
第 !" 卷第 # 期

$%&% 年 # 月 '

水'产'学'报

()*+,-.)//0123+031)/420,-

5678!"! ,68#

-9:8! $%&%

文章编号!&%%% ;%<&="$%&%#%# ;&&<= ;%> @)0$&%8!?$"A1B8(8&$!&8$%&%8%<>%>

收稿日期!$%&% %" &$'''修回日期!$%&% %= !%

资助项目!国家自然科学基金项目"!%"?&!$#!!%<?&<$?#'上海市教育委员会海洋生物学重点学科项目"(=%?%&#'教育部水产种质

资源发掘与利用省部共建重点实验室资助项目"R/T$%%# ;?#

通讯作者!周志刚!TM7$%$& ;<&>%%"$"!3DEFG7$H:HI69KWI698MN98LJ

海带配子体中孢子形成相关蛋白#,JI$基因的克隆及其原核表达

陈'晶&

!'王丽丽&

!'石微微&

!'周志刚&!$

!

"&8上海海洋大学农业部水产种质资源与利用重点开放实验室!上海'$%&!%<'

$8上海市高校水产养殖学3;研究院!上海海洋大学水产与生命学院!上海'$%&!%<#

摘要! 从已构建好的海带雄配子体抑制消减L@,-文库中!通过169OIMVJ点杂交及序列分析!

发现一未知功能的差异表达基因片段#克隆 P>$" 首先根据该克隆序列设计基因特异性引物!

利用L@,-末端快速扩增技术!自雄配子体中克隆了一条长 #!& PQ 的 L@,-序列!其中开放

阅读框 "=% PQ!= D̀非翻译区 &#$ PQ!! D̀非翻译区 &>> PQ 且具有明显的 Q67Z#-$尾巴" 同样利

用B4+方法自雌配子体中克隆了该基因的L@,-序列!它与雄配子体的完全一致" 蛋白同源

搜索结果显示!该基因编码蛋白与点形念珠藻含有 1Q600@A.ZO\结构域蛋白#1Q600@A.ZO\

N6EFGJDL6JOFGJGJ: QV6OMGJ&一种孢子形成时起作用的蛋白质$具有 !%_相似性!故暂命名为孢

子形成相关蛋白基因#WQ6V97FOG6JDVM7FOMN QV6OMGJ :MJM!*%'$ #[MJ\FJ] 登录号&3/">%!&!$" 然

后构建了*%'基因原核表达载体 Q3TD$#FDWVQ!并将其转化至大肠杆菌\.$& 中进行表达!获得

了分子量大小约 &>8! ]9的目的蛋白!且表达量与诱导物0BT[的量成正比" 通过高效液相色

谱;质谱分析证实!重组蛋白的氨基酸序列与推测的目的蛋白一致" 最后纯化重组了1+B蛋

白并制备其多克隆抗体!利用该抗体并运用iMWOMVJ印迹技术!在海带配子体中证实1+B蛋白

的存在"

关键词! 海带% 配子体% *%'基因% 原核表达% 高效液相色谱;质谱法

中图分类号! U?#=% 1>&?'''''''文献标识码&-

''海带"F(4-$(%-( ?('&$-+( -VMWLI#隶属褐藻

门"BIFM6QIZOF#(海带目".FEGJFVGF7MW#!是我国

海水养殖业中一种重要的经济藻类!其养殖产量

居世界首位)&*

+ 培养的海带不仅具有较高的经

济价值!而且对近海海洋环境与海水养殖业的可

持续发展起着至关重要的作用+ 海带生活史具有

明显的大型孢子体和微型配子体的异型世代交

替+ 海带孢子体为雌(雄同体!它在成熟过程中!

带片上的孢子囊母细胞经过减数分裂产生并释放

出游动孢子!后者在生长环境适宜时!因遗传基础

的不同分别发育成雌(雄配子体)$*

+

史西志等)!*以海带配子体为材料!按 B4+D

1M7MLO

Ta

L@,-消减试剂盒"476JOMLI 公司#方法

分别进行正向"雄配子体为实验方(雌配子体为

驱动方#和反向"雌配子体为实验方(雄配子体

为驱动方#抑制消减杂交!将正向消减的 B4+产

物克隆入 Q[3aDT载体"BV6EM:F公司#并转化

至大肠杆菌"@*+,#%-+,-( +&<-#(a&%> 中!构建雄

配子体差异表达的 L@,-消减文库+ 自 ?=% 个

阳性克隆中随机挑选 &%% 个进行 B4+扩增鉴

定!电泳图谱表明插入片段大小在 $%% &̂ %%%

PQ之间+ 进一步经过 169OIMVJ 斑点杂交筛选

后!选取 &% 个阳性克隆进行测序和序列分析!其

中 ! 个与已知功能基因的部分序列有较高的同

源性!? 个初步判断为新基因片段+ 对该文库的

克隆进行序列分析后可知!<?8%!_的非冗余序

列都未知其功能)"*

+

本研究根据 169OIMVJ 斑点杂交呈阳性的
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P> 克隆这一未知功能基因 L@,-片段设计特

异引物!首先利用 L@,-末端快速扩增技术

"VFQGN FEQ7GYGLFOG6J 6YL@,-MJNW!+-43# !克

隆该基因的 L@,-序列'然后运用基因工程原

理构建了原核表达载体 Q3T$#FDWVQ!在大肠杆

菌 \.$& 中成功地表达!并获得其多克隆的抗

体'最后通过 iMWOMVJ 印迹技术在海带配子体

的粗蛋白提取液中证实1+B"WQ6V97FOG6JDVM7FOMN

QV6OMGJ#蛋白的存在+ 这些研究为后续从海带

配子体中提取该基因编码蛋白 1+B(分析其特

征及探讨它在配子体生长发育中的作用等奠

定了良好的基础+

&'材料与方法

!"!#海带配子体培养

海带雌"+/

#

$$#(雄"+/

$

"%#配子体无性

繁殖系!按已报道的方法)=*分离建成!并在 B31

培养基)<*中培养+ 培养条件为温度"&? q&#b(

光强 "%

"

E67QI6O6JWA"E.W#和光周期&< .n

# @

)=*

+

!"$# 海带配子体()+基因1%&'全长序列克隆

离 心 收 集 海 带 配 子 体! 利 用 T+0H67

"0JfGOV6:MJ公司#法提取总+,-+ 利用L@,-末

端快速扩增技术 "VFQGN FEQ7GYGLFOG6J 6YL@,-

MJNW!+-43#!按照 1a-+T

Ta

+-43L@,-扩增

试剂盒"476JOMLI 公司#操作步骤!首先反转录合

成 = D̀+-43和 ! D̀+-43的 L@,-+ 反应体系包

括 &

"

.总 +,-!= D̀"或 ! D̀#+-434@1BVGEMV

&

"

."&$

"

E67A.#!1a-+T

(

-)7G:6 &

"

."&$

"

E67A.#!加无菌水至 =

"

.!?% b温育 $ EGJ!冰

上冷却 $ EGJ+ 然后加入 = o第一链缓冲液

"476JOMLI 公司#$

"

.!@TT&

"

."$% EE67A.#!

N,TBW" BV6EM:F公司 # &

"

." &% EE67A.#!

aa.5反转录酶 &

"

."$%% *A

"

.#!"$ b反应

&8= I!&%%

"

.OVGLGJMD3@T-缓冲液"476JOMLI 公

司#稀释!?$ b反应 ? EGJ+ 然后应用降落 B4+

进行雄配子体 *%' " WQ6V97FOG6JDVM7FOMN QV6OMGJ

:MJM#基因L@,-片段的克隆+ 根据海带雄配子

体抑制消减 L@,-文库中筛选到的克隆 P> 序

列)!*

!设计基因特异性引物":MJMWQMLGYGLQVGEMV!

[1B#$[1B

&

= D̀[[4[[4--[T4T4TT4-4-TTD

44D! !̀ [1B

$

= D̀T4[[--[--[[-[T4[T-TD

[44[T[-[D! +̀ $=

"

.反应体系包括 &% o

-NfFJOF:M$ B4+缓冲液"BV6EM:F公司#$8=

"

.!

N,TBW%8=

"

." &% EE67A.#! [1B

&

引物 " = D̀

+-43# 或 [1B

$

引物 " ! D̀+-43# %8=

"

." &%

"

E67A.#!&% o通用引物混合物 $8=

"

."&%%

"

E67A.#!= D̀"或 ! D̀#+-43L@,-&8=

"

."约&8=

J:#!=% o-NfFJOF:M$ B67ZEMVFWMaGm "BV6EM:F

公司#%8=

"

.以及 2

$

)&?

"

.+ 反应参数为 >"

b变性 !% W!?$ b延伸 ! EGJ!= 个循环'>" b变

性 !% W!?% b退火 !% W!?$ b延伸 ! EGJ!= 个循

环'>" b变性 !% W!<# b退火 !% W!?$ b延伸 !

EGJ!!= 个循环'?$ b延伸 ? EGJ+

!"(#生物信息学分析()+基因及,JI蛋白质

获得*%' 的 L@,-全长序列后!对其序列及

其编码的氨基酸序列进行生物信息学分析!所用

到的网络服务器及序列分析软件分别见表 &(

表 $+

表 !#序列分析网络服务器

)*+"!#Q-+9-5F-59-68@4;-:207?-9-./-01-*0*@;9-9

服务器cMN WMVfMV 功能Y9JLOG6J 网址GJOMVJMO

\.-1T 同源序列搜索 IOOQ$

"

ccc8JLPG8J7E8JGI8:6fA\.-1TA

\.-1T 序列比对 IOOQ$

"

P7FWO8JLPG8J7E8JGI8:6fA

1G:JF7B!8% 蛋白质信号肽分析 IOOQ$

"

ccc8LPW8NO98N]AWMVfGLMWA1G:JF7BA

46EQ9OMQ0Aai 蛋白质等电点和分子量预测 IOOQ$

"

LJ8MmQFWZ86V:AO667WAQGgO6678IOE7

)+//GJNMV 开放阅读框搜索 IOOQ$

"

ccc8JLPG8J7E8JGI8:6fA:6VYA:6VY8IOE7

B+)10T3 蛋白质功能域查找 IOOQ$

"

ccc8MmQFWZ8LIAO667WAWLFJQV6WGOMA

1a-+T 蛋白质结构域分析 IOOQ$

"

WEFVO8MEP7DIMGNM7PMV:8NMA

E6OGYDWLFJ 蛋白质功能域查找 IOOQ$

"

EZIGOW8GWPDWGP8LIAL:GDPGJAE6OGYgWLFJ

B2j+3 蛋白质三级结构分析 IOOQ$

"

ccc8WP:8PG68GL8FL89]Â QIZVMA

**##
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表 $#序列分析软件

)*+"$#,437A*5-9-68@4;-:207?-9-./-01-*0*@;9-9

软件W6YOcFVM 来源VMW69VLMW 功能Y9JLOG6J

\G6MNGO?8% 文献)?* 序列拼接(格式编辑(氨基酸组成及疏水性分析

a3[-"8& 文献)#* 系统发育分析

aM:-7G:J =8% @,-1T-+0JL8!aFNGW6J!*1- 序列比对及同源性分析

+FWE67 IOOQ$

"

ccc86QMJVFWE6786V:A 蛋白质三级结构

!"H#原核表达载体的构建

根据所获得的 *%' 基因编码序列!设计特异

引物 " 11+B# 并 引 入 酶 切 位 点! 11+B

&

= D̀

4-T[2217II--444T444--44--T4--D!`

"斜体部分为 0+&

!

酶切位点 #' 11+B

$

= D̀

44[272I1I[-4-[-[[-4--[T-4TT[D!`

"斜体部分为J,&

!

酶切位点#+

按上述方法提取海带雌(雄配子体总+,-以

及合成L@,-第一链!以此为模板!用 11+B引物

进行B4+扩增!以获得带有双酶切位点的 *%' 基

因序列+ $=

"

.B4+反应体系包含 &=8?

"

.灭菌

双蒸水!$8=

"

.B4+缓冲液"TFRF+F公司#!&8=

"

.的a:

$ d

"$= EE67A.#!&

"

.11+B

&

"&%

"

E67A

.#!&

"

.11+B

$

"&%

"

E67A.#!$

"

.的 N,TBW

"$8= EE67A.#!&

"

.L@,-模板"约 &8= J:#及

%8!

"

.的%7(8酶"= *A

"

.#+ 反应条件为 >" b

预变性 = EGJ!然后 >" b变性 !% W(<" b退火 !%

W(?$ b延伸 & EGJ 共进行 != 个循环!最后 ?$ b

延伸 &% EGJ+

将获得的目的条带利用试剂盒"TFRF+F公

司# 进 行 回 收! 然 后 与 克 隆 载 体 Qa@&>DT

"TFRF+F公司#连接!并转化到大肠杆菌 @2=

$

感受态 "天根生化#中+ 在 .\固体培养基上

!? b培养过夜!挑取单菌落!然后转移至.\液体

培养基中!!? b震荡培养 # &̂$ I+ 通过菌落

B4+验证阳性克隆!并将阳性克隆菌液送上海生

工生物工程有限公司进行序列分析+

从经过验证的菌液中利用试剂盒"TFRF+F

公司#提取质粒!将提取的质粒和 Q3T$#F载体分

别通过 0+&

!

酶和 J,&

!

酶"TFRF+F公司#于

!? b进行 !8= I的酶切反应!回收酶切后的目的

片段及 Q3T$#F载体!将两者通过 T

"

连接酶

"TFRF+F公司#进行连接 "目的片段n载体 S

&%n&!&< b过夜#

)>*

+ 将连接产物转化到大肠杆

菌@2=

$

感受态中培养+ 提取质粒进行 0+&

!

(

J,&

!

双酶切验证+ 将构建成功的表达重组质粒

送上海生工生物工程有限公司进行序列分析+

!"M#重组蛋白的表达

重组蛋白的诱导表达''将经过验证的重组

质粒转化至大肠杆菌 \.$& 感受态细胞"上海申

能博彩公司#中!在含卡那霉素的.\培养基筛选

和培养+ 在 .\培养基中!按 &n&%% 的菌液与培

养基的比例加入菌液进行扩大培养+ 当菌液的光

密度值 )@

<%%

达到 %8< 时)> ;&&*

!加异丙基 ;

%

;

@;硫代半乳糖苷"0BT[#进行重组蛋白的表达

诱导+ 为优化表达条件!诱导温度分别设为 !? b

和 $# b

)&$*

!0BT[的终浓度分别为 %8& EE67A.(

%8= EE67A.和 &8% EE67A.

)&% ;&$*

+ 其中 !? b诱

导培养于 &($(!(" I 分别收获细菌)&% ;&&*

!而 $#

b诱导培养分别在 = I 和 &% I 收获菌液!以观察

重组蛋白的表达情况+

重组蛋白粗提液的制备''将离心收集的菌

体用 B\1"含 %8&!? E67A.,F47!$8? EE67A.

R47!&% EE67A.,F

$

2B)

"

($ EE67A.R2

$

B)

"

#

悬浮!冰浴超声波破碎"$%% 5电压!$ W破碎($ W

间隔共 !% 次#+ " b下 &$ %%% o:离心 &% EGJ!分

别收集上清液和沉淀!沉淀用 B\1悬浮+ 若重组

蛋白以可溶性形式表达!则存在于上清液中!可直

接用于下一步实验+ 若重组蛋白以包涵体形式表

达!则存在于沉淀中!这时需用 > 倍体积的漂洗缓

冲液"含 &%% EE67A.,F2

$

B)

"

!$ E67A.尿素!&%

EE67A.TVGW!%8=_ TVGO6J kD&%%!Q2#8%#

)&&!&!*

重悬沉淀!" b下 < %%% o:离心 &= EGJ!重复漂洗

两次!得到较纯的包涵体蛋白+ 用 # E67A.尿素

缓冲液"含 &%% EE67A.,F2

$

B)

"

!# E67A.尿素!

&% EE67A.TVGW!Q2#8%#

)&!*

" b过夜溶解包涵

体!然后 " b下 &$ %%% o: 离心 &= EGJ!取上清

液! ;$% b保存+

重组蛋白的凝胶电泳''使用 =_浓缩胶及

&$_分离胶进行重组蛋白的 1@1;聚丙烯酰胺

"B-[3#电泳+ 上样量 $%

"

.!上样前!将样品于

&%% b煮 $ EGJ+ 电泳时!浓缩胶电压 &!% 5!分离

'*##
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胶电压 &#% 5+ 电泳结束后!考马斯亮蓝 +D$=%

染色 &8= I!甲醇醋酸脱色法脱色过夜)&&*

+

!"N#高效液相色谱 X质谱法#YIUEC>,$分析

表达蛋白

将重组蛋白用乙腈溶液复溶!再利用胰蛋白

酶"TVZQWGJ#酶解 $% I

)&"*

!然后将高效液相色谱

获得的酶解肽段分别进行质谱分析!最后通过

-:G7MJOU9F7GOZ -JF7ZHM软件分析数据+

!"R#,JI多克隆抗体的制备

1+B多克隆抗体的制备''取纯化后的重组

蛋白 =%%

"

:与等量弗氏完全佐剂"1G:EF公司#

混合!充分乳化后采用背部多点注射法免疫家兔!

两周后取 &$=

"

:"首次剂量的 &A"#与等量弗氏不

完全佐剂"1G:EF公司#混合同法加强免疫!以后

每 $ 周免疫一次!共 " 次!末次免疫后 = ?̂ N 于

家兔耳缘静脉取血!试血达理想效价 "间接

3.01-方法测定血清效价#后!颈动脉放血!收集

兔血清! ;$% b保存+

间接3.01-方法测定血清效价''

)

采用

包被缓冲液将纯化的表达产物稀释成 $%

"

:AE.!

作为包被抗原'

*

吸取包被抗原到 >< 孔板中

"&%%

"

.A孔#!!? b水浴 & I'

+

倒掉板中的液

体!用B\1T"&% EE67A.B\1!&"% EE67A.,F47!

%8&_ TcMMJ $%!Q2?8"#洗板 ! 次!每次 ! EGJ'

,

抗血清用B\1先稀释 $ =%% 倍!再行倍比稀释

"即稀释梯度为 = %%%(&% %%%($% %%%("% %%%(

#% %%%和 &<% %%% 倍#!每孔加样量为 &%%

"

.!

!? b水浴 & I'

-

倒掉板中的液体!用B\1T同法

洗板'

.

将辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 0:[用

B\1稀释& %%%倍!每孔加样&%%

"

.!!? b水浴& I'

/

倒掉板中的液体!用B\1T同法洗板'

0

加底物

缓冲液"BGMVLM公司#!每孔加样 &%%

"

.!显色 &= ^

!% EGJ!以 &%%

"

.终止液"BGMVLM公司#终止反应!

在酶标仪上测定波长 ">% JE下的)@值+

!"L#海带配子体总蛋白质的提取及 Q-97-50印

迹检测

酚提取;甲醇A醋酸铵沉淀法!&= ;&<"提取海带

配子体蛋白质''

)

取鲜重 %8$ :配子体于液氮

研磨成粉末!溶于 =%%

"

.冷提取液)=% EE67A.

TVGWD247!&%% EE67A.R47!&_"KLM#@TT!!%_

甘油!Q2#8=*中+

*

" b下 &$ %%% o: 离心 &=

EGJ!收集上清液+

+

在上清液中加入 =%%

"

.冷

TVGW饱和酚"Q2#8%#!" b静置 & I+

,

" b下

> %%% o:离心 = EGJ!收集酚相+

-

向酚相中加

入 =%%

"

.冷提取液+

.

" b下 > %%% o: 离心 =

EGJ!收集酚相+

/

向酚相中加入 ! 倍体积的含

&%% EE67A.醋酸铵的甲醇溶液! ;$% b放置沉

淀过夜+

0

" b下 &$ %%% o: 离心 &= EGJ!收集

沉淀+

1

沉淀用适当体积的裂解液)&8= EE67A

.尿素!%8& EE67A.! ;"! ;胆固醇氨丙基#二甲

基氨基;& ;丙磺酸"42-B1#*!使用前加 & E67A

.@TT溶解+

iMWOMVJ印迹检测''将蛋白质样品进行

1@1DB-[3电泳!电泳后将蛋白质经电转移"$%%

E-电流!& I#从凝胶转移至硝酸纤维素膜",4#

上!用 T\1T"%8&!? E67A.,F47!$8? EE67A.

R47!%8%$= E67A.TVGW和 %8%=_ TcMMJ $%!Q2

?8"#洗涤一次!然后用 =_脱脂奶粉"= : 脱脂奶

粉!&%% E.T\1T#封闭 & I!T\1T洗涤 ! 次!每次

= EGJ!加入适量的多克隆抗体!常温孵育 & I后同

法洗膜+ 然后加入适量的辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗!室温温育 & I 后同法洗膜+ 最后

34.显色法显色)-液和 \液"BGMVLM公司#以

&n&混合!加到膜上!然后暗盒曝光 & EGJ!最后显

影(定影*+

$'结果与讨论

$"!#()+基因的1%&'序列及氨基酸序列分析

利用+-43方法!经 B4+扩增!分别获得长

度为 !?& PQ的 = ;̀末端和 ?$$ PQ 的 ! ;̀末端产

物!将它们与原雄配子体 L@,-抑制消减文库中

的克隆 P> 序列)!* 拼接!并重新设计引物经过

B4+扩增反应和测序验证!获得一条长 #!& PQ 的

L@,-序列"[MJ\FJ] 登录号$3/">%!&!#+ 其中

= D̀非翻译区"*T+#长 &#$ PQ!! D̀*T+长 &>> PQ

且具有明显的 Q67Z"-#尾巴!开放阅读框")+/#

长 "=% PQ!编码 &"> 个氨基酸+ 预测该编码蛋白

的分子量为 &?8$ ]9!等电点为 &%8"<+

使用核甘酸序列同源搜索!无匹配+ 使用蛋

白质序列同源搜索显示!推测该基因编码的氨基

酸序列与点形念珠藻 "0&*:&+')$+:-H&%4## 含

1Q600@A.ZO\结构域蛋白"[MJ\FJ]登录号$jB;

%%&#<?%<&#有 !%_相似性!后者主要在孢子形成

过程中起作用)&? ;&#*

!因此我们将从海带配子体中

克隆到的该基因拟命名为%孢子形成相关蛋白&

基因+

(*##
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根据雄配子体*%'基因的 L@,-序列设计引

物!经过B4+扩增(克隆与测序!自海带雌配子体

中得到预期大小为 #!& PQ 的目的条带 L@,-序

列!通过比对发现它与雄配子体 *%' 基因相应部

分的 L@,-序列完全一致+ 根据 *%' 基因的

L@,-序列设计引物!自海带雌(雄配子体基因组

中扩增其 @,-序列!经序列分析可知该基因在

)+/区域不存在内含子+ 这些结果说明*%' 基因

同时存在于海带雌(雄配子体的细胞中!且在

L@,-序列上没有差异+ 但在雌(雄配子体之间

存在着差异表达)!*

!我们认为这可能与该基因的

拷贝数(转录本丰度以及细胞所处的生长发育阶

段等不同因素有关!具体原因有待进一步分析+

利用生物信息学对 1+B蛋白的结构和功能

进行了预测"图 &#+ 组成 1+B蛋白的氨基酸多

为中性和碱性!且疏水性氨基酸"-7F(5F7(.M9(

07M(aMO(BIM(TVQ(BV6#占 "&8<_!说明具有较强

的疏水性+ 疏水性氨基酸位于蛋白质内部!在维

持蛋白质稳定的三级结构中起着重要作用)&>*

+

经预测发现!1+B蛋白无信号肽!但它具有,;肉

豆蔻酰基化(L-aB与 L[aB依赖型蛋白激酶磷

酸化(蛋白激酶 4磷酸化(酪蛋白激酶
(

磷酸化

以及,;糖基化等位点+ 一般来说!,;肉豆蔻

酰基转移酶分布在细胞的不同位置并具有不同的

生物学功能!主要是参与二级信号转导(囊泡转运

等一些重要的生物学过程)$%*

+ 蛋白激酶通过影

响多种蛋白质底物磷酸化!参与细胞信号传递(控

制细胞增殖与分化(调节基因表达等)&>*

'酪蛋白

激酶
(

是真核细胞中普遍存在的一种既不受钙又

不受L-aB调节的丝A苏氨酸蛋白激酶!其在细胞

生存(发育(增殖过程中有很重要的功能)&>!$&*

+ ,

;糖基化位点的作用是使蛋白质能够抵抗消化酶

的作用!赋予蛋白质传导信号的功能!某些蛋白只

有在糖基化之后才能正确折叠)&>*

+ 关于该蛋白

中各结构域的具体功能!有待于进一步研究+

图 !#推测的,JI蛋白及其功能域

<2="!#I5-:217-:3/017240*@:46*20437?-8/7*72F-,JI

)*##
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''点形念珠藻等一些丝状蓝藻!在氮或磷等营

养元素受限时!其末端或中间的营养细胞不经过

减数分裂以及两个细胞的融合!可直接分化为异

形胞或厚壁孢子)$$*

+ 具有 1Q600@A.ZO\结构域

的蛋白就是在其分化过程中起着重要的作

用)&? ;&#*

+ 海带配子囊是由丝状配子体末端营养

细胞开始逐个发育而成)$!$! ;$"*

!这种方式非常类

似于上述那些丝状蓝藻厚壁孢子或异形胞的产

生+ 由此以及上述所预测的结构域功能!我们推

测!本研究所克隆的孢子形成相关蛋白基因及其

编码蛋白类似于它们在丝状蓝藻异形胞或厚壁孢

子形成中的分子机理!参与海带配子囊的产生或

配子的释放!但这有待于进一步来证实+

$"$#()+基因表达载体的构建与诱导表达

将已构建的重组质粒 Q3T$#FDWVQ!进行菌落

B4+鉴定!可扩增出与目的片段大小一致的条

带+ 然后将该重组质粒双酶切!发现阳性克隆中

含有与预测基因大小一致的插入片段)酶切片段

长度 "?> PQ!该片段包括引入的酶切位点"< PQ#!

*%'基因 ""? PQ 的 )+/"不含终止密码子#以及

)+/区起始密码子"前 $< PQ 的 *T+区#*+ 重

组质粒经测序!结果显示该插入片段与 *%' 基因

的L@,-序列完全一致!充分证明了 Q3T$#FDWVQ

表达载体已成功地构建+

收集诱导表达后的菌体!进行超声波破碎+

然后分别将其上清液和沉淀进行 1@1DB-[3电

泳+ 结果发现!!? b和 $# b诱导的重组蛋白均

以包涵体的形式表达!且在设计的 %8& EE67A.(

%8= EE67A.和 &8% EE67A.等 ! 个浓度梯度实验

中!当 0BT[的终浓度为 & EE67A.时的表达量

最高+

1@1DB-[3电泳结果"图 $#显示!与空载质

粒"不含目的片段的 Q3T$#F质粒#转化的大肠杆

菌相比!携带 *%' 基因重组质粒的大肠杆菌在大

约 &>8! ]9 处出现一条诱导表达的蛋白带!它与

设计的重组蛋白分子量大小一致+ 与未用 0BT[

诱导的相比!重组蛋白表达量随诱导时间而增加!

$ I就能很好地诱导该基因的表达"图 $#+

$"(#高效液相色谱X质谱法检测表达蛋白序列

鉴于酶切位点的存在!我们在基因重组的分

子设计时引入了几个非 1+B蛋白序列的氨基酸

残基!为了证实重组的蛋白确为 1+B蛋白!选用

了高效液相色谱 ;质谱串联 "2B.4Da1#检测

技术+

图 $#重组蛋白的表达图谱

a$中分子量蛋白质标准"天根生物#' \$牛血清清蛋白' 泳

道 &$空载质粒对照' 泳道 $$未诱导对照' 泳道 ! <̂$分别为

诱导表达 &($(! 和 " I+

<2="$#KS85-9924085432@-435-146+20*07,JI207"#*4%

a$aFV]MV' \$P6fGJMWMV9EF7P9EGJ' .FJM&$L6JOV67cGOI69O

GJWMVOG6J 6Y*%' :MJM' .FJM$$ L6JOV67cGOI69OGJN9LOG6J PZ

0BT[' .FJMWYV6E! O6 <$MmQVMWWG6J 6Y1+BGJN9LMN PZ 0BT[

Y6V& I!$ I!! I FJN " I!VMWQMLOGfM7Z8

''重组蛋白经 TVZQWGJ 酶解后可以形成几个肽

段+ 当采用2B.4Da1串联技术对重组表达蛋白

进行分析时!其中 < 个肽段的序列分别为

j.115.222(j.115.222222([0-R(Ui[3D

-1iBT+(.53.5+和 @/B[-0,!这些序列与推

测的 1+B蛋白酶解肽段的部分序列完全一致+

其中 4端的 &! 个氨基酸序列为 4D222222D

3.511.jD,!与表达载体构建时所设计的序列及

1+B蛋白的氨基酸序列完全吻合!进一步说明了

重组的蛋白即为目的蛋白+

$"H#海带配子体总蛋白的提取及 Q-97-50印迹

检测

取纯化后的重组蛋白免疫注射家兔!获得

1+B蛋白的多克隆抗体!间接 3.01-方法测定兔

血清中该多克隆抗体的效价大于 &n#% %%%+ 通过

对空载质粒以及重组质粒 Q3T$#FDWVQ 转化的大

肠杆菌进行 iMWOMVJ 印迹比较实验!发现制备的

抗体可特异地与重组的 1+B结合并显色!说明该

抗体可用于后续的研究+

海带雌(雄配子体总蛋白电泳如图 !D-所示+

以重组蛋白制作的兔血清为一抗对配子体总蛋白

进行iMWOMVJ印迹实验!结果显示!在基于 L@,-

预测的1+B蛋白分子量大小处"&?8$ ]9#检测到

单一的蛋白质条带"图 !D\#!说明该克隆的 *%'

基因所编码蛋白确实存在于海带配子体细胞中!

!'##
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以发挥相应的作用+ 有关 1+B蛋白在海带配子

体生长与发育过程所起的作用!有待于在自配子

体中分离 1+B蛋白及性质分析的基础上!通过

+,-G或基因敲除等手段来进一步探讨+

图 (#海带配子体蛋白质电泳#'$及其Q-97-50印迹#T$图谱

泳道 & 和=$中等分子量蛋白质标准"诺维森生物#'泳道$ 和<$重组蛋白质'泳道! 和?$雌配子体总蛋白'泳道" 和#$雄配子体总

蛋白+

<2="(#K@-17548?45-929#'$*0:Q-97-50C+@47720=#T$85432@-9437?-747*@8547-209-S75*17-:

35461"2,+*&%#, =*6-748?;7-9

.FJMW& FJN =$aFV]MV6YWOFJNFVN QV6OMGJW' .FJMW$ FJN <$OIMVML6EPGJFJO1+BQV6OMGJ' .FJM! FJN ?$O6OF7QV6OMGJWYV6EOIMYMEF7M

:FEMO6QIZOMW' .FJMW" FJN #$O6OF7QV6OMGJWYV6EOIMEF7M:FEMO6QIZOMW8
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aGLV6PG676:Z!$%%"!&%"$$## ;$#>8

)&#*'aLFOMMV1!4697W6J -!aL7MJJFJ ,!#:(<8TIM<C:N

:MJM6Y@*+,#%-+,-( +&<-GWMWWMJOGF7FJN WQMLGYGMWF

QV6N9LOJMMNMN Y6VGW6QVMJ6GN PG6WZJOIMWGW) (*8

(69VJF7 6Y \FLOMVG676:Z! $%%&! &#! " $" #$

?"%! ;?"%?8

)&>*'王镜岩!朱圣庚!徐长法!等8生物化学)a*8! 版8

北京$高等教育出版社!$%%$$=< ;<<!"$= ;"$#8

)$%*'盛春泉!朱杰!张万年!等8,;肉豆蔻酰基转移酶

家族的进化踪迹分析研究)(*8药学学报!$%%?!"$

"$#$&=? ;&<=8

)$&*'BGJJF.-84FWMGJ ]GJFWM$$FJ /MEGJMJLM:VGWM- GJ

LM7797FVVM:97FOG6J )(*8\G6LIMEGLFMO\G6QIZWGLF

-LOF!&>>%!&>=""!#$$<? ;$#"8

)$$*'4FWOMJI67H+i! iFOMVP9VZ ( \8 )mZ:MJGL

QI6O6WZJOIMOGLPFLOMVGF8[V69Q 084ZFJ6PFLOMVGF)a*

"

1OF7MZ (T!\VZFJOa B!BYMJJGJ: ,!#:(<!"MNW#8

\MV:Z-WEFJ9F76YWZWOMEFOGLPFLOMVG676:Z!iG77GFEW

FJN iG7]GJW!\F7OGE6VM!&>#>$&?&% ;&?#>8

)$!*'.rJGJ: R83:: VM7MFWMGJ :FEMO6QIZOMW6YF(4-$(%-(

*(++,(%-$($GJN9LOG6J PZ NFV]JMWWFJN GJIGPGOG6J PZ

P79M7G:IOFJN 98f ) (*8\VGOGWI BIZL676:ZGLF7

(6V9JF7!&>#&!&<""#$!?> ;!>!8

)$"*'aFGMV0!ar77MV@[8-JOIMVGNG9EYGJMWOV9LO9VMFJN

WQMVEFO6H6GN VM7MFWM GJ F(4-$(%-( =-5-:(:(

"BIF6QIZLMFM#)(*8BIZL676:GF!&>#$!$&"&#$& ;#8

$'##



# 期 陈'晶!等$海带配子体中孢子形成相关蛋白"1+B#基因的克隆及其原核表达 ''
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