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细极链格孢菌 ./$0! 基因在毕赤酵母中的表达及蛋白功能确定

刘文平1，曾洪梅#"，刘延锋#，袁京京#，邱德文#

（1西南大学植物保护学院 重庆 !$$"13）

（#中国农业科学院植物保护研究所 北京 1$$$%1）

摘 要：从细极链格孢菌表达文库获得阳性克隆子，序列分析表明，克隆的 2H* 片段中含有完整的开放阅读框架，

将该基因命名为 "#$%!（I5@09@J 登录号为 <8#1#%%$）。用 K/L 法扩增 "#$%! 基因的编码序列并亚克隆到毕赤酵母

表达系统的表达载体 MKN/’O 上，得到重组质粒 MKN/’O7 "#$%!。重组质粒经 &$’!线性化后用电穿孔法导入到毕赤

酵母（()’*)$ "$+,-.)+）IP11& 中，采用 Q2、I!1%;RK2 平板和 K/L 法筛选 Q+. S 表型，获得了分泌表达的重组毕赤酵母。

随机挑取一菌株作为表达菌，用甲醇诱导 K594# 蛋白表达。P2P;K*I< 及 T5-.5U@ V6B. 检测结果均表明 K594# 在毕赤

酵母中成功地分泌表达。用 "#$%! 基因的表达蛋白处理小麦种子，生物测定表明，表达蛋白能明显促进小麦的生

长，具有蛋白激发子作用。
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微生物病原菌浸染植物会诱发植物某些信号分

子水平的增加并且激活特定的防御相关基因的表

达，致使植物抗性水平增加［1 ) (］。植物通过对病原

菌激发子的识别可以启动不同的级联信号途径，最

终产生对病原菌的主动防卫反应［!］。

1’3% 年，/U+>EJ-A9@J 和 K5UU>@ 从 丛 梗 孢 菌

（/-0)1)0)$ 2.3’,)’-1$）菌丝体中分离到的一种多肽，能

诱导菜豆内果皮形成和积累菜豆素，这是第一个已

报道的真菌激发子［&］。邱德文［3］于 #$$$ 年从植物

病原真菌中提取获得一类新类型蛋白，它能通过与

植物表面受体蛋白的互作，诱导植物的信号传导，启

动植物体内一系列代谢反应，激活植物自身生长系

统、防卫系统，从而使植物产生对病虫害的抗性，促

进生 长。本 文 在 已 构 建 的 细 极 链 格 孢 菌 XY&$&
E2H* 文库的基础上［"］，采用免疫技术筛选获得了阳

性克 隆 子 基 因，将 该 基 因 命 名 为 "#$%!（KUB.5>@
<6>E>.BU ZUB= 41,#.0$.)$ ,#03)++)5$ #），并 进 行 了

I5@09@J 登录（I5@09@J 登录号为 <8#1#%%$）。毕赤

酵母表达系统是近年来发展迅速的一个外源蛋白真

核表达系统，具有真核系统翻译后加工的特点［%］，还

兼具诸如大肠杆菌和酿酒酵母等微生物易于操作的

特点［’］。酵母表达载体 MKN/’O 含有分泌型信号肽，

可有效地将外源基因表达产物分泌到细胞外，且其

蛋白产物无过度糖基化［1$］。为了研究 "#$%! 基因

的功能，本文通过 K/L 扩增技术克隆 "#$%! 基因到

表达载体 MKN/’O 上，实现 "#$%! 基因的真核表达并

确定表达蛋白对小麦幼苗和根的促生作用，该研究

为将来进一步研究该基因的功能打下了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 供试材料：小麦品种 /*$$!&（中抗）由本实

验室保存。

!"!"# 基因、菌株和质粒：含细极链格孢菌 "#$%!
基因的质 粒 M2<P41";"#$%!、大 肠 杆 菌（ 6+’*#.)’*)$
’-1)）2Y&"、毕赤酵母（()’*)$ "$+,-.)+）IP11& 和分泌型

酵母表达载体 MKN/’O 都由本实验室保存，MQ21%;4
（49O9L9 公司）。

!"!"$ 主要试剂：限制性内切酶 6’-L!、7-,!、

&$’!（49O9L9 公司），%$8 酶、蛋白质分子量标准

（4U9@-I5@ 公司），4! 2H* 连接酶（H<0 公司），氨苄

青霉素钠、卡那霉素、I!1%、2;生物素（Q5UEJ 公司），

胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒（[Q<I* 公司），酵

母培养基 K5M.B@、酵 母 无 氨 基 酸 基 本 氮 源 培 养 基

RH0（2>ZEB 公司），酵母提取物和蛋白胨（[\[N2 公

司），一抗（实验室自制），碱性磷酸酶羊抗兔二抗（友



谊中联公司），其它生化试剂均为国产分析纯试剂。

!"# !"#$! 基因的扩增及其表达载 体 的 构 建 和

鉴定

根据细极链格孢菌 "#$%! 基因序列设计 !"#
引物。上 游 引 物 !$：%&’(())**")*((""("()*)
""*)""*"’+&，下 游 引 物 !,：%&’**("((""("*()"
"*")(("""))"))())(’+&。下划线部分序列分别

带有限制性内切酶 &’(#!和 )(*!的识别位点。

!"# 反应采用 ,-". 体系，!"# 反应条件：/01 %234；

/01 $234，5-1 0%6，7,1 +234，+- 个 循 环；7,1
$-234。在 $8琼脂糖凝胶电泳并回收 !"# 扩增产

物。!"# 产物与 9:;$<’* 载体连接并转化 ;=%#。

转化菌液涂布在含氨苄青霉素钠的 .> 平板上过

夜，挑选阳性克隆子用 !"# 方法鉴定并送三博远志

测序。 用 &’(#!和 )(* !酶 切 酵 母 表 达 质 粒

9!?"/@ 和成功重组的 9:;$<’*A "#$%! 质粒，电泳回

收目的片段。酶切后的酵母表达质粒 9!?"/@ 与酶

切后的目的基因片段用 *0 ;B) 连接酶连接，连接

产物转化宿主菌 ;=%#，转化菌液涂布在含卡那霉素

的 .> 平板上过夜，挑选阳性克隆子用 !"# 方法鉴

定并送三博远志测序，鉴定重组质粒 9!?"/@A "#$%!。

!"$ 重组质粒转化毕赤酵母菌及转化子的筛选和

%&’ 检测

按文献［$$］的方法将酵母菌 (C$$% 制备成感受

态，电转经 +$’!线性化的 9!?"/@ 和 9!?"/@A "#$%!
质粒，分别涂布于 :; 平板上，于 +-1孵育 , D 0E。

转化子的筛选参照 ?4F3GHIJK4 公司试剂盒说明书的

方法 进 行，将 =36L 的 阳 性 转 化 子 用 无 菌 水 稀 释

（$,-5--值相当于 % M $-5 的酵母细胞），然后用 $-%

的细胞分别涂布于含 (0$< 抗生素浓度逐渐增高的

(0$<’N!;（-O,%、-O%、$O-、,O-、+O-、0O-JA.）平板上，

+-1培养 0E。选取能抗 (0$< 且生长良好的菌株作

为表达株，并挑取菌落的一半放到 K99K4EIHP 管中，

加入 $-". *Q（9=<O-），放入液氮 +234 后取出置于

+71迅速化冻，并取出 +". 为模板，用 9!?"/@ 载体

上的配对引物扩增 9!?"/@ 载体上的 )RS$ 基因，上

游引物为：%&’"*)"*)**("")(")**("*("’+&，下游

引 物 !,：%&’((")))*((")**"*()")*""*"’+&。
!"# 扩增方法同上，!"# 产物电泳检测。

!"( 表达菌株的诱导表达和表达产物的 )*+,*-.
/01, 鉴定

取阳性的转化子进行诱导表达，挑取单菌落接

种于 ,-2. >:(N 培养基中，以 +-1、,%-HA234 振荡

培养 ,0T 至 ,-5-- 约 为 0O-。离 心 收 集 菌 体，用

$--2.含 -O%8甲醇的 >::N 培养基重悬培养，诱

导 !KU*, 蛋白的表达。取样时间参照 ?4F3GHIJK4 公司

试剂盒说明书的方法进行，分别于 5T、$,T、,0T、+5T、

0<T、5-T、7,T、<0T、/5T 取样，每次收集菌液 $2. 并补

充 $2. >::N 培养基和 $--8甲醇 %--". 于诱导培

养容器中，共诱导表达 0E。样品经离心后收集上

清，用于 $,8的 C;C’!)(Q 分析、VK6GKH4 WXIG 检测分

析及生物活性测定。

!"2 生物活性测定

用 "#$%! 基因的表 达 蛋 白 原 液（初 始 浓 度 为

-O,"JA2.）、$- 倍稀释液、$-- 倍稀释液、%-- 倍稀释

液、$--- 倍稀释液浸泡健康饱满的小麦种子 <T，同

时用相应浓度空质粒表达液处理小麦种子作为对

照。然后用吸水纸吸干残液，置入垫有湿润滤纸的

洁净培养皿中，于 ,%1恒温培养箱中培养。每皿 $%
粒种子，每处理 0 次重复。每天调查小麦的生长势，

分别于 ,0T、0<T 测量小麦的株高和 7,T 时测量小麦

的株高及根长。

# 结果

#"! 表达载体的构建

从细极链格孢菌表达文库获得的阳性克隆子，

序列分析结果表明，插入的 ;B) 片段含有完整的开

放阅读框架。"#$%! 基因的编码序列长度为 <0/W9，

编码 ,<+ 个氨基酸。根据 "#$%! 基因的序列设计引

物，!"# 扩 增 不 含 终 止 子 的 <05W9。以 9;QC*$7’
"#$%! 质粒为模板，应用引物 !$ 和 !, !"# 扩增出

长度为 <5+W9 的片段。利用 9:;$<’* 载体的 *’) 克

隆原理把胶回收回来的目的 ;B) 片段插入到该载

体中，连接产物转化 ;=%#并涂布含氨苄青霉素钠

的 .> 平板，挑取阳性克隆子用 !"# 法鉴定，并送三

博远志公司测序，测序结果表明扩增产物序列正确。

9:;$<’*A "#$%! 及 表 达 载 体 9!?"/@ 两 个 质 粒 用

&’(#!和 )(*!双酶切后电泳，并回收目的片段。

将两个目的片段用 *0 ;B) 连接酶连接后，转化宿

主菌 ;=%#并涂布含卡那霉素的 .> 平板，挑取阳性

克隆子用 !"# 法确认并送三博远志公司测序，测序

结果表明 "#$%! 基因 被 正 确 地 插 入 到 9!?"/@ 质

粒中。

#"# 表达菌株的筛选

将线性化的重组表达载体 9!?"/@A "#$%! 和空

载体 9!?"/@ 分别电转化导入毕赤酵母 (C$$% 后，并

分别涂布于 :; 平板上。为了获得含多拷贝 "#$%!
基因的菌株，待 =36L 菌落长出，收集菌落。用含不

0/% .?Y VK4’934J #* $. Z A/’*$ 01’2(31(.(41’$ +151’$（,--7）07（0）



同浓度 !"#$ 抗生素的 %&’ 平板筛选后，获得 #( 株

能在含 !"#$ 抗生素高浓度平板上生长良好的菌落，

采用 &)* 法对这些重组子进行鉴定。用 +&,)-. 载

体上的配对引物扩增 +&,)-. 载体上的 /01# 基因，

电泳结果表明，挑选的重组子经菌落 &)* 扩增后电

泳都得到一条与预期设想大小片段相符合的 ’2/
条带，可知 !"#$% 基因片段在毕赤酵母中转化成功。

随机挑选一株重组子，作为蛋白表达的发酵菌株。

!"# 蛋白的表达及表达产物的检测

挑取的表达菌株先接种于 (345 67!% 培养基

中，振荡培养至 &’833 约为 "93，离心收集活化好的

菌体，再用含 39:;甲醇的 677% 培养基重悬菌体，

诱导 &<=>( 蛋白的表达。取样时间参照 ,?@ABCDE<? 公

司试剂盒说明书的方法进行，分不同时间段取样，表

达上清经 #(;的 F’FG&/!H 检测；在诱导培养 I(J
时，阴性对照在相应位置没有条带，而 &<=>( 的表达

上清在该位置出现了蛋白差异带（图 #G/），大小约

为 K8L’=，与预想的结果相符合，并且在这个时间段

表达量达到了最大量。进一步的 M<NB<C? OPDB 结果

（图 #G6）表明这条带可与实验室制备的抗体发生特

异反应。

图 $ 表达产物 %&%’()*+（)）和 ,-./-01 234/（2）检测

QAER# HS+C<NN<T +CDTUVBN =?=PWX<T OW F’FG&/!H =?T M<NB<C? OPDB R

7R &CDB<A? 4=CL<C；#R HS+C<NNAD? +CDTUVB；(R 2<E=BA@< VD?BCDP；KR

&CDB<A? 4=CL<C；" R M<NB<C? OPDB C<NUPB DY <S+C<NN<T +CDB<A?R

!"5 生物活性测定

表达蛋白处理对小麦种子生长势和幼根的影

响：先用各种不同浓度的蛋白溶液浸泡小麦种子

$J，再培养小麦 ("J、K8J、"$J 和 IT。表 # 为对照和表

达蛋白（&<=>( 蛋白）处理的小麦株高和幼根的情况。

表 $ 表达蛋白处理小麦种子对幼苗株高和幼根生长的影响（66）

>=OP< # HYY<VB DY TAYY<C<?B VD?V<?BC=BAD?N DY <S+C<NNAD? +CDB<A? D? BJ< N<<TPA?E ECDZBJ =?T CDDB ECDZBJ DY ZJ<=B（44）

F=4+P<
F<<TPA?E ECDZBJ

("J K8J "$J IT
*DDB ECDZBJ

IT
). #93$3 [ 3R"3"6 "9-$- [ #R:I:= #(9KI3 [ "R"II= :#98$K [ -R3#8O "K9$I- [ $R33I=
HS+C<NNAD? +CDB<A? #9"K# [ 3R":3/ :9KK8 [ #R-:8= #K9(#K [ KR-::= :"9(I: [ $R$I"= ":9K#3 [ -R3:-=
#3 \ ). #9I"I [ 3R"::6 -98-" [ #RK-(6 ((9:3K [ KR:($= :39"83 [ -R$K"= "(9#$I [ -R8K"6
#3 \ HS+C<NNAD? +CDB<A? (9KI" [ 3R"K$/ #K98#$ [ #R-3"/ (#98#- [ "R(8(= :39((# [ 8R::8= "I9$K- [ IR#:I/
#33 \ ). (9-8K [ 3R"I"6 #"9"3I [ #R--:= (:938: ] "R-"$O "I9$:8 [ $R(("O "(9$#( [ -R($"6
#33 \ HS+C<NNAD? +CDB<A? K9"(" [ 3R"-I/ #"9"-# [ #R-"#= (89$I: [ KRI3K= "-9"#$ [ IR8-3= "I9-:8 [ #3R3-"/
:33 \ ). K9K3K [ 3R8#-= #"9K"8 [ #R-:"= (:9":$ [ "R":-= "$9"$: [ $R(3"= ""9K:( [ IR3##=
:33 \ HS+C<NNAD? +CDB<A? K9I(: [ 3R:8(= #"9$8$ [ #R$$(= (89K8- [ "RK8$= "-9-($ [ $R-"-= "89":I [ ##R"-K=

’AYY<C<?B P<BB<C C<+C<N<?B<T TAYY<C<?B NAE?AYAV=?B TAYY<C<?V<R

从表 # 的数据结果可以看出对小麦株高的影

响：在 "$J 内用表达蛋白原液（&<=>( 蛋白）处理的小

麦和对照间没有显著性差异，可能是由于蛋白浓度

过高促进小麦生长的作用效果不明显，但在 IT 时能

明显观察到小麦的生长要比对照处理的好；在用 #3
倍表达蛋白稀释液（&<=>( 蛋白）处理小麦，初期具

有促进小麦生长的作用，后期与对照之间没有显著

性差异；在用 #33 倍表达蛋白稀释液处理的小麦与

对照相比，能明显促进小麦的生长，在小麦萌芽初期

更能明显观察到促进小麦生长的作用；:33 倍表达

蛋白稀释液对小麦作用效果不明显。本试验也用

#333 倍表达蛋白稀释液处理了小麦，效果不显著，

可能是由于表达蛋白浓度过稀。从用不同浓度的表

达蛋白处理小麦结果分析可以得知，#33 倍表达蛋

白稀释液是比较适宜的处理浓度。

从表 # 的数据结果可以看出对小麦幼根的影

响：用表达原液处理的小麦与对照没有显著性差异，

与生长势结果相似；用 #3 倍表达蛋白稀释液处理的

小麦与对照相比较有显著性差异；用 #33 倍表达蛋

白稀释液处理的小麦也有比较显著性的差异；而用

:33 倍表达蛋白稀释液处理的小麦作用效果不显

著，#333 倍的表达蛋白稀释液，结果没有显著性差

异。在小麦的生长过程中也可以明显观察到表达蛋

白（&<=>( 蛋白）处理过的小麦的根比对照的先长

出，在小麦生长过程中不仅表达蛋白（&<=>( 蛋白）

处理过的小麦的根其长度明显优于对照，还可以明
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显观察到表达蛋白处理过的小麦的根比对照的先长

出，且粗壮、须根多。在测量小麦根长时，其长度也

明显优于对照。结合表 ! 的结果分析，!"" 倍表达

蛋白稀释液是适宜的处理浓度。

! 讨论

植物体内存在一系列潜在的、与生长抗病有关

的基因，在一定的条件下，某些基因可以被诱导表

达，从而使植物产生过敏、抗性或刺激生长等各种反

应［!#］。病原微生物和其它微生物产生的激发子包

括真菌的葡聚糖、糖蛋白、脂类物质和其他细胞壁组

分，细菌细胞壁结构组分中的脂多糖和鞭毛蛋白，病

毒的外壳蛋白，线虫口针和头部的糖蛋白等［!$］。蛋

白激发子是一类能诱导植物产生防卫反应的化合

物，也是一类重要的信号分子，它通过与植物细胞膜

或其它细胞组分中的受体分子结合，诱导植物在病

原侵染点或及其附近组织发生过敏性细胞坏死反

应，并通过 %& 和 ’#(# 等信号分子的传导使整株植

物产生系统获得抗性［!)］。

蛋白比对结果表明，在已知功能的蛋白中，本文

中 !"#$% 基因编码的蛋白与 &#’’(#)*+,’"- ’")"./-/#"
的 *+,-./.0.1［!2］的同源性最高，为 345。*+,-./.0.1 是

广泛分布于细菌、植物、酵母、原虫及哺乳类等各种

生物细胞中的一类保守蛋白，在生物体中对细胞生

长、分化、衰老等诸多方面起到重要的作用［!4］。有

关 *+,-./.0.1 的研究大多集中在动物细胞和酵母，最

近有文献报道在矮牵牛花的 *+,-./.0.1 编码基因具

有影 响 矮 牵 牛 的 发 育 和 衰 老 的 功 能［!3］。植 物 中

*+,-./.0.1 类似蛋白在玉米、水稻、烟草和拟南芥中也

有报道，但其生物功能尚不清楚。到目前为止，来源

于丝状真菌的类似的基因研究尚未见有关文献的

报道。

毕赤酵母表达系统在折叠方面优于用原核表达

系统表达的蛋白［!6］，也存在糖基化修饰［!"，!6］的特

点，因此更适合研究来自真核生物基因的生物学功

能。本实验将来源于细极链格孢菌的 !"#$% 基因克

隆到毕赤酵母表达质粒 7*89:; 上，通过甲醇诱导获

得了 !"#$% 基因的表达蛋白。前人研究已证明，糖

基化修饰可以造成蛋白实际分子量和理论分子量的

差别，郭润芳等［!:，#"］在毕赤酵母系统表达嗜热真菌

<=+>,>?@=A BC1DE.1,ADA 热稳定几丁质酶基因，表达蛋

白的大小比理论推算的大小大 #FGC，分析是由于糖

基化位点造成的。本文根据 !"#$% 基因的序列分

析，!"#$% 基 因 的 编 码 蛋 白 分 子 量 理 论 值 应 为

$!H#FGC，而表达蛋白在 !#5 %G%I*&JK 上的分子量

约为 $4FGC，推测也可能是由于糖基化修饰所造成

的。生测实验结果表明适当浓度的表达蛋白（如

!"" 倍稀释液）处理小麦，对小麦的株高和根长有明

显的促进作用，并且对根的作用明显优于幼苗。可

以推测来自 012")3#)/# 2"34/--/+# 的 !"#$% 基因的表

达蛋白与植物的生长有关系，具有蛋白激发子的功

效。为了进一步确定该表达蛋白的功能，尚需在其

他作物上确定。本文首次采用真核表达系统表达

!"#$% 基因并确定了表达蛋白对小麦生长的促进作

用，该研究为进一步研究 !"#$% 基因的功能奠定了

基础，对 *=C<# 的功能阐述提供了可靠的实验依据。
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更正：发表在本刊 O>>? 年第 ! 期第 !!> f !!" 上的论文《红树林样品不经分离的微生物群体培养物生物活性研究》中有误，两个

阳性药物写反了，即：“!g@”节倒数第 B 行的“氟康唑”应为“硫酸卡那霉素”，倒数第 @ 行中的“硫酸卡那霉素”应为“氟康唑”。

特此更正！
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