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摘要" 毛竹
6*5''"34&7*53 +8#'-3

阿拉伯糖
#5#

磷酸异构酶%

6+7)28

&是
$#

酮
#'#

脱氧辛糖酸%

789

&生物合成途径的第
/

个

关键酶' 采用逆转录实时聚合酶链式反应"

:;<#=>;

&克隆得到毛竹
983:

基因' 该基因
?8@A

全长
/ -'% BC

! 编码

'("

个氨基酸( 对不同物种来源的
7)28

氨基酸序列进行比对和系统进化树分析' 结果表明$ 毛竹的
7)28

与玉米

;+& <&53

等植物来源的
7)28

有很高的序列一致性! 而与微生物来源的
7)28

序列一致性较低' 毛竹不同组织实时

荧光定量聚合酶链式反应%

:;<#=>;

&结果表明$

=+>83:

基因在叶中表达量远远高于其他组织' 在大肠埃希菌
?3"

7*+$-7*-& 7"'-

原核表达系统中获得了
7)28

的可溶性高表达蛋白! 将大量表达的重组蛋白经过
@+#@<A

亲和层析和

分子筛层析%

DE>

&进行纯化! 发现
7)28

在溶液%

'- FF*G

)

H

$/ 三羟甲基氨基甲烷
CI %.-J 4-- FF*G

*

H

$! 氯化钠&中以

多种聚体的形式存在( 酶学性质测定的结果表明$ 毛竹
7)28

酶最适
CI

值为
CI %.5

! 最适作用温度为
'6 %

+ 此结

果为后期研究植物
7)28

蛋白的结构与功能奠定了基础' 图
6

参
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果胶类多糖广泛分布于高等植物的根! 茎! 叶! 果实等的细胞初生壁和细胞间隙" 对细胞组织起着

软化和黏合作用" 同时还是抵御病原体微生物入侵的天然屏障#

5

$

%

6!

酮
!!!

脱氧辛糖酸&

789

'是果胶类多

糖鼠李半乳糖醛酸聚糖
!!

&

:;-<&%(-$-#/3+%&-&2 !

"

:=!!

'成分中很少见的八碳糖#

6

$

" 在进化过程中非

常保守" 对花粉管的伸长和生长具有一定的作用#

!">

$

%

789

合成过程中涉及到
?

种酶#

?

$

" 其中阿拉伯糖
!

?!

磷酸异构酶&

8!-+-@'&%20 ?!*;%2*;-/0 '2%<0+-20

"

7A28

'是
789

生物合成过程中的第
5

个关键酶" 可以

催化核酮糖
!?!

磷酸&

8!+'@3$%20 ?!*;%2*;-/0

"

:3?B

'的异构化" 以产生在
789

生物合成途径中的第
5

个

中间产物
8!

阿拉伯糖
!?!

磷酸&

8!-+-@'&%20 ?!*;%2*;-/0

"

C?B

'%

789

最初是在革兰氏阴性菌中发现的"

它连接
9!

特异侧链与类脂
C

共同嵌入细胞壁外膜上#

"

$

% 细胞壁中
789

合成的阻断会导致类脂
C

物质的

累积和细胞生长停滞 #

D

$

% 研究发现"

789

生物合成途径也存在于藻类植物与高等植物中 #

EFG

$

% 大肠埃希

菌
!"#$%&'($') (*+'

中的
7A28

晶体结构已经被解析" 它是一个同源四聚体#

H"IJ

$

% 每个
7A28

亚基包含
E

个

不同的结构域(

K!

末端糖异构酶&

LML

'结构域" 主要参与磷糖异构化作用" 以及
5

对未知功能的胱硫醚
!

"!

合酶&

NOL

'结构域% 通过定点突变确定了大肠埃希菌的
P.2?H

"

Q'2GG

和
Q'2JH!

对应于绿脓杆菌
,"%-!

.*/*0)" )%&-1'0*")

的
P.2?"

"

Q'2G?

和
Q'2JHR

#

5E"5>

$分别是其活性重要的保守残基% 目前" 植物中
7A28

的

研究很少" 其晶体结构也尚不清楚" 植物来源的
7A28

酶功能及催化作用机制! 酶的催化特性等科学问

题仍需要更加深入研究% 毛竹
,$2++*"34($2" %.-+'"

是中国广泛分布的一种经济价值很高的植物" 在林业

生产中的地位至关重要% 本研究拟克隆毛竹
5."6

基因" 分析它在不同组织的表达特异性" 进行生物信

息学分析和原核表达" 经过
K'!KSC

亲和层析和分子筛层析&

LTN

'纯化获得高纯度的蛋白" 并对其酶学

性质进行分析" 为后续
7A28

晶体学结构和植物
7."6

基因功能的研究打下理论基础%

5

材料与方法

!"!

实验材料

毛竹采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" 取半年生毛竹实生苗新鲜的根!

茎! 叶分装于冻存管中" 于液氮中速冻" 放
"GU #

冰箱备用%

!"#

实验方法

JV6VJ

总
:KC

提取和
#8KC

合成 取毛竹新鲜的根! 茎! 叶在液氮中迅速研磨成粉末" 用
S+'W%$

法#

J?

$

提取总
:KC

" 用脱氧核糖核酸酶
#

&

8K-20#

'消除
8KC

污染% 分别以毛竹约
JVU $(

的根! 茎! 叶
:KC

为模板" 利用逆转录试剂盒合成
#8KC

%

JV6V6 8%7."6

基因克隆 通过美国生物技术信息中心&

KNOM

'数据库获得拟南芥
9&4:'.*;"'" 3$<+'<0<

的

5."6

基因序列" 检索毛竹数据库" 得到一条同源序列% 根据该基因的开放读码框&

9:X

'设计引物% 上

游
=</> M

酶切位点引物
?$!N===CSNNCS===NSN=NSNNNN=S=NNNS!!$

) 下游
>'0. %

酶切位点引物

?$!NNCC=NSSSSCSCCSNNC=NC=C=CNNCCS!!$

&酶切位点用下划线显示'% 引物由上海生工生物工程股

份有限公司合成% 以反转录后的
#8KC

为模板进行聚合酶链式反应&

BN:

'扩增% 将
BN:

扩增产物电泳

分析后经
8KC

胶回收试剂盒回收" 获得的目的
8KC

片段插入经同样酶切后的
*T!LYZ9

表达载体" 得

到
J

个
K!

末端含有
"

个
Q'2

亲和标签的重组质粒% 将重组质粒转化到大肠杆菌
8Q?&

中" 提取阳性克隆

质粒进行双酶切和单酶切验证%

JV6V!

定量反转录聚合酶链式反应!

[:S!BN:

"分析 根据毛竹
5."6

基因的保守序列设计
[:S!BN:

引物

&正向引物(

=S=SS==CSSNS==CS==SSN

) 反向引物(

NC=NN=SC=S==S=CCS=C=SCCN

'% 内参
9(3'0

&正向引物(

N=CNCSS==NSN=NSNSSN

) 反向引物(

N==NC=C==S=C===C=CS

'" 使用荧光定量
BN:

仪对
?%5."6

基因在根! 茎! 叶不同组织的表达量进行分析%

JV6V> ,%7A28

的原核表达 将构建好的重组表达质粒转化到表达菌株
@A (*+'

&

:'$

'中" 挑取单克隆" 接

入
6 <P

溶菌肉汤&

PO

'培养基&

C

\

'

!D #

培养" 当菌体吸光度
6

&

"RR

'达到
R]?^R]G

时" 加入终浓度为
R]>

<<%$

*

P

"J的异丙基硫代半乳糖苷&

MBS=

'诱导" 分别在
!D #

摇床上诱导
! ;

" 在
ER #

摇床上过夜诱导"

最后收集菌体" 超声破碎" 用十二烷基硫酸钠
!

聚丙烯酰氨凝胶电泳&

L8L!BC=T

'检测蛋白表达情况%

屈亚平等( 毛竹阿拉伯糖
!?!

磷酸异构酶的基因克隆! 原核表达及纯化 HEH
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&'!'( )*+,-.

的纯化 在确定的最佳温度表达条件下! 将菌株接种于
&'" / /0

培养基中进行扩大培养"

加入诱导剂后! 菌液在
!" !

!

!!" 1

#

234

"&条件下过夜培养" 离心收集菌体! 将裂解液$

&'% 256

#

/

"#氯化

钠!

7%'% 2256

#

/

"#三羟甲基氨基甲烷%

813-#9:6

&! 体积分数为
(;

的甘油'加入到收集的菌体中! 超声破

碎细胞后!

!% %%% 1

(

234

"&

!

< !

条件下离心
<( 234

! 将上清转移至镍柱! 置于摇床缓慢结合
& =

! 后分

别用低浓度咪唑缓冲液洗脱杂蛋白! 用高浓度咪唑缓冲液洗脱目的蛋白" 将目的蛋白收集在
&% >.?

浓

缩柱中离心进行浓缩! 至体积为
(%%'% !/

左右" 使用分子筛层析柱
@AB*15-*

8C

#! #%D7%% E/

上样! 根据

蛋白的出峰顺序收集蛋白! 用
@.@#)FEG

胶检测蛋白的纯度! 将较高纯度的蛋白收集浓缩! 置于
"H% !

保存"

#'!'$

酶活性测定 酶活力测定采用半胱氨酸
#

咔唑法 $

#$I&J

'

"

!('% !/

的酶用
&%%'% 2256

(

/

"&

813-#9:6

!

B9 H'(

配制!

7J !

保温
7 234

! 加入
!('% !/ !'% 2256

(

/

"& 阿拉伯糖
#(#

磷酸%

F()

&!

7J !

反应
( 234

! 加

入
(%'% !/ &!'( 256

(

/

"&硫酸终止反应! 采用半胱氨酸
#

咔唑法显色! 测定
!

%

(<%

&

42

吸光度" 酶活力单

位%

& KL&$'$J 4>?M

&定义为
N

以
F()

为底物! 每分钟催化产生
#'% !256

的核酮糖
#(#

磷酸%

OA()

&所需的酶

量" 所有酶活测定结果均为
7

次重复平行试验数据的平均值"

#'!'J

最适
B9

值和最适温度对酶活性的影响!

#J

" 最适
B9

值的测定! 将样品
+,-.

稀释在
#%%'% 2256

(

/

"#不同
B9

值缓冲液中!

CG@

缓冲液从
B9 $'%P$'(

!

813-#9:6

缓冲液从
B9 J'%PQ'%

"

7J !

反应
( 234

!

测定酶活" 最适温度则是在测定的最适
B9

值下! 将反应温度控制在
!(P$( !

! 隔
#% !

进行酶促反应!

然后测定酶活性"

!

结果与分析

!"# "#$%&!

基因克隆及原核表达载体的构建

"#'%&!

基因经
):O

扩增重组后测序! 得到
#

条开放读码框%

ROS

&为
# %7H TB

的目的片段" 该基因

编码
7<$

个氨基酸%图
#

&" 将
):O

产物与
BG#@KCR

表达载体连接! 产物转化到
.9("

! 挑取阳性菌落

进行菌检测出! 成功构建原核表达载体"

图
#

毛竹
"#'%&!

基因开放读码框区及预测的氨基酸序列

S3UA1* # ROS 5V "#'%&! U*4* ?4, M=* W511*-B54,34U ?2345 ?W3, -*XA*4W*

!"! "#$%&'

氨基酸序列比较与系统进化树分析

通过
T6?-M

在线软件分析! 结果显示!

"#+,-.

含有
!

个不同的结构域)

@Y@

结构域和
:0@

结构域!

大肠埃希菌序列中关键的催化残基
/Z-(Q

!

93-HH

和
93-&Q7

在毛竹中是完全保守的"

"#+,-.

编码的氨基

酸序列与玉米
(#) *)+&

! 高粱
,-./01* 234-5-.

和水稻
6.+7) &)839)

具有较高的一致性! 均为
Q&'""[

! 与

杨树
"-:151& 8.340-4).:)

和拟南芥的一致性分别为
$Q'%%;

和
$$'7H;

! 而与大肠埃希菌和脆弱拟杆菌

Q7%
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的一致性分别只有
#$%#&'

和
!&%&#'

!图
#

"# 采用
()*+"

软件构建不同物种
,-./

氨

基酸序列的系统进化树!图
!

"$ 结果表明% 毛竹与玉米位置较近$ 位于同一个分支上& 与杨树' 水稻位

于同一大分支上$ 与拟南芥和脆弱拟杆菌分支较远#

图
#

不同物种
,-./

氨基酸多序列比对

012345 # 65735895 :3;<1=;5 >;128:58< ?@ ,-./ @4?: -1@@5458< .=5915.

图
!

不同物种
,-./

氨基酸序列构建的分子系统进化树

012345 ! (?;593;>4 =AB;?2585<19 <455 ?@ ,-./ @4?: -1@@5458< .=5915.

黑框为保守残基$ 划线部分为结构域

!"# .%/)*0

在不同组织中的表达分析

.%1)*0

不同组织
7CD!EFC

结果显示%

.%1)*0

在毛竹

的根' 茎' 叶中均有表达$ 但在表达量上存在较大的差

异$ 在叶中的表达量远远大于根与茎!图
G

"#

!"$ .%%&'(

重组蛋白的纯化及表达检测

将
.%,-./

重组载体转化到表达菌株
23 #'-(

!

C1;

"感受

态细胞$ 使用
HED*

诱导表达$

6/6!E+*)

检测蛋白表达及

可溶性情况!图
I+

"# 对比发现表达菌株
C1;

在
#J "

培养

温度下表达量相对较高$ 故在后续试验中确定重组蛋白诱

导表达的最佳温度为
#J "

#

!") .%%&'(

蛋白
*+!*,-

纯化与分子筛层析

将收集的菌体超声破碎离心后$ 上清加入
K1!KD+

柱$ 冰上结合后$ 采用咪唑梯度洗脱蛋白$

6/6!

E+*)

检测!图
IL

"# 结果显示% 条带出现的位置与目的蛋白大小一致$ 目的蛋白被成功地纯化出来# 将

图
G .%1)*4

在毛竹不同组织中的表达分析

012345 G C5;><1M5 5N=45..1?8 '+ .%1)*0 18 <A5 4??<O .A??<

>8- ;5>@ ?@ .56--'*$"#56* %)7-(*

屈亚平等% 毛竹阿拉伯糖
!I!

磷酸异构酶的基因克隆' 原核表达及纯化 $!&



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#!

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

目的蛋白进一步经
&'()*+,)

-.

#! #%/0"" 12

分子筛层析后! 出现

!

个明显的吸收峰" 对比小牛血清
3&4

出峰位置#二聚体
5

峰对

应分子量为
#0!67$ 89:

! 单聚体
9

峰对应分子为
$$6;0 89:

$!

4

峰对应是
<=,9

多聚体!

3

峰对应的是
<=,9

单体#图
$

$! 说明

<=,9

蛋白在溶液中存在多种聚体形式%

!

步纯化
>?!>-4

结合

&@5

可分离纯化得到不同状态的高纯度
<=,9

蛋白! 可满足今后

酶学特性的研究和蛋白晶体生长的要求"

!"#

重组酶的酶学性质

酶活性测定结果表明& 纯化的
<=,9

酶最适温度为
0A "

!

在
0BC;B "

范围内酶活力较高!

;B "

以上酶活力急剧下降! 而

在
!B "

时仍保持在
$%D

以上#图
A4

$' 不同的
(E

值条件也会影

响酶的活性! 最适作用
(E

值为
(E 76B

! 此时活性较高! 过酸或

过碱环境都会对酶活性有较大的抑制作用#图
A3

$%

0

讨论

自
!%F%

年大肠埃希菌的
<=,9

结构公布后! 又陆续有其他

图
B !"#$%&

在表达菌株
'( )*+,

!

G?H

"中的表达!

4

"和
!"<=,9

的
>?!>-4

亲和层析纯化的
&9&!I41@

检

测!

3

"

J?K'*) B I*+8:*L+M?N )O(*),,?+P +Q !"#$%& ?P -%)."/,).,0 )*+,

#

G?H

$

N)HH

#

4

$

:P= &9&!I41@ :P:HL,?, Q*+R >?!>-4 :QQ?P?ML

NS*+R:M+K*:(SL +Q !"<=,9

#

3

$

.

为蛋白标记物'

N8

为未诱导的上清#

&

$! 沉淀#

I

$'

!" "

诱导的上清#

&

$! 沉淀#

I

$'

0A

"

诱导的上清#

&

$! 沉淀#

I

$% 泳道
FT!T0T;TB

分别为
!%/0%/;%/#%%/!%% RR+H

(

2

UF 咪唑!

!%%

RR+H

)

2

UF氯化钠!

0% RR+H

*

2

UF

-*?,!E5H (E 76%

溶液洗脱后的
&9&!I41@

电泳结果+

图
A

温度!

4

"和
(E

值!

3

"对酶活性的影响

J?K'*) A @QQ)NM +Q M)R()*:M'*) :P= (E V:H') +P :NM?V?ML +Q )PWLR)

1/"

图
$ !"<=,9

分子筛层析图

J?K'*) $ I'*?Q?N:M?+P +Q !"<=,9 XL ,?W)

)ONH',?+P NS+R:M+K*:(SL

'

Y0!



第
!!

卷第
"

期

微生物的
#$%&

结构报道!

'()*

年
+,-.

等 "

/*

#解析出了脆弱拟杆菌
01-

$

2301-

%的晶体结构& 为四聚体!

但是植物来源的
#$%&

相关研究甚少& 其结构和功能至今仍未被解析! 本研究首次成功克隆到了毛竹

!"#$

基因& 该基因具有一个完整的开放阅读框'

456

%& 编码
!*"

个氨基酸! 生物信息学分析预测其含

有
'

个不同的结构域(

7!

末端糖异构酶'

8-8

%结构域和胱硫醚
!!!

合酶'

+98

%结构域! 尽管大肠埃希菌序

列中关键的催化残基
:;%<=

&

,>%??

和
,>%/=!

在毛竹中是完全保守的& 但是毛竹
#$%&

蛋白序列与大肠

埃希菌
#$%&

蛋白序列相似度不足
!(@

& 因此& 推测植物
#$%&

与微生物中的
#$%&

蛋白空间结构和功

能可能存在一定的差异! 为进一步了解植物
#$%&

和微生物
#$%&

结构上的差异& 还需进一步纯化获得

高纯度的蛋白& 进行蛋白结晶& 通过
A

射线等方面的研究进一步分析验证结构与功能的关系! 实时定

量
1+5

在根) 茎) 叶中均检测到有表达& 尤其在叶中表达量比其他组织高约
<B?

倍& 表现出明显的组

织特异性现象*

7>!7C0

纯化显示所得的目的蛋白大小与预测的蛋白分子量相一致& 成功纯化出了

%&#$%&

蛋白* 进一步的
8D+

纯化结果表明( 毛竹
#$%&

在
!E FFGH

+

:

"/

CI>%!,+- J, ?K(

&

'(( FFGH

+

:

"/

氯化钠溶液条件& 以多聚体混合的形式存在&

8D+

中
#$%&

的多聚体究竟是几聚体还需分析超速离心

'

0.+

%等实验做进一步的分析验证* 酶学性质初步测定结果表明(

%&#$%&

的最适温度为
!L #

& 最适

J,

值为
J, ?K<

* 最适
J,

值与预测的
J,

值有所偏差& 故后期试验采用
J, ?K<

为宜* 当然& 要揭示毛

竹
#$%&

酶功能及催化作用机制& 还有待于后续晶体结构与功能等方面的进一步深入研究*

*
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!浙江农林大学学报"被评为 !"#$年度中国高校百佳科技期刊

由中国高校科技期刊研究会组织的 '

!%#$

年度中国高校杰出(百佳(优秀科技期刊) 评选结果揭晓*

+浙江农林大学学报,被评为中国高校百佳科技期刊-

此次评选活动旨在不断提高高校科技期刊的学术影响力和编辑出版质量* 对高校科技期刊的质量及

在科研活动和学术交流中所起的作用做出客观全面的评价- 参评期刊在编校差错率低于万分之三的前提

下入围- 由数十位评审专家组成的评委会就期刊学术质量和编辑出版质量进行严格的综合审查* 利用全

文数据库. 检索数据库和评价机构的有关评价成果客观打分* 并结合期刊的学术影响力. 行业影响力进

行遴选* 共评选出中国高校杰出科技期刊
!%

种. 中国高校百佳科技期刊
#%7

种. 中国高校优秀科技期

刊
!97

种. 中国高校编辑出版质量优秀科技期刊
$A

种- 在浙江省出版的科技期刊中有+浙江农林大学学

报,+高校化学工程学报,+浙江大学学报%工学版&,+浙江大学学报%农业与生命科学版&,+浙江大学学报

%医学版&,被评为百佳科技期刊-

!%#$

年* +浙江农林大学学报,还获得了浙江省 '

!%#7!!%#$

年度优秀科技期刊) 一等奖- +浙江

农林大学学报,始终坚持办刊宗旨* 创新办刊思路* 彰显刊物特色* 编校质量. 学术美誉度和社会影响

力稳步提升* 获得了学术界的充分肯定-

吴伟根

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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