁迫反应ꎮ 本试验

克隆到 １ 个抗逆相关促分裂原活化蛋白激酶

ＴａＭＡＰＫ２[１５]ꎬ用 ＴａＭＡＰＫ２ 做诱饵ꎬ通过酵母双杂交

筛选 ｃＤＮＡ 文库的方法ꎬ筛选到 １ 个与 ＴａＭＡＰＫ２ 可

能互作的蛋白泛素结合酶 ＴａＥ２ꎬ初步分析了 ＴａＥ２
的结构特征和表达特性ꎬ并在大肠杆菌中表达了

ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 融合蛋白ꎬ为研究小麦泛素结合酶的功能

奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 植物材料及胁迫处理

小麦材料农家种小白麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. )
由中国农业科学院作物科学研究所景蕊莲研究员提

供ꎮ 将室温(昼夜温度 ２５ ℃ / ２０ ℃)光照培养 １０ ｄ
左右的小麦幼苗分别进行干旱(幼苗置于干燥的滤

纸上)、高盐(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液)和 ＡＢＡ(１００
μｍｏｌ / Ｌ)胁迫处理ꎬ在处理 ０ ｈ、０ ５ ｈ、１ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、
１２ ｈ 和 ４８ ｈ 时取样ꎬ迅速置液氮速冻后ꎬ于 － ８０ ℃
保存备用ꎮ
１ ２　 ＵＣＥ２ 的序列及进化分析

根据 ＴａＥ２ 氨基酸序列ꎬ在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢｌａｓｔＰ

(ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )同源性搜索ꎬ不同

物种的同源基因使用 ＤＮＡＭＡＮ 进行氨基酸同源比

对ꎻ为确定该基因所属蛋白家族ꎬ使用 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 和

ＳＭＡＲＴ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / ) 程序对

基因进行蛋白家族预测[１４]ꎻ为进一步研究泛素结合

酶的进化关系ꎬ根据 ＮＣＢＩ 中已登录的 １５ 个植物物

种的泛素结合蛋白序列ꎬ使用 ＤＮＡＭＡＮ 做系统发育

树分析ꎮ
１ ３　 ＲＮＡ 提取和组织表达分析

用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒(ＴＩＡＮＧＥＮꎬ北京)提取小麦根、
茎、叶和种子的总 ＲＮＡꎬ按照 ＲＮＡ ｋｉｔ ｖｅｒ ３ ０ ｃＤＮＡ
合成试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连)合成第一链 ｃＤＮＡꎮ 以

均一化的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＴａＥ２ 基因的特异引物

(上游引物 ５′￣ＴＡＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴＧＡＴＡＧＴＣＣＣ￣３′ꎻ下
游引物 ５′￣ＴＡＴＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴＧＡＴＡＧＴＣＣＣ￣３′) 进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ以小麦 Ａｃｔｉｎ 基因作为内参(上游引物 ５′￣
ＴＧＧＧＧＡＡＡＡＴＡＴＧＧＣＡＴＣ￣３′ꎻ下游引物 ５′￣ＣＣＡＧ￣
ＣＡＡＧＧＴＣ ＣＡＡＡＣＧＡ￣３′)ꎮ
１ ４　 ＲＮＡ 提取和荧光定量 ＰＣＲ 分析

用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒(ＴＩＡＮＧＥＮꎬ北京)分别提取 ４ 种

胁迫下不同时间样品的总ＲＮＡꎬ按照ＲＮＡ ｋｉｔ ｖｅｒ ３ ０
ｃＤＮＡ 合成试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连)合成第一链 ｃＤＮＡ
为模板ꎮ 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(ＢｉｏＲａｄ ｉＣｙｃｌｅꎬ
ＣＡꎬＵＳＡ)检测目的基因表达模式ꎮ 反应体系 ２０ μＬꎬ
含 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ (含荧光染料) １０ μＬ、
１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物各 ０ ５ μＬ、ｃＤＮＡ 模板１ μＬ、ｄｄＨ２ Ｏ
８ μＬꎮ 扩增程序为 ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ 变性

２０ ｓꎬ５６ ℃退火 ２５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎮ 以小麦 Ａｃｔｉｎ 基因作为内参ꎮ
１ ５　 酵母双杂交验证互作

采用山梨醇法制备酵母 ＡＨ１０９ ( Ｃｌｏｎｔｅｃｈꎬ美
国)感受态ꎬ采用共转化法将诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７::
ＴａＭＡＰＫ２ 与捕获载体 ｐＧＡＤＴ７::ＴａＥ２ 转化至酵母

细胞中ꎮ 将转化后的酵母划线于 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 平

板上ꎮ 若酵母菌株在 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 平板上生长则

证明诱饵载体和可能的互作质粒载体均已转入酵母

菌株 ＡＨ１０９ 中ꎮ 挑取 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 平板上生长的

单克隆菌株于 １ ｍＬ ＹＰＤＡ 液体培养基中ꎮ 在 ３０ ℃
下振荡培养 ２ ｄ 后ꎬ吸取酵母菌液划线于 ＳＤ / ￣
Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ 平板上ꎮ 将平板置于

３０ ℃倒置培养 ３ ~ ４ ｄ 后观察酵母菌落的显蓝

情况ꎮ
１ ６　 ＴａＥ２ 基因原核表达诱导及蛋白纯化

根据 ＴａＥ２ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ在正反向引物分
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别引入 ＢａｍＨ Ｉ / Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎬ以 ｐＧＡＤＴ７::ＴａＥ２
质粒为模板ꎬ高保真酶 ｐｒｉｍｅｒ ｓｔａｒ(ＴａＫａＲａꎬ大连)ꎬ
利用特异引物扩增 ＴａＥ２ 基因全长(上游引物 ５′￣
ＴＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＡＡＡＡＣＧＴＡＴＣ￣３′ꎻ 下 游 引

物 ５′￣ＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＣＣＣＡＴＧＧＣＡＴＡＣＴＴＣ Ｔ￣
３′)ꎬ回收目的片段ꎬ用 ＢａｍＨ Ｉ / Ｘｈｏ Ｉ 双酶切回收片

段及 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 载体(ＴａＫａＲａꎬ大连)ꎬＴ４ 酶连接ꎬ
转化ꎬ提取重组质粒ꎮ 将重组质粒热激转入大肠杆

菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞中ꎮ 将含有重组质粒的

菌液按照 １∶ １００ 的比例转接到 ４ ｍＬ ＬＢ(含 １００ ｍｇ /
Ｌ 的 Ａｍｐ)液体培养基中ꎬ３７ ℃培养至菌液 ＯＤ６００达

到 ０ ６ 左右ꎬ加入 ＩＰＴＧ(终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)１６ ℃诱

导过夜ꎬ阴性对照不加 ＩＰＴＧꎮ 收集菌体ꎬ加入 ２００ μＬ
ｄｄＨ２Ｏꎬ煮沸 １０ ｍｉｎꎬ取 １０ μＬ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳ꎬ观察蛋白诱导表达情况ꎮ 用同样的方法诱导菌

体ꎬ收集菌体后用 ５ ｍＬ １ × ＰＢＳ 悬浮ꎬ按 １００∶ １ 加入

菌液裂解酶ꎬ用 １ μＬ / ｍＬ Ｄｎａｓｅ Ｉ 消化残留 ＤＮＡꎬ室
温放置 １５ ｍｉｎꎬ冰融法反复冻融 １０ 次ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎮ 将收集的上清液用亲和

层析柱 ( ＧＳＴ￣Ｔｒａｐ ＨＰꎬＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ) 方法纯化ꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳观察蛋白纯化情况ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＴａＥ２ 同源性比较及进化树分析

结合 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 和 ＳＭＡＲＴ 对 ＴａＥ２ 蛋白分析ꎬ
发现酶活性位点 ７４ ~ ８９ 位的 １５ 个氨基酸残基以及

８５ 位的半胱氨酸残基与其他物种的泛素结合酶对

应的序列完全匹配ꎬ说明 ＴａＥ２ 具有半胱氨酸催化

位点和结合酶的活性ꎬ属于泛素结合蛋白家族成员

(图 １)ꎮ 在 ＮＣＢＩ 中 ＢｌａｓｔＰ 搜索发现ꎬＴａＥ２ 蛋白序

列与二穗短柄草、粳稻、玉米以及籼稻等许多物种的

泛素结合蛋白具有极高的相似性ꎮ 序列比对结果表

明ꎬＴａＥ２ 蛋白与二穗短柄草、粳稻序列相似性达

９９％ ꎬ与玉米和籼稻的序列相似性达 ９８％ ꎬ与大豆

和野茶树的相似性达 ９６％ ꎬ与葡萄、苹果、杨树、蓖
麻、沙冬青、黄瓜、石蒜以及番茄的相似性达 ９５％ ꎬ
这说明泛素结合酶家族具有高度的保守性 (图

２)ꎮ 进化树分析表明ꎬＴａＥ２ 与二穗短柄草、粳稻、
玉米和籼稻的泛素结合蛋白聚为一类ꎬ而其他 １０
个物种的泛素结合蛋白聚为另一类ꎬ说明泛素结

合蛋白在进化过程中可能形成 ２ 个不同的方向

(图 ３)ꎮ

图 １　 ＴａＥ２ 蛋白功能域预测

Ｆｉｇ １　 Ｄｏｍａｉｎｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＥ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ):ＡＡＹ２９５７１ １ꎻ短柄草(Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ):ＸＰ＿００３５６４８９ １ꎻ水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ):
ＮＰ＿００１０４４６４０ ２ꎻ玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ):ＮＰ＿００１１０４８８８ １ꎻ水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｉｎｄｉｃａ Ｇｒｏｕｐ):ＡＢＲ２５８０４ １ꎻ大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ):ＮＰ＿００１２３５３３２ １ꎻ

野茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ):ＡＥＷ２４４３３ １ꎻ葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ):ＸＰ＿００２２８４２０３ １ꎻ苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ):ＡＣＢ８７９２０ １ꎻ
毛果杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ):ＸＰ＿００２３３１８４８ １ꎻ蓖麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ):ＸＰ＿００２５０９９１７ １ꎻ沙冬青(Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ):ＡＦＣ０１１９３ １ꎻ

黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ)ＸＰ＿００４１４５９２１ １ꎻ长筒石蒜(Ｌｙｃｏｒｉｓ ｌｏｎｇｉｔｕｂａ)ＡＦＰ４４１１４ １ꎻ番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)ＮＰ＿００１２３４２４７ １

图 ２　 ＴａＥ２ 蛋白多序列比对

Ｆｉｇ ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＥ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ２　 ＴａＥ２ 基因的组织特异性表达

组织表达模式对于基因在个体中的功能非常重

要ꎮ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ＴａＥ２ 基因在小麦 ４ 种不同

组织中的表达情况(图 ４)ꎮ 实验结果表明ꎬ在正常

生长条件下ꎬＴａＥ２ 基因在小麦根、茎、叶和种子中均

有表达ꎬ而且表达量基本一致ꎮ
２ ３　 ＴａＥ２ 基因在各种逆境胁迫下的表达模式

通过荧光定量 ＰＣＲ 对干旱、高盐和外源 ＡＢＡ ３
种胁迫下的表达量情况分析 (图 ５)ꎮ 结果表明ꎬ
ＴａＥ２ 基因对干旱和高盐胁迫比较敏感ꎬ均在 ０ ５ ｈ
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图 ３　 ＴａＥ２ 氨基酸与其他物种的系统发育树分析

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＥ２ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　 ＴａＥ２ 基因在小麦不同组织中的表达

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＥ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ

时达到最大表达量ꎬ分别是对照的 ７ ７ 倍和 ６ ８ 倍ꎬ
而后干旱胁迫下基因的表达量迅速降低ꎬ一直维持

在对照表达量水平ꎬ而在高盐胁迫下ꎬ基因的表达量

逐渐降低ꎬ到 １２ ｈ 后维持到对照表达量水平ꎮ 在

ＡＢＡ 胁迫下基因的表达量缓慢上升ꎬ到 ３ ｈ 时达到

最高ꎬ为对照的 ６ ９ 倍ꎬ然后缓慢降低ꎬ到 ２４ ｈ 后降

低到对照表达量水平并保持不变ꎮ 表达模式结果表

明ꎬＴａＥ２ 基因参与了干旱、高盐和 ＡＢＡ 胁迫响应ꎬ
可能会对提高小麦非生物逆境胁迫抗性发挥作用ꎮ
２ ４　 酵母双杂交验证互作

将诱饵载体与捕获载体共转化进入酵母细胞ꎬ
同时将 ３ 组对照组合质粒共转入酵母细胞中ꎬ在营

养缺陷型 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 培养基上划线培养ꎬ挑取单

菌落摇菌ꎬ吸取 １ μＬ 点到平板上ꎮ 酵母在 ＳＤ / ￣
Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 平板上生长证明 ２ 个质粒已经全部转化进

入酵母细胞中ꎮ 再吸取菌液点到营养缺陷型 ＳＤ / ￣
Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ 培养基上培养ꎬ结果显

示 ２ 个重组质粒共转化的酵母菌落能正常生长且菌

落显蓝色(图 ６)ꎮ 酵母双杂交系统互作结果初步证

实 ＴａＭＡＰＫ２ 和 ＴａＥ２ 蛋白发生了相互作用ꎮ

Ａ:高温胁迫ꎻＢ:高盐胁迫ꎻＣ:ＡＢＡ 胁迫　 Ａ:Ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎬＢ:Ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬＣ:ＡＢＡ Ｓｔｒｅｓｓ

图 ５　 ＴａＥ２ 基因在干旱、高盐和 ＡＢＡ 胁迫下的表达

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＴａＥ２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔꎬｈｉｇｈ￣ｓａｌｔꎬａｎｄ ＡＢＡ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

１:ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７ꎬ２:ｐＧＡＤＴ７￣ＴａＥ２ ＋ ｐＧＢＫＴ７ꎬ
３:ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７￣ＴａＭＡＰＫꎬ４:ｐＧＡＤＴ７￣ＴａＥ２ ＋ ｐＧＢＫＴ７￣ＴａＭＡＰＫ

Ａ:ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣ＬｅｕꎬＢ:ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ

图 ６　 酵母双杂交验证 ＴａＥ２ 与 ＴａＭＡＰＫ 互作

Ｆｉｇ ６　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴａＥ２ ａｎｄ
ＴａＭＡＰＫ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍ

２ ５　 ＴａＥ２ 基因的原核表达及蛋白纯化

已转入重组质粒的表达菌株经 ＩＰＴＧ １６ ℃诱导

过夜后ꎬ总蛋白经过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析ꎬ在分子量

４４ｋＤ 左右可见蛋白表达ꎬ与预期大小相同(图 ７)ꎮ
通过液氮反复冻融法分离总蛋白上清液和沉淀ꎬ经

Ｍ:蛋白分子量ꎻ１:ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 蛋白未加 ＩＰＴＧ 诱导ꎻ

２:ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 加 ＩＰＴＧ 诱导ꎻ箭头表示诱导的 ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 融合蛋白

Ｍ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎬｌｉｎｅ１:ｃｏｎｔｒｏｌꎬｌｉｎｅ ２:ＧＳＴ￣ＴａＥ２

ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ＧＳＴ￣ＴａＥ２ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ７　 重组 ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 融合蛋白的诱导

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＳＴ￣ＴａＥ２ ｐｒｏｔｅｉｎ
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过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬＧＳＴ￣ＴａＥ２ 以可溶性蛋白的形式

存在上清液中ꎮ 将分离的上清液用 ＧＳＴ 亲和层析

柱(ＧＳＴ￣Ｔｒａｐ ＨＰ)纯化蛋白ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测结果显

示蛋白条带大小约为 ４４ ｋＤ(图 ８)ꎬ无杂带出现ꎬ证
实已得到单一的目的蛋白ꎮ

Ｍ:蛋白分子量标记ꎻ１:重组 ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 融合蛋白

Ｍ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎬｌｉｎｅ１:ＧＳＴ￣ＴａＥ２ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ８　 重组 ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 融合蛋白的纯化

Ｆｉｇ ８　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＳＴ￣ＴａＥ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨论

拟南芥基因组编码 ３７ 个泛素结合酶 Ｅ２ 基因以

及 ８ 个 Ｅ２￣ｌｉｋｅ 基因ꎬ决定着蛋白泛素化的效率和特

异性[１６]ꎮ Ｅ２ 蛋白都包含一个 １５０ 个氨基酸组成的

保守催化结构域ꎬ内含有一个高度保守的半胱氨酸

(ｃｙｓｔｅｉｎｅ) 保守位点ꎻＥ２￣１ｉｋｅ 蛋白则只包含一个

ＵＢＣ 结构域ꎬ而缺少 Ｅ２ 酶的半胱氨酸催化位点ꎬ因
此没有 Ｅ２ 的酶活性ꎮ 通过酵母双杂交筛库获得的

ＴａＥ２ 基因编码的蛋白与其他物种的泛素结合酶具

有高度的相似性ꎬ其酶活性位点的 １５ 个氨基酸残基

和 ８５ 位的半胱氨酸残基与其他物种的泛素结合酶

对应的序列完全匹配ꎬ具有半胱氨酸催化位点和结

合酶的活性ꎬ因此 ＴａＥ２ 属于泛素结合酶基因ꎮ
蛋白激酶催化的蛋白磷酸化和蛋白磷酸酶催化

的去磷酸化作用在植物细胞感受各种环境信号及其

信号传递过程中起着重要作用ꎬ其中 ＭＡＰＫ 的研究

已成为一个研究热点ꎮ 研究发现ꎬＭＡＰＫ 不仅参与了

植物的生长发育过程和激素调控ꎬ还在逆境胁迫应答

过程中起着重要的作用[１７￣１９]ꎮ 在干旱、高盐、病害以

及低温等胁迫条件下ꎬ水稻 ＯｓＭＡＰＫ５ 在转录水平、蛋
白水平及其蛋白激酶的活性水平都被诱导提高ꎬ提高

转基因水稻对逆境胁迫的抗性[１７]ꎮ 拟南芥 ＭＰＫ９ 和

ＭＰＫ１２ 的基因沉默突变株系中ꎬＡＢＡ 接到的气孔关

闭过程异常ꎬ说明二者参与 ＡＢＡ 信号通路[２０]ꎮ 以

ＴａＭＡＰＫ２ 为诱饵进行酵母双杂交筛库ꎬ获得互作蛋

白 ＴａＥ２ꎬ蛋白互作实验初步验证了 ＴａＭＡＰＫ２ 与 ＴａＥ２
蛋白互作ꎮ 结果表明ꎬＴａＥ２ 可能参与 ＴａＭＡＰＫ２ 的

降解过程ꎮ 泛素蛋白酶体 Ｅ２ 与 ＭＡＰＫ 共同调控小

麦对干旱、高盐逆境响应的信号的传递、基因的表达

和细胞质的功能活动ꎬ提高植物的抗逆性ꎮ
在正常生长条件下ꎬＴａＥ２ 在植物体的根、茎、叶

和种子等器官均有表达ꎬ说明 ＴａＥ２ 在正常生长条

件下参与植物体正常的生命活动ꎮ 植物受到非生物

胁迫条件下ꎬ泛素蛋白酶体途径就会降解植物体内

产生的并不断累积的各种异常或者受损的蛋白质ꎬ
提高植物对于非生物胁迫的抗逆性ꎮ 例如拟南芥中

编码 Ｕ￣ｂｏｘ 蛋白 ＰＵＢ２２ 和 ＰＵＢ２３ 可以通过泛素化

ＲＰＮ１２ａ 来共同参与控制干旱信号转导途径[２１]ꎮ 受

胁迫诱导表达上调的基因在提高植物的生物和非生

物胁迫抗性上发挥着重要作用[２２￣２４]ꎮ 在干旱、高盐

和 ＡＢＡ 胁迫下ꎬ ＴａＥ２ 均表现出上调表达ꎬ表明

ＴａＥ２ 能够参与逆境胁迫响应ꎬ可能在提高小麦抗逆

性中发挥重要作用ꎮ 本研究诱导表达了大量的融合

蛋白 ＧＳＴ￣ＴａＥ２ꎬ并对目的蛋白进行了亲和层析纯

化ꎬ获得了高纯度的 ＧＳＴ￣ＴａＥ２ 融合蛋白ꎬ为进一步

分析 ＴａＥ２ 蛋白活性以及提高植物体抗逆性的作用

奠定了基础ꎮ
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