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　　[摘　要 ]　通过PCR 扩增, 从pCAM B IA 13002bar 质粒中获得bar 基因编码区全长, 经酶切鉴定和测序后证实,

bar 基因分离成功。用B am H É 和H indË 酶切, 将bar 基因与原核表达载体pET 28a (+ )连接, 构建成重组质粒pET 28

bar。将重组质粒pET 28 bar 转化大肠杆菌菌株BL 21 (D E3)后, 获得高效表达。SD S2PA GE 电泳分析显示, 目的蛋白

主要以包涵体形式存在, 蛋白质分子量约为27 ku。将包涵体离心、洗涤和纯化后, 得到高纯度的目的蛋白。该蛋白

可以替代植物外源蛋白进行转 bar 基因产品的食用安全性检测, 也可用于转 bar 基因产品EL ISA 检测的抗体制备。
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Abstract: Glufo sinate resistan t gene ( ba r ) has been ex ten sively app lied in the developm en t of

t ran sgen ic herb icide resistan t crop s. T h is study is designated to exp ress the gene bar in E. coli by m ean s of

DNA recom b inan t techno logy and to p roduce pu rif ied fo reign p ro tein PA T fo r the u se in food b io safety

assessm en t and EL ISA detect ion. T he comp lete sequence of the gene ba r w as amp lif ied by PCR from the

p lasm id pCAM B IA 13002bar and cloned in to the recom b inan t exp ression recom b inan t pET 28a (+ ) a t the

B am H É and H ind Ë . T he recom b inan t vecto r pET 28 bar w as tran sfo rm ed in to E. coli BL 21 (D E3) and

exp ressed in h igh eff iciency. SD S2PA GE analysis revealed that the exp ressed p ro tein w as in a fo rm of

inclu sion bodies w ith the mo lecu lar w eigh t 27 ku. A fter the inclu sion bodies w ere cen trifuged, w ashed and

pu rif ied, fo reign p ro tein w as ob ta ined in h igh pu rity. T h is p ro tein can be u sed fo r foodsafety assessm en t

detect ion of genet ica lly modif ied p roducts w ith ba r gene and fo r p roduct ion of an t i2ba r an t ibody fo r EL ISA

detect ion.

Key words: herb icide resistan t bar gene; p rokaryo t ic exp ression; p ro tein pu rif ica t ion; GM O detect ion

　　草胺膦是高效广谱性有机磷除草剂, 其杀草机 理是通过破坏植物谷氨酰合成酶的生物合成导致植
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物死亡。从潮湿链霉菌 (S trep tom y ces hy g roscop icus) 中

分离得到的ba r 基因编码PPT (pho sph ino th ricin)乙

酰转移酶 (PA T ) , 通过催化乙酰辅酶A 与草胺膦游

离氨基结合, 使草胺膦失去活性[1 ]。目前, 应用生物

技术将 ba r 基因导入小麦[2 ]、玉米、油菜[3 ]和水稻[4 ]

等作物, 已经获得抗草胺膦的转基因品种, 其中一些

品种已大面积使用。但随着转基因产品的商业化, 转

基因食品的安全性问题日益受到人们关注, 转基因

产品检测、监测与安全评价已成为转基因产品安全

管理的重要组成部分。在进行转基因植物外源蛋白

的安全性评价时, 往往需要提供大量外源蛋白质, 而

转基因植物产生的外源蛋白一般含量很低, 而且难

以富集和纯化, 无法满足试验需要。因此, 建立一种

大量产生外源蛋白的方法势在必行。

建立和完善快捷的转基因产品检测方法是实施

转基因产品安全管理的重要环节。免疫测定技术是

利用抗原抗体反应检测外源蛋白质的一种理想方

法, 该法可在靶蛋白已知的情况下从成分复杂的原

料中检测出靶蛋白。利用免疫测定技术检测外源蛋

白, 首先必须制备外源蛋白的特异性抗体, 而获得纯

化的目的蛋白是制备特异性抗体的关键步骤。

本研究利用基因工程技术构建重组质粒pET 28

bar, 并在原核表达系统中使ba r 基因获得高效率成

功表达, 表达产物经过提取和纯化, 最终获得高纯度

的目的蛋白, 为转 ba r 基因抗除草剂品种的安全评

价与检测提供了有效的方法和手段。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株与质粒　TO P 10 菌株购自 Invit rogen

公司, BL 21 (D E3) 菌株和高效融合原核表达载体

pET 28a ( + ) 购 自 N ovagen 公 司, 质 粒

pCAM B IA 13002bar 由中国农科院油料作物研究所

基 因 工 程 与 转 基 因 安 全 评 价 研 究 室 保 存。

pCAM B IA 1300 是由澳大利亚CAM B IA 实验室提

供的 1 个空载体, 质粒 pCAM B IA 13002bar 是在

pCAM B IA 1300 基础上增加草胺膦抗性基因 ba r 而

产生的。

1. 1. 2　酶与主要试剂　T aq DNA 聚合酶购自

Ferm en tas 公司, KOD P lu s 高保真酶购自 Toyobo

公司, T 4DNA 连接酶和B am H É、H indË 限制性内

切酶均购自N ew England B io lab s 公司; 其他化学试

剂购自Am resco 公司; PCR C lean2up K it 和R ap id

p lasm id DNA D aily M in i2p rep K it 购自V 2gene 公

司, H is·B ind R esin K its 购自N ovagen 公司。

扩增引物的合成和核苷酸测序均委托北京三博

远志生物技术有限责任公司完成。

1. 2　引物设计与目的基因扩增

根据 GenBank 上 ba r 基因 (A ccession NO.

A Y582737)的编码区设计引物:

上游引物 P 1 为A TC GGA TCC A T G A GC

CCA GAA CGA CGC CC;

下游引物 P 2 为A TC AA G CT T CA G A T T

TCG GT G A CG GGC A。

P 1 引入了一个B am H É 酶切位点, P 2 引入了一

个H indË 酶切位点, 方框处为引入的酶切位点位

置。以P 1 和P 2 为引物, 质粒pCAM B IA 13002bar 为模

板 进 行 PCR 扩 增。 扩 增 反 应 体 系 为: 模 板

pCAM B IA 13002bar 1ng, 1 ×Buffer, dN T P s 0. 2

mmo löL ,M gSO 4 2. 0 mmo löL , P 1 0. 10 Λmo löL , P 2 0.

10 Λmo löL , 1 U KOD P lu s 高保真酶, 加 ddH 2O 至

50 ΛL。反应条件为: 94 ℃ 2 m in, 1 个循环; 94 ℃ 30

s, 64 ℃ 30 s (每个循环降低0. 5 ℃) , 68 ℃ 45 s, 8 个

循环; 94 ℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 68 ℃ 45 s, 20 个循环;

68 ℃ 2 m in, 1 个循环。

1. 3　原核表达载体的构建和鉴定

所获得的PCR 产物用 10 göL 琼脂糖凝胶进行

电泳鉴定, 并用PCR 回收纯化试剂盒回收纯化。纯

化后的PCR 产物和原核表达载体pET 28a (+ ) 分别

用B am H É 和H indË 酶切处理, PCR 回收纯化试剂

盒纯化后, 用T 4DNA 连接酶在16 ℃连接过夜。重组

质粒pET 28 bar 的构建如图1 所示。

图 1　重组质粒pET 28 bar 的构建示意图

F ig. 1　Construction of vecto r pET 28 bar

连接产物用化学方法 (CaC l2 法) 转化至大肠杆

菌TO P 10 中。将转化后的大肠杆菌TO P 10 在37 ℃

培养过夜, 挑取阳性克隆, 小量提取质粒, 用B am H
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É 和H indË 酶切验证。质粒送北京三博远志生物技

术有限责任公司测序。测序结果与已知的ba r 编码

区序列进行比较分析。

1. 4　pET 28 bar 在大肠杆菌BL 21 (D E3)中的表达

将重组质粒 pET 28 bar 转化大肠杆菌BL 21

(D E3) , 在含Kan 的LB 平板上挑取含重组质粒的单

个菌落, 接种于含50 m göL Kan 的5 mL LB 液体培

养基中, 37 ℃培养过夜。将得到的菌液按体积比

1∶100接种于含50 m göL Kan 的200 mL LB 培养基

中, 37 ℃摇床培养至对数生长期 (OD 600 nm 值达

0. 5～ 0. 8) , 加入终浓度为 1. 0 mmo löL 的 IPT G (异

丙基2Β2D 2硫代半乳糖苷) 诱导剂, 37 ℃诱导表达

4 h。

1. 5　重组蛋白的提取与纯化

将诱导表达 4 h 后的菌液在室温下以 9 000

röm in离心8 m in, 收集菌体。沉淀的菌体用1ö10 体

积的 PBS (4 ℃存放) 悬浮后进行超声波处理, 裂解

细胞。取2 mL 裂解的细胞悬液, 10 000 röm in 离心

5 m in, 收集上清和沉淀。分别取适量上清和沉淀, 进

行 12% SD S2PA GE 电泳分析, 经考马斯亮蓝染色、

脱色液脱色后观察表达产物。将剩余裂解物在5 000

röm in 离心 15 m in, 收集沉淀, 分别用 20 mL 1% 脱

氧胆酸钠和 1% trixon2100 洗涤包涵体沉淀, 再用

1×B inding Buffer (0. 5 mo löL N aC l, 20 mmo löL
T ris2HC l, 5 mmo löL im idazo le, 6 mo löL guan id ine

hydroch lo ride, pH 7. 9)悬浮沉淀, 置于冰上1 h 至完

全溶解。4 ℃、13 000 röm in 离心35 m in, 收集上清,

用 0. 45 Λm 微孔滤膜过滤后, 按H is·B ind R esin

K its 蛋白纯化试剂盒操作步骤进一步纯化目的蛋白。

将洗脱的目的蛋白溶液装入截留分子量为3 ku 的透

析袋中, 在ddH 2O 中透析过夜脱盐。从透析袋中取适

量蛋白质液体, 加等量的2×蛋白L oading Buffer 混

匀, 在 100 ℃煮沸 3 m in, 变性后进行 12% SD S2
PA GE 电泳分析。最后将剩余的蛋白质液体冷冻干燥

离心, 收集目标蛋白粉末, 置- 20 ℃保存。

2　结果与分析

2. 1　ba r 基因的PCR 扩增

　　以质粒pCAM B IA 13002bar 为模板进行PCR 扩

增, 扩增产物用 10 göL 琼脂糖凝胶进行电泳分析。

结果 (图2)表明, ba r 基因PCR 扩增产物在500～ 750

bp 有1 条特异性带, 大小约为550 bp , 与目的基因片

段的大小 (552 bp )相吻合。

图 2　bar 全长编码区片段的PCR 扩增结果
M. DNA 标准分子量; 1. bar 基因PCR 扩增产物

F ig. 2　E lectropho resis of bar gene amp lified w ith PCR
M. DNA M arkeröDL 10000; 1. PCR p roduct of bar

2. 2　重组质粒pET 28 bar 的双酶切鉴定

将ba r 基因的 PCR 纯化产物与原核表达载体

pET 28a (+ ) 连接后, 导入感受态大肠杆菌TO P 10

中, 在37 ℃培养过夜, 以对目的片段进行大量扩增。

提取阳性克隆表达质粒, 用B am H É 和H indË 酶切

后, 在酶切产物中发现 ba r 基因片段 (图 3) , 而原核

表达载体pET 28a (+ ) 中没有此片段, 表明ba r 基因

已正确插入原核表达载体pET 28a (+ )中。重组质粒

pET 28 bar 构建成功。

图 3　重组质粒pET 28 bar 与原核表达载体pET 28a (+ )

的B am H É 和H indË 双酶切鉴定结果
M. DNA 标准分子量; 1. 重组质粒pET 28 bar;

2. 原核表达载体pET 28a (+ )

F ig. 3　P roduct of the p lasm id pET 28 bar and

pET 28a (+ ) digested w ith B am H É and H indË
M. DNA M arker; 1. P roduct of pET 28 bar;

2. P roduct of pET 28a (+ )

58第 2 期 薄慧杰等: 草胺膦抗性基因 bar 的原核表达与蛋白质纯化



2. 3　重组质粒pET 28 bar 的序列分析

将鉴定为阳性的质粒进行测序后, 与GenBank

上发表的ba r 基因序列 (A ccession NO. A Y582737)

对比发现, 除 1 个碱基外, 其他序列完全相同, 编码

的氨基酸序列完全一致 (图 4) , 蛋白质性质没有差

异。

图 4　克隆的bar 基因与GenBank 上发表的bar 基因核苷酸序列的比对分析

下划线为引物序列, 双划线为酶切位点, 方框为不同的碱基序列

F ig. 4　Comparison of alignm ent of nucleo tide sequences of bar gene betw een the cloned vs the subm itted in GenBank

T he underlined are sequences of p rim ers, the doub le lines are enzym e digestion sites, the boxed are differen t sequences

图 5　纯化后蛋白的SD S2PA GE 电泳分析
M. 蛋白质M arker; P. 纯化后的目的蛋白

F ig. 5　SD S2PA GE analysis of purified bar p ro tein
M. P ro tein M arker; P. Fo reign p ro tein purified

by H is·B ind Resin Kits purification k its

2. 4　重组质粒的表达与产物纯化

将含有重组质粒的单菌落在LB 培养液中培养

至OD 600 nm = 0. 5～ 0. 8 后, 加入终浓度为1. 0 mmo lö
L 的 IPT G, 在37 ℃诱导表达4 h, 收集菌体, 超声裂

解后, 取部分上清液和沉淀分别进行SD S2PA GE 电

泳分析, 经考马斯亮蓝染色、脱色液脱色后观察表达

产物, 结果发现, 目的蛋白主要以包涵体的形式存

在。将包涵体洗涤、溶解后, 用H is·B ind R esin K its

蛋白纯化试剂盒纯化剩余裂解物中的目的蛋白, 经

SD S2PA GE 电泳分析发现, 纯化后的目的蛋白在分

子质量约为27 ku 处有1 条明晰的蛋白质带纹, 与预

期的PA T 蛋白大小相吻合 (图5)。

3　讨　论

本研究成功构建了pET 28 bar 重组质粒, 实现

了外源蛋白在大肠杆菌BL 21 (D E3) 中的诱导表达。
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通过 SD S2PA GE 电泳分析表明, 该外源蛋白是 ba r

基因的表达产物, 表达量高, 而且主要以包涵体的形

式存在。将包涵体溶解后经过试剂盒纯化, 获得了高

纯度的目的蛋白。

本研究选用的大肠杆菌原核表达系统在基因表

达技术中发展最早、应用最广泛, 与其他系统相比具

有遗传背景清楚、繁殖快、表达效率高及抗污染能力

强等优点[5 ]。本试验选用的pET 28a (+ )原核表达载

体含有能被T 7 RNA 聚合酶特异性识别的T 7 强启动

子[6 ]。将外源基因置于T 7 启动子控制下, 经 IPT G 诱

导后能够高效表达外源蛋白。此外, 该表达载体具有

H is6 的编码序列, 使目的蛋白N 端融合有6 个H is 残

基, 便于纯化, 尤其适合抗原蛋白的制作。

大肠杆菌表达系统产生的重组蛋白通常以包涵

体与可溶性蛋白两种形式出现。一般80% 的蛋白质

在细菌中都是以包涵体形式表达的。以包涵体形式

表达的重组蛋白容易通过简单的洗涤达到很高的纯

度, 有利于进一步纯化。重组蛋白是以包涵体形式存

在还是以可溶性蛋白形式存在, 主要取决于重组蛋

白本身及载体的性质, 与外在的表达条件关系不

大[7 ]。包涵体形式一般表达量高, 相对成本较低, 往

往具有比较完全的抗原性。

本实验表达的蛋白可以替代植物外源蛋白, 用

作转 ba r 基因产品的食用安全性检测, 以及对生物

多样性影响的评价, 也可用于转 ba r 基因产品

EL ISA 检测的抗体制备。
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