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　　摘要：将前期构建的含有ｐＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的重组质粒转入宿主菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１，对表达菌株的表达条
件进行优化，考察诱导剂ＩＰＴＧ浓度、诱导温度和诱导时间对融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９表达的影响，用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳、ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ及ＳＰＳＳ软件进行分析，并将融合蛋白通过 Ｎｉ柱进行亲和纯化。研究结果表明，ＩＰＴＧ终浓度为
０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温度为３０℃、诱导表达时间为３ｈ时融合蛋白的表达量最高，占菌体总蛋白的１１．３５％。确定重组
融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的最优表达条件并纯化得到融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９。
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　　近年来，抗生素的长期使用所带来的负面效应已越来越
引起全社会的高度关注，药物残留和细菌耐药性等问题日渐

严重，特别是２０１０年出现的“超级细菌”［１］事件再一次将滥
用抗生素引发的日益严重的耐药菌株等问题摆在了公众面

前，长期滥用抗生素所引起的食品安全、人类健康、环境污染

等问题也受到了公众的广泛关注。因此，研制安全、高效、环

保型抗生素替代品已迫在眉睫。

抗菌肽（ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ）是生物体特定基因编码产
生的一类小分子多肽，具有抵抗外界微生物侵害的作用，是生

物天然免疫系统中的一个重要组成部分，与传统抗生素相比，

抗菌肽具有热稳定好、水溶性好、强碱性、广谱抗菌和作用机

制独特等特点［２－３］。

抗菌肽ＳＭＡＰ－２９（ｓｈｅｅｐｍｙｅｌｏｉｄａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ－
２９）是１９９５年Ｂａｇｅｌｌａ等从绵羊Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ前体蛋白的羧基
端截取的２９个氨基酸残基序列，具有两亲性 α－螺旋结构
域，分子量约为３．２ｋｕ，有很强的抗细菌、真菌、病毒等生物学
功能［４－１１］。抗菌肽 ＳＭＡＰ－２９天然含量非常低，化学合成成
本较高，因此通过基因工程表达具有较好的前景。抗菌肽

ＳＭＡＰ－２９基因工程表达已有大量研究报道，但是未见采用
小分子泛素样修饰蛋白（ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｍｏｄｉｆｉｅｒ，
ＳＵＭＯ）融合表达报道。

本试验以抗菌肽ＳＭＡＰ－２９为研究对象，通过已构建的
表达载体ｐＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９在大肠杆菌中诱导表达融合蛋
白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９，优化了融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９
在大肠杆菌中的表达条件，并通过Ｎｉ柱亲和层析纯化了目的
蛋白，旨在为其生物活性以及产业化开发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、试剂
含有 ｐＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９表达质粒的 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌种由笔者所在实验室保存。
ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ、ＩＰＴＧ、卡那霉素购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅ柱购自美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公
司；其余试剂均为国产分析纯。

１．２　融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９表达条件的优化
１．２．１　细菌培养　将含重组质粒 ｐＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１菌种接种于 ＬＢ（５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）固体培养
基，３７℃过夜培养。挑取新鲜单克隆接种于 ５ｍＬＬＢ
（５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培
养过夜。

１．２．２　不同浓度ＩＰＴＧ对目的蛋白表达量的影响　细菌培养
方法同“１．２．１”节，然后按体积比１∶１００的转接量将过夜培
养的菌液接种于５０ｍＬ新鲜ＬＢ（５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）液体培
养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养。当 Ｄ６００ｎｍ约 ０．６时加
ＩＰＴＧ至终浓度为０．２５、０．５０、１．００、２．００ｍｍｏｌ／Ｌ，在 ３７℃ 诱
导１ｈ后各取样 １ｍＬ进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析。通过
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ和ＳＰＳＳ软件，分析融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的
相对表达量，以及ＩＰＴＧ浓度梯度各组之间是否有统计学差异。
１．２．３　不同诱导温度对目的蛋白表达量的影响　细菌培养
方法同“１．２．１”节，然后按体积比１∶１００的转接量将过夜培
养的菌液接种于５０ｍＬ新鲜ＬＢ（５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）液体培
养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养。当 Ｄ６００ｎｍ约 ０．６时加
ＩＰＴＧ至终浓度为０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ，分别在２５、３０、３７、４２℃诱导，
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１ｈ后各取样１ｍＬ，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析。通过Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ和ＳＰＳＳ软件分析融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相对表
达量，以及诱导温度梯度各组之间是否有统计学差异。

１．２．４　不同诱导时间对目的蛋白表达量的影响　细菌培养
方法同“１．２．１”节，然后按体积比１∶１００的转接量将过夜培
养的菌液接种于５０ｍＬ新鲜ＬＢ（５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）液体培
养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养。在培养至 Ｄ６００ｎｍ约０．６
时，加０．５０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，在３０℃条件下诱导，分别于０、１、
３、５、７ｈ取样１ｍＬ，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析。通过Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ和ＳＰＳＳ软件分析融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相对表
达量，以及诱导时间梯度各组之间是否有统计学差异。

１．３　融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的分离纯化
取诱导表达后的菌液离心收集菌体，用 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ

（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ值
８．０）重悬菌体，冰浴超声破菌，离心收集上清。将含目的蛋
白的细菌破碎液上样于 Ｎｉ－ＮＴＡ纯化柱，调整流速
（≤１．５ｍＬ／ｍｉｎ）后，用 Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ（２０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，
５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ值８．０）洗去杂蛋白，
再用 ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ值８．０）洗脱，收集洗脱液，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析，其余样品用 ＰＢＳ于４℃过夜透析，透析液冷冻干燥后
存于－８０℃超低温冰箱。

２　结果与分析

２．１　融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９诱导表达条件的优化
２．１．１　不同 ＩＰＴＧ浓度对大肠杆菌表达融合蛋白 ＳＵＭＯ－
ＳＭＡＰ－２９的影响　ＳＵＭＯ标签蛋白分子量为１４ｋｕ，但是实
际表现为１８ｋｕ，可能与其特殊的三级结构有关［１２］。抗菌肽

ＳＭＡＰ－２９的分子量为３．２ｋｕ，因此，融合蛋白的分子量表现
为２１ｋｕ左右。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果（图１）表明，在２１ｋｕ
处可以明显看到融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９得到表达。
０．２５、０．５０、１．００、２．００ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＩＰＴＧ均能诱导大肠杆
菌表达融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９。

　　通过ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ和 ＳＰＳＳ软件，对不同 ＩＰＴＧ浓度诱导
情况下融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相对表达量进行分析，
结果如表１和图２所示。诱导前，大肠杆菌本底水平表达了
微量的融合蛋白，约占总蛋白的０．５％，当ＩＰＴＧ浓度为０５０、
１．００ｍｍｏｌ／Ｌ时融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的表达量相对
较高，分别占菌体总蛋白的９．９９％、１０．０２％，统计学分析显

示两者差异不显著。因此，ＩＰＴＧ浓度在０．５０～１．００ｍｍｏｌ／Ｌ
之间均能相对高效地诱导融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的表
达，出于节约成本考虑，在后续试验中选择０．５０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ
为诱导浓度。

表１　不同ＩＰＴＧ浓度融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相对表达量

ＩＰＴＧ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

表达量（％）
重复１ 重复２ 重复３ ｘ±ｓ

０ ０．５１ ０．５２ ０．４７ ０．５０±０．０２１ａ
０．２５ ７．４４ ７．５２ ７．４２ ７．４６±０．０４３ｂ
０．５０ ９．７６ ９．８７ １０．３３ ９．９９±０．２４７ｃ
１．００ ９．５９ ９．６５ １０．８２ １０．０２±０．５６６ｃ
２．００ ７．８８ ７．４４ ７．４１ ７．５７±０．２１４ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
下表同。

２．１．２　不同诱导温度对大肠杆菌表达融合蛋白 ＳＵＭＯ－
ＳＭＡＰ－２９的影响　由图２可知，在诱导温度为２５、３０、３７、
４２℃ 时，均能诱导大肠杆菌表达融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９。
通过ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相
对表达量进行分析，结果如表２和图２所示，当诱导温度为
３０、３７℃时表达量相对较高，分别占菌体总蛋白的１０１０％、
９．９５％，两者间差异不显著，因此３０～３７℃均能相对高效地
诱导融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的表达，为了降低对恒温培
养箱的损耗，后续试验选择低一点的温度３０℃作为诱导温度。

表２　不同诱导温度融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相对表达量

温度

（℃）
表达量（％）

重复１ 重复２ 重复３ ｘ±ｓ
２５ ７．４３ ７．２２ ７．０８ ７．２３±０．１４４ａ
３０ １０．０６ ９．８６ １０．３９ １０．１０±０．２１９ｂ
３７ ９．８９ ９．９４ １０．０２ ９．９５±０．０５４ｂ
４２ ７．１６ ７．１２ ７．２８ ７．１９±０．０６８ａ

２．１．３　不同诱导时间对大肠杆菌表达融合蛋白 ＳＵＭＯ－
ＳＭＡＰ－２９的影响　通过ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ和ＳＰＳＳ软件对融合蛋
白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相对表达量进行分析，结果如图３和
表３所示，诱导表达后，融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９表达量
０～３ｈ不断升高，在５ｈ处表达量达到相对较高的水平，占菌
体总蛋白的１１．３５％；５ｈ后，融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的表
达量反而有所减少。统计学分析显示，诱导３、５ｈ的相对表达
量差异不显著，出于节约时间的考虑，选取３ｈ作为诱导时间。
２．２　融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的分离纯化

在诱导剂ＩＰＴＧ终浓度为０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温度为
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表３　不同诱导时间对融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的相对表达量

时间

（ｈ）
表达量（％）

重复１ 重复２ 重复３ ｘ±ｓ
１ １０．０１ １０．１８ １０．１２ １０．１０±０．０７０ａ
３ １１．１２ １１．２２ １１．１２ １１．１５±０．０４７ｂ
５ １１．３１ １１．４２ １１．３２ １１．３５±０．０５０ｂ
７ ８．６３ ８．１５ ８．３６ ８．３８±０．１９６ｃ

３０℃、诱导３ｈ后收集菌液离心。经 Ｎｉ柱亲和层析纯化后，
分别取样品、样品流出液、清洗液以及洗脱液用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳分析（图 ４），电泳结果显示获得了融合蛋白 ＳＵＭＯ－
ＳＭＡＰ－２９。

３　讨论

大肠杆菌具有培养条件简单、生长繁殖快、安全性好、可

高效表达外源基因等优点，是目前抗菌肽表达采用最多的表

达系统。抗菌肽ＳＭＡＰ－２９因本身具有抗菌活性，对宿主菌
具有杀伤作用，直接表达较困难。另外，因分子量小和阳离子

特性容易被细胞中的蛋白酶降解，目前表达抗菌肽时常采用

融合表达。融合表达模拟了抗菌肽在生物机体内合成时的前

体结构［１３］，分子伴侣的作用类似于天然抗菌肽的前体部分。

ＳＵＭＯ标签蛋白能促进目的蛋白的可溶性表达和正确折
叠［１４］；对热和蛋白酶有很强的抗性，有利于保持目的蛋白的

稳定性；ＳＵＭＯ分子量较小，表达融合蛋白中目的蛋白占比例
较大，提高目的蛋白得率。

外界条件如 ＩＰＴＧ浓度、诱导温度、诱导时间等对大肠杆
菌表达外源蛋白有着十分重要的影响。研究发现，通过优化

上述条件能够获得更高的表达量，但因表达菌株、质粒和外源

蛋白的差异，最佳的表达条件也各不相同。

诱导剂 ＩＰＴＧ浓度过低时，启动子没有完全启动，大肠杆
菌无法最大化分泌外源蛋白；但 ＩＰＴＧ浓度过高可能会对大
肠杆菌有抑制作用，且ＩＰＴＧ一般价格不便宜，会造成试验经
费上的浪费。本试验通过研究不同 ＩＰＴＧ浓度对大肠杆菌表
达ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的影响发现，随着ＩＰＴＧ浓度的升高，融
合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９表达量增加，当 ＩＰＴＧ浓度为
０．５０、１．００ｍｍｏｌ／Ｌ时融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９表达量相
对较高，统计分析显示表达量差异不显著；但 ＩＰＴＧ浓度为
２．００ｍｍｏｌ／Ｌ时，表达量反而下降，这可能与高浓度的 ＩＰＴＧ
对大肠杆菌有抑制作用相关，出于成本考虑，在本试验选择

０．５０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ作为诱导浓度。
温度不仅影响大肠杆菌的生长，也对外源蛋白的稳定性

有着一定的影响。在温度相对偏低时，菌体生长速率缓慢，代

谢速率较低，外源蛋白表达量偏低。但在另一方面，低温有助

于维持稳定外源蛋白的结构，高温可能会破坏外源蛋白的结

构，研究发现温度过高（如４２℃）时，融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－
２９的表达量有所降低。本试验中发现诱导温度为３０、３７℃
时，融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９表达量相对较高，统计分析
显示３０、３７℃诱导时融合蛋白 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９相对表达
量之间差异不显著，为了降低对恒温培养箱的损耗，本试验选

择低一点的温度（３０℃）作为诱导温度。
诱导表达时间的优化影响着外源蛋白的最终产量。从外

源蛋白开始被大肠杆菌表达至培养基中养分耗尽的过程中，

外源蛋白的表达是一个不断变化的过程。因为随着诱导时间

的延长，表达的外源蛋白越来越多，但是，外源蛋白也不断被

蛋白酶降解。在本试验中，大肠杆菌在０～５ｈ这段时间大量
表达融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９；５ｈ后，由于大肠杆菌表达
ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９的速率下降，低于 ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９被
降解的速率，所以ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９开始减少。统计学分析
显示，诱导３、５ｈ的相对表达量差异不显著，出于节约时间的
考虑，选取３ｈ作为诱导时间。

相对于表达载体的构建和蛋白的诱导表达，外源蛋白的纯

化更加困难和繁琐。Ｎｉ柱亲和层析是通过蛋白质暴露在表面
的一些氨基酸残基（如组氨酸）和树脂上的金属离子之间的特

异性结合进行纯化目的蛋白的，具有配体简单、吸附性强、分离

条件适宜以及不影响蛋白质自身的生物活性等优点。融合标

签ＳＵＭＯ自身带有６×Ｈｉｓ标签，因此本试验利用Ｎｉ柱亲和层
析纯化重组融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９，且纯化效率较好。

本试验结果表明，融合蛋白ＳＵＭＯ－ＳＭＡＰ－２９相对最优
的诱导表达条件为 ＩＰＴＧ终浓度 ０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温度
３０℃、诱导表达时间３ｈ。这为进一步研究抗菌肽ＳＭＡＰ－２９
的生物学活性及产业化开发奠定了必要的基础。
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朱佳慧，徐秋芳，袁平平，等．水稻幼苗酵母双杂交ｃＤＮＡ文库的构建及鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（９）：４７－５０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．０９．００９

水稻幼苗酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库的构建及鉴定
朱佳慧１，２，徐秋芳２，袁平平１，３，倪海平２，周益军２，蒋选利３，杜何为１

（１．长江大学生命科学学院，湖北荆州４３４０２５；２．江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京 ２１００１４；
３．贵州大学农学院，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：为解析水稻黑条矮缩病毒（ＲＢＳＤＶ）与寄主水稻的互作机制，筛选水稻中与病毒互作的蛋白，以易感ＲＢＳＤＶ
的水稻品种日本晴 ３～４叶期的组织样品为材料，通过提取总 ＲＮＡ后分离获得 ｍＲＮＡ，合成 ｃＤＮＡ双链后连入
ｐＤＯＮＲ２２２载体，获得初级文库。初级文库的滴度为６．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，库容为１．９×１０７ＣＦＵ，重组率＞９５％，插入片
段平均长度＞１ｋｂ。提取初级文库质粒，通过重组反应将水稻ｃＤＮＡ文库转移至ｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ载体，构建获得水稻
幼苗的酵母双杂交ｃＤＮＡ文库，文库的滴度为４．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，库容为１．３×１０７ＣＦＵ，重组率 ＞９５％，ｃＤＮＡ插入片
段平均长度＞１ｋｂ。采用ＲＢＳＤＶ候选基因进行文库筛选，结果表明所构建的酵母文库可用于筛选病毒互作蛋白。
　　关键词：水稻；幼苗ｃＤＮＡ文库；酵母双杂交；水稻黑条矮缩病毒；滴度；库容；重组率
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　　水稻黑条矮缩病是一种重要的水稻病毒病害，病原为水
稻黑条矮缩病毒（ｒｉｃｅｂｌａｃｋｓｔｒｅａｋｅｄｄｗａｒｆｖｉｒｕｓ，ＲＢＳＤＶ），主
要通过介体灰飞虱以持久增殖型方式传播。水稻感染

ＲＢＳＤＶ后的典型症状为病株矮缩、叶色浓绿、叶片僵直，茎
秆、叶背和叶鞘处出现瘤状突起。该病害自２０世纪６０年代
和９０年代在我国流行危害后，曾一度销声匿迹，２００６年以来

由于灰飞虱虫量上升和带毒率提高，水稻黑条矮缩病在江苏、

浙江、安徽等地麦轮作区的水稻上普遍发生，２００９年仅江苏
省的发病面积达３．３３×１０５ｈｍ２，造成巨大的经济损失［１－２］。

当前生产上栽培的水稻品种对黑条矮缩病的抗性较差，大部

分为感病品种，尚未鉴定到高抗品种［３－４］。

水稻不同生育期对 ＲＢＳＤＶ的敏感性存在差异，３～４叶
期幼苗最易感病［５］。苗期感病后，植株矮小、心叶短小而僵

直，不能抽穗，严重的则出现枯死现象。分蘖期和抽穗期发

病，出现包穗，部分分蘖能抽穗，但穗小或包穗，结实差［６］。

水稻感染黑条矮缩病毒后细胞壁结构发生改变［７］，病毒感染

后引起的矮缩症状可能与纤维素合成酶及类纤维素合成酶基

因及木质素相关基因表达有关［８－９］，病毒影响水稻育性可能

是由于病毒的Ｐ７－１蛋白的表达抑制了花药中木质素合成，
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