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　 　 摘要:　 在植物体中ꎬ植物细胞色素 Ｐ４５０ 基因家族广泛参与了多种生理活动ꎮ 笔者所在团队前期通过转录组

测序发现ꎬＣＹＰ８１Ａ６ 基因的相对表达量受到水杨酸、稻瘟病病菌的诱导而上调ꎮ 尽管目前已知 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因具备

抗除草剂特性ꎬ但是至今还没有关于该基因参与植物产生病害反应的报道ꎮ 因此ꎬ本研究以日本晴水稻叶片作为

试验材料ꎬ用 ＰＣＲ 技术对水稻 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因片段进行扩增操作ꎮ 随后ꎬ将成功扩增的基因片段克隆到 ｐＥＴ３２ａ 原

核表达载体上ꎮ 在上述试验基础上ꎬ对该基因进行蛋白质表达与纯化处理ꎮ 为了获得更多的可溶性重组蛋白ꎬ开
展 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白诱导条件的筛选试验ꎮ 结果表明ꎬ当温度设定为 １６ ℃ꎬ并用 ０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖

苷(ＩＰＴＧ)诱导 ２０ ｈ 时ꎬ该蛋白质的表达量达到最佳水平ꎮ 同时ꎬ用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱ꎬ能够成功地将 ＣＹＰ８１Ａ６
蛋白洗脱纯化出来ꎮ 进一步利用纯化得到的 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白与烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(ＮＡＤＰＨ)进行酶促反

应ꎬ并通过专业的检测方法测得 ＣＹＰ８１Ａ６ 的酶活性为 １􀆰 ５１８ Ｕ / ｍＬꎮ 综上ꎬ本研究通过对水稻 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因的克

隆、表达、纯化及酶活性的测定等ꎬ为后续深入探究 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因的功能和作用机制奠定了基础ꎮ
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ｓｉｄｅ (ＩＰＴＧ) ａｔ １６ ℃ ｆｏｒ ２０ ｈ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ＣＹＰ８１Ａ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｌｕｔｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ. Ｆｕｒｔｈｅｒꎬ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＣＹＰ８１Ａ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ
ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ (ＮＡＤＰＨ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣＹＰ８１Ａ６ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｏ ｂｅ １.５１８ Ｕ / ｍＬ ｂｙ ｐｒｏ￣
ｆｅｓｓｉｏｎａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ＣＹＰ８１Ａ６ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｉｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒｉｃｅꎻ ＣＹＰ８１Ａ６ꎻ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｒｉｃｅ ｂｌａｓｔ

　 　 水稻作为全球重要的粮食作物ꎬ在生产上极易遭

受稻瘟病病菌(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)的感染ꎮ 稻瘟病

在世界各水稻产区均被视为一种极为严重的病害ꎬ给
水稻的产量、品质造成很大影响[１￣２]ꎮ 尽管目前化学

防治手段在稻瘟病的防控中仍占据重要地位ꎬ但是由

于众多化学农药存在作用位点单一的问题ꎬ加上在实

际生产中的不合理使用ꎬ导致抗药性问题日益突出ꎬ
同时还引发了环境污染、农药残留等一系列问题ꎮ 因

此ꎬ深入挖掘并充分利用水稻自身的抗病基因ꎬ对于

推动水稻抗病育种工作具有极其重要的意义[３￣４]ꎮ
细胞色素 Ｐ４５０(Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ꎬＣＹＰ４５０)基

因超家族广泛分布于真核、原核生物中ꎬ是参与细胞

多种生理活动的关键基因群[５￣６]ꎮ 在植物体内ꎬ
ＣＹＰ４５０ 氧化酶发挥着至关重要的作用ꎬ其催化的

次级代谢反应种类繁多ꎬ已知的就已超过 ５０ 种ꎬ反
应底物不仅涵盖黄酮、异黄酮、萜类、植物激素、生物

碱、色素等内源性化合物ꎬ还有除草剂、农药等外源

物质[７￣８]ꎮ 其中ꎬＣＹＰ８１Ａ６ 作为水稻 ＣＹＰ４５０ 基因家

族中的一员ꎬ位于水稻第 ３ 染色体上ꎬ主要在水稻

根、叶部表达ꎬ其编码的蛋白质定位于内质网[９]ꎮ
现有研究发现ꎬＣＹＰ８１Ａ６ 基因对苯达松、苯磺隆

(ＢＳＭ)这 ２ 类除草剂具有耐药性[１０]ꎬ并且 ＣＹＰ８１Ａ６
基因在拟南芥、烟草、油菜和番茄等植物中的异源表

达ꎬ使这些植株获得了苯达松抗性ꎮ ＣＹＰ８１Ａ６ 基因

还可以作为油菜、棉花等敏感作物遗传转化体系中

的标记基因ꎬ用于筛选抗药性[１１]ꎮ 此外ꎬＣＹＰ８１Ａ６
基因在三系杂交稻中也可用于去除父本[１２￣１３]ꎮ 由

此可见ꎬＣＹＰ８１Ａ６ 基因在农业领域具有极为广阔的

应用前景ꎮ 然而ꎬ目前尚未有关于 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因用

于水稻抗病反应的报道ꎮ
本研究团队在前期的研究中ꎬ通过转录组测序技

术分析发现ꎬＣＹＰ８１Ａ６ 基因在水杨酸的诱导下呈现显

著的上调表达趋势ꎮ 为了进一步探究该基因的表达

模式ꎬ分别对植物激素、稻瘟病病菌诱导下 ＣＹＰ８１Ａ６
基因的表达情况进行了详细分析ꎮ 结果表明ꎬ无论是

水杨酸胁迫处理ꎬ还是稻瘟病病菌诱导ꎬ都能使

ＣＹＰ８１Ａ６ 基因的相对表达量显著提升ꎮ 这一发现提

示ꎬＣＹＰ８１Ａ６ 基因极有可能参与到水杨酸信号通路

中ꎬ进而在水稻产生稻瘟病抗性的过程中发挥重要作

用ꎮ 基于上述研究结果ꎬ本研究拟克隆水稻 ＣＹＰ８１Ａ６
基因ꎬ并将其构建至原核表达载体中ꎮ 随后ꎬ在大肠

杆菌表达系统中进行 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因的蛋白质表达及

酶活性测定试验ꎬ以期为深入探索水稻 ＣＹＰ８１Ａ６ 基

因的功能及其分子作用机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

大肠 杆 菌 菌 株 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１、 表 达 载 体

ｐＥＴ３２ａ、水稻品种日本晴均由中南民族大学植物遗

传与发育学术团队提供ꎮ
１.２　 试验试剂

质粒提取试剂盒、ＰＣＲ 产物纯化试剂盒均购自

Ａｘｙｇｅｎ 公司ꎮ 限制性内切酶 ＫｐｎⅠ和 Ｂａｍ ＨⅠ、ＴＲ￣
Ｉｚｏｌ 试剂、反转录试剂盒(产品名:ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ)等均购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎮ 引物合成及阳性克隆测序由北京擎科生物科技

股份有限公司完成ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因的克隆 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布

的 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因序列号为 ＡＫ０６６７６０.１ 的 ｃＤＮＡ 序

列与 ｐＥＴ３２ａ 的多克隆位点ꎬ设计目的基因的特异

性引物ꎬ引物序列见表 １ꎮ 以日本晴叶片 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增水稻的 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因ꎬ采用的

扩增体系如下:２５ μＬ ２× ＰｈａｎａｔａＭａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ
２ μＬ ＫｐｎⅠ Ｐ４５０Ｆ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ２ μＬ Ｂａｍ Ｈ Ⅰ
Ｐ４５０Ｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ３ μＬ 日本晴 ｃＤＮＡꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ
补足体积至 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃ ４.０ ｍｉｎꎻ
９４ ℃ ０.５ ｍｉｎꎬ６０ ℃ ０.５ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １.５ ｍｉｎꎬ３５ 个循

环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ７.０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 反应程序按照标

准的三步法进行ꎬ退火温度为 ６０ ℃ꎬ反应设置 ３５ 个
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循环ꎮ ＰＣＲ 扩增完成后用 １％琼脂糖凝胶进行电泳

并纯化目的片段ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｅｌ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称　 序列(５′→３′)

ＫｐｎⅠＰ４５０Ｆ ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＴＧＧＡＴＡＡＣＧＣＣＴＡＣＡＴＴＡＴＴＧＣＣＡ

Ｂａｍ ＨⅠＰ４５０Ｒ ＧＣＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＡＣＧＡＧＣＴＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＡ

３２ａ￣Ｔ７Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ

３２ａ￣Ｔ７Ｒ ＧＣＴＡＧＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＧＧ

１.３. ２ 　 原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 的构建 　
ＰＣＲ 扩增得到 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因片段后ꎬ利用 Ｋｐｎ Ⅰ和

Ｂａｍ ＨⅠ分别对目的片段和 ｐＥＴ３２ａ 空载体进行双

酶切ꎬ纯化后连接ꎮ 连接体系如下:纯化的 ＰＣＲ 目

的片段 ３ μＬꎬ线性空载体 １ μＬꎬ高效连接酶 ４ μＬꎬ
１６ ℃连接 １２ ｈꎮ 连接完成后进行转化ꎬ通过抗性平

板进行筛选培养ꎮ 初步筛选出的单克隆扩大培养后

提取质粒进行 ＰＣＲ 检测与酶切鉴定ꎬ将鉴定成功的

阳性克隆送至生物公司测序ꎮ 将构建成功的重组载

体命名为 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ꎮ
１.３.３ 　 融合蛋白的诱导表达 　 用重组表达质粒

ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 转化大肠杆菌 ＢＬ２１ 感受态细胞ꎬ
提取的阳性克隆的质粒 ＤＮＡ 经 ＰＣＲ 检测成功后ꎬ
将重组菌株转入含氨苄青霉素(Ａｍｐ)的 ＬＢ 液体培

养基中扩大培养至 ＯＤ６００ ( ６００ ｎｍ 波长下的吸光

度)≈０􀆰 ６ꎬ分别在不同浓度异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖

苷(ＩＰＴＧ)、不同诱导时间以及不同诱导温度条件下

对 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白进行诱导表达[１４]ꎮ
(１)不同 ＩＰＴＧ 浓度试验设置: 培养 ５ ｍＬ 菌

液ꎬ以不加入 ＩＰＴＧ 的 ｐＥＴ３２ａ 空载体作为对照ꎬ重
组载体分别加 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ、
０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ、
０􀆰 ９ ｍｍｏｌ / Ｌ ８ 个不同 ＩＰＴＧ 浓度进行诱导表达ꎬ温
度设为 ２０ ℃ꎬ诱导时间为 １２ ｈꎮ

(２)不同诱导温度试验设置:培养 ５ ｍＬ 菌液ꎬ
设置 ＩＰＴＧ 使用浓度为 ０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＥＴ３２ａ 空载体

诱导温度为 ２０ ℃ꎬ分别用 １２ ℃、１６ ℃、２０ ℃ ３ 个不

同诱导温度诱导重组蛋白ꎬ诱导时间为 １２ ｈꎮ
(３)不同诱导时间试验设置: 培养 ５ ｍＬ 菌液ꎬ

设置 ＩＰＴＧ 使用浓度为 ０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ将对照 ｐＥＴ３２ａ
空载体于 ２０ ℃诱导 １２ ｈꎬ在 ２０ ℃下分别设置 ４ ｈ、

８ ｈ、１２ ｈ、１６ ｈ、２０ ｈ、２４ ｈ 等 ６ 个不同重组蛋白诱导

时间ꎮ
诱导完成后ꎬ将 ５ ｍＬ 菌液于 ４ ℃、４ ２００ ｒ / ｍｉｎ

离心 １０ ｍｉｎꎮ 收集菌体ꎬ加入 ６００ μＬ 磷酸盐缓冲液

(ＰＢＳ)重悬菌体ꎬ反复冻融 ３ 次以增强细胞的裂解

效果ꎮ 使用超声波进一步破碎菌体ꎬ然后于 ４ ℃、
４ ２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎮ 在上清液和

混合样品(可溶性 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白与变性 ＣＹＰ８１Ａ６
蛋白的混合物)中分别加入十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)
上样缓冲液ꎬ并将这些样品在 １００ ℃ 煮沸 １０ ｍｉｎꎮ
冷却并离心后ꎬ取 １０ μＬ 样品进行十二烷基硫酸钠￣
聚丙烯酰胺凝胶电泳( ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) 分析ꎮ 在确定

ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白的最佳表达条件后ꎬ进行蛋

白质印记试验(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ)检测ꎬ以验证蛋白

质的表达情况ꎮ
１.３.４　 融合蛋白的纯化　 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白诱

导完成后ꎬ用含组氨酸标签(Ｈｉｓ￣ｔａｇ)的镍柱试剂盒

对该蛋白质进行纯化ꎮ 由于蛋白质的洗脱效果不

佳ꎬ加入 β￣巯基乙醇并用 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ、５０
ｍｍｏｌ / Ｌ浓度梯度的咪唑进行洗脱ꎮ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
分析后ꎬ用考马斯亮蓝 Ｒ￣２５０ 染色ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ￣
ｔｉｎｇ 进行检测ꎬ以确定最优洗脱条件ꎮ
１.３.５　 ＣＹＰ８１Ａ６ 酶活性检测 　 制备 ３００ ｍＬ 菌液ꎬ
对 ＣＹＰ８１Ａ６ 进行大量诱导表达及纯化ꎬ收集纯化后

的上清液ꎬ得到粗酶液ꎮ 利用紫外可见分光光度计

检测烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(ＮＡＤＰＨ)的酶促

反应ꎬ从而确定 ＣＹＰ８１Ａ６ 的酶活性ꎮ 配制不同浓度

梯度的 ＮＡＤＰＨ 标准样品ꎬ将样品摇匀后ꎬ用紫外￣
可见分光光度计测定样品在 ３４０ ｎｍ 波长下的吸光

度(ＯＤ３４０)ꎬ同时以 ＮＡＤＰＨ 标准溶液浓度为横坐

标、ＯＤ３４０为纵坐标绘制 ＮＡＤＰＨ 标椎曲线ꎬ以灭菌

ｄｄＨ２Ｏ 为空白对照ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣＹＰ８１Ａ６ 目的基因片段的扩增

以日本晴的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用高保真酶进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ成功得到 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因片段ꎬ该片段全

长１ ５４２ ｂｐ(图 １)ꎬ编码长度为 ５１３ 个氨基酸的多

肽ꎬ推测蛋白质的相对分子量为５６ ４００ꎮ 对正确的

条带进行切胶回收ꎮ
２.２　 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 阳性克隆的鉴定

首先ꎬ用 Ｋｐｎ Ⅰ、Ｂａｍ ＨⅠ分别对 ＣＹＰ８１Ａ６ 基
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因片段、ｐＥＴ３２ａ 载体进行双酶切ꎮ 酶切完成后ꎬ进
行清洁纯化处理ꎬ得到高纯度的酶切产物ꎮ 随后ꎬ将
处理好的目的片段和载体进行连接、转化和筛选ꎬ从
而获得阳性克隆ꎮ 使用引物 ３２ａ￣Ｔ７Ｆ、 Ｂａｍ ＨⅠ
Ｐ４５０Ｒ 对重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 进行 ＰＣＲ 检

测ꎮ 通过 ＰＣＲ 反应扩增得到长度约为１ ７００ ｂｐ 的

目的片段(图 ２Ａ)ꎮ 随后ꎬ用 Ｋｐｎ Ⅰ、Ｂａｍ ＨⅠ酶对

重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 进行双酶切鉴定ꎬ可以

得到长度约为５ ９００ ｂｐ、１ ５４２ ｂｐ 的片段(图 ２Ｂ)ꎮ
最后ꎬ进行单克隆测序验证ꎬ结果显示序列正确ꎬ表
明重组质粒构建成功ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ꎻ１、２:日本晴 ｃＤＮＡꎮ
图 １　 ＣＹＰ８１Ａ６ 目的片段扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＹＰ８１Ａ６ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ａ:ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 重组质粒的 ＤＮＡ ＰＣＲ 鉴定结果ꎻ Ｂ:ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 重组质粒的双酶切鉴定结果ꎮ Ｍ１:ＤＬ２０００ꎻＭ２:ＤＬ１５０００ꎻ１~３:重
组载体质粒ꎻＣＫ:ｐＥＴ３２ａ 空载体ꎻ箭头所指为目标条带ꎮ

图 ２　 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 阳性克隆鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ

２.３　 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白的诱导表达

将重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 转化 ＢＬ２１ 后ꎬ在
ＩＰＴＧ 诱导下ꎬ在预期相对分子量为 ７４ ８００ 附近有 １
条明显的蛋白质条带ꎬ详见图 ３ꎮ 可见在大肠杆菌

中ꎬ重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 被成功诱导并表达

出 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白ꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果显示ꎬ使用不同浓度 ＩＰＴＧ 诱导

时ꎬ蛋白质的表达量表现出不同的变化ꎮ 随着 ＩＰＴＧ
浓度的升高ꎬ蛋白质的表达量逐步升高ꎻ当 ＩＰＴＧ 浓度

达到 ０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ后ꎬ总蛋白质的表达量的增幅不再

显著变化(图 ３)ꎮ 同时ꎬ本研究也分析了不同培养温

度对蛋白质表达量的影响ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬ在各个

温度条件下进行蛋白质的诱导时ꎬ一开始蛋白质的表

达量稳步上升ꎬ当温度达到 １６ ℃时ꎬ蛋白质的表达量

达到最高值ꎻ随后ꎬ尽管温度继续升高ꎬ但蛋白质的表

达量基本保持不变ꎮ 此外ꎬ本研究分析了不同诱导时

间对蛋白质表达量的影响ꎮ 由图 ５ 可以看出ꎬ在 ６ 个

不同诱导时间点ꎬ蛋白质的表达量先稳步增加ꎬ之后

基本趋于稳定ꎮ 因此我们可以推测ꎬ当诱导时间为

２０ ｈ 时ꎬ蛋白质的表达量达到最高值ꎮ
　 　 不同诱导温度、不同诱导时间和不同 ＩＰＴＧ 浓

度对重组蛋白的表达具有显著影响ꎮ 为了获得最佳

表达条件ꎬ笔者进行了一系列试验来优化上述参数ꎮ
首先ꎬ我们测试了不同诱导时间对 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白表

达量的影响ꎬ发现随着诱导时间的延长ꎬ重组蛋白的

表达量逐渐增加ꎮ 当诱导时间为 ２０ ｈ 时ꎬ重组蛋白

的表达量达到最高值ꎮ 其次ꎬ我们研究了不同诱导

温度对重组蛋白表达量的影响ꎬ发现低温诱导(如
１６ ℃)比高温诱导(如 ２０ ℃)更有效ꎮ 再次ꎬ本研究

还发现ꎬ在较低温度下诱导重组蛋白ꎬ其可溶性也更

好ꎮ 最后ꎬ本研究分析了不同 ＩＰＴＧ 浓度对重组蛋

白表达量的影响ꎮ 结果显示ꎬ随着 ＩＰＴＧ 浓度的增
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Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:ｐＥＴ３２ａ 空载混合液ꎻ２:不加 ＩＰＴＧ 混合

液ꎻ３:０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 上清液ꎻ４:０.３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 混合液ꎻ５:
０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 上清液ꎻ６:０. ４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 混合液ꎻ７:０. ５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 上清液ꎻ８:０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 混合液ꎻ９:０.６ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＩＰＴＧ 上清液ꎻ１０:０.６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 混合液ꎻ１１:０.７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ
上清液ꎻ１２:０.７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 混合液ꎻ１３:０.９ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 上清

液ꎻ１４:０.９ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 混合液ꎻ箭头所指为目标条带ꎮ
图 ３　 不同浓度异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)于 ２０ ℃诱导

１２ ｈ 后 ＣＹＰ８１Ａ６ 的表达情况

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＰ８１Ａ６ ａｆｔｅｒ １２ ｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ
(ＩＰＴＧ) ａｔ ２０ ℃

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:ｐＥＴ３２ａ 空载混合液ꎻ２:不加 ＩＰＴＧ 诱导

混合液ꎻ３:１２ ℃上清液ꎻ４:１２ ℃混合液ꎻ５:１６ ℃上清液ꎻ６:１６ ℃
混合液ꎻ７:２０ ℃上清液ꎻ８:２０ ℃混合液ꎻ箭头所指为目标条带ꎮ
图 ４　 ０.７ ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷( ＩＰＴＧ)在不同温

度下诱导 ＣＹＰ８１Ａ６ 的表达情况

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＰ８１Ａ６ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０.７ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ( ＩＰＴＧ) ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍ￣
ｐｅｒａｔｕｒｅｓ

加ꎬ重组蛋白的表达量逐渐上升ꎮ 然而ꎬ当 ＩＰＴＧ 浓

度超过 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ时ꎬ重组蛋白的表达量不再增

加ꎮ 因此ꎬ我们选择 ０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ作为最佳 ＩＰＴＧ 诱

导浓度ꎮ
综上所述ꎬ通过优化诱导条件ꎬ我们成功地提高

了重组蛋白 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ８１Ａ６ 的表达水平ꎮ 在诱导

时间为 ２０ ｈ、诱导温度为 １６ ℃、ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ７
ｍｍｏｌ / Ｌ的条件下ꎬ重组蛋白的表达量达到最高值

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:ｐＥＴ３２ａ 空载混合液ꎻ２:不加 ＩＰＴＧ 混合

液ꎻ３:４ ｈ 上清液ꎻ４:４ ｈ 混合液ꎻ５:８ ｈ 上清液ꎻ６:８ ｈ 混合液ꎻ７:
１２ ｈ 上清液ꎻ８:１２ ｈ 混合液ꎻ ９:１６ ｈ 上清液ꎻ１０:１６ ｈ 混合液ꎻ
１１:２０ ｈ 上清液ꎻ１２:２０ ｈ 混合液ꎻ１３:２４ ｈ 上清液ꎻ１４:２４ ｈ 混合

液ꎻ箭头所指为目标条带ꎮ
图 ５ 　 ２０ ℃条件下 ０. ７ ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)诱导不同时间后 ＣＹＰ８１Ａ６ 的表达情况

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＰ８１Ａ６ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ０.７
ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ (ＩＰＴＧ) ａｔ ２０ ℃
ａｃｒｏｓｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

(图 ６)ꎬ这一结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析结果(图
７)一致ꎮ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:ｐＥＴ３２ａ 空载混合液ꎻ２:不加 ＩＰＴＧ 混合

液ꎻ３:上清液ꎻ４:混合液ꎻ５:沉淀ꎻ箭头所指为目标条带ꎮ
图 ６ 　 １６ ℃条件下 ０. ７ ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)诱导 ２０ ｈ 后 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白表达情况

Ｆｉｇ.６ 　 ＣＹＰ８１Ａ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０. ７ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ (ＩＰＴＧ) ａｔ １６ ℃ ｆｏｒ ２０ ｈ

２.４　 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白的纯化

用不同浓度梯度咪唑洗脱液对 目 标 蛋 白

ＣＹＰ８１Ａ６ 进行洗脱ꎬ使用 Ｈｉｓ 蛋白纯化介质进行分

析纯化ꎬ对收集的洗脱组分进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎮ
考马斯亮蓝染色结果显示ꎬ当用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑进

行第 ２ 次洗脱时ꎬ在约７４ ８００位置出现 １ 条特异的

蛋白质条带(图 ８Ａ)ꎮ 考马斯亮蓝染色、Ｗｅｓｔｅｒｎ￣
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果表明ꎬＣＹＰ８１Ａ６ 在该条件下被成功
纯化(图 ８Ｂ)ꎮ
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１:ｐＥＴ３２ａ 空载混合液ꎻ２:不加 ＩＰＴＧ 混合液ꎻ３:上清液ꎻ４:混合

液ꎻ５:沉淀ꎮ
图 ７ 　 １６ ℃条件下 ０. ７ ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)诱导 ２０ ｈ 后 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果

Ｆｉｇ.７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＹＰ８１Ａ６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ０. ７ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ
(ＩＰＴＧ) ａｔ １６ ℃ ｆｏｒ ２０ ｈ

Ａ:考马斯亮蓝染色检测结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果ꎮ ＣＬ:
细菌裂解液ꎻ ＦＴ:上样穿流液ꎻ Ｗ１、Ｗ４:洗涤液ꎻ Ｅ１ ~ Ｅ４:洗脱

液ꎻＭ:蛋白质分子量标准ꎮ
图 ８　 ＣＹＰ８１Ａ６ 蛋白纯化结果

Ｆｉｇ.８　 ＣＹＰ８１Ａ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.５　 ＣＹＰ８１Ａ６ 酶活性的测定

取 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑条件下第 ２ 次洗脱的纯化蛋

白样品(Ｅ２)作为酶液ꎬ分别稀释 １０ 倍、５０ 倍、１００
倍后测定酶活性ꎮ

根据测得的 ＮＡＤＰＨ 标准曲线ꎬ得到如下公式:
Ｙ＝ ０.０１３ ９ｘ＋０.３０６ ８ꎬＲ２ ＝ ０.９９７ ０(图 ９)ꎮ 将上述

酶活性测定组 ３ 个样品的平均△ＯＤ(吸光度)值代

入公式后ꎬ测得 ＣＹＰ８１Ａ６ 酶活性为 １􀆰 ５１８ Ｕ / ｍＬꎮ

３　 讨论与结论

植物细胞色素 Ｐ４５０(ＣＹＰ４５０)在植物体内扮演

图 ９　 蛋白酶活性的标准曲线

Ｆｉｇ.９　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

着重要的角色[１５￣１６]ꎬ它能够催化多种物质(包括脂

肪酸、萜类化合物、氰苷、植物激素及酚类化合物

等[１７￣１８])的生物合成过程ꎮ 在植物的代谢网络中ꎬ
茉莉酸(ＪＡ)、水杨酸(ＳＡ)、脱落酸(ＡＢＡ)及赤霉素

(ＧＡ)等植物激素信号途径之间相互作用ꎬ在萜类化

合物的代谢过程中发挥着重要调控作用[１９￣２０]ꎮ 另

外ꎬ细胞色素 Ｐ４５０ 基因家族成员还能积极响应茉

莉酸、水杨酸、脱落酸及赤霉素等植物激素的诱导ꎬ
从而参与到植物应对逆境胁迫的过程中[１４ꎬ２１]ꎮ 在

三萜皂苷合成代谢途径中ꎬＯＳＣ２、ＳＳ、ＦＰＳ 和 ＤＳ 等

合成相关基因会响应 ＪＡ、ＧＡ 的诱导而上调表达ꎬ进
而诱导下游 ＣＹＰ４５０ 基因的相对表达量上调[１７ꎬ２２]ꎮ
水稻的 ＣＹＰ７６Ｍ、ＣＹＰ７１Ｚ 亚家族基因成员分别参与

了抗真菌、抗细菌植保素的合成[２３￣２４]ꎮ
本研究成功从水稻中克隆出 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因ꎬ它

隶属于多基因 ＣＹＰ４５０ 家族中的 ＣＹＰ８１ 亚家族ꎬ是
一类与植物抗逆性相关的功能蛋白质ꎮ 前期研究还

发现ꎬ该基因在水杨酸、稻瘟病病菌的诱导下会上调

表达ꎮ 在本研究中ꎬ我们利用日本晴品种克隆获得

了 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因ꎬ并将其成功构建到 ｐＥＴ３２ａ 原核

表达载体中ꎮ 通过 ＩＰＴＧ 诱导表达菌株ꎬ尝试了大

量表达目的蛋白ꎮ 我们用 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 在 ２５
℃诱导 ２０ ｈꎬ但菌体浓度高且 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测结果

显示条带很弱ꎬ蛋白质浓度很低ꎮ 为了进一步验证

蛋白质的表达情况ꎬ我们用蛋白质印记试验(Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)对载体上的 Ｈｉｓ 标签进行了检测ꎮ 结果

显示ꎬ确实存在预期大小的目的蛋白质ꎮ 通过对重

组蛋白质诱导条件进行优化ꎬ我们发现当诱导时间

为 ２０ ｈ、诱导温度为 １６ ℃、ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ重组蛋白质的表达量达到最高值ꎮ 随后ꎬ我们对

目的蛋白质进行了纯化ꎮ 由于初始洗脱效果不佳ꎬ
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我们加入了 β￣巯基乙醇来打开蛋白质的二硫键ꎬ以
增强蛋白质与纯化柱的结合能力ꎬ并尝试用不同浓

度梯度的咪唑进行洗脱ꎬ最终确定在 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓
度咪唑作用下ꎬ蛋白质能够得到纯化ꎮ 目的蛋白质

的成功表达和纯化为进一步研究 ＣＹＰ８１Ａ６ 基因在

水稻抗病反应中的作用奠定了坚实的基础ꎮ
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