
大 豆 科 学 Ｓｏｙｂｅａｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｈｔｔｐ: / / ｄｄｋｘ. ｈａａｓｅｐ. ｃｎ

２０２３ꎬ４２(３):３０４￣３０９
ＤＯＩ:１０. １１８６１ / ｊ. ｉｓｓｎ. １０００￣９８４１. ２０２３. ０３. ０３０４

大豆 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因克隆、原核表达及纯化

刘　 鑫ꎬ李文辰ꎬ康　 越ꎬ齐泽铮ꎬ于　 璐ꎬ王　 芳

(齐齐哈尔大学 生命科学与农林学院 / 抗性基因工程与寒地生物多样性保护黑龙江省重点实验室ꎬ黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６)

摘　 要:大豆 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因编码 １ 个 ＲＩＮＧ￣Ｈ２ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ 蛋白ꎬ其表达水平受大豆胞囊线虫侵染影响ꎮ 为促进

该基因在抗线虫研究中的应用ꎬ利用生物信息学和 ＰＣＲ 方法对该基因序列进行分析ꎬ并从抗病大豆品种中克隆基因

ＣＤＳ 区ꎮ 构建 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 原核表达载体ꎬ转化至大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)菌株中ꎬ并诱导 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００
蛋白表达ꎬ设置不同菌液浓度、ＩＰＴＧ 浓度、温度及诱导时间ꎬ并采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳方法进行检测ꎬ分析诱导该蛋白表

达的较好条件ꎮ 结果显示:Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因编码 ２６０ 个氨基酸ꎬ蛋白分子质量为 ２７. ８８ ｋＤａꎬ在 １０２ ~ １４５ 个氨基

酸区间具有 １ 个 ＲＩＮＧ 保守结构域ꎮ 温度是影响该蛋白表达的主要因素ꎮ 该蛋白是不溶于水的包涵体蛋白ꎬ经变性

裂解等试剂处理后可获得纯化蛋白ꎮ 研究结果为 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白的功能分析奠定了理论及材料基础ꎮ
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ｓｏｙｂｅａｎ ｃｙｓｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｌａｒｉｆｙｉｎｇ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ＣＤＳ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ａ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｙ ｂｙ ＰＣＲ
ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ. ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ (ＤＥ３) ｓｔｒａｉｎꎬ ｗｅ ｓｅｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
ａｎｄ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｉｍｅｓꎬ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｅｓ ２６０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ
２７􀆰 ８８ ｋＤａ ａｎｄ ａ ＲＩＮＧ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ １０２￣１４５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆａｃｔｏｒ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ａ ｗａｔｅｒ￣
ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｅａｖａｇｅ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｉｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ ｐｒｏｔｅｉｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｏｙｂｅａｎꎻ Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ＲＩＮＧ￣ｔｙｐｅ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ

　 　 泛素化(ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ)修饰是一种真核生物体

内的蛋白质降解过程ꎬ介导生物与非生物胁迫反

应[１]ꎮ 过程主要需要 ３ 种酶:Ｅ１ 泛素激活酶、Ｅ２ 泛
素结合酶和 Ｅ３ 泛素连接酶ꎮ 在这 ３ 种酶中ꎬＥ３ 泛

素连接酶在确定泛素化的特异性方面起着核心作

用[２]ꎮ 目前 Ｅ３ 泛素连接酶根据作用机制和结构
域ꎬ分为 ＨＥＣＴ (Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ ｔｈｅ Ｅ６￣ＡＰ Ｃａｒｂｏｘｙ
Ｔｅｒｍｉｎｕｓ)结构域家族、ＲＩＮＧ 结构域家族、Ｕ￣ｂｏｘ 结

构域家族和 ＣＲＬｓ(Ｃｕｌｌｉｎ￣ＲＩＮＧ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅｓ)结

构域家族 ４ 个主要的亚家族[３]ꎮ 其中 ＲＩＮＧ 型结构
域的泛素连接酶是分布较为广泛、种类众多的一类ꎮ

大量研究表明ꎬＲＩＮＧ 家族蛋白广泛参与植物

的生理生化以及抗逆进程ꎮ 例如ꎬＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 泛素

连接酶 ＤＡ２ 调控种子大小[４]ꎮ 小麦 ＴａＲＺＦ７０ 蛋白

具有 ４ 个 ＲＩＮＧ￣Ｈ２ 结构ꎬ参与干旱响应[５]ꎮ 大豆

ＧｍＡＩＲＰ１ 具有典型的 ＲＩＮＧ￣ｆｉｎｇｅｒ 结构域ꎬ在植物

响应高盐和干旱胁迫中发挥正调控作用[６]ꎮ ＲＩＮＧ￣
ｆｉｎｇｅｒ 蛋白具有 Ｅ３ 泛素连接酶活性ꎬ可以降解蛋

白ꎬ调控植物对生物胁迫的响应ꎮ 近年来的研究表

明许多 Ｅ３ 泛素连接酶基因在植物抗病免疫过程中

发挥了重要作用ꎮ 水稻 ＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 泛素连接酶

ＸＢ３ 与受体样激酶(ＲＬＫ)蛋白 ＸＡ２１ 相互作用ꎬ该
蛋白 对 水 稻 白 叶 枯 菌 ( Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｏｒｙｚａｅ ｐｖ.
ｏｒｙｚａｅ)引起的细菌性枯萎病具有抗性[７]ꎮ 拟南芥

ＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 泛素连接酶 ＭＩＥＬ１ 负调控植物抗病

性[８]ꎮ ＡＴＬ ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｔóｘｉｃｏｓ ｅｎ Ｌｅｖａｄｕｒａ Ｅ３
Ｌｉｇａｓｅ) 是 ＲＩＮＧ 家族中较为特殊的一类ꎬ 具有

ＲＩＮＧ￣Ｈ２ 结构ꎬ是位于 Ｎ 端的疏水结构域和 ＧＬＤ
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区域ꎬ在植物诱导子介导的信号转导中发挥重要作

用[９]ꎮ 拟南芥中的一些其他 ＡＴＬ 成员ꎬ包括 ＡＴＬ１、
ＡＴＬ６、ＡＴＬ９ 和 ＡＴＬ５５ / ＲＩＮＧ１ꎬ在植物免疫中发挥作

用[１０￣１３]ꎮ 紫花苜蓿 ＡＴＬ 基因 ＯｓＢＩＲＦ１ 参与对烟草
花叶病毒和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ ｐｖ. ｔａｂａｃｉ 的防御

反应[１４]ꎮ 然而目前尚鲜有关于大豆 ＲＩＮＧ 家族蛋
白参与防御反应的相关报道ꎮ

本课题组前期研究中发现大豆 Ｇｌｙｍａ０３ｇ￣
２６３０００ 基 因 受 大 豆 胞 囊 线 虫 ( Ｓｏｙｂｅａｎ Ｃｙｓｔ
ＮｅｍａｔｏｄｅꎬＳＣＮꎬＨｅｔｅｒｏｄｅｒａ ｇｌｙｃｉｎｅｓ Ｉｃｈｉｎｏｈｅ)诱导后

显著表达[１５]ꎬ推断该基因可能在大豆抗 ＳＣＮ 方面
发挥作用ꎮ 本研究以灰皮支黑豆为材料ꎬ克隆

Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因 ＣＤＳ 区域ꎬ构建 Ｈｉｓ 标签原核

表达载体并在大肠杆菌中表达ꎬ进而获得纯化蛋

白ꎬ并优化 ＩＰＴＧ 浓度、温度及诱导时间等蛋白表达

诱导条件ꎮ 本研究为检测 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白在

植物体内、外的活性及其生物学功能研究奠定理论

及材料基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

供试大豆品种为灰皮支黑豆(沈阳农业大学北

方线虫研究所赠送)ꎮ
宿主菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ) ＤＨ５α 由本试验室保

存ꎬ宿主菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)购自天根生化科技(北京)
有限公司ꎮ

克隆载体 ｐＧＥＭ￣Ｔ ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ 购自普洛麦格生

物技术有限公司ꎬ原核表达载体 ｐＥＴ３０ａ 购自杭州

宝赛生物科技有限公司ꎮ 限制性内切酶 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ
(Ｃｏｄｅ Ｎｏ. １０６０Ｓ)和 Ｘｈｏ Ｉ(Ｃｏｄｅ Ｎｏ. １０９４Ｓ)、ＤＮＡ
Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ２. １(Ｃｏｄｅ Ｎｏ. ６０２２Ｑ)均购自宝日

医生物技术(北京)有限公司ꎮ 琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回

收试剂盒(增强型) ＴＩＡＮｇｅｌ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(ＤＰ２１９￣
０２)购自天根生化科技(北京)有限公司ꎬ质粒小量

提取试剂盒 Ｐｌａｓｍｉｄ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(Ｄ１００￣５０Ｔ)
购自北京索莱宝科技有限公司ꎬＨｉｓ 标签蛋白纯化

试剂盒(耐变性剂型型) Ｈｉｓ￣ｔａｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ(Ｄｅｎａｔｕｒａｎｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ)购自碧云天生物技术ꎮ 低

分子量蛋白 ｍａｒｋｅｒ 购自赛文创新北京科技有限

公司ꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １ 　 生物信息学分析 　 在 ＮＣＢＩ 网站(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ)查找 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因

编码的氨基酸序列ꎬ利用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 在
线软 件 分 析 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋 白 质 分 子 质 量

(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )ꎻ采用 ＳＭＡＲＴ
在线软件( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / ) 预测

蛋白保守结构域ꎻ利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓ

ｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )分析蛋白三级结构ꎮ
１. ２. ２　 基因 ＣＤＳ 区克隆　 根据 ＮＣＢＩ 中大豆参考

序列 ＸＭ ＿ ００３５２１７８８ꎬ 使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 在线软件

( ＨＴＴＰＳ: / / ＷＷＷ. ＳＮＡＰＧＥＮＥ. ＣＯＭ / ＳＮＡＰＧＥＮＥ￣
ＶＩＥＷＥＲ)设计基因特异性扩增引物 (上游引物:
５′￣ｃｃＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＧＴＧＡＣＴＣＴＴＣＣＧＣ￣３′ꎬ 下 游 引

物:５′￣ｃｃｇＣＴＣＧＡＧＧＣＴＣＣＣＴＧＡＴＣＣＴＧＧＴＴＧ￣３′)ꎬ下

划线部分分别代表 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎮ 以

ｃＤＮＡ 为模板扩增目的序列ꎬＰＣＲ 扩增体系:模板、
上下游引物各 ２ μＬ、Ｔａｑ 酶 ２５ μＬ、ｄｄＨ２ Ｏ １９ μＬꎮ
ＰＣＲ 反应程序为:９４ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性

３０ ｓꎬ５８ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ９０ ｓꎬ３８ 个循环ꎻ
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经胶回收后克隆到

ｐＧＥＭ￣Ｔ ｅａｓｙ 载体中ꎬ将阳性质粒送交生工生物工

程(上海)股份有限公司测序ꎮ
１. ２. ３　 原核表达载体构建　 用 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 和 Ｘｈｏ Ｉ 将
测序正确的阳性克隆质粒与原核表达载体 ｐＥＴ３０ａ
进行双酶切ꎬ经琼脂糖凝胶电泳后回收目的片段ꎬ
将其连接到表达载体上ꎬ构建重组原核表达载体

ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ꎮ 将重组质粒转化至大肠

杆菌 ＤＨ５αꎬ经菌液 ＰＣＲ 以及质粒双酶切鉴定为阳

性后送至生工生物(上海)股份有限公司测序ꎬ测序

正确的阳性菌株保存备用ꎮ
１. ２. ４　 重组蛋白诱导表达条件优化　 将测序后的

重 组 质 粒 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 转 化 Ｒｏｓｅｔｔａ
(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ挑取单菌落接种于 ＬＢ 液体培

养基(含有 ５０ μｇ􀅰ｍＬ －１ Ｋａｎ)中ꎬ３７ ℃ꎬ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ －１ꎬ
过夜培养菌液ꎮ 按菌体体积分数 １％将菌液接种于

５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 (含有 ５０ μｇ􀅰ｍＬ － １ Ｋａｎ)ꎬ
３７ ℃ꎬ１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ － １培养至 ＯＤ６００为 ０. ４ ~ ０. ６ꎬ加入终

浓度分别为 ０. １ꎬ０. ２ꎬ０. ５ 和 １. ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １的 ＩＰＴＧꎬ
３７ ℃振荡培养 ４ ｈꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 同时ꎬ在
菌液 ＯＤ６００ 分别为 ０. ６ꎬ０. ８ꎬ１. ０ 时加入终浓度为

１􀆰 ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １的 ＩＰＴＧꎬ分别在 ２８ 和 ３７ ℃时诱导ꎬ
在 ０ꎬ２ꎬ４ꎬ６ ｈ 取样并进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ
１. ２. ５　 蛋白可溶性鉴定　 取 １ ｍＬ 诱导和未诱导的菌

液ꎬ４ ℃保存备用ꎬ剩余诱导菌液于 ４ ℃ꎬ５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ －１

离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集菌体沉淀ꎮ 菌体用 １ × ＰＢＳ 缓

冲液重悬ꎬ冰上超声破碎ꎬ４ ℃ꎬ５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心

１５ ｍｉｎꎬ收集上清与沉淀ꎮ 分别进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳检测ꎮ
１. ２. ６　 重组蛋白纯化　 向培养的菌体中加入变性

裂解液重悬ꎻ冰上超声破碎细胞ꎻ４ ℃ꎬ１０ ０００ ｇ 离心

３０ ｍｉｎꎬ保留 ２０ μＬ 上清ꎬ用于后续检测ꎬ收集余下

上清置于冰上ꎻ取 ３０ μＬ 混合均匀的 ５０％ 变性凝

胶ꎬ平衡凝胶 ３ 次后加入上清液ꎬ４ ℃缓慢摇动ꎬ使
上清与凝胶充分结合ꎻ混合液装入空柱管中ꎬ打开
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底部盖子使液体流出ꎬ收集穿流液ꎻ用 １ ｍＬ 变性裂

解液反复洗柱 ５ 次ꎻ加入 １ ｍＬ 变性洗涤液洗柱

５ 次ꎻ加入 ５００ μＬ 变性洗脱液洗脱蛋白 ５ 次ꎮ 对收

集到的样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白生物信息学分析

分析结果显示ꎬＧｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因编码 ２６０
个氨基酸ꎬ蛋白分子质量为 ２７. ８８ ｋＤａꎬ该蛋白包含

１ 个 ＲＩＮＧ 保守结构域ꎬ位于第 １０２ ~ １４５ 个氨基酸

(图 １)ꎮ Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白三级结构预测结果

如图 ２ 所示ꎮ

图 １　 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白保守结构域示意图

Ｆｉｇ. １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ

２. ２　 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因 ＣＤＳ 区克隆

以灰皮支黑豆根的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增得

到 １ 条约 ７８０ ｂｐ 的条带(图 ３) ꎬ测序结果与ＮＣＢＩ
数据 库 检 索 的 序 列 一 致ꎬ 表 明 成 功 扩 增 出

Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因ꎮ

图 ２　 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 注:Ｍ. ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ １ ~ ４. 目的基因 ＰＣＲ 产物ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １￣４. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ.

图 ３　 ＰＣＲ 扩增片段电泳检测

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２. ３　 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 重组质粒构建

利用 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶切位点将 Ｇｌｙｍａ０３ｇ￣
２６３０００ 基因连接到原核表达载体 ｐＥＴ３０ａ 上ꎬ菌液

ＰＣＲ(图 ４Ａ)与质粒双酶切电泳表明该基因成功与

ｐＥＴ３０ａ 载体连接(图 ４Ｂ)ꎮ

　 　 注:Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ４. 菌液 ＰＣＲꎻ５ ~ ８. ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 质粒双酶切ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １￣４. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ ＰＣＲꎻ ５￣８. ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ ｐｌａｓｍｉｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ.

图 ４　 重组质粒菌液 ＰＣＲ 及双酶切验证

Ｆｉｇ. ４　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ＰＣＲ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

２. ４　 重组蛋白表达条件筛选

将重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 转化到
Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)菌株中ꎬ扩大培养至菌液 ＯＤ６００达到 ０. ６
时ꎬ分别加入终浓度为 ０. １ꎬ０. ２ꎬ０. ５ 和 １. ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１

ＩＰＴＧꎬ３７ ℃诱导 ４ ｈꎬ分析不同 ＩＰＴＧ 诱导浓度对蛋
白表达的影响ꎮ 结果显示ꎬ不同处理均在约 ３４ ｋＤａ
处有目的蛋白条带ꎬ在 ＩＰＴＧ 浓度为 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １时

表达量最高(图 ５Ａ)ꎬ说明此浓度更适合重组蛋白
的表达ꎮ

在菌液 ＯＤ６００分别为 ０. ６ꎬ０. ８ꎬ１. ０ 时加入终浓

度为 １. ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １的 ＩＰＴＧꎬ分别在 ２８ 和 ３７ ℃时诱
导ꎬ在 ０ꎬ２ꎬ４ꎬ６ ｈ 取样并进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 在
２８ ℃诱导 ４ ｈ 表达量最高(图 ５Ｂ)ꎮ 在 ３７ ℃ꎬ不同
菌液 ＯＤ６００处理间差异不明显(图 ５Ｃ)ꎮ 结果说明ꎬ
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２８ ℃诱导 ４ ｈ 更适合 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 重组 蛋白的表达ꎮ

　 　 注: Ａ. 不同 ＩＰＴＧ 诱导浓度对蛋白表达的影响ꎻＭ. 蛋白分子量 ｍａｒｋｅｒꎻ１. 未诱导空载ꎻ２ ~ ５. 浓度 ０. １ꎬ ０. ２ꎬ ０. ５ꎬ

１. ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＩＰＴＧ 诱导的空载ꎻ ６. 未诱导重组蛋白ꎻ ７ ~ １０. 浓度 ０. １ꎬ０. ２ꎬ０. ５ꎬ１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＩＰＴＧ 诱导的重组蛋白ꎮ
Ｂ. ２８ ℃下不同 ＯＤ６００值以及诱导时间对蛋白表达的影响ꎻ １. 未诱导空载ꎻ ２. 诱导空载ꎻ ３. 未诱导重组蛋白ꎻ ４ ~ ６. ＯＤ６００

为 ０􀆰 ６ 时诱导 ２ꎬ４ꎬ６ ｈ 的重组蛋白ꎻ ７ ~ ９. ＯＤ６００为０. ８ 时诱导２ꎬ４ꎬ６ ｈ 的重组蛋白ꎻ １０ ~ １２. ＯＤ６００为１. ０ 时诱导２ꎬ４ꎬ６ ｈ 的

重组蛋白ꎮ Ｃ. ３７ ℃下不同 ＯＤ６００值以及诱导时间对蛋白表达的影响ꎬ其它序号同 Ｂ 图ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎻ Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ

ｕｎｉｎｄｕｃｅｄꎻ ２￣５. Ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０. １ꎬ ０. ２ꎬ ０. ５ꎬａｎｄ １. ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＩＰＴＧꎻ ６. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄꎻ ７￣１０.

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０. １ꎬ ０. ２ꎬ ０. ５ꎬａｎｄ １. ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＩＰＴＧ. Ｂ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ２８ ℃ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｔｉｍｅｓꎻ １. Ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄꎻ ２. Ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄꎻ ３. Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ４￣６.

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ２ꎬ ４ꎬａｎｄ ６ ｈ ｗｉｔｈ ＯＤ６００ ａｔ ０. ６ꎻ ７￣９. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ２ꎬ ４ꎬ ６ ｈ ｗｉｔｈ ＯＤ６００ ａｔ

０. ８ꎻ １０￣１２. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ２ꎬ ４ꎬａｎｄ ６ ｈ ｗｉｔｈ ＯＤ６００ ａｔ １. ０. Ｃ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ３７ ℃ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｔｉｍｅｓꎬ ｏｔｈｅｒｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｂ.

图 ５　 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白诱导表达条件筛选

Ｆｉｇ. ５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ ｐｒｏｔｅｉｎ

２. ５　 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白可溶性鉴定与蛋白纯化

对 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 重组蛋白的可溶性进行鉴

定显示ꎬ上清液中无目的蛋白ꎬ而沉淀中包含目的

蛋白ꎬ推断重组蛋白 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 为不可溶的

包涵体蛋白(图 ６Ａ)ꎮ 将沉淀中的蛋白纯化ꎬＨｉｓ

标签的 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 重组蛋白经纯化

后ꎬ进行ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎬ在变性裂解液洗涤

后非特异结合蛋白基本洗除ꎬ在洗脱液泳道出现

目的条带ꎬ回收后可获得纯化的 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００
蛋白(图 ６Ｂ)ꎮ

　 　 注: Ａ. 可溶性鉴定ꎻ Ｍ. 蛋白分子量 ｍａｒｋｅｒꎻ １. 空载未诱导ꎻ ２. 空载诱导ꎻ ３. 重组未诱导ꎻ ４. 重组诱导ꎻ ５. 重组诱导的全菌

液ꎻ ６. 重组诱导的上清ꎻ ７. 重组诱导的沉淀ꎮ Ｂ. 蛋白纯化ꎻ １. 空载ꎻ ２. 重组蛋白未诱导ꎻ ３. 细菌裂解液ꎻ ４. 上样穿流液ꎻ ５ ~ ６. 变
性裂解液洗涤ꎻ ７ ~ １０. 洗脱液ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄꎻ ２. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄꎻ ３.
Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄꎻ ４. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄꎻ ５. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄꎻ ６. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ７. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｅｄｉｍｅｎｔ. Ｂ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ １. Ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄꎻ ２. Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｌｙｓａｔｅꎻ ４. Ｐａｓｓｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｉｑｕｉｄ ｏｆ ｓａｍｐｌｅꎻ ５￣６. Ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ｌｙｓａｔｅꎻ ７￣１０. Ｅｌｕｅｎｔ.

图 ６　 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白的可溶性鉴定及纯化

Ｆｉｇ. ６　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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３　 讨论

ＲＩＮＧ 结构域是 １ 个 ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ(ＺＦ)型蛋白质

结构区域ꎬ包含 ４０ ~ ６０ 个氨基酸残基ꎬ其一致序列

为 Ｃｙｓ￣Ｘ２ ￣Ｃｙｓ￣Ｘ(９￣３９) ￣Ｃｙｓ￣Ｘ(１￣３) ￣Ｈｉｓ￣Ｘ(２￣３) ￣Ｃｙｓ / Ｈｉｓ￣
Ｘ２ ￣Ｃｙｓ￣Ｘ(４￣４８) ￣Ｃｙｓ￣Ｘ２ ￣ Ｃｙｓ[１６]ꎮ 越来越多研究表明ꎬ
含 ＲＩＮＧ 结构域蛋白通常具有 Ｅ３ 泛素连接酶活性ꎬ
它们在其泛素化的靶蛋白中发挥作用ꎬ调节多种细

胞活动ꎬ包括生长素信号传导、防御信号传导、多种

非生物胁迫反应等[１７￣１８]ꎮ 其中ꎬＲＩＮＧ￣Ｈ２ 是 ＲＩＮＧ￣
ＺＦ 中的典型蛋白ꎬ到目前为止ꎬ关于植物中含有

ＲＩＮＧ￣Ｈ２ 结构域的 ＡＴＬ 蛋白功能研究主要包括病

原物防御和植物的生长发育[１９￣２０]ꎮ
真核生物和原核生物表达系统均可用于表达

融合蛋白ꎮ 无论使用哪种表达系统ꎬ对于载体和宿

主菌的选择都至关重要ꎮ 由于原核表达系统因为

具有试验周期短、蛋白得率高的特点ꎬ被广泛应

用[２１]ꎮ 其中ꎬ在大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)中表达

蛋白是获得目的蛋白最简便快速的方法ꎬ且成本较

低ꎮ 在实际试验中ꎬ通常根据不同的需要ꎬ选择不

同的表达菌株ꎮ 在大肠杆菌中ꎬ由于 ｔＲＮＡ 的种类

和数量的不同会造成对某些密码子的偏爱性ꎮ 被

频繁使用的为偏爱密码子ꎬ而不被经常使用或利用

率低的为稀有密码子[２２￣２３]ꎮ Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因

稀有密码子较多ꎬ偏爱密码子较少ꎮ 鉴于此ꎬ本研

究选择 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)菌株表达目的蛋白ꎬ该菌株补

充大肠杆菌缺乏的 ６ 种稀有密码子(ＡＵＡ、ＡＧＧ、
ＡＧＡ、ＣＵＡ、ＣＣＣ、ＧＧＡ)对应的 ｔＲＮＡꎬ提高真核基因

在原核系统中的表达水平ꎮ
本研究将大豆 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 基因构建到原

核表达载体 ｐＥＴ３０ａ 上ꎬ该载体在 ＭＣＳ 区 Ｃ 端和 Ｎ
端各包含 ６ 个连续的 Ｈｉｓ 标签ꎮ 预计表达产物 Ｎ 端

含 ｐＥＴ３０ａ 载体序列编码表达的 ５９ 个氨基酸ꎬＣ 端

含有 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 序列编码表达的 ２６０ 个氨基

酸ꎬ分子量大小为 ３４. ３７ ｋＤａꎬ本研究结果显示

Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 目的条带分子量约为 ３４ ｋＤａꎬ表达

产物与理论值相符ꎮ ＩＰＴＧ 诱导条件优化结果表明ꎬ
１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＩＰＴＧ 诱导下蛋白表达量最高ꎬ但与其他

诱导浓度下的表达量相差不多ꎬ与前人的研究结果

相似[２４]ꎮ 不同 ＯＯ６００值对于蛋白表达的影响不大ꎮ
Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白的表达和形成快慢受温度影

响较大ꎬ在 ２８ ℃诱导下表达量较高ꎮ 蛋白可溶性鉴

定结果表明该蛋白以包涵体形式存在ꎬ可能由于重

组蛋白是大肠杆菌的异源蛋白ꎬ且蛋白诱导表达太

快ꎬ重组蛋白未能及时折叠而形成蛋白颗粒[２５]ꎮ
本研 究 对 含 Ｈｉｓ 标 签 的 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ￣

２６３０００ 重组蛋白进行纯化ꎬ在变性裂解液洗涤后非

特异结合蛋白基本洗除ꎬ在洗脱液泳道出现纯化蛋

白目的条带ꎮ 绝大多数 ＲＩＮＧ 和 Ｕ￣ｂｏｘ 结构域纯化

蛋白经体外泛素化检测ꎬ具有 Ｅ３ 活性[２６]ꎮ 本研究

通过原核表达获得纯化蛋白ꎬ这将有助于进一步了

解该蛋白的基本特性ꎬ为体外泛素化研究试验奠定

基础ꎮ 同时研究结果为 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白酶学

功能鉴定及蛋白体外互作等研究奠定了基础ꎮ

４　 结论

本研究利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法从大豆中克隆了

Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 的完整编码框ꎮ 该基因编码 ２６０
个氨基酸ꎬ蛋白分子质量为 ２７. ８８ ｋＤａꎬ该蛋白在第

１０２ ~ １４５ 个氨基酸包含 １ 个 ＲＩＮＧ 保守结构域ꎮ 成

功构建 ｐＥＴ３０ａ￣Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 融合表达载体ꎬ其
在大肠杆菌中高效表达及纯化的最佳诱导条件为:
ＩＰＴＧ 添加量为 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ２８ ℃诱导 ４ ｈꎮ 结果为

研究 Ｇｌｙｍａ０３ｇ２６３０００ 蛋白在植物体内外的活性及

生物功能奠定理论及材料基础ꎮ
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