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　 　 摘要:　 为了深入研究 ＭａＡＳＲ１ 基因的分子生物学功能ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从拟南芥转基因株系 Ｌ１４ 中克隆到

ＭａＡＳＲ１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ该序列含有 １ 个 ４３２ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 １４３ 个氨基酸的蛋白质ꎬ并对该序列进行

了生物信息学分析ꎮ 将该基因克隆到原核表达载体 ＰＥＴ￣３０ａ 中ꎬ经酶切和测序鉴定后ꎬ将正确的重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣
ＭａＡＳＲ１ 导入大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ成功构建了该基因的原核表达载体ꎮ 利用所构建的原核表达载体进行原核表

达ꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导和 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎬ结果表明表达蛋白质与预期蛋白质大小基本一致ꎮ 利用 Ｎｉ 柱亲和层析

方法进一步获得了纯度较高的重组蛋白质ꎬ并用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法确定此重组蛋白质为目的蛋白质ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭａＡＳＲ１ ｇｅｎｅꎬ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭａＡＳＲ１ ｆｒｏｍ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅ Ｌ１４ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＭａＡＳＲ１ ｗａｓ ４３２ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ
ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｄ １４３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ＭａＡＳＲ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ＰＥＴ￣３０ａ. Ａｆｔｅｒ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ￣
ＭａＡＳＲ１ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ ＢＬ２１( ＤＥ３). Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｕｓｉｎｇ ＩＰＴＧ ａｎｄ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ
ｈｉｇｈｌｙ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ Ｎｉ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＭａＡＳＲ１ ｇｅｎｅꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 脱落酸、胁迫、成熟￣响应蛋白质(ＡＢＡ￣ꎬ ｓｔｒｅｓｓ￣ꎬ
ｒｉｐｅｎｉｎｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡＳＲ)是一类亲水性小分子

量的植物特异性蛋白质ꎬ香蕉 ＡＳＲ 基因家族包含至

少 ４ 个成员ꎬ它们有 ２ 个外显子、１ 个内含子ꎬ存在 １
个 ＡＢＡ / ＷＤＳ(ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ / ｗａｔｅｒ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｔｒｅｓｓ)的氨

基酸结构域(ＰＦ０２４９６) [１￣２]ꎮ 一些 ＡＳＲ 蛋白质包含

一个锌指 ＤＮＡ 结合域[３]ꎬ可以以单体或者同源二聚

９２１１



体的形式与 ＤＮＡ 结合ꎮ
目前的研究结果表明ꎬＡＳＲ 基因的功能主要是

调控植物生长发育ꎬ包括衰老、果实成熟、花粉成熟

和葡萄糖代谢等[４￣５]ꎮ ＡＳＲ 具有转录因子和胚胎晚

期富集蛋白(ＬＥＡ)的基本特征ꎬ在植物响应生物胁

迫[６]、非生物胁迫[７￣１２]方面发挥着重要作用ꎮ
ＭａＡＳＲ１ 基因在香蕉根、叶和果实中的表达量

较高ꎬ说明 ＭａＡＳＲ１ 基因的表达有一定的器官特异

性ꎮ 前人的研究结果表明当对香蕉植株进行盐和干

旱胁迫时ꎬＭａＡＳＲ１ 基因在根部和叶片中的表达量

大幅上升ꎬ而进行低温胁迫时ꎬＭａＡＳＲ１ 基因表达量

没有明显变化ꎬ这说明 ＭａＡＳＲ１ 基因主要参与植物

在面临干旱和盐胁迫时的应答反应ꎬ对低温胁迫不

敏感[１３]ꎮ 转 ＭａＡＳＲ１ 基因拟南芥株系 Ｌ１４ 在干旱

和盐胁迫条件下的存活率均优于野生型拟南芥植

株[１３]ꎮ 并且在转 ＭａＡＳＲ１ 基因拟南芥株系中ꎬ
ＭａＡＳＲ１ 基因的表达量越大ꎬ则该株系表现出来的

抗旱能力越强[１３￣１４]ꎮ 这些证据都说明 ＭａＡＳＲ１ 基因

的转入能够提高拟南芥的抗旱性和抗盐性[１３]ꎮ
为了对与 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质直接相互作用的基因

元件进行体外验证ꎬ得到与 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质结合的

特异 ＤＮＡ 序列ꎬ本研究对从香蕉果实的 ｃＤＮＡ 文库

中获 得 的 １ 个 ＡＳＲ 基 因 ( ＭａＡＳＲ１ꎬ 登 录 号 为

ＡＹ６２８１０２) [１５]进行生物信息学分析ꎬ然后利用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 技术从拟南芥 ＭａＡＳＲ１ 转基因株系 Ｌ１４ 中克隆

香蕉 ＭａＡＳＲ１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ再将 ＭａＡＳＲ１ 基

因插 入 表 达 载 体 ｐＥＴ￣３０ａ 构 建 原 核 表 达 载 体

ｐＥＴ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ꎬ用 ＩＰＴＧ 诱导 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质的表

达ꎬ为凝胶阻滞实验(ＥＭＳＡ)提供纯化的 ＭａＡＳＲ１
蛋白质ꎬ进而为探索 ＭａＡＳＲ１ 的分子生物学功能奠

定基础ꎬ特别是为 ＭａＡＳＲ１ 作为转录因子的调控机

制研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

野生型拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＣｏｌｕｍｂｉａ ｅ￣
ｃｏｔｙｐｅ) 购自 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ
(Ｏｈｉｏ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｏｈｉｏ ｓｔａｔｅꎬ ＵＳＡ)ꎮ 转 ＭａＡＳＲ１ 基

因拟南芥 Ｌ１４ 由本实验室前期工作人员转化所

得[１３]ꎮ 表达载体 ｐＥＴ￣３０ａ、大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏ￣
ｌｉ) ＤＨ５α 和 ＢＬ２１( ＤＥ３) 菌株均由本实验室保存ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 ＭａＡＳＲ１ 的生物信息学分析　 用 ＤＮＡＭＡＮ 软

件对 ＭａＡＳＲ１ 进行核苷酸序列分析ꎬ通过 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ
分析其理化性质ꎬ根据 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ(Ｆｉｎｄ ｃｏｎ￣
ｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ｙｏｕｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)对ＭａＡＳＲ１ 氨基酸序

列的保守结构域进行分析ꎬ用 ＳＯＰＭＡ 对 ＭａＡＳＲ１ 的

氨基酸序列进行二级结构预测ꎬ通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ
软件对 ＭａＡＳＲ１ 的氨基酸序列进行蛋白质三维结构

的同源建模ꎬ采用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件进行亲水性 /疏水性

预测ꎬ用 ＮｅｔＰｈｏｓ ２. ０ Ｓｅｒｖｅｒ 软件对 ＭａＡＳＲ１ 的氨基

酸序列进行潜在磷酸化位点分析ꎮ
１.２.２　 引物设计与合成　 根据已发表的 ＭａＡＳＲ１ 序

列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计特异引物ꎬ序列如下:
Ｆ: ５′￣ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＧＴＣＧＣＡＡＡＣＣＡＣＴＧＴＴＴＣ￣３′ꎻＲ:
５′￣ＣＧＧＴＣＧＡＣＡＣＣＡＡＧＣＡＴＣＣＣＡＣＡＣＴＣＡ￣３′ꎬ ５′ 端

带有 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切位点ꎬ３′端带有 Ｓａｌ Ｉ 酶切位点ꎮ
１.２.３　 香蕉 ＭａＡＳＲ１ 基因的扩增及测序　 以拟南芥

ＭａＡＳＲ１ 转基因株系 Ｌ１４ 的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用带有酶

切位点的引物ꎬ扩增 ＭａＡＳＲ１ 基因ꎮ 扩增条件为:９４
℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ４０ ｓꎬ５５ ℃退火 ４０ ｓꎬ７２
℃延伸 ５０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎮ 将扩增到的 ＭａＡＳＲ１ 基

因回收后连接到载体 ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ 上ꎬ连
接体系(１０ μｌ)为 ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５ μｌ＋目的片段 ４ μｌ＋
ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ １ μｌꎮ 转化大肠杆菌感受态

Ｔｒａｎｓ５α Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ 后ꎬ送至英潍捷

基(上海)贸易有限公司进行测序验证ꎮ
１.２.４　 原核表达载体的构建　 将 ＰＥＴ￣３０ａ 表达载体

和 ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ 分别进行双酶切ꎬ酶切反应

体系(５０ μｌ)为 １０ ×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ ＋ ＥｃｏＲ Ｉ
２ μｌ＋Ｓａｌ Ｉ ２ μｌ ＋ＰＥＴ￣３０ａ / ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ ２０
μｌ ＋ｄｄＨ２Ｏ ２１ μｌꎬ混匀后ꎬ在 ３７ ℃条件下ꎬ水浴 １ ｈꎬ
之后电泳鉴定ꎮ 回收载体片段和目的基因ꎮ 随后将

目的基因片段与表达载体 ＰＥＴ￣３０ａ 进行连接ꎬ连接体

系(２０ μｌ)为 ＭａＡＳＲ１ 基因酶切回收产物 １０ μｌ＋ ＰＥＴ
３０ａ 酶切回收产物 ３ μｌ ＋Ｔ４ Ｌｉｇａｓｅ ２ μｌ＋１０×Ｔ４ Ｌｉｇａｓｅ
ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ ＋ｄｄＨ２Ｏ ３ μｌꎬ充分混匀ꎬ１６ ℃连接过夜ꎮ
然后将连接产物转化 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)ꎬ提取质粒

进行双酶切鉴定ꎬ双酶切体系(２０ μｌ)为 １０×ＦａｓｔＤｉ￣
ｇｅｓｔ ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ＋重组质粒 ５ μｌ＋ ＥｃｏＲ Ｉ １ μｌ＋ Ｓａｌ Ｉ
１ μｌ＋ｄｄＨ２Ｏ １１ μｌꎬ同时将含有重组质粒的菌液送至

英潍捷基(上海)贸易有限公司进行测序鉴定ꎮ
１.２.５　 工程菌的诱导和表达 　 挑取含重组质粒的
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单菌落ꎬ接种于 ＬＢ 液体培养基中(其中 Ｋａｎ 浓度为

５０ μｇ / ｍｌ)ꎬ接种后放置于 ３７ ℃ 恒温摇床中(转速

２２０ ｒ / ｍｉｎ)培养ꎮ 当菌液培养至 ＯＤ６００ 值介于 ０􀆰 ６
和 ０􀆰 ８ 之间时ꎬ吸取 １ ｍｌ 未诱导的菌液ꎬ迅速在室

温下以１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ收集菌体(作为阴性

对照)ꎻ在剩下的菌液中加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ诱导培养ꎬ加入 ＩＰＴＧ 后每隔 １ ｈ 取出 １ ｍｌ
菌液ꎬ在 ４ ℃条件下ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ弃上

清后收集菌体ꎬ将得到的沉淀重悬于 ５０ μｌ ２×上样

缓冲液ꎬ沸水浴中加热 ５ ｍｉｎ 后 ４ ℃下１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎꎬ吸取 １０ μｌ 上清液于 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝

胶中进行电泳分析ꎮ
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 　 将蛋白质从 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
胶上转移到 ＮＣ 膜上ꎬ用 ６０ ｍＡ 电流转膜 １ ｈꎮ 然后

将膜放置培养皿中用去离子水漂洗ꎬ之后在封闭液

中过夜封闭ꎮ 封闭完成后再浸洗 ３ 次ꎮ 之后加入稀

释１ ０００倍的 ＭａＡＳＲ１ 抗体ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ 一抗孵

育结束后ꎬ再洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 然后加入稀释

５ ０００倍的羊抗兔二抗ꎬ在 ３７ ℃条件下反应 ２ ｈꎮ 二

抗孵育结束后ꎬ洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 最后加入显

色剂显色ꎬ拍照保存ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 香蕉 ＭａＡＳＲ１ 基因生物信息学分析

ＭａＡＳＲ１ 基因序列分析结果(图 １)表明ꎬ该基

因全长 ６８３ ｂｐꎬ其中 ５′非编码区 ６４ ｂｐꎬ３′非编码区

１４２ ｂｐꎬ开放阅读框 ４３２ ｂｐꎬ共编码 １４３ 个氨基酸ꎮ
起始密码子为 ＡＴＧꎬ终止密码子为 ＴＡＧꎮ

ＡＴＧ 为起始密码子ꎻ∗表示终止密码子 ＴＡＧꎻ左侧数字分别为核苷酸和氨基酸序号ꎮ
图 １　 ＭａＡＳＲ１ 基因的核苷酸序列和推测的氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭａＡＳＲ１

　 　 通过 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 分析 ＭａＡＳＲ１ 的理化性质ꎬ分
析结 果 表 明ꎬ ＭａＡＳＲ１ 蛋 白 质 分 子 质 量 约 为

１.６２６× １０ ４ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ９９ꎬ预测分子式为

Ｃ７１５Ｈ１０６２Ｎ２１０Ｏ２２５Ｓ２ꎬ不稳定系数为 ４３􀆰 １２(４０ 以下

为稳定蛋白质)ꎮ 对 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质中相对含量较

多的氨基酸数量和所占的百分数进行统计ꎬ结果显

示谷氨酸(Ｇｌｕ) ２５ 个(占 １７􀆰 ５％)ꎬ丙氨酸(Ａｌａ) ２１
个(占 １４􀆰 ７％)ꎬ组氨酸(Ｈｉｓ)２１ 个(占 １４􀆰 ７％)ꎬ赖
氨酸(Ｌｙｓ)１８ 个(占 １２􀆰 ６％)ꎬ甘氨酸(Ｇｌｙ)１０ 个(占
７􀆰 ０％)ꎮ 带负电荷的残基(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)总数为 ３１ꎬ带
正电荷的残基(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)总数为 ２０ꎮ 总平均亲水

系数为－１􀆰 ２３８ꎬ预测该蛋白质为亲水性蛋白质ꎬ其
脂肪指数为 ４５􀆰 ９４ꎮ

氨基酸序列的保守结构域分析结果(图 ２)显

示ꎬ该基因具有 ＡＳＲ 家族典型的保守结构域 ＡＢＡ＿
ＷＤＳꎮ 用 ＴＭＨＭＭ￣２.０ 对 ＭａＡＳＲ１ 的氨基酸序列进

行分析ꎬ结果表明该蛋白质没有跨膜结构域ꎮ
　 　 将 ＭａＡＳＲ１ 与其他植物的 ＡＳＲ 氨基酸序列进

行同源性比较分析ꎬ发现在 ＭａＡＳＲ１ 序列中有 ２ 个

较为保守的区域ꎬ在 Ｎ 端和 Ｃ 端各有 １ 个ꎮ Ｎ 端有

依赖于 Ｚｎ２＋的 ＤＮＡ 结合位点ꎬ而 Ｃ 端则有一个核定

位信号[１３]ꎮ ＭａＡＳＲ１ 和其他作物 ＡＳＲ 的系统发育

树表明ꎬＭａＡＳＲ１ 与水稻 ＯｓＡＳＲ 和玉米 ＺｍＡＳＲ１ 这

些单子叶植物中的同源基因亲缘关系较近ꎬ而与番

茄中 ３ 个 ＡＳＲ 基因以及马铃薯 ＡＳＲ 基因的亲缘关

系较远[１３]ꎮ
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图 ２　 ＭａＡＳＲ１ 氨基酸序列的保守结构域

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＭａＡＳＲ１

　 　 对于蛋白质亲水和疏水性的分析有利于对蛋

白质二级结构及功能域的预测ꎮ 利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软

件对 ＭａＡＳＲ１ 进行亲水性和疏水性预测ꎬ结果(图
３)表明该蛋白质氨基酸分值较低ꎬ推测 ＭａＡＳＲ１
属于亲水性蛋白质ꎬ整体上亲水性氨基酸数量多

于疏水性氨基酸数量ꎬ并且均匀地分布在整个肽

链中ꎮ

图 ３　 香蕉 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质亲水 /疏水性预测结果

Ｆｉｇ.３ 　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ｂａ￣
ｎａｎａ ＭａＡＳＲ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 二级结构主要指多肽链依赖氢键排列成在一维

方向上具有周期性结构的构象ꎬ对 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质二

级结构的预测和分析有助于我们认识蛋白质的空间

结构ꎮ 采用 ＳＯＰＭＡ 软件预测ＭａＡＳＲ１ 蛋白质的二级

结构ꎬ结果(图 ４)显示组成 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质多肽链的

二级结构主要有 ４ 种类型ꎬ分别为 α￣螺旋(５５.２４％)、
β￣转角(５.５９％)、延伸链结构(１０.４９％)以及无规则卷

曲(２８.６７％)ꎬ以 α￣螺旋和无规则卷曲为主ꎮ
通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件对 ＭａＡＳＲ１ 的氨基酸

序列进行蛋白质三维结构的同源建模ꎬ获得其氨基

酸序列的预测三维结构(图 ５)ꎮ
　 　 磷酸化和去磷酸化在多种真核细胞的新陈代

谢、细胞分裂以及信号转导等方面都发挥着至关重

要的作用ꎮ 我们通过 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ Ｓｅｒｖｅｒ 软件对

ＭａＡＳＲ１ 的氨基酸序列进行潜在磷酸化位点的分

析ꎮ 结果(图 ６)显示 ＭａＡＳＲ１ 的氨基酸序列潜在的

磷酸化位点分别位于丝氨酸 Ｓｅｒ(共 ７ 个:第 ２６、３１、

３８、４８、５０、１１２、１３４ 个氨基酸)、苏氨酸 Ｔｈｒ(共 １ 个:
第 ４３ 个氨基酸)和酪氨酸 Ｔｙｒ(６ 个:第 ２５、３０、３６、
４０、５３、５６ 个氨基酸)上ꎮ 该结果说明ꎬＭａＡＳＲ１ 能

够被丝氨酸激酶、苏氨酸激酶和酪氨酸激酶所磷酸

化ꎬ这些残基上具有游离的羟基ꎬ且本身不带电荷ꎬ
当发生磷酸化作用后ꎬ蛋白质便具有了电荷ꎬ从而使

结构发生变化ꎬ进一步引起蛋白质活性的变化ꎬ从而

实现其功能的调控ꎮ
２.２　 香蕉 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质的原核表达

提取拟南芥 ＭａＡＳＲ１ 转基因株系 Ｌ１４ 的 ＲＮＡꎬ
以反转录后合成的 ｃＤＮＡ 为模版ꎬ经 ＰＣＲ 扩增后得

到含有完整编码区的目的基因 ＭａＡＳＲ１ꎬ琼脂糖凝

胶电泳验证片段长度为 ６０４ ｂｐ(图 ７)ꎮ
　 　 将克隆到的 ＭａＡＳＲ１ 基因连接到 Ｔ 载体上ꎬ经
测序公司鉴定序列正确后ꎬ将含有 ＭａＡＳＲ１ 基因的

大肠杆菌质粒用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 在 ３７ ℃条件下进

行双酶切ꎬ凝胶电泳回收 ＭａＡＳＲ１ 基因片段后ꎬ将其

连接到 ｐＥＴ ３０￣ａ 载体上ꎮ 再提取阳性质粒进行

ＥｃｏＲ Ｉ / Ｓａｌ Ｉ 双酶切鉴定(图 ８)ꎮ 将阳性质粒进行

测序鉴定ꎬ结果表明测序得到的碱基序列与已有基

因登录号的 ＭａＡＳＲ１ 基因序列完全一致ꎬ说明原核

表达载体 ｐＥＴ ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ 构建成功ꎮ
　 　 将含有 ｐＥＴ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ 的菌液培养至 ＯＤ 值

为 ０. ６ꎬ然后加入不同浓度 ( ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 ０２
ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ０４ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ０􀆰 ０８ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 ＩＰＴＧ 分别

诱导 ５ ｈꎮ 收集 ＩＰＴＧ 诱导后的菌液菌体ꎬ进行超声

波破 碎ꎬ 取 沉 淀 用 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 分 析

ＭａＡＳＲ１ 的表达情况ꎬ结果表明原核表达的 ＭａＡＳＲ１
蛋白质分子量大小约为 １􀆰 ４×１０４ꎮ 从图 ９ 中可以看

出ꎬ当 ＩＰＴＧ 诱导浓度为 ０􀆰 ０２ ｍｍｏｌ / Ｌ时ꎬ目的蛋白

的表达量与没有经过 ＩＰＴＧ 诱导的阴性对照样品相

比较已经有了比较明显的升高ꎬ０􀆰 ０２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ
诱导 后 的 蛋 白 质 表 达 量 与 ０􀆰 ０４ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 ０８
ｍｍｏｌ / Ｌ没有明显差异ꎮ 所以 ０􀆰 ０２ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ
诱导浓度为最佳诱导浓度ꎮ
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竖线从长到短依次为 α￣螺旋、延伸链结构、β￣转角、无规则卷曲ꎮ
图 ４　 ＭａＡＳＲ１ 的二级结构预测

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭａＡＳＲ１

图 ５　 ＭａＡＳＲ１ 的三级结构预测模型

Ｆｉｇ.５　 Ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭａＡＳＲ１

　 　 将含有 ｐＥＴ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ 表达载体的菌液培养

至 ＯＤ 值为 ０􀆰 ６ꎬ然后加入 ０􀆰 ０２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎬ分别

诱导 ２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ 和 ５ ｈꎮ 收集经不同时间 ＩＰＴＧ 诱

导后的菌液ꎬ进行超声波破碎ꎬ取沉淀用聚丙烯酰胺

凝胶电泳分析 ＭａＡＳＲ１ 的表达情况ꎮ 结果表明随着

ＩＰＴＧ 诱导时间的延长ꎬＭａＡＳＲ１ 蛋白质的表达量逐

渐上升ꎬ当诱导时间为 ５ ｈ 时 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质的表

达量最大(图 １０)ꎮ

图 ６　 香蕉 ＭａＡＳＲ１ 的磷酸化位点预测

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｂａｎａｎａ ＭａＡＳＲ１

　 　 将在最佳条件 ０􀆰 ０２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 ５ ｈ 时的菌

液离心收集菌体ꎬ然后将得到的包涵体沉淀用超声波

破碎ꎮ 破碎后的包涵体沉淀洗涤后溶于尿素溶液中ꎬ
之后离心吸取上清液ꎮ 用细菌过滤器过滤后上样于

Ｎｉ￣Ａｇａｒｏｓｅ 亲和层析柱ꎬ用洗脱液洗脱ꎬ将收集到的

ＭａＡＳＲ１ 蛋白质进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(图 １１)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ(图
１２)验证ꎬ结果表明得到的蛋白质即为重组蛋白质ꎮ

３　 讨 论

作为一种重要的水果作物ꎬ香蕉的产量不仅在

经济上至关重要ꎬ还关系到许多农民的生计问题ꎮ
ＡＳＲ 蛋白质是改善提高香蕉品质的候选蛋白质ꎬ
ｍＲＮＡ１ 在渗透胁迫下表达水平显著上调[１６]ꎮ 并且

ＡＳＲ 基因可以影响果实的产量ꎬ玉米 ＡＳＲ 基因

３３１１张丽丽等:香蕉 ＭａＡＳＲ１ 基因的生物信息学分析及原核表达



Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ２０００ꎻ １: ＰＣＲ 产物ꎮ
图 ７　 ＭａＡＳＲ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增验证

Ｆｉｇ.７　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭａＡＳＲ１ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ２０００ꎻ １: 酶切产物ꎮ
图 ８　 原核表达载体 ｐＥＴ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ 双酶切鉴定

Ｆｉｇ. ８ 　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ
ｐＥＴ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

(ＺｍＡＳＲ１)的异位表达对玉米产量有很大的影响ꎬ
ＺｍＡＳＲ１ 对支链氨基酸生物合成基因的调节可能有

助于改善玉米的产量[１７]ꎮ
香蕉 ＭａＡＳＲ１ 基因的生物信息学分析结果表

明ꎬ该基因全长 ６８３ ｂｐꎬ其中 ５′非编码区 ６４ ｂｐꎬ３′非
编码区 １４２ ｂｐꎬ开放阅读框 ４３２ ｂｐꎬ共编码 １４３ 个氨

基酸ꎮ 本研究利用生物信息学的方法对 ＭａＡＳＲ１ 基

因进行基因结构ꎬ编码的氨基酸序列、蛋白质二级结

构和三级结构、蛋白质理化性质、氨基酸序列的保守

结构域等方面进行了全方位的预测和分析ꎮ
以拟南芥 ＭａＡＳＲ１ 转基因株系 Ｌ１４ 的 ｃＤＮＡ 为

模板克隆得到含有 ＭａＡＳＲ１ 完整阅读框的序列ꎬ构建

原核表达载体 ｐＥＴ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ 进行原核表达ꎬ研究

了 ｐＥＴ３０ａ￣ＭａＡＳＲ１ 在大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中的表

达与蛋白质纯化方法ꎬ通过试验获得了优化的诱导条

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ １:未经 ＩＰＴＧ 诱导的阴性对照ꎻ ２ ~ ５:
ＩＰＴＧ 浓度分别为 ０.０１ ｍｍｏｌ / Ｌ、０.０２ ｍｍｏｌ / Ｌ、０.０４ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ０.０８
ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
图 ９　 不同浓度 ＩＰＴＧ 诱导的 ＭａＡＳＲ１ 原核表达

Ｆｉｇ.９　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭａＡＳＲ１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩＰＴＧ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ １:未经 ＩＰＴＧ 诱导的阴性对照ꎻ ２ ~ ５:分
别为 ０􀆰 ０２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 ２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ 和 ５ ｈꎮ
图 １０　 不同诱导时间的 ＭａＡＳＲ１ 原核表达

Ｆｉｇ.１０　 ＭａＡＳＲ１ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

件ꎮ 外源基因能否在大肠杆菌中正确表达ꎬ受很多因

子的影响ꎬ例如目的基因本身的特性、诱导温度和时

间等ꎮ 由于不同诱导条件在一定程度上决定了目的

蛋白质的最终得率ꎬ因此优化目的蛋白质的诱导表达

条件非常必要ꎮ 本试验中ꎬＩＰＴＧ 的诱导浓度对目标

蛋白质的表达影响不明显ꎬ但诱导时间对目的蛋白质

的表达有明显影响ꎮ 目的条带用 Ｎｉ￣Ａｇａｒｏｓｅ 亲和层

析柱纯化后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析ꎬ结果表明没有

出现非特异性条带ꎬ纯化效果良好ꎮ
通过染色质免疫共沉淀技术(Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕ￣

ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎬ ＣｈＩＰ) [１８￣１９] 可以得到 ＭａＡＳＲ１ 作为

转录因子所直接调控的基因ꎬ但由于 ＤＮＡ 质量和片

段长短不同导致的扩增效率差异ꎬ基因组的重复程
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Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:纯化后 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质ꎮ
图 １１　 经镍柱亲和层析纯化后表达蛋白质 ＭａＡＳＲ１ 的 ＳＤＳ￣

ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.１１　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＭａＡＳＲ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ
Ｎｉ￣ａｇａｒｏｓｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:阴性对照ꎻ２:ＭａＡＳＲ１ 纯化蛋白质ꎮ
图 １２　 ＭａＡＳＲ１ 纯化蛋白质的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.１２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭａＡＳＲ１ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

度以及测序和序列比对过程中的错误都会引入系统

误差造成假阳性[２０]ꎬ所以该技术得到的基因需要进

行体外凝胶阻滞实验(ＥＭＳＡ)的验证ꎮ 通过原核表

达获得的纯化 ＭａＡＳＲ１ 蛋白质可用于 ＥＭＳＡ 验证ꎮ
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