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芥菜型油菜中 SK2型脱水蛋白的表达对 
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摘 要 ：为 了阐明 印度芥菜脱水蛋 白家族基 因 BjDHN2和 BjDHN3对 非生物逆境 胁迫 的耐 受性，我们构 建 了原核 

表达载体 pET30a-BjDHN2和 pET30a—BjDHN3并转化大肠杆菌BL21。在低温、干旱和高盐环境中，与含有空载体对 

照菌株无BjDHN2和 BjDHN3基因相比，重组菌中BjDHN2和 BjDHN3蛋白的表达可以在一定程度上缓解寒、 

旱、盐胁迫对大肠杆菌生长所产生的抑制作用。结果表明，过表达 BjDHN2和 BjDHN3可提 高大肠杆菌对寒、旱、 

盐等逆境胁 迫的耐受性 。 
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Expression of Brassica juncea SKz-type dehydrin gene enhances stress tolerance in Escherichia coli 
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Abstract：To elucidate the contribution of BjDHN2／3 to abiotic stress tolerance，the prokaryotic expression vector 

pET30a-BjDHN2／3 was constructed and then transferred into E．coli strain BL21．Compared with control strain con— 

taining the empty vector without BjDHN2／3 gene，E．coli expressing the BjDHN2／3 show improved tolerance when 

exposed to cold，drought and NaC1．The results indicated the overexpressing BjDHN2／3 directly contributed to an— 

hancing tolerance of transgenic E．coli under stress conditions． 

Key words：Brassica juncea；Dehydrin；Escherichia coli；Stress tolerance 

盐、寒、旱等环境胁迫是植物生长的主要限制 

因素，也一直是农业生产的大敌。长期以来人们投 

入极 大精 力研 究 改 善作 物抗 逆 性 ，但 是进 展 缓 

慢_1]。因此 ，揭示植物抗逆的分子机制成为 目前分 

子生物学研究 的热点领域 。在过去的 2O年间 ，很 

多与植物响应逆境应答相关的基因被克隆出来 ，并 

同时也对其功能进行 了分析_2]。这些研究极大地 

丰富了我们对于植物在逆境胁迫下的基因调控表 

达规律的认识。在这些研究中脱水蛋白是一种重 

要的普遍被人们重视的响应逆境胁迫蛋白。近年 

来，在拟南芥和其他多种植物中对脱水蛋白的研究 

极大丰富了我们对其的认识。其中一些脱水蛋白 

在转基因植物中会表现出抗寒、抗旱或者抗盐的特 

性。但是这些研究仅仅是第一步，距离我们全面地 

了解脱水蛋 白的生理生化 以及分子机制 ，到最后改 

良作物 的品质品性还相距甚远 。 

脱水蛋 白(dehydrin)属于 LEA(Late embryo— 

genesis abundant protein)1I蛋白家族，最初，脱水 

蛋白是因为在种子成熟时期的脱水耐受的过程中 

起重要作用而被发现的L3“]。之后的研究进一步 
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表明，脱水蛋 白广泛存在于细菌 、藻类及高等植物 

的组织和器官 中。在高等植物中，各种逆境胁 迫， 

如高盐 、低温和干旱以及外源激素 ABA处理均可 

诱导脱水蛋白的表达_s]。已有的研究结果表明，脱 

水蛋白对各种逆境胁迫的响应是一个复杂的网络。 

脱水蛋白的主要功能被公认为，一是保护蛋白质结 

构并稳定蛋 白质 的功能 ；二是抗氧化活性 ；三是可 

以与金属离子结合而起作用 ]。但对高盐 、低温、 

干旱等复杂 的非生物因子 的胁迫 ，脱水蛋 白必定存 

在更多的功能和保护机制 ，在这方面 ，也 已取得 了 

一 些结果 。但是对于脱水蛋 白是 如何 响应各种逆 

境信号，以及它对植物生长发育调节上的诸多环节 

仍不是很清楚，这直接阻碍了我们对植物抗逆性的 

认识。可以预见 的是，进一步深入开展对脱水蛋 白 

功能及其表达调控规律的研究 ，同时更加全面地 了 

解植物抗逆反应的生理生化机制 ，必定会为人们未 

来更好地利用和开发新 的抗逆品种提供理论上 的 

基础及依据。本论文分析了芥菜型油菜 2个脱水 

蛋 白家族基 因 BjDHN2和 BjDHN3原核表达对 

低温、盐和模拟干旱胁迫的耐受性 ，为深入探 明这 

2个基因的功能 ，以及采用大肠杆菌原核表达系统 

对脱水蛋白进行筛选和功能验证的可行性提供理 

论依据 。 

1 材料与方法 

1．1 细菌表达载体的构建及蛋 白表达检测 

前期研究 中，我们通 过 RACE技 术 ，获得 了 

2个芥菜型油菜脱水 蛋 白 BjDHN2和 BjDHN3 

(GenBank accession DQ441470，DQ441471)。依 

据原核表达载体 pET30a上的多克隆位点 Ncol／ 

SacI，构建 pET30a—BjDHN2／3载体，转化大肠杆 

菌原核 表达菌株 BL21(DE3)。挑 取 已经过 PCR 

和双酶切检测的阳性克隆 ，在 5 mL Luria—Bertani 

(LB)(Kan )液体培养基中，37℃ ，220 r·min 培 

养过夜。取未转化的菌株和转化空载体的菌株做 

对照。按 1：100的比例将菌液转移到 2O mL LB 

(Kan )液体培养基中，37℃，220 r·min 培养 3 h 

后 ，加入 IPTG使 其终浓度为 1 mol·L一 ，继续 培 

养4 h；取菌液 2 mL，8 000 r·min 离心 3 min，弃 

掉上清。然后加入样品溶解液，剧烈涡旋震荡混 

匀，后在沸水浴中煮 15 min，在此期间将试管涡旋 

混匀 1次；后 12 000 r·min 离心 5 min，取上清进 

行 SDS—PAGE检测 。 

1．2 原核表达抗性分析 

将 原 核 表 达 载 体 pET30a质 粒 转 化 BL21 

(DE3)，作为外源基因插入 pET30a中的重组菌的 

对照菌株。将对照菌和重组菌分别按 1：100的比 

例将菌液转移到 20 mI LB(Kan )液体培养基中， 

37℃，220 r·min 培养 3 h后 ，加人 异丙基一I3一D- 

硫代吡喃半 乳糖 苷 (IPTG)至终浓 度 为 1 mol· 

L ，继续培养至 OD。。。一0．8，进行下列胁迫实验 。 

1．2．1 抗寒性分析 

上述菌液各取 2 mI ，置于 4℃ 中。2 d后取 

出，接种在 I B(Kan )液体培养基中。37℃培养， 

问隔取样 ，并用 紫外分光光度计测定 OD 。。值 ，后 

根据结果绘制生长曲线 。 

1．2．2 抗盐性、抗旱性分析 

上述菌液各取 2 mL，分 别接种 于含 1 mol· 

L 山梨醇、0．8 mol·L一 NaC1的液体 LB(Kan ) 

培养基中(要注意的是，需保证培养物均起始于同 

样的OD 值)。37℃培养，间隔取样，每次 1 mL。 

并用紫外分光光度计测定 OD 。。值 ，后根据结果绘 

制生长曲线。 

以上胁迫实验均重复 3次以上。 

2 结果与分析 

2．1 原核表达载体的构建、转化及分子检测 

由于植物的细胞内存在蛋白质问的相互作用， 

如果采用转化植物的方法 ，难 以评价所导入的外源 

单一基因表达产物是否在提高细胞抗逆性上有直 

接贡献。为了初步研究 BjDHN2和 BiDHN3在 

逆境胁迫中的功能，首先我们构建了相应的原核表 

达载体 pET30a—BjDHN2和 pET30a—BjDHN3，并 

转化大肠杆菌 BI 21(DE3)。将双酶切鉴定和 PCR 

检测的阳性克隆进行测序 ，用 以确认基 因序列以及 

转化子的准确性 (图 1)。之后将检测无误 的阳性 

转化子进行 12 SDS—PAGE分 析。凝胶 电泳结 

果显示 ，约 36 kDa的 BiDHN2和 约 26 kDa的 

BjDHN3的条带(图 1中红色(网络版)箭头所 

示)，这说明所转化 的基因在细菌中得到了表达(图 

1)。随后菌液经 100℃煮沸 10 min后 ，表达的蛋 

白仍存在于上 清液 中，说 明 BjDHN2和 BjDHN3 

均是热稳定的蛋 白。 

2．2 fDHN2和 ， 基因的原核表达抗性分析 

在 确 认 了 含 pET30a—BjDHN2和 pET30a— 

BjDHN3的重组菌可被诱导表达蛋白之后，我们进 
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C I 2 3 M  

pET30a。13jDHN2 

M W c 1 2 3 

pET30a。BjDHN3 

图 1 BjDHN2和 BjDHN3基 因的原核表达 

Fig．1 Abiotic stress tolerances of transgenic E． 

coli 

注：细菌转化子的PCR检测和SDS-PAGE分析。 

Note：(A ) eolony-PCR (up) and SDS-PAGE 

(down)．Expression of BjDHN2 or BjDHN3 protein in 

E．coli．M ，marker；C，total protein extracts from E． 

coli with pET30a with Xgalisopropyl thiogalact0side 

(IPTG)inducing；1，2，3，total protein extracts from E． 

coli with recombinant plasmids with IPTG inducing． 

一 步检测了所转化菌株的抗逆能力 (图 2A，B，C)。 

在一般情况下，当菌株被转移至高盐溶液、低温和 

脱水环境中时，其生长会受到一定的抑制。试想如 

果重组菌中所表达的外源蛋 白能够起到抗逆保 护 

的作用，那么将重组菌置于逆境胁迫的培养条件下 

时，其所呈现的生长抑制现象就会得到一定程度上 

的缓 解 。我 们 将 IPTG 诱 导 后 的 对 照 菌 (含 

pET30a)和 重组 菌 (含 pET30a—BjDHN2以及 

pET30a—BjDHN3)分别接种于正常的和逆境胁迫 

的液体 LB培养基中培养，然后根据培养时间和菌 

液浓度绘制生长曲线。 

在正常培养基中，对照菌和重组菌的生长状况 

基本一致，这一现象说明在重组菌中大量表达的蛋 

白并未对菌 的生长产生不 良影响。二者在经过约 

3 h左右的迟滞期后 ，进入对数生长期 ；培养 12 h 

后进入平台期。但是对于在低温胁迫条件下转入 

空载体的对照菌来说，其生长速度明显降低，迟滞 

期延长至 8 h，而且菌浓也降低 。在 同样的胁迫条 

件下 ，BjDHN2和 DHN3重组 菌的生长 状况 

明显优于对照菌，迟滞期也分别比对照菌缩短 3 h 

和 4 h，且菌浓高于空载体对照菌。在对其进行了 

旱、盐胁迫条件下的实验后，也得到了相似的结果。 

将重组菌和对照菌转移至含有 1 mol·L 山梨醇 

或 800 tool·L-1 NaCl的 LB培养基 中，经 IPTG诱 

时闻／h 
tim e 

A．低温胁迫处理 
A．1ow tem perature 

o  

o  

0 
0 

时闻／h 
tim e 

B．800 mmol·L- NaCI处理 

800mmol·L‘ NaC1 

时向／h 
tim e 

C．Imol·L 山梨醇处理 

ltool·L- sorbitol 

图 2 BjDHN2和 BjDHN3基因的抗性分析 

Fig．2 Growth of E．coli cells expressing BjDHN2 or 

B DHN3 protein and the control eell under(A) 

lOW temperature， (B)800 mol·L一 NaCl，and 

(C)1 mol·L sorbitol stresses 

注：A：低 温胁迫处理；B：800 tool·I 一1 NaCI处理；C： 

1 mot·L 山梨醇处理 

Note：Each value represents an average of at least three inde-一 

pendent measurements or replicates． Error bars indicate the 

standard deviations 
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导 后发 现 ，空载 体对 照 菌 的迟 滞 期分 别 延 长 至 

19．5 h和 16 h。而 BjDHN2和 BjDHN3重组菌 

在 1 mol·L 山梨醇胁迫下 的迟滞期分别 约为 6 h 

和10 h；在 NaC1胁迫下的迟滞期分别约为 15．5 h 

和 17．5 h。 以上 实 验 结 果 表 明 ，BjDHN2和 

DHN3的表达提高了转化菌抗渗透胁迫的能 

力，在不同程度上缓解了盐、寒、旱胁迫对细菌生长 

所产生的抑制作用，其中BjDHN3的抗寒能力略 

高于 BjDHN2，而 BjDHN2的抗 旱能力 稍高 于 

BjDHN3。 

3 讨论 与结论 

寒、旱 、盐和重金属污染等环境胁迫是限制植物 

生长发育的主要因素，也是农业生产面临 的大敌。 

这些环境胁迫对植物的伤害通常表现为渗透胁迫、 

氧化胁迫以及离子伤害。而植物对其进行 的应答机 

制又存在交叉对话或者处于同一个信号途径，有研 

究发现不同逆境导致的细胞渗透胁迫也具有许多相 

似性。因此，克隆植物体内多种水分胁迫相关蛋白 

基因并对其功能进行研究分析，对于改善作物抗逆 

性以及提高作物的产量具有深远的意义。 

本论文分析了重金属超富集植物芥菜型油菜 

2个脱水蛋 白家族基 因 BjDHN2和 BjDHN3原 

核表达对低 温、盐和模拟 干旱胁迫 的耐 受性。 

BjDHN2和 BjDHN3属 于酸性蛋 白(p1分别为 

4．93和 5．5)，均含有 1个高度保守 的 s片段 

(SSSSSSS)和 2个 K 片段 (EKKGIMEKIKEK— 

LPG)，是 属 于 SK 型家 族 的脱 水 蛋 白。研究 表 

明，所有 的脱水蛋白均含有 K片段 ，该片断形成兼 

性 Ot螺旋，为脱水蛋白的亲脂性提供了结构基础， 

防止蛋 白质和膜变性 。之前有研究表明，脱水蛋白 

参与了细胞的渗透调节过程 ，从而与植物对盐、寒、 

旱胁迫的耐受性紧密相关_8]。脱水蛋白对细胞渗 

透调节的潜能可能与其在水分胁迫时的合成有关。 

Brini et a1．[93发 现 ，不 同抗 性 的小 麦 品种 之 间 ， 

DHN一5中S区段的磷酸化水平存在显著差异，可 

以作为小麦抗性种质筛选的标志。迄今为止，人们 

对脱水蛋白在植物抗性中的分子机制仍不完全了 

解。表达水平上的分析和蛋白体外研究揭示出 5 

种脱水蛋 白具有不 同的功能。YnSKn型脱水蛋 白 

是碱性或 中性蛋白质 ，主要受于旱和 ABA诱导表 

达，而对低温不起作用。体外结合实验表明，Yn— 

SKn型脱水蛋白能够与含酸性磷脂的脂质小泡相 

结合。而酸性或中性的 YnKn、SKn和 Kn型脱水 

蛋白则优先受到低温诱导。之前有研究表明，在水 

分缺失的情况下，高亲水性蛋白会普遍存在于真核 

和原核细胞中[1 。例如在 缺水时 ，高等植 物和大 

肠杆菌都可合成一种 LEA类似蛋 白一“亲水素”。 

这说明高等植物与大肠杆菌在一些对逆境胁迫应 

答的机制上具有相似性 ，当然那些抗逆相关基因也 

具有功能 保 守 性 和互 补 性 。已有 研 究 表 明_】 ， 

LEA蛋白在真核细胞和原核生物中可能会采取相 

似的抗逆保护机制 。另外一方面，大肠杆菌具有基 

因组小、遗传背景简单 、生活周期短等特点 ，因此我 

们利用大肠杆菌表达体系，将高等植物的基因转入 

其中进行异源表达，不仅可以用来筛选高等植物抗 

逆的相关基因，同时也建立了一个用来鉴定逆境相 

关 基 因 功 能 的 良好 系 统l_】引。所 以 为 了 研 究 

BjDHN2和 BjDHN3基 因的功能 ，我们构 建 了 

原核 表 达 载 体 pET30a—BjDHN2 与 pET30a— 

BjDHN3，并 转 化 大 肠 杆 菌 BL21(DE3)。经 过 

PCR检测和 SDS—PAGE检测，证明已成功建立了 

原核表达体系之后，对其进行了原核表达抗性的分 

析。结果表明，在高盐 、低温和干旱条件下 ，重组菌 

中因为 BjDHN2和 gjDHN3蛋白的表达能够在一 

定程度上缓解盐、寒、旱胁迫对菌生长所产生 的抑 

制作用。在同等的胁迫条件下，重组菌的生长状况 

明显优于对照菌，迟滞期比对照菌缩短，且菌浓高 

于对 照 菌。说 明 BjDHN2和 BjDHN3具 有耐 

寒、旱、盐保护作用。同时也证明了采用大肠杆菌 

原核表达系统对抗逆相关蛋 白进行筛选 和功能验 

证的可行性。 

植物在受 到逆境 胁迫时 ，会 产生一系列应答 

机制。任何胁 迫 的次生 胁迫 都是 渗透胁 迫 和氧 

化胁迫 。因此 ，应答机制也 就分为渗透调 节和渗 

透保护。前者主要负责对于低水势的平衡，控制 

水分流动 ，防止细胞 失水 。如常见 的几种 无机离 

子 、一些有机小分子溶 质、氨基 酸、小肽 和蛋 白质 

等，用以维持细胞的正常渗透压。后者主要作用 

在于对细胞内部结构的保护，如抗氧化保护酶、 

一 些修复蛋白、运载蛋 白和螯合蛋白，对逆境胁 

迫造成的伤 害进行 修 复和 解毒 。脱水 蛋 白是 植 

物体中一种重要的胁迫响应物质，其主要作用在 

于渗透保护。因为在渗透 调节 中，对细胞水 势的 

影 响最终 是 由渗 透调 节 物质决 定 的。大量结 果 

表明 。胁迫产 生后 ，植 物营养 器官 中渗 透调 节物 
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质会在短时间内有大量的增加，例如几种无机离 

子能在数 小时 内迅 速达 到最大 浓度 。一 旦胁 迫 

终止 ，渗透调节物质也会有所减少 ，如无机 离子 、 

甜菜碱 、可溶性糖等 。一些无机离子在胁 迫前后 

浓度差异 可达倍 级甚 至数 量级 的变化 。而脱水 

蛋白在胁迫开始的短时间内不会很快达到最高 

浓度 ，一般是在胁迫 后的 3～4 d内达到最 大值 ， 

并且在胁迫终止后不会很快的降低浓度 。 

通过对 BjDHN2和 BjDHN3的原核表达功 

能分析 ，我们认为，BjDHN2和 BiDHN3可能做 为 

渗透保护物质，防止细胞内水分流失，从而提高了 

植物对各种非生物胁迫的耐性。 
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