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① 豌豆肌动蛋白基因在大肠杆菌中的表达①
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摘　要　高等植物细胞内含有肌动蛋白,但含量较低,难于提取及进行进一步研究。我们用 PCR 的方法扩增

肌动蛋白 cDNA ,并克隆到表达质粒 pT rpH is,然后转化大肠杆菌DH 5Α; 在 IPT G 诱导下,肌动蛋白表达在包

涵体中,在没有 IPT G 诱导时,肌动蛋白表达在胞液中。
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Abstract　 In h igher p lan t, the concen tra t ion of act in is very low , therefo re the pu rif ica t ion

and study of act in are ra ther d iff icu lt. W e amp lif ied act in gene cDNA clone PEA cÉ coding

region by the m ethod of PCR and con structed exp ression p lasm id w ith p lasm id pT rpH is A.

A ct in gene exp ressed in the inclu sion bodies under the induce of IPT G, w hereas in the

cyto so l under non2IPT G2induced condit ion.
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肌动蛋白普遍存在于真核生物中,是构成细胞骨架和肌肉肌小节的主要成分。在肌肉中肌

动蛋白主要与肌细胞中的肌肉收缩有关;在非肌细胞中的细胞分裂、内吞作用、胞吐作用、染色

体分离、胞质分裂、细胞形状变化以及颗粒运动等过程中起重要作用[1 ]。60年代,阎隆飞等[2 ]

首次在高等植物中发现了肌动球蛋白,推动了高等植物中肌动蛋白的研究。经多年的研究,现

在已经证明在植物中肌动蛋白参与细胞分裂、细胞的伸展和形态发生、细胞内颗粒运动、花粉

管的伸长、顶端生长和延伸等过程。研究真核生物体内的肌动蛋白功能的一个前提条件是要有

足够量的蛋白质,但高等植物中的肌动蛋白含量极低,提取足够量的蛋白质非常困难。利用基

因工程技术将肌动蛋白基因在大肠杆菌中表达,由于大肠杆菌培养条件简单,容易得到大量菌

体,可在体外获得大量的肌动蛋白,以供进一步研究。因为大肠杆菌中不存在肌动蛋白,在纯化
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表达的肌动蛋白时没有其他表达体系中的内源肌动蛋白的干扰,这使得它在肌动蛋白的体外

表达中优于其他的表达体系。

我们以豌豆卷须为材料构建了 cDNA 文库[3 ] ,筛选出 23个豌豆肌动蛋白 cDNA 的克隆,

并对其中一个克隆 PEA cÉ做了全序列测定。用 PCR 方法扩增得到的编码区后,将完整的基

因与载体连接,转化大肠杆菌,豌豆肌动蛋白基因在大肠杆菌中表达。

1　材料和方法

1. 1　材料

菌种、载体及DNA :

菌种 E scha rich ia coli DH 5Α,载体 pT rcH is A ( Invit rogen) ,从本实验室构建的豌豆卷须

cDNA 文库中筛选出肌动蛋白的 cDNA 克隆 PEA c É。
酶、化学试剂:

各种限制性内切酶、连接酶、A T P、D T T、T 7 引物购自华美, 经科公司, 兔抗肌动蛋白抗

体、碱性磷酸酯酶羊抗兔 IgG 购自 Sigm a 公司,NBT öBC IP 购自 P rom ega 公司,硝酸纤维素膜

购自B io2R ad 公司,琼脂糖购自 Serva 公司,其他化学试剂均为分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　聚合酶链式反应 (PCR )　PCR 参照[ 4 ]。模板为克隆 (PEA cÉ öpBS SK+ )中的 PEA c

É编码区;人工合成的引物:

5′端为 5′A CCA T GGCT GAA (TC) GC (A G) TA G3′,

3′端为 T 7引物 3′GA TA TCA CTCA GCA TAA 5′。

反应中的 4×dN T P 浓度为 250 Λmo lõL - 1; 5′及 3′端引物为 25 pmo lö反应;模板为 50 ngö
反应; T aq DNA 聚合酶 3 U ö反应。预变性 94℃ 5 m in;变性 94℃ 1 m in;退火 45℃ 1 m in;延

伸 72℃ 3 m in;共循环 32轮,最后 1轮延伸 72℃ 10 m in。

DNA 片段的回收参照[ 4 ]。

1. 2. 2　表达质粒的构建　DNA 的连接反应参照文献[ 4 ],得到表达质粒pT rcA ctÉ。pT rcA ctÉ
序列测定由中国农业大学农业生物技术国家重点实验室 370A 型全自动序列分析仪测定。

载体和扩增的目的片段用N coÉ öXhoÉ双酶切后连接, 重组质粒转化至大肠杆菌DH 5Α
及筛选的方法参照[ 5 ]。

1. 2. 3　肌动蛋白基因 PEA c I的表达　转化菌在含氨卞青霉素的LB 平板培养基上 37℃培养

24 h,挑单菌落于含氨卞青霉素的LB 液体培养基中,培养基分为 2种, 1种加 IPT G 1 mmo lõ

L - 1,另一种不加 IPT G, 37℃培养 24 h,离心收集菌体。

1. 2. 4　表达产物的免疫印迹分析　将表达菌的菌体用化学法裂解后离心,沉淀中包涵体的溶

解方法参照[ 4 ]。SD S电泳方法参照[ 6 ],标准蛋白为:磷酸化酶 b 94. 7 kD;牛血清白蛋白 6612

kD; 兔肌动蛋白 43. 0 kD; 碳酸酐酶 31. 0 kD; 胰蛋白酶抑制剂 2011 kD; 鸡蛋清溶菌酶

1414 kD。免疫印迹方法参照[ 7 ]。将电泳胶中的蛋白质电转移至硝酸纤维素膜上,用 4%牛血

清白蛋白 (BSA )封闭膜上杂蛋白的结合位点,一抗 (兔抗肌动蛋白抗体)用 0. 1%的封闭缓冲

液稀释释 3 000倍,反应 2 h 后,用 1%封闭缓冲液洗 4次,每次 20 m in。二抗 (碱性磷酸酯酶标

记的羊抗兔 IgG ) 用 4%牛血清白蛋白稀释 30 000 倍, 反应 2 h 后用 TBS (TBS: T ris
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20 mmo lõL - 1, N aC l 150 mmo lõL - 1, pH 7. 5)溶液洗 4次,每次 20 m in,加入底物NBT öBC IP

显色。

1. 2. 5　表达产物的电镜观察　用切片观察表达菌中的包涵体。

2　结果

2. 1　表达质粒的构建

肌动蛋白基因 PEA cÉ的 5′端序列为 5′A GA T GGC3′,与酶切位点 5′CCA T GG3′相似,合

成的引物在起始密码子上游构建了 1个N coÉ的酶切位点 5′A CCA T GGC3′, PEA cÉ 经 PCR

扩增后,回收的片段用N co É 和Xho É 双酶切,连接于表达载体 pT rcH is A 的N co É öXho É
位点上,构建成表达载体pT rcA tÉ ,经测序确认 PEA cÉ的片段联接正确,且表达产物的N 2端
不含融合的氨基酸残基 (图 1)。

图 1　表达质粒的构建

2. 2　PEAcÉ基因表达产物的免疫印迹法鉴定
重组质粒中含有 lac启动子,转化菌在LB 液体培养基中培养时用 IPT G 1 mmo lõL - 1诱

导或不用 IPT G 诱导。
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为了解肌动蛋白基因在大肠杆菌中是否表达,裂解细菌同时收集裂解上清液与沉淀,沉淀

的部分用溶解包涵体的方法处理,裂解上清液和包涵体溶解产物经 SD S 电泳后,用免疫印迹

法鉴定。用 IPT G 诱导的菌中,能够与抗体反应显色的带约 43 kD ,与标准蛋白中的肌动蛋白

分子量相同,表明在 IPT G 的诱导下,肌动蛋白基因在大肠杆菌中表达并形成包涵体。不经

IPT G 诱导的菌,可与抗体反应而显色的带存在于细胞裂解的上清液中,说明转化菌虽然不经

IPT G 诱导,肌动蛋白也能表达,但没有形成包涵体。

　1　标准分子量
　2　经 IPT G诱导后提取的包涵体裂解液 (SD S2PA GE)

　3　不经 IPT G诱导的细胞裂解液 (SD S2PA GE)

　4　经 IPT G诱导后提取的包涵体裂解液 (免疫印迹)

　5　不经 IPT G诱导的细胞裂解液 (免疫印迹)

图 2　PEA cÉ基因表达产物的鉴定

2. 3　表达菌的电镜观察

用电镜观察表达菌,可见在 IPT G 诱导的细

菌中基因大量表达并形成包涵体,不经 IPT G 诱

导的细菌中则没有观察到包涵体的存在。此结果

印证了免疫印迹法的结果。

3　讨论

将质粒经 PCR 扩增,得到了肌动蛋白基因,

这个基因的编码区是完整的,但改造了起始密码

子上游的 2个碱基,在基因编码区的上游构建了

一个N coÉ的位点。扩增的基因经N coÉ öXhoÉ
双酶切后,插入载体的N co É öXho É 位点, 得到

了表达质粒 pT rcA tÉ , 表达质粒上的起始密码

子和该基因上的起始密码子重合。因此,在 lac启

动子的控制下, 转导子能够翻译, 翻译后的蛋白

质N 2端氨基酸序列正确,为完整的肌动蛋白。免

疫印迹法 (图 2)和电镜观察 (图 3)证明了pT rcA t

É 上的肌动蛋白基因确实在大肠杆菌中得到表达, 但可能形成也可能不形成包涵体。不经

IPT G 诱导,肌动蛋白基因也能表达,并且是在细胞质中表达,其机制尚需进一步探讨。

图 3　经 IPT G 诱导后的大肠杆菌产生了包涵体
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　　 肌动蛋白在高等植物中含量极低,提取十分困难,如从豌豆提取时需要大量的卷须。将肌

动蛋白基因在大肠杆菌中表达,由于大肠杆菌培养条件简单,菌体容易得到,使大量获得肌动

蛋白成为可能,也为进一步研究肌动蛋白的结构与性质打下基础。目前,许多实验室都在从事

肌动蛋白的原核表达的研究[8 ]。但遇到一个共同的问题,即在大肠杆菌中表达的肌动蛋白都是

以不溶的包涵体形式存在,而将其变性、复性后只能从中获得极少量可溶性的、有活性的肌动

蛋白。其包涵体形成的机理尚不清楚,可能是由作为外源蛋白的肌动蛋白与大肠杆菌的外周膜

组分形成共聚集而发生不可逆变性所造成的[8 ] ,也可能是由于蛋白质分子间的离子、疏水或共

价反应而发生共聚集[5 ]。Gao 等人[9 ]从兔网织红细胞中分离出一种胞质伴侣蛋白,可催化在大

肠杆菌中表达的变性肌动蛋白的折叠,使其恢复活性,但催化的机理还不清楚。

由于目前除免疫印迹法可对肌动蛋白进行定性鉴定以外,尚无其他有效的方法对肌动蛋

白做定量分析,对表达产物的定量分析造成困难,这个问题有待于进一步研究。

本试验得到的结论是,不经 IPT G 诱导的肌动蛋白基因在大肠杆菌细胞质中以可溶的形

式表达,为进一步研究肌动蛋白的功能创造了有利条件。
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