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扁蓿豆ＭｒＬＥＡ２基因的克隆和原核表达

马　超１，２，沈迎芳１，２，吴小培１，２，王海庆１＊

（１中国科学院 西北高原生物研究所高原适应与进化重点实验室，西宁８１０００８；２中国科学院大学，北京１０００４９）

摘　要：从扁蓿豆（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｒｕｔｈｅｎｉｃａ　Ｌ．）幼苗中克 隆 到 一 个 编 码 晚 期 胚 胎 发 生 丰 富 蛋 白 的 基 因 ＭｒＬＥＡ２，Ｐｆａｍ
数据库检索表明其编码产物属于ＬＥＡ＿２蛋 白 家 族。半 定 量ＲＴ－ＰＣＲ分 析 发 现 ＭｒＬＥＡ２在 幼 苗 中 表 达 水 平 不 受

非生物胁迫（脱水、高盐和低温）和脱落酸诱导。利用ＭｒＬＥＡ２基因构建原核表达载体，在大肠杆菌中实现了过量

表达。通过斑点试验和菌落计数实验，对过量表达 ＭｒＬＥＡ２蛋白的大肠杆 菌 细 胞 在 高 盐（０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ和０．５

ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ）、５５℃高温和－２０℃冷冻胁迫处理下的生长存活情况检测发现，ＭｒＬＥＡ２蛋白过量表达能够明显提高

大肠杆菌对上述胁迫的耐受性。研究表明，ＭｒＬＥＡ２蛋白对高盐和温度胁迫引起的细胞损伤具有保护作用。
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　　晚期胚胎发生丰富蛋白（ｌａｔｅ　ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａ－
ｂｕｎｄａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＥＡ　ｐｒｏｔｅｉｎ）因 其 在 植 物 胚 胎 形

成晚期大量积累而被最先报道［１］，之后在植物其它

组织和器官 中 发 现 非 生 物 胁 迫 和 脱 落 酸（ＡＢＡ）能

够诱导ＬＥＡ蛋 白 的 合 成，甚 至 在 一 些 生 物 胁 迫 下

也有ＬＥＡ蛋白基因表达［２－３］。后续研究 表 明 细 菌、
昆虫、线虫等有机体内也存在ＬＥＡ蛋白［４－６］。

ＬＥＡ蛋白富含甘氨酸等亲水性氨基酸，疏水性



氨基酸含量很少，具有高度的亲水性和热稳定性［７］。
在拟南芥 中，Ｈｕｎｄｅｒｔｍａｒｋ等 根 据ＬＥＡ蛋 白 的 氨

基酸序列信息在Ｐｆａｍ数据库中将其划分为６个家

族，大多数ＬＥＡ蛋白基因的非编码区存在脱落酸、
低温以及脱水胁迫应答元件，能够被低温、干旱等非

生物胁迫因素以及脱落酸诱导表达［８］。在逆境胁迫

情况下，ＬＥＡ蛋白具有保护细胞内酶等生物大分子

的活性，维 持 细 胞 膜 的 稳 定 性 等 作 用［８－１０］。大 麦 中

编码ＬＥＡ蛋白的ＨＶＡ１基因过量表达能够明显提

高转基 因 水 稻 的 抗 旱 和 抗 盐 能 力［１１］。Ｇｉｌｍｏｕｒ发

现拟南芥ＬＥＡ蛋白基因ｃｏｒ４７和ｃｏｒ６．６在低温胁

迫保护调节中起关键作用［１２］。此外，在细菌和酵母

中ＬＥＡ蛋白过量表达能够明显增强宿主细胞对低

温、高渗和高盐胁迫的耐受性［１３－１７］，因此在非生物胁

迫下ＬＥＡ蛋白对细胞具有重要的保护作用。
扁蓿豆（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｒｕｔｈｅｎｉｃａ　Ｌ．）具有广适性和

极强的抵抗干旱、低温、盐碱胁迫的能力，是唯一能

够在青藏高原高寒地区生长的苜蓿属多年生豆科植

物［１８］。同时，扁蓿 豆 存 在 丰 富 的 遗 传 多 样 性，是 极

具驯化利用潜力的高寒地区豆科牧草资源［１９］，也是

研究植物适应环境机制的理想材料之一。
本实验根据低温胁迫转录组测序信息，从扁蓿

豆幼苗中克隆了编码晚期胚胎发生丰富蛋白ＬＥＡ＿

２家族成员的ＭｒＬＥＡ２基因，半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析

发现，ＭｒＬＥＡ２在扁蓿豆幼苗中的表达水平不受非

生物胁迫和脱落酸诱导。利用原核表达系统对其在

非生物胁迫 下 细 胞 的 保 护 效 果 分 析 表 明，ＭｒＬＥＡ２
能够增强大肠杆菌对盐和温度胁迫的耐受性。根据

上述结果推测ＭｒＬＥＡ２基 因 在 植 物 中 除 了 逆 境 胁

迫保护作用之外，还可能发挥其他功能。

１　材料和方法

１．１　植物材料和处理

扁蓿豆种子由中国农业科学院草原研究所孙启

忠研究员提供。将种子用浓硫酸处理１０ｍｉｎ，用流

水冲洗５次 后 置 于 铺 有２层 湿 滤 纸 的 培 养 皿 中 发

芽，３ｄ后挑选 发 芽 种 子 转 移 蛭 石 和 黑 土（３∶１）混

合基质中，于２２℃、１６ｈ／８ｈ光照条件下生长３周

后对幼苗进行胁迫和脱落酸处理。将幼苗转移到４
℃光 照 培 养 箱 进 行 低 温 处 理；采 用１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ水溶液浇灌进行高盐处理；脱落酸处理为将幼

苗洗净转移至培养皿中，整株用含有０．０５％ Ｔｗｅｅｎ
２０（Ｖ／Ｖ）的１００μｍｏｌ／Ｌ脱 落 酸 溶 液（ＡＢＡ）喷 雾

后，在培养皿中放置多层吸足水的吸水纸，封盖以防

止植株脱水；脱水处理将幼苗洗净后于室温进行自

然脱水。以上处理于不同时间点取样，液氮速冻后，

－８０℃冰箱保存。

１．２　ＭｒＬＥＡ２的克隆和半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析

总 ＲＮＡ 提 取 使 用 ＴＲＩｚｏｌ试 剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

ＵＳＡ），按照说明书进行。提取的ＲＮＡ调整浓度至

２００ｎｇ／μＬ，用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　
ＴＭ　ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ（Ｐｅｒ－

ｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）（Ｔａｋａｒａ，大连）按操作说明合成ｃＤ－
ＮＡ第一链。

根据本实验室获得的转录组测序结果设计正向

引物ＬＥＡ２Ｆ（５′－ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡＴＣＡ－
ＣＴＧ－３′）和反向引物ＬＥＡ２Ｒ（５′－ＣＴＧＡＣＴＧＡＡＣＧ－
ＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＣＴ－３′），以低温处理２４ｈ幼苗ｃＤ－
ＮＡ为模 板，用Ｐｙｒｏｂｅｓｔ　ＤＮＡ 聚 合 酶（Ｔａｋａｒａ，大

连）进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增产物经胶回收，ｒ　Ｔａｑ
ＤＮＡ聚 合 酶（Ｔａｋａｒａ，大 连）加 尾 处 理 后，克 隆 到

ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）进行测序。

ＭｒＬＥＡ２表达水平半定量ＲＴ－ＰＣＲ检测，以上

述不同处理的扁蓿豆幼苗中提取ＲＮＡ合成ｃＤＮＡ
为模板，用ｒ　Ｔａｑ聚 合 酶（Ｔａｋａｒａ，大 连）进 行２８次

循环扩 增。内 标 基 因 为Ａｃｔｉｎ（ＭｒＡｃｔＦ：５′－ＴＧＣＴ－
ＴＣＴＡＡＣＴＧＡＧＧＣＴＣＣＡＣＴ－３′，ＭｒＡｃｔＲ：５′－ＡＡ－
ＡＧＧＡＣＴＴＣＴＧＧＧＣＡＡＣＧ－３′）。

１．３　ＭｒＬＥＡ２原核表达载体构建

利 用引物ＬＥＡ２Ｆ１（５′－ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＧ－
ＡＣＡＴＣＧＧＡＧＧＡＴＡＡＧ －３′）和ＬＥＡ２Ｒ１（５′－ＧＣＧＡ－
ＧＣＴＣＴＴＡＡＣＡＧＣＴＧＴＡＡＴＧＡＧＴＴＧＣＴＡＣＡＧ－
３′）扩 增 ＭｒＬＥＡ２基 因 翻 译 区，连 接 到ｐＧＥＭ－Ｔ
Ｅａｓｙ载体测序确 认 后，ＢａｍＨⅠ和ＳａｃⅠ双 酶 切 获

得目的 基 因 片 段，连 接 到 原 核 表 达 载 体ｐＥＴ－３０ａ
（＋）（Ｎｏｖａｇｅｎ，ＵＳＡ），转 化ＤＨ５ɑ大 肠 杆 菌 菌 株，
挑选阳性克隆提取质粒，进行酶切鉴定后，获得原核

表达载体ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２。

１．４　ＭｒＬＥＡ２融合蛋白的表达

将 ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２ 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）表 达 菌 株，在 含 有５０ｍｇ／Ｌ卡 那 霉 素 的ＬＢ
平板培养基上挑取阳性克隆，接种到含有５０ｍｇ／Ｌ
卡那霉素的ＬＢ液 体 培 养 基 中，于３７℃振 荡 培 养。
过夜培养物以１∶１００（Ｖ／Ｖ）转接到新鲜ＬＢ液体培

养基中培养２～３ｈ至ＯＤ６００达到０．６～０．８，加入异

丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
诱导３ｈ后，取１ｍＬ菌液离心收集菌体，用１００μＬ
２×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳上样缓冲液重悬菌体，煮沸１０
ｍｉｎ，室温１２　０００ｇ离心１０ｍｉｎ，取１０μＬ上清液进

５４９１１０期　　　　　　　　　　　　　马　超，等：扁蓿豆ＭｒＬＥＡ２基因的克隆和原核表达



行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。

１．５　大肠杆菌转化子抗逆性实验

（１）定性分析　大肠杆 菌 培 养 和ＩＰＴＧ诱 导 条

件如前所述。分别将含有ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２载体和空

载体ｐＥＴ－３０ａ（＋）的 大 肠 杆 菌 进 行 液 体 培 养，当

ＩＰＴＧ诱导的大肠杆菌菌液ＯＤ６００至０．９左右时，用

含有５０ｍｇ／Ｌ卡 那 霉 素 和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ的

ＬＢ液体培养基将菌液稀释１０、１００和１　０００倍，取

原菌液以及稀释后的菌液进行胁迫处理。盐胁迫试

验中，固 体 培 养 基 中 添 加 终 浓 度 为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，以及０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ或０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ作

为胁迫处理，同时以只添加０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ的平

板培养基为非胁迫对照，将１０μＬ菌液滴加到上述

平板培养基，３７℃培养３ｄ后观察对照和处理的大

肠杆菌生长存活情况；温度胁迫试验中，将原菌液和

稀释后的菌液分别在５５℃的水浴中处理３０ｍｉｎ和

－２０℃冰箱冷冻过夜，将上述１０μＬ菌液滴加到不

含ＩＰＴＧ的ＬＢ固体培养基上，３７℃培养１６ｈ后进

行观察，同时以未经加热和冷冻处理的菌液为对照。
（２）定 量 分 析（菌 落 计 数）　大 肠 杆 菌 培 养、

ＩＰＴＧ诱导，以 及 胁 迫 处 理 条 件 与 定 性 分 析 过 程 相

同，不 同 之 处 为 将ＩＰＴＧ 诱 导 的 大 肠 杆 菌 培 养 物

（ＯＤ６００≈０．９）用 含 有 ５０ ｍｇ／Ｌ 卡 那 霉 素、０．５
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ的ＬＢ液 体 培 养 基 稀 释１０倍，从 中

取１００μＬ均匀涂布于固体ＬＢ平板上，３７℃培养后

进行菌落计数，用如下公式计算菌落形成率：

菌落 形 成 率（％）＝
胁迫处理平板菌落数

非胁迫处理平板菌落数
×

１００％

２　结果与分析

２．１　ＭｒＬＥＡ２基因克隆和序列分析

本研究 根 据 转 录 组 测 序 结 果 设 计 引 物，通 过

ＲＴ－ＰＣＲ从４℃处理２４ｈ的 扁 蓿 豆 幼 苗 中 扩 增 得

到长度约为１．２ｋｂ的 特 异 性 扩 增 条 带（图１，Ａ）。
将扩增产物切胶纯化和加尾处理后，连接到Ｔ－载体

进行了测序，结 果 显 示 序 列 长 度 为１　１８１ｂｐ（图１，

Ｂ）。开放阅读框（ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍ）分析发现其中

含有一个由９６９ｂｐ核苷酸组成的最大开放阅读框，
而且在起始密码子上游存在１个终止密码子（图１，

Ｂ），因此该开放阅读框为完整开放阅读框。
对由ｃＤＮＡ序列推导的氨基酸序列在Ｐｆａｍ数

据库查询表明该基因编码产物属于晚期胚胎发生丰

富 蛋白ＬＥＡ＿２蛋白家族，其氨基酸序列中含 有２个

和ＬＥＡ＿２蛋白成员 显 著 匹 配 的 区 段（图２）。进 一

步在ＧｅｎＢａｎｋ中查询比对发现，该基因所编码的蛋

白质氨 基 酸 序 列 与 截 型 苜 蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｔｒｕｎｃａｔｕ－
ｌａ）、可 可（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ　ｃａｃａｏ）、大 豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ）

和拟 南 芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）中 的 ＬＥＡ＿２蛋

白家 族 成 员 具 有 高 度 的 一 致 性，其 中 与 截 型 苜 蓿

图１　扁蓿豆ＭｒＬＥＡ２基因的克隆及其序列分析

Ａ．扁蓿豆ＭｒＬＥＡ２基因ＲＴ－ＰＣＲ产物电泳结果；Ｂ．扁蓿豆ＭｒＬＥＡ２的ｃＤＮＡ序列及其编码的氨基酸序列；

Ｍ．１ｋｂ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ；方框标示ＭｒＬＥＡ２起始密码子上游的终止密码子

Ｆｉｇ．１　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ
Ａ．Ａｇｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＲＴ－ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２ｆｒｏｍ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ；Ｂ．ｃＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ

ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２；Ｍ．１ｋｂ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ；Ａ　ｓｔｏｐ　ｃｏｄｏｎ　ａｔ　ｕｐｓｔｒｅａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔａｒｔ　ｃｏｄｏｎ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２ｉｓ　ｂｏｘｅｄ
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ＭｔＬＥＡ１４的一致性最高（图２）。为此，将该基因命

名 为 ＭｒＬＥＡ２（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｒｕｔｈｅｎｉｃａ　ｌａｔｅ　ｅｍｂｒｙｏ－
ｇｅｎｅｓｉｓ　ａｂｕｎｄａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　２）。其所编码产物长度为

３２２个氨基酸（图１，Ｂ；图２），预 测 分 子 量 为３６．１
ｋＤ，理论等 电 点 为４．５５。平 均 疏 水 性 系 数（Ｇｒａｎｄ
ａｖｅｒａｇｅ　ｈｙｄｒｏｐａｔｈｙ　ｉｎｄｅｘ，ＧＲＡＶＹ　ｉｎｄｅｘ）预 测 为

－０．４２７　６，表明具有较高的亲水性。

２．２　ＭｒＬＥＡ２在逆境胁迫下的表达特性

利用半定量ＲＴ－ＰＣＲ，以 组 成 型 表 达 的 肌 动 蛋

白基因（Ａｃｔｉｎ）为 内 标，对 ＭｒＬＥＡ２基 因 在 室 温 脱

水（图３，Ａ）、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ（图３，Ｂ）、ＡＢＡ诱

导（图３，Ｃ）和４℃低温处理（图３，Ｄ）条件下的表达

水平进 行 了 检 测。结 果 显 示，在 上 述 逆 境 胁 迫 和

ＡＢＡ处理过 程 中，ＭｒＬＥＡ２基 因 表 达 水 平 没 有 明

显的变化，在扁蓿豆幼苗中为组成型表达（图３）。

２．３　ＭｒＬＥＡ２原核表达载体构建及其表达

为了实现 ＭｒＬＥＡ２蛋白在大肠杆菌中的表达，
将ＭｒＬＥＡ２基因翻译区片段（９６９ｂｐ）连接到ｐＥＴ－
３０ａ（＋）载体，构建了原核表达载体。构建的载体经

酶切鉴定后（图４，ａ），转化大肠杆菌表达菌株ＢＬ２１
（ＤＥ３），将含有ｐＥＴ－３０ａ（＋）和ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２质粒

的表达菌株培养物经终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ
诱导３ｈ后，对 诱 导 前 后 的 菌 体 总 蛋 白 进 行ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电 泳 检 测。含 有ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ　２表 达 载 体 的

菌株经ＩＰＴＧ诱导，在菌体总蛋 白 中 出 现 了１条 约

４５ｋＤ的条带（图４，ｂ）。ＭｒＬＥＡ２蛋白原核表达产

物在 Ｎ－末 端 融 合 了５０个 氨 基 酸 残 基 组 成 的 Ｈｉｓ－
ｔａｇ和Ｓ－ｔａｇ标 签 片 段，融 合 蛋 白 的 理 论 分 子 量 为

４１．５ｋＤ，而ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电 泳 表 观 分 子 量 略 大 于 理

论分子量。上述电泳表观分子量和预测分子量之间

图２　扁蓿豆 ＭｒＬＥＡ２与其它植物中ＬＥＡ＿２蛋白的氨基酸序列比对

下划线示２个ＬＥＡ＿２蛋白保守区段；ＭｔＬＥＡ１４．截型苜蓿（ＸＰ＿００３６１７１９１．１）；ＴｃＬＥＡ２．可可（ＥＯＹ０６９６８．１）；

ＧｍＬＥＡ２．大豆（ＮＰ＿００１２４１０７９．１）；Ａｔ２ｇ４４０６０．拟南芥

Ｆｉｇ．２　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２ａｎｄ　ＬＥＡ＿２ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｒｏｍ　ｏｔｈｅｒ　ｐｌａｎｔ　ｓｐｅｃｉｅｓ
Ｔｗｏ　ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ａｒｅ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；ＭｔＬＥＡ１４．Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ（ＸＰ＿００３６１７１９１．１）；ＴｃＬＥＡ２．Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ　ｃａｃａｏ

（ＥＯＹ０６９６８．１）；ＧｍＬＥＡ２．Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ（ＮＰ＿００１２４１０７９．１）；Ａｔ２ｇ４４０６０．Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ

图３　不同非生物胁迫和ＡＢＡ诱导下ＭｒＬＥＡ２基因表达水平半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析

Ａ．室温脱水；Ｂ．１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；Ｃ．１００μｍｏｌ／Ｌ脱落酸；Ｄ．４℃低温

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｍｉ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｕｎｄｅｒ　ａｂｉｏｔｉｃ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ　ａｎｄ　ＡＢＡ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ａ．Ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ　ｕｎｄｅｒ　ｒｏｏｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｂ．１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；Ｃ．１００μｍｏｌ／Ｌ　ＡＢＡ；Ｄ．４℃ｃｏｌｄ

７４９１１０期　　　　　　　　　　　　　马　超，等：扁蓿豆ＭｒＬＥＡ２基因的克隆和原核表达



图４　ＭｒＬＥＡ２原核表达载体酶切鉴定（ａ）及其原核表达产物电泳分析（ｂ）

Ｍ．１ｋｂ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ和低分子量蛋白标准；Ｂ／Ｓ．ＢａｍＨⅠ／ＳａｃⅠ双酶切；Ｂ．ＢａｍＨⅠ单酶切；Ｓ．ＳａｃⅠ单酶切；Ｐ．ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２质粒；

ｐＥＴ／－．ＩＰＴＧ诱导前含有ｐＥＴ－３０ａ（＋）载体的ＢＬ２１（ＤＥ３）总蛋白；ｐＥＴ／＋．ＩＰＴＧ诱导后含有ｐＥＴ－３０ａ（＋）载体的ＢＬ２１（ＤＥ３）总蛋白；

ＬＥＡ／－．ＩＰＴＧ诱导前含有ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２载体的ＢＬ２１（ＤＥ３）总蛋白；ＬＥＡ／＋．ＩＰＴＧ诱导后含有ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２载体的ＢＬ２１（ＤＥ３）总蛋白

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒ（ａ）ａｎｄ

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ＭｒＬＥＡ２ｐｒｏｔｅｉｎ（ｂ）

Ｍ．１ｋｂ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ　ａｎｄ　ｌｏｗ－ｍｏｌｅｃｕｌａｒ－ｗｅｉｇｈｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ／Ｓ．ＢａｍＨⅠａｎｄ　ＳａｃⅠｄｏｕｂｌｅ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２

ｐｌａｓｍｉｄ；Ｂ．ＢａｍＨⅠｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２ｐｌａｓｍｉｄ；Ｓ．ＳａｃⅠｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｐＥＴ－ＭｒＬＡＥ２ｐｌａｓｍｉｄ；Ｐ．Ｕｎｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２ｐｌａｓｍｉｄ；

ｐＥＴ／－．Ｃｒｕｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｆ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ｐＥＴ－３０ａ（＋）ｂｅｆｏｒｅ　ＩＰＴＧ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；ｐＥＴ／＋．Ｃｒｕｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｆ　ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ｐＥＴ－３０ａ（＋）ａｆｔｅｒ　ＩＰＴＧ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；ＬＥＡ／－．Ｃｒｕｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｆ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２ｂｅｆｏｒｅ

ＩＰＴＧ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；ＬＥＡ／＋．Ｃｒｕｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｆ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２ａｆｔｅｒ　ＩＰＴＧ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

图５　ＭｒＬＥＡ２蛋白过量表达对大肠杆菌逆境胁迫的保护效果

Ａ．菌液滴板试验；Ｂ．菌落形成率测定；ｐＥＴ．含有ｐＥＴ－３０ａ（＋）质粒的ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠杆菌菌株；ＬＥＡ．含有ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ２质粒的

ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠杆菌菌株；ＬＢ．Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ固体培养基；ＬＢ＋ＩＰＴＧ．ＬＢ固体培养基添加０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ；

ＬＢ＋ＩＰＴＧ＋ＮａＣｌ．ＬＢ固体培养基添加０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ和０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；ＬＢ＋ＩＰＴＧ＋ＫＣｌ．ＬＢ固体培养基添加

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ和０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ；Ｈｅａｔｉｎｇ．５５℃高温处理；Ｆｒｅｅｚｉｎｇ．－２０℃冷冻处理

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＭｒＬＥＡ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｊｕｒｙ　ｕｎｄｅｒ　ａｂｉｏｔｉｃ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ
Ａ．Ｓｐｏｔｔｉｎｇ　ａｓｓａｙｓ；Ｂ．Ｃｏｌｏｎｙ　ｆｏｒｍｉｎｇ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ａｓｓａｙｓ；ｐＥＴ．ｐＥＴ－３０ａ（＋）ｐｌａｓｍｉｄ　ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｓｔｒａｉｎ；ＬＥＡ．ｐＥＴ－ＭｒＬＥＡ

ｐｌａｓｍｉｄ　ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｓｔｒａｉｎ；ＬＢ．Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ；ＬＢ＋ＩＰＴＧ．ＬＢ　ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ；

ＬＢ＋ＩＰＴＧ＋ＮａＣｌ．ＬＢ　ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ　ａｎｄ　０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；ＬＢ＋ＩＰＴＧ＋ＫＣｌ．ＬＢ　ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ　ａｎｄ　０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ；Ｈｅａｔｉｎｇ．Ｈｅａｔｉｎｇ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｕｎｄｅｒ　５５℃；Ｆｒｅｅｚｉｎｇ．Ｆｒｅｅｚｉｎｇ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｕｎｄｅｒ－２０℃

８４９１ 西　北　植　物　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　　３４卷



的差异可能与目的蛋白氨基酸组成上的高度偏向性

以及在ＳＤＳ溶液中仍然存在部分结构有关。

２．４　ＭｒＬＥＡ２过量表达对大肠杆菌的逆境胁迫保护

为了鉴定 ＭｒＬＥＡ２蛋 白 对 大 肠 杆 菌 在 逆 境 胁

迫下的保护效果，将经过ＩＰＴＧ诱导的大肠杆菌，分
别给予０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ和０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＫＣｌ高盐

胁迫，以及５５℃高温和－２０℃冷冻处理后，观察测

定宿主菌的生长和存活情况，发现 ＭｒＬＥＡ２过表达

能够明显提高大肠杆菌在上述胁迫条件下的生长和

存活能 力（图５，Ａ、Ｂ）。菌 落 计 数 结 果（图５，Ｂ）表

明，在０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ和 ＫＣｌ高 盐 胁 迫 下，Ｍｒ－
ＬＥＡ２过表达菌株的菌落形成率分别为１８．１３％和

２６．０４％，而含有ｐＥＴ－３０ａ（＋）载体的菌落形成率分

别为９．２２％和７．８５％；５５℃高 温 处 理 后，ＭｒＬＥＡ２
过表 达 菌 株 的 菌 落 形 成 率 为１１．２２％，含 有 载 体

ｐＥＴ－３０ａ（＋）菌株菌落形成率仅为３．５６％；－２０℃
冷冻处理后，ＭｒＬＥＡ２过表达菌株的菌落形成率为

１４．９３％，对照菌株菌落形成率为８．８１％。

３　讨　论

ＬＥＡ蛋白普遍存在于植物中，在调节种子发育

以及非生物 胁 迫 保 护 中 起 重 要 作 用［２０］。它 们 普 遍

具有高亲水性及热稳定性，在防止细胞失水、保护膜

结构的稳定性、酶活性、离子平衡调节以及抗氧化过

程中扮演重 要 角 色［２１］。本 实 验 从 扁 蓿 豆 幼 苗 中 克

隆得到编码ＬＥＡ＿２蛋白的ＭｒＬＥＡ２基因，其所编

码的蛋白质的氨基酸序列与来自截型苜蓿、大豆、可
可和 拟 南 芥 等 物 种 的ＬＥＡ＿２蛋 白 具 有 高 度 一 致

性。平均疏水 性 系 数 预 测 显 示 ＭｒＬＥＡ２蛋 白 具 有

高亲 水 性。拟 南 芥 中 由 Ａｔ１ｇ０１４７０位 点 编 码 的

ＬＥＡ＿２蛋白结构中 存 在 和 动 物 细 胞 表 面 的 纤 连 蛋

白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）Ⅲ型结构域相似的结构区段［２２］。动

物纤连蛋白参与细胞形状维持、细胞粘附以及运动

和创伤修复等功能［２２］。由于植物ＬＥＡ＿２蛋白一般

存在于胞质中，而且其基因表达受与细胞失水相关

的非生物胁迫、机械损伤以及昆虫咬噬所诱导，因此

推测其功能 和 细 胞 脱 水 保 护 有 关［２２］。最 近 对 甘 薯

ＩｂＬＥＡ１４基因功能分析发现，ＩｂＬＥＡ１４可以通过正

向调节木质素合成，增强植物对干旱和盐胁迫的耐

受性［２１］。除此之外，还没有其它有关ＬＥＡ＿２蛋 白

功能的试验证据。本研究通过大肠杆菌表达系统，
分析了扁蓿 豆 ＭｒＬＥＡ２蛋 白 对 细 胞 在 非 生 物 逆 境

胁迫下的保护效果，发现 ＭｒＬＥＡ２蛋白在大肠杆菌

中过表达后，能够明显提高细菌对高盐和温度胁迫

的耐受性。但 是 ＭｒＬＥＡ２过 表 达 对 高 浓 度 山 梨 醇

和甘露醇模拟脱水胁迫下的大肠杆菌没有观察到明

显的保护效果。其原因可能与原核胞与真核细胞在

细胞结构上存在差异，或 ＭｒＬＥＡ２对不同胁迫保护

具有机制上的特异性有关。
基因表达特性发现植物ＬＥＡ＿２蛋白基因通常

在干旱、高盐、温度胁迫以及ＡＢＡ诱导下呈上调趋

势，此 外 还 发 现 乙 烯 诱 导、损 伤 情 况 下 上 调 表

达［２１，２３－２５］，上述结果 与 该 蛋 白 在 细 胞 内 的 功 能 推 测

相符合。本研 究 表 明 ＭｒＬＥＡ２蛋 白 对 大 肠 杆 菌 具

有显著的逆境胁迫保护作用，但非生物胁迫和ＡＢＡ
处理对扁蓿豆幼 苗 中 ＭｒＬＥＡ２基 因 的 表 达 水 平 没

有发现明显的差异，属于组成型表达。此前对菜豆

中编 码 ＬＥＡ 蛋 白 家 族 中 的１个 脱 水 蛋 白（ｄｅ－
ｈｙｄｒｉｎ）基因及其所编码蛋白质的分析发现，尽管其

基因在转录水平受到逆境胁迫诱导，但由于尚未知

的特异性蛋白水解酶的降解作用，该脱水蛋白在不

同器官之间的稳定性存在明显差异［２６］。此外，也有

研究表明，ＬＥＡ蛋白在植物中除了逆境胁迫保护功

能外，还对植物的发育，如根和气孔发育［２７－２８］，以及

木质素 合 成 具 有 调 控 作 用［２１］。因 此，在 扁 蓿 豆 中

ＭｒＬＥＡ２基因表达是否存在转录之后调控机制（如翻

译水平、蛋白质水平等），以及该组成型表达基因是否

在维持植物基本水平的胁迫保护中发挥功能，甚至还

存在尚未发现的功能，是今后需要回答的问题。对于

上述问题的解答和推测的验证，将会进一步深化对

ＬＥＡ蛋白在植物胁迫以及生长发育中的功能认识，
也将为植物抗逆改良提供重要的参考信息。
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