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番茄 ＳｌＣＤＪ２蛋白在大肠杆菌和酵母中的表达

刘　琪　商鑫涛　陈　晨　王国栋△

（济宁医学院生物科学学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　ＤｎａＪ蛋白作为一种广泛存在于细胞内的分子伴侣，能响应多种胁迫反应。本研究以转基

因大肠杆菌和酿酒酵母为材料，研究番茄ＳｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔＤｎａＪ２（ＳｌＣＤＪ２）蛋白在渗透胁迫下的

表达情况，为进一步在番茄中研究其功能提供初步的理论依据。方法　ＰＣＲ扩增获得ＳｌＣＤＪ２基因，构建大肠杆

菌原核表达重组质粒ｐＥＴ３０ａＳｌＣＤＪ２和酵母真核表达重组质粒ｐＹＥＳ２ＳｌＣＤＪ２，分别通过热激转化法和醋酸锂酵

母转化获得转基因大肠杆菌和酵母菌株，ＳＤＳ聚丙烯凝胶电泳分析ＳｌＣＤＪ２蛋白大肠杆菌中的诱导表达情况，分

光光度法测定转基因大肠杆菌在渗透胁迫下的生长曲线，涂布方法观察转基因酵母菌在渗透胁迫下的生长表

型。结果　ＳｌＣＤＪ２蛋白在大肠杆菌中成功诱导表达；转基因大肠杆菌在渗透胁迫下吸光度明显高于野生型大

肠杆菌，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。转基因酵母菌在渗透胁迫下的生长菌落明显好于野生型酵母菌。结

论　在大肠杆菌和酿酒酵母中过表达ＳｌＣＤＪ２基因，有助于提高大肠杆菌和酿酒酵母对渗透胁迫的抗性。
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　　农业生产中，渗透胁迫是影响作物产量的一个
重要环境因素，包括干旱胁迫和高盐胁迫。我国每

年因干旱等自然灾害导致粮食减产达１０％以上，
而这个比例因温室效应加剧还在逐年增加［１］。因

此，面对这些自然灾害，提高农业生产力，是我们亟

待解决的科学问题。

ＤｎａＪ蛋白，是广泛存在于细胞内的一种分子
伴侣，具有完成蛋白质折叠、解折叠、向特定细胞器

运输和调节蛋白复合物解聚等功能［２］。据报道，

ＤｎａＪ蛋白能参与细胞内多种生化过程和响应多种
胁迫反应，进而增强植物的抗逆性［３］。大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）是一种革兰氏阴性菌，是遗传学
和生物化学研究常用的菌体。酵母作为一种真核

生物，细胞对渗透压的反应是相对恒定的，比植物

更易用于遗传研究。本研究中，我们首次从番茄叶

片中分离克隆得到 ＳｌＣＤＪ２基因，经过生物信息分
析发现，ＳｌＣＤＪ２基因编码的蛋白属于 ＤｎａＪ蛋白家
族［４］。将ＳｌＣＤＪ２基因转入大肠杆菌和酵母中，与
野生菌株相比，转基因大肠杆菌和酵母均提高了对

渗透胁迫的抗性。报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料
实验菌株：大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｓｔｒａｉｎ

ＢＬ２１）和酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｓｔｒａｉｎ
ＹＰＨ５００），由山东农业大学作物生物学国家重点实
验室提供。

１．２　方法
１．２．１　 ＳｌＣＤＪ２基因的克隆及测序　在ＮＣＢＩＧＥＮ
ＥＢＡＮＫ数据库中查得 ＳｌＣＤＪ２基因的 ｍＲＮＡ序列
（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ＡＫ３２３９４２），设计特异引物（上
游引物：ＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＴＧＡＧＡＴＣＧＡＴ；下游引物：
ＣＴＡＴＡＧＡＴＴＣＴＴＡＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴ），以番茄叶片的
ｃＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，程序为９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃ ５０ｓ，５５℃退火 ５０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。随后对ＰＣＲ产物进行测
序验证。

１．２．２　ＳｌＣＤＪ２基因在大肠杆菌中的表达　设计
特异性引物，上游引物：ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＴ
ＧＡＧＡＴＣＧＡＴ，下划线是 ＢａｍＨ Ｉ；下 游 引 物：
ＧＡＧＣＴＣＣＴＡＴＡＧＡＴＴＣＴＴＡＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴ，下划线
是ＳａｃＩ。将ＳｌＣＤＪ２基因的编码序列采用 ＰＣＲ技
术扩增出来，利用酶切位点 ＢａｍＨＩ和 ＳａｃＩ，进行

双酶切反应，将该基因编码序列连接到原核表达载

体 ｐＥＴ３０ａ上。然后，将重组质粒转化 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１，获得阳性菌株，再将野生菌株和阳性菌株分
别在 ２０ｍｌＬＢ液体培养基中培养（３７℃，２００ｒｐｍ／
ｍｉｎ），当菌液 ＯＤ６００＝０．６时，首先将野生菌液和
转基因菌液各取１ｍｌ，置于４℃冰箱内备用，再向剩
余菌液加入ＩＰＴＧ（Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｔｈｉｏβｄｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ），使
其终浓度为 １ｍＭ，持续培养 ６ｈ，每隔 １ｈ，取样 １
次，将所有样品，经１００００ｒｐｍ／ｍｉｎ，离心１ｍｉｎ，倒掉
上清，菌体沉淀备用。最后，经 ＳＤＳ聚丙烯酰氨凝
胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）将诱导表达的蛋白分离开
来［５］。

１．２．３　大肠杆菌在渗透胁迫下的生长分析　为了
分析含空载ｐＥＴ３０ａ和含有ｐＥＴ３０ａＳｌＣＤＪ２重组质
粒的大肠杆菌在正常和盐胁迫下的生长情况，首先

配制 ＩＰＴＧ终浓度为 １ｍＭ，ＮａＣｌ终浓度分别为
２００ｍＭ、４００ｍＭ和 ８００ｍＭ的 ＬＢ液体培养基，各
１００ｍｌ。然后，取１００μｌＯＤ６００＝０．８的菌液分别加
入以上ＬＢ液体培养基中，３７℃，２００ｒｐｍ／ｍｉｎ，持续
培养２８ｈ。同样，为了分析含空载 ｐＥＴ３０ａ和含有
ｐＥＴ３０ａＳｌＣＤＪ２重组质粒的大肠杆菌在干旱胁迫
下的生长情况，首先配制 ＩＰＴＧ终浓度为１ｍＭ，甘
露醇（Ｍａｎｎｉｔｏｌ）终浓度分别为 ２００ｍＭ、４００ｍＭ和
８００ｍＭ的 ＬＢ液体培养基，各 １００ｍｌ。然后，取
１００μｌＯＤ６００＝０．８的菌液分别加入以上 ＬＢ液体
培养基中，３７℃，２００ｒｐｍ／ｍｉｎ，震荡培养 ２８ｈ。最
后，使用分光光度计检测不同时间点的菌体ＯＤ６００
值。以上实验均进行３次生物学重复。
１．２．４　 酵母表达载体的构建　首先设计特异性
引物，上游引物：ＧＡＧＣＴＣＡＴＧＡＧＣＡＡＴＴＴＧＡＧＡＴ
ＣＧＡＴ，下划线是 ＳａｃＩ；下游引物：ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴ
ＡＧＡＴＴＣＴＴＡＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴ，下划线是 ＢａｍＨＩ。采
用ＰＣＲ技术扩增 ＳｌＣＤＪ２基因的编码序列。再利
用ＳａｃＩ和ＢａｍＨＩ内切酶将ＰＣＲ产物和酵母表达
载体ｐＹＥＳ２进行双酶切反应，最终将 ＳｌＣＤＪ２基因
的编码序列连接到酵母表达载体 ｐＹＥＳ２上，构建
重组质粒。

１．２．５　酵母遗传转化　将酵母空载ｐＹＥＳ２和ｐＹ
ＥＳ２ＳｌＣＤＪ２重组质粒转入酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒ
ｅｖｉｓｉａｅｓｔｒａｉｎＹＰＨ５００）中。利用醋酸锂酵母转化系
统获得了阳性酵母菌株［６］。

１．２．６　酵母在渗透胁迫下的生长分析　Ｓ．ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅｓｔｒａｉｎＹＰＨ５００在 ＹＰＤ（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ／ｐｅｐｔｏｎｅ／
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ｄｅｘｔｒｏｓｅ）培养基中培养，而含有重组质粒的酵母菌
株在 ＹＮＢＵｒａ（ｙｅａｓｔｎｉｔｒｏｇｅｎｅｘｔｒａｃｔ，（ＮＨ４）２ＳＯ４，
ｇｌｕｃｏｓｅ，Ｈｉｓ／ｔｒｐ／ｌｅｕ／ｌｙｓ和 Ａｄｅｍｉｎｅ）培养基中培
养。为了分析含空载 ｐＹＥＳ２和 ｐＹＥＳ２ＳｌＣＤＪ２重
组质粒的酵母菌在正常和渗透迫下的生长情况，首

先，分别配制 ＮａＣｌ和 Ｍａｎｎｉｔｏｌ终浓度为 ２００ｍＭ、
４００ｍＭ和８００ｍＭ的 ＹＮＢＵｒａ固体培养基。然后，
挑取阳性菌株到１０ｍｌＹＮＢＵｒａ液体培养基（含终
浓度２％的棉子糖）中，２８℃，２００ｒｐｍ／ｍｉｎ，震荡培
养７２ｈ后，吸取１ｍｌ培养物到２５ｍｌＹＮＢＵｒａ液体培
养基（含终浓度 ２％的半乳糖，１％ ＮＰ４０）中，
２２℃，２００ｒｐｍ／ｍｉｎ，继续震荡培养 ４８ｈ，直至菌液
ＯＤ６００＝１．０。吸取１００μｌ的菌液连续稀释１０倍，
稀释３次，将稀释后的菌液吸取１０μｌ点在不同浓
度ＮａＣｌ和Ｍａｎｎｉｔｏｌ的培养基上，２８℃条件下，培养
５ｄ，拍照记录。
１．３　统计学方法

所有数据结果均以 珋ｘ±ｓ表示，在 ＳＰＳＳ１８．０
统计分析软件中利用 ｔ检验进行组间比较，Ｐ＜０．
０５，为差异有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　ＳｌＣＤＪ２基因的克隆
根据 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库中的 ｍＲＮＡ序列

（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ＡＫ３２３９４２），设计特异引物，以
番茄叶片总 ＲＮＡ反转录获得的 ｃＤＮＡ为模板，进
行ＰＣＲ扩增，经过琼脂糖凝胶电泳分离到一条８３４
ｂｐ的ＤＮＡ条带，与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中查得的大小
一致（图１），测序结果显示序列完全正确。这些结
果说明，成功地克隆得到了 ＳｌＣＤＪ２基因。ＳｌＣＤＪ２
基因全长为１１５９ｂｐ，开放阅读框为８３４ｂｐ，第６６个
核苷酸处为起始密码子ＡＴＧ，第８９８个核苷酸处为
终止密码子ＴＡＧ，开放阅读框编码２７７个氨基酸，
预测分子量为 ３２．７ｋＤａ，等电点为 ９．３０（ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）。
２．２　ＳｌＣＤＪ２蛋白在大肠杆菌中的诱导表达

将转ｐＥＴＳｌＣＤＪ２融合质粒的大肠杆菌阳性菌
株，进行ＩＰＴＧ诱导６ｈ后，将样品进行聚丙烯酰胺
凝胶电泳，结果显示在大肠杆菌中有一条大约

３４ｋＤａ的带，诱导后的蛋白为连有组氨酸标签的融
合蛋白（图２）。这个结果说明ＳｌＣＤＪ２蛋白能在大
肠杆菌中经诱导表达。

图１　ＳｌＣＤＪ２基因核酸凝胶电泳图

１：ｐＥＴＳｌＣＤＪ２未经ＩＰＴＧ诱导；２７：分别经ＩＰＴＧ诱导１～６ｈ；

Ｍ：蛋白Ｍａｋｅｒ

图２　ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳

２．３　ＳｌＣＤＪ２蛋白大肠杆菌对渗透胁迫抗性的增
强

将结果２．１中获得的转 ｐＥＴ３０ａＳｌＣＤＪ２阳性
菌株和转 ｐＥＴ３０ａ空载菌株在甘露醇模拟的干旱
胁迫下，进行持续２６ｈ诱导表达，分别在１、２、４、６、
８、１０、１２、２４ｈ和２６ｈ时间点取样检测。结果如图３
显示：在没有胁迫条件下（０ｍＭ甘露醇），转基因菌
株和对照菌株的生长情况没有明显差异（图３Ａ）。
在干旱胁迫条件下，转基因菌株的生长状况明显好

于对照菌株（图３Ｂ、３Ｃ、３Ｄ），只是随着胁迫程度的
加深，转基因菌株和对照菌株生长情况均在变差。

在进行盐胁迫处理时，如结果图４显示：与干旱胁
迫的结果极其相似（图４Ａ、４Ｂ、４Ｃ、４Ｄ）。只是盐胁
迫对转基因和对照菌株生长的影响明显大于干旱

胁迫。总之，将番茄 ＳｌＣＤＪ２蛋白在大肠杆菌中进
行表达，增强了转基因大肠杆菌对渗透胁迫的抗

性。

２．４　ＳｌＣＤＪ２蛋白酵母对渗透胁迫抗性的增强
为了进一步探究ＳｌＣＤＪ２在酵母中是否具有与

在大肠杆菌中同样的功能，我们构建了 ｐＹＥＳ２Ｓｌ
ＣＤＪ２酵母表达载体，并成功转化酵母，获得阳性菌
株。如图５显示：不论是在干旱胁迫下还是盐胁迫
下，转ｐＹＥＳ２ＳｌＣＤＪ２的酵母菌株均比转 ｐＹＥＳ２空
载的对照菌株菌落密度要大，只是随着胁迫程度加

·４２１·
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大，阳性菌株和对照菌株的菌落密度均在逐渐减

小，这就说明阳性菌株的生长状况要优于对照菌株

的生长状况。这些结果说明，ＳｌＣＤＪ２蛋白有助于
增强转基因酵母对渗透胁迫的抗性。

代表与对照组相比存在显著差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）

图３　干旱胁迫对转ＳｌＣＤＪ２基因的大肠杆菌生长的
影响（Ｍｅａｎ±ＳＥ，ｎ＝６）

代表与对照组相比存在显著差异（Ｐ＜０．０５）

图４　盐胁迫对转ＳｌＣＤＪ２基因的大肠杆菌生长的
影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

图５　干旱和盐胁迫对转ＳｌＣＤＪ２基因酵母生长的影响

３　讨论

ＤｎａＪ蛋白是生物体内广泛存在的一种参与多
种生理生化过程，并响应多种胁迫的热激蛋白，最

早发现于大肠杆菌中［７］。近几年，几乎在所有的

生物类群中均有 ＤｎａＪ蛋白的发现，且具有多种不
同的生物特征［８］。Ｈｓｐ７０ＤｎａＪ分子伴侣系统能够

维持多种胁迫下细胞内蛋白质的稳定，进而提高生

物体的抗逆性［９］。例如 ＡｔＤｊＡ２和 ＡｔＤｊＡ３蛋白有
助于提高拟南芥的高温抗性［１０］。ＡｔＤｊＢ１可以通
过保护细胞免受高温诱导的氧化胁迫的伤害，进而

提高拟南芥的耐热性［１１］。异源表达大豆 ＧｍＤｊｐ１
能够显著提高大肠杆菌的高温抗性［１２］。Ｓｃｈａｆｌｅｉｔ
ｎｅｒ等［１３］研究发现６个ＤｎａＪ蛋白均受到水分胁迫
的诱导而上调表达，其作用可能是维持干旱胁迫下

细胞内蛋白组分的稳定性，从而减轻细胞的损伤。

Ｚｈａｏ等［１４］研究表明，在大肠杆菌中异源表达拟南

芥ＤｎａＪ蛋白能够增强细菌对盐的耐受性。目前，
番茄中ＤｎａＪ蛋白功能研究较少，尤其是对渗透胁
迫条件下其功能研究更少。因此，本研究中我们从

番茄叶片中克隆得到一个 ＤｎａＪ基因（ＳｌＣＤＪ２），该
基因全长为１１５９ｂｐ，开放阅读框为８３４ｂｐ，编码
２７７个氨基酸（图１）。先前研究表明，番茄 ＳｌＣＤＪ２
基因受干旱胁迫的诱导表达［１５］。在本研究中，在

大肠杆菌中表达 ＳｌＣＤＪ２蛋白（图２），转基因大肠
杆菌在干旱和盐胁迫的生长状况明显好于对照菌

株（图３、４），说明 ＳｌＣＤＪ２蛋白有助于提高转基因
大肠杆菌对渗透胁迫的抗性。同样，在酵母中表达

ＳｌＣＤＪ２蛋白，转基因酵母菌株在干旱和盐胁迫下
的菌落密度均高于对照菌株（图５），说明 ＳｌＣＤＪ２
蛋白有助于转基因酵母提高对渗透胁迫的抗性。

这些研究初步表明，番茄 ＳｌＣＤＪ２基因在响应渗透
胁迫过程发挥重要的功能，但 ＳｌＣＤＪ２基因在番茄
中的具体功能仍有待进一步研究。
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