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全菌液用于后续
X'X.YI\-

分析%其余
破碎菌体于

>j

%

$)""B

(

/14

离心
>)/14

%收集上清液即
为目的蛋白

"

.

亚基核心区的粗蛋白液%于
>j

保存%将收
集的全菌液)上清液和沉淀进行

X'X.YI\-

分析*

#$P#(

+

&

#9*9+

!

重组蛋白
"

.

亚基核心区的纯化
!

使用
I_HI

蛋
白纯化系统对重组

"

.

亚基核心区的粗蛋白液进行纯化%

将制备好的
#""/W

粗蛋白溶液通过孔径为
"9>)

#

/

的
水性滤膜过滤后%于

>j

储藏%使用自动上样泵上样到预
先用磷酸盐缓冲液平衡好的

T1AHB0

C

TY

预装柱上%先
使用

)

"

#"

倍柱体积的磷酸盐缓冲液洗脱未与镍离子柱
结合的杂蛋白%于

!$"4/

下检测并收集各蛋白峰直至峰
值达到基线%使用

!"]

%

)"]

%

$"]

%

#""]

的含有
)""//82

(

W

咪唑的磷酸盐缓冲液对样品进行洗脱并收
集对应的蛋白峰&将收集到的所有蛋白峰通过

X'X.

YI\-

电泳进行分析鉴定*

!"P!!

+

&

#9*9,

!

数据处理
!

使用
UML?

官网的
L20A@

!

7@@

C

"((

G20A@94:G1942/94179

5

8F

(

L20A@9:

5

1

#功能对测序结果进行对
比分析$使用

O41YB8@

官网!

7@@

C

"((

<<<9=41

C

B8@98B

5

(

G20A@

(#查找
,X

大豆球蛋白
"

.

亚基核心区的氨基酸序列
并使用

L20A@

功能进行比对$使用
'UISIU

软件分析重
组表达载体的碱基序列及编码氨基酸$使用软件

X40

C

\;4;

分析重组表达载体的测序结果$使用软件
d=4@1@

3

Q4;

分析目的蛋白
"

.

亚基核心区的表达量$使用
?/0

5

;

W0G

分析核酸电泳凝胶图&

!

!

结果与分析

!9#

!

大豆总
VUI

的提取
由图

#

可知%

#

)

*

泳道的两个条带较为清晰%分别为
!$X

和
#$X

%证明提取的
VUI

并未被大量降解$而
!

)

>

泳
道中的两个条带稍显模糊%尤其是

!

泳道中的条带弥散
比较明显%说明所提取的

VUI

可能存在大部分被降解的
情况%因此使用超微量紫外'可见光分光光度计进行进
一步测定&

#

"

>

泳道的
VUI

样品浓度分别为
(+9+)

%

*)9!!

%

$)9(>

%

)*9()4

5

(

#

W

%各样品的
-

!+"4/

(

-

!$"4/

分别
为
!9">

%

#9,)

%

#9(,

%

#9()

&综上%

!

)

>

泳道中提取的
VUI

样品质量不高%因此选取
#

)

*

泳道提取的大豆总
VUI

用
于后续的

VH.YMV

试验&

!9!

!

目的基因的扩增
由图

!

可知%所得基因片段位置为
#"""

"

#)""G

C

%

长度约为
#*""G

C

%与
"

.

亚基核心区基因的理论值
!

#!+)G

C

#一致%证明
"

.

亚基核心区基因片段扩增成功&

S9'W)"""'UI S0a;B

!

#

"

>9

大豆总
VUI

图
#

!

大豆总
VUI

提取电泳图
&1

5

=B;#

!

X8

3

G;04@8@02VUI;6@B0:@184;2;:@B8

C

7;B8

5

B0/

S9'W)"""'UI S0a;B

!

#9

"

.

亚基核心区基因片段
图

!

!

目的基因片段
"

.

亚基核心区的扩增结果
&1

5

=B;!

!

I/

C

21E1:0@1848E@0B

5

;@

5

;4;

"

.A=G=41@:8B;

B;

5

184G

3

VH.YMV

'!

"

Z829*+

"

U89)

李篧熹等!

$

.

伴大豆球蛋白
"

.

亚基核心区的基因克隆$表达及纯化



!9*

!

重组克隆载体的构建$筛选及鉴定
由图

*

可知%采用自行设计的特异性引物
&#

(

V#

对
随机选取的

)

个菌株扩增得到的片段长度均为
#*""G

C

左右%与目的基因的理论值相一致$而使用通用引物
S>,

(

S>$

扩增得到的片段长度为
!"""G

C

左右%是因为
特异性引物与通用引物的位点中间有一定的片段大小%

因此该结果也与理论值相符&理论上而言%重组克隆载
体经单酶切后应形成清晰而单一的条带%但

C

\-S.

"

:

经
-:8V

$

单酶切后形成两个清晰条带%其大小分别与克隆
载体和目的基因的理论值相符%是因为选用的克隆载体
C

\-S.H-0A

3

上带有
-:8V

$

酶切位点$重组克隆载体经
7̂8

$

单酶切后能形成单一条带%证实重组克隆载体构
建成功$而经双酶切后重组克隆载体被切成两个较为清
晰的条带%且大小分别为

*"""G

C

与
#*""G

C

左右%与载
体

C

\-S.H-0A

3

!

*"#)G

C

#和目的基因
"

.

亚基核心区的

图
*

!

重组克隆载体
C

\-S.

%

:

的鉴定及筛选
&1

5

=B;*

!

?D;4@1E1:0@18404DA:B;;414

5

8EB;:8/G1404@:28.

414

5

F;:@8B

C

\-S.

"

:

理论值!

#!+)G

C

#相符&

!9>

!

重组表达载体的构建$筛选及鉴定
由图

>

可知%

>

)

)

)

+

)

#!

泳道扩增所得产物条带大小
为

#"""

"

!"""G

C

%约为
#*""G

C

%与目的基因理论长度
相符%而其余泳道未出现目的条带%可能是因为挑选的菌
落为假阳性&考虑到条带的清晰度)弥散程度和亮度%选
用

>

)

#!

泳道进行后续试验&

C

-H.!$0.

"

:

被限制性核酸内
切酶̂

78

$

)

-:8V

$

分别单酶切后均可得到与理论值大
小相符的单一条带$而被限制性核酸内切酶̂

78

$

)

-:8V

$

双酶切后则得到两个条带%片段大小分别为
#*""

%

)"""G

C

左右%与
"

.

亚基核心区!

#!+)G

C

#和载体
C

-H.

!$0

!

)*+(G

C

#的大小相符&通过测序比对可知%该序列
与

O41YB8@

中编号为
Y"'Q#)

的氨基酸序列相似度达到
#""]

%未出现碱基移码和错配的现象%证明重组表达载
体构建成功&

!9)

!

重组蛋白的存在形式
由图

)

可知%未添加诱导剂的工程菌
C

-H.!$0.

"

:

.

LW!#

经超声破碎后%其全菌液)上清液和沉淀中!

#

"

*

泳
道#均未在

)"aO

附近出现目的蛋白条带$而
*,j

下诱
导培养的菌体经超声后的全菌液)上清液和沉淀中!

>

"

+

泳道#均于
)"aO

处出现目的蛋白条带%由于上清液中所

图
>

!

重组表达载体
C

\-S.!$0.

"

:

的鉴定及筛选
&1

5

=B;>

!

?D;4@1E1:0@18404DA:B;;414

5

8EB;:8/G1404@:28.

414

5

F;:@8B

C

\-S.!$0.

%

:

(!

基础研究
&OU'IS-UHIWV-X-IVMT

总第
!!*

期
"

!"!"

年
)

月
"



S9

蛋白质
S0Ba;B

!

#

"

*9

未诱导工程菌的全菌)上清液和沉淀
>

"

+9

诱导的全菌)上清液和沉淀
!

,9

天然
,X

!

$9

蛋白纯化峰浓
缩后的滤液

!

(

"

#"9

蛋白纯化的穿透峰及浓缩液
!

##

)

#*9

蛋白
纯化洗脱峰

!

#!

)

#>9

蛋白纯化洗脱峰的浓缩液
图

)

!

重组
"

.

亚基核心区的提取及纯化电泳图
&1

5

=B; )

!

-2;:@B8

C

78B;A1A 8E @7; ;6@B0:@184 04D

C

=B1E1:0@1848E@7;B;:8/G1404@

"

'A=G=41@

:8B;B;

5

184

含的重组蛋白未形成包涵体%具有较好的溶解性%可收集
用于进一步的分离纯化*

#*

%

!*

+

$蛋白纯化的穿透峰及洗脱
峰浓缩后的滤液!

$

泳道#)诱导培养的菌体超声后的上清
液经蛋白纯化的穿透峰及其浓缩液!

(

"

#"

泳道#中无目
的蛋白条带%与期望相符的%证明在使用低浓度咪唑洗脱
杂蛋白时并没有目的蛋白被洗脱下来$而添加诱导剂的
菌体超声后的上清液经蛋白纯化的洗脱峰及其浓缩液
!

##

"

#>

泳道#中有目的蛋白的单一条带%证明洗脱峰中
目的蛋白含量较高%且目的蛋白含量为

$"]

左右&

*

!

结论
从齐黄

*>

品种的大豆种子中提取总
VUI

%通过自行
设计的特异性引物

&#

(

V#

经
VH.YMV

对
,X

大豆球蛋白
"

.

亚基核心区的基因进行扩增%成功构建了经̂
78

$

(

-:8V

$

双酶切鉴定)菌落
YMV

鉴定以及碱基测序均正
确重组克隆载体

C

\-S.

"

:

和重组表达载体
C

-H.!$0.

"

:

&

将重组表达载体
C

-H.!$0.

"

:

导入到感受态细胞
48719$

LW!#

!

'-*

#中%经
?YH\

诱导表达获得分子量约为
)"aO

的重组
"

.

亚基核心区蛋白%其表达条件为"

QX

+""4/

值为
"9$

)

?YH\

浓度为
"9!//82

(

W

)诱导温度为
*,j

)诱导时
间为

(7

%此条件下重组
"

.

亚基核心区蛋白可以得到大量
表达%其纯度为

$,]

以上&如何提高
"

.

亚基核心区蛋白
制备效率及纯度还需进一步研究&
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