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盐地碱蓬液泡膜Ca2+/H+ 逆转运蛋白SsCAX1 N末端原核表达和多克隆抗

体的制备
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提要  采用 PCR 技术，从盐地碱蓬液泡膜 Ca2+/H+ 逆转运蛋白 SsCAX1 的 cDNA 中扩增了其 N 末端亲水区段(1~210 bp)，
并将其插入到原核表达载体 pGEX-6p-3 中进行诱导表达。获得分子量约 33.5 kDa 的可溶性融合蛋白，经纯化后从免疫家
兔中得到了 SsCAX1 的特异性抗体。
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Ca2+ 是植物维持正常生命活动的必需元素之

一。自然界中很多胁迫因子如干旱、盐渍、低

温等都能引起植物胞质中游离Ca2+浓度的升高(章

文华等2000)。胞质游离Ca2+是重要的信号转导分

子，通过细胞质中自身浓度的变化进行信号转

导，从而使细胞做出相应的反应( S a n d e r s 等

1999)。为了不影响细胞正常的代谢，维持刺激

时和刺激后胞质中游离 Ca2+ 浓度的稳态是非常重

要的。液泡约占成熟植物细胞体积的 90%，是细

胞内储存Ca2+ 的主要场所。液泡对胞质中Ca2+ 浓

度变化和稳态的维持有重要作用。外界刺激作用

细胞后，液泡膜上的 Ca 2+ 通道能将 Ca 2+ 运出液

泡，增加胞质中Ca2+浓度，而Ca2+-ATPase和Ca2+/

H+ 逆向转运体能将Ca2+ 运入液泡，从而将胞质中

增多的 Ca2+ 迅速区隔到液泡中以维持胞质中 Ca2+

的稳态，而保护细胞的正常代谢( S a n d e r s 等

1999)。而且有些研究者认为，液泡Ca2+/H+ 逆转

运蛋白对胞质中突然增多的 Ca2+ 的迅速区隔化更

有效(Hirschi 2001)。

目前，从拟南芥、玉米等非盐生植物中已克

隆到 Ca2+/H+ 逆向转运体(antiporter)基因 CAX

(cation exchanger)，并初步分析了CAX与植物抗

盐性的关系(Hirschi 1999)。最近，我们实验室从

真盐生植物盐地碱蓬(Suaeda salsa L.)中也克隆到

与拟南芥CAX1有同源性的基因SsCAX1 (GenBank

注册号为AY 518204)，并对其基因表达特性做了

分析( 另文发表) 。我们在 S s C A X 1 的 N 末端

(D1~70)设计了一对特异引物，采用 PCR 技术克

隆了SsCAX1 cDNA开放阅读框5'端 210 bp片段。

构建了 SsCAX1 原核表达载体，并以表达的融合

蛋白为抗原制备了 SsCAX1 的多克隆抗体。这些

结果为进一步研究 SsCAX1 蛋白亚细胞定位、功

能分析及其在植物抗逆中的作用奠定了基础。

材料与方法

1  材料

原核表达载体为 pGEX-6p-3，感受态菌株

BL21 (DE3)。盐地碱蓬(Suaeda salsa L.) SsCAX1

蛋白的 cDNA 由本实验室克隆、保存。实验兔为

纯种新西兰雄性兔，购自山东省农业科学院。

2  引物设计与合成

在SsCAX1 cDNA的 Ca2+/H+ 逆向转运蛋白N末

端 1~70 氨基酸处设计了一对引物：P1 (上游引

物)，5' GTAGGATCCGAGTCGTGTAGTAGA 3'

(划线处为BamHI位点); P2 (下游引物)，5' GCA-
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CTCGAGTTAGACTTCTTGTAGGTT 3' (划线处为

XhoI位点)。在P1、P2引物的5'端分别引入BamHI和

XhoI识别位点，引物由上海博亚生物工程公司合成。

3  工具酶及试剂

EX TaqTM、限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、

DNA分子量标记均购自Takara公司；还原型谷胱

甘肽、IPT G、蛋白分子量标记、碱性磷酸酶标

记的羊抗兔购自北京华美生物工程公司；谷胱甘

肽琼脂糖凝胶4B (Glutathione Sepharose 4B)购自

Pharmacia公司；弗氏佐剂购自上海生物工程公司。

4  PCR 扩增及表达载体构建及 DNA 测序等基因

操作

按文献(Sambrook 等 1989)方法进行。

5  重组质粒在大肠杆菌中的表达　

重组质粒 pGEX-SsCAX1D1~210 转化大肠杆菌

BL21 (DE3)，挑取阳性单菌落，37℃振荡培养过

夜，次日，以 1:100 的体积比接种于另一新鲜的

LB液体培养基中，继续培养至OD600 约为 0.6，用

终浓度为0.4 mmol·L-1 IPTG 30℃诱导3 h，离心

收集菌体。

6  菌体超声裂解液制备及GST-SsCAX1D1~70 融合

蛋白的纯化

将离心收集的菌体重悬浮于预冷的磷酸缓冲

液(PBS，pH 7.3)，冰浴下超声破碎细胞。离心

后收集上清过谷胱甘肽琼脂糖凝胶4B层析柱，磷

酸缓冲液(pH 7.3)充分洗脱至基线。然后用5~10

倍柱床体积的还原型谷胱甘肽洗脱，浓缩收集成

分即为纯化的 GST-SsCAX1D1~70。用 SDS-PAGE 电

泳检测纯化产物，分离胶浓度为1 2 %。

7  蛋白质含量测定

参照Bradford (1976)的方法。

8  GST-SsCAX1D1~70 抗血清的制备及效价检测

参考Catty (1988)的方法。

9  碱蓬液泡膜的制备

参照 Wang 等(2000)的方法。

10  Western印迹

参照Fischer-Schliebs等(1997)的方法。

实验结果

1  pGEX-SsCAX1D1~210 表达质粒构建

用设计的SsCAX1 cDNA 阅读框 1~210 bp 的

5' 端及 3'端引物，从SsCAX1 cDNA 的 5' 末端扩

增出约210 bp 的 DNA 片段(图 1)，与预期片段长

度相符。产物回收后，利用引物所引入的 BamHI

和 XhoI位点，将其装入原核表达载体pGEX-6p-3

的 B a m H I 和 X h o I 位点，转化大肠杆菌 B L 2 1

(DE3)，挑选阳性克隆，经测序鉴定，构建的重

组分子 pGEX-SsCAX1D1~210 阅读框正确。

图2  GST-SsCAX1D1~70 融合蛋白诱导产物的 SDS-PAGE
1：大肠杆菌 BL21 (DE3) pGEX-SsCAX1D1~210 的诱导全菌

蛋白；2：大肠杆菌 BL21 (DE3) pGEX-6p-3 的诱导全菌蛋

白；M ：蛋白质分子量标准。

图1  盐地碱蓬SsCAX1 cDNA 5' 端片段的PCR扩增
1：SsCA X 1  c D NA  5 ' 端；M：DNA 标准分子量 DL20 0 0。

2  融合蛋白的诱导表达

对IPTG诱导后的大肠杆菌BL21 (DE3)的细胞

粗提物进行 SDS-PAGE 电泳检测的结果(图 2)可

见，大肠杆菌 BL21 (DE3) pGEX-SsCAX1D1~210 在

33.5 kDa附近出现高水平表达的蛋白条带，与预
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期的融合蛋白GST-SsCAX1D1~70 分子量一致，而大

肠杆菌BL21 (DE3) (pGEX-6p-3)在相同分子量部

位没有相应的蛋白条带，只在26.0 kDa的位置出

现了 GST 蛋白的特异条带，表明插入的外源基因

片段已经成功地在大肠杆菌中表达，并与 GST 形

成了融合蛋白。

3  GST-SsCAX1D1~70 融合蛋白的纯化

将BL21 (DE3) pGEX-SsCAX1D1~70 诱导后的菌

体进行超声波破碎、离心。沉淀和上清液分别进

行 SDS-PAGE，见到融合蛋白主要存在于上清液

中，说明融合蛋白以可溶蛋白的形式存在于细胞

中(图3)。菌体超声裂解液经谷胱甘肽琼脂糖凝胶

4B层析柱纯化后，得到高纯度的GST-SsCAX1D1~70
表达蛋白(图 4)。

4  抗体的特异性分析

以亲和纯化的GST-SsCAX1D1~70 为抗原制备的

盐地碱蓬SsCAX1抗血清，其效价达1:500 (结果

未列出)。Western印迹实验表明，制备的抗体与

盐地碱蓬液泡膜微囊中 48~50 kDa 的蛋白杂交，

而盐地碱蓬质膜微囊中蛋白质无杂交印迹(图 5)，

与推测的SsCAX1 的分子量相当(48.8 kDa)。

 讨    论

在盐胁迫下，植物液泡膜Ca2+/H+逆向转运蛋

白在Ca2+信号转导中起重要作用(Hirschi 2001)，

它不仅负责维持胞质中 Ca2+ 的稳衡态，而且它的

活性大小还影响盐信号的有效转导。目前，Ca2+/

H+ 逆向转运蛋白的研究主要来源于拟南芥和玉米

等非盐生植物，盐生植物中尚无报道。盐生植物

能在高盐环境中生长发育并完成生活史，而非盐

生植物则不能。盐生植物和非盐生植物在 K +、

Na+ 的吸收、运输、区域化和外排及 Ca2+ 信号等

方面的差别可能是它们抗盐性不同的关键(Munns

2005)。盐地碱蓬为石竹目藜科碱蓬属一年生草本

植物，属于我国特有的高耐盐真盐生植物，主要

分布在我国长江以北海滩和内陆重盐碱地地区，

在 NaCl 含量在 0.2%~4.5% 的土壤上正常开花结

实。盐地碱蓬营养成分全，鲜嫩茎叶富含蛋白

质、维生素、铁、硒，种子含亚油酸，在食

用、饲料、药用、生态保护等方面具有开发价

值。我们曾报道盐胁迫下盐地碱蓬的液泡膜V-H+-

ATPase活性增加依赖于Ca2+ (Han等2005)。因此，

盐生植物与非盐生植物液泡膜Ca2+/H+逆向转运蛋

白结构和活性的区别及其与抗盐的关系值得探讨。

SsCAX1 蛋白属于跨膜蛋白，具有 11 个跨膜

区，N 末端 D1~70 区段是亲水区且与其它植物的

同源性较低(另文发表)，因此，选择此区进行原

图4  纯化的 GST-SsCAX1D1~70 融合蛋白 SDS-PAGE 分析
1：纯化的 GST-SsCAX1D1~70 融合蛋白；M：蛋白质分子量标准。

图3  大肠杆菌BL21 (DE3) pGEX-SsCAX1D1~70诱导后的

菌体经超声波破碎的上清液和沉淀的 SDS-PAGE 分析
1 ：上清液；2 ：沉淀；M ：蛋白质分子量标准。

图5  盐地碱蓬液泡膜SsCAX1的Western印迹分析
1：液泡膜蛋白；2：质膜蛋白。每泳道蛋白上样量为 30 mg。
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核表达以制备抗体是可行的。这比用人工合成肽

段制备 CAX 类抗体的费用低(Hirschi 等2000；

Ueoka-Nakanishi等1999)。

实验构建的表达质粒pGEX-SsCAX1D1~210 结构正

确，未出现突变及移码现象。pGEX-SsCAX1D1~210

在 IPTG 诱导下可稳定、高效表达融合蛋白，且

以可溶性蛋白存在于大肠杆菌中。Western印迹实

验表明，制备的抗体可以与盐地碱蓬液泡膜囊泡

中48~50 kDa 的蛋白杂交，而质膜中无此带，这

与推测的盐地碱蓬液泡膜 SsCAX1 的分子量相当，

说明 SsCAX1 定位于液泡膜，所制备的 SsCAX1

抗体具有较高特异性。

本文成功地从真盐生植物盐地碱蓬中制备了

特异性较高的 SsCAX1 多克隆抗体，为进一步研

究 SsCAX1 蛋白的亚细胞定位、功能分析及其在

植物抗逆中的作用奠定了基础。
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