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巨尾桉胞质犈狌犆狌犣狀犛犗犇基因的克隆与原核表达

赵艳玲，周利建

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　通过克隆巨尾桉的细胞质犈狌犆狌犣狀犛犗犇基因，构建原核表达载体ｐＥＴ?ＣｕＺｎＳＯＤ，并研究该基因的功

能．测序结果表明：基因序列长度为４５９ｂｐ；１５２个编码氨基酸，蛋白相对分子质量为１５．２ｋｕ．在２８℃条件

下，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导４ｈ，转化菌株的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），总酶活比对照组

平均高１９．９％．结果表明：克隆获得的巨尾桉细胞质犈狌犆狌犣狀犛犗犇 的重组基因表达产物具有ＳＯＤ酶活性，

ＧｅｎＢａｎｋ注册号为ＪＸ１３８５７３．
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桉树在我国造纸木浆生产上具有重要地位，但是低温限制了桉树的种植范围，盲目北移推广种植遭

受重大经济损失．过去的桉树抗寒性研究主要集中在优树选育、抗寒锻炼和抗寒生理生化机制等，随着

现代生物技术的发展，通过基因工程手段定向增加树木抗寒能力已成为可能．超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒ

ｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）是体内氧自由基清除反应的第１个酶类，催化超氧负离子转变成Ｏ２ 和Ｈ２Ｏ２．植

物细胞主要含有３种类型的ＳＯＤ：犆狌犣狀犛犗犇，犕狀犛犗犇和犉犲犛犗犇
［１］．犆狌犣狀犛犗犇（简称ＣＳＤ）是３种歧化

酶中质量分数最丰富的一种，是活性氧清除酶系统中最重要的酶，分布于植物的叶绿体、细胞质、质外

体、过氧化物酶体和细胞核［２］，与植物的非生物胁迫如旱［３］、盐碱［４］、重金属［５］、低温［６］，以及生物侵

袭［７?８］等多种氧化应激反应密切相关．在桉树抗寒性与保护酶的关系方面，国内主要研究ＳＯＤ活性，

ＳＯＤ活性是桉树本身遗传因子所决定的，可作为筛选桉树抗寒性的一个生理指标．研究发现：造成巨尾

桉幼苗低温伤害的主要原因是体内活性氧代谢的失调［９］．尾巨桉幼苗在低温胁迫下ＳＯＤ的活性先升

高，后降低，随低温胁迫时间的延长酶活性下降［１０］，桉树的不同种类应对低温逆境时，其ＳＯＤ的活性变

化差异明显 ［１１］，低温胁迫处理后，耐寒的邓恩桉比尾叶桉的ＳＯＤ活性高
［１２］．桉树个体内的ＳＯＤ活性

随时间不断变化，耐寒能力强的桉树，ＳＯＤ低温反应较敏感
［１３］．综上所述：ＳＯＤ的活性越高，表明桉树

对低温胁迫的抵抗能力越强．但是，桉树的犆狌犣狀犛犗犇基因至今未有成功克隆，ＧｅｎＢａｎｋ中只注册成功

一段长３９０ｂｐ的ｍＲＮＡ部分序列．本文成功克隆了巨尾桉的犈狌犆狌犣狀犛犗犇基因，通过该基因的原核表

达确定了犈狌犆狌犣狀犛犗犇基因的功能，为进一步探讨桉树的抗寒性机理提供了物质基础．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与植物材料　ｐＥＴ?３２ａ（＋），犈．犮狅犾犻ＪＭ１０９，ＢＬ２１（ＤＥ３），巨尾桉植株为本实验室保存；

ｐＭＤ１８?ＴＶｅｃｔｏｒ购自大连Ｔａｋａｒａ有限公司．

１．１．２　试剂　ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，聚合酶链式反应（ＰＣＲ）体系等均购自大

连Ｔａｋａｒａ公司；其他试剂购自上海生工公司；引物由厦门精聚公司合成．
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１．２　实验方法

１．２．１　巨尾桉犈狌犆狌犣狀犛犗犇的克隆　用Ｔｒｉｚｏｌ法提取巨尾桉总ＲＮＡ（），根据Ｔａｋａｒａ公司的反转录

试剂盒说明书反转录总 ＲＮＡ，通过生物信息技术分析植物犆狌犣狀犛犗犇 基因的保守区域，设计引物

ＦＳＯＤ：５′ＡＴＧＧＴＧＡＡ?ＧＧＣＣＧＴＴＧＣＣＧＴＣＣ３′，ＲＳＯＤ：５′ＴＴＡＧＣＣＴＴＧＣＡＧＡＣＣＡＡＴＡＡＴＡＣ

３′，应用降落ＰＣＲ扩增目的基因，反应程序为：９４℃变性２ｍｉｎ；然后９４℃，３０ｓ，６５～５６℃退火４５ｓ

（每个循环降低１℃），７２℃延伸６０ｓ，共１０个循环；之后，９４℃，３０ｓ，５５℃，４５ｓ，７２℃，６０ｓ，共２０个循

环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ．玻璃奶回收试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）回收目的片段与ｐＭＤ１８?ＴＶｅｃｔｏｒ连

接．重组载体转化ＪＭ１０９感受态，筛选阳性质粒．通过ＳａｃＩ／ＢａｍＨＩ双酶切验证阳性克隆子，命名为

ｐＭＤ?ＣＳＤ，送上海生工生物工程股份有限公司双向测序，将测序结果提交至ＮＣＢＩ．

１．２．２　原核表达载体狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇的构建　将ｐＭＤ?ＣＳＤ和ｐＥＴ?３２ａ（＋）质粒用ＢａｍＨＩ和ＳａｃＩ

双酶切后，回收目的片段，并连接，转化ＢＬ２１感受态，筛选阳性克隆菌株，ＳａｃＩ／ＢａｍＨＩ双酶切验证，命

名为狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇．

１．２．３　犈狌犆狌犣狀犛犗犇 蛋白原核表达　将含有狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇 的ＢＬ２１菌株、含有ｐＥＴ?３２ａ（＋）的

ＢＬ２１菌株及空菌株ＢＬ２１，分别接种于５ｍＬＬＢ培养基中（５０μｇ·ｍＬ
－１Ａｍｐ），３７℃振荡培养过夜；以

１∶５０量各接种两瓶共６瓶５０ｍＬＬＢ培养基中（５０μｇ·ｍＬ
－１Ａｍｐ），３７℃振荡培养至犇（６００）为０．４，

添加１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导，不加ＩＰＴＧ为空白对照组，３７℃诱导４ｈ后取

１ｍＬ菌液离心，收集菌体，加１００μＬ的蛋白上样缓冲液，沸水５ｍｉｎ，吸取１０μＬ上样，质量分数为

１５％ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳分析，经考马斯亮蓝Ｒ２５０染色，脱色分析．

１．２．４　ＩＰＴＧ对犈狌犆狌犣狀犛犗犇 蛋白原核表达的影响　同节１．２．３，挑单菌落，３７℃振荡培养，转接５

瓶，培养至犇（６００）为０．４，分别添加ＩＰＴＧ至终浓度为０，０．５，１．０，１．５，２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，培养５ｈ后分

别取１ｍＬ菌液，同节１．２．３方法处理，对质量分数为１２％的ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳分析．

１．２．５　诱导时间对犈狌犆狌犣狀犛犗犇蛋白原核表达的影响　同节１．２．３，挑单菌落，３７℃和２８℃条件下分

别振荡培养，转接培养至犇（６００）为０．４，添加ＩＰＴＧ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，分别培养０，１，２，３，４，５，６ｈ，每隔１ｈ

取１ｍＬ菌液离心，对质量分数为２％ 的ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳分析．

１．２．６　ＮＢＴ法检测ＳＯＤ蛋白酶活性　同上，挑单菌落摇菌，添加ＩＰＴＧ１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，培养至３ｈ，不

含载体的空白菌株平行处理做对照组．超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的测定采用氮蓝四唑（ＮＢＴ）法，已

知活性单位以抑制ＮＢＴ光化还原的５０％为一个酶活性单位表示，ＳＯＤ活性为

狕（ＳＯＤ）＝ （犃Ｃ，Ｋ?犃Ｅ）×１６０６７犞／（１／２×犃Ｃ，Ｋ×犠 ×犞ｔ）．

上式中：狕为总活性（ｎＫａｔ）；犃Ｃ，Ｋ为对照组管的吸光度；犃Ｅ 为样品管的吸光度；犞 为样品总体积（ｍＬ）；

犞ｔ为测定时样品用量（ｍＬ）；犠 为样品鲜质量（ｇ）．

２　结果与分析

２．１　巨尾桉犈狌犆狌犣狀犛犗犇的克隆

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ后，经ＰＣＲ扩增，获得一条大约５００ｂｐ的条带，如图１

所示．图１中：Ｍ为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ．ＰＣＲ产物与ｐＭＤ?１８Ｔ连接，命名为ｐＭＤ?ＣＳＤ，ＳａｃＩ／ＢａｍＨＩ双酶切

验证具有一条５００ｂｐ左右的条带，表明连接成功，如图２所示．图２中：Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ．经上海生工

生物工程股份有限公司双向测序后，基因序列长度为４５９ｂｐ，编码１５２个氨基酸，蛋白相对分子质量为

１５．２ｋｕ，等电点为６．４２．经生物信息学分析（数据未列出），克隆得到的巨尾桉犈狌犆狌犣狀犛犗犇 为胞质

犆狌犣狀犛犗犇，是非跨膜性亲水性稳定非分泌蛋白，无规则卷曲和β?折叠是其蛋白质二级结构的主要元件．

与之前在ＧｅｎＢａｎｋ中注册成功的一段长为３９０ｂｐ的 ｍＲＮＡ部分序列比对，两片段的相似性是

７９％，在ＮＣＢＩ中Ｂｌａｓｔ发现：与树棉的细胞质犆狌犣狀犛犗犇的相似性最高是９０％，申请ＧｅｎＢａｎｋ注册，基

因注册号为ＪＸ１３８５７３．

２．２　原核表达载体狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇的构建

采用外源基因原核表达法研究该克隆基因片段的功能．琼脂糖凝胶回收的双酶切犈狌犆狌犣狀犛犗犇 片

段与ｐＥＴ?３２ａ（＋）连接，命名为狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇，ＳａｃＩ／ＢａｍＨＩ双酶切筛选阳性克隆．结果表明：在４５９
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ｂｐ处有目的条带，如图３所示．图３中：Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ．由图３可知：犈狌犆狌犣狀犛犗犇 原核表达载体构

建成功．

图１　巨尾桉犈狌犆狌犣狀犛犗犇ｃＤＮＡ 图２　ｐＭＤ?ＣＳＤＳａｃＩ／ＢａｍＨＩ 图３　原核表达载体狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇

　　　序列扩增 双酶切电泳图 ＳａｃＩ／ＢａｍＨＩ双酶切电泳图

Ｆｉｇ．１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｆｉｇ．２　Ｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ Ｆｉｇ．３　Ｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ狆犕犇?犆狌犣狀犛犗犇

　　ｏｆＥｕｃａｌｙｐｔｕｓ犈狌犆狌犣狀犛犗犇 ｐｌａｓｍｉｄｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄ ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＳａｃＩ／ＢａｍＨＩ　

ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈＳａｃＩ／ＢａｍＨＩｐＭＤ?ＣＳＤ　　　　　　　　　　　　　　　

２．３　犈狌犆狌犣狀犛犗犇重组蛋白的表达分析

以含有狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇的ＢＬ２１菌株、空菌株和含有质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）的菌株研究目的蛋白的表

达．ｐＥＴ?３２ａ（＋）载体的Ｎ端部分相对分子质量大约为２０ｋｕ，巨尾桉犈狌犆狌犣狀犛犗犇基因完整的阅读框

架为４５９ｂｐ，编码１５２个氨基酸，理论上可表达为１５．２ｋｕ的蛋白，加上表达系统的融合蛋白部分，预期

表达产物大约３５ｋｕ．实验结果表明：经过１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ诱导后，ＳＤＳ?ＰＡＧＥ图谱显示在蛋白

相对分子质量２９．０ｋｕ以上有一条明显的蛋白差异带，如图４所示．图４中：Ｍ为蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１为未诱

导的空菌株；２为诱导的空菌株；３为未诱导的含ｐＥＴ?３２ａ（＋）的菌株；４为诱导的含ｐＥＴ?３２ａ（＋）的转

化菌株；５为未诱导的含狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇的转化菌株；６为诱导的含狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇 的转化菌株，箭头

所示为表达的融合蛋白条带位置．由图４可知：目标蛋白可以在大肠杆菌中表达．

２．４　不同犐犘犜犌浓度诱导对重组蛋白犈狌犆狌犣狀犛犗犇表达的影响

通过研究ＩＰＴＧ０．５～２．０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１４个浓度梯度对重组蛋白诱导表达的影响，筛选最佳的

ＩＰＴＧ诱导浓度．诱导４ｈ的犈狌犆狌犣狀犛犗犇蛋白表达量，如图５所示．图５中：Ｍ为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１～５分

别为０，０．５，１．０，１．５，２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１诱导４ｈ的蛋白表达；箭头所示为表达的融合蛋白条带．由图５可

知：所有浓度的ＩＰＴＧ均诱导出目的蛋白条带，重组蛋白表达量无明显变化，说明０．５～２．０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

的ＩＰＴＧ浓度对目的蛋白的表达没有影响．

２．５　不同培养时间对重组蛋白犈狌犆狌犣狀犛犗犇表达的影响

通过检测重组菌在不同时间表达犈狌犆狌犣狀犛犗犇蛋白量确定最佳诱导时间．３７℃和２８℃条件下重

组菌在１ｈ既有蛋白表达，如图６所示．图６中：Ｍ为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１～７分别为０，１，２，３，４，５，６ｈ诱导

的表达蛋白；箭头所示为表达的融合蛋白条带．由图６可知：重组蛋白的３７℃条件下的最佳诱导时间为

３ｈ，２８℃条件下在４ｈ重组蛋白的表达量达到最高水平．

２．６　巨尾桉犈狌犆狌犣狀犛犗犇酶活检测

因为大肠杆菌具有犆狌犣狀犛犗犇 酶，酶活性的测定方法是相同的，所以研究采用测定转化菌株总

ＳＯＤ酶活性的变化，验证诱导表达的巨尾桉犈狌犆狌犣狀犛犗犇 蛋白是否具有生物学功能．３７℃培养条件

下，转化菌株的ＳＯＤ总酶活反而比对照组低，可能是表达蛋白在此温度下形成包涵体所致，而包涵体中

的蛋白无酶活性，可能也影响了菌株本身的ＳＯＤ酶活性．培养温度的选择是影响外源基因在大肠杆菌

中表达的重要因素之一，外源蛋白大部分以活性存在的诱导温度是２５～３７℃，降低诱导温度，减慢细胞

５９６第６期　　　　　　　　　　赵艳玲，等：巨尾桉胞质犈狌犆狌犣狀犛犗犇基因的克隆与原核表达



图４　狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇在Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１表达的 图５　不同ＩＰＴＧ浓度对重组蛋白

　　ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳图 犈狌犆狌犣狀犛犗犇表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ?ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１　　Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＩＰＴＧｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ狆犈犜?犆狌犣狀犛犗犇ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈狌犆狌犣狀犛犗犇

　　（ａ）３７℃ （ｂ）２８℃

图６　不同培养时间对重组蛋白犈狌犆狌犣狀犛犗犇表达的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈狌犆狌犣狀犛犗犇

图７　ＳＯＤ酶活性

Ｆｉｇ．７　ＳＯＤｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

的生长速度，酶蛋白具有足够的时间进行正确的折叠［１４?１８］．实

验结果表明：在２８℃培养条件下，转化菌株的ＳＯＤ总酶活比

对照组平均高１９．９％．说明在该温度条件下获得的外源表达

产物存在可溶性蛋白，具有一定的酶活性．

３　结束语

成功克隆了巨尾桉的犈狌犆狌犣狀犛犗犇 基因，通过原核表达

技术证明该基因具有生物学功能，但是该基因在巨尾桉中的

时空表达特点以及在不同的胁迫环境下的表达模式需要进一

步的研究．通过基因工程手段获得过量表达犈狌犆狌犣狀犛犗犇 的

桉树植株，可能会提高桉树的抗寒能力以及综合抵抗各种逆

境的能力，今后的研究目标和内容是培育出适应范围更广的桉树，为桉树定向培育研究提供物质基础和

技术支持．
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