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,N '9&9!9&8

(是
HFI

生物合成途径中的关

键酶) 采用逆转录聚合酶链式反应%

+O!LN+

&方法! 以毛竹
9*5''"34&;*53 +<#'-3

新鲜实生苗为材料! 分离得到竹子

6=8>9:

基因) 通过对不同物种来源的
HFI<LM

进行氨基酸序列比对分析和半定量
+O!LN+

技术对该基因进行组织

特异性表达分析) 将
9+?=8>9:

基因构建入原核表达载体
J,O!!<.

! 并在大肠埃希菌
@3;*+$-;*-& ;"'-

原核表达系统

中获得了
HFI<LM

的可溶性高表达) 经
D/:640

亲和层析和分子筛纯化
!

种方法对表达蛋白进行纯化) 结果分析表

明 $ 该基因编码区全长
<(8 PJ

! 可编码
!;&

个氨基酸 )

L4HFI<LM

与拟南芥
/$&A-<"B3-3 4*&'-&%&

等植物来源的

?=:/!

的基因有很高序列一致性! 而与微生物来源的
HFI<LM

序列一致性较低) 分析毛竹各组织中
?=8<9:

基因

的表达结果表明 ! 该基因在根 * 茎和叶片中均有表达 ! 但在根中相对表达量较高 ! 此表达模式亦同拟南芥

/4?=:/!

类似) 另外! 发现
HFI<LM

在溶液%

$" --20
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$&

OR/C!SN0 JS <9"T !%% --20

+

Q

$#氯化钠&中以二聚体的形式

存在! 并且初步筛选出该酶晶体生长条件) 此结果为
L4HFI<LM

蛋白的最终结构分析奠定了基础) 图
8

参
#!

关键词! 林木育种学, 毛竹, 脱氧辛糖酸
!<!

磷酸合酶, 组织特异性表达, 原核表达, 蛋白纯化, 结晶

中图分类号!

M(!!9$

文献标志码!

U

文章编号!

!%;)!%()8

%

!%#'

&

#%!#&'&!#(

,1JR4CC/2DT J3R/V/:.G/2DT .D? :RECG.00/W.G/2D 2V ?=8<9: VR2-

9*5''"34&;*53 +<#'-3

XSUYZ *4D[134T \] ^/D[_3T XSUYZ XK/B3DT \`UI F2D[:K.D[T aUYZ NK.20/T b] ^.J/D[

%

OK4 Y3RG3R/D[ MG.G/2D V2R GK4 MG.G4 H4E Q.P2R.G2RE 2V M3PGR2J/:.0 M/0c/:30G3R4T XK4B/.D[ U d * ]D/c4RC/GET Q/D

)

.D

$&&$""

'

XK4B/.D[

'

NK/D.

&

!"#$%&'$( $!?421E!F!-.DD2!2:G302C2D.G4

#

HFI

&

<!JK2CJK.G4 CEDGK.C4

#

HFI<LM

& *

,N '9&9!9&8

+

/C GK4 R.G4!

0/-/G/D[ 4DWE-4 /D GK4 HFI P/2CEDGK4G/: J.GK_.E9 `D GK/C CG3?ET GK4 ?=8>9: [4D4

%

$!?421E!?!-.DD2!2:G3!

02C2D.G4!<!JK2CJK.G4 CEDGK.C4

&

_.C :02D4? VR2- VR4CK 9*5''"34&;*53 +<#'-3 C44?0/D[C 3C/D[ +4c4RC4 GR.DC:R/J!

G/2D J20E-4R.C4 :K./D R4.:G/2D

%

+O!LN+

&

9 U-/D2 .:/? C4=34D:4 .0/[D-4DG .D.0EC/C 2V GK4 HFI!<L CEDGK.C4

VR2- ?/VV4R4DG 2R[.D/C-C .D? G/CC34 CJ4:/V/: 41JR4CC/2D .D.0EC/C PE C4-/!=3.DG/G.G/c4 +O!LN+ _4R4 :2D?3:G4?9

UVG4RT L4HFI<LM _.C R4:2-P/D4? /DG2 GK4 41JR4CC4? J,O!!<. c4:G2R .D? 2c4R 41JR4CC4? /D @3;*+$-;*-& ;"'-9

OK4D GK4 V3C/2D JR2G4/D _.C J3R/V/4? GKR23[K 3C/D[ . G_2!CG4JC J3R/V/:.G/2D CGR.G4[E /D:03?/D[ D/:640 .VV/D/GE .D?

C/W4 41:03C/2D :KR2-.G2[R.JKE

%

M,N

&

9 +4C30GC CK2_4? GK.G GK4 2J4D R4.?/D[ VR.-4 _.C <(8 PJ 4D:2?/D[ . JR2!

G4/D :2DC/CG/D[ 2V !;& .-/D2 .:/? R4C/?34C9 OK4 L4HFI!<L CEDGK.C4 K.? K/[K C/-/0.R/GE _/GK HFI!<L CEDGK.C4

VR2- J0.DGC C3:K .C /4C<3/! VR2- /$&A-<"B3-3 4*&'-&%&T _K/04 02_ /?4DG/G/4C VR2- -/:R22R[.D/C-9 OK4 G/CC34

CJ4:/V/: 41JR4CC/2D .D.0EC/C CK2_4? -3:K K/[K4R [4D4 41JR4CC/2D /D R22GC GK.D /D CG4-C .D? 04.c4C _K/:K _.C

C/-/0.R G2 /4C<3/! VR2- /$&A-<"B3-3 4*&'-&%&9 */D.00ET GK4 :KR2-.G2[R.JKE .D.0EC/C CK2_4? GK.G GK4 L4HFI<LM

JR2G4/D -./D0E 41/CG4? .C ?/--4R /D $" ---20

,

Q

>&

OR/C!SN0 JS <9"T !"" --20

-

Q

>&

Y.N0T VR2- _K/:K GK4



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
%

月
!&

日浙 江 农 林 大 学 学 报

'()*+, )- .(/012134(5 67(//313' .()+/13 7(56+400184+1)3 7)391+1)3 *46 ):+413/9; <,/6/ *)(=6 .()>19/ +,/ -1(6+

6+/. -)( 1+6 6+(?7+?(/ 9/+/(2134+1)3;

!

@,A B -1'; #! (/-;

"

!"# $%&'() -)(/6+ +(// :(//913'

#

!"#$$%&'()"#& *+,$-&C D!9/)E5!F!2433)!)7+?0)6)34+/

$

GF"

%

%!.,)6.,4+/ 653!

+,46/

$

./0%12

%#

+166?/!6./71-17 /E.(/661)3C .()=4(5)+17 /E.(/661)3

#

.()+/13 7(56+400184+1)3

#

7(56+40

果胶是植物中的一种酸性多糖物质& 主要存在于植物的细胞壁和细胞内层& 为内部细胞的支撑物

质' 果胶类多糖包括三大类( 同型半乳糖醛酸聚糖$

HI

%& 鼠李糖半乳糖醛酸聚糖
!

$

JI!!

%和鼠李糖半

乳糖醛酸聚糖
"

$

JI!"

%

!

K"!

"

' 其中
JI!"

至少有
K!

种不同成分的糖基残基组成& 而
!!

酮
!D!

脱氧辛

糖酸 $

GFL

%是
JI!"

成分中很少见的八碳糖 !

D

"

& 其在进化过程中也很保守& 对花粉管的生长和伸长

具有一定的作用!

$"M

"

'

GFL

的合成部位为细胞溶胶质& 合成过程中涉及到
M

种酶!

B

"

' 脱氧辛糖酸
!%!

磷酸

合酶$

D!F/)E5!F!2433)!)7+?0)6)34+/ %!.,)6.,4+/ 653+,46/

&

GFL%NO

&

P@

%是参与
GFL

合成代谢的关键

酶之一& 催化浓缩磷酸烯醇式丙酮酸与
#!

阿拉伯糖
M

磷酸产生
!!

酮
!D!

脱氧辛糖
%

磷酸$

D!F/)E5!F!243

3)!)7+?0)6)34+/ %!.,)6.,4+/

%& 并释放无机磷酸$

N1

%' 产物
!!

酮
!D!

脱氧辛糖
!%

磷酸是
!!

酮
!D!

脱氧辛糖酸

的前体' 最初研究发现& 在所有的革兰氏阴性菌中$

I#

%&

!!

酮
!D!

脱氧辛糖酸是脂多糖组分中必需的八碳

糖& 它连接类脂
Q

与
L!

特异侧链共同嵌入细胞壁的外膜上& 其中类脂
Q

是内毒素的物质基础&

L!

抗原

的多样性决定了
I#

表面抗原决定簇的多样性& 脂多糖$

RNO

%具有控制着某些物质进出细胞的部分选择

性屏障功能 !

S

"

' 此后又发现&

!!

酮
!D!

脱氧辛糖酸也是高等植物细胞壁以及一些绿色藻类植物细胞壁多

糖的成分!
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' 大肠埃希菌
3&)"*4-)"-5 )%$-

中&

GFL%NO

晶体结构已经被解析& 它是一个不对称同源四聚

体& 其中每个单体都含有$

$T#

%

%

桶状折叠!

U

"

& 在拟南芥
6457-+%8&-& '"5$-595

中分离到
!

个编码
GFL%NO

的旁系同源基因
6':+&6K

和
6':+&6!

!

K"

"

& 相对于茎干) 幼嫩的叶) 成熟的叶& 成熟花中
6':+&6!

基因的

表达量明显增高& 对花粉管的生长和伸长具有一定的作用& 并发现
GFL%NO

在水溶液中主要是以二聚体

形式存在!

KK

"

' 但是由于在植物中
GFL%NO

晶体结构尚未解析& 酶功能及催化作用机制) 不同生物来源

GFL%NO

酶的催化特性等科学问题仍需深入研究' 中国是竹子大国& 竹产业的发展蕴藏着巨大的经济效

益& 其中食用竹笋拥有丰富的营养价值& 被公认为是最佳的绿色食品) 经济价值高 !

K!

"

' 在众多竹类

中& 毛竹
1"#$$%&'()"#& *+,$-&

是中国竹类植物中分布范围最广) 栽培面积最大) 蓄积量最多) 经济价值

最高的一个材用和笋用竹种& 在中国林业生产中占有非常重要的地位' 本研究拟克隆毛竹脱氧辛糖酸
!

%!

磷酸合酶基因& 分析其在毛竹不同组织表达特异性& 进行进化系统分析和在原核细胞中过量表达& 经

过亲和层析和分子筛层析纯化得到高纯度蛋白& 用于培养晶体' 实验结果显示( 该蛋白在溶液中是以二

聚体形式存在& 并筛选出微晶& 为解析其晶体结构和揭示其酶催化机制奠定基础'

K

材料与方法

*+*

实验材料

克隆基因所用材料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

1"#$$%&'()"#& *+,$-&

实生苗# 分别取新鲜) 无病虫害的根) 茎和叶& 液氮速冻
"%" $

保存备用'

*+,

实验方法

K;!;K

试剂 核糖核酸$

JVQ

%提取试剂
T <(18)0

购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司#

QWX

酶反转录试

剂盒&

;5<HY

&

3)%JY

&

<

$

FVQ 01'46/

酶和
.WFK%!< 612.0/ >/7+)(

购自宝生物工程有限公司#

FVQ

胶回

收试剂盒) 质粒提取试剂盒购自上海生工生物工程有限公司# 大肠埃希菌菌株
FHM#

&

J)6/++4

<W

$

FPD

%&

ZR!K

$

FPD

%和
.P<!!%4

质粒$浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验室培育基地改造后的质粒%载体

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所保存'

K;!;!

毛竹幼苗
JVQ

的提取和
7FVQ

的合成 取新鲜) 无病虫害的根) 茎和叶& 液氮中迅速研磨成粉

末& 采用
JVQ

提取试剂盒提取
JVQ

& 用
FV46/Y

酶消除
JVQ

中的
FVQ

' 分别以毛竹根) 茎) 叶以及总

JVQ

为模板& 利用逆转录试剂盒合成
7FVQ

的第
K

条链'

K;!;D 1*.=0%12

基因克隆 通过美国生物技术信息中心$

V@ZY

%数据库获得双子叶植物拟南芥& 水稻

04#>5 &5'-?5

的
.=0%12

基因序列& 根据该基因的开放阅读框$

LJ[

%区以及氨基酸序列比对获得聚合酶

MKB
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链式反应!

$%&

"引物# 上游
!"#'(

酶切位点引物
) *!" %+++),%%),++),+%,,%+,%%"!!

和下游
$%&&(

酶切位点引物
- *!" ++)),,%,%),,%%,++)),++)+,+)++, "!!

!酶切位点用下划线显示"$ 由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成% 以毛竹实生苗总
&.)

反转录成
/0.)

为模板$ 利用
)

和
-

特异性

引物进行扩增%

$%&

产物电泳分析后经
0.)

胶回收试剂盒回收$ 利用
!"#'(

和
'%&&(

限制性内酶切双

酶切
$%&

产物$ 获得的目的
0.)

片段插入经同样酶切后的
12,"345

!

6

"表达载体$ 得到
"

个
."

末端含

有
7

个
'89

亲和标签的重组子% 将重组质粒经热击转化到大肠埃希菌菌株
0'*!

感受态细胞中$ 经菌液

$%&

鉴定阳性克隆$ 同时提取阳性克隆质粒进行双酶切和单酶切验证$ 经生工生物工程有限公司测序%

":3:# ()*+,4(-

基因的组织特异性表达检测 采用
&,"$%&

法确定
()*.,4(-

基因在不同器官中的表

达量% 以毛竹
/%012

基因作为内参$

$%&

反应条件#

;# # * <8= >

个循坏&

;# $ !? 9@ *4 $ !? 9A B3 $

#* 9

$

34

个循环&

B3 $ 4 <8=

$ 可获得
>*? C1

左右的
0.)

片段% 目的基因!上游引物
*%"),++),"

+%,,%+,%%+,++"!!

和下游引物
*!"%,)+)%%)++)%%)%++))++"!!

"经
&,"$%&

可获得
!?? C1

左右的

目的产物$

$%&

反应条件选择循环次数在线性范围内$ 且电泳效果好的次数作为最佳循环次数%

>:3:* $DE0F4$G

的原核表达 重组表达质粒分别转化表达菌株
&H9DII5

,J

!

02!

" 和
-KL"

!

02!

"$ 从抗卡

那氯霉素养平板上挑取单克隆$ 接入
L <K K-

液体培养基 !

E

6

"

!B $

培养$ 当菌体
F07??

达到
?:B

时$

其中一部分加入
?:# <<HM

'

K

&"

($,+

诱导$ 在
!B $

摇床上诱导
! N

$ 收集菌体% 另一部分加入
?:# <<HM

(

K

&>

($,+

诱导$ 在
L? $

摇床上诱导
># N

$ 收集菌体% 超声!开
O

关
* 9 O7 9

$ 总时间
" <8=

$ 功率
L?P

"破碎$

G0G"$)+2

检测蛋白表达及可溶性情况%

>:3:7 $DE0F4$G

的大量表达纯化 将收集的菌体重悬在
3* <K

裂解缓冲液!

!? <<HM

(

K

&>

,Q89"'%M 1'

4:?A 3?? <<HM

(

K

&> 氯化钠"中$ 加入
*?? R

(

SR

&>甘油至终质量分数
*? R

(

SR

&>

$ 超生破碎!开
O

关
4 9 O4 9

$

总时间
>* <8=

$ 功率
#?P

"$

# $

$

>B ??? Q

(

<8=

&>离心
!? <8=

$ 将上清转移至镍柱!预先用超声
CTUUDQ

平

衡"$ 在冰上结合
?:*V":? N

后$ 用
-TUUDQ )

!

!? <<HM

(

K

&"

,Q89"'%M 1' 4:?A L?? <<HM

(

K

&"氯化钠
A *? <<HM

(

K

&"

咪唑"洗杂蛋白$ 用
-Q5WUHQW

试剂粗略检测至无颜色变化$

-TUUDQ -

!

!? <<HM

(

K

&"

,Q89"'%M 1' 4:?A L?? <<HM

(

K

&" 氯化钠
A L?? <<HM

(

K

&"咪唑"洗脱目的蛋白% 将洗脱的目的蛋白在
"? S05

浓缩柱中浓缩至
*?? "K

左

右% 分子筛层析柱
GT1DQH9D "L "?O!?? +K

用
-TUUDQ %

!

!? <<HM

(

K

&"

,Q89"'%M 1' 4:?A L?? <<HM

(

K

&" 氯化钠"

平衡$ 将浓缩的蛋白上样$ 根据出峰的顺序$ 在目标蛋白峰处每
*?? "K

收集
"

管$

G0G"$)+2

检测每

管的纯度$ 将纯度高的蛋白组份浓缩到
"? R

(

K

&"

!紫外
L4? =<

分光光度检测"$

&4? $

保存%

":L:B

蛋白晶体生长条件筛选 采用悬滴法初筛晶体的生长条件% 初次筛选的条件是用
2<DQ5MW -8H9X9"

ID<9

公司的
Y8Z5QW

'(

#

$

Y8Z5QW

'(

$

$

Y8Z5QW

'(

%

和
Y8Z5QW

'(

&

试剂盒$ 共有
>;L

个筛选条件% 采用
L#

孔

蛋白结晶培养板$ 池液
!*? "K

$ 蛋白液和池液以
>)>

比例混合$ 点样$ 密封盖玻片$ 置于
L? $

进行晶

体培养% 晶体生长情况可以在显微镜下观察%

L

结果与分析

!"#

基因保守区片段的克隆! 分析及原核表达载体的构建

经克隆后重组测序$ 获得开放阅读框为
4B7 C1

的目的片段$ 应用
-M59I

在线软件与已报道的基因进

行同源比较$ 发现插入片段与脱氧辛糖酸
"4"

磷酸合酶基因家族
.DT-

超家族的保守区有较高的相似性$

其中与水稻的一致性达
;*P

$ 与拟南芥脱氧辛糖酸
"4"

磷酸合酶基因一致性达
4#P

$ 初步确定为毛竹脱

氧辛糖酸
"4"

磷酸合酶基因的序列$ 此基因编码
L;>

个氨基酸!图
>

"$ 第
L7?VLB?

位为脱氧辛糖酸
"4"

磷酸

合酶保守区$ 等电点为
B:B

$ 分子量为
!> 7*7:#* 05

%

!"! $%&'()$*

氨基酸序列比较与系统进化树分析

通过
-M59I

软件在线分析$ 结果显示#

()*.,4(-

编码的氨基酸序列与单子叶植物的
*.-/

具有较

高的一致性$ 尤其与同是禾本科
$H5/D5D

的水稻
[

玉米
3)" #"45

和二穗短柄草
67"%849&:1;# :150"%84&2

的一致性较高$ 其中与水稻的一致性达
;*P

$ 与小立碗藓属
(845%&#107)<<"

的一致性为
B7P

% 由此可见#

E0F4$G

在进化系统中是比较保守的% 采用
J2+)*

软件构建了基于
E0G)

编码氨基酸序列的系统进化

树!图
L

"% 分析表明# 系统树明显分为三大支$ 其中竹子与水稻) 玉米位置较近$ 位于同一个分支上&

与拟南芥位于同一大分支上$ 与大肠埃希菌和风产杆菌分支最远*

张凤雪等# 毛竹
*+,4(-

的原核表达纯化及晶体生长 *>B
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图
#

毛竹
!"#$%%!&

基因
'()

区及预测的氨基酸序列

)*+,-. # '() /0 !"#$%%!& +.1. 213 45. 6/--.78/13*1+ 29*1/ 26*3 7.:,.16.

图
!

基于不同植物
;<'%=>

氨基酸序列构建的系统树

)*+,-. ! =5?@/+.1.4*6 4-.. /0 ;<'%=> 0-/9 3*00.-.14 8@2147

!"# !"#$%%!&

基因组织表达特异性分析

分别提取毛竹根! 茎和幼叶的
(AB

" 经分光光度法检测"

$

#

!C&

$

D$

#

!%"

$为
EF%G!F"

"

$

#

!C"

$

D$

#

!%"

$大

于
!FH

" 表明
(AB

质量高" 可用于进一步分析% 反转录
6<AB

时" 用毛竹
'()*+

基因作为内参" 调整

6<AB

用量和循环数" 使目的基因扩增时内参基因的表达丰度一致& 半定量
=I(

结果表明'

!"#$%%!&

基因在根( 茎和幼叶中均有表达" 其中在根中的表达丰度最高" 茎次之" 在幼叶中的表达丰度最低)图
H

$&

!"$ %&'()*%+

重组蛋白的纯化及表达检测

重组载体转化表达菌株
(/7.442

JK

)

<LH

$和
MN!E

)

<LH

$感受态细胞" 诱导表达后" 取
E& 9N

诱导菌

体和未诱导菌体" 超生破碎后"

$ !O EP """ -

*

9*1

"E离

心
H" 9*1

" 分别取上清( 沉淀" 加入上标缓冲液"

QR

!

变性后"

><>#=BSL

变性胶电泳分析" 在电泳图谱发

现
E

条明显的表达条带" 接近理论分子量
HH T<2

" 并

且对比分析发现表达菌株
(/7.442

JK

)

<LH

$在
!" !

培养

温度下表达量相对高些" 有助于减少重组蛋白包涵体

的形成" 故在后续试验中确定表达菌株
(/7.442

JK

)

<LH

$

在
!" !

为重组蛋白诱导表达的最佳条件)图
$

左图$%

图
H

毛竹
#$%%!&

基因在根!茎!叶中的表达

)*+,-. H J*77,. 78.6*0*6 .U8-.77*/1 212@?7*7 /0 !"#$%%!&

*1 -//4O 74.9O 213 @.20

根 茎 叶

RE%



第
!"

卷第
#

期 张凤雪等! 毛竹
!"#$$%

的原核表达纯化及晶体生长

图
# %&'()$%*

分别在表达菌株
+,-&../

01

!

(2!

" 和
345"

!

(2!

"中的表达!左图"和
%&'()$%*

分子筛层

析后#分管收集蛋白
*(*!%672

电泳图!右图"

89:;<& # %<,=/<>,.9? &@A<&--9,B ,C %&'()%* 9B +,-&../

01

"

(2!

#

/BD 34E"

"

(2!

$

?&FF-

%

F&C.

$

/BD *(*!%672 /B/F>-9- ,C %&'()$%*

"

<9:G.

$

泳道
!HIHJHKEH

破碎离心后沉淀"左图$& 泳道
LMJ

表示收集的第几管"右图$&

!"# $%&'()$*

蛋白的分子筛层析

因水溶液中
3*6

分子之间快速可逆自聚可形成少

量的
3*6

二聚体 ' 所以
3*6

是一个很好的标记物&

经
*;A&<,-& "E "NO!NN 74

层析后' 对比
3*6

洗脱体积

和分子量关系可知
H

目的蛋白峰位置所对应的分子量大

小在
3*6

单体"

IIP#! =(/

$位置' 初步确定其为二聚体

"

I!P! =(/

' 图
Q

$' 并且重组蛋白只出现明显的单峰'

说明蛋白的均一性很好' 收集目的蛋白'

QNN !4

为
L

管' 用于电泳检测和晶体生长&

!"+ $%&'()$*

蛋白
*'*!$,-.

检测

分子筛层析后分管收集的蛋白变性后用
LEN :

(

=:

"L

聚丙烯酰胺凝胶变性电泳检测 ' 结果显示蛋白分子

量为
!! =(/

"图
#

右图$' 纯度为
JQR

以上' 可用于蛋白晶体

生长&

!"/ $%&'()$*

蛋白晶体筛选结果

收集的蛋白浓缩至
!N :

)

4

""

' 可用于蛋白晶体生

长&

E D

后蛋白
E

种条件中长出了长条状晶体%图
I

#'

E

种条件分别是
"NN :

)

4

""

%27 !NNN

'

NSL T,F

)

4

"L

U/?,D>F/.&

%

AV ISQ

#'

NSE

)

4

"" 氯化镁*

ESQ

)

4

"" 氯化钠
W X/Y' AG,-AG/.&

"

AV IPE

$+ 但形状并不相同& 经

考马斯亮蓝试剂染色' 晶体为淡蓝色' 说明是蛋白晶体& 优化工作正在进行中&

!

讨论

毛竹
!"#$$%

编码的蛋白序列与拟南芥
'()$%*

的一致性达
$#R

' 与大肠埃希菌
'()$%*

一致性

达
#JR

' 同属于
X&;3

超家族& 系统进化分析显示' 毛竹与水稻和玉米位置较近' 位于同一个分支上*

与拟南芥位于同一大分支上' 与大肠埃希菌和风产杆菌
&'()*+, -+./)0(1

分支最远&

!"#$$%

基因在植物

组织中的表达具有组织特异性& 本研究中'

$+!"#$$%

基因在根, 茎和幼叶中均有表达' 在根中的表达

丰度较高' 但在幼叶中的表达丰度最低' 这与拟南芥中
!"%&E

表达模式相同 -

LN

.

' 进一步推测竹子

!"#$$%

基因与拟南芥中
!"%&E

基因可能具有相似功能& 本研究目前得到的
'()$%*

晶体较小' 结晶

条件有待进一步优化&

X

端
V9-

标签的引入也可能增加蛋白分子柔性' 不利于晶体生长 -

LE

.

& 后续实验

将继续优化结晶条件' 并通过酶法切除
V9-

标签' 以提高晶体质量&

图
Q %&'()$%*

分子筛层析图

89:;<& Q %;<9C9?/.9,B ,C %&'()$%* Z> -9[& &@?F;-9,B

?G<,T/.,:</AG>

"

"

5
$
N

$

23T4
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图
' ()*+,%(-

蛋白晶体

./012) ' (234)/5 627849::/;94/35 3< ()*+,%(-

自
!"""

年大肠埃希菌的
*+,%(-

结构公布后! 又陆续有其他微生物的
*+,%(-

结构得到报道" 但

是植物来源
*+,%(-

结构至今仍未被解析! 仅在拟南芥相关研究中表明
*+,%(-

在溶液中呈现二聚体

的形式 #

==

$

" 在本研究中出现一个有趣的现象 % 我们实验室首次获得拟南芥脱氧辛糖酸
!%!

磷酸合酶

&

*+,%(-

'晶体! 并解析其衍射精度
!>="="

?#&

@

的三维空间结构! 其三维结构为不对称同源四聚体&文章

待发表'! 这与大肠埃希菌的
*+,%(-

的不对称同源四聚体结构相似! 虽与
A!

末端存在一定差异" 但从

分子筛以及戊二醛交联结果可知! 拟南芥
*+,%(-

在溶液中以二聚体形式存在! 这种情况可能是两两环

抱的二体聚合! 在
B

射线照射下呈现四聚体" 而对于纯化过程中的毛竹
*+,%(-

! 从分子筛的图形中估

计也是以二聚体形式存在" 因此! 为了进一步了解单子叶和双子叶植物
*+,%(-

结构上的差异! 还需获

得毛竹
*+,%(-

较高精度的三维结构! 并与拟南芥
*+,%(-

的三维结构进行比较"
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