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摘要:从蜡梅中克隆α 半乳糖苷酶基因,通过对其酶学性质及基因表达分析,为研究蜡梅的低温适应的分子机理

提供参考．通过PCR扩增获得α 半乳糖苷酶基金(CpGAL),构建了该基因的原核表达载体pET２８aＧCpGAL 并转

化到大肠杆菌BL２１(DE３)中,诱导表达并分离纯化得到融合蛋白．利用 SYBRGreenⅠ实时荧光定量 PCR 检测

CpGAL 基因在腊梅不同发育时期的表达差异．
关　键　词:蜡梅;α 半乳糖苷酶;克隆;原核表达;荧光定量

中图分类号:S６８５􀆰１７　　　　文献标志码:A　　　　文章编号:１６７３ ９８６８(２０１５)０１ ００２５ ０８

蜡梅(Chimonanthuspraecox)是蜡梅科(Calycanthaceae)蜡梅属(Chimonanthus)落叶丛生灌木,喜阳

光,能耐阴、耐寒、耐旱、耐修剪、易整形．蜡梅花在霜雪寒天傲然开放,浓香扑鼻,是冬季主要观赏花木．
α 半乳糖苷酶能专一地催化α 半乳糖苷键的水解,广泛存在于动植物和部分微生物中．根据其最适的pH
可分为酸性α 半乳糖苷酶和碱性α 半乳糖苷酶．KellerF等首次从葫芦科植物中发现碱性α 半乳糖苷

酶,该酶对水苏糖的亲合力高,催化棉子糖分解的活性低[１]．Smart等在黄瓜叶片中分离得到２种酸性α
半乳糖苷酶,分子量分别为２５KD和５０KD,并推测前者是后者的一个亚基[２]．α 半乳糖苷酶在促进种子萌

发和成熟[３]、叶片的发育和衰败[４－６]、果实发育和成熟[７－１０]过程中发挥着重要的作用,同时,α 半乳糖苷

酶在生物胁迫和非生物胁迫反应中也起着至关重要的作用[１１－１２]．本研究以蜡梅α 半乳糖苷酶基因的表达

为切入点,通过克隆该基因、序列分析、原核表达及基因表达分析,探索该基因的功能,对研究α 半乳糖

苷酶在蜡梅中的生理作用及低温适应有重要意义．

１　材料与方法

１􀆰１　植物材料

蜡梅花cDNA文库由重庆市花卉工程技术研究中心构建保存．多年生蜡梅花采自西南大学校园内．蜡

梅小苗播种繁殖,种子３７℃水浴７２h,浓硫酸处理０􀆰５h后,播种,发芽后在人工气候箱中培养(温度:昼

２５℃/夜２０℃,湿度:８５％,光周期:昼１６h/夜８h,光照度:２００００lx)．
１􀆰２　菌株、载体及主要试剂

原核表达载体pETＧ２８a(＋),为重庆市花卉工程技术研究中心保存．氨苄青霉素(Amp),宿主菌BL２１
(DE３)和大肠杆菌(Escherichiacoli)感受态菌株 DH５α购自天根生物技术(北京)有限公司,RNA 提取试
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剂盒、DNA提取试剂盒分别为 TIANGEN 公司生产的 RNApreppurePlantKit试剂盒和 DNApreppure
PlantKit试剂盒．限制性内切酶BamHI和SacI、克隆载体pMD１９ＧT、ExTaq酶、T４DNA连接酶、反转

录试剂盒PrimeScriptTMＧRTreagentKit均购于大连TaKaRa公司．SsoFastTMEvaGreen􀆿 Supermix试剂盒

(BioＧRad)、引物由北京六合华大基因有限公司合成．对硝基 苯基 α D 吡喃半乳糖苷(pNPG)购自SIGＧ
MA公司．SDSＧPAGE低分子量标准蛋白质购于上海生物工程有限公司．HisＧBand蛋白纯化回收试剂:NiＧ
TAHisＧBind树脂(７０６６６)、空色谱柱(６９６７３)、NiＧTA缓冲液试剂盒(７０８９９Ｇ３)均购自德国 Merek公司．
１􀆰３　目标克隆子的获得及序列分析

参照眭顺照[１３]等的操作,采用随机克隆测序的方法获取目标基因．分析蛋白信号肽利用SignalP(http:
//www􀆰cbs􀆰dtu􀆰dk/services/SignalP/),生物信息分析采用DNAMAN４􀆰０和DNAStar７􀆰０软件包进行．
１􀆰４　蜡梅总DNA、RNA提取及cDNA第一链的合成

采用DNApreppurePlantKit试剂盒提取蜡梅叶片总DNA,－２０℃环境下保存．在同一植株(长势一

致、无病虫害)上分别摘取根、茎、叶(子叶、嫩叶)．在同一植株(无病虫害)上分别采集成熟叶片、不同时期

花芽(萌动期、蕾期、露瓣期、初开期、盛开期和衰败期)[１４]和处于盛开期花的雄蕊、雌蕊、外瓣、中瓣和内

瓣．选取长势一致、无病虫害,处于盛开期的蜡梅切花分别用清水(CK)和６ 苄氨基腺嘌呤(１０mg/L６Ｇ
BA)处理[１５],３组重复．每组重复处理和对照分别取处于衰败期的花,用 RNApreppurePlantKit试剂盒

分别提取上述叶片、花芽的总RNA,然后以１μL总 RNA 为模板,按PrimeScript􀆿 RT MasterMixPerＧ
fectRealTime试剂盒的方法合成cDNA第一链．
１􀆰５　原核表达载体的构建

根据目的基因序列,切除信号肽,设计合成 PCR 扩增引物．上游引物:５􀆳ＧCGGATCCATGGGGTGＧ
GAATAGTTGGAATCＧ３􀆳,下 划 线 为 BamH I酶 切 位 点;下 游 引 物:５􀆳ＧCGAGCTCTCAATCAACTＧ
GAAGAAATTGGTGTＧ３􀆳,下划线为SacI酶切位点．取１μL蜡梅cDNA 为模板,进行PCR扩增．PCR
产物的回收按BioFlux公司的GelExtractionKit说明书进行,连接按TaKaRa公司的pMD１９ＧT载体说明

书进行,对重组质粒PCR扩增进行检测,将阳性克隆送生工测序．连接CpGAL 基因cDNA序列的重组质

粒记作pMD１９TＧCpGAL．提取质粒与表达载体pETＧ２８a(＋)均用SacI和BamHI双酶切,分别回收目的

片段和线性载体并连接,转化大肠杆菌DH５α感受态细胞,PCR、酶切及测序验证．筛选阳性克隆,命名为

pET２８aＧCpGAL．
１􀆰６　pET２８aＧCpGAL在BL２１(DE３)的表达、分离纯化和复性

将重组质粒pET２８aＧCpGAL 转化表达菌株BL２１(DE３),接种于含有５０mg/mL液体培养基(Kan＋
LB)中培养１２h,然后按１∶５０的比例扩大培养,至 OD≈０􀆰８时,吸取１􀆰０mL菌液作为未诱导对照,
空载转化菌加入IPTG(终浓度１􀆰０mmol/L)诱导为阳性对照,以未加IPTG诱导的空载体转化菌为阴性

对照．在剩余菌液中加入IPTG至终浓度１􀆰０mmol/L,３７℃振摇培养４h进行诱导表达,吸取１􀆰０mL
诱导培养物样品．将所有收集的菌液１２０００r/min离心２min,弃上清液．用pH７􀆰４的PBS液３mL悬浮

沉淀菌,加入等体积的２×SDS上样缓冲液,水浴煮沸１０min,然后１００００r/min离心２min,取上清液

作为蛋白样品上样．
按默克公司的蛋白纯化系统操作指南进行分离纯化．过柱后的溶液在一定尿素梯度(６mol/L－５mol/L－

４mol/L－３mol/L－２mol/L－１􀆰５mol/L－１mol/L－０􀆰５mol/L－０mol/L－清水)下从高到低于４℃ 低温透

析,每６h更换一次透析缓冲液,最后在清水中透析１２h．
１􀆰７　蛋白质含量的测定和蜡梅α 半乳糖苷酶酶学性质分析

利用Bradford法测定复性后蛋白质含量[１６]．将２５μL的３０mmol/LpNPG与１００μLpH分别为２􀆰０~９􀆰０
(１􀆰０的梯度)的 McIlvaine缓冲液(３０mmol/LpNPG＋１００mmol/L柠檬酸＋２００mmol/L磷酸氢二钠)混合,
于３７℃预热５min后,加入１００μL的酶液混匀,３７℃条件下反应１５min,立即加入６００μL５％的Na２CO３ 溶

液终止反应．在上述标准反应体系中(pH６􀆰０),于２０~５０℃(５℃的梯度)分别测定酶活力[１７]．
１􀆰８　蜡梅α 半乳糖苷酶基因表达特性分析

使用SYBRGreenI荧光染料法,对CpGAL 基因在蜡梅不同组织(根、叶、花芽)、不同花期(萌动期、
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蕾期、露瓣期、初开期、盛开期和衰败期)和６ＧBA 处理下蜡梅全花的表达情况进行实时荧光定量PCR分

析．试验数据通过BioＧRadManagerTMSoftware(Version１􀆰１)进行分析,用２－ΔΔCT法获得CpGAL 基因的相

对表达量[１８]．

２　结果分析

M:DNAmarker(DL２０００);１:质粒 DNA;

２:蜡梅花cDNA;３:蜡梅基因组 DNA．

图１　蜡梅CpGAL 基因的PCR扩增

２􀆰１　蜡梅α 半乳糖苷酶基因的克隆及序列特征

随机克隆获得 EST 序列,分析表明该序列为蜡

梅α 半乳糖苷酶,命名为CpGAL,Genebank登陆

号为:JQ２１７３８０．该序列含有１个１２３９bp的最大

ORF,编码４１２个氨基酸残基的蛋白质．分别以文库

质粒DNA、蜡梅基因组 DNA 和蜡梅花cDNA 为模

板,PCR扩增后得到大小一致的特异产物(图１),测

序结果也完全一致,表明CpGAL 全长 DNA 序列没

有内含子．
通过在线软件(http://www􀆰expasy􀆰org/)对蛋

白进行分析(图２),发现含有一个典型的由８０个氨基

酸组成的CKＧ２(酪蛋白激酶II)结构域,同时具有糖

基水解酶家族的保守序列DYLKYDNC和R∗∗∗D,这两个保守区可能是α 半乳糖苷酶的催化活性位点

或底物结合位点．利用SignalP(www􀆰cbs􀆰dtu􀆰dk/services/SignalP)分析CpGAL蛋白,在第２８与２９氨基

酸间,具有一个明显的信号肽剪切位点,信号肽的长度为２８aa．

∗表示 QXDXNXVXY 代 表 保 守 的 甘 露 糖 结 合 位 点．Arabidopsisthaliana (拟 南 芥,NP_５６８１９３􀆰１),Caricapapaya (番 木 瓜,

AAP０４００２􀆰１),Chimonanthuspraecox (L􀆰)Link (蜡梅,JQ２１７３８０),Coffeaarabica (咖啡,CAI４７５５９􀆰１),Cucumissativus (黄瓜,

ABC５５２６６􀆰１),Glycinemax (大豆,XP_００３５４８３３１􀆰１),Helianthusannuus(向日葵,AAW２２０５５),Pisumsativum (豌豆,CAF３４０２３􀆰１),

Ricinuscommunis(蓖麻,AAQ８２４５５􀆰１),Vitisvinifera (葡萄,XP_００３５３５３９８􀆰１)．

图２　CpGAL 同源序列比对分析
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２􀆰２　原核表达载体的构建、表达以及SDSＧPAGE分析

将经SacI和BamHI双酶切的CpGAL 基因片段亚克隆到原核表达载体pETＧ２８a(＋)的相应位点

上,构建原核表达载体pET２８aＧCpGAL(图３)．经过IPTG诱导及超声裂解,用１２％的SDSＧPAGE电泳分

析,结果表明,在约为４６kD处有一条明显的电泳带,与预期的分子质量大小相符,但破碎上清中并没有

出现特异条带,破碎沉淀中则有特异条带,说明该融合蛋白是包涵体(图４)．

M:DL２０００marker;１:菌液PCR检测．
图３　PCR扩增CpGAL 电泳验证

M:蛋白质标准分 子 质 量;１:pET２８aＧCpGAL 诱 导 总 蛋 白;２:

pET２８aＧCpGAL 未诱导总蛋白;３:pET２８aＧCpGAL 诱导沉淀;D:

pET２８aＧCpGAL 诱导上清;５:pET２８a诱导总蛋白载体诱导．
图４　pET２８aＧCpGAL表达产物的SDSＧPAGE

M:蛋白质标准分子质量;１:pET２８aＧCpGAL 重组蛋白．
图５　纯化的pET２８aＧCpGAL蛋白SDSＧPAGE分析

２􀆰３　重组蛋白的分离纯化、复性及酶活检测

重组蛋白以包涵体的形式存在,通过复性,聚丙烯酰胺

凝胶电泳检测(图５)与预期结果一致,表明提取高浓度

(０􀆰５２３mg/mL)的重组蜡梅α 半乳糖苷酶．
纯化的重组蜡梅α 半乳糖苷酶在pH６􀆰０值缓冲液体

系中,于２０~５０℃分别测定酶活力,结果如图６所示,该

酶的最适反应温度为４０℃,在３５~４５℃时,酶活力相对较

高,大于４５℃时,酶的活性都会急剧下降．在不同pH 值缓

冲液体系中测定其酶活性结果如图７所示,酶的最适反应

pH 值为６􀆰０．
２􀆰４　CpGAL 基因表达特性的分析

２􀆰４􀆰１　CpGAL 基因组织特异性表达的分析

CpGAL 基因在蜡梅不同组织中均有表达,具有较强的

组织特异性(图８)．其转录产物在根中最多,茎、子叶、幼叶、成熟叶、盛开的全花中明显少于根．CpGAL
基因在蜡梅叶片不同时期的表达具有特异性,其中成熟叶片中的表达量最高．

图６　温度对CpGAL活性的影响 图７　pH对CpGAL活性的影响
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２􀆰４􀆰２　CpGAL 基因在花发育不同时期表达

CpGAL 基因在蜡梅单花开放过程中表达量有较大差异．其转录水平从花芽萌动期到蕾期下降,盛开

期达到最低,露瓣期到花朵初开期上升,盛开期快速下降,衰败期大幅度上升达到峰值(图９)．
CpGAL 基因在蜡梅花中表达量较高,但在蜡梅不同花器官中差异显著,外瓣、内瓣和雌蕊中转录水平

极低,中瓣明显高于雄蕊(图１０)．

图８　CpGAL 在不同组织中的表达 图９　CpGAL 在不同花期的表达分析

图１０　CpGAL 在不同花器官中表达

２􀆰４􀆰３　CpGAL 基因对６ 苄氨基腺嘌呤诱导的响应

用１０mg/L６ 苄氨基腺嘌呤(６ＧBA)处理处于

盛开期的瓶插蜡梅切花,结果显示其衰败时间推迟

了５d左右(表１)．雄蕊衰败程度相同,用６ＧBA 处

理的瓶插蜡梅切花的花瓣明显比对照更具观赏价值

(图１１)．检测发现,６ＧBA 处理的蜡梅切花CpGAL
基因转录水平明显低于对照,表明６ＧBA抑制了CpＧ
GAL 基因的表达(图１２)．综上,推测CpGAL 基因

具有促进蜡梅切花衰败的作用,６ＧBA具有抑制CpＧ
GAL 基因表达的作用．

表１　６ＧBA对蜡梅切花衰败时间的影响

重复 CK衰败时间/d ６ＧBA处理衰败时间/d ６ＧBA推迟衰败时间/d

１ ５ １０ ５

２ ５ ９ ４

３ ６ １２ ６

图１１　６ＧBA对蜡梅切花的外观影响
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图１２　CpGAL 在６ＧBA处理下的表达

３　讨　论

本研究成功克隆了蜡梅α 半乳糖苷酶基因

CpGAL,构建了蜡梅CpGAL 基因原核表达载

体pET２８aＧCpGAL,经诱导表达获得的重组蛋

白为包涵体蛋白．通过对包涵体的分离、纯化、

变性、复性,获得具有生物活性的重组α 半乳

糖苷酶,最适反应温度为４０ ℃,表现出一定的

抗高温能力,为 进 一 步 活 体 纯 化 获 得 高 活 力、

pH 值稳定及热稳定的α 半乳糖苷酶提供了理论基础．

近年来,α 半乳糖苷酶表达调节和生理功能日益成为植物学研究的新热点．本试验对α 半乳糖苷酶基

因在不同组织转录水平进行分析,发现CpGAL 基因在蜡梅不同组织中均有表达．其在根中表达量最高,推

测该基因与根的吸收功能有关．植物在受到低温、干旱、高盐等渗透胁迫时,α 半乳糖苷酶调节胞内渗透

压,有利于吸收水和无机盐,抵御不良环境的影响．

DelRio等研究发现叶片衰败期棉子糖家族寡糖增加是叶片衰败过程中一个重要的特征[１９]．Lee

等研究水稻α 半乳糖苷酶发现,其在水稻叶片叶绿体中表达,并且在叶片衰老过程中,可以降解叶

绿体中半乳糖脂[６]．Pharr、Gaudreault等研究葫芦科碱性α 半乳糖苷酶时,发现黄瓜中碱性α 半乳

糖苷酶的含量与叶片生长发育有关,在降解幼叶中的水苏糖过程中起着主要的作用[２０－２１]．本文在研

究蜡梅不同时期叶片转录水平时发现该基因表达具有组织特异性,转基因烟草生长速度明显加快,叶

片生长肥大,说明酸性α 半乳糖苷酶也与叶片生长发育有关[２２],但是酸性α 半乳糖苷酶如何影响叶

片生长发育需要进一步研究．

CpGAL 基因在蜡梅单花开放过程中表达量有较大差异．其转录水平从花芽萌动期到蕾期下降,盛开

期达到最低,露瓣期到花朵初开期上升,盛开期快速下降,衰败期大幅度上升达到峰值．秋末冬初气温开始

下降,蜡梅花芽处于萌动期,CpGAL 的表达量升高,其目的在于启动相关调控网络来防御低温,增强花器

官的抗寒性．露瓣期和初开期,CpGAL 基因表达水平随着花朵储存棉子糖家族寡糖及其它营养物质而增

加．进入盛开期,消耗大量各类营养物质,棉子糖家族寡糖也被分解,α 半乳糖苷酶积累水平下降．在衰败

期CpGAL 基因转录产物达到最大．Karkaurt等研究外源乙烯对西瓜催熟的影响时发现,外源乙烯可以提

高西瓜体内α 半乳糖苷酶活性,进而促进西瓜成熟[９]．而植物体内的乙烯是否也可提高α 半乳糖苷酶活

性进而促进花的衰败,有待进一步研究．

６ＧBA处理蜡梅切花后,发现CpGAL 基因转录水平明显降低,花期有所延长,提高了切花观赏价值．

４　结　论

从蜡梅cDNA 文库随机挑选单克隆子双向测序得到蜡梅 α 半乳糖苷酶基因,该序列包含一个

１２３９bp的最大 ORF．CpGAL 编码的蛋白大小为４６kD．该蛋白具有酶学特性,最适pH 值为６􀆰０,最适反

应温度为４０℃,是一种酸性α 半乳糖苷酶．

α 半乳糖苷酶参与了蜡梅的生长发育过程．从转录水平分析,CpGAL 的表达具有组织特异性,与单

花开放衰败相关．
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CloningandTranscriptionalExpressionAnalysis
ofαＧGalactosidaseGenefromChimonanthuspraecox

SUNJingＧjing１,２,　LIUYaＧjuan１,２,　QIN　Qin１,２,

SUIShunＧzhao１,　LIMingＧyang１

１􀆰SchoolofHorticultureandLandscape,SouthwestUniversity/ChongqingEngineeringResearchCenterforFloriculture/

　KeyLaboratoryofHorticultureScienceforSouthernMountainousRegions,MinistryofEducation,Chongqing４００７１５,China;

２􀆰ChongqingEnergyCollege,Chongqing４０００４１,China

Abstract:TheobjectiveofthestudywastoclonetheαＧgalactosidasegenefromChimonanthuspraecoxand

expressitintheprokaryoticsystemandanalyzethetranscriptionalexpressionofαＧgalactosidase．TheexＧ

perimentprovidesareferencefortheresearchofthemolecularmechanismoflowtemperatureadaptation

ofC􀆰praecox．ThegeneexpressionvectorpET２８aＧCpGAL wasconstructedbythegenefragmentcloned

intotheprokaryoticexpressionvectorpETＧ２８a(＋),which wasthentransformedintoE􀆰coli BL２１
(DE３)．Then,fusionproteinwasinducedtoexpressandpurified．TheSYBRGreen Ⅰ RealＧtimeqRTＧ

PCRwasemployedtoanalyzetheexpressiondifferencesofCpGALindifferentdevelopmentalstagesofC􀆰

praecox．

Keywords:Chimonanthuspraecox;αＧgalactosidase;cloning;prokaryoticexpression;realＧtimefluoresＧ

cencequantitativePCR
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