
黑龙江农业科学２０２３(８):５８Ｇ６５
HeilongjiangAgriculturalSciences

http://hljnykx．haasep．cn
DOI:１０．１１９４２/j．issn１００２Ｇ２７６７．２０２３．０８．００５８

毕雪奇,刘璐璐,任梓齐,等．光核桃 AmRanBP１重组蛋白表达特性及其抗逆性初步研究[J]．黑龙江农业科学,２０２３(８):５８Ｇ６５,６６．

光核桃 AmRanBP１重组蛋白表达特性及其
抗逆性初步研究

毕雪奇１,２,刘璐璐１,２,任梓齐１,２,马珺婕２,狄俊彤２,罗秋香１,２

(１．东北林业大学 盐碱地植被生态恢复教育部重点实验室,黑龙江 哈尔滨 １５００４０;２．东北

林业大学 生命科学学院,黑龙江 哈尔滨１５００４０)

摘要:光核桃为蔷薇科桃属落叶乔木,具有耐寒、耐旱等优良特性.为探究 RanBP１蛋白在光核桃[Amygdalus
mira (Koehne)]中的表达条件及其在逆境胁迫防御反应中的调控作用,利用数据库中碧桃(Prunuspersica)
的基因序列采用同源克隆得到 AmRanBP１.生物信息学分析结果表明,该基因开放阅读框 ORF全长６９６
bp,编码２３１个氨基酸,无跨膜区域,为亲水性稳定蛋白,无信号肽结构.蛋白序列分析和系统进化分析表明,

AmRanBP１与其他植物的RanBP１蛋白具有较高的同源性,例如苹果(Malusdomestica)、大豆(Glycinemax).
构建了pETＧ２１aＧAmRanBP１融合表达载体,优化了蛋白表达条件,即在４０℃、IPTG浓度为２．００mmol􀅰L－１,
诱导４􀆰０h时可获得较高浓度的重组蛋白,对表达产物进行纯化用以制备单克隆抗体.最后,通过模拟各种

非生物胁迫条件考察AmRanBP１ 转化菌株在大肠杆菌中的表达模式,发现各种胁迫条件下转AmRanBP１ 的

菌株抗逆性均优于空载体,并且在高温、NaCl与 CuSO４胁迫下优势显著,进一步表明 RanBP１可能在光核桃

的防御反应中发挥作用.
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　　Ran结合蛋白１(RanBP１)是一种富含细胞质的

核质穿梭蛋白,在核转运中起重要作用.RanBP１
是最早被发现的RanGTP酶,RanGTPase循环中的

关键因子,RanBP１特异性的与 RanGTP结合调

控Ran与其他因子的相互作用,RanBP１自身没

有催 化 活 性,但 可 以 使 RanGTPase 激 活 蛋 白

RanGAP的活性提高一个数量级,同时抑制 Ran
的鸟苷酸交换因子 RCC１的活性,水解 RanGTP
形成RanGDP[１Ｇ３].RanBP１表观分子量２７kDa,
具有２０３个氨基酸,具有高电荷(约４０％ Arg、
Asp、Glu和 Lys)及酸性碱基,并且包含２个与

卷曲螺旋一致序列同源的区域[２].RanBP１在核

质转运、核膜重建、DNA 复制以及纺锤体的组装

等过程中均发挥重要作用[４].
对于 Ran的发现最初与细胞周期调控有关,

小鼠体细胞中的 RanBP１在 G１期时表达量最

低,S期开始上升,到 M 期开始累积达到峰值,然

而在分裂末期时迅速降低．可以发现 RanBP１的

表达量随细胞周期的变化与其对细胞分裂调控作

用相一致[５Ｇ６].RanBP１在多种肿瘤细胞中表达

上调,人为的增加 RanBP１的表达量或许可以引

起细胞的癌变,可以作为研究癌症发生机制的模

型[４].关于Ran在植物中的功能研究也有很多

进展.研究表明,拟南芥中 Ran１的过表达促使

完整核膜的形成,促进细胞周期进程[７].这与在

动物细胞中发挥的作用相同.通过构建植物过表

达载体,将玉米中RanBP１ 转入拟南芥中,并筛

选纯化至 T３代,通过对拟南芥野生型、突变体和

过表达植株进行低温处理,发现突变体拟南芥种

子显著高于野生型,测定生理指标发现突变体对

冷胁迫耐受力更强,初步推断转化ZmRanBP１
基因降低了拟南芥的耐冷性[８].甘薯Ran基因

在 NaCl、低温、PEG处理和外源施加 ABA 后,其
表达量均先迅速降低,之后表达量增加[９].在茶

叶休眠组织中发现低温可显著影响Ran２ 的表

达[１０].由此可见,Ran蛋白在植物生长发育过程

中发挥重要的作用.
光核桃又名西藏桃,广泛分布于西藏,云南等

地[１１Ｇ１２].它具有突出的经济、营养和药用价值,
桃仁和光核桃仁都具有活血化瘀功效[１３Ｇ１４].课

题组在前期关于光核桃蛋白质组的研究结果表
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明,一个RanBP１蛋白在重度干旱后表达量骤升,
而复水后骤降,推测其表达与光核桃耐逆性有关.
本研究以光核桃幼苗为材料,克隆了AmRanBP１
基因,对其进行生物信息学分析,利用原核表达技

术体外诱导 AmRanBP１蛋白并纯化制备单克隆

抗体,分析多种逆境胁迫下,AmRanBP１ 转化菌

株在大肠杆菌中的表达特性.本研究为光核桃耐

逆机制解析提供基础,同时为研究植物抗逆性提

供新的思路.

１　材料与方法

１．１　材料

大肠杆菌感受态 DH５α、RosettaＧgami(DE３)
pLysS、重组蛋白原核表达载体pETＧ２１a由本实

验室保存;pLBＧSimpleVector载体购自天根生物

科技公 司;pMD１８ＧT 载 体 购 自 TaKaRa公 司;
Plasmid MiniKit、GelExtraction Kit 均 购 自

OmegaBIOＧTEX 公 司;T４ DNA Ligase 购 自

TaKaRa生物科技公司;Q５ HighＧfidelityDNA
Polymerasa、限制性内切酶均购自 NewEngland
Biolabs(NEB)公司;双色预染蛋白分子量 Marker
购 自 ThermoFisher Scientifc 公 司;HisＧTag
NiＧNTAResin购自 Abbine生物科技公司.
１．２　AmRanBP１基因的克隆

由于光核桃与碧桃(Prunuspersica)亲缘关

系较近,所以推测其AmRanBP１ 基因序列与碧

桃中的应当具有较高同源性.在 NCBI数据库中

检索出 PpRanBP１ 基因序列,并根据 PpRanＧ
BP１ 基因序列利用 Primer５．０设计上下游引物

(F:ATGTCGAGCGCCGATGC;R:TTATGTＧ
GTCTTTCTTCTCCTCCTCA).提取干旱处理

１６d后的光核桃叶片的 RNA,反转录得到cDＧ
NA.以cDNA 为模板,进行 PCR扩增.对 PCR
产物进行胶回收,将回收产物与pMD１８ＧT中间载

体相连,１６ ℃过夜连接后,转入大肠杆菌 DH５α
中,菌液均匀涂布于含有氨苄的 LB固体培养基

中,３７℃过夜培养.挑取单克隆菌落PCR鉴定,
将有目的条带的阳性克隆摇菌后送到生物公司测

序,得到测序结果进行比对.
１．３　生物信息学分析

利 用 NCBI 中 GenBank 数 据 库 找 到

AmRanBP１在不同物种中的同源序列,然后用

DNAMAN(LynnonBiosoft)对其在不同物种中

的氨基酸序列进行比对;利用 MEGA３．１(Mega)
软件 构 建 发 育 树;使 用 TMHMM v􀆰２􀆰０ 对

AmRanBP１蛋白进行在线分析;使用 ProtParam
tool分析 AmRanBP１的理化参数;利用在线网站

SignalP５．０Server对 AmRanBP１蛋白信号肽进

行预测;使用 GeneMANIA 网站对以拟南芥的

RanBP１为中心,预测与其相关的互作蛋白.
１．４　原核表达载体的构建

利用克隆获得的AmRanBP１ 全长 ORF,设
计带 有 酶 切 位 点 的 特 异 性 上 下 游 引 物 (F:
GGATCCCAGGTCGCTCCGAT;R:GTCGACＧ
TGTGTCTTTCTTCTCCTCC,酶 切 位 点 为:
BamHI、SalI),进行 PCR扩增,将扩增后得到的

片段连接到pLBＧSimpleVector中间载体上,得
到AmRanBP１ 质粒,将AmRanBP１ 和pETＧ２１a
载体质粒进行酶切,将酶切后的质粒进行连接,
１６℃过夜连接后涂在含有氨苄的 LB平板上,过
夜培养后挑取单克隆进行培养,提取质粒 DNA,
双酶切鉴定后,将样品送到生物公司测序.
１．５　光核桃AmRanBP１蛋白的小量诱导及条件

优化

　　将构建好并检测正确的载体质粒转入到大肠

杆菌感受态RosettaＧgami(DE３)pLysS,菌液涂在

含有氨苄和氯霉素的LB平板上,过夜培养后,挑
取单克隆进行PCR验证,正确克隆转到 LB液体

培养基中(含氨苄和氯霉素)３７℃过夜培养后,取
过夜菌加LB液体培养基按１∶５０比例接种,使菌

液浓度OD６００≈０．５.对IPTG浓度和菌液诱导温

度的优化方法:分别添加IPTG终浓度为０,０．１,
０．５,１．０和２．０mmol􀅰L－１,在２８,３７,４０和４２℃
下诱导４h.对诱导时间的优化方法:以最适的

IPTG浓度和诱导温度,分别诱导０,０．５,１．０,２．０和

４．０h后１３０００r􀅰min－１收集菌体,弃上清,加入

２００μLPBS(PH７．４)悬浮混匀后,超声破碎,取
２０μL蛋白样品加入２０μL２×LoadingBuffer,
沸水浴１０min后,冰浴５min,１３０００r􀅰min－１、
４℃离心１min,取２０μL用于SDSＧPAGE电泳.
１．６　重组蛋白AmRanBP１的大量诱导与纯化

将诱导成功后的菌株加入到LB液体培养基

中(含氨苄和氯霉素)３７ ℃ 过夜培养,取菌液

２mL加入到２００mLLB中,３７ ℃培养至菌液浓

度 OD６００≈０．５时,向瓶中加入IPTG至终浓度为

２mmol􀅰L－１、４０℃,培养４h后１３０００r􀅰min－１、
４℃离心１０min,弃上清,加入预冷的 His蛋白裂

解液１０mL悬浮菌体并混匀,在冰上进行超声破

碎,频率为５０Hz,每超声３s,停２s,设置１５min.
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超声后,１３０００r􀅰min－１、４℃离心３０min,分别保

留上清和沉淀用于SDSＧPAGE电泳.
取上清进行纯化,将竖直放置的纯化柱加入

２mL HisＧTagNiＧNTA 柱材料,１０mLBinding
Buffer平衡后,将大量诱导所获得的上清蛋白样

品加入纯化柱,加入４mLBindingBuffer洗去纯化

柱中未结合的蛋白,依次向柱中加入１０倍柱体积

的２０mmol􀅰L－１咪唑的 WashingBuffer和８倍柱体

积的５０mmol􀅰L－１咪唑的 WashingBuffer、４倍柱体

积１００mmol􀅰L－１咪唑的 WashingBuffer进行洗柱、
再添加３倍柱体积１５０mmol􀅰L－１和５００mmol􀅰L－１

咪唑的ElutionBuffer进行洗脱.收取各部流穿液

１mL,最后的 ElutionBuffer全留.分别取２０μL
流穿液样品与２０μL２×LoadingBuffer混匀,沸
水浴１０min,SADSＧPAGE 电泳检测纯化结果.
最后,利用透析法提高纯化蛋白的浓度,将带有样

品的透析袋置于透析液(０．０７５mol􀅰L－１磷酸缓冲

液,０．１５mol􀅰L－１NaCl,０．００２mol􀅰L－１ EDTA)
中４℃,透析４８h,透析结束后,采用 Bradford’s
测定纯化蛋白浓度,以牛血清白蛋白(BSA)为标

准蛋白.
１．７　多种逆境胁迫下AmRanBP１ 在大肠杆菌中

的表达与抗逆性分析

　　 将 转 入 到 大 肠 杆 菌 RosettaＧgami(DE３)

pLysS感受态的对照pETＧ２１a和pETＧ２１aＧAmＧ
RanBP１菌株分别在３７℃下培养至 OD６００≈０􀆰５,
保证两种菌液生长密度一致,按照已优化的最佳诱

导条 件 进 行 诱 导(IPTG 浓 度 为 ２ mmol􀅰L－１,
４０℃,４h).将对照 pETＧ２１a和 pETＧ２１aＧAmＧ
RanBP１两种菌液分别用含有 ８００ mmol􀅰L－１

NaCl、２００μmol􀅰L－１甘露醇、６０μmol􀅰L－１ CuSO４

和不加任何处理的液体LB培养基稀释２０倍,３７℃
培养１０h,另外取一组高温(４０℃)培养１０h,每
２h测定１次 OD６００,３次重复.

２　结果与分析

２．１　AmRanBP１基因扩增结果与分析

以光核桃叶片cDNA作为模板扩增AmRanBP１
基因,由图１可以看到,在５００~７５０bp之间存在

一条明亮条带,大小约为７５０bp左右,与碧桃中的

RanBP１基因大小一致(６９６bp).
２．２　生物信息学分析

分别选择碧桃(Prunuspersica)、苹果(Malus
domestica)、大豆(Glycinemax)、大桉(Eucalyptus

grandis)、拟南芥(Arabidopsisthaliana)的氨基

酸序列进行对比,发现该蛋白的氨基酸序列与其他

植物的RanBP１具有较高保守区,其中与普通桃同源

性达到９９％,与苹果的同源性达到９７％(图２a).分

别选择碧桃、扁桃(P．dulcis)、梅花(P．mume)、
苹果、大豆、大桉、蓖麻(Ricinuscommunis)、毛果杨

(Populustrichocarpa)、胡杨(P．euphratica)、拟
南芥,利用 MEGA３．１在线软件应用最大邻近法

构建系统发育树后发现,光核桃 AmRanBP１ 蛋

白与碧桃、扁桃等植物的 RanBP１蛋白聚成一类

(图２b).

Marker．DNA MarkerDL５０００;AmRanBP１．PCR产物.

图１　AmRanBP１基因PCR反应的凝胶电泳分析

使用TMHMMv．２．０[１５]对AmRanBP１蛋白

进行在线分析(图３a),发现 AmRanBP１没有明

显的跨膜区,即为非生物膜上的功能蛋白;使用

ProtParamtool[１６]分析 AmRanBP１的理化参数

(图３b),该蛋白质分子式、分子量和理论等电点

等理化性质.AmRanBP１的分子式为 C１１０１H１７７１

N３０７O３８２S６,分子量为２５６１３．３６,理论等电点为

４􀆰６７,氨基酸总数为２３１,为酸性蛋白质.采用在线

软件SignalP５．０Server对AmRanBP１蛋白信号肽

进行预测(图３c),AmRanBP１序列中无明显的信

号肽序列,结果表明该蛋白是无信号肽结构的非

分泌蛋白.使用 GeneMANIA网站对以拟南芥的

RanBP１B为 中 心,预 测 与 其 相 关 的 互 作 蛋 白

(图３d).RanBP１A、RanBP１B、RanBP１C、Ran２、
Ran３、AT５G２００１０这几个蛋白之间可能存在互

作.除 了 MAG、IMPA７、AT５G２００１０ 和 IMP４
之外,推测其余蛋白之间存在共表达.推测除了

MAG、AT１G６９６８０、FIO１、UVR８、CY１９Ｇ３ 其余

蛋白 存 在 共 享 蛋 白 质 结 构 域.RANBP１C 和

IMPA３之间可能存在共定位.
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图２　AmRanBP１与其他不同物种RanBP１氨基酸序列多重比对(a)和系统发育进化树(b)

a．跨膜区分析;b．理化性质分析;c．信号肽分析;d．预测互作蛋白分析图.

图３　AmRanBP１蛋白的生物信息学分析

２．３　原核表达载体的构建

构建重组载体pETＧ２１aＧAmRanBP１,分别在

AmRanBP１ 上下游加上BamHI和SalI酶切位

点,构建至pMD１８ＧT中间载体(图４a).将AmＧ

RanBP１ 从中间载体上切下来,构建到pETＧ２１a
上,最后通过双酶切验证,出现两条带且大小均

符合载体 及 片 段 大 小 (图 ４b),说 明 pETＧ２１aＧ
AmRanBP１重组质粒构建成功.
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a．pLBＧAmRanBP１双酶切验证;b．pETＧ２１a(＋)ＧAmRanBP１双酶切验证.

图４　AmRanBP１原核表达载体的构建

２．４　光核桃AmRanBP１蛋白的小量诱导及条件

优化

　 　 将 重 组 载 体 pETＧ２１aＧAmRanBP１ 转 入

RosettaＧgami(DE３)感受态,小量诱导优化表达条

件,预测分子量大小为３３kDa,SDSＧPAGE检测

为３３kDa清晰特异条带.首先在３７℃时,IPTG

浓度为０,０．０５,０．１０,１．００和２．００mmol􀅰L－１.结

果表明在２．００mmol􀅰L－１时表达量最大(图５a).
然后 分 别 在 ３７,４０ 和 ４２ ℃ 时,TPTG 浓 度 为

２．００mmol􀅰L－１时,诱导０,０．５,１．０,２．０和４．０h.
结果表明在４０℃时,IPTG浓度为２．００mmol􀅰L－１

时,诱导４．０h表达量最大(图５c).

a．IPTG浓度梯度诱导,１~５泳道为０,０．０５,０．１０,１．００和２．００mmol􀅰L－１,３７℃诱导４h的蛋白;b、c、d．分别为３７,４０
和４２℃下时间梯度诱导,１~５泳道分别为０,０．５,１．０,２．０和４．０h,IPTG浓度为２．００mmol􀅰L－１,M 为蛋白 Marker.

图５　重组蛋白 AmRanBP１小量诱导表达的SDSＧPAGE电泳分析

２．５　重组蛋白AmRanBP１大量诱导及纯化

将 pETＧ２１aＧAmRanBP１在大肠杆菌 RosettaＧ
gami(DE３)的菌株根据优化获得的诱导表达条件

(４０℃,IPTG浓度为２．００mmol􀅰L－１,诱导４．０h)

大量培养并诱导的蛋白用 NiＧNTA 柱子进行纯

化,用２０,５０,１００,１５０和５００mmol􀅰L－１咪唑进行

洗脱发现,含５０mmol􀅰L－１咪唑基本可将杂蛋白

洗掉.在１００mmol􀅰L－１咪唑洗脱组液里含单一
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大量目的条带.１５０和５００mmol􀅰L－１咪唑也可

以得到纯度较高的重组蛋白(图６).收集重组蛋

白进行除盐透析及浓度测定,用于后续的抗体

制作.
２．６　多种逆境胁迫下AmRanBP１在大肠杆菌中

的表达与抗逆性分析

　　为研究 AmRanBP１在多种非生物胁迫下大

肠杆菌中的表达情况,比较了pETＧ２１a和pETＧ
２１aＧAmRanBP１转化子在大肠杆菌中的生长情

况.由图７可知,在对照培养基(图７a)中,pETＧ
２１a空载体株系和 pETＧ２１aＧAmRanBP１转化子

株系在前２h生长速度没有差异,但在２h后,两种

株系均进入指数生长阶段.在甘露醇(图７d)胁迫

下两种株系的生长速率没有明显差异.在高温

(４０℃)胁迫下两种菌株在最开始前２h,就已经

表现出差异,两 种 菌 株 在 ２h 后 呈 指 数 生 长.
在 NaCl(图７c)和 CuSO４(图７e)胁迫下,pETＧ

２１aＧAmRanBP１转 化 子 的 生 长 速 率 明 显 快 于

pETＧ２１a空载体的生长速率,这种差异随着时间

的增加而增大.

M．蛋白 Marker;１~３泳道．未诱导的总蛋白,加IPTG诱导的

上清液,穿透液;４~９泳道．２０,５０,５０,１００,１５０和５００mmol􀅰L－１

咪唑洗脱的pETＧ２１aＧAmRanBP１蛋白.

图６　AmRanBP１重组蛋白纯化

a．对照;b．４０℃处理后的大肠杆菌细胞生长;c．８００mmol􀅰L－１NaCl处理后的大肠杆菌细胞生长;d．２００μmol􀅰L－１甘露醇处理后

的大肠杆菌细胞生长;e．６０μmol􀅰L－１CuSO４处理后的大肠杆菌细胞生长;a~e中pETＧ２１a表示带有空载体的大肠杆菌,误差

线为３次重复的标准误差.

图７　非生物胁迫下 AmRanBP１的表达对大肠杆菌生长的影响

３　讨论

RanBP１是一种在许多真核生物中发现的

RanＧGTP结合蛋白,在使用纯化蛋白的体外检测

中,它刺激 RanGAP１的活性大约提高１０倍,从

而调节 GTPＧRan和 GDPＧRan之间的波动[１７Ｇ１８].

RanBP１是一种胞质 Ran结合蛋白,在核运输中

起着关键作用[１９].目前 Ran蛋白在植物研究较

少,而植物Ran首先是从番茄中得到.现已从小

麦、洋葱、大蒜、水稻、蚕豆、高羊茅、龙眼中成功分

离出了Ran蛋白[２０].本研究成功克隆出了光核

桃AmRanBP１ 基因.
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　　为研究 AmRanBP１重组蛋白的表达特性和

功能,本研究构建了原核表达载体,实现原核表达

与纯化 AmRanBP１蛋白,采用IPTG诱导和镍柱

亲和层析纯化出重组蛋白 AmRanBP１并制备多

克隆抗体.本研究的难点在于重组蛋白无表达,
在试验过程中,先是构建了pQEＧ３０原核表达载

体,转入相应 M１５表达菌株发现重组蛋白无表达.
又构建了pETＧ２１a,转入BL２１表达菌株发现重组

蛋白无表达.后又将质粒转入RosettaＧgami(DE３)

pLysS还是无表达.推测在蛋白前端可能存在信

号肽或前导肽结构,信号肽为存在蛋白质 N段的

一种短肽,蛋白质需要对其进行切割,使之成为成

熟肽[２１Ｇ２２].所以在 AmRanBP１的 N 段去掉２５个

氨基酸,重新转入 RosettaＧgami(DE３)pLysS表

达菌株中,最终在４０℃,２．００mmol􀅰L－１IPTG诱

导４．０h发现重组蛋白含量最多.此外,RanBP１
被报道与植物抗逆有关,在拟南芥中,RanＧ１在受

到１５０mmol􀅰L－１NaCl处理４８h后,丰度明显上

升[２３].而在野生西瓜中发现两个 Ran蛋白受干

旱胁迫调控[２４].NbRanBP１Ｇ１在增强烟草对非

生物和生物胁迫的耐受性过程中发挥着一定作

用[２５].拟南芥中,抑制 AtRanBP１c的表达改变

主根的生长和发育,以及这些根对生长素的超敏

性[２６].单细胞真菌藻类 Ran受强光影响表达量

会有所下降[２７].不同光源可通过光敏色素信号

介导的通路亦可以调控拟南芥 Ran 蛋白的表

达[２８].在本研究中,模拟多种胁迫条件下对照菌

株pETＧ２１a和表达质粒pETＧ２１aＧAmRanBP１的

转化菌株在大肠杆菌中的表达,发现AmRanBP１
基因受多种胁迫诱导均有响应且表达上调,各种胁

迫条件下转AmRanBP１的菌株抗逆性均优于空载

体,并且在高温、NaCl与CuSO４胁迫下优势显著,
说明AmRanBP１可能提高了大肠杆菌对于多种非

生物胁迫的抗性.其他学者 Ran蛋白的研究也

得出过类似结论,例如低温与水杨酸胁迫可显著

影响三明野生蕉中Ran蛋白的表达[２９];在龙眼中

发现异位表达龙眼Ran可提高植株抗寒能力[３０];
草菇Ran基因在冷胁迫下表达量会上升[３１].以

上这些研究说明 Ran蛋白在植物体内可能对温

度较为敏感,可能在植物对温度胁迫响应中发挥

作用.关于 AmRanBP１蛋白在温度、盐碱、重金

属等胁迫下的作用,还有待于课题组进一步利用

转基因拟南芥进行验证.

４　结论

本研究以光核桃叶片cDNA作为模板成功扩

增了AmRanBP１ 基因.对 AmRanBP１蛋白进行

生物信息学分析,发现AmRanBP１与碧桃和苹果等

具有较高的同源性,没有明显的跨膜区,为酸性的非

生物膜上的功能蛋白,且是无信号肽结构的非分泌

性蛋白.成功构建重组载体pETＧ２１aＧAmRanBP１,
对重组蛋白诱导条件进行优化发现 AmRanBP１在

４０℃下加入２．００mmol􀅰L－１IPTG诱导４．０h表达

量最大,并发现重组蛋白在上清液中大量表达.为

研究AmRanBP１ 在多种非生物胁迫下大肠杆菌

中的表达情况,比较了pETＧ２１a和pETＧ２１aＧAmＧ
RanBP１转化子在大肠杆菌中的生长情况,发现

在高温、NaCl与CuSO４胁迫下pETＧ２１aＧAmRanＧ
BP１转化子优势显著,说明 AmRanBP１ 可能提

高了大肠杆菌对于多种非生物胁迫的抗性.本研

究初步表明AmRanBP１蛋白响应盐、高温和重金

属胁迫,推测该基因有可能在光核桃逆境防御反

应中发挥作用,为深入探究 AmRanBP１的生物学

功能提供了思路.
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外源硒对萝卜芽苗菜生长特性及营养品质的影响

孙小川１,丁　竞２,王纪忠１,周晓玉１,徐　坤１,王　娟１

(１．淮阴工学院 生命科学与食品工程学院,江苏 淮安２２３００３;２．江苏省淮安市淮安区农业技术

推广中心,江苏 淮安２２３００３)

摘要:为提高萝卜芽苗菜产量和品质,开发富硒萝卜与芽苗菜,以‘四季青’萝卜为试材,设置６个亚硒酸钠处

理浓度(０,２,４,６,８和１０mg􀅰L－１),研究外源硒浸种处理对萝卜种子萌发、芽苗菜的生长指标、生理指标和营

养品质的影响.结果表明,适宜浓度的亚硒酸钠浸种处理能够有效促进萝卜种子萌发,提高芽苗菜的生长及

营养品质.与对照相比,６mg􀅰L－１亚硒酸钠浸种处理能有效促进萝卜种子萌发和芽苗菜生长,其发芽势、发
芽率、鲜重和干重分别提高了７．２２％、５．７５％、４３．４３％和４６．０３％;提升了萝卜芽苗菜的抗氧化能力,SOD、

POD和CAT等抗氧化物酶活性显著提高,膜脂过氧化产物 MDA含量得到抑制;同时,显著改善了芽苗菜的

营养品质,其中硝态氮含量降低了２３．３０％,可溶性糖和可溶性蛋白含量分别提高了１３１．２５％和８０．９２％.
此外,萝卜芽苗菜中总硒含量随硒处理浓度升高而增加,在１０mg􀅰L－１时最高.综上所述,本试验条件下,最
适宜萝卜种子萌发和芽苗菜生长的亚硒酸钠浸种处理浓度是６mg􀅰L－１.
关键词:萝卜;芽苗菜;硒处理;萌发;生长指标;营养品质

　　硒(Se)是环境中重要的生命元素,也是人体

必需的营养元素之一,在人体内能够发挥诸多效

用.相关研究表明,人体缺硒可引起某些重要器

官的功能失调,导致许多严重疾病的发生,如大骨

节病和克山病可能与缺硒密切相关[１Ｇ２].我国是

严重缺硒的国家之一,从东三省起斜穿至云贵高原,
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占国土面积７２％的地区缺硒,其中３０％为严重缺

硒地区,因而导致当地农作物硒含量较低,达不到

人体的摄入需求[３].植物作为人类摄入硒元素的

重要来源,补充硒营养的重要途径之一就是提高

农产品硒含量.目前通过在作物生产中人工施用

硒肥,可以增加作物产量,提高营养品质和硒含量,
已在马铃薯[４]、杧果[５]、大豆[６Ｇ８]、生菜[９]、枣[１０]、蕹
菜[１１]、水稻[１２]等作物上取得了一定成效.然而,
硒对植物生长发育的影响也存在剂量效应,即适

量的硒能够促进植物生长发育,提高作物产量与

品质,但过量的硒则会对植物产生毒害作用,进而

抑制植物生长[１３Ｇ１４].

Abstract:Amygdalusmira (Koehne)isadeciduoustreeofRosaceae,whichhasexcellentcharacteristicssuchascold
resistanceanddroughtresistance．InordertoexploretheexpressionconditionsofRanBP１proteininA．mira
Koehneandanalyzeitsregulatoryroleinstressdefenseresponse,AmRanBP１wasobtainedbyhomologous
cloningusingthegenesequenceofPrunuspersicainthedatabase．TheresultsshowedtheORFofthisgenewas
６９６bpinlength,encoding２３１aminoacids．Bioinformaticsanalysisresultsindicatedithasnotransmembraneregion,
stablehydrophilic,andnosignalpeptidestructure．Proteinsequenceandphylogeneticanalysisshowedthat
AmRanBP１hadhighhomologywithRanBP１proteinsofotherplants,suchasMalusdomestica,Glycinemax．
ThepETＧ２１aＧAmRanBP１fusionexpressionvectorwasconstructed,andtheproteinexpressionconditionswere
optimized．Therecombinantproteinwithhigherconcentrationwasobtainedat４０ ℃,IPTGconcentrationof
２．００mmol􀅰L－１andinductiontimeof４．０h．MonoclonalantibodywaspreparedafterpurificationofAmRanBP１
fusionprotein．Finally,theexpressionpatternofAmRanBP１ＧtransformedstrainsinE．coliwasinvestigatedby
simulatingvariousabioticstressconditions．TheresultsshowedthatthestressresistanceofAmRanBP１ＧtransＧ
formedstrainswasbetterthanthatofemptyvectorundervariousstressconditions,andtheadvantageswere
significantunderhightemperature,NaClandCuSO４stress,furtherindicatingthatRanBP１mayplayarolein
thedefenseresponseofA．mira Koehne．Thisstudylaidafoundationforrevealingthebiologicalroleof
AmRanBP１protein．
Keywords:Amygdalusmira (Koehne);Ranbindingprotein１;abioticstress
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