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要$苦荞二氢黄酮醇
'*

还原酶"

@AB

#是花青素合成途径的关键酶'该研究以苦荞种子灌浆期
8@CD

为模板!

采用
BE*FGB

方法克隆苦荞
@AB

编码基因!并将其连接到表达载体
:

2E'-H

上!转化获得苦荞
@AB

编码基因的大

肠杆菌
!"!#

"

@2%

#工程菌!通过
IFEJ

诱导表达!用
K@K*FDJ2

分析表达产物!用亲和层析方法纯化蛋白!制备苦

荞
@AB

多克隆抗体'

BE*FGB

技术获得了苦荞
@AB

编码基因的开放阅读框!重组表达载体经
FGB

和测序鉴定!

表明表达载体构建成功!

K@K*FDJ2

分析表达产物分别以可溶和不可溶的形式高效表达!亲和层析纯化得到融合

蛋白!

L60M6N1H59MM/1

7

显示!制备的多克隆抗体能特异识别其对应的抗原!天然的苦荞
@AB

蛋白在苦荞种子灌浆

期中大量表达'苦荞
@AB

编码基因的原核表达与多克隆抗体的制备!为进一步开展
@AB

编码基因功能的研究奠

定了基础'
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#作为一种健康食 品资源正风靡世界!主要在于其含有高生物价的蛋



白质和丰富的维生素(

#

)

!近年来的研究表明!黄酮类

化合物是苦荞中重要的营养保健功能因子!芦丁*儿

茶素*花青素作为主要黄酮类化合物!具有抗氧

化(

!

)

*抗癌(

%*'

)

*降血脂(

$

)等一系列药理功效'

在植物类黄酮代谢途径中!无色花青素是花青

素*儿茶素以及原花色素的共同前体'二氢黄酮醇

'*

还原酶"

?/;

X

?N9>54W9195'*N6?=8M406

!

@AB

#可将

二氢黄酮醇还原为无色花青素!是调控植物体内类

黄酮代谢物积累的关键功能基因和重要的限速酶之

一!催化立体结构专一的三种黄酮醇"二氢山奈酚*

二氢槲皮素和二氢杨梅素#生成花色素的前体物(

+

)

!

进而通过花色素合成酶"

DCK

#和类黄酮糖基转移

酶"

%*JE

或
$*JE

#形成各种花青素苷(

-

)

'由于它的

重要性!研究发现不同物种的
@AB

对
%

种底物的偏

爱性也存在差异!但
@AB

氨基酸序列在很多区域有

较高的同源性!而且在植物的进化过程中
@AB

的功

能没有变化(

&

)

'研究酿酒葡萄
@AB

三维结构发现!

底物特异性结合区域由
!+

个氨基酸组成!其中任何

一个氨基酸的突变都会改变酶对底物的特异性(

+

)

!

根据特异区
#%%

位氨基酸的不同!可分为
D01

型*

D0

:

型和非
D01

%

D0

:

型(

)

)

'

目前已基本探明类黄酮花青素的生物合成途

径!由于
@AB

编码基因是花色改良和提高生物胁迫

的关键基因之一!该基因已经在不同种得到分离!在

拟南芥*大麦*金鱼草*葡萄*水稻*番茄中以单拷贝

存在!毛果杨*非洲菊!苜蓿是以功能特性不同的多

拷贝存在(

#"*##

)

'毛果杨
@AB

双基因转化的烟草中

发现!

@AB#

可以通过积累花青素而改变花的颜色!

而
@AB!

只积累浓缩的丹宁"原花青素#

(

##

)

'因此!

高等植物在适应环境的过程中!

@AB

同工酶分别由

不同的转录因子调控!在促进植物进化中起着关键

作用(

#!

)

'植物
@AB

的过量表达都会提高黄酮的含

量和生物的抗氧化能力(

#%*#$

)

'

作为类黄酮代谢中关键酶!

@AB

对植物体内花

青素合成积累起到关键调节作用'李小华等(

#+

)对

不同苦荞品种间与花青素合成相关的
$

个酶表达差

异的分析表明!

@AB

编码基因的表达量与苦荞黄酮

类化合物积累相关'目前!关于苦荞
@AB

的研究主

要集中于转录水平(

#-

)

!而关于翻译后
@AB

蛋白质

的研究未见报道'本文利用
BE*FGB

方法!克隆获

得苦荞
@AB

编码基因!成功将它导入大肠杆菌中!

在优化表达基础上分离纯化苦荞
@AB

重组蛋白!进

行多克隆抗体的制备'为从翻译水平分析
@AB

的

表达与苦荞黄酮类化合物累积的关系奠定基础'

#

!

材料和方法

@,@

!

材
!

料

苦荞品种榆
+*!#

"榆林农业学校提供#!于大田

种植!开花
%?

后采集灌浆期样品!样品采集后立即

分装!液氮速冻后于
(&"]

冰箱保存'原核表达载

体
:

2E'-H

*大肠杆菌菌株
!"!#

"

@2%

#和
Ê F#"

均由本实验室保存'

@,A

!

方
!

法

@BAB@

!

苦荞总
CD=

的提取及
,9D=

合成
!

苦荞种

子灌浆期总
BCD

的提取参照陈鹏等(

#&

)的方法进

行!以提取所得总
BCD

为模板!

5̂/

7

9

"

?E

#

#&

为引

物!按照
B6W6NMD/?A/N0MKMN41?8@CDK

X

1M;60_/M

"

E;6N39K8/61M/>/8

公司#操作说明书合成
8@CD

'

@BABA

!

9EC

表达载体构建
!

据
J61̀41Z

中苦荞

@AB

编码基因"

JV#+)'+&,#

#

3BCD

全长信息!针

对其
B̂A

设计了
#

对特异引物$上游引物
A

#

"

$a*

DGEJJGGJGJJJJJJEEJGEJDJJJDJDJD*

EGJEG*%a

!下划线为
2*%

"

酶切位点#!下游引物

B

#

"

$a*DGDGGJGEGJDJEGDDEJJGGDEEDG*

GDEEEDGD*%a

!下划线为
34&

#

酶切位点#!以合

成的
8@CD

为模板进行
FGB

扩增!扩增条件$

)&]

预变性
#3/1

!

)&]

变性
#"0

!

$)]

退火
!"0

!

-!]

延伸
#3/1

!

%"

个循环!扩增产物琼脂糖凝胶电泳检

测*纯化"北京百泰克生物科技有限公司回收试剂

盒#和双酶切!酶切产物经
E

'

@CDP/

7

406

连接到

表达载体
:

2E'-H

后!

_GQ

方法转化大肠杆菌

Ê F#"

!阳性克隆菌经
FGB

和测序"北京奥科鼎盛

公司#鉴定'

@,A,F

!

序列比对与分析
!

在
CG̀I

数据库中

P̀DKE

"

;MM

:

$%%

H540M,18H/,153,1/;,

7

9W

%

5̀40M

#进

行核苷酸序列比对'应用
@CDQDC

软件对推导

的氨基酸进行多序列比对'利用
2SFDK

X

在线软

件对其进行等电点及分子量预测"

;MM

:

$%%

<<<,6S*

:

40

X

,9N

7

%#'

@,A,$

!

重组蛋白的表达
!

_GQ

方法将测序正确

的重组表达载体
:

2E'-H*@AB

转化大肠杆菌
P̀!#

"

@2%

#!挑取阳性克隆单菌落接种到
_414

"

$"

$

7

%

3P

#的
P̀

培养基中!

%-]

培养至
@̂

+""

值达
",+

%

",&

时!加入
IFEJ

至终浓度
#3395

%

P

!

%-]

诱导
%

;

!收集
#,$3P

菌体!加入
#bK@K*FDJ2

上样缓冲

液悬浮菌体!沸水保温
#"3/1

后进行
K@K*FDJ2

'

@,A,G

!

重组蛋白的可溶性分析
!

参照文献(

#)

)的

方法优化表达条件!鉴定的重组表达单菌落接种到

$&&

$

期
!!!!!!!!!!

李
!

蒙!等$苦荞二氢黄酮醇
'*

还原酶的原核表达与多克隆抗体制备



_414

"

$"

$

7

%

3P

#的
P̀

培养基中!

%- ]

培养至

@̂

+""

值达
",+

%

",&

时!分别加入
IFEJ

至终浓度

为
",#$3395

%

P

*

",!$3395

%

P

*

",$3395

%

P

和
#

3395

%

P

!置于
!! ]

*

%" ]

和
%- ]

摇床中震荡培

养!每
';

*

&;

和
#!;

取样!用
K@K*FDJ2

检测重

组蛋白表达情况!参照文献(

!"

)进行可溶性分析!收

集剩余菌体后加入超声裂解缓冲液"

:

R-,$

!

!"

3395

%

PEN/0*RG5

!

$"3395

%

PC4G5

#!超声破碎!

#!"""N

%

3/1

!

']

离心
#"3/1

后!上清和沉淀分别

进行
K@K*FDJ2

分析'

@,A,H

!

钴离子螯合层析纯化目的蛋白
!

收集诱导

菌体超声破碎后!

#!"""N

%

3/1

!

']

离心
#"3/1

!上

清与等体积的
!bF̀ K

"

:

R-,$

!

",#3395

磷酸二

氢钠!

",+395

%

PC4G5

#混合!缓慢上样经
#bF̀ K

平衡的
E4591N60/1

柱上!先
#bF̀ K

洗脱杂蛋白!

然后用含
!"3395

%

P

咪唑(

!#

)的
F̀ K

再次洗脱杂蛋

白!最后用含
#$"3395

%

P

咪唑的
F̀ K

洗脱目标蛋

白'目标蛋白经
:

R-,$

的透析液"

!" 3395

%

P

EN/0*RG5

!

$"3395

%

PC4G5

#透析后!再通过
F2J*

+"""

浓缩!电泳检测!

(!"]

保存'

@,A,I

!

重组蛋白抗体的制备
!

将浓缩后的蛋白与

!bK@K*FDJ2

上样缓冲液混合!

#"" ]

煮沸
#"

3/1

!进行电泳!将凝胶用考马斯亮蓝
B!$"

染色'

灭菌水洗涤后!切取目的条带置于研钵中!加入液氮

充分研磨成粉末状'加入
#3P#bF̀ K

"

:

R-,$

#

充分溶解(

!!

)

*混匀后!将制备好的抗原与等体积弗

氏完全佐剂"

K/

7

34

#充分乳化后!皮下多点注射免

疫
!

只大耳朵雄兔!每只兔抗原剂量
#3

7

(

!%

)

!初次

免疫后
!

周!抗原与弗氏不完全佐剂"

K/

7

34

#等体

积充分混匀!免疫剂量减至
$""

$

7

!皮下多点注射'

之后每隔
!

周加强免疫
#

次!剂量如二免'

%

次加

强免疫后测抗血清效价!当达到满意值后!兔心脏穿

刺取血!所取血液
%-]

静置
#;

!之后室温静置至抗

血清析出!收集血清!即得到
@AB

的多克隆抗体!

(!"]

冻存备用'

@BABJ

!

抗体的
K01+0'2>:"++#2

L

检测
!

取
#

7

灌浆

期的苦荞种子!参考李玉萍等(

!"

)加入
!3P

可溶蛋

白提取液"

:

R-,$

!

#"3395

%

PEN/0*RG5

!

!$3395

%

PC4G5

#!研钵中充分研磨*混匀后置于
']

过夜!

#""""N

%

3/1

!

']

离心
#"3/1

!上清即为种子总蛋

白!

(!"]

保存'参考文献(

!'

)方法
L60M6N1H59M*

M/1

7

分析!苦荞总蛋白和原核表达蛋白经
K@K*

FDJ2

分离后转移至
",#$

$

3

的
CG

膜上!

$"3D

电流下转移
#;

!辣根过氧化酶"

RBF

#标记的山羊

抗兔
I

7

J

为二抗"

#c#"""

!北京博奥森生物科技有

限公司#进行蛋白质印迹分析!印迹信号采用化学发

光显色试剂盒"北京康为世纪生物科技有限公司#进

行显色!并利用化学发光成像仪"

G;63/@98dBK

K

X

0M63

!

/̀9*B4?

#记录结果'

!

!

结果与分析

AB@

!

苦荞
9EC

编码基因片段的扩增

用设计的引物进行
@AB

编码基因
FGB

扩增!

扩增产物通过
#e

"

5

%

6

#琼脂糖凝胶电泳检测!显

示一条
#"!+H

:

的特异性扩增片段"图
#

#!与预期

大小一致'测序结果表明!本研究扩增获得的苦荞

二氢黄酮醇
'*

还原酶基因全长
#"!+H

:

!编码
%'#

个氨基酸!利用在线软件预测该蛋白分子量为
%&,$%

Z@

!等电点为
$,-&

!重组蛋白分子量为
%),+$Z@

!等

电点为
+,!#

'

A,A

!

重组表达载体的鉴定与表达

将构建好的重组载体进行
FGB

鉴定!琼脂糖电

泳结果"图
!

#显示
FGB

扩增的片段与预期大小一

图
#

!

@AB

编码基因的
FGB

扩增

Q,@P!"""

&

#

*

!,@AB

编码基因的
FGB

扩增结果

A/

7

,#

!

FGB43

:

5/>/84M/919>M;689?/1

7

06

\

=61869>7)8

Q,@P!"""

&

#

!

!,FGB

:

N9?=8M9>7)8

图
!

!

@AB

的质粒
FGB

扩增

Q,@P!"""

&

#

%

$,@AB

的质粒
FGB

扩增

A/

7

,!

!

K8N661/1

7

9>

:

90/M/W6N6893H/141M

:

5403/?H

X:

5403/?FGB

Q,@P!"""

&

#($,F5403/?FGB9>>/W6N6893H/141M

:

5403/?0
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图
%

!

7)8

诱导表达的
K@K*FDJ2

分析

Q,

蛋白
34NZ6N

&

#

*

%,

诱导前对照菌&

!

*

',

诱导表达菌体

A/

7

,%

!

K@K*FDJ24145

X

0/09>M;66S

:

N600/919>7)8

Q,FN9M6/134NZ6N

&

#

!

%,V1/1?=86?86550891M4/1/1

7

:

2E'-H*@AB

&

!

!

',I1?=86?86550891M4/1/1

7:

2E'-H*@AB

图
'

!

目的蛋白的可溶性表达分析

Q,

蛋白
34NZ6N

&

#,

未诱导的菌体蛋白&

!,

诱导的菌体蛋白&

%,

诱导菌株超声波裂解后的沉淀&

',

诱导菌株超声波裂解后的上清

A/

7

,'

!

E;6095=H/5/M

X

4145

X

0/09>N6893H/141M

Q,FN9M6/134NZ6N

&

#,V1/1?=86?86550891M4/1/1

7:

2E'-H*@AB

&

!,I1?=86?86550891M4/1/1

7:

2E'-H*@AB

&

%,I1095=H56

:

N9M6/1

>N93/1?=86?8655891M4/1/1

7:

2E'-H*@AB

&

',K95=H56

:

N9M6/1>N93/1?=86?8655891M4/1/1

7:

2E'-H*@AB

图
$

!

纯化蛋白的
K@K*FDJ2

分析

Q,

蛋白
34NZ6N

&

#

%

%,

纯化的目的蛋白

A/

7

,$

!

K@K*FDJ24145

X

0/09>

:

=N/>/6?@AB

Q,FN9M6/134NZ6N

&

#(%,F=N/>/6?

:

N9M6/1

图
+

!

@AB

的
L60M6N1H59MM/1

7

分析

#,

诱导后的目的蛋白&

!,

未重组表达载体的

菌体蛋白&

%,

苦荞种子灌浆期中总蛋白

A/

7

,+

!

L60M6N1H59MM/1

7

4145

X

0/09>@AB

#,E9M45

:

N9M6/1>N93/1?=86?8655891M4/1/1

7

:

2E'-H*@AB

&

!,I1?=86?86550891M4/1/1

7:

2E'-H

&

%,E9M45

:

N9M6/19>066?>/55/1

7:

6N/9?9>H=8Z<;64M

致!测序结果也证实
7)8

的原核表达载体构建成

功'重组表达载体转化到表达菌
!"!#

"

@2%

#!诱导

后经
K@K*FDJ2

分析!在
%$

%

'$Z@

之间有明显的

诱导表达条带!其大小与预测的重组蛋白分子量大

小相符"图
%

#!说明重组蛋白诱导表达成功'为了

获得最大可溶性目的蛋白产量!获得
:

2E'-H*@AB

表达菌株最佳诱导条件!诱导温度
!!]

*诱导时间

#";

*

IFEJ

浓度
",#$3395

%

P

!

K@K*FDJ2

分析目

的 蛋白在大肠杆菌
!"!#

"

@2%

#中分别以上清与包

涵体形式存在"图
'

#'

A,F

!

重组蛋白的纯化与抗体制备

将含重组蛋白的上清经过钴离子螯合层析柱纯

化后!

K@K*FDJ2

检测结果表明钴柱
E4591N60/1

实

现了该重组蛋白的高效纯化"图
$

#'为彻底除去目

的蛋白中可能存在的微量杂蛋白!将纯化的目的蛋

白
K@K*FDJ2

"

!"83b!"83

#电泳!考马斯亮蓝染

色后切取目标条带!灭菌水洗涤后进行兔抗苦荞

@AB

多克隆抗体制备'

AB$

!

多克隆抗体的
K01+0'2>:"++#2

L

检测

利用
L60M6N1H59MM/1

7

检测制备抗体的特异

性!结果显示原核表达的融合蛋白*苦荞种子灌浆期

总蛋白与抗血清杂交显示单一条带!而未重组表达

载体的菌体蛋白没有杂交出任何条带"图
+

#!说明

该抗体具有较高的特异性!且在灌浆期的苦荞种子

中含有大量的
@AB

蛋白'由于重组蛋白
@AB

含有

组氨酸标签!

L60M6N1H59MM/1

7

中灌浆期苦荞种子杂

交的蛋白条带较原核表达的蛋白分子量略小'

%

!

讨
!

论

苦荞种子富含氨基酸均衡的蛋白质和高生物活

性的黄酮类物质!是典型的药粮兼用作物'灌浆期

是苦荞营养物质累积与合成的关键时期!研究该时

期籽粒中各种营养物质累积及次生代谢相关基因的

-&&

$

期
!!!!!!!!!!

李
!

蒙!等$苦荞二氢黄酮醇
'*

还原酶的原核表达与多克隆抗体制备



表达规律对于提高苦荞的营养保健价值具有重要理

论和应用价值(

#&

)

'二氢黄酮醇
'*

还原酶是苦荞次

生代谢途径中的关键酶和一个重要的调控位点!不

但参与黄酮类化合物的累积(

#$

!

!$

)

!而且参与显花植

物雄性能育过程(

!+

)

'植物
@AB

与哺乳动物
%

&

*

羟

基类固醇脱氢酶通过蛋白序列比对!发现它们由同

一个祖先演化而来(

!-

)

!至今人们从多种植物分离并

鉴定出
@AB

编码基因!研究结果显示!

@AB

同源基

因都具有一个典型的
CD@F

结合位点和
!+

个氨基

酸组成的底物特异性结构域(

!&

)

'祝婷等(

!)

)首次克

隆了苦荞
@AB

编码基因!到目前关于其蛋白质相关

的研究还未有报道!本研究从苦荞灌浆期种子中克

隆得到
@AB

编码基因!利用
@CDQDC

软件分析!

发现其具有
@AB

同源基因的典型特征和关键结构

域!推测苦荞
@AB

编码基因编码蛋白具有催化活

性!相关文献表明大肠杆菌和酵母中表达的
@AB

也

都具有酶活和底物偏爱性(

#)

!

%"*%#

)

'由于目前对大肠

杆菌的遗传背景和生理特性研究了解得比较清楚!

无未知干扰蛋白的产生!为获得高纯度融合蛋白提

供有力工具'因此!本研究通过构建
@AB

原核重组

表达载体!转化大肠杆菌
!"!#

"

@2%

#!实现了该基

因的原核表达!但原核高效的表达系统!使部分蛋白

不能有效正确折叠形成了包涵体!通过优化表达条

件!找到了获得大量可溶性蛋白的途径$首先菌体的

活化过程!严格控制菌液
@̂

+""

值达
",+

%

",&

进行

诱导!诱导温度
!! ]

*诱导时间
#";

*

IFEJ

浓度

",#$3395

%

P

!使用固定化钴离子结合
RIK

标签纯

化蛋白!适宜浓度咪唑洗脱!最终获得高纯度
@AB

融合蛋白!为深入研究苦荞
@AB

的反应动力学*催

化特性奠定了基础'

真核生物次生代谢相关基因的表达调控包含转

录水平和翻译水平等多个层次!目前关于
@AB

编码

基因转录调控机制的研究在许多植物中都已经取得

了突破!通过转录因子调控结构基因的表达!进而影

响植物次生代谢物的合成和累积(

#!

!

%!

)

'而探讨苦

荞次生代谢物的累积与
@AB

表达的关系!从翻译水

平入手更具现实意义!免疫学技术是研究蛋白质表

达水平的有效方法!本研究通过原核表达获得大量

的目的蛋白!通过亲和层析!得到高纯度目的蛋白作

为抗原!免疫兔后获得
@AB

多克隆抗体!

L60M6N1

H59MM/1

7

显示获得的抗体特异性好!背景低!可以为

进一步开展
@AB

蛋白酶在不同苦荞品种*不同生长

发育时期和不同组织内的蛋白表达谱以及蛋白定位

等方向的研究提供有利工具'
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