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摘要!
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&属于花器官建成
6789

模型中的
9

类基因! 为了揭示
:9;+

蛋白是如何形成多聚体的!

以及多聚体与其生物学功能之间的联系! 开展了拟南芥
/$&=->"?3-3 4*&'-&%& 6<:9;+

蛋白质体外可溶性表达实验!

构建了原核表达载体! 并在大肠埃希菌
<3@*+$-@*-& @"'-

细胞中进行重组蛋白的诱导表达' 从蛋白不同的结构域( 诱

导时间和诱导温度等方面对蛋白的可溶性表达进行了分析' 最后以
=9>#!3?

为表达载体! 大肠埃希菌表达菌株
<A

@"'-

)

@&.A<<B

*为宿主菌株!

00 $

诱导表达
!3 C

! 获得不同片段的
6<:9;+

可溶性蛋白' 通过镍柱及分子层析色谱柱

分离纯化! 表明
6<:9;+

蛋白以四聚体形式存在' 图
"
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花器官的研究一直以来是植物发育学研究中的一大热点*
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( 在拟南芥
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和金鱼草
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的花器官同源异型突变体的遗传学研究基础上" 首先提出了 +

678

,

模型" 随后
>CA'!A/

等'

0

(又陆续提出了有关植物花发育的新模型" 即+

678b

,模型- +

678b9

,模型及四元

体模型* 目前" 对于酵母
c8cP#
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究主要集中在它们的遗传学功能!

!

"及其植物新陈代谢调控方面!
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# 通过对拟南芥突变体的研究$ 证明
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基因对于花粉的成熟及花粉管的形成有着重要作用!

$
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基因是编码
%&'(

蛋白

的转录因子& 在双子叶植物中基因的功能表现出不同程度的冗余性和亚功能化!

$
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类开花基因的同源

蛋白在花器官的发育形成方面比其他
&*+*,

类转录因子更重要!
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属于
)

类的拟南芥
$,%0

型基

因& 编码蛋白在
%&'( 123

家族形成四聚体复合物过程中起着重要作用!

-
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%
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蛋白在开花过程中主

要通过与其他蛋白互作!

4

"

& 参与了许多调控开花过程!

0

"

%

()5!

蛋白是否只是在结合其他转录因子后形成

异聚复合物!

"6

"时才发挥作用& 还是在形成同源多聚体后也有生物学功能& 目前尚不清楚% 已有的研究证

明'

%&'(

蛋白与特异的
'7&

结合形成同源多聚体并行使其功能!

""

"

& 但
()5!

蛋白同源多聚体形成的作

用机制及其与功能之间的关系& 至今还没有明确的答案% 本研究尝试通过体外表达纯化可溶性
()5!

蛋

白的途径加以分析& 将不同结构域的
$-!"+!

基因& 克隆到原核表达载体
8)9!"$1

上& 诱导表达后筛选

获得可溶性表达& 纯化获得高质量的
&:()5!

蛋白% 这项工作为通过
&:()5!

蛋白的结构功能解析来分

析植物花形成分子机制提供了重要基础%
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材料与方法

!!!

材料

哥伦比亚(

,2;<=1>?

&

,2;

)野生型拟南芥由浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验室培育基地实

验室栽植# 大肠埃希菌
"./0*1(/0(2 /3'( '@$!

感受态细胞& 表达菌株
45 /3'(

*

A2BC::?

+以及表达质粒
8)9!

"$1

为浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验室培育基地保存,

A7&

提取试剂盒购自北京鼎国昌盛

有限公司,

'7&

聚合酶- 各种
'7&

限制性内切酶及
'7&

购自宝生物工程.大连/有限公司,

'7&

连接

酶购自
7CD )EF;?EG

公司,

'7&

纯化试剂盒- 胶回收试剂盒购自天根生化科技.北京/有限公司, 引物由

生工生物工程.上海/股份有限公司合成, 其余各试剂均为国产分析纯0

"!#

实验方法

"HIJ" &:()5!

原核表达载体的构建 用
9K>L2;

法提取拟南芥花芽组织
A7&

& 反转录得到
M'7&

% 根据拟

南芥的
()5!

基因的
M'7&

保守序列设计
I

个不同结构域.包括
%NO,

域&

NO,

部分/的引物& 聚合酶链

式反应.

82;P=CK?BC MQ?>E KC?M:>2E

&

5,A

/扩增后得到的产物连接到
8%'"4!9

载体并转化到大肠埃希菌

'@$!

后取样测序% 将测序验证正确的菌株扩大提取质粒后& 用
6/3"

和
7289"

双酶切提取的质粒和

8)9!"$1

载体&

'7&

胶回收试剂盒回收酶切产物后将片段和载体
"- "

过夜连接后转化大肠埃希菌

'@$!

并涂布氨苄抗性的
R+

平板上& 挑菌培养后菌液
5,A

检测& 并送菌样品测定碱基序列& 克隆得到

不同结构域片段的
&:()5!

原核表达载体%

"JIJI

重组
&:()5!

蛋白的可溶性条件筛选 不同的诱导温度对于原核表达蛋白的可溶性有密切的关系&

高温条件下菌株快速表达目的蛋白容易使蛋白形成不正确的构象折叠最后以包涵体的形式存在& 不利于

获得可溶性的蛋白% 测序鉴定正确的重组质粒转化于表达宿主菌株
"5 /3'(

1

A2BC::?

+中&

!/ "

培养
"$J6

Q

& 挑取单菌落转接到
"66J6 =R

的含
$6J6 =F

2

R

#"卡那霉素的
R+

液体培养基中& 在
!/ "

& 培养
!J6 Q

&

菌液浓度在吸光度
:

.

#

/

-66

为
6J#S6J-

时& 加入终浓度为
6J" ==2;

2

R

$" 的异丙基硫代半乳糖苷.

N59T

/& 分

别在
!/ %

&

$J6 Q

和
II "

&

"$J6 Q

不同的温度及时间条件下诱导培养3 确定适合诱导的培养温度#

"JIJ! &:()5!

重组蛋白的多肽指纹图谱验证 上述纯化得到的重组蛋白经聚丙烯酰氨凝胶电泳.

('(!

5&T)

/分离检测& 考马斯亮蓝染色后& 用手术刀小心切取目的条带& 置于
"J$ =R

离心管中.加入小量双

蒸水
GG@

I

U

/& 由北京信科奥达科技有限公司做肽质量指纹图谱鉴定分析#

"JIJ#

重组
&:()5!

蛋白的纯化 使用
7>!97&

树脂初步纯化后用凝胶过滤层析柱纯化可溶性的融合蛋

白# 具体步骤如下'

$ 666 F

离心收集菌液沉淀& 加入
"6J6 =R 6J$ =2;

4

R

$"氯化钠&

I6J6 ==2;

4

R

$"三羟

甲基氨基甲烷
!

盐酸.

9K>B!@,;

/

8@ 4J6

的裂解液& 冰水下功率为
I66 V

&

$ B

开
4 B

关超声
"6J6 =>E

& 静置

!6J6 =>E

后
# "

条件
"/ 666 K

4

=>E

$"离心
#6J6 =>E

% 收集上清液& 平衡好
7>!79&

柱& 将上清液上柱& 在

冰上用摇床缓慢结合
!6J6 =>E

后& 收集未特异性结合
7>!79&

柱的杂蛋白& 分别用
"6

个柱体积的不同

咪唑浓度梯度的缓冲液.

#*I6*46 ==2;

4

R

$"咪唑&

6JI =2;

4

R

$" 氯化钠&

I6J6 ==2;

4

R

$"

9K>B!@,; 8@ 4J6

/洗脱

非特异性结合的杂蛋白& 最后用
"6

倍体积的洗脱溶液.

I66J6 ==2;

4

R

$"咪唑&

6JI =2;

4

R

$" 氯化钠&

I6J6

周佳平等' 拟南芥
()5&RR&9&!

蛋白质原核表达与纯化 "$
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图
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重组蛋白构建图

123456 & ,-.(/0 '57-628 97:;28 <78=-54<-278

图
! ,-.(/0

融合蛋白的可溶性表达筛选

123456 ! .<5668283 >75 =7?4+?6 ,-.(/0 '57-628 6@'56==278

::7?

!

A

"&

)52=!BC? 'B DE"

"冲洗收集目的蛋白# 使用凝胶过滤层析柱纯化目的蛋白# 将收集的洗脱液用

超滤浓缩柱
$ """ 3

离心浓缩至
*""E" !A

体积后上样$ 以洗脱缓冲液%

"E! :7?

!

A

"&氯化钠$

!"E" ::7?

!

A

"&

)52=!

BC? 'B DE"

"$

"E* :A

!

:28

"&流速分离纯化目的蛋白# 取小量蛋白样品加入
!

倍蛋白上样缓冲液$ 煮沸

&"E" :28

$ 离心沉淀再次超声后取
&"E" !A

加入
&"E" !A

上样缓冲液煮沸
&"E" :28

后点样体积分数为

&*F .G.!/,H(

检测$ 观察目的蛋白的表达纯化情况#

!

结果与分析

!"# $%&'(!)*+%,-

原核表达载体的

构建

测序验证得到
!

个不同结构域的

,-.(/0

结构域的序列$ 构建不同大小

结构域的载体%图
&

"

&

&&

'

# 转化成功的菌

株提取质粒进行
/CI

鉴定和双酶切鉴

定均得到目的片段$ 成功构建得到不

同结构域的
'()&*+!,-.(/0

原核表达载体#

!.!

重组
)*+%,-

蛋白的可溶性条件优化

将构建好的原核表达菌株扩大培养$ 用裂

解液溶解蛋白$

.G.

电泳图中%图
!

"箭头所指是

目的蛋白$ 检测发现
,-.(/0,

%

0" JG;

"以包涵

体形式表达$

,-.(/0K

%

&D JG;

"为可溶蛋白# 实

验表明 $ 包含部分
LMC

区的
,-.(/0K

以
'()!

&*+

为原核表达载体$ 在
!! #

条件下终浓度

"E& ::7?

!

A

"& 的
L/)H

诱导表达
&*E" N

$ 得到高

表达的可溶蛋白#

!.-

肽质量指纹图谱鉴定重组蛋白

为了检测原核表达蛋白$ 对
.G.!/,H(

考

马斯亮蓝染色后显示的目的蛋白进行肽质量指

纹图谱鉴定# 北京信科奥康科技有限公司提供

的初始检索结果显示%检索程序是
O;=<7-P N--'PQQ

RRRE:;-52@=<268<6E<7:

$ 数 据库为
.R2==/57-

" (

目的蛋白与蛋白
S/TD*"U*0E&

$ 鉴定得分为
U!

分$ 检测结果中有
&D

条肽段与目的蛋白序列相匹配%图
0,

"$ 红色部分表示与目的蛋白所匹配的多肽片

段$ 匹配部分占目的蛋白的
$!F

#

O;=<7- .<756

直方图 %图
0K

"$ 蛋白得分大于
*0

分具有显著性差异

%

!＜"E"*

"$ 阴影区域为不可信任结果$ 阴影外红色表示匹配的结果$ 与数据库比对得到验证#

O;=<7-

.<756

直方图所示如下$ 左侧的小片段相匹配的肽段不具备显著性差异$ 没有说明意义$ 右侧红色柱状

图表示与数据库蛋白相匹配的肽段$ 且具有显著性差异$ 说明纯化的融合蛋白是
,-.(/0

蛋白#

".# )*+%,-/

可溶蛋白的纯化

纯化各阶段产物的电泳结果如下图
$,

所示# 作为标准的小牛血清蛋白 %

K.,

"溶液以单体和二聚体

形式存在$ 大小分别是
VW JG;

和
&0$ JG;

# 黑色实线表示
,-.(/0K

$ 峰值位置接近
K.,

单体
VW JG;

#

图
$K

中
.G.!/,H(

检测蛋白凝胶过滤层析后样品纯度$ 箭头所指为目的蛋白$ 说明纯化得到了高纯度

的
,-.(/0K

蛋白$ 其单肽链为
&D JG;

$ 图
$,

中峰值大小靠近
VW JG;

左右$ 表明纯化的
,-.(/0K

是以

四聚体形式存在#

0

讨论

虽然植物开花分子机制的研究在模式植物上已经取得了一定的进展$ 但是随着研究的深入凸现了一

&V
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图
! #$%&'!

蛋白质肽质量指纹图谱鉴定!

#

"及
()*+,$ %+,-.

直方图

!

/

"
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!

#
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!
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"

图
=

重组蛋白
#$%&'!/

的凝胶过滤层析柱图!

#

"及
%>%

检测!

/

"

0123-. = ?.@ 71@$-)$1,6 ,7 #$%&'!/ 8-,$.16*

周佳平等# 拟南芥
%&'#AA#B#!

蛋白质原核表达与纯化

些新的问题$ 例如植物控制

花器官形成过程中的分子机

制$

(#>%

盒蛋白的结构及

其功能机制均不明确% 本研

究以拟南芥成花过程中重要

的调控基因
!"#!

为例$ 设计

了不同结构域的载体片段 $

纯化得到了可溶的
#$%&'!

蛋白%

!"$!

基因以高级复合物

的形成存在$ 在开花不同环

节中都扮演着重要作用 &

"C

'

$

在
#/D&

模型形成的各个阶

段都不可缺少%

%&'!

蛋白结

合特异性的
>E#

片段后行使

其转录因子的作用$ 还与其

他特定的蛋白相互作用从而

激活或抑制下游基因蛋白的

功能 &

"!

'

%

4;;16F

等 &

G

'在
HIIG

年提出的
%&'!

四元体模型$

其中
(#>%

盒的
(

结构域结

合
>E#

并稳定四聚体% 本研究通过对
#$%&'!

蛋白结构域的分析表明$

%&'!

蛋白在形成四聚体时并不

需要
(

结构域% 换言之$ 结合
>E#

对四聚体的形成是不必要的%

大肠埃希菌原核表达系统适合多种原核基因和真核基因的蛋白表达% 但外源蛋白的表达以及是否可

溶与多种因素有关$ 包括表达温度( 原核表达载体( 结构域构建以及表达菌株% 温度对于
%&'!

表达的

可溶性有重要的影响% 降低诱导温度$ 延长表达时间明显有利于
%&'!

外源蛋白的正确折叠和表达产

量% 可溶性与目的蛋白的性质也密切相关$ 极性的均一性影响着蛋白的可溶表达% 生物信息学预测表明

JK
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蛋白
*

区是亲水性! 其他
+,-

区是疏水性" 本研究筛选了不同的片段和原核表达体系! 最终获得

了
./&'()0

结构域片段的可溶性表达" 这些结构域以四聚体形式存在! 疏水区域有可能构成单体相互

作用界面! 稳定了四聚体! 其余部分构成四聚体亲水表面! 促进了蛋白可溶性" 进一步通过结构生物学

的方法分析
&'()

蛋白四聚体形成以及空间结构与功能之间的关系正在进行中"
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