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摘要" 丙酮酸磷酸双激酶调节蛋白%

89:;<=>?@ (:>A(8A(28A=>? ')B)3=2? :?C;D=>(:9 8:(>?)32@ EF

&是通过调控丙酮酸磷酸双

激酶%

89:;<=>?@ (:>A(8A(28A=>? ')B)3=2?

!

FFGH

&参与
I

7

途径光合碳循环途径' 毛竹
6*5''"34&7*53 +8#'-3

作为一种重要

的经济竹种! 分析克隆
9:

基因对于竹类植物光合作用的研究具有重大理论和应用价值' 通过逆转录实时聚合酶链

式反应"

EJ#FIE

&成功克隆得到毛竹
:+;:6

! 该基因
KGLM

全长
6 4#" N8

! 编码
74"

个氨基酸( 经生物信息学预测!

该蛋白属于
B)3=2?#FFF=2?

超家族! 主要含有
OGP 4%%

保守结构域( 经多序列比对发现毛竹
F?EF6

蛋白与
I

/

植物中

EF6

亲缘关系较近! 而与
I

7

植物亲缘关系较远' 为了研究
F?EF6

的蛋白质结构! 我们将
F?EF6

蛋白进行原核表

达! 利用
L)#LJM

树脂亲和层析结合分子筛%

QRI

&层析的方法纯化得到了
F?EF6

重组蛋白'

QRI

纯化的结果表明$

F?EF6

蛋白在溶液中主要以多聚体形式存在! 二聚体及单体含量较少! 推测
F?EF6

蛋白可能以多聚体形式参与调

控
FFGH

蛋白' 这为今后研究该蛋白的结构与功能打下了良好基础' 图
#

参
6"
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生物的一切物质和能量都来源于光合作用! 碳
&

"

'

&

#途径是光合作用的一个重要途径! 是决定植物

产量的关键因素之一$

'

&

途径是由碳
(

"

'

(

%途径进化而来的一种高光效种类$ 与
'

(

途径相比! 它们具有

高光强& 高温及低二氧化碳浓度下保持高光效的能力!

'

(

植物同样具有
'

&

光合途径中的酶'

#

(

$ 丙酮酸

磷酸双激酶)

)*+,-./01 2+/32)324)3./0 56768.40

!

99:;

%是
'

&

途径的限速酶之一! 而丙酮酸磷酸双激酶调

节蛋白"

99:;!<9

或
<9

%是调节丙酮酸磷酸双激酶活性的关键酶 '

!

(

$

=,++0>>

等 '

(

(从植物的叶片直接分离

得到了
<9

这个蛋白! 但是分离得到的蛋白量比较少! 且很不稳定$

=,+80>>

和
'3.4/.68

'

&

(首次在玉米
!"#

$#%&

中克隆到了
'(

基因! 在体外获得高表达量的蛋白$ 植物
<9

蛋白含有一个长度为
!??

个氨基酸残

基的保守结构域
@:A!??

! 这个保守结构域在微生物
<9

中也存在! 植物来源的
@:A!??

可以调节

99:;

! 微生物来源的
@:A!??

主要调节磷酸烯醇丙酮酸合成酶"

)324)32082>)*+,-./0 4*8/30/.40

!

9B9C

%

'

$

(

$

'3.4/.68

等'

(1$

(研究揭示了
<9

对
99:;

的分子调节机制! 即
<9

可催化
99:;

活性部位色氨酸
D

苏氨酸残

基的去磷酸化和磷酸化! 从而改变
99:;

酶的活性和非活性状态! 最终影响植物光合碳循环$

'3.4/.68

等'

E"F

(进一步发现拟南芥
)*#+,-./&,& 01#2,343

中
<9

存在
'(G

和
'(!

等
!

种基因编码形式! 其中
'(G

定

位于细胞叶绿体! 具有蛋白激酶和磷酸酶活性! 而
<9!

主要在细胞质中存在! 无磷酸酶功能! 仅具有

蛋白激酶功能'

E"F

(

$ 但迄今为止! 由于
<9

晶体结构尚不清楚! 这就造成
<9

蛋白与
99:;

蛋白互作以及

不同来源的
<9

结构和功能关系的研究缺乏结构生物学的直接证据$ 毛竹
(1%22.&0351%& "-62,&

是一种重

要的经济竹种$ 本研究主要克隆毛竹
'(G

基因和预测了
'(G

基因相关生物信息学分析! 同时构建高效

原核表达体系! 分离纯化稳定的
<9G

蛋白! 拟为毛竹
<9G

蛋白的空间结构及调节功能& 竹类植物光合

分子机制的研究打下基础$

G

材料与方法

!"!

实验材料

材料为取自浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验室培育基地培养室内半年生毛竹幼嫩叶片$

!"#

研究方法

GH!H#

毛竹幼苗
<IJ

的提取和
K:IJ

的合成 取新鲜& 无病虫害竹叶! 液氮速冻! 研磨成粉末! 采用

总
<IJ

提取试剂"

L+6M2>

%提取试剂盒提取核糖核酸"

<IJ

%! 利用逆转录试剂盒合成互补脱氧核糖核酸

"

K:IJ

%$

#H!H! ("'(#

基因的克隆 根据拟南芥的
'(#

基因序列! 检索毛竹表达序列标签"

BCL

%数据库! 得到一

条同源序列! 设计引物* 上游
=.NO!

酶切位点引物
A $#P'QQQLJ''JLQJLJJQ'Q''JJQ

和下游

O685"

酶切位点引物
< (#R'''JJQ'LL'LJQLJ''QLLLLQJLJLQ'

)由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成%$ 以毛竹
K:IJ

为模板! 聚合酶链式反应)

9'<

%克隆
'(G

$

GH!H(

对目的片段进行生物信息学分析 利用
:IJSJI

软件预测
'(

基因开放阅读框)

T<A

%!

<9

蛋白

等电点& 亲疏水性! 并对
'(G

蛋白同源序列进行多序列比对! 用
S0U. $H%

软件构建了系统发生树分析

<9G

蛋白进化关系$

GH!H& ("'(G

原核表达载体构建 利用
=.NO!

与
O685 "

限制性内切酶双酶切
9'<

产物! 插入到原核

表达载体)

)0!C@ST

%! 得到
I!

末端含有
E

个
O64

亲和标签的重组子! 热激法将重组子转化到表达细胞

7&51"*,51,3 5.,2

)

<6>

%! 挑取阳性克隆! 进行双酶切和单酶切及测序验证$

GH!H$

重组
90<9G

蛋白的可溶性表达及纯化 从抗氨苄平板上挑取单克隆! 接入到
E%%H% #V

的
V=

)

V,+6.!=0+/.86

%培养基中
(F $

培养过夜! 从培养过夜的菌液中以
#%#%%

接种到
EH% NV V=

培养基!

(F &

培养! 当菌液
8

)

$

%值达到
%HEW%HX

时! 加入终浓度为
%H& NN2>

+

V

"#的异丙基硫代半乳糖苷"

Y9LQ

%! 分别

在
(F &

和
!% &

条件下诱导$ 收集菌液! 超声破碎! 取样! 聚丙烯酰氨凝胶电泳"

C:C!9JQB

%检测蛋白

表达及可溶性情况$ 将诱导收集的菌体悬浮在
!$H% NV

裂解液'

!%H% NN2>

+

V

"#三羟甲基氨基甲烷"

L+64!

O'>

%!

)O XH$

!

!%%H% NN2>

+

V

"#氯化钠!

$%H% U

+

V

"#甘油(! 超声破碎!

& &

!

#F $%% +

+

N68

"#离心! 上清

转移至镍柱! 在冰上用摇床缓慢结合
#H%W#H$ 3

后! 分别用不同咪唑浓度梯度的缓冲液"

%Z!%H%Z&%H%ZE%H%Z

X%H% NN2>

+

V

"G咪唑!

!%H% NN2>

+

V

"G 三羟甲基氨基甲烷"

L+64!O'>

%

)O XH$

!

!%%H% NN2>

+

V

"G 氯化钠%洗脱非

特异性结合的杂蛋白! 用洗脱液"

G%%H%Z!%%H%Z(%%H% NN2>

+

V

"G咪唑!

!%H% NN2>

+

V

"G

L+64!O'> )O XH$

!

!%%H%

F$%
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!(氯化钠"洗脱目的蛋白# 将洗脱的目的蛋白在
() *+,

浓缩柱中浓缩至
#))-) !'

左右$ 用于分子

筛层析$ 将浓缩的蛋白上样$ 收集蛋白$ 用
.+."/012

检测$ 将纯度较高的蛋白组份浓缩$

!3) #

保存#

"

结果与分析

!"# !"#!$

基因克隆

以毛竹
4+50

为模板$

/67

克隆得到
(

条约为
(-!

*8

的片段%图
(

"$ 双向测序拼接后$ 发现该片段包含

(

个完整的开放阅读框%

97:

"$ 长度为
( ";# 8<

#

!%! !"$%$

的生物信息学分析

"-"-( !"$!(

蛋白序列与保守结构域 将
!"$!( 4+50

序列中
97:

框概念性翻译成蛋白质氨基酸序列$ 发现

/=7/(

编码
(

个含有
>"#

氨基酸残基的蛋白质# 此蛋

白相对分子质量为
>?-"3 *+,

$ 等电点为
3-)>

$ 第

(!3@>)>

氨基酸残基为丙酮酸磷酸激酶调节蛋白的保

守区
+A:"BB

%图
"

"#

图
"

毛竹
!"$!(

基因开放阅读框及氨基酸序列!图中黑框为
+A:"BB

结构域"

:CDEF= " 97: %G !"$!( D=H= ,HI JK= 4%FF=L<%HICHD ,$CH% ,4CI L=ME=H4=

"-"-" !"$!(

氨基酸序列比对与系统进化树分析 通过对不同植物来源
$!(

进行多序列比对发现$ 毛

竹
!"$!(

编码的蛋白序列与短花药野生稻
&'()* +'*,-(*./-*

的一致性高达
B(N

$ 与玉米的一致性达

;)N

$ 而与拟南芥的只有
#;N

$ 在
+A:"BB

区序列相似度较高$ 都属于
*CH,L="///,L=

超家族%图
!

"$ 说

明植物
7/(

蛋白结构和功能较为保守# 进一步采用
O210#

软件构建了基于
!"$!(

编码的氨基酸序列

的系统进化树%图
>

"# 进化树结果表明& 系统树明显分为单子叶植物与双子叶植物
"

大分枝$ 其中单子

叶植物分枝中$ 毛竹与短花药野生稻$ 乌拉尔图小麦
0'1/1,23 2'*'/2

$ 二穗短柄草
4'*,-(567123 718!

/*,-(6.

位于同一小分枝上$ 该分枝
7/(

来源于
6

!

植物$ 但与单子叶
6

>

植物及双子叶植物的
7/(

亲缘

关系较远$ 由此可推测毛竹植物光合碳循环可能为
6

!

植物类型#

!"& %"$%$

重组蛋白的可溶性表达

将不同片段
%"$%(

重组子转化到表达菌株
98,-"'1,-1* ,6:1

%

7C&

"感受态细胞$ 异丙基硫代半乳糖苷

%

P/Q1

"诱导表达后$

.+."/012

电泳分析发现%图
#

"$ 毛竹
7/(

在
!; #

和
") #

下均有表达$ 但上清

中只有
") #

有表达$ 故在后续实验中确定
") #

为重组蛋白诱导表达的最佳条件#

!%' %"$%$

蛋白
()!(*+

纯化

将超声破碎离心后的上清加入
5C"5Q0

柱$ 带有组氨酸标签的目的蛋白特异性结合到
5C"5Q0

上$

图
$ %"$%$

基因的克隆

:CDEF= ( 6&%HCHD %G JK= %"$%( D=H=

王超莉等& 毛竹丙酮酸磷酸双激酶调节蛋白基因克隆' 原核表达及纯化
;#(
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图
&

不同植物
'(#

多序列比对

)*+,-. & /.0,.12. 3,45*64. 74*+13.15 89 '(: 9-83 ;*99.-.15 64715<

采用不同咪唑浓度梯度洗脱杂蛋白后! 利用高浓度的咪唑洗脱出目的蛋白" 图
=

为咪唑梯度洗脱蛋白后

的
/>/!(?@A

检测! 可以看出# 在低浓度咪唑洗脱条件下可以很好的除去杂蛋白! 在高浓度咪唑
!%%B"

3384

$

C

D#条件下! 则可很好洗脱出条带单一目的蛋白! 因此!

(.'(#

蛋白
E*!EF?

亲和层析纯化的条件

为#

G"B" 3384

$

C

": 咪唑!

!"B" 3384

$

C
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F-*<!HI4 6H JB$

!
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C

": 氯化钠! 洗脱杂蛋白%
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F-*<!HI4 6H JB$
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C

":氯化钠洗脱出目的蛋白&

!"# (.'($

片段蛋白的分子筛层析

对上一步
E*!EF?

纯化得到的蛋白! 进一步纯化& 目的蛋白在经过
/,6.-8<. :! :"K&%% @C

分子筛层

析后! 出现
&

个明显的吸收峰& 对比小牛血清白蛋白'

L/?

(出峰位置'单体
>

峰对应分子量为
=M N>7

!

二聚体
A

峰对应分子为
:&G N>7

(!

?

峰对应的是
'(:

多聚体!

L

峰对应的是
'(:

二聚体
:"" N>7

!

I

峰

对应的是
'(:

单体
$" N>7

'图
ML

(& 分子筛层析后分管收集蛋白! 取样变性后跑
/>/!(?@A

胶'图
M?

(!

M$!
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图
# !"#!$

在 表 达 菌 株
$%&'"()&')* &+,)

!

%&'

"中的表达

(&)*+, # -+./0+1.2&3 ,45+,66&.7 .8 !"-!$ &7 $%&'"()&')*

&+,)

!

%&'

"

3,''6

图
9 !"-!$ :&!:;<

亲和层析纯化的
=>=!

-<?

检测

(&)*+, 9 =>=!-<? 070'16&6 8+.@ :&!:;< 088&7&21

3A+.@02.)+05A1 .8 !"-!$

图
B

不同植物
%-$

氨基酸序列构建的分子系统进化树

(&)*+, B C.',3*'0+ 5A1'.),7,2&3 2+,, .8 %-$ 8+.@ D&88,+,72 5'0726

结果显示# 不同的
%-$

蛋白聚合状态的电泳条带均同
%-$

理论分子量
#E />0

一致$ 且蛋白纯度在
F#G

左右$ 说明
%-$

蛋白在溶液中存在多种蛋白聚合体状态$

:&!:;<

结合
=HI

可分离纯化得到不同状态的

高纯度
%-$

蛋白$ 可满足今后蛋白晶体生长的要求%

!

讨论

植物
%-$

作为
I

B

途径中的一种调节酶$ 决定了
I

B

途径光合作用的光合效率$ 对于植物的产量有重

要影响% 玉米
%-$

具有
=,+J;A+

激酶和磷酸酶活性$ 通过对
-->K

调控位点
;A+!B#9

的氨基酸残基进行

可逆磷酸化来调控
-->K

失活!磷酸化"和
-->K

活化!去磷酸化"

&

L"$E

'

$ 该过程是以腺苷二磷酸!

<>-

"为

底物去参加调控反应的&

$E"$$

'

% 整体而言$

%-$

同大多数激酶调节蛋白不同$ 其具有
!

个显著特征#

!

%-$

为双功能酶$ 即该蛋白同时具有蛋白激酶和磷酸酶活性$ 而大多数调节酶这两个功能是分开的&

$"

'

(

王超莉等# 毛竹丙酮酸磷酸双激酶调节蛋白基因克隆) 原核表达及纯化
M#!
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图
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分子筛层析图!

*

"及
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检测!
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"

7:< +,+!'*-. 95 +.F

!

/

"

!

催化底物去磷酸化时
G

依赖无机磷酸
G

生成焦磷酸#

"

催化底物磷酸化时$ 以
*,'

为底物$ 而不是以

*H'

作为底物%

;%";;

&

$ 证明与大多数蛋白磷酸酶通过水解去磷酸化的机制不同%

;I

&

'

本研究首次成功克隆到了毛竹
!"#!;

基因$ 该基因具有
;

个完整的开放阅读框!

J)0

"$ 编码
K!$

个

氨基酸' 生物信息学分析预测其含有
;

个保守结构域
L,0!MM

$ 序列比对发现毛竹
)';

与同源
)';

都含

有这一保守结构域$ 属于
N1:7?(!'''7?(

超家族' 由于
)'#

是植物光合碳循环中一个重要的调节蛋白$

结合蛋白序列比对和系统发生树的结果$ 毛竹与
F

I

植物的
)'

亲缘性较高$ 证明
F

I

植物同样具有
F

K

途

径的酶$ 这一结论与唐文莉等%

#K

&和黄启民等%

#$

&研究结果相吻合'

从本研究
'()'#

蛋白
+.F

纯化的结果来看$ 毛竹
!"$%#

在
!%O% DD9B

(

P

";三羟甲基氨基甲烷!

H41?!

QFB

"

EQ RO$

$

!%%O% DD9B

)

P

"; 氯化钠溶液条件下$

)';

以多聚体* 二聚体* 单体
I

种聚体形式存在$ 其

中多聚体形式所占比例较高$ 而这一现象与我们实验室纯化得到的拟南芥
*8)';

蛋白在溶液中只存在

二聚体形式有明显不同$ 可以推断单子叶毛竹
!"$!;

与双子叶拟南芥
*8)';

在结构上可能存在差异$

即毛竹
)';

可能是通过二聚体或多聚体形式参与
'',S

的调节$ 结合分子进化树$ 也可推测
F

I

植物同

F

K

植物及单子叶同双子叶植物中
)';

蛋白空间结构也可能存在差异'

+.F

中
!"$!;

的多聚体究竟是几

聚体还需分析超速离心实验!

*LF

"做进一步验证' 本研究在获得较纯的毛竹
)';

蛋白后$ 也做了后续

)';

结晶实验$ 但到目前为止一直未获得理想蛋白晶体$ 推测毛竹
)';

在液体条件下存在不同聚合体

状态$ 可能直接影响到
)';

均一蛋白质晶核的形成'
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