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大豆 GmDＲＲ与互作基因 GmDIP1 的亚细胞定位及原核表达
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摘 要:本实验室通过疫霉菌诱导大豆绥农 10 号后，获得差异表达蛋白点，通过序列拼接比对和分析，获得一个新的
大豆 GmDＲＲ基因，并通过酵母双杂筛选文库的方式获得其互作基因 GmDIP1。为进一步明确两个基因关系，对两个
基因分别进行亚细胞定位和原核表达以及重组蛋白的纯化。GmDＲＲ蛋白为外分泌蛋白，定位于细胞膜与细胞质中，
GmDIP1 基因定位于线粒体膜上，二者都成功进行了原核表达，从而获得了有表达功能和生物学活性的蛋白。
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Subcellular Localization and Prokaryotic Expression of GmDＲＲ and Its Intera-
cion GmDIP1 Gene in Soybean
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Abstract: A differentially expressed protein was separated from soybean Suinong 10 induced by Phytophthora sojae in the pre-
vious work of our lab. A new gene GmDＲＲ was obtained by sequence alignment，comparison and analysis. Then its interaction
gene GmDIP1 was screened from cDNA library by yeast two-hybrid. To make sure the interatction relationship，subcellular lo-
calization and prokaryotic expression of the two genes were designed and the recombinatnt proteins were purified. GmDＲＲ is a
exocrine protein，positioning in the cell membrane and cytoplasm. GmDIP1 locates on the mitochondrial membrane. Both
genes successfully expressed in prokaryotic，thus the proteins with expression function and biological activity were obtained.
Keywords: Soybean; GmDＲＲ; GmDIP1; Subcellular localization; Prokaryotic expression

大豆疫霉根腐病是由大豆疫霉菌( Phytophthora
sojae) 引起的一种严重危害大豆生产的世界性土传
病害。在当今大豆疫霉根腐病的研究中，新抗疫霉
根腐病基因的挖掘显得至关重要。抗性基因的分
离鉴定及功能分析对从分子水平上了解大豆抗疫

霉根腐病的分子机理具有重要的意义。本实验室
在双向电泳分离病原菌诱导后蛋白质表达谱的基

础上，重新搜索数据库注释多肽序列。对差异表达
显著的蛋白多肽进行 Blast 的同源比对及 EST 拼接
获得了 GmDＲＲ 基因［1-3］，GmDＲＲ 基因经预测发现
其有植物疾病抗性反应结构域即 Dirgent 蛋白结构
域，Dirgent 蛋白调控植物聚合酚以产生细胞壁聚合
物木质素和木酚素，抵抗病原菌或昆虫的入侵，增

强植物的防御能力［4-7］。因此 GmDＲＲ 基因是很重
要的抗病候选基因。众多其它物种的相关基因研
究结果都表明其与植物抗病相关［8-10］，但目前在大

豆中还没有相关研究的报道。本实验室通过酵母

双杂筛选文库的方法，获得了与 GmDＲＲ 互作的基
因 GmDIP1。钙离子结合蛋白质如钙调蛋白，可以
调节细胞内 Ca2 +的浓度，参与 Ca2 +信号的调控而调

节细胞的生理功能，在植物的防御反应中有重要的

作用，有研究报道，水稻类钙调磷酸酶亚基 B 蛋白
质在叶片生长和白叶枯病抗性反应中都有表达［11］。
经分析 GmDIP1 可能是大豆的一类钙调蛋白，其参
与 Ca2 +信号的调控。一个基因的亚细胞定位很大
程度上影响着它的功能，因此，确切地了解一个基

因的亚细胞定位是探究这个基因作用机制的首要

工作。为了在蛋白水平上探究它们的作用机制，现
对这两个蛋白分别进行原核表达以及重组蛋白的

纯化，为下一步蛋白活性的分析，抑菌实验，抗体的

制备，Pull-Down 互作验证奠定基础，进一步验证和
揭示 GmDＲＲ 基因抗疫霉根腐病的分子机制，为抗
病育种提供理论基础。
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1 材料与方法

1. 1 材料
拟南芥种子( Ecotype Columbia 0) ，亚细胞定位

入门载体 Fu28，Fu76，表达载体 Fu39-2，原核表达载
体 pCold-TF，大肠杆菌菌株 DH5α，BL21 均由中国
农业科学院傅永福研究员馈赠。各种内切酶，T4 连
接酶均购自 NEB 公司，LＲ ClonaseTM购自 Invitrogen
公司，DNA胶回收试剂盒购自北京全式金生物技术
有限公司，引物合成由华大基因完成，测序由诺赛

生物有限公司完成。
1. 2 方法
1. 2. 1 亚细胞定位的预测 GmDＲＲ 与 GmDIP1 的
亚细胞定位采用 https: / /www. predictprotein. org /
home在线预测。
1. 2. 2 亚细胞定位载体的构建 根据 GmDＲＲ 与
GmDIP1 的基因序列设计引物，在引物两端分别加
Xba I和 Sal I酶切位点，引物序列如下:
GmDＲＲ-F-Xba I: AGATCTATGGATGGAGACGAGGAGC
GmDＲＲ-Ｒ-Sal I: GTCGACCTAAGGATGAGAAACAGTGA-
CA
GmDIP1-F-Xba I: AGATCTATGGCAGCGGCGGC
GmDIP1-Ｒ-Sal I: GTCGACCGTTCAGTTCCAGTAATTTT-
CTTC
对目的片段成功扩增后，进行胶回收，将回收

的目的片段、载体 Fu28 分别用限制性内切酶 Xba I
和 Sal I进行 37℃酶切反应 3 h，将酶切产物 65℃酶
失活，SolutionI 连接酶 16℃过夜连接。将连接产物
转化 DH5α，于带抗性的 LB 培养基过夜培养，挑取
阳性克隆，ＲCＲ检测后送测序。将 Fu76-2 × 35S，测
序正确的 Fu28-GmDＲＲ ( Fu28-GmDIP1 ) ，FU39-2 于
试管中在 1 μL LＲ酶的作用下 25℃进行 LＲ 反应 5
h，将反应产物转化 DH5α，于带抗性的 LB培养基过
夜培养，挑取阳性克隆，ＲCＲ 检测后送测序，测序正
确的克隆用于后续试验。
1. 2. 3 拟南芥原生质体中的亚细胞定位 将生长
28 d左右的拟南芥叶片酶解 4 h。用 200 目滤网将
酶解好的原生质体过滤至离心管中，用 W5 溶液( 2
mol·L －1 NaCl，1 mol·L －1 CaCl2，0. 2 mol·L －1 MES)
洗 2 次，静置 30 min。MMg ( 甘露醇，0. 15 mol·L －1

MgCl2 ) 溶液洗 2 次，将洗好的原生质体与表达载体
的质粒混合，再加入 PEG / Ca2 +溶液，放置 30 min。
用 W5 洗 2 次，将悬浮液倒入培养板中培养，避光，
14 h左右开始用激光共聚焦荧光显微镜观察。
1. 2. 4 原核表达载体的构建 引物设计及目的片
段的扩增方法同 1. 2. 2。载体 pCold-TF分别用限制
性内切酶 Xba I 和 Sal I 进行 37℃酶切反应3 h，将
酶切产物 65℃酶失活，SolutionI 连接酶 16℃过夜连

接。将连接产物转化 DH5α，于带抗性的 LB 培养基
过夜培养，挑取阳性克隆，ＲCＲ 检测后送测序。测
序正确的单克隆进行质粒提取，转化 BL21 于带抗
性的 LB培养基过夜培养，挑取阳性克隆，ＲCＲ 检测
后正确的克隆用于后续试验。
1. 2. 5 重组蛋白的原核表达 一级活化菌液至
OD600 = 0. 4 ～ 0. 6，二级活化50 mL菌液至 OD600 =
0. 4 ～ 0. 6，取出1 mL作为阴性对照，向其余菌液中
加 1 mol·L －1的 IPTG 至终浓度为 1 mol·mL －1，与
1 mL阴性对照一起，15℃ 180 r·min －1诱导 15 h，取
出 4 mL菌液离心弃上清，其余菌液离心 － 80℃保
存。用 320 μL的 PBS 重悬。向重悬液中加入终浓
度为1 mg·mL －1的溶菌酶，冰上放置 30 min，超声，
直至菌液澄清，离心，吸上清 300 μL，－ 80℃保存或
吸出 80 μL加 20 μL 的 SDS 上样缓冲液煮 5 min。
用于 SDS-PAGE以及蛋白质印记分析。
1. 2. 6 重组蛋白的纯化 用裂解缓冲液预洗磁珠，
将表达成功的蛋白上清与磁珠放入离心管中，混

匀，4℃ 结合 90 min，离心，取 10 μL 的上清作为对
照，100 μL 的洗涤缓冲液洗磁珠 2 次，每次上清都
保留，20 μL洗脱缓冲液洗脱磁珠 3 次，每次上清都
保留，将诱导前的对照、flow-though、2 次洗涤液、3
次洗脱液，加 SDS 上样缓冲液 100℃煮 5 min，用于
SDS-PAGE分析。

2 结果与分析

2. 1 亚细胞定位的软件预测
在线预测显示，在真核生物中，GmDＲＲ 为外分

泌蛋白，GmDIP1 定位在线粒体膜上。如图 1，绿色
部分为该基因亚细胞定位的预测部位。在线预测
为接下来的亚细胞定位提供参考与依据，对确定
GmDＲＲ和 GmDIP1 蛋白的定位更有目的性和明
确性。

图 1 GmDＲＲ与 GmDIP1 亚细胞定位的预测
Fig. 1 Prediction of subcellular localization

of GmDＲＲ and GmDIP1

2. 2 亚细胞定位
构建了 2 × 35S启动 GmDＲＲ融合 GFP和 2 × 35

启动 GmDIP1 融合 GFP的载体，利用绿色荧光蛋白
的信号来确定目标蛋白的定位。在拟南芥原生质
体中，GmDＲＲ融合 GFP 在细胞膜和细胞质中均有



4 期 杨 蕊等:大豆 GmDＲＲ与互作基因 GmDIP1 的亚细胞定位及原核表达 559

绿色荧光信号( 图 2 ) ，GmDIP1 融合 GFP 在线粒体
膜上有绿色荧光信号( 图 3 ) ，初步断定 GmDＲＲ 定
位在细胞膜和细胞质中，GmDIP1 定位在线粒体膜
上。目的蛋白的定位影响着自身的功能。作为抗
病候选基因，GmDＲＲ 被定位为一种分布在细胞膜

和细胞质中的外分泌蛋白，进而识别外界信号参与

抗病途径。线粒体在能量转化，储存钙离子等过程
中起到至关重要的作用，定位在线粒体膜上的 Gm-
DIP1 蛋白，也可能参与着与能量转化和钙离子储存
相关的途径。

图 2 GmDＲＲ亚细胞定位
Fig. 2 Subcellular localization of GmDＲＲ

图 3 GmDIP1 亚细胞定位
Fig. 3 Subcellular localization of GmDIP1

2. 3 重组蛋白的原核表达
构建了 pCold-TF-GmDＲＲ，pCold-TF-GmIP1，在

蛋白 N端融合一个 His 标签，GmDＲＲ 重组蛋白大
小为 85 kDa，GmDIP1 重组蛋白大小为 73 kDa。如
图 4 ( 下) ，在目标位置，有大量的蛋白表达，两种蛋
白在上清和沉淀中均存在，为了保证实验的正确性

和严谨性，对原核表达成功的蛋白用 α-His 进行蛋
白质印记检测，如图 4( 上) ，在目的片段大小的位置
检测到了 His标签的信号。我们成功获取了有表达
功能和生物活性的 GmDＲＲ 蛋白和 GmDIP1 蛋白，
为接下来的体外生物学试验和目标蛋白蛋白质水

平的研究做好了第一步的准备。

图 4 GmDＲＲ重组蛋白与 GmDIP1 重组蛋白原核表达的
SDS-PAGE分析(下)和蛋白质印记检测(上)

Fig. 4 SDS-PAGE analysis( down) and western blot detection( up) on prokaryotic
expression of GmDＲＲ recombinant proteins and GmDIP1 recombinant proteins
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2. 4 重组蛋白的纯化
如图 5，经过蛋白的纯化，洗涤掉了非特异结合

的蛋白，将特异结合的蛋白进行洗脱，获得了与 His
磁珠特异结合的目标蛋白，在相应位置上检测到相

对单一的目标条带，这样获得的蛋白杂质更少，蛋

白纯度更高，对接下来的试验因杂质造成的影响降

到最低，保证了试验的准确性和严谨性。

1: GmDＲＲ诱导前的对照; 2: Flow-through; 3:第一次洗涤; 4:第二次洗涤; 5: 第一次洗脱; 6: 第

二次洗脱; 7: 第三次洗脱; 8: Marker; 9: GmDIP1 诱导前的对照; 10: Flow-through; 11: 第一次洗涤;

12:第二次洗涤; 13:第一次洗脱; 14:第二次洗脱; 15:第三次洗脱。

1: The CK before GmDＲＲ induced; 2: Flow-through; 3: First wash; 4: Second wash; 5: First eluate;

6: Second eluate; 7: Third eluate; 8: Marker; 9: The CK before GmDIP1 induced; 10: Flow-through;

11: First wash; 12: Second wash; 13: First eluate; 14: Second eluate; 15: Third eluate.

图 5 GmDＲＲ重组蛋白和 GmDIP1 重组蛋白的纯化
Fig. 5 Purification of the expressed GmDＲＲ recombinant proteins

and GmDIP1 recombinant proteins

3 结论与讨论

以双向电泳技术分离的抗病相关蛋白为基础，

通过同源比对和拼接预测得到的基因 GmDＲＲ，具有
显著植物疾病抗性相应( plant disease resistance pro-
tein) 即 Dirgent的结构域。通过酵母双杂筛选文库
的方法获得了可能与其互作的蛋白 GmDIP1，亚细
胞定位很大程度上反映这一个蛋白的功能，通过亚

细胞定位，了解到 GmDＲＲ为外分泌蛋白，外分泌蛋
白质合成之后要分别运送到细胞中的不同部位，以

保证细胞生命活动的正常进行。作为抗病候选基
因编码产物，GmDＲＲ分布在细胞膜和细胞质中，其
可能分泌到细胞外识别外界信号参与抗病途径。
GmDIP1 是一个定位在线粒体膜上的蛋白，线粒体
在能量转化，三羧酸循环，氧化磷酸化，储存钙离子

的过程中起到至关重要的作用，线粒体可以储存钙

离子，可以和内质网、细胞外基质等结构协同作用，
从而控制细胞中的钙离子浓度的动态平衡。线粒
体也参与细胞凋亡时的钙离子信号转导。Ca2 +在

生物体响应外界胁迫中发挥重要作用，在植物的防

御反应中钙调蛋白也有重要的作用，因此 GmDIP1
很可能参与钙离子的一系列调节，从而影响生物体

对外界胁迫的响应以及植物的防御反应。此外，还
通过原核表达，成功获得了具有表达功能和生物学

活性的大豆 GmDＲＲ 蛋白和 GmDIP1 蛋白，纯化后
的蛋白为下一步蛋白活性的分析、抑菌试验、抗体
的制备以及 Pull-Down互作验证等奠定基础。
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