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活率奠定了基础，也为以后大规模种植提供了依据。

此外，多年来用于研究脱毒的材料均为二倍体，而本研究

以多倍体不定根为外植体，将川贝母植物的脱毒苗培育技术

与多倍体诱导技术进行有机结合，培育出品质优良、生长速度

快、有效组分含量高和抗逆性强的川贝母多倍体脱毒苗，不仅

缩短了川贝母的生长周期，还大大提高了川贝母的生产质量，

对于今后研究资源较为匮乏的药用植物具有重要的意义。
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　　逆境相关蛋白（ｓｔｒｅｓｓａｓｓｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＡＰ）是植物中一类
含有Ａ２０与ＡＮ１锌指结构的蛋白，该蛋白家族与植物的非生
物胁迫应答密切相关。ＳＡＰ基因的表达能够被１种或多种非
生物胁迫诱导，转基因研究发现ＳＡＰ家族基因可以增强转基
因植物的对１种或多种胁迫的抗逆性［１］。目前关于 ＳＡＰ的
作用机制还不是很清楚，研究发现 ＳＡＰ可能通过泛素蛋白酶
途径、蛋白相互作用或作为氧化还原感受器参与植物的逆境

应答过程［２－４］。ＳｈＳＡＰ１（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＨＭ９９１９６０．１）是由

甘蔗（ＳａｃｃｈａｒｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍＬ．）中克隆到的 ＳＡＰ家族基因，
研究发现该基因的表达具有逆境应答特性［５］，目前正在开展

ＳｈＳＡＰ１的转基因功能分析。本研究构建了ＳｈＳＡＰ１的原核表
达载体，通过大肠杆菌原核表达系统进行 ＳｈＳＡＰ１的蛋白表
达与纯化，并通过免疫家兔获得了抗血清，为 ＳｈＳＡＰ１蛋白功
能研究及的后续的转基因检测打下了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
原核表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）由中国热带农业科学院热带

生物技术研究所刘志昕实验室惠赠，大肠杆菌菌株 ＤＨ５α和
ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞感受态购自天根生化科技有限公司。
ｒＴａｑ酶购自大连宝生物工程有限公司，限制性内切酶，Ｔ４连
接酶购自 Ｆｅｒｍａｎｔａｓ公司，ＰＣＲ产物纯化试剂盒、胶回收试剂
盒及质粒提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司，蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、蛋白纯
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化试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司，ＧｏａｔＡｎｔｉ－
ＲａｂｂｉｔＩｇＧ－ＡＰ与ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酯酶显色试剂盒购自
北京康为世纪生物科技有限公司，其他试剂为国产分析纯。

本试验所用的引物序列如下，由上海生工生物工程技术有限

公司合成。

ＰＥＴＺＰ１： ＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＣＡＣＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＧ
ＢａｍＨⅠ；

ＰＥＴＺＰ２： ＧＣＡＡＧＣＴＴＣＴＡＧＡＴＣＴＴＧＴＣＧＡＧＣＴＴＧＴＣＣＧＣ
ＨｉｎｄⅢ。
１．２　ＳｈＳＡＰ１原核表达载体的构建

由甘蔗 ｃＤＮＡ扩增 ＳｈＳＡＰ１基因阅读框，所用引物为
ＰＥＴＺＰ１和ＰＴＥＺＰ２，ＰＣＲ反应条件为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，
６０℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。纯化 ＰＣＲ
产物，用限制性内切酶ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ对纯化后ＰＣＲ产物
和ｐＥＴ３２ａ（＋）质粒进行双酶切，琼脂糖凝胶电泳后回收ＰＣＲ
产物酶切片段和ｐＥＴ３２ａ（＋）大片段，用 Ｔ４连接酶连接转化
ＤＨ５α，重组质粒进行酶切验证后送往上海生工生物工程技术
服务有限公司测序，获得原核表达载体ｐＥＴ－ＳｈＳＡＰ１。
１．３　融合蛋白的小量表达

将ｐＥＴ３２ａ（＋）与测序验证后的原核表达载体 ｐＥＴ－
ＳｈＳＡＰ１转化ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取阳性单菌落接种于１０ｍＬ含
有Ａｍｐ的ＬＢ液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养。培养至
Ｄ＝０．６～０．８，各取１ｍＬ分装于灭菌的１．５ｍＬＥＰ管中，加等
体积３５％甘油，混匀，－７０℃保存。试管中剩余菌液用加入
终浓度为 １．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ诱导，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养
３～４ｈ。超声波破碎菌体，取１．５ｍＬ的 ＥＰ管，分别取１ｍＬ
破碎后的菌液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。沉淀用１００μＬ的无
菌水吹散。分别取 １０μＬ上清和 １０μＬ沉淀悬浮液进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，考马斯亮蓝Ｒ－２５０染色３０ｍｉｎ后进行脱
色，鉴定表达产物的存在形式及表达量。

１．４　融合蛋白的大量表达与纯化
将小量表达验证过的ｐＥＴ３２ａ（＋）和ｐＥＴ－ＳｈＳＡＰ１菌液

进行划线培养，挑取阳性单菌落接种于１０ｍＬ含有 Ａｍｐ的
ＬＢ液体培养基中，于３７℃活化培养８ｈ后，以１∶１００稀释到
４００ｍＬ含有Ａｍｐ的ＬＢ液体培养基中，振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ值
达到０．６～０．８，加入终浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，继续于
３７℃ 培养８ｈ诱导蛋白表达。８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集
菌体，弃上清，加入３０ｍＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、
２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值８．０）重悬，
使用超声波破碎法在冰浴中对菌体进行破碎，８０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，分离裂解液上清保存，取１０μＬ上清液进行ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析。

蛋白纯化：用 ６ｍＬ灭菌水洗涤琼脂糖树脂 ２次后，以
６ｍＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ平衡亲和柱。取６ｍＬ裂解液上清上柱，
用６ｍＬＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ、
２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值８．０）洗脱杂蛋白，再分别以由低
至高的咪唑浓度的６ｍＬＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ（５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０、
１００、２００、５００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值
８．０）洗脱融合蛋白，取１０μＬ洗脱液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。
同时，将纯化蛋白送往北京华大基因测序中心进行质谱测序

分析。选取浓度与纯度较好的洗脱液进行１×ＰＢＳ透析，透

析３次后进行蛋白浓度测定既可用于免疫兔子，蛋白浓度
（ｍｇ／ｍＬ）＝１．４５Ｄ２８０ｎｍ－０．７４Ｄ２６０ｎｍ

［６］。

１．５　抗血清的制备和效价测定
将纯化并透析过的融合蛋白作为免疫原对普通成年大白

兔进行免疫（注射总量为１８００μｇ／只），每次免疫加等体积弗
氏完全佐剂乳化后皮下多点注射。每隔８ｄ进行１次免疫，
第４次免疫后第５天耳静脉采血，分离血清，以 ＳｈＳＡＰ１纯化
融合蛋白（２μｇ／ｍＬ）为抗原进行 ＩＤ－ＥＬＩＳＡ测定，以免疫前
家兔血清作为阴性对照，ＰＢＳ作为空白对照。效价检测合格
后进行颈动脉采全血５０ｍＬ，血液处理如下：３７℃静置１ｈ，
４℃ 静置过夜，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取上清于５０ｍＬ
离心管，再次５０００ｒ／ｍｉｎ离心，１５ｍｉｎ，吸取上清，留出近期使
用量２～８℃存放，其余分装后置于－７０℃。

２　结果与分析

２．１　ＳｈＳＡＰ１的原核表达的构建
用引物ＰＥＴＺＰ１与 ＰＥＴＺＰ２从甘蔗 ｃＤＮＡ扩增得到带有

ＢａｍＨⅠ／ＨｉｎｄⅢ酶切位点的５３０ｂｐ目标产物（图１泳道１），
将ＰＣＲ产物纯化后和载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）分别进行 ＢａｍＨⅠ和
ＨｉｎｄⅢ双酶切，回收 ＰＣＲ酶切产物和 ｐＥＴ３２ａ（＋）大片段进
行连接转化ＤＨ５ａ，对重组质粒进行ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切
验证，可以切下５３０ｂｐ左右的目的条带（图１泳道３）载体经
测序鉴定后，结果正确，构建成 ＳｈＳＡＰ１的原核表达载体
ｐＥＴ－ＳｈＳＡＰ１。　

２．２　ＳｈＳＡＰ１的小量表达与表达模式的确定
将ｐＥＴ３２ａ（＋）与ｐＥＴ－ＳｈＳＡＰ１重组子质粒转化大肠杆

菌ＢＬ２１（ＤＥ３），筛选出阳性克隆，小量培养至 Ｄ值为０．７左
右，加ＩＰＴＧ诱导３ｈ，收集菌体进行超声波破碎细胞后，离心
分出上清与沉淀，分别取１０μｌ上清和１０μｌ沉淀悬浮液进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳（图２），ｐＥＴ－ＳｈＳＡＰ１菌体裂解液上清在约
３５ｋｕ处出现１条蛋白带，而对照 ｐＥＴ３２ａ（＋）上清无此带。
ＳｈＳＡＰ１基因编码１７１个氨基酸，预测蛋白分子量约为１８．３
ｋｕ，融合蛋白的氨基酸总数为３３２个左右，表达出的融合蛋白
ＳｈＳＡＰ１－Ｈｉｓ大小约为３５ｋｕ，大小与 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ所测大小
相符，初步表明ＳｈＳＡＰ１在大肠杆菌中表达成功。ＳｈＳＡＰ１在
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｔｏｏｌｓ）疏水性分析结果表明，ＳｈＳＡＰ１
编码的氨基酸序列中，具有多个明显的亲水区域，大部分的氨

基酸属于亲水性氨基酸，推测 ＳｈＳＡＰ１属于亲水性蛋白；由
ｐＥＴ－ＳｈＳＡＰ１的菌体裂解液沉淀悬浮液的电泳结果可以说
明，ＳｈＳＡＰ１－Ｈｉｓ融合蛋白主要存在于上清中，确定 ＳｈＳＡＰ１
为可溶性蛋白。
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２．３　ＳｈＳＡＰ１的大量表达及纯化
经过大量诱导，ＰＥＴ－ＳｈＳＡＰ１菌表达出了丰度较高的目

标融合蛋白（图 ３泳道 ２）。将 ＳｈＳＡＰ１的粗蛋白上清用
Ｎｉ２＋－ＮＴＡ琼脂糖亲和层析柱进行纯化，其中ＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ的
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ时洗脱纯度和浓度较好，以该浓
度下的洗脱产物进行电泳（图３泳道３），测定纯化后的表达
产物浓度为０．８０５ｍｇ／ｍＬ。将纯化蛋白条带切下送往华大基
因测序，质谱所得部分氨基酸序列经比对后发现与甘蔗

ＳｈＳＡＰ１推导蛋白氨基酸序列具有一致性，说明 ＳｈＳＡＰ１在大
肠杆菌中得到了正确的表达。

２．４　ＳｈＳＡＰ１抗血清的效价测定
将纯化后并经过透析的融合蛋白（０．６７３ｍｇ／ｍＬ）作为免

疫原，采用肌肉与皮下注射相结合免疫家兔，４次注射后进行
抗血清的效价测定。以蛋白溶液（２μｇ／ｍＬ）为抗原进行
ＩＤ－ＥＬＩＳＡ测定（图４），以表达的 ＳｈＳＡＰ１融合蛋白作抗原，
抗血清稀释１２５０００倍后仍明显地呈阳性反应。效价判断标
准为大于最大Ｄ４０５ｎｍ的一半的最小Ｄ４０５ｎｍ所对应的稀释度，即
为１∶２５０００。

３　讨论

植物对逆境的适应主要依靠激活抗逆相关调控因子如

ＤＲＥＢ、ＭＹＢ／ＭＹＣ、ＮＡＣ、ＡＲＥＢ等转录因子［７］，激活下游的抗

逆效应基因，这些基因可能是抗逆代谢途径中的关键酶如

ＳＯＤ、ＰＯＤ［８］，也可能是直接起作用的抗逆效应蛋白如热激蛋
白等［９］。有研究表明一些抗逆基因能够提高原核表达重组

菌的抗胁迫能力［１０－１２］。ＳｈＳＡＰ１的表达能被高盐诱导，在进
行ＳｈＳＡＰ１融合蛋白抗血清制备的同时，我们通过在培养基
和培养平板中添加不同浓度的ＮａＣｌ对ｐＥＴ－ＳｈＳＡＰ１重组菌
进行了抗盐性鉴定，结果未发现该重组菌表现出抗盐特征，说

明ＳｈＳＡＰ１在ＢＬ２１原核系统中无增强宿主菌抗盐胁迫的能
力，可能是由ＢＬ２１中没有与ＳｈＳＡＰ１相互作用的抗逆应答因
子所致。本研究对甘蔗 ＳｈＳＡＰ１进行了原核表达与蛋白纯
化，得到了与预期蛋白大小一致的融合蛋白，并制备了

ＳｈＳＡＰ１的抗血清，为今后转基因植株检测和蛋白质功能研究
奠定了基础．
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