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毛白杨木葡聚糖内转糖苷酶／水解酶 ＰｔｏＸＴＨ３５
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　　摘要：从毛白杨中克隆得到木葡聚糖内转糖苷酶／水解酶 ＰｔｏＸＴＨ３５基因，根据 ＳｉｇｎａｌＩＰ在线软件预测蛋白信号
肽，并分别构建至ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ、ｐＧＥＸ－４ｔ－１、ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ、ｐＥＴ４３．１ａ等５种原核表达载体，经双酶切和测序验证
后转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态，使用终浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基－β－Ｄ－硫代吡喃半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导其表达目
的蛋白。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，结果表明５种载体均可表达目的蛋白，ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ、ｐＧＥＸ－４ｔ－１等３种载体所表
达蛋白均以包涵体的形式存在，而ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ和ｐＥＴ４３．１ａ载体携带蛋白表达量高并且所表达蛋白５０％为可溶性蛋
白，实现了毛白杨ＰｔｏＸＴＨ３５在原核表达系统中的高效可溶性表达，该试验为后续进一步研究毛白杨 ＰｔｏＸＴＨ３５的体
外功能奠定了基础。
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　　在植物的生长发育以及抵御生物和非生物胁迫过程中，
细胞壁发挥着不可忽视的作用。在双子叶植物的初生细胞壁

中，木葡聚糖以非共价键的形式与纤维素相连，从而形成了初

生细胞壁当中主要的张力承载结构，木葡聚糖水解酶

（ｘｙｌｏｇｌｕｃａｎｅｎｄｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＸＥＨ）可以快速催化木葡聚糖的水
解从而实现细胞壁的膨胀［１］。Ａｌｂｅｒｓｈｅｉｍ等做出假设认为在
植物细胞生长过程中还存在一种糖苷内部转移酶，将多糖链

的一部分转移至自身的其他位置［２］。随后Ｆｒｙ等率先发现了
一种蛋白可以在快速生长的植物细胞当中催化木葡聚糖链的

断裂以及重连，并命名为木葡聚糖内转糖苷酶（ｘｙｌｏｇｌｕｃａｎ
ｅｎｄｏｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＸＥＴ）［３］，ＸＥＴ和ＸＥＨ共同组成了木葡聚
糖内 转 糖 苷 酶／水 解 酶 （ｘｙｌｏｇｌｕｃａｎｅｎｄｏｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ／
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＸＴＨ）家族，被认为是一种细胞壁松弛酶，在植物生
长过程中以及抵御外界胁迫过程中参与了细胞壁重构。ＸＴＨ
是一类庞大的多基因家族，属于碳水化合物活性酶家族数据

库（ＣＡＺｙ）中的糖苷水解家族 ＧＨ１６。在毛果杨、拟南芥中已
经发现了该基因家族中分别含有４１、３３个成员［４］，根据 ＸＴＨ
蛋白编码的氨基酸序列以及蛋白质的结构可以将它们分为

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ等３类，其中Ⅰ和Ⅱ类具有糖基转移酶活性，Ⅲ类具
有糖苷水解酶活性［５］。

目前对于ＸＴＨ的研究主要集中在对该基因家族成员的
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功能鉴定及其在植物生长发育和抵御外界胁迫过程中发挥作

用的机制，而要对基因家族中的成员进行体外功能验证则必

须要实现蛋白的体外可溶性表达。目前文献中多采用酵母表

达方法获得ＸＴＨ可溶性蛋白，只有极少数文献报道通过原核
表达以及包涵体变复性的方法获得可溶性蛋白，这可能是受

限于ＸＴＨ在原核系统中多以包涵体的形式表达［６－１０］。因此，

本研究拟通过更换携带有不同可溶性标签的载体以实现毛白

杨 ＰｔｏＸＴＨ３５（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｏｍｅｎｔｏｓａｘｙｌｏｇｌｕｃａｎｅｎｄｏｔｒａｎｓｇｌ－
ｙｃｏｓｙｌａｓｅ／ｈｙｄｒｏｌａｓｅ３５）蛋白在原核中的高效可溶性表达，以
期为后续功能验证等相关试验奠定基础。

１　材料与方法

试验于２０１６年１０月至２０１７年３月在北京市海淀区北
京林业大学进行。

１．１　质粒和菌株
ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ、ｐＧＥＸ－４ｔ－１、ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ、ｐＥＴ４３．１ａ

质粒载体以及大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＢＬ２１（ＤＥ３）、ＪＭ１０９
菌株均由笔者所在实验室保留。

１．２　试剂
胰蛋白胨、酵母粉均购自Ｏｘｉｏｄ公司；Ｔａｑ酶、Ｔ４连接酶、

限制性内切酶、２ｋｕＤＮＡＭａｋｅｒ、１０ｋｕＤＮＡＭａｋｅｒ，均购自宝
生物工程（大连）有限公司；蛋白质分子量标准，购自中国科

学院上海生物化学研究所；其他化学试剂均购自北京蓝弋化

工产品有限责任公司。

１．３　主要仪器
ＰＯＷＥＲＰＡＣ３００电泳仪（美国 ＢＩＯ－ＲＥＤ公司），

ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ型凝胶成像仪（美国ＢＩＯ－ＲＥＤ公司），ＡＢＩ
ＶｅｒｉｔｉＦＡＳＴ梯度 ＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），
ＤＮＡＥｎｇｉｎｅ连接仪（美国ＢＩＯ－ＲＥＤ公司），ＳＨＫ－０２－Ⅰ台
式空气恒温摇床（北京北方同正生物技术发展有限公司），

ＪＹ９２－Ⅱ型超声波细胞粉碎机（宁波新芝科器研究所）。
１．４　试验方法
１．４．１　毛白杨 ＰｔｏＸＴＨ３５基因克隆与序列分析　通过在
ＮＣＢＩ上查找得到毛果杨 ＰｔｒＸＴＨ３５基因序列信息，利用
ＤＮＡＭＡＮ设计正向引物５′－ＡＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣＡＧＴＣＴＴＴＡＡＧ－
３′和反向引物５′－ＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴ－３′。以毛白杨
的ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，反应程序为 ９５℃ ５ｍｉｎ，
９５℃４５ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。
对ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，并利用 ＤＮＡ纯化回收试
剂盒进行胶回收并送至北京睿博兴科生物技术有限公司测

序，将测序所得序列与毛果杨ＰｔｒＸＴＨ３５序列进行比对。
１．４．２　原核表达载体的构建　利用ＤＮＡＭＡＮ将测序得到的
ＰｔｏＸＴＨ３５的ＤＮＡ序列翻译为氨基酸序列并上传至 ＳｉｇｎａｌＩＰ
和ＴＭＨＭＭ２．０在线软件分析信号肽序列和跨膜区，以去除
信号肽的序列为模板设计引物，利用ＰＣＲ方法为目的基因两
端加上酶切位点，将 ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，切胶回
收后用相应的限制性内切酶进行酶切并回收目的片段，同时

用相应的限制性内切酶对质粒载体 ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ、
ｐＧＥＸ－４ｔ－１、ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ、ｐＥＴ４３．１ａ进行酶切回收，之后将
酶切的载体和目的片段利用 Ｔ４连接酶连接，将连接液经
ＣａＣｌ２法转化至ＪＭ１０９感受态，待长出单克隆后摇菌提取质

粒进行酶切鉴定。载体构建引物及酶切位点如表１所示。
表１　载体构建过程中所设计引物

载体名称 引物名称 引物序列

ｐＥＴ２８ａ Ｆ１ ５′－ＧＧＡＴＣＣＧＣＴＡＡＧＴＴＴＧＡＣＧＡＧＣＴＣ－３′
Ｒ１ ５′－ＣＴＣＧＡＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴ－３′

ｐＥＴ３２ａ Ｆ２ ５′－ＧＧＡＴＣＣＧＣＴＡＡＧＴＴＴＧＡＣＧＡＧＣＴＣ－３′
Ｒ２ ５′－ＣＴＣＧＡＧＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴ－３′

ｐＧＥＸ－４ｔ－１ Ｆ３ ５′－ＧＧＡＴＣＣＧＣＴＡＡＧＴＴＴＧＡＣＧＡＧＣＴＣ－３′
Ｒ３ ５′－ＣＴＣＧＡＧＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴ－３′

ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ Ｆ４ ５′－ＧＧＴＡＣＣＧＧＣＴＡＡＧＴＴＴＧＡＣＧＡＧＣＴＣ－３′
Ｒ４ ５′－ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴ－３′

ｐＥＴ４３．１ａ Ｆ５ ５′－ＧＧＡＴＣＣＧＣＴＡＡＧＴＴＴＧＡＣＧＡＧＣＴＣ－３′
Ｒ５ ５′－ＣＴＣＧＡＧＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴ－３′

　　注：引物序列中下划线部分为酶切位点，ＧＧＡＴＣＣ为 ＢａｍＨⅠ，
ＣＴＣＧＡＧ为ＸｈｏⅠ，ＧＧＴＡＣＣ为ＫｐｎⅠ。

１．４．３　ＰｔｏＸＴＨ３５蛋白原核表达　将构建好的载体ｐＥＴ２８ａ－
ＰｔｏＸＴＨ３５、ｐＥＴ３２ａ－ＰｔｏＸＴＨ３５、ｐＧＥＸ－４ｔ１－ＰｔｏＸＴＨ３５、
ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ－ＰｔｏＸＴＨ３５、ｐＥＴ４３．１ａ－ＰｔｏＸＴＨ３５转化至 Ｅ．
ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态并用抗生素筛选阳性菌株，挑取阳性
单克隆接种于 ５ｍＬ含相应抗生素的 ＬＢ液体培养基中，
３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养 １２ｈ，之后将 ５ｍＬ菌液接种于
１００ｍＬ含相应抗生素的ＬＢ培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡
培养至 Ｄ６００ｎｍ＝０．４左右，加入异丙基 －β－Ｄ－硫代吡喃半
乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ。２８℃诱导表达４ｈ，
６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，加入４倍体积５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为 ８．０）缓冲液重悬，经超声破碎后
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清和沉淀加入等体积蛋白上样缓冲
液，沸水中煮５ｍｉｎ后离心取上清，采用十二烷基硫酸钠聚丙
烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）鉴定蛋白表达。

２　结果与分析

２．１　毛白杨ＰｔｏＸＴＨ３５基因克隆与序列分析
经ＰＣＲ扩增得到如图１所示的 ＤＮＡ片段，测序获得毛

白杨ＰｔｏＸＴＨ３５核酸序列，与毛果杨 ＰｔｒＸＴＨ３５序列比对相似
度高达９８．３２％（图２），证实该序列为毛白杨 ＰｔｏＸＴＨ３５基因
片段，该序列全长８８８ｂｐ，由２６９个氨基酸组成，所翻译的蛋
白质分子量为３３．６９ｋｕ，经ＳｉｇｎａｌＩＰ和ＴＭＨＭＭ２．０在线软件
分析该蛋白Ｎ端存在跨膜区可能为信号肽序列，且推测信号
肽裂解位点位于第２５和第２６个氨基酸之间（图３、图４）。

２．２　原核表达载体的构建
将５个载体的阳性质粒经双酶切进行验证，分别选用表
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１当中对应的酶切位点，将酶切产物经琼脂糖凝胶电泳验证
（图 ５），５种质粒载体 ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ、ｐＧＥＸ－４ｔ－１、
ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ、ｐＥＴ４３．１ａ的骨架片段大小分别为５３６９、５９００、

４９６９、５６８０、７２７５ｂｐ，而图５中获得的质粒骨架片段与插入
片段大小均符合预期。之后将酶切验证正确的质粒送去测

序，证明所得的序列以正确的方向插入载体并且没有发生移
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码和突变，可以用于下一步的诱导表达。

２．３　ＰｔｏＸＴＨ３５蛋白的原核诱导表达
将５种重组质粒分别转化至大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受

态，经０．４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导培养４ｈ后收集菌体，取全菌以
及经超声破碎后的沉淀和上清液煮沸后经１２％ ＳＤＡ－ＰＡＧＥ
检测蛋白表达，由于５种原核表达载体均携带了分子量不同
的可溶性蛋白标签，因此所表达的融合蛋白分子量并不相同，

根据计算获得融合蛋白分子量的理论值，ｐＥＴ２８ａ携带了１个
６×Ｈｉｓ标签，融合蛋白分子量约为３２ｋｕ；ｐＥＴ３２ａ携带了１个
１９ｋｕ的硫氧还蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ，Ｔｒｘ），融合蛋白分子量约为
５１ｋｕ；ｐＧＥＸ－４ｔ－１携带了１个２７ｋｕ的谷胱甘肽巯基转移
酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ），融合蛋白分子量约为
５９ｋｕ；ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ携带了 １个 ４０ｋｕ的麦芽糖结合蛋白

（ｍａｌｔｏｓｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ），融合蛋白分子量约为７２ｋｕ；
ｐＥＴ４３．１ａ携带了 １个 ６０ｋｕ的转录终止抗终止因子（Ｎ－
ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｓｕｂｓｔａｎｃｅ，Ｎｕｓ），融合蛋白分子量约为９２ｋｕ。结果表
明，经ＩＰＴＧ诱导，携带５种重组载体的大肠杆菌均成功表达了
融合蛋白，并且分子量与理论分子量相符合（图６）。但五种原
核表达载体所表达蛋白的表达量以及可溶性表达情况并不相

同，其中ｐＥＴ２８ａ蛋白表达量最高，但蛋白几乎全部以包涵体形
式存在；ｐＧＥＸ－４ｔ－１和ｐＥＴ３２ａ蛋白表达量较低，并且所表达
蛋白同样以包涵体形式存在；而ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ和ｐＥＴ４３．１ａ蛋白
表达量较高，而可溶性蛋白含量与包涵体蛋白大致相同，因此

可溶性蛋白达到了总表达蛋白的５０％左右，实现了ＰｔｏＸＴＨ蛋
白在原核表达系统中的高效可溶性表达。

３　结论

ＸＴＨ基因广泛存在于植物中，在植物细胞壁修饰中发挥
重要作用，其庞大的基因家族中存在众多还未明确得到功能

验证的成员，因此迫切需要对该家族中成员进行体外和体内

功能验证，包括活性测定以及体外蛋白互作研究则须要获得

可溶性的目的蛋白。现有报道 ＸＴＨ的原核表达往往会形成
包涵体，大部分文献中采用酵母表达的方法获得 ＸＴＨ蛋白，
但酵母表达方法耗时较长，并且纯化步骤较为繁琐，对表达条

件也更为敏感，本研究更换了５种携带有不同可溶性标签的
原核表达载体，通过尝试发现携带有ＭＢＰ蛋白的ｐＭＡＬ－ｃ５ｅ
和携带有Ｎｕｓ因子的ｐＥＴ４３．１ａ均可实现 ＰｔｏＸＴＨ３５蛋白在
原核表达系统中的高效可溶性表达，与大部分文献中［６－９］通

过酵母表达获得ＸＴＨ蛋白的方法相比，缩短了试验周期，并
且表达条件稳定，纯化步骤相较酵母表达也更为简单，这为后

续深入研究毛白杨ＰｔｏＸＴＨ３５的生物学功能奠定了基础。
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