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　　美国白蛾（ＨｙｐｈａｎｔｒｉａｃｕｎｅａＤｒｕｒｙ）属鳞翅目灯
蛾科，是世界性检疫害虫，我国将其与松材线虫病一

起列为一级林业有害生物［１］。国家林业局２０１７年
第２号文件公告，在我国，美国白蛾疫区达１１个省
（区、市）的５５８个县级行政区。美国白蛾核型多角
体病毒（ＨｙｃｕＮＰＶ）对美国白蛾有专一致死性和较好
的防治效果［２－５］。我国利用该病毒进行防治工作，

已由人工喷施为主推广为大范围、大面积的飞机喷

施，并取得了很好的防效［６］。美国、南斯拉夫、原捷

克斯洛伐克、保加利亚、原苏联、日本和朝鲜等欧美

和亚洲国家也曾利用ＨｙｃｕＮＰＶ防治美国白蛾，证明
ＨｙｃｕＮＰＶ对美国白蛾幼虫具有较高的感染率，并可
持续控制美国白蛾的虫口密度，具有不污染环境、对

人畜和其它非靶标生物安全的优点［７－１１］。可见，

ＨｙｃｕＮＰＶ是有效防控美国白蛾为害与蔓延的最佳
生物药剂之一［９］。

随着分子生物学的发展，杆状病毒基因组序列

测定及其功能基因研究进入了活跃时期。Ｉｋｅｄａ等
完成ＨｙｃｕＮＰＶ全基因组序列测定，并与已测序的杆
状病毒基因组比较分析后发现，该病毒中有些基因

非常保守，而这类基因对病毒的增殖起着重要的作

用［１２］。为了研究这类基因，作者通过分子生物学技

术对杆状病毒的这些基因进行改造、修饰或替换，构

建重组型的杆状病毒，从而扩大宿主范围或提高杀

虫效率［１３－１７］；还可以通过构建原核表达载体，使这

些基因成功地在大肠杆菌中表达，以此验证其蛋白

的功能［１８－２０］。本研究根据 Ｉｋｄｅａ对 ＨｙｃｕＮＰＶ全基
因组序列的分析，筛选出了功能还未被研究的、保守

性高的ＯＲＦ７２基因（ＯＲＦ７２属于ＧＩＹＹＩＧ核酸内切
酶家族，推测其与病毒ＤＮＡ的复制有关［２１］）。利用

基因重组技术将目标基因转移到带有 ＧＳＴ标签的
原核表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１上，以异丙基βＤ硫代半
乳糖苷（ＩＰＴＧ）为诱导剂，当加入 ＩＰＴＧ后，ｔａｃ被诱
导，ｔａｃ启动子后面的ＧＳＴ标签和连接在ＧＳＴ后面的
插入基因就能够表达出来［２１］。ｐＧＥＸ４Ｔ１ＯＲＦ７２融
合蛋白的成功诱导表达、条件的优化及蛋白的分离纯

化，为今后ＯＲＦ７２基因功能的研究奠定基础。

１　材料与方法
１．１　 材料
１．１．１　实验材料　美国白蛾核型多角体病毒（Ｈｙ
ｃｕＮＰＶ）由中国林业科学研究院昆虫病毒研发中心
保存。大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，表达菌株 ＢＬ２１

（ＤＥ３）感受态细胞、Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞均购
自天根公司，原核表达载体 ｐＧＥＸ４Ｔ１购自 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。
１．１．２　主要试剂　实验过程中所用引物由金维智
生物科技有限公司合成，琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂
盒（ＤＰ２０９－０３）及质粒小提试剂盒（ＤＰ１０３－０２）购
自天根公司；限制性内切酶ＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ和Ｔ４ＤＮＡ
连接酶均购自ＴａＫａＲａ公司。

ＬＢ固体培养基（１Ｌ）：在９５０ｍＬ去离子水中加
入胰蛋白胨１０ｇ、酵母提取物５ｇ、氯化钠１０ｇ、琼脂
粉１５ｇ、去离子水定容至１Ｌ。
２×ＳＤＳ上样缓冲液：１０％ ＳＤＳ４ｍＬ，甘油 ２

ｍＬ，β巯基乙醇１ｍＬ，１ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６８）
１ｍＬ，溴酚蓝２０ｍｇ，双蒸水２ｍＬ。

缓冲液 Ａ：５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯
化钠，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１二硫苏糖醇（ＤＴＴ），ｐＨ８０。

缓冲液 Ｂ：５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯
化钠，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１还原型谷胱甘
肽，ｐＨ８０。
１．１．３　主要仪器与设备　ＰＴＣ２００ＰＣＲ仪、ＳｉＧＭＡ
３ｋ１５高速离心机、ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００紫外分光光度
计、ＤＹＹ１０Ｃ型电泳槽和电泳仪（北京六一仪器
厂）、ＹＬＮＩＩＩ超强紫外透射仪、Ｇ：ＢＯＸＳＹＮＧＥＮＥ凝
胶成像系统仪、ＴＳ１脱色摇床、ＮＧＣＱｕｅｓｔ１０蛋白纯
化系统仪等。

１．２　方法
１．２．１　ＯＲＦ７２基因和 ｐＧＥＸ４Ｔ１载体的双酶切　
按照Ｍｕｒｉｌｌｏ等人的方法［２３］，提取美国白蛾核型多角

体病毒总 ＤＮＡ，并以其基因组 ＤＮＡ为模板，根据
ＧｅｎＢａｎｋ数据库提供的 ＨｙｃｕＮＰＶＯＲＦ７２序列（ＮＣ＿
００７７６７１）设计两端分别含有 ＥｃｏＲＩ和 ＸｈｏＩ酶切
位点的引物，引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 序列 酶切位点

ｐＧＥＸ４Ｔ１７２Ｆ
ＡＣＣＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧ
ＴＴＴＧＴＡＴＣＧＡＡＡＣＡ

ＥｃｏＲＩ

ｐＧＥＸ４Ｔ１７２Ｒ
ＡＡＡＣＣＴＣＧＡＧＴＣＧＣＡ
ＧＣＧＧＣＴＴＧＴＣＧＧ

ＸｈｏＩ

ＰＣＲ反应条件为９５℃下预变性处理５ｍｉｎ，然
后９５℃变性３０ｓ，６５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３３
个循环，最后７２℃终延伸处理１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应体
系见表２。得到的 ＰＣＲ扩增产物经１０％琼脂糖凝
胶电泳检测。检测正确后切胶回收纯化，回收产物
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经限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ和 ＸｈｏＩ在３７℃条件下，双
酶切处理３ｈ，双酶切体系见表３，酶切完成后１０％
琼脂糖凝胶电泳检测，检测正确后按照琼脂糖凝胶

ＤＮＡ回收试剂盒的使用说明切胶回收待用。同时，
将ｐＧＥＸ４Ｔ１载体质粒利用热击化法转入大肠杆菌
ＤＨ５α感受态细胞中，涂布到含氨苄青霉素（ａｍｐ，２０
ｍｇ·ｍＬ－１）抗性的 ＬＢ固体培养基上 ３７℃过夜培
养，挑斑，摇菌，按照质粒小提试剂盒的使用说明提

取质粒，同上进行双酶切［２３］，酶切后经１０％琼脂糖
凝胶电泳检测，检测正确后按照琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回
收试剂盒的使用说明切胶回收待用。

表２　ＰＣＲ反应体系
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＰＣＲ

组成 体积／μＬ

ｄｄＨ２Ｏ ２２
ＨｙｃｕＮＰＶＤＮＡ（２４３．２ｎｇ·μＬ－１） １
ｐＧＥＸ４Ｔ１７２Ｆ（２０μｍｏｌ·Ｌ－１） １
ｐＧＥＸ４Ｔ１７２Ｒ（２０μｍｏｌ·Ｌ－１） １
２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５
ＴｏｔａｌＶｏｌｕｍｅ ５０

表３　双酶切反应体系
Ｔａｂｌｅ３　Ｄｏｕｂｌｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

组成 体积／μＬ

ｄｄＨ２Ｏ １１
１０×ＨＢｕｆｆｅｒ ２
ＤＮＡ回收片段（２７２．６ｎｇ·μＬ－１） ５
ＥｃｏＲＩ（１５Ｕ·μＬ－１） １
ＸｈｏＩ（１５Ｕ·μＬ－１） １
ＴｏｔａｌＶｏｌｕｍｅ ２０

１．２．２　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＯＲＦ７２重组质粒表达载体的构
建　将１２１中酶切纯化后的目的基因和载体片段
在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下４℃过夜连接，连接体系见
表４。连接后将连接液转入大肠杆菌 ＤＨ５α感受态
细胞，３７℃下过夜培养，挑选菌落进行 ＰＣＲ鉴定，切
取大小正确的条带测序检测。

表４　Ｔ４连接反应体系
Ｔａｂｌｅ４　Ｔ４ｌｉｇａｓｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

组成 体积／μＬ

ｄｄＨ２Ｏ ４
Ｔ４ｌｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ １
ＯＲＦ７２（２７２．６ｎｇ·μＬ－１） ３
ｐＧＥＸ４Ｔ１（１００ｎｇ·μＬ－１） １
Ｔ４ｌｉｇａｓｅ（３５０Ｕ·μＬ－１） １
ＴｏｔａｌＶｏｌｕｍｅ １０

１．２．３　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＯＲＦ７２原核表达载体的诱导表
达　（１）菌株的活化：取１μＬ重组表达载体 ｐＧＥＸ

４Ｔ１ＯＲＦ７２分别转化于 ＢＬ２１和 Ｒｏｓｅｔｔａ感受态细
胞中，３７℃过夜培养后，分别挑选２个菌落在含 ａｍｐ
（２０ｍｇ·ｍＬ－１）的 ＬＢ液体培养基中３７℃、２００ｒ·
ｍｉｎ－１震荡过夜培养。

（２）菌株的诱导：将活化后的菌液按１０％比例
接入含有ａｍｐ的ＬＢ液体培养基中，于３７℃，２００ｒ·
ｍｉｎ－１条件下培养，３ｈ后加入ＩＰＴＧ至终浓度分别为
０１、０２、０４、０６、０８和１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，分别在１６、
２５、３０、３７℃不同温度条件下诱导培养８ｈ后取样。

（３）样品的处理：取不同菌株在不同温度和不
同诱导浓度下的样品各１ｍＬ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１ｍｉｎ，弃上清，加入０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（１×
ＰＢＳ）１ｍＬ重悬菌体沉淀，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １
ｍｉｎ洗涤，弃掉上清液，加入５０μＬ１×ＰＢＳ再次重悬
菌体沉淀，再加入等体积２×ＳＤＳ上样缓冲液，１００℃
煮沸５ｍｉｎ使蛋白质变性，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ３
ｍｉｎ，取上清，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ上样检测。

（４）ＯＲＦ７２蛋白诱导表达条件的筛选：①蛋白
表达菌株的筛选：在相同 ＩＰＴＧ诱导浓度（１０ｍｍｏｌ
·Ｌ－１）、相同诱导时间（８ｈ）、相同诱导温度（２５℃）
条件下，将重组质粒分别在 ＢＬ２１和 Ｒｏｓｅｔｔａ表达菌
株中进行表达，诱导后的蛋白样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
上样分析，通过表达量的多少筛选出最佳的表达菌

株。以未诱导的ＢＬ２１和Ｒｏｓｅｔｔａ表达菌株为阴性对
照。②蛋白表达诱导温度的筛选：选择１３１中筛
选出的最适表达菌株，然后在１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ
诱导浓度，１６、２５、３０和３７℃４种不同诱导温度条件
下进行蛋白的诱导表达，８ｈ后取样品进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ上样分析，以未诱导的表达菌株为阴性对照。
③蛋白表达诱导浓度的筛选：通过 １３１和 １３２
筛选出最适表达菌株和最适诱导温度，取同等条件

下不同诱导浓度（０１、０２、０４、０６、０８和 １０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ）表达的样品，进行ＳＤＳＰＡＧＥ上样
分析，以未诱导的样品作为阴性对照。④蛋白表达
诱导时间的筛选：通过以上条件的筛选，在最适表达

菌株、最适诱导温度和最适诱导浓度条件下，分别取

诱导４、６、８和１２ｈ后的样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ上样分
析。以未诱导的４、６、８和１２ｈ后的样品作为阴性
对照。

（５）ＯＲＦ７２蛋白可溶性表达的鉴定：为进一步
确定ＯＲＦ７２蛋白为可溶性蛋白还是包涵体蛋白，将
在Ｒｏｓｅｔｔａ表达菌株中诱导表达后的菌体进行超声
破碎，而后离心，收集上清和沉淀，分别于５０μＬ的１

９５
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×ＰＢＳ再次重悬菌体，加入等体积２×ＳＤＳ上样缓冲
液，１００℃煮沸５ｍｉｎ使蛋白质变性，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心３ｍｉｎ，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ上样检测。
１．２．４　ＯＲＦ７２蛋白的纯化　以Ｒｏｓｅｔｔａ表达菌株中
筛选出的最适蛋白诱导表达条件对 ＯＲＦ７２融合蛋
白进行大量的诱导表达，取诱导后的蛋白样品５０
１００ｍＬ超声破菌，包涵体在 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ和
５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠的缓冲液（ｐＨ８０）中洗涤 ２
次，然后在含有８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素、２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ
和５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ的缓冲液（ｐＨ８０）中变性溶解
至３０ｍＬ（密封搅拌，４℃条件下溶解过夜），包涵体
溶解后，分别在６ｍｏｌ·Ｌ－１尿素、４ｍｏｌ·Ｌ－１尿素、２
ｍｏｌ·Ｌ－１尿素和１ｍｏｌ·Ｌ－１尿素中进行分步透析使
蛋白复性。复性后利用 ＮＧＣＱｕｅｓｔ１０蛋白纯化系
统仪在缓冲液Ａ和缓冲液 Ｂ中进行纯化，通过带有
ＧＳＴ标签的亲和层析柱过滤，去除杂质，使其在保持
蛋白质生物学活性的同时，将含有 ＯＲＦ７２的融合蛋
白分离纯化出来。

２　结果
２．１　带有双酶切位点的ＯＲＦ７２基因的克隆

以ＨｙｃｕＮＰＶ基因组 ＤＮＡ为模版，经表１中引
物扩增，得到带有双酶切位点的 ＯＲＦ７２基因片段，
其大小为３１４ｂｐ（如图１）。连接转化后，送金维智
生物科技有限公司测序，其与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中提
供的 ＯＲＦ７２基因片段大小一致，且含有双酶切
位点。

图１　ＯＲＦ７２基因的克隆

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＯＲＦ７２ｇｅｎｅｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ

２．２　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＯＲＦ７２原核表达载体的诱导表达
２．２．１　ＯＲＦ７２蛋白诱导表达最适表达菌株的确定　将
含有重组质粒的表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）和Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）
分别用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ在２５℃条件下进行诱
导，８ｈ后收集诱导菌株。１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳鉴
定，其结果见图２。

　　泳道１：未转化的ＢＬ２１菌株阴性对照；泳道２：ＢＬ２１菌株阴性

对照；泳道３：未转化的Ｒｏｓｅｔｔａ菌株阴性对照；泳道４：Ｒｏｓｅｔｔａ菌株

阴性对照；泳道５：蛋白质Ｍａｒｋｅｒ（由上到下：１１７、８５、４９、３４、２５、１９

ｋＤａ）；泳道６：ＢＬ２１菌株在ＩＰＴＧ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度下诱导８ｈ；泳

道７：Ｒｏｓｅｔｔａ菌株在ＩＰＴＧ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度下诱导８ｈ；

Ｌａｎｅ１．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＢＬ２１ｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＯＲＦ７２ｇｅｎｅ；Ｌａｎｅ２．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＢＬ２１ｓｔｒａｉｎ；Ｌａｎｅ３．Ｎｅｇ

ａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｏｓｅｔｔａｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＯＲＦ７２ｇｅｎｅ；

Ｌａｎｅ４．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｏｓｅｔｔａｓｔｒａｉｎ；Ｌａｎｅ５．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ

（ｆｒｏｍｔｏｐｔｏｄｏｗｎ：１１７，８５，４９，３４，２５，１９ｋＤａ）；Ｌａｎｅ６．Ｔｈｅｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔＯＲＦ７２ｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ１．０ｍｍｏｌ．Ｌ－１ＩＰＴＧｆｏｒ８ｈｉｎ

ＢＬ２１ｓｔｒａｉｎ；Ｌａｎｅ７．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＯＲＦ７２ｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ１．０

ｍｍｏｌ．Ｌ－１ＩＰＴＧｆｏｒ８ｈｉｎＲｏｓｅｔｔａｓｔｒａｉｎ

图２　ＯＲＦ７２蛋白在不同菌株中的诱导表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＯＲＦ７２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

根据生物信息学分析，推测 ＯＲＦ７２蛋白质大小
为１２２ｋＤａ，ｐＧＥＸ４Ｔ１载体上所带 ＧＳＴ标签蛋白
大小为２６ｋＤａ，故推测诱导表达出的融合蛋白大小
为 ３８２ｋＤａ。图 ２显示该融合蛋白在 ＢＬ２１和
Ｒｏｓｅｔｔａ表达菌株中均有明显表达，且目的蛋白大小
与预测蛋白大小相吻合，而在未经诱导的表达菌株

中没有出现明显条带，证明蛋白表达成功。在两种

不同菌株中，该蛋白都有明显表达，但在 Ｒｏｓｅｔｔａ表
达菌株中的表达量明显比在 ＢＬ２１表达菌株中的表
达更为富集，表达量更高。因此，ＯＲＦ７２蛋白的表达
菌株选择Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）更为合适。
２．２．２　ＯＲＦ７２蛋白诱导表达最适温度的确定　在
ＩＰＴＧ浓度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，诱导时间为８ｈ条件
下，通过不同温度（１６、２５、３０和３７℃）诱导重组质粒
在Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）表达菌株中进行表达，诱导表达后
的蛋白样品，经 １２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，结果如
图３所示。在１６、２５、３０和３７℃下均出现大小约为
３８２ｋＤａ的蛋白条带，其大小与推测的融合蛋白大
小相符。该蛋白在１６℃条件下诱导时蛋白表达量
最少，２５℃条件下蛋白表达量最多，随着温度的升
高，蛋白表达量又呈下降趋势。以此，该融合蛋白在

２５℃条件下诱导最佳。
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　　泳道１：１６℃条件下未诱导；泳道２：２５℃条件下未诱导；泳

道３：３０℃条件下未诱导；泳道４：３７℃条件下未诱导；泳道５：蛋

白质Ｍａｒｋｅｒ（由上到下：１１７、８５、４９、３４、２５、１９ｋＤａ）；泳道６：１６℃

条件下诱导；泳道７：２５℃条件下诱导；泳道８：３０℃条件下诱导；

泳道９：３７℃条件下诱导；

Ｌａｎｅ１．Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄａｔ１６℃；Ｌａｎｅ２．Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄａｔ２５℃；Ｌａｎｅ３

Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄａｔ３０℃；Ｌａｎｅ４．Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄａｔ３７℃；Ｌａｎｅ５．Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍａｒｋｅｒ（ｆｒｏｍｔｏｐｔｏｄｏｗｎ：１１７，８５，４９，３４，２５，１９ｋＤａ）；Ｌａｎｅ６．Ｉｎ

ｄｕｃｔｅｄａｔ１６℃；Ｌａｎｅ７．Ｉｎｄｕｃｔｅｄａｔ２５℃；Ｌａｎｅ８．Ｉｎｄｕｃｔｅｄａｔ

３０℃；Ｌａｎｅ９．Ｉｎｄｕｃｅｄａｔ３７℃

图３　ＯＲＦ７２蛋白在Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）菌株中不同温度条件下的

诱导表达

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＯＲＦ７２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｓｔｒａｉｎ

２．２．３　ＯＲＦ７２蛋白诱导表达最适浓度的确定　在
相同诱导温度（２５℃）条件下，ＩＰＴＧ浓度分别为
０１、０２、０４、０６、０８和１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，在 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）表达菌株中诱导８ｈ后，取诱导表达后的蛋
白样品，经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定，结果如图４所
示。可以看出，该融合蛋白在２５℃和不同 ＩＰＴＧ浓
度（０１、０２、０４、０６、０８和１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）诱导
后均出现了明显的目的蛋白条带，其大小约为３８２
ｋＤａ，与预测融合蛋白大小一致。在不同 ＩＰＴＧ诱导
剂浓度下表达量差别不大，但浓度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

时表达量更高。故选择该蛋白在２５℃条件下，ＩＰＴＧ
浓度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时为最佳诱导浓度。
２．２．４　ＯＲＦ７２蛋白诱导表达最适时间的确定　通
过以上对诱导条件的筛选，在最适诱导温度２５℃，
最适ＩＰＴＧ诱导浓度１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１条件下，诱导不
同时间（４、６、８和 １２ｈ）后，重组质粒在 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）表达菌株中表达的蛋白经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳检测，其结果如图 ５所示。在 ２５℃、１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＩＰＴＧ浓度下诱导４、６、８和１２ｈ均呈现出明显
的目标蛋白表达，但在表达量上并没有表现出明显

区别。故通过改变诱导时间的长短并不会明显提高

融合蛋白的表达产量。

２．２．５　ＯＲＦ７２蛋白的可溶性　超声破碎后收集的
菌体上清及菌体沉淀经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析

　　泳道１：蛋白质Ｍａｒｋｅｒ；泳道２：阴性对照；泳道３：０１ｍｍｏｌ

·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导；泳道４：０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导；泳道５：０４

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导；泳道６：０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导；泳道

７：０８ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导；泳道８：１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导；

Ｌａｎｅ１．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ３．Ｏ

ｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｉｔｈ０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；Ｌａｎｅ４．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｗｉｔｈ０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；Ｌａｎｅ５．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｉｔｈ０４ｍｍｏｌ

·Ｌ－１ＩＰＴＧ；Ｌａｎｅ６．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｉｔｈ０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；

Ｌａｎｅ７．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｉｔｈ０８ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；Ｌａｎｅ８．Ｏｖｅｒ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｉｔｈ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ

图４　ＯＲＦ７２蛋白在２５℃不同ＩＰＴＧ浓度下的诱导表达

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅＯＲＦ７２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＰＴＧａｔ２５℃

　　泳道１：４ｈ阴性对照；泳道２：６ｈ阴性对照；泳道３：８ｈ阴性

对照；泳道４：１２ｈ阴性对照；泳道５：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ（由上到下：

１１７、８５、４９、３４、２５、１９ｋＤａ）；泳道６：诱导４ｈ；泳道７：诱导６ｈ；泳

道８：诱导８ｈ；泳道９：诱导１２ｈ；

Ｌａｎｅ１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒ４ｈ；Ｌａｎｅ２．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒ６

ｈ；Ｌａｎｅ３．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒ８ｈ；Ｌａｎｅ４．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒ１２

ｈ；Ｌａｎｅ５．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ（ｆｒｏｍｔｏｐｔｏｄｏｗｎ：１１７，８５，４９，３４，２５，１９

ｋＤａ）；Ｌａｎｅ６．Ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ４ｈ；Ｌａｎｅ７．Ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ６ｈ；Ｌａｎｅ８．Ｉｎ

ｄｕｃｅｄｆｏｒ８ｈ；Ｌａｎｅ９．Ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ１２ｈ

图５　ＯＲＦ７２蛋白在２５℃、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ和不同

时间下的诱导表达

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＯＲＦ７２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ

ａｔ２５℃ ｗｉｔｈ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ

结果如图６。可以看出，在菌体沉淀中有明显的目
的蛋白条带，且条带位置与融合蛋白位置相一致，大

小为３８２ｋＤａ，而上清中目的条带较浅。因此可以
判断ＯＲＦ７２蛋白大多以包涵体蛋白形式存在。
２．３　ＯＲＦ７２蛋白的纯化

在Ｒｏｓｅｔｔａ菌株中，２５℃条件下，ＩＰＴＧ浓度为
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　　泳道１：未转化的 Ｒｏｓｅｔｔａ菌株阴性对照；泳道２：Ｒｏｓｅｔｔａ菌

株阴性对照；泳道３：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ（由上到下：１１７、８５、４９、３４、

２５、１９ｋＤａ）；泳道４：Ｒｏｓｅｔｔａ菌株在２５℃、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度下

诱导８ｈ；泳道５：蛋白破碎后上清；泳道６：蛋白破碎后沉淀

Ｌａｎｅ１．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｏｓｅｔｔａｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔＯＲＦ７２ｇｅｎｅ；Ｌａｎｅ２．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｏｓｅｔｔａｓｔｒａｉｎ；Ｌａｎｅ

３．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ（ｆｒｏｍｔｏｐｔｏｄｏｗｎ：１１７，８５，４９，３４，２５，１９ｋＤａ）；

Ｌａｎｅ４．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＯＲＦ７２ｗａｓｉｎｄｕｃｅｄａｔ２５℃ ｗｉｔｈ１０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧｆｏｒ８ｈｉｎＲｏｓｅｔｔａｓｔｒａｉｎ；Ｌａｎｅ５．Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｃ

ｔｉｏｎａｆｔｅｒｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；Ｌａｎｅ６．Ｔｈｅｉｎｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ

图６　ＯＲＦ７２蛋白的可溶性表达鉴定

Ｆｉｇ．６　ＩｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＯＲＦ７２ｐｒｏｔｅｉｎ

１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，诱导８ｈ后取样。样品经变性、复
性处理后经 ＮＧＣＱｕｅｓｔ１０蛋白纯化系统仪上 ＧＳＴ
柱分析（柱体积为５ｍＬ），缓冲液Ｂ以１ｍＬ·ｍｉｎ－１

流速洗脱目的蛋白，在１２个柱体积处得到单一峰值
（图７）。收集起峰处的样品，经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳检测，结果见图８。

图７　ＯＲＦ７２融合蛋白的纯化色谱图

Ｆｉｇ．７　ＯＲＦ７２ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＧＳＴｔａｇａｆｆｉｎｉｔｙ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎ

图８中显示，ＯＲＦ７２融合蛋白在２５℃，１０ｍｍｏｌ
·Ｌ－１ＩＰＴＧ浓度，诱导８ｈ条件下能够大量表达。通
过对阴性对照和诱导后蛋白的纯化可以看出，融合

蛋白纯化后得到单一目的条带，该蛋白与大量表达

后的融合蛋白位置一致，大小均为３８２ｋＤａ，而阴性
对照纯化后无条带，即认为该蛋白为分离纯化后的

融合蛋白。

泳道１：蛋白质Ｍａｒｋｅｒ；泳道２：阴性对照；泳道３：诱导表达蛋白；

泳道４：纯化蛋白；泳道５：纯化阴性对照

Ｌａｎｅ１．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ３．Ｏｖｅｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；Ｌａｎｅ４．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；Ｌａｎｅ５．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆ

ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

图８　纯化蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测

Ｆｉｇ．８　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｂｙＳＤＳＰＡＧＥ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

３　讨论
ｐＧＥＸ４Ｔ１是一种可以高效表达插入的外源基

因的融合蛋白表达载体，带有 ｔａｃ启动子，具 ａｍｐ抗
性，能够克服转录和转录后水平对外源基因的表达

可能造成的不利影响［２４］。本研究中 ＯＲＦ７２蛋白大
小仅为１２２ｋＤａ，而该载体所表达的蛋白产物在 Ｎ
端含有ＧＳＴ序列，当加入融合标签 ＧＳＴ后，重组蛋
白的大小增加２６ｋＤａ，使蛋白能够正确折叠，并以融
合形式表达，表达的融合蛋白分子量为 ３８２ｋＤａ。
同时，ｐＧＥＸ４Ｔ１在ＢＬ２１（ＤＥ３）和 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）表
达菌株中都能高效表达，所以本实验选择 ｐＧＥＸ４Ｔ
１为表达载体。成功构建原核表达载体后，经 ＩＰＴＧ
诱导，在ＢＬ２１和Ｒｏｓｅｔｔａ菌株中均有明显目的条带，
且蛋白大小为３８２ｋＤａ，由此可以证明 ＯＲＦ７２蛋白
在两种菌株中都得到了高效表达，因其在 Ｒｏｓｅｔｔａ菌
株中表达量更高，所以在后续诱导条件的优化中选

择Ｒｏｓｅｔｔａ菌株为表达菌株。而表达效率除了受到
所选表达载体［２５］以及表达菌株的影响［２６］，还受其

他表达条件的影响，如培养条件和诱导条件等等，所

以需要通过改变诱导温度和诱导浓度对蛋白的表达

做进一步的优化。首先，选择１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１作为诱
导浓度，分别在１６℃、２５℃、３０℃和３７℃下进行诱导
表达，结果表明，ＯＲＦ７２蛋白在１６℃诱导时表达量
最低，２５℃诱导时表达量最高，３０℃诱导时表达量又
出现下降趋势。由此可以看出，诱导温度对于融合

蛋白的表达影响也很大，一般低温培养表达外源蛋

白的大肠杆菌，能一定程度上抑制包涵体的形
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成［２７］。在 １６℃诱导时，也可以延长其诱导表达时
间，检测目标蛋白是否能够正确折叠，并以可溶性蛋

白的形式存在。在相同温度（２５℃）条件下，用不同
浓度（０１、０２、０４、０６、０８和 １０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＩＰＴＧ）来诱导该蛋白，分析结果发现，随着诱导浓度
的增加，蛋白表达量并没有体现出明显的增加或减

少，但在浓度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时表达量较高。确定
菌株、温度、浓度等诱导条件后发现，改变诱导时间

的长短并不会明显提高融合蛋白的表达量，说明

ＩＰＴＧ浓度过高，作用时间过长，并不会提高融合蛋
白的产量［２８］。

为了进一步纯化该蛋白，在最佳诱导条件下对

该蛋白进行大量诱导表达，分析该融合蛋白的存在

形式，发现该蛋白以包涵体形式大量存在于沉淀中，

而上清中存在的较浅的目的条带，猜想可能是由于

上清中混入了少量的沉淀悬浮液所造成。

４　结论
本研究成功构建了 ｐＧＥＸ４Ｔ１ＯＲＦ７２原核表

达载体，确定出 ＯＲＦ７２融合蛋白最佳诱导表达条
件。即：在诱导温度为２５℃，ＩＰＴＧ浓度为１０ｍｍｏｌ
·Ｌ－１，时间为４ｈ时，该融合蛋白在 Ｒｏｓｅｔｔａ菌株中
能够以包涵体的形式大量表达。此外，本研究利用

ＧＳＴ亲和层析柱分离纯化出 ＯＲＦ７２融合蛋白，为深
入研究该蛋白的生物学活性奠定基础。
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