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　　　巨尾桉铜分子伴侣犈狌犆犆犛基因的

克隆及表达分析

赵艳玲，姚婕

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　以巨尾桉为研究对象，克隆得到巨尾桉铜分子伴侣（ＣＣＳ）基因（ＧｅｎＢａｎｋ注册号为ＫＪ７５５３５１．１），生

物信息学分析表明：犈狌犆犆犛蛋白定位于叶绿体，与龙眼同源基因的一致性达到９９％．巨尾桉ＣＣＳ的原核表达

载体ｐＥＴ?犈狌犆犆犛在大肠杆菌细胞内可以稳定表达，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活检测结果表明：转化菌株的

ＳＯＤ酶活性比对照菌株高，说明外源基因犈狌犆犆犛具有生物学活性．利用荧光定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技

术分析ＣＣＳ在巨尾桉中的表达特性，结果表明：在植株生长旺盛的部位，ＣＣＳ表达量较大，如植株幼叶，随植

株叶片慢慢衰老，ＣＣＳ的表达量也随之下降；在组培苗中，叶片的ＣＣＳ表达量最大，其次是茎．
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铜离子是细胞色素氧化酶、铜锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ／Ｚｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，犆狌／犣狀犛犗犇）、漆

酶、赖氨酰氧化酶和多巴胺单加氧酶等所必需的辅助因子，在维持植物正常的新陈代谢及生长发育中发

挥着重要作用［１］．当铜离子超过一定值时，铜离子参与Ｆｅｎｔｏｎ反应会生成大量的羟自由基，对生物体产
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生重金属毒害作用，所以在长期进化过程中，生物体内形成一套完整的铜代谢调控机制，分子伴侣和铜

螯合剂调控细胞内和细胞外铜的转运，达到生物体内铜离子的稳态［２］．铜分子伴侣（ＣＣＳ）可以传递铜离

子到犆狌／犣狀犛犗犇中，并将其激活生成有活性的酶分子
［３７］．相关研究表明：ＣＣＳ在调控植物体内铜离子

平衡过程中发挥着特殊作用［８９］．本文克隆了巨尾桉的ＣＣＳ基因，通过初步构建该基因原核表达体系，

测定该酶的活性，并通过逆转录聚合酶链反应（ＲＴ?ＰＣＲ）和实时定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＰＣＲ）技术分析巨尾桉中ＣＣＳ的表达特性，研究了该基因的基本功能特点．

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．

１．１．２　试剂　ＴａｋａｒａＳＹＢＲＥｘＳｃｒｉｐｔ等试剂盒和试剂采购自大连Ｔａｋａｒａ公司；引物由厦门精聚公司

合成．

１．２　实验方法

１．２．１　巨尾桉犈狌犆犆犛基因的克隆方法　具体克隆方法参见文献［１０］．ＰＣＲ引物为ＣＣＳ１：５′?ＣＡＴＧ

ＧＣＡＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴＣＧＧ?３′，ＣＣＳ２：５′?ＣＴＣＡＧＡＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣ?３′．ＣＣＳ目的片段与ｐＭＤ?１８Ｔ

Ｖｅｃｔｏｒ连接，经聚合酶链式反应（ＰＣＲ）验证阳性克隆子，命名为ｐＭＤ?犈狌犆犆犛，委托华大基因测序．

１．２．２　 构建原核表达载体 ｐＥＴ?犈狌犆犆犛 并诱导表达 　 设计引物 ＣＳＳ３：５′ＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ

ＧＣＡＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴ３′，ＣＳＳ４：５′ＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＧＡＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧ３′，获得亚克隆载体ｐＭＤ?

ＣＣＳ１，用犅犪犿犎 Ⅰ 和犛犪犮Ⅰ 双酶切连接ｐＥＴ?３２ａ（＋）．用质量分数为１２％的ＳＤＳ?ＰＡＧＥ蛋白电泳分

析融合基因在大肠杆菌Ｂｌ２１中的表达，具体方法参见文献［１０］．

１．２．３　ＩＰＴＧ诱导ＣＣＳ蛋白原核表达条件与ＳＯＤ酶活性测定　设计两组实验，一是加入终浓度分别

为０，０．５，１．０，１．５，２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），诱导４ｈ后，ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳分析；

二是设置１６，２２，３７℃摇床中异丙基硫代半乳糖苷诱导４ｈ的ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳分析．采用氮蓝四唑

（ＮＢＴ）检测超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）蛋白酶活，具体方法参见文献［１０］．

１．２．４　ＲＴ?ＰＣＲ和ｑＰＣＲ检测ＣＣＳ在巨尾桉不同部位的表达量　巨尾桉叶片及组培苗总核糖核酸

（ＲＮＡ）提取，使用Ｔａｋａｒａ公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ去除基因组ＤＮＡ，

Ｔａｋａｒａ公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ反转录反应，利用ＲＴ?ＰＣＲ检测ＣＣＳ在桉树中的表达情况．利用Ｔａｋａｒａ

ＳＹＢＲＥｘＳｃｒｉｐｔ试剂和罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０仪器，以桉树６个样本的ｃＤＮＡ为模板，内参基因为巨尾

桉１８ＳｒＲＮＡ（１７１ｂｐ），引物设计分别为ＥｇＣＣＳ１：５′ＴＣＡＴＣＡＡＧＴＣＴＴＧＣＣＴＧＡＧＣ３′，ＥｇＣＣＳ２：５′

ＧＣＴＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＴＣＡＡＣＡＴ３′，Ｅｇ１８Ｓ１：５′ＣＧＣＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＴＧＴＡＴＴＣ３′，Ｅｇ１８Ｓ２：５′ＧＴＡ

ＣＡＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＣＧＴＡ３′．预变性：９５℃，３０ｓ；变性：９５，℃，５ｓ；退火：６０℃，２０ｓ，４０个循环，最

后延伸，６５℃，１５ｓ，分析实时定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）数据，每个反应包括３个重复．

图１　ＲＴ?ＰＣＲ扩增巨尾桉ＣＣＳ基因

Ｆｉｇ．１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓＣＣＳｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

２　研究结果

２．１　巨尾桉犆犆犛基因的克隆

纯化采用Ｔｒｉｚｏｌ法大量提取巨尾桉总ＲＮＡ获得信使

ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）后，经ＲＴ?ＰＣＲ扩增得到非单一条带，如图

１所示．图１中：Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～３为ｃＤＮＡ 序列扩

增条带．选择预测的９６０ｂｐ左右的条带为目标条带切胶回

收，克隆得到ＣＣＳ基因（ＧｅｎＢａｎｋ注册号为ＫＪ７５５３５１．１）．

生物信息学分析（数据未列出）的结果表明：ＣＣＳ蛋白

是定位在叶绿体中的亲水的、稳定的酸性蛋白质，该蛋白含２个跨膜螺旋，从Ｎ末端朝外由内到外进行

跨膜．该蛋白主要由５９．６％的无规则卷曲，２９．５％的β?折叠和１１．０％的α?螺旋等构成，并存在多个磷酸

化位点和保守结构域，这些保守结构域的存在可能是激活ＳＯＤ表达所必须的．采用 ＭＥＧＡ５．２对来自

５７３第３期　　　　　　　　　　赵艳玲，等：巨尾桉铜分子伴侣犈狌犆犆犛基因的克隆及表达分析



犺狋狋狆：∥狑狑狑．犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀

１１种不同物种的ＣＣＳ核酸序列作进化树分析（数据未列出），巨尾桉ＣＣＳ与龙眼、葡萄、蓖麻处于同一

分支中，与它们在进化距离上较为接近，同源性分别为９９％，８１％，８０％．

图２　ｐＥＴ?犈狌犆犆犛犛犪犮Ⅰ／犅犪犿犎 Ⅰ双酶切验证

Ｆｉｇ．２　ＧｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ?犈狌犆犆犛

ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犛犪犮Ⅰ／犅犪犿犎 Ⅰ

２．２　原核表达载体狆犈犜?犈狌犆犆犛的构建与诱导表达

亚克隆获得具有犛犪犮Ⅰ／犅犪犿犎 Ⅰ酶切位点的ｐＭＤ?

犈狌犆犆犛与线性载体ＰＥＴ?３２ａ（＋）同时双酶切，凝胶回收

之后，连接产物转化犈．犮狅犾犻ＢＬ２１，犛犪犮Ⅰ／犅犪犿犎 Ⅰ双酶

切筛选阳性质粒，命名为ｐＥＴ?犈狌犆犆犛．

ｐＥＴ?犈狌犆犆犛犛犪犮 Ⅰ／犅犪犿犎 Ⅰ双酶切验证，如图２

所示．图２中：Ｍ 为ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～３为ｐＥＴ?犈狌犆犆犛

犛犪犮Ⅰ／犅犪犿犎 Ⅰ双酶切条带．

ｐＥＴ?３２ａ（＋）载体的Ｎ端部分分子量大约为１８ｋｕ，

图３　重组ＣＣＳ在犈．犮狅犾犻ＢＬ２１中

表达的ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳图

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ?ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＥＴ?犈狌犆犆犛ｉｎ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１

基因完整阅读框为９６０ｂｐ，编码３２０个氨基酸，理论上可表

达３２ｋｕ大小，加上表达系统的融合蛋白部分，预期融合蛋

白大小是５０ｋｕ．经ＩＰＴＧ诱导之后，重组质粒表达一条大

约５０ｋｕ条带，如图３所示．这与预期的表达目标蛋白一

致．图３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ｐＥＴ?

犈狌犆犆犛的转化菌株；６为诱导的含ｐＥＴ?犈狌犆犆犛的转化菌

株；箭头所示为表达的融合蛋白条带位置．

２．３　犆犆犛蛋白原核表达条件的初步研究

在不同浓度ＩＰＴＧ诱导ＣＣＳ蛋白表达实验中，ＩＰＴＧ

添加量为０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，足以诱导ＣＣＳ蛋白表达，如图４所示．图４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．１６，２２，３７

℃ 的ＩＰＴＧ诱导含ｐＥＴ?犈狌犆犆犛菌株都能正常表达出ＣＣＳ蛋白，如图５所示．图５中：Ｍ为蛋白 Ｍａｒｋ

ｅｒ；１为１６℃ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ?３２ａ；２为１６℃ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ?ＥｕＣＣＳ；３为２２℃ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ?３２ａ；

４为２２℃ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ?犈狌犆犆犛；５为３７℃ＩＰＴＧｐＥＴ?３２ａ；６为３７℃ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ?犈狌犆犆犛．为了

检测最佳的ＩＰＴＧ诱导时间，对１６，２２，３７℃下的ＩＰＴＧ诱导时间进行研究．结果表明：１６℃诱导下，９ｈ

后，ＣＣＳ蛋白表达量趋于稳定；２２℃诱导下，６ｈ后，ＣＣＳ蛋白表达到最大量；３７℃诱导下，４ｈ后，ＣＣＳ

蛋白表达趋于稳定（数据未列出）．

图４　不同浓度ＩＰＴＧ诱导对犈狌犆犆犛蛋白表达的影响　　图５　不同温度ＩＰＴＧ诱导对ＣＣＳ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＰＴＧｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ　　

　ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈狌犆犆犛ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＣＳｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＣＣＳ的酶活性无法直接检测，可以通过检测ＣＣＳ底物犆狌／犣狀犛犗犇 酶活来间接检测ＣＣＳ的活性．

为了检测外源基因ＣＣＳ诱导表达的蛋白是否具有生物学活性，利用氮蓝四唑法检测不同温度诱导菌株

的ＳＯＤ酶活，如图６所示．图６中：狕为酶活；狋为温度．由图６可知：在１６，２２℃ＩＰＴＧ诱导下，转化菌

株ｐＥＴ?犈狌犆犆犛的ＳＯＤ酶活性高于对照菌株ｐＥＴ?３２ａ，说明犈狌犆犆犛的表达可以提高大肠杆菌犆狌／犣狀

犛犗犇的活性；在３７℃诱导下，ＳＯＤ酶活变化不大，可能是由于表达蛋白在此温度下形成包涵体所致，包
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图６　不同温度诱导菌株的ＳＯＤ酶活检测

Ｆｉｇ．６　ＳＯＤｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

涵体中的蛋白无酶活性．

２．４　巨尾桉犆犆犛的表达分析

巨尾桉ＣＣＳ基因在组培苗根、茎、叶和植株幼叶、中段

叶和老叶均有表达，如图７所示．由图７可知：组培苗叶片

中的ＣＣＳ表达量比根、茎更大，植株中幼叶的ＣＣＳ表达量

最大，之后是成熟叶和老叶．

利用实时定量ＰＣＲ方法进行基因表达解析，选择１８Ｓ

ＲＮＡ作为参比基因来对所有样品进行归一化处理，再对不

同样品之间的目的基因表达量进行比较．用目的基因ＣＣＳ

的定量结果除以管家基因１８Ｓ的定量结果得到校正值．实

时定量ＰＣＲ分析巨尾桉ＣＣＳ基因表达，如图８所示．由图

　　　（ａ）温室苗的不同龄叶片 （ｂ）组培苗的不同部位

图７　ＲＴ?ＰＣＲ检测巨尾桉不同部位的ＣＣＳ表达情况

Ｆｉｇ．７　ＲＴ?ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＣＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ

８（ａ）可知：用目的基因ＣＣＳ校正值作柱状图，巨尾桉组培苗叶和茎中的ＣＣＳ表达量较高，而根中的表

达量相对较低．由图８（ｂ）可知：巨尾桉温室苗幼叶中的ＣＣＳ表达量最高，其次是成熟叶，衰老叶片中检

测不到ＣＣＳ的表达，可能是由于表达量太小所致，这个结果和ＲＴ?ＰＣＲ的结果基本一致．

　（ａ）组培苗 （ｂ）温室苗

图８　实时定量ＰＣＲ分析巨尾桉ＣＣＳ基因表达

Ｆｉｇ．８　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＣＳｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ

３　讨论

ＣＣＳ基因的功能研究的方法主要是原核表达和真核表达研究．拟南芥的ＣＣＳ基因转入酵母表达体

系中发现，拟南芥ＣＣＳ可以激活酵母细胞中犆狌／犣狀犛犗犇的表达
［１１］，大豆的ＣＣＳ基因，构建原核表达载

体后转化到大肠杆菌中，也具有表达活性［６］．文中巨尾桉ＣＣＳ基因可以稳定地在大肠杆菌中表达，在

３７，２２，１６℃条件下，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导到４，６，１２ｈ，可达到稳定．通过ＳＯＤ酶活测定２２，１６℃诱

导下，转化菌株酶活比对照组明显升高，说明该温度下获得的犈狌犆犆犛表达产物可以提高大肠杆菌的

犆狌／犣狀犛犗犇活性．

研究者已经对马铃薯、拟南芥等的ＣＣＳ的表达特性进行了研究．在ＣＣＳ表达部位的研究有将马铃

薯的ＣＣＳ启动子区域融合荧光素酶序列，转基因发现在马铃薯茎块和匍匐枝中ＣＣＳ基因表达量最大，

７７３第３期　　　　　　　　　　赵艳玲，等：巨尾桉铜分子伴侣犈狌犆犆犛基因的克隆及表达分析
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在根部和花部的表达量最小［４］．拟南芥全长ＣＣＳ基因融合绿色荧光蛋白基因的表达载体转入拟南芥后

荧光蛋白集中在叶绿体内．这表明克隆得到的拟南芥ＣＣＳ主要定位于叶绿体内
［１１］．利用ＲＴ?ＰＣＲ和

ｑＰＣＲ技术研究巨尾桉的ＣＣＳ基因发现，在植株生长旺盛的部位ＣＣＳ表达量较大，如植株幼叶，随植株

叶片慢慢衰老，ＣＣＳ的表达量也随之下降；巨尾桉组培苗中叶片中ＣＣＳ的表达量最大，其次是茎和根，

与该基因可能定位于叶绿体表达的研究结果相呼应．

４　结束语

ＣＣＳ与逆境相关的表达特性主要体现为：环境中铜离子过量时，拟南芥茎和根中ＣＣＳ的表达量上

升，反之则下降［１２］．马铃薯的ＣＣＳ启动子区域包含几个同源的顺式作用因子，其中有３个和植物生长素

响应有关，４个和应激响应有关．ＣＣＳ可以被植物生长素、赤霉素、果糖、蔗糖、葡糖糖诱导表达，高浓度

的铜离子则抑制表达［４］．植物在衰老状态下，ＣＣＳ的表达量也会随之增加
［１３］．ＣＣＳ是一个与逆境相关的

基因，调控ＣＣＳ的表达可能会提高植物的耐受逆境的能力，下一步的工作是把基因转入到植物中，研究

基因的功能和调控机理，定向培育高抗植物．
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