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拟南芥生长素结合蛋白 ABP1的原核表达及蛋白纯化 *

刘 智 黄志刚 吴尚虹 彭 琼 于 峰
(湖南农业大学植物激素与生长发育湖南省重点实验室 湖南长沙 410128)

摘要 目的：鉴于生长素结合蛋白(Auxin Binding Protein，ABP)能与生长素特异性结合，因而探讨研究其直接用于生长素信号转导
机理和生物传感器的可能性与可行性。方法：通过 RT-PCR获得拟南芥生长素结合蛋白 1 (Auxin bing protein 1, ABP1) 的全长
CDS，将其克隆到原核表达载体 pGEX4T-1中，成功构建 pGEX4T-1-ABP1重组表达载体。经酶切、PCR及 DNA测序鉴定后，将阳
性质粒转化表达受体菌 BL21(DE3)。加入异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)进行诱导后，取样进行 SDS-PAGE分析。结果：成功表
达出一个分子量约为 43 kD的可溶性融合蛋白，并利用 GST亲和柱纯化方式得到了 ABPl。结论：通过原核表达并经 GST柱纯化
后获得 ABP1，为生长素生物传感器的研制开辟新的途径。同时为进一步研究 ABP1与生长素的信号转导机制和生长素在生物传
感测定技术中的研究和应用奠定基础。
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ABSTRACT Objective: Auxin-binding protein can bind an auxins specifically, and can be used to study the mechanism of the signal

transduction of auxin and bio-sensors. Methods：An auxin-binding protein gene (Auxin bing protein 1, ABP1) was obtained by RT-PCR
from arabidopsis, and was cloned into the prokaryotic expression vector pGEX4T-1（pGEX4T-1-ABP1）. Identified by digestion, PCR
and DNA sequencing, the recombinant plasmid was transformed into the foreign bacteria BL21(DE3). The ABP1 protein was induced by

IPTG and detected by SDS-PAGE. Results: The soluble fusion protein was expressed successfully with a molecular weight of 43 kDa.

The protein was purified with GST affinity column. Conclusion：The prokaryotic expression and purity of GST-ABP1 protein show a way
to development new auxin biosensor and also laid a foundation for the further study of auxin signal transduction and biosensor research.
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前言

生长素是较早被发现的植物激素之一，其非对称分布调控

了植物的胚胎建成，形态发生，器官建成和生殖过程[1,2]。生长素
在细胞水平调控细胞分裂，生长和分化[3,4]。自 1991年 Taiz[5]提
出燕麦胚芽鞘弯曲角度以来，生长素量的测定一直是生长素研

究领域的热点问题。
生长结合体蛋白 1（ABP1）是一个在所有绿色植物中都存

在的 22-kDa糖蛋白[6,7]。大约四十年前，它最先在玉米胚芽鞘中
被发现[8]，目前被认为是一个生长素的受体蛋白[7,9-15]。ABP1在
很多生长素调控的过程中都起到重要作用，包括细胞分裂和伸

长，生长素响应基因的表达和细胞膜上生长素的快速反应[7]。尽
管一系列的生化实验已经证实了 ABP1与生长素的结合能力，

但是其具体的信号转导机制 30年来都进展甚微[16-19]。ABP1的
C端含有 KDEL蛋白序列，暗示其很可能是经过了内质网的修

饰[20]。同时有实验证实，有少部分 ABP1蛋白定位于细胞膜上，
这很可能是 ABP1结合生长素信号的主要场所[10,20-21]。如果其作
为一个生长素受体，那么这些细胞膜定位的 ABP1蛋白应该具

有感受细胞内生长素的变化并导致下游细胞传递的功能，由于

生长素缺少跨膜结构域，故其信号要传导进入细胞内部，必须

由一些其他蛋白加以辅助，但是多年来一直无法对该问题有所

突破[7]。
生物传感器的研究始于 20世纪 60年代初期。近年来，生
物传感器迅速发展成为一种新型的检测形式，其具有信号产生

与信号测量一体化，结构紧凑，灵敏度高，可微型化，使用方便

等特点，并已经在环境监控，临床检测，药物分析等方面得到广

泛应用[22-24]。在以往的生长素生物传感器研制中常使用抗体，特
别是单克隆抗体作为识别分子，而 ABP1作为生长素的结合蛋

白，能够特异性结合生长素。因而有可能作为新型的识别分子
用于生长素生物传感器的研制。
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本研究拟克隆拟南芥 ABPl基因的开放阅读框，构建其原

核表达载体 pGEX4T-1-ABP1后转化表达受体菌 BL21(DE3)，

经 SDS-PAGE 进行表达检测与鉴定后，进一步纯化获得

ABP1，为进一步研究 ABP1与生长素的信号转导机制和生长

素在生物传感测定技术中的研究和应用奠定基础。

1 材料

1.1 植物材料

拟南芥及拟南芥总 cDNA材料由本实验室种植并获得。
1.2 质粒和原核表达菌株

大肠杆菌克隆菌株 Top10、蛋白质原核表达菌株 BL21
(DE3)及原核表达载体质粒 pGEX4T-1均由本实验室保存。
1.3 工具酶和试剂

Taq DNA 聚合酶、La Taq DNA 聚合酶、T4DNA 连接酶、
限制性内切酶 BamHⅠ和 EcoRⅠ，pMD18-T载体购自 TaKaRa

公司；溶菌酶，IPTG等试剂均购自北京全式金公司；TIANScript

cDNA第一链合成试剂盒购自 TIANGEN公司；GST融合蛋白

纯化试剂购自 Pierce。
1.4 方法

1.4.1 ABP1 cDNA的扩增与纯化 根据 TAIR数据库中获得拟

南芥 ABP1的 cDNA序列(登录号为 AT4G02980)及质粒 pGE-

X4T-1载体图谱设计 PCR引物，上游引物引入 BamHI酶切位

点ABP1-GSTF：5'-GCATGGATCCATCGTACTTTCTGTTGGT-

TCC-3'；下游引物引入 EcoRⅠ酶切位点 ABP1-GSTR：5'-GCA-

GAATTCGTGATTCTTGAATGCATTGC-3'，划线部分为引入

的酶切位点。取拟南芥叶片组织约 100 mg，提取总 RNA。采用
TIANScript cDNA第一链合成试剂盒合成 cDNA。以拟南芥总
cDNA为模板进行 PCR扩增，反应程序：95℃预变性 5 min，
95℃变性 40 s，55℃退火 40 s，72℃延伸 50 s，共 29个循环，最
后再 72℃延伸 10 min。PCR产物经 1 %琼脂糖凝胶回收纯化
后，与 pMD18-T载体连接，转入大肠杆菌 Top10感受态细胞，

挑取单菌落 PCR扩增鉴定重组转化子，将鉴定正确的转化子

送北京华大基因生物技术有限公司测序确认。
1.4.2 原核表达载体的构建 将阳性克隆和载体 pGEX4T-1质

粒分别用 BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶切后，回收相应的酶切产物，

在 T4 连接酶的作用下将 pMD18-T-ABP1 酶切片段和

pGEX4T-1酶切产物 16℃连接过夜，转入 Top10感受态细胞，
涂布于含氨苄青霉素（Amp）抗性的 LB平板上，37℃培养过
夜，挑单菌落培养，提取质粒进行 PCR，BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶

切鉴定，重组质粒命名为 pGEX4T-1-ABP1。
1.4.3 重组蛋白的诱导表达 将鉴定为阳性的重组质粒

pGEX4T-1-ABP1转化表达菌株 BL21(DE3)，接种于含氨苄青

霉素（Amp）抗性的 LB平板上，37℃过夜培养。次日挑取阳性
克隆，接种于 5 mL YTA液体培养基(含 Amp)，37℃振荡培养
过夜。次日以 1:100的比例接种于新鲜的 YTA液体培养基中，
37℃振荡培养至 OD600为 0.7时，加 IPTG至终浓度 0.8 mM，
25℃下诱 10 h取样。将所取样品离心收集菌体，进行 12 %
SDS-PAGE电泳分析。
1.4.4 ABP1蛋白的纯化 取最优表达条件，25℃，0.8 mM IPTG
诱导 10 h的菌液 50 mL，6000 rpm离心 20 min，将沉淀重悬于

5 mL PBS缓冲液中，加入溶菌酶、蛋白酶抑制剂冰上处理 30
min，冰浴超声破碎 30 min，6000 rpm于 4℃离心 20 min，收集
上清，用 Immobilized Glutathione纯化 ABP1蛋白(按 Pierce公

司操作手册进行)，收集洗脱液，12 % SDS-PAGE电泳分析和鉴

定目的蛋白质。

2 结果

2.1 ABP1 CDS的扩增

PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后，得到一条长

度约 541 bp的 DNA片段(图 1)，该片段与预期片段大小基本

相同。将扩增产物克隆入 pMDl8-T载体后，经 PCR扩增和
BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶切鉴定后，挑选阳性克隆用于测序。测
序结果显示扩增得到的 cDNA序列长为 541 bp，包含了完整的

开放阅读框，与 TAIR数据库中公布的序列一致。

图 1 ABP1基因的 PCR扩增结果

Fig.1 Agarose gel electrophoretic patterns of PCR products

注：MDNA分子量标准，1 RT-PCR产物。
Note: M DNAMarker, 1 The product of RT-PCR.

2.2 ABPl原核表达载体的构建

重组质粒 pMDl8-T-ABP1 用 BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶切

后，回收目的片段，与经同样酶切的 PGEX4T-1载体连接，转化

Top 10 感受态细胞，经 PCR扩增和双酶切鉴定(图 2)均可见

541 bp的目的片段，表明成功地构建了 pGEX4T-1-ABP1原核

表达载体。

图 2 重组质粒 pGEX4T-1-ABP1酶切分析

Fig.2 Enzymatic digestion of recombinant plasmid pGEX4T-1-ABP1

注：M DNA分子量标准，1重组质粒 pGEX4T-1-ABP1的 BamHⅠ和

EcoRⅠ双酶切

Note: M DNA Marker, 1 Recombinant plasmid pGEX4T-1-ABP1 digest-

ed by BamHⅠand EcoRⅠ
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2.3 ABPl融合蛋白的诱导表达

重组质粒 pGEX4T-1-ABP1转化大肠杆菌 BL21(DE3)后，

在 25℃条件下，0.8 mM的 IPTG诱导其表达。结果发现，加了
IPTG诱导的重组质粒能够较多的表达一条约 43 kD的特异蛋

白，而未加 IPTG诱导的重组质粒表达的 43 kD的特异蛋白表

达量微弱 (图 3)，初步表明 ABPl蛋白的表达获得成功。
2.4 ABPl融合蛋白的纯化及检测

将超声破碎后的细菌裂解液离心，取上清于 GST亲和柱

结合。为了更好的去除杂蛋白影响，先用 PBS缓冲液进行 3次
漂洗，再用洗脱缓冲液洗脱目的蛋白。图 3是蛋白的 SDSPAGE
检测结果，从图中可看出，在优化的表达条件下能有效的纯化

获得 ABPl融合蛋白。

图 3 分析 ABP1融合蛋白的诱导表达形式及蛋白的纯化过程(12%

SDS-PAGE)

注：M蛋白分子量标准，1 IPTG未诱导，2 IPTG诱导，3洗脱液洗脱的

蛋白液。
Fig.3 Analysis of expression pattern of ABP1 protein and purified process

(12%SDS-PAGE)

Note: M Protein Marker,1 Uninduced with IPTG, 2 Induce with IPTG,3

Eluted protein products with eluent.

3 讨论

本研究中将 pGEX4T-1-ABP1转化受体菌 BL21(DE3)，经

25℃，0.8 mM IPTG诱导后表达出一个分子量约为 43 kD左右
的蛋白质，与推测的 ABPl蛋白产物大小基本一致。实验最初
选用 37℃，1 mM IPTG诱导，但目的蛋白大部分都以不可溶的
形式表达。原因是原核生物缺乏蛋白的后修饰系统，诱导外源
基因在大肠杆菌内表达过程中目的蛋白往往会以包涵体的形

式表达，通过降低诱导温度或减少 IPTG的用量可以减慢外源

蛋白的合成速度，提高目的蛋白的可溶性。将超声破碎后的细
菌裂解液离心，取上清于 GST珠子结合纯化。为了更好的得到
较纯的目的蛋白，先用细菌裂解缓冲液 PBS平衡珠子，然后又

用 BPS液洗脱杂蛋白和没结合的蛋白。实验结果表明，诱导上
清中含有 ABP1蛋白的量比最后纯化得到 ABP1蛋白的量要

多一倍多。原因可能是：（1）目的蛋白在 PBS洗脱杂蛋白的同
时有少部分与杂蛋白一起被洗脱掉；（2）在人工条件下纯化得

到的目的蛋白中有少部分蛋白的 GST标签未能充分暴露出来

而导致与 GST珠子结合不紧密；（3）GST珠子用量过少，未能

让所有的目的蛋白都与珠子结合。因此，回收杂蛋白洗脱液再

次跑 SDS-PAGE能确定在洗脱过程中目的蛋白的损失量；对

于 GST珠子的用量问题还有待进一步研究，也许能很好的提

高纯化率。综上所述，本实验只是获得了较纯的目的蛋白
ABP1，但纯化效率有待完善，这也是对实验材料和实验成本的

节约。SDS-PAGE电泳结果显示：纯化后的泳道上只有在分子
量为 43 kD处有一条显色带，表明在优化后的条件下能有效获

得目的蛋白 ABP1。
植物激素的免疫传感测定技术是一种结合了免疫技术与

传感技术的新方法，成本低，灵敏度高。可望成为一种测定植物
激素的新型技术体系。植物激素结合蛋白或受体能够特异性结
合植物激素，因而有可能代替抗体作为高特异性识别分子用于

植物激素的生物传感测定测定。本研究通过原核表达并经 GST
柱纯化后获得 ABP1，为生长素生物传感器的研制开辟新的途

径。将纯化后的拟南芥 ABP1蛋白做为免疫原制备抗体，也可
用于拟南芥生长素信号转导机理的研究。
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