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!"#$ 和 %&’(# 激酶蛋白质在酿酒酵母中的表达

及其自我磷酸化研究
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摘 要：白叶枯病和稻瘟病是最主要的水稻病害。!"#$ 是水稻白叶枯病抗性基因，%&’(# 是稻瘟病抗性基因，二者

都编码类受体激酶蛋白质。在前期研究中，曾系统地研究了细菌中表达 CD$& 激酶蛋白质的生化活性。在此实验

中利用真核表达系统酿酒酵母对 !"#$ 和 %&’(# 编码的蛋白激酶进行了表达、纯化及自我磷酸化活性分析，为进一

步的生化分析、蛋白质 A 蛋白质相互作用研究、底物筛选等奠定了基础。
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水稻是最重要的粮食作物之一，是全世界一半

以上人口的主要粮食来源。水稻病害的侵染会导致

减产甚至绝收。白叶枯病和稻瘟病是水稻两大主要

病害，对抗病基因介导的抗病分子机理研究对水稻

生产具有重要的意义。!"#$ 是第一个克隆的水稻

抗病基因，对水稻白叶枯病具有广谱抗性。其编码

的蛋白质是一个类受体蛋白激酶［&］。刘国振等对

!"#$ 编码蛋白的激酶区进行了系统的生化特性的

研究，证明了 !"#$ 编码一个有活性的蛋白激酶，是

丝F苏氨酸特异的［$］。稻瘟病是真菌性病害，由异宗

配 合 子 囊 菌 )"*+",-./01*.&21" @ 的 无 性 世 代

%3.&456".&"*.&21" @产生的分生孢子侵染而使水稻致

病。%&’(# 抗稻瘟病基因最早在水稻品种地谷中发

现，并定位在第 # 号染色体上［/］。经图位克隆法克

隆后，发现 %&’(# 也编码一个类受体激酶［!］。本实

验中，我们将 CD$& 和 GH4)$ 蛋白激酶在真核表达系

统酵母中进行了表达。纯化后获得了考染可见并具

有自我磷酸化活性的蛋白质，为两个蛋白激酶的大

量表达，进而开展相关生化分析奠定了基础。

$ 材料和方法

$)$ 材料

$)$)$ 质 粒 和 菌 株：酿 酒 酵 母（ 7"440".-83412

41.19&2&"1）I$10 菌株与 J5KL 穿梭载体由中国科学院

北京 基 因 组 研 究 所 朱 衡 研 究 员 惠 赠，该 载 体 是

MND/ 高拷贝表达载体，含有受半乳糖诱导的 KDO&
启动子，表达 KP24# Q L7? 融合蛋白［1］。

$)$)# 主要试剂和仪器：:4-N!和 ;&+R"购自大

连宝生物公司；&S- )TD 36RR*.、2B**=4$%、)22 购自

D,*.?:6, U7>?+7*=+*?；琼脂糖、卡那霉素、氨苄青霉

素、I*6?V =7V.>8*= -6?*（ITU）、P)P 购自上海生工；过

硫酸铵、5)2D、#4巯基乙醇购自 P78,6；抗 LHP 单克隆

抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 H8K 购自上海

午立生物技术有限公司。GWN 仪购自德国 U7>,*V.6
公司；凝胶成像、蛋白质电泳和 X*?V*.= -3>V 湿转系

统购自 U7>4.6R 公司；台 式 高 速 冷 冻 离 心 机（型 号

#Y&1）购自 P78,6 公司。

$)$)* 寡核苷酸引物的设计合成：根据酿酒酵母同

源重组特点、J5KL 载体及 CD$& 激酶和 GH4)$ 激酶

区序列，采用 P*Z;*=+*. 软件设计了相应的特异扩增

引物，用 于 扩 增 CD$&Y 的 正 反 向 引 物 分 别 为：

G.7,CD$&Y4[（ 1\4KWD2WDWWD2WDWWD2WDWKK2KK2
KK2WDWDDKDKDDW2DDDDDKKKDKW4/\），G.7,CD$&
Y4N（1\4DKKWDKD2WK2WDK2WDK2WDWKD2KDD2WDK
DD22WDDKKW2WWWDWW24/\）；用于扩增 GH4)$Y 的正



反 向 引 物 分 别 为：!"#$!#%&’(%)（*+%,-./-.--./
-.--./-.-,,/,,/,,/,-/,,//-./-,,..,./,.
/,%0+），!"#$!#%&’(%1（*+%.,,-.,./-,/-.,/-.,/
-.-,./,../-./-/,,,.--.,.,.,--/-.-. %0+）。

!"# $%& 扩增

!-1 反应体系为 ’*!2。扩增条件：345 *$#6；

345 7$#6，*85 7$#6，9’5 7$#6，0: 个 循 环；最 后

9’5延伸 *$#6。;.’7( 扩增的模板来自美国佛罗

里达大学植病系宋文源博士实验室，!<%=’( 扩增的

模板来自中国科学院遗传与发育生物学研究所朱立

煌教授实验室。

!"’ 酿酒酵母转化及重组子的验证

将 !-1 产物与线性化的 >?,@ 载体 =A. 混合

后，用 2#.-B!?, 方法［C］进行酵母转化（受体菌株

D’*8）。转化后的菌液涂在不含尿嘧啶的 E- 培养

基上进行筛选。每个转化挑取 C 个单克隆分别接种

到 0$2 E-%F"GH B,IJKLMN 液 体 培 养 基 中，0:5
’0:"B$#6振荡培养过夜。用玻璃珠破碎法提取酵母

质粒，获 得 的 质 粒 =A. 用 热 激 法 转 化 大 肠 杆 菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）;27%OIJN 感受态细胞，挑取单克隆，

提取质粒 =A.，对得到的质粒进行 !#)1"酶切验

证。酶切验证正确的重组质粒再进行测序验证，测

序工作由北京华大基因研究中心完成。

!"( 蛋白质表达、纯化及考染检测

将上述经过酶切鉴定的阳性克隆，重新转化酵

母。挑 取 单 菌 落，在 E-%F"GH B1GPP#6LMN 培 养 基 中，

0:5振荡培养使 +,C:: 达到 :QC R :Q8。加入半乳糖

至终浓度 ’S，诱导 7’T。离心收集菌体，加入预冷

的裂解缓冲液和适量锆珠（直径 ’$$），45剧烈振

荡。0:::"B$#6 *$#6 离 心 后 取 上 清，与 ,E/ 1NM#6
（.$N"MTG$ O#LMK#N6KN）混匀，45旋转混合过夜。离

心后取沉淀，用我 UGMT#6V WJPPN" "和 UGMT#6V WJPPN"

#分别洗 0 次，每次 0:::"B$#6 7Q*$#6。得到的沉淀

即为 ,E/ 融合蛋白质［9］。利用 9Q*S E=E%!.,? 分

离，考马斯亮蓝染色 0:$#6，脱色过夜后观察和扫

描。

!") *+,-+./ 012- 检测

将纯化后的 ;.’7( 和 !<%=’( 激酶蛋白质进行

E=E%!.,? 分 离，之 后 将 蛋 白 质 转 到 !X=)
（!LIYZ#6YI#&N6N%)IJL"#&N）膜上，用 *S 的脱脂奶粉封

闭 7T 后，用抗 C [ @#M 的鼠源单克隆抗体在 45进行

过夜孵育，孵育后的 !X=) 膜用 //OE 溶液（/\NN6
:Q7S，/"#M:Q7$LIB2，AG-I :Q7* $LIB2 >@9Q3）洗 0 次，

再用 @1! 标记的 <V, 二抗在室温孵育 7T。孵育后

的 !X=) 膜用 //OE 溶液洗 0 次，然后用 ?-2 发光检

测液（,? @NG]TKG"N）对 !X=) 膜进行发光反应，暗室

中曝光$光片，显影、定影后观察扫描。

!"3 激酶自我磷酸化

将结合在 ,E/ 1NM#6 上的融合蛋白质用激酶缓

冲液 漂 洗 0 次 后，加 入 ’! -#［%%0’ !］./!（0:::-#B
$$LI，中国同位素公司），反应体系为 ’:!2，室温放置

0:$#6 后 加 入 E=E%!.,? 上 样 缓 冲 液 终 止 反 应。

9Q*S E=E%!.,?，干胶，于 H 9:5进行$光片曝光［9］。

# 结果

#"! !"-. 和 #$/%- 激酶区的 $%& 扩增

利用设计的引物和相应的模板，对 ;.’7( 和

!<%=’( 进行 !-1 扩增，扩增产物用琼脂糖电泳分离

（图略）。这两个片段的理论大小分别是 7:*:W> 和

7:C7W>，电泳结果可以看出扩增产物大小与理论值

相符。

#"# 阳性转化子的验证

将 !-1 产物与线性化的酵母表达载体 >?,@ 混

合，转化 D’*8 酵母菌株，每份转化挑取 7: 个阳性克

隆，提取 =A.，用载体通用引物进行 !-1 扩增验证

插入片段。与细菌不同，酵母中可以容纳两个或多

个的不同的质粒，因此再提取 !-1 验证阳性的酵母

质粒 =A.，转化细菌，获得阳性细菌克隆，再提取细

菌的质粒 =A.，进行酶切和测序验证，结果表明，我

们获得了序列完全正确的整合到 >?,@ 表达载体的

;.’7( 和 !<%=’( 克隆（数据未附）。

#"’ 蛋白质诱导表达和 *+,-+./ 012- 检测

将测序正确的质粒重新转化酵母，并进行蛋白

质的诱导表达，纯化后 ;.’7 和 !<%=’ 激酶蛋白质的

E=E%!.,? 图谱见图 7%.。本实验所用的 >?,@ 载体

表达的是 ,E/%C [ @#M%目标蛋白质构成的融合蛋白

质，根据 ;.’7 和 !<%=’ 激酶蛋白质的序列，预测的

融合蛋白质的分子量分别为 C*^=G 和 CC^=G，电泳

结果（图 7）与此相符。根据考染结果，;.’7 和 !<%
=’ 激酶蛋白质在酵母中的表达量约在 :Q* R 7$VB2
培养基。为了进一步验证获得的蛋白质的正确性，

我们用抗 @#M 抗体进行 UNM]N"6 WIL] 检测（图 7%O），

:7:7 U.A, ETJ%I# %0 (* _ B1#0( 2’#&)3’)*)4’#( 5’6’#(（’::9）49（C）



阳性条带与考染结果相符，!光片上主带清晰，表明

纯化的效果较好。

图 ! 酿酒酵母中表达 "#$!% 和 &’()$% 蛋白质的 *)*(

&#+, 分离（#）及 -./0.12 3450 检测（6）

!"#$% &’&()*+, -./0102"34（*）045 6.-2.14 7832 5.2.92"34（:）3;

<*=%> 045 )?(’=> /132."4- .@/1.--.5 "4 ! $ "#$#%&’&(# $ A$ )132."4

A01B.1；%C+&D()?(’=>；=C+&D(<*=%>$

$78 激酶自我磷酸化活性检测

将纯化后的 <*=%>、)?(’=> 激酶蛋白质在体外

进行自我磷酸化反应后对!光片进行曝光。结果

表明，在酿酒酵母中表达的 <*=%>、)?(’=> 激酶蛋

白质是有活性的，能够发生自我磷酸化（图 =(:）。

图 $ "#$!% 和 &’()$% 在酿酒酵母中的表达（#）及自我

磷酸化活性分析（6）

!"#$ = ,@/1.--"34 3; <*=%> 045 )?(’=> /132."4 B"40-.- "4 ! $

"#$#%&’&(#（*）045 0E23/F3-/F31G802"34 0--0G（:）$ A$ )132."4 H01B.1；

%C+&D(<*=%>；=C+&D()?(’=>$

9 讨论

利用酿酒酵母系统，本实验表达了水稻抗白叶

枯病 )(*+ 和抗稻瘟病基因 ,&-.* 的激酶区。纯化

后的蛋白质经 &’&()*+, 分离，考染可见清晰的条

带。自我磷酸化分析表明，目的蛋白质具有磷酸化

活性。一般认为，真核系统表达的蛋白质可能修饰，

而这种蛋白质修饰是细菌表达系统不可能发生的。

虽然本文没有对细菌和酵母两个系统表达的蛋白质

的激酶活性进行定量比较，缺乏是否发生修饰的直

接证据，但从表达量上看，酵母系统比细菌的表达量

约高十几倍，达到 ICJ K %H#LM 的水平。该实验为进

一步的生化特性、蛋白质(蛋白质相互作用研究以及

底物筛选研究等提供了条件。利用酵母表达的 )?(
’=> 蛋白质，我们已筛选出一些可能的底物（未发表

数据）。
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《微生物学报》第九届编辑委员会

会议纪要

!99: 年 U 月 !" 日《微生物学报》第九届编辑委员会第一次全体会议在北京召开。出席会议的有：学报的 !R 位编委（主编

谭华荣研究员、副主编曲音波教授、王敖全研究员、胡福泉教授、黄力研究员；编委郭俊研究员、诸葛健教授，陈冠军教授、杨瑞

馥研究员、张兆山研究员、刘如林教授、刘志恒研究员、江宁研究员、钱世钧研究员、张建中研究员、李越中教授、孙明教授、向

华研究员、张杰研究员、朱旭东教授、白逢彦研究员、李正西教授、李文均研究员）、学报编辑部的王晋芳、张晓丽 ! 位编辑；列席

会议的还有：微生物所联合编辑部主任武文、中国微生物学会办公室王旭、《生物工程学报》、《微生物学通报》、《菌物学报》的 [
位同仁。

本次会议的主要议题是：（"）广泛征集编委的意见和建议，共同探讨我刊今后的办刊思路和发展方向；（!）进一步提高刊物

质量，与国际接轨，争取早日进入国际化检索系统，落实具体措施。

会议由主编、中国科学院微生物研究所党委书记兼副所长谭华荣先生主持，他对如何进一步办好学报作了重要发言。他

谈到，凡是有创新性、领先水平的论文本刊将优先发表，并尽快以电子杂志的形式将刊出在纸质期刊上的优秀论文公布到互

联网上，争取几年内进入 (O. 等国际检索系统。副主编黄力先生宣读了上一届主编李季伦院士发来的致贺信，在信中李先生

肯定了《微生物学报》所取得的成绩，感谢期刊的主办单位中国科学院微生物研究所和中国微生物学会多年来给予的支持，感

谢历届编委会和编辑部工作人员默默无闻所付出的辛勤劳动。李先生希望，为了加快国际化进程，应该继续发挥编委会和编

辑部的重要作用，共同努力为期刊的发展做出新的贡献。编辑部负责人王晋芳对学报 W[ 年来所走过历程作了全面的介绍，使

到会的编委们对学报的历史沿革、发展状况及所处地位等都有了更全面的了解。 （下转 "9W[ 页）
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