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　　摘要：肌醇半乳糖苷合成酶（ｇａｌａｃｔｉｎｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ，简称 ＧｏｌＳ）是棉子糖系列寡糖（ｒａｆｆｉｎｏｓｅｆａｍｉｌｙｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，简
称ＲＦＯｓ）生物合成途径中的关键酶，在植物应对非生物胁迫的过程中发挥着重要作用。通过逆转录（ＲＴ）－ＰＣＲ从大
豆叶片ｃＤＮＡ中扩增得到编码肌醇半乳糖苷合成酶的基因ＧｍＧｏｌＳ，再将ＧｍＧｏｌＳ基因构建到原核表达载体ｐＥＴ２８上，
然后将载体导入大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中，对其进行异丙基 －β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ－β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏ
ｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，简称 ＩＰＴＧ）诱导。十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果表明，在诱导时间为３ｈ、ＩＰＴＧ浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下，可以获得大量重组
蛋白，分子量约为４０ｋｕ。对表达ＧｍＧｏｌＳ蛋白的大肠杆菌进行抗旱性分析的结果显示，ＧｍＧｏｌＳ基因在大肠杆菌中的
过表达降低了重组菌的生活力，使其对干旱胁迫更加敏感。
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　　植物在遭受不良环境条件胁迫后，可以诱导自
身合成大量渗透调节物质来增加植物细胞的渗透

压，提高其抵抗胁迫的能力，从而维持其自身的代

谢和生长发育。棉子糖系列寡糖（ｒａｆｆｉｎｏｓｅｆａｍｉｌｙ
ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，简称ＲＦＯｓ）就是这些渗透调节物质
的典型代表，它们是高等植物中含量仅次于蔗糖的

一类可溶性糖。肌醇半乳糖苷合成酶（ｇａｌａｃｔｉｎｏｌ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，简称 ＧｏｌＳ）是 ＲＦＯｓ生物合成途径中的关
键酶［１］。目前已有大量关于 ＧｏｌＳ基因受逆境胁迫
诱导表达的报道，且超量或异源表达该基因可以不

同程度地提高转基因植物的抗逆性。拟南芥中含

有７种ＧｏｌＳ基因，其中ＡｔＧｏｌＳ１、ＡｔＧｏｌＳ２基因可以被
干旱、高盐胁迫诱导上调表达，ＡｔＧｏｌＳ３基因可以被
低温胁迫诱导上调表达［２］。在 ＡｔＧｏｌＳ１、ＡｔＧｏｌＳ２基
因过表达转基因植株中，肌醇半乳糖苷、棉子糖含

量均增加，使得植物对氧化胁迫的耐受能力增

强［３］。小麦 ＴａＧｏｌＳ３基因的表达受到外源脱落酸
（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，简称 ＡＢＡ）、低温、盐胁迫诱导，同时
还能被ＺｎＣｌ２、ＣｕＣｌ２诱导，通过对活性氧的调控，转
基因植株能够表现出对锌胁迫的耐受性［４］。ＧｏｌＳ
基因的抑制表达则使植物对胁迫更加敏感。例如

ＡｔＧｏｌＳ１基因的Ｔ－ＤＮＡ插入突变体植株与野生型
植株相比，抗热性明显降低［５］。ＧｏｌＳ基因表达的调
控机制较为复杂，目前已经发现多种植物转录因子

可以调控其表达，如ＨＳＦ、ＤＲＥＢ和ＷＲＫＹ等［６－８］。

大豆（ＧｌｙｃｉｎｅｍａｘＬ．）是世界范围内广泛种植
的经济作物之一，不仅是人类获取蛋白质和脂类的

主要来源，同时也是重要的牲畜饲料。大豆中 ＧｏｌＳ
基因的功能鉴定对于大豆棉子糖系列寡糖（ｒａｆｆｉｎｏｓｅ
ｆａｍｉｌｙｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，简称 ＲＦＯｓ）代谢途径及大豆
抗逆机制的研究都具有重要意义。但到目前为止，有

关大豆中肌醇半乳糖苷合成酶的研究非常少。本研

究将大豆中１个编码肌醇半乳糖苷合成酶的基因
ＧｍＧｏｌＳ转化大肠杆菌并进行诱导表达条件的优化与
抗旱性分析，以期为该基因的功能研究打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
本试验于２０１８年１０月在黑龙江省齐齐哈尔市

齐齐哈尔大学植物分子育种研究室进行。大豆品
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种北豆 ９号、原核表达载体 ｐＥＴ２８及大肠杆菌
ＤＨ５α菌株、Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）菌株均由齐齐哈尔大学
植物分子育种研究室提供。克隆载体 ｐＭＤ１８－Ｔ、
各种限制性内切酶、ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ
２０００、ＥｘＴａｑ、ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ购自 ＴａＫａＲａ公司；低分
子量 蛋 白 ｍａｒｋｅｒ、ｃＤＮＡ 反 转 录 试 剂 盒 购 自
Ｎｏｖｏｐｒｏｔｅｉｎ公司；质粒提取试剂盒和ＤＮＡ凝胶回收
试剂盒购自ＴＩＡＮＧＥＮ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　大豆叶片总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ反转录　
使用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ提取０．１ｇ大豆叶片总ＲＮＡ，具体
操作参照说明书。用琼脂糖凝胶电泳和 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ
检测提取的 ＲＮＡ质量。使用 ｃＤＮＡ反转录试剂盒
合成第一链ｃＤＮＡ。
１．２．２　目的基因的扩增　在美国国家生物技术信息
中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简
称ＮＣＢＩ）数据库中搜索编码大豆ＧｏｌＳ基因的序列。
利用Ｐｒｉｍｅｒ５软件，根据ＧｍＧｏｌＳ基因的编码序列设
计引物。上游引物序列为５′－ＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＣ
ＣＴＡＡＴＡＴＣＡＣＣＡＣＴＧ－３′，下游引物序列为５′－ＴＧ
ＣＧＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＧＣＡＧＣＡＧＡＴＧＧＧＧＣ－３′，上游、下
游引物序列中的下划线部分分别代表 ＥｃｏＲⅠ、
ＳａｌⅠ 酶切位点。以合成的第一链ｃＤＮＡ作为模板，
ＰＣＲ扩增ＧｍＧｏｌＳ基因（退火温度为５６℃）。将扩
增产物经琼脂糖凝胶电泳后，回收目的基因片段并

连接到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，转化大肠杆菌 ＤＨ５α感
受态细胞，经质粒双酶切鉴定，挑取阳性克隆送至

生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

１．２．３　原核表达载体的构建　将测序正确的含有
目的基因的克隆载体扩繁并提取质粒，用 ＥｃｏＲⅠ、
ＳａｌⅠ进行双酶切，同时将载体ｐＥＴ２８用ＥｃｏＲⅠ、Ｓａｌ
Ⅰ进行双酶切，经琼脂糖凝胶电泳后，回收目的片
段，通过ＤＮＡ连接酶将酶切片段定向连接到ｐＥＴ２８
载体上，再用该载体转化大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感
受态细胞，经菌落 ＰＣＲ和质粒双酶切鉴定后，挑取
阳性克隆，保存菌种备用。

１．２．４　重组蛋白的诱导表达　挑取 ｐＥＴ２８－
ＧｍＧｏｌＳ阳性克隆和 ｐＥＴ２８空载体克隆至添加
５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素和１５ｍｇ／Ｌ氯霉素的 ＬＢ液体培
养基中，３７℃振荡培养过夜。按１∶１００的体积比
转接至２０ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃继续振荡培养
至Ｄ６００ｎｍ为０．４左右时，加入终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的
异丙基 －β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ－ｂｅｔａ－

Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，简称 ＩＰＴＧ），分别诱导培
养１、２、３、４、５、６ｈ后，取样并进行十二烷基硫酸
钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－
ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简 称 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ），确定最佳诱导时间。使用同样的方法，分
别加入终浓度为０．１、０．２、０．３ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ进行
诱导培养，以确定最佳ＩＰＴＧ诱导浓度。
１．２．５　表达 ＧｍＧｏｌＳ蛋白的大肠杆菌干旱胁迫分
析　将 ｐＥＴ２８－ＧｍＧｏｌＳ重组大肠杆菌及含有
ｐＥＴ２８空载体的大肠杆菌按照优化后的最优条件
（诱导时间为３ｈ、ＩＰＴＧ诱导浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）进
行诱导表达。将诱导后的菌液均稀释至同一浓度

（Ｄ６００ｎｍ＝０．８），各取１０μＬ，稀释１００００倍，取１００μＬ
分别涂布到不含ＰＥＧ－８０００和含１％ ＰＥＧ－８０００的
固体ＬＢ培养基上（含有５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、１５ｍｇ／Ｌ
氯霉素），于３７℃培养１２～１６ｈ，观察并拍照。

２　结果与分析

２．１　ＧｍＧｏｌＳ基因的克隆
在ＮＣＢＩ数据库中检索获得编码大豆ＧｏｌＳ基因

的序列ＧｍＧｏｌＳ，其ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＮＭ００１２５１０９８。
以大豆叶片 ｃＤＮＡ为模板，扩增得到 ９８７ｂｐ的
ＧｍＧｏｌＳ基因全序列（图１），经测序与原序列一致。
预测结果显示，ＧｍＧｏｌＳ基因编码含有３２８个氨基酸
的蛋白质，分子量大小为３８．０３ｋｕ。

２．２　ＧｍＧｏｌＳ基因原核表达载体的构建
通过酶切位点将 ＧｍＧｏｌＳ基因构建到原核表达

载体 ｐＥＴ２８上，质粒双酶切和菌液 ＰＣＲ结果见图
２，可见ＧｍＧｏｌＳ基因已成功连接至 ｐＥＴ２８载体上并
获得了含有重组质粒的Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）菌株。
２．３　重组蛋白的诱导表达

为了大量获得ＧｍＧｏｌＳ重组蛋白，对ＩＰＴＧ诱导
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时间和诱导浓度进行优化，结果（图３）表明，３～８
泳道与对照（空载体及未诱导菌株）相比，在约 ４０ｋｕ
处有目的蛋白的表达。ＧｍＧｏｌＳ蛋白分子量为
３８．０３ｋｕ，加上６个组氨酸标签，融合蛋白分子量约
为４０ｋｕ，因此表达的重组蛋白大小与预期结果相符，
但在对照中无此蛋白表达，表明ＧｍＧｏｌＳ基因已经在
大肠杆菌中成功表达。由图３还可以看出，ＩＰＴＧ诱
导１ｈ时已出现重组蛋白，随着诱导时间的延长，重
组蛋白的表达量随之增加，到３ｈ时达到最大值，之后
差别不大。因此，在后续试验中将诱导时间设为３ｈ。

　　图４是在不同 ＩＰＴＧ诱导浓度下重组蛋白表达
的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果。可以看出，当 ＩＰＴＧ浓度为
０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，重组蛋白的表达量已达到最大值，
并且不同浓度间的差别不大。由此可知，不同ＩＰＴＧ
浓度在诱导蛋白表达时差异不明显，ＩＰＴＧ诱导浓度
选择０．１ｍｍｏｌ／Ｌ即可。

２．４　表达ＧｍＧｏｌＳ蛋白的大肠杆菌干旱胁迫分析
为了选择最佳诱导条件，设 ＩＰＴＧ诱导浓度为

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，对重组菌诱导３ｈ后进行抗旱性分析。
如图５所示，在未添加 ＰＥＧ－８０００的培养基上，与

转化空载体 ｐＥＴ２８的大肠杆菌相比，表达 ＧｍＧｏｌＳ
蛋白的重组大肠杆菌的生长受到明显抑制。在含

有１％ ＰＥＧ－８０００的培养基上，表达 ＧｍＧｏｌＳ蛋白
的大肠杆菌的生长继续受到抑制，虽然含有对照空

载体的大肠杆菌生长也受到了抑制，但其活性仍明

显高于表达 ＧｍＧｏｌＳ蛋白的大肠杆菌。由此可见，
ＧｍＧｏｌＳ蛋白在大肠杆菌中的过表达降低了重组菌
的生活力，使其对干旱胁迫更加敏感。

３　讨论

肌醇半乳糖苷合成酶（ｇａｌａｃｔｉｎｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ，简称
ＧｏｌＳ）催化尿嘧啶二磷酸（ｕｒｉｄｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，简称
ＵＤＰ）－半乳糖和肌醇合成肌醇半乳糖苷的反应，是
棉子糖代谢通路中物质合成的第一步，也是棉子糖

系列寡糖 （ｒａｆｆｉｎｏｓｅｆａｍｉｌｙｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，简称
ＲＦＯｓ）合成的限速步骤［１，９］。越来越多的研究结果

表明，ＧｏｌＳ基因在植物的抗逆反应、光合产物转运
和种子发育中发挥着重要作用［１０］。进一步研究

ＧｏｌＳ基因的表达与 ＧｏｌＳ酶活性、ＲＦＯｓ的积累及植
物抗逆性的关系，能够为植物抗逆新品种的培育提

供更全面的理论基础。

大肠杆菌表达系统是目前应用最为广泛的原
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核表达系统，融合蛋白在该系统中的表达结果可受

多种因素影响，如诱导温度、诱导剂浓度、诱导时间

等［１１－１２］。本试验将大豆肌醇半乳糖苷合成酶基因

ＧｍＧｏｌＳ构建到原核表达载体上并转入大肠杆菌中，
经ＩＰＴＧ诱导及条件优化（ＩＰＴＧ诱导浓度和诱导时间
的优化），结果显示，该基因能够在大肠杆菌中表达，

融合蛋白分子量大小约为４０ｋｕ。但是本研究结果显
示，ＩＰＴＧ诱导浓度对重组蛋白表达量的影响不大，这
与前人的某些试验结果相似［１３－１４］。笔者也尝试对

ＧｍＧｏｌＳ重组蛋白进行纯化回收，但表达的重组蛋白
主要以包涵体的形式存在（结果未列出）。推测出现

这种情况的原因可能是温度过高等，使蛋白合成速度

过快，导致蛋白质来不及进行折叠及二硫键的配对，

或是由于蛋白质的非特异性结合而使重组蛋白无法

达到足够的溶解度［１５－１６］。前人曾将木薯、沙冬青的

ＧｏｌＳ基因在大肠杆菌中进行抗性鉴定，结果表明，
ＧｏｌＳ基因过表达的大肠杆菌分别获得了耐旱性及耐
寒性［１７－１８］。但在本试验中，ＧｍＧｏｌＳ基因过表达的大
肠杆菌干旱胁迫结果与范洁等的研究结果［１７］不一

致，推测可能由于ＧｍＧｏｌＳ重组蛋白在大肠杆菌中的
超量表达破坏了大肠杆菌的生理及代谢平衡，导致其

对干旱胁迫更加敏感。说明由于表达系统不同，导致

部分真核生物的基因不能在原核生物中进行功能鉴

定。本研究结果为进一步的 ＧｍＧｏｌＳ蛋白理化性质
及基因功能研究打下了理论基础。

４　结论

本研究采用 ＲＴ－ＰＣＲ方法，从大豆叶片 ｃＤＮＡ

中扩增得到编码肌醇半乳糖苷合成酶的基因

ＧｍＧｏｌＳ。再将 ＧｍＧｏｌＳ基因构建到原核表达载体
ｐＥＴ２８上，随后将该载体导入大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）中，对其进行ＩＰＴＧ诱导。在诱导时间为３ｈ、
ＩＰＴＧ浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下，可获得大量重
组蛋白，相对分子量约为４０ｋｕ。对表达 ＧｍＧｏｌＳ蛋
白的大肠杆菌进行抗旱性分析，结果显示，ＧｍＧｏｌＳ
基因在大肠杆菌中的过表达降低了重组菌的生活

力，使其对干旱胁迫更加敏感。
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究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｕｃｈｕｎ４２１＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　蔓花生（Ａｒａｃｈｉｓｄｕｒａｎｅｎｓｉｓ），别称遍地黄金，是 豆科蝶形花亚科蔓花生属的多年生宿根草本植物，

原产于亚洲热带及南美洲地区，其根系发达，抗逆

性强，病虫害少，是动物的良好牧草［１－６］。蔓花生有

一定的耐热耐旱性、抗寒性、耐阴性、耐贫瘠

性［２－３，７－１３］，对有害气体有较强的抗性［１４－１５］。

ＡＰＥＴＡＬＡ２（ＡＰ２）是一类植物转录因子，其结构首
次被发现于拟南芥中，并证实在花的发育过程中和
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