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生长素结合蛋白 AtTIR1 和 IAA28 的原核表达及纯化 
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摘 要：以 pGEX–KG 为骨架，运用分子克隆方法构建了生长素结合蛋白 AtTIR1 和 IAA28 的原核表达载体，

通过转化不同表达菌株探索了 2种蛋白的诱导表达条件。结果表明：在 0.4 mmol/L IPTG诱导下，GST–IAA28融

合蛋白在表达菌株 Tuner中的表达量最高，其适宜诱导温度为 16 ℃；在 0.6 mmol/L IPTG诱导下，BL21(DE3)中

GST–IAA28的表达量最高；在各种浓度的 IPTG诱导下，Rosetta中的 GST–IAA28的产量均不高；在 25 ℃和 0.4 

mmol/L IPTG诱导条件下，Rosetta中的 GST–AtTIR1表达总量最高，每克细菌可诱导出约 0.2 mg的目标蛋白，

但 BL21(DE3)菌种中的 GST–AtTIR1表达量很低。利用 GST SefiroseTM resin亲和树脂对表达的蛋白进行纯化，获

得了较纯的 AtTIR1和 IAA28蛋白。 
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Prokaryotic expression and purification of the  
auxin-binding protein AtTIR1 and IAA28 
ZHAO Xin, LIU Hui-zhen, LUO Wei-gui, SU Yi, LIN Wan-huang* 

(Hunan Provincial Key Laboratory of Phytohormones and Growth Development, Hunan Agricultural University, 
Changsha 410128, China) 
 

Abstract: Prokaryotic expression vector of auxin-binding protein AtTIR1 and IAA28 were constructed by gene cloning 
based on pGEX–KG. The expression induction conditions of two kinds of different expression strains after transfected 
with the recombined expression vectors were investigated. The results showed that the GST–IAA28 had the highest 
yields in Tuner under 0.4 mmol/L IPTG and the highest yields in BL21(DE3) at 0.6 mmol/L IPTG, with 16 ℃ the suitable 
inducing temperature, while the protein yields were low in Rosetta under every concentration of IPTG. GST–AtTIR1 
expressed highly in Rosetta at the optimal induced condition of 0.4 mmol/L IPTG and 25 ℃, and about 0.2 mg 
GST–AtTIR1 was produced in 1g bacteria. But GST–AtTIR1 expressed lowly in BL21. Meanwhile, relatively purified 
GST–AtTIR1 and GST–IAA28 had been obtained through GST SefiroseTM resin. 
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生长素于 20世纪 30年代得到分离并鉴定，具

有促进生长与生根、维持顶端优势的作用，生长素

的分布在不同组织间存在敏感性差异[1–4]。随着对

生长素生物合成途径的深入研究[5]，生长素 IAA(吲

哚乙酸 )的外运蛋白 (PINs)[6–7]、 IAA 内运蛋白

(AUX1/ LAX)[8–9]、生长素结合蛋白(ABPs)[3,10]、IAA

受体 TIR1和 AFBs [5,11]、生长素响应因子(ARFs)及

其抑制蛋白(AUX/IAAs)[12–17]先后被鉴定。AtTIR1

是 TIR1蛋白家族的一种能够与 IAA结合的蛋白，

能够与 AUX/IAAs蛋白相互靠近形成共受体，从而
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提高对 IAA 的亲和力和结合特异性[18]。AtTIR1 基

因大小为 1 785 bp，编码 594个氨基酸残基，蛋白

质相对分子质量为 66 798.80，等电点为 7.1[11]。

IAA28是 IAA受体的一种，IAA28基因大小为 528 

bp，编码 175个氨基酸残基，蛋白质相对分子质量

为 20 205.86，等电点为 9.07[13]。本研究拟通过构建

含 AtTIR1 和 IAA28 基因的原核表达载体，体外表

达 AtTIR1 和 IAA28 蛋白，并利用 GST 标签对其

进行纯化，旨在为 2种蛋白的后续研究打下基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料与主要试剂 

供试菌株：大肠杆菌(E·coli)表达菌株 Tuner、

Rosetta、BL21(DE3)、pGEX–KG；大肠杆菌克隆菌

株 DH5α。 

供试植株：拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)生态

型 Columbia(Col–0)，由湖南农业大学植物激素与生

长发育湖南省重点实验室保存。 

试剂：BamH I 和 EcoR I 限制性内切酶和 T4 

DNA连接酶等均购自 TaKaRa(大连)公司；Pfu DNA

聚合酶、pEASY–T1试剂盒、凝胶回收纯化试剂盒、

Trans2K Plus DNA Marker 和蛋白 Marker Protein 

RulerⅡ均购自北京全式金生物技术有限公司。 

1.2 方 法  

1.2.1 引物设计 

根据GenBank数据库中公布的 AtTIR1和 IAA28

的cDNA序列以及质粒pGEX–KG图谱，用Lasergene 

7.0工具包和 Primer5.0 软件分析设计 PCR引物。扩

增 AtTIR1 的上游引物 AtTIR1 Fp 的序列为

5′–ggatccATGCAGAAGCGAATAGCCTTG–3′，小写

字母表示酶切位点 BamH I；下游引物 AtTIR1 Rp的

序列为 5′–gaattcTTATAATCCGTTAGTAGTAATG–3′，

小写字母表示酶切位点 EcoR I。扩增 IAA28的上游

引物 IAA28 Fp的序列为 5＇–ggatccATGGAAGAAGA 

AAAGAGATTGG–3′，小写字母表示酶切位点 BamH 

I；下游引物 IAA28 Rp的序列为 5′–gaattcCTATTCCT 

TGCCATGTTTTC TAG–3′，小写字母表示酶切位点

EcoR I。引物由华大基因公司合成。 

1.2.2 原核表达载体构建及转化 

采用 Trizol(Invitrogen)试剂提取拟南芥总

RNA，反转录获得 cDNA，以 cDNA 为模板扩增

AtTIR1和 IAA28基因，扩增体系为：ddH2O 6.2 μL，

10× PCR Buffer 1 μL，dNTP(2 mmol/L) 1 μL，上游

引物(5 μmol/L) 0.5 μL，下游引物(5 μmol/L) 0.5 μL，

cDNA 0.5 μL，Pfu DNA聚合酶 0.3 μL，总体系为

10 μL。PCR反应条件为：95 ℃充分预变性 5 min；

95 ℃变性 30 s，54 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 4 min，

30个循环；72 ℃总延伸 7 min。 
用 BamH I和 EcoR I双酶切 AtTIR1和 IAA28

的 PCR产物及载体 pGEX–KG，回收酶切产物，按
T4 DNA连接酶说明书将 AtTIR1和 IAA28分别连
入 pGEX–KG 中，采用热激法转化大肠杆菌 DH5α
感受态细胞，挑取单菌落进行 PCR鉴定，再提取质
粒进行酶切鉴定，将鉴定为正确的质粒送华大基因

公司测序。将测序正确的载体分别命名为 pGEX– 
KG–AtTIR1和 pGEX–KG–IAA28，将 2种重组表达
载体分别转化到表达菌株 Tuner、Rosetta 及
BL21(DE3)的感受态细胞中，提取抗性平板上生长
良好的菌落的质粒，进行 BamH I和 EcoR I双酶切
鉴定，含有正确质粒的重组表达菌落用于蛋白表达

与纯化。 

1.2.3 GST 融合蛋白质的表达和小规模纯化 

蛋白质诱导表达：将 3 种重组菌株接种于 10 

mL LB液体培养基(含 100 mg/L氨苄青霉素)中，37 

℃、180 r/min振荡培养至菌液 OD600 nm约为 0.6；

取 5 mL菌液接种于 50 mL新鲜 LB培养基(含 100 

mg/L氨苄青霉素)中，37 ℃、200 r/min振荡培养至

菌液 OD600 nm约为 0.6(约 2 h)。设 3个诱导剂 IPTG

浓度 0.2、0.4、0.6 mmol/L(终浓度)，摇床设置为

200 r/min，各菌株分别于 16 ℃诱导 8 h，25 ℃诱导

5 h，37 ℃诱导 4 h。将诱导好的菌液用 50 mL离心

管收集，4 ℃、7 500 g离心 10 min，弃培养基，用

30 mL PBS(pH7.4)重悬细菌，4 ℃、7 500 g离心 10 
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min并吸干上清，置–20 ℃冰箱储存，备用。 

蛋白质小规模纯化：称取各处理的细菌约 0.01 

g，加入 1 mL预冷的 PBS(pH7.4)重悬，超声波破碎

细胞后 4 ℃、12 000 r/min离心 15 min。取 40 μL

上清液，加入 40 μL 2×上样缓冲液，即为上清样。

取剩余的上清于新的 EP管，加入 25 µL 预处理后

的 GST SefiroseTM Resin树脂，冰浴并置脱色摇床低

速摇 1 h后，4 ℃、12 000 r/min离心 10 min，弃上

清，加入 500 µL预冷的 PBS重悬沉淀，4 ℃、12 000 

r/min离心 5 min，弃上清，重复 3次，向GST Sefirose

中加入 40 µL 2×上样缓冲液，即为结合样(小规模纯

化样品)。向细胞碎片沉淀里加入 40 µL 2×上样缓冲

液，即为沉淀样。 

电泳分析：配制 0.25、0.5、1 mg/mL的 BSA溶
液作为质量标准进行表达的目的蛋白质的定量，蛋

白质样品在 12 %的 SDS–PAGE胶中进行电泳分析。 

2 结果与分析 

2.1 AtTIR1 基因和 IAA28 基因表达载体的构建及

鉴定 

AtTIR1和 IAA28分别连入 pGEX–KG后，转

化 DH5α，菌落 PCR初步筛选阳性转化子，提取质

粒后用 BamHI 和 EcoRI 双酶切进行鉴定，结果如

图 1所示，重组质粒均能酶切出预期的条带。将酶

切鉴定正确的质粒送测序，将测序正确的，即重组

表达载体，分别命名为 pGEX–KG–AtTIR1 和

pGEX–KG–IAA28。将 2 种重组载体分别转入表达

菌 Tuner、Rosetta、BL21(DE3)，将 6个重组菌分别

命名为 pGEX–KG–AtTIR1–Tuner、 pGEX–KG– 

AtTIR1–Rosetta、pGEX–KG–AtTIR1–BL21、pGEX– 

KG–IAA28–Tuner 、 pGEX–KG–IAA28–Rosetta 、

pGEX–KG–IAA28– BL21，用于蛋白表达与纯化。 

   
a                                 b 

a中M为 Trans2K Plus DNA Marker，1为 pGEX–KG–AtTIR1的酶切产物；b中M为 Trans2K Plus DNA Marker，1为 pGEX–KG–IAA28

的酶切产物。 

图 1 重组表达载体的双酶切鉴定结果 
Fig.1 Identification of recombinant expression vector by double digestion  

2.2 GST–IAA28 融合蛋白的诱导表达条件优化 

GST的相对分子质量约为 26 000，IAA28的相

对分子质量约为 20 000，因此，GST–IAA28融合蛋

白的相对分子质量约为 46 000。由图 2–a和图２–c

可以看出：无论在何种浓度的 IPTG诱导下，IAA28

在 Tunner 和 BL21 中的表达都比在 Rosetta 中好，

能满足后续纯化的需要。重组菌 pGEX–KG–IAA28– 

BL21在 0.6 mmol/L IPTG诱导下，IAA28表达效果

最好；重组菌 pGEX–KG–IAA28–Tuner在0.4 mmol/L 

IPTG 诱导下，IAA28 产量最高。由于在重组菌

pGEX–KG–IAA28–Tunner 中诱导表达的 IAA28 杂

蛋白更少、更纯，因此，选择在重组菌 pGEX–KG– 

IAA28–Tunner中表达 IAA28更有利于后续研究。 
由图 2–b可知，温度对 IAA28表达的影响不大，

IAA28在不同温度条件下都能大量表达，但在 37、
16 ℃表达更好，而考虑到高温对蛋白质活性的影
响，在 16 ℃表达生产蛋白更为合适。 

M      1

5 000 bp

750 bp

500 bp

5 006 bp 

500 bp 

M    1 

5 000 bp
2 000 bp

5 006 bp
1 700 bp
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a                                       b                               c 

a中 1～3为重组菌 pGEX–KG–IAA28–BL21中分别加入 0.6、0.4、0.2 mmol/L IPTG的诱导表达结果，4～6为重组菌 pGEX–KG–IAA28–Rosetta
中分别加入 0.6、0.4、0.2 mmol/L IPTG的诱导表达结果，M为 ProteinRuler II，7～9为重组菌 pGEX–KG–IAA28–Tunner中分别加入 0.6、0.4、0.2 mmol/L 
IPTG的诱导表达结果，1～9均为 25 ℃表达的结合样；b中 1～3为重组菌 pGEX–KG–IAA28–Tunner中加入 0.4 mmol/L IPTG，表达温度分别为 16、
25、37 ℃时的诱导表达结果，均为结合样，M为 ProteinRuler II，4～6为重组菌 pGEX–KG–IAA28–Tunner中加入 0.4 mmol/L IPTG，表达温度分别
为 16、25、37 ℃的结果，均为上清样；c中 1～3分别为未转入质粒的 BL21、Rosetta和 Tuner在 0.4 mmol/L IPTG、25℃时诱导表达的蛋白谱。 

图 2 GST–IAA28 融合蛋白的诱导表达条件优化 
Fig.2 Optimization of expression condition for the fusion protein GST–IAA28  

2.3 GST–AtTIR1 融合蛋白的表达分析 

AtTIR1 的相对分子质量约为 66 800，因此，
GST–AtTIR1融合蛋白的相对分子质量约为 92 800。
由图 3和图 2–c可见，GST–AtTIR1融合蛋白只能
在重组菌 pGEX–KG–AtTIR1–Rosetta中大量表达，
而在其他 2个重组菌中 GST–AtTIR1的表达量不能
满足纯化需要。由图 4可知，在 0.4 mmol/L IPTG
诱导条件下，GST–AtTIR1融合蛋白的表达量较高。 

 
M为 ProteinRuler II；1～3为 0.4 mmol/L IPTG，25 ℃诱导表达的结

果，1、2、3分别为用重组菌 pGEX–KG–AtTIR1–Tuner、pGEX–KG–AtTIR1– 
BL21、pGEX–KG–AtTIR1–Rosetta诱导表达的样品，均为上清样。 

图 3 GST–AtTIR1 在不同菌株中的表达 
Fig.3 Expression of GST–AtTIR1 in different E.coli  
选用 0.4 mmol/L 浓度的 IPTG 诱导重组菌

pGEX–KG–AtTIR1–Rosetta，结果如图 5所示。37 ℃
和 16 ℃诱导温度下，GST–AtTIR1表达总量相当，
其蛋白浓度与标准样品BSA的浓度(0.25 mg/mL)接
近；在 25 ℃诱导时，GST–AtTIR1融合蛋白表达总
量最高，其浓度接近 0.5 mg/mL BSA样品的浓度。
经初步估算每克细菌在 37 ℃和 16 ℃诱导下可表达

GST–AtTIR1融合蛋白 0.1 mg，而在 25 ℃诱导下约
0.2 mg。各种温度条件下的蛋白表达量都可以满足
后续大量纯化的要求。 

      
M为 ProteinRuler II；1～3为重组菌 pGEX–KG–AtTIR1–Rosetta在

25 ℃，IPTG浓度分别为 0.2、0.4、0.6 mmol/L 下的诱导表达结果，均
为上清样。 

 图 4 不同 IPTG 浓度诱导 GST–AtTIR1 表达结果 
Fig.4 Expression of GST–AtTIR1 in different concentrations of IPTG  

 
1～3为重组菌 pGEX–KG–AtTIR1–Rosetta在 0.4 mmol/L IPTG诱导

下，分别于 37、25、16 ℃的表达样品，均为沉淀样；4～6分别为 0.25、
0.5、1 mg/mL的 BSA样品；M为 ProteinRuler II；7～9分别为 37、25
和 16 ℃条件下诱导表达的样品的结合样。 

图 5 不同温度诱导 GST–AtTIR1 表达结果 
Fig.5 Expression of GST–AtTIR1 under different temperatures  
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3 讨 论 

目前，蛋白质组学研究突飞猛进，其中在蛋白

质功能研究，特别是体外功能研究中普遍使用到真

核表达和原核表达，其目的是要得到大量高纯度的

活性蛋白质进行生化研究[19–20]。影响蛋白质在大肠

杆菌中的表达量的因素有载体(启动子、质粒拷贝
数、质粒稳定性)，IPTG 浓度，诱导温度，诱导时
间和菌株等，其中，诱导剂 IPTG 的浓度一般集中
在 0.1～30.6 mmol/L。最佳的诱导温度不能过低，
也不能过高。诱导温度过低(10 ℃以下)会造成细菌
生长缓慢，产量不足；温度过高(30～34℃)则细菌
生长过快，从而降低质粒的拷贝数量，造成蛋白质

表达量减少[21]。原核表达的最佳诱导温度与具体的

蛋白质性质直接相关，有的学者[22]认为 25 ℃最好，
有的认为 28 ℃[23]或 31 ℃[24]表达量最高。本研究构

建的重组表达菌在 37、25、16 ℃均能表达，由于
需要活性高的 AtTIR1 和 IAA28，因此选择较低的
温度(16 ℃)诱导蛋白的表达。菌株也是影响蛋白质
表达的重要因素，不同的表达菌株有不同的修饰，

因此，重组质粒在不同的菌株中的拷贝数可能不

同，蛋白质对不同菌株的毒性也会不同。Tuner、
Rosetta、BL21(DE3)大肠杆菌都可用于目的蛋白表
达，其中 BL21(DE3)是目前应用最广泛的原核表达
菌株。本研究中 IAA28在 3种菌株中表达都比较好，
而 AtTIR1只在 Rosetta表达。 
蛋白质的纯化方法非常多，但是对于真核或原

核表达的蛋白质，最常用、最有效的还是亲和层析

方法，亲和层析常用的标签有 Arg–tag [25]、His[26]、

FLAG–tag[27]、Strep–tag[28]、CBDs[29]、MBP[30]、

GST–tag[31]等，其中 GST基因融合表达系统广泛用
于各种融合蛋白的表达[32,33]。本研究利用 GST标签
纯化获得了较纯的 AtTIR1 和 IAA28，为后续研究
这 2种蛋白与生长素的亲和性做好了准备。  
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