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苜蓿中华根瘤菌与耐盐有关基因 ’.#! 在大肠杆菌中
的高效表达及其产物的纯化

葛世超 王 磊 李小红 亓苏伟 杨苏声"

（中国农业大学生物学院微生物学系 农业部微生物资源及其应用重点实验室 北京 2%%%0!）

摘 要：苜蓿中华根瘤菌（ !"#$%&"’$(")* *+,",$-"）%!$4F与耐盐有关的 2G0HI J/6片段含有两个开放阅读框，采用
K3L方法分别将它们扩增，连接到穿梭质粒上，并进行了耐盐功能检测，证明其中的 MLN$具有耐盐性，定名为 %.-/
基因。将它分别克隆到表达载体 O9A=(8P=@6、4 和 3 上，构建成重组质粒 OQR6、OQR4 和 OQR3，转化大肠杆菌
（0.1&+%"1&"2 1$,"）9(O2%后，经 7K9Q诱导，OQR6获得高效表达。表达蛋白占菌体总蛋白的 #&S，但大多数以包涵体形
式存在。对表达产物依次进行 KT(4(-D9F树脂亲和纯化、饱和硫酸铵盐析，最后得到纯度为 0"S的融合蛋白。RJR8
K6Q:显示纯化的蛋白质为分子量 !#HJ的单一蛋白带，经 U.@V.T- I)(V检测证实了表达结果。
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在自然环境中，高盐、碱等不利环境条件使根瘤菌的生

存与结瘤固氮能力明显下降［2］。近几年来，根瘤菌渗透调节

机制的研究逐渐受到人们的重视，取得了一些进展。据

4(@VX(TD［$］报道，在高盐条件下，苜蓿中华根瘤菌细胞中的谷

氨酸水平至少增加 "倍，并且，谷氨酰胺也是某些细菌在高

渗环境中积累的产物［#］。甘氨酸甜菜碱是重要的渗透调节

保护物，当遇到高渗环境时，有些根瘤菌能积累甘氨酸甜菜

碱来平衡细胞内外的渗透压［!］。2005年，M@V.T<@等［"］发现，

苜蓿中华根瘤菌的甘氨酸甜菜碱的合成由 (+-345/ 组成的操

纵子调控。$%%$ 年，4(@C<T= 等［&］克隆了苜蓿中华根瘤菌的

(+-!基因，其表达产物 4.VR是甘氨酸甜菜碱的主要转运蛋

白，在早期的渗透调节中起作用，而且它所介导的甜菜碱的

积累是细胞自身蛋白所表现的应激反应，类似于分子伴侣的

作用。最近，在热带根瘤菌（6&"’$(")* -%$7"1"）还发现一些与

耐盐有关的基因如 #-%8、9%+/、:#2;、#"<!、#$+; 和 =)7 等［1］。

苜蓿中华根瘤菌 %!$4F分离自新疆的和田苜蓿，具有良

好的耐盐性状，能在含有 %G&;()YZ /<3)的 9[培养基上生长。

本室克隆了与耐盐有关的 2G0HI J/6片段，包含 $个阅读框

架 MLN$、MLN#，推测的 MLN$氨基酸序列与苜蓿中华根瘤菌

的硫胺素生物合成酶蛋白有 00G"S的同源性［5］。本研究用

K3L方法对它们进行克隆，对其耐盐功能进行检测，并对

MLN$进行蛋白表达和纯化的研究，以期深入探讨其耐盐的

机制。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（0.1&+%"1&"2 1$,"）9(O2%、质粒

O9A=(8P=@6、4 和 3 购自 7-\=VT(?.- 公司，转化子 QR$82 含

2G0HI与耐盐有关 J/6片段，为本室构建。苜蓿中华根瘤菌

%!$4F及其盐敏感菌株 Q]21、穿梭质粒 O44L28F3R$、辅助质

粒 O^L$%2#和大肠杆菌 JP"!为本室所保存。

!"!"# 培养基和培养条件：根瘤菌采用 9[ 培养基［0］，在

$5_培养。大肠杆菌菌株采用 Z4培养基［2%］，在 #1_培养。

!"!"$ 试剂：限制性内切酶、9! J/6连接酶、K3L产物纯化

试剂盒和 J/6 聚合酶分别购自华美公司、KT(;.?< 和上海

R<-?(-公司；KT(4(-D9F树脂购自原平皓生物技术有限公司。

!"# 引物设计和 %&’扩增

引物 K2："‘8639393Q6Q36936939Q338#‘，含 >&$"酶

切位点；引物 K$："‘86339396Q63Q999936Q3Q8#‘，含 >(2"
的酶切位点，引物 K#："‘8693Q6699369QQ6Q3QQ938#‘，含

01$L"的酶切位点。引物由上海生工有限公司合成。

以 OQR$82为模板，在下列反应体系中进行 K3L 扩增：

DDP$M 10G"#Z，2% a ?2@ 4,XX.T 2%#Z，D/9K（各 2%;;()YZ）$#Z，

OQR$82模板 J/6 2#Z（&%%-?），上游引物（2%%O;()）!#Z，下游

引物（2%%O;()）!#Z，?2@ J/6聚合酶（"bY#Z ）%G"#Z；反应条

件：2%%_加热，变性 ";=-，加入 J/6 聚合酶，在 0"_ 2;=-，

"$_ 2;=-，1$_ $;=- 条件下循环 #% 次，1$_延伸 2%;=-。

K3L产物纯化操作按试剂盒说明书进行。



!"# $%&操作
质粒的制备、酶切、连接、重组 !"#的筛选和克隆按文

献［$%］进行。重组质粒以 !&’!为受体菌。
!"’ 三亲本杂交和功能检测
具体操作参照文献［$%］进行。

!"( 融合蛋白表达载体的构建
用 !"#"和 $%&#酶切重组质粒，回收含有 ()*+的 !"#

片段，然后与经同样双酶切的 ,-./01&/2#、3 和 4连接。
!") 融合基因的诱导表达和*+,-+./印迹检测
用构建得到的表达载体 ,56#、,563和 ,564转化大肠杆

菌 -0,$%，并在含有 $%%$789:氨苄青霉素的 :3液体培养基
中培养。当 ’(’’% ; %<’时，加入 =>-5（终浓度为 $990?8:）诱

导表达。在 @.后收获菌体，离心，加入 $ A 6!6加样缓冲液，
煮沸 B9/C，检测表达情况。
样品处理及转膜按文献［$%］和 >D09E7F及 =CG/HD07EC的产

品说明所介绍的方法进行，其中第一抗体为纯的鼠疫球蛋白

单克隆抗体（=75$I），第二抗体为碱性磷酸酯酶标记的羊抗
鼠 =75。
!"0 融合蛋白的纯化
!"0"! 包涵体的分离、溶解和复性：菌体用结合缓冲液
（+%990?8: "F&+>(@ 1"F+&>(@，’%%990?8: "F4?，,&J<K）悬浮，

用超声波及冻融法破碎菌体，并在离心后用 6!61>#5L分析
目的蛋白的存在状态。将离心所得沉淀重悬于裂解液

（ +%990?8: "F&+>(@ 1"F+&>(@， ’%%990?8: "F4?， ,&J<K；

M90?8:盐酸胍），在室温下作用 +.，至澄清透明。用 %<++$9微
孔滤膜过滤裂解液，取上清稀释复性。

!"0"1 亲和层析：按说明书将 >D030CN-O树脂预平衡。将复
性的蛋白质溶液直接上柱，使目的蛋白结合到 >D030CN-O树脂
上，先用结合缓冲液，后用洗液（+%990?8: "F&+>(@ 1"F+&>(@，

’%%990?8: "F4?，,&M<%）洗柱。然后依次用 ’%、+%%、B’% 和
’%%990?8:咪唑洗脱液将目的蛋白洗脱下来，分管收集并编
号。采用 6!61>#5L检查其蛋白含量。
!"0"# 饱和硫酸铵盐析：将含有目的蛋白的不同浓度的咪
唑洗脱液合并、透析，然后将透析后的蛋白液依次用 ’%P、
J’P的饱和硫酸铵沉淀。重新悬浮沉淀、透析，以 6!61>#5L
检查纯度。

!"0"’ 蛋白定量和 6!61>#5L蛋白质密度扫描：以牛血清白
蛋白作标准，用考马斯亮蓝染料法进行定量分析，然后用图

像密度扫描仪扫描蛋白质的电泳凝胶，确定表达的融合蛋白

占菌体总蛋白的比例和纯度。

1 结果

1"! !"#$基因的克隆和功能检测

%@+3O与耐盐有关的 $<QRS !"#片段包括两个开放阅
读框 ()*+和 ()*B，其转录方向相反［K］。以 >$、>B为引物，

,56+1$ 为模板，通过 >4) 扩增出 ()*+，在其两端引入了

)*+)#和 $,+#的酶切位点，扩增的 !"#片段为 Q+’S,。将
产物回收、纯化后，用此双酶切消化，连接到经同样酶切的

,33)1O46+上。然后将重组质粒转化大肠杆菌 !&’!，得到
转化子 56B，提取其重组质粒 ,56B，经酶切检测正确。以 56B
为供体，盐敏感突变株 5T$J为受体，在辅助质粒 ,)I+%$B的
协助下进行三亲本杂交，在含有 %<@90?8: "F4?、B%$789:萘啶
酮酸和 B%$789:卡那霉素的 *U平板上获得了接合子 56TB，
证明 ()*+使盐敏感突变株恢复了耐盐性，定名为 -./0基因。
以 >+、>B 为引物扩增出 ()*B，扩增的 !"# 片段为

K$QS,，连接到 ,33)1O46+上，得到重组质粒 ,56@，经酶切检
验正确。以 56@ 为供体，5T$J 为受体，进行三亲本杂交，发
现 ()*B不能使盐敏感突变株恢复耐盐性。

1"1 重组表达载体的构建
表达载体 ,-./0&/2#、3和 4的大小分别为 @<@RS，含有一

个杂合的启动子 /-*（ /-11 #&*），它能使连接在下游的靶基因和
上游的 &>1硫氧还蛋白基因一起高效表达形成融合蛋白。用

)*+)#、$,+#酶切重组质粒 ,56B，回收含有目的基因的片
段，分别插入到 ,-./0&/2#、3 和 4 的 )*+2#、$,+#位点之
间，将重组的表达质粒转化大肠杆菌 -0,$%，大量筛选得到含
有目的基因的 B 种重组质粒，编号为 ,56#、,563 和 ,564。
由于 ,-./0&/2#、3和 4 在多克隆酶切位点后相互之间错开 $
个碱基，由此构成 B种编码氨基酸的方法，使连接到酶切位
点后的外源片段编码氨基酸的读框方式得以和其中的一种

相吻合，从而获得符合阅读框表达的重组载体。

图 ! （&）融合基因 #!%$2 !"#$ 通过 3456 诱导表达的

7$724&68图谱；（9）通过 3456 诱导表达的融合蛋白

5.:&2;,-&的*+,-+./印迹电泳图谱
*/7V $ （#）6!61>#5L FCF?W2/2 0X XY2/0C 7ECE HDZ#1D2H# EZ,DE22/0C

/CNY[EN SW =>-5；（ 3） -.E 6!61,0?WF[DW?F9/NE 7E? DE[09S/CFCH

E?E[HD0,.0DE2/2 0X \E2HEDC S?0H 0X XY2/0C ,D0HE/C2 -DZ#1)2H# /CNY[EN SW

=>-5

OVO/N1DFC7E ,D0HE/C 90?E[Y?FD ]E/7.H 9FDRED2；$<\.0?E [E?? 6!61>#5L

0X ) V *+#3 -0,$%（,56#）]/H.0YH /CNY[H/0C；+<\.0?E [E?? 6!61>#5L 0X

) V *+#3 -0,$%（,56#）/CNY[EN SW =>-5V B<\E2HEDC S?0H 0X H.E ].0?E

[E?? 0X ) V *+#3 -0,$%（,56#）/CNY[EN SW =>-5；@< \E2HEDC S?0H 0X H.E

].0?E [E?? 0X ) V *+#3 -0,$%（,56#）]/H.0YH /CNY[H/0CV
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!"# 融合基因的诱导表达及$%&’%()印迹检测

重组质粒 !"#$、!"#% 和 !"#&在大肠杆菌 ’(!)* 中经

+,’"诱导和 #-#.,$"/检测后发现，在含有 !"#$的大肠杆

菌 ’(!)*中，融合蛋白 ’01$.234$ 得到诱导表达，其大小为

567-，是 )87-硫氧还蛋白与推测的 6)7-的 243$蛋白分子量

之和（图 ).$）。9:34:0; <=(4 检测表明，含有 !"#$的 ’(!)*经

+,’"诱导后比未经诱导的对照出现了 )条大约 567-的特异

蛋白带（图 ).%）。

!"* 融合蛋白的纯化

含有 !"#$的重组菌株经 +,’"诱导后得到高效表达，表

达产物为包涵体，在诱导 5>后，融合蛋白占菌体总蛋白质的

6?@。将包涵体分离、溶解和复性稀释，经 ,0(%(;A’B树脂亲

和纯化，纯化后的融合蛋白占菌体总蛋白的比例为 C*@（图

8.$）。将此蛋白液透析后用饱和硫酸铵沉淀，结果得到的融

合蛋白占菌体总蛋白的比例为 CD@（图 8.%）。

图 ! （+）亲和层析 ,(-+./&’+ 融合蛋白后的 010.2+34
图谱；（5）饱和硫酸铵盐析 ,(-+./&’+ 蛋白后的 010.

2+34图谱
EFGH8 （$）#-#.,$"/ I;I=J3F3 (K ’01$.234$ KL3F(; !0(4:F;3 F;ALM:A <J

+,’" L3F;G ,0(%(;A’B 0:3F; IKKF;F4J M>0(NI4(G0I!>J；（%）#-#.,$"/

I;I=J3F3 (K KL3F(; !0(4:F; !0:MF!F4I4:A <J 3I4L0I4:A INN(;FLN 3L=KI4:

BH BFA.0I;G: !0(4:F; N(=:ML=I0 O:FG>4 NI07:03；)P 9>(=: M:== !0(4:F;

!0(KF=:3 (K ! H "#$% ’(!)*（!"#$）F;ALM:A <J +,’"；8 Q DP ,0(4:F;

3(=L4F(;3 (K D*，8**，6D*，D**NN(=RS FNFAIT(=: G0IAF:;4 :=L4F(; <J L3F;G

,0(%(;A’B 0:3F; IKKF;F4J M>0(NI4(G0I!>J；? H9>(=: M:== !0(4:F; #-#.,$"/

(K ! H "#$% ’(!)*（!"#$）F;ALM:A <J +,’"；UP ,0(KF=:3 (K KL3F(; !0(4:F;

!0:MF!F4I4:A <J 3I4L0I4:A INN(;FLN 3L=KI4:H

从上述结果可知，&’() 基因的大小为 C8D<!，编码 8??个氨基

酸，通过与非重复基因库进行同源性比较，已发现氨基酸序

列与苜蓿中华根瘤菌焦磷酸硫胺素合成酶蛋白有 CCPD@的

同源性［V］。由于硫胺素是碳水化合物代谢中转酮酶、!.酮酸

脱羧酶、!.酮酸脱氢酶和乙酰乳酸合成酶的辅酶，在代谢中

具有不可替代的作用，主要是稳定乙酰负离子。所以，如果

缺乏硫胺素，就会导致糖代谢的阻断以及丙酮酸的积累，影

响糖代谢过程中能量的产生。由此，可能会对耗能的耐盐调

节机制产生影响。另外，在高渗条件下，大肠杆菌的生长抑

制可被外源性的甘氨酸甜菜碱与脯氨酸所缓解，而这两种物

质可通过 ,0(,和 ,0(W转运系统在细胞内积累，以抵抗外界

环境的高渗透冲击。,0(,系统是存在于细胞膜上的脯氨酸

与甘氨酸甜菜碱的渗透酶，这种酶在高渗环境中被激活，催

化有关的反应，直到环境中渗透压恢复正常时为止［))］。由于

*&#+的表达受到渗透压的调控，而 &’()的启动区存在 )个类

似于大肠杆菌 *&#+基因启动子 X 6D和 X )*区的元件，由此

推测 &’()可能参与耐盐的调控。本文将 &’() 基因导入大肠

杆菌，获得高效表达，并纯化了其蛋白产物，以便进一步研究

其结构和耐盐功能。
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敬 告 作 者

近年《微生物学报》的投稿激增，由于有些作者对本刊不甚了解，将不适宜在本刊刊出的稿件也投向本刊，由此延误了论

文的发表。另外，投稿时提供的材料也不符合本刊要求。鉴于此种情况，本刊编辑部特此提醒热心投稿本刊的作者，在投稿

之前注意本刊的特点。

;G办刊宗旨：《微生物学报》是以微生物学基础研究、应用基础研究以及高技术创新为主的综合性学术刊物，主要报道微

生物学研究领域中的最新研究成果和研究动态，促进学术交流。

#G报道内容：普通微生物学，工业 、农业、医学、兽医微生物学，病毒学，免疫学以及与微生物学有关的生物工程等方面的

研究成果。应用机理的研究涉及到农业、食品、医药、化工轻工和能源环保等领域。

VG栏目设置：设有研究报告、研究简报和小型综述等 V个栏目。本刊主要刊登微型综述（I(4( B1O(18），来稿字数最好控制

在 Y!!!字以内，作者一定要结合自己的工作，要求文献新，观点明，有评论，有展望，切忌堆砌资料只述不评。

"G单位介绍信：《微生物学报》是我国微生物领域中很有影响力的刊物，已交换发行到海外 "!多个国家和地区。为了维护

我国科学研究成果的知识产权，本刊编辑部在“投稿要求”和“收稿通知”中向所有作者一再强调：投稿时务必附有“研究内容

所属单位”的介绍信，说明是否涉及保密、作者和单位的署名是否无误、有无一稿两投等事项。

另外，与国外作者合写的论文，应出示国外作者同意以中文形式发表及署名顺序的说明。

《微生物学报》编辑部
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