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海马齿(Sesuvium portulacastrum L.)是一种真盐

生红树林植物，该属一共有 8个种，在中国只有 1个
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摘 要 本研究利用从海马齿中克隆到的甜菜碱醛脱氢酶基因构建到高效表达载体 pGEX-4T-1上，构建

重组载体 pGEX-4T-SpBADH，并对 GST-SpBADH融合表达的 IPTG诱导浓度、诱导不同温度、不同菌液浓

度和诱导时间等条件进行优化。研究结果表明：随诱导时间增长 GST-SpBADH融合蛋白表达量提高，在

37℃时，OD为 0.6左右，诱导 5 h GST-SpBADH融合蛋白的表达量达到最大，在 0.2 mmol/L IPTG浓度下，

可以有效诱导 GST-SpBADH融合蛋白的表达。本研究结果以期解析 SpBADH基因的功能以及在海马齿抗

盐过程中的作用机理。
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Abstract A full-length betaine aldehyde dehydrogenase gene sequence of Sesuvium portulacastrum was cloned

into the high expression vector pGEX-4T-1, and named pGEX-4T-SpBADH. The GST-SpBADH fusion protein

was expressed induced by IPTG. The expression conditions such as IPTG concentration, the bacterium concen-

tration, induction time and temperature were optimized. The results showed that the expression level of GST-

SpBADH was increased by accompanying with the induction time. In the condition of 37℃ , OD600 is 0.6 and

cultured 5 hours, GST-SpBADH fusion protein reached the highest expression. 0.2 mmol/L concentration of IPTG

can induce GST-SpBADH expression effectively in Escherichia coli expression system. The aim of this research

was to analyze the function and salt tolerance mechanism of SpBADH gene.

Keywords Sesuvium portulacastrum L., Betaine aldehyde dehydrogenase, Prokaryotic expression

种，多生长于热带和亚热带滨海(http://frps.eflora.

cn/frps/%E6%B5%B7%E9%A9%AC%E9%BD%BF)。
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图 1海马齿的总 RNA

注: M: DL2000 marker; l: RNA

Figure 1 Total RNAs of S. portulacastrum L.

Note: M: DL2000 marker; 1: RNA

图 2 SpBADH 的 PCR扩增

注: M: DL2000 marker; l: SpBADH

Figure 2 PCR amplification of SpBADH

Note: M: DL2000 marker; l: SpBADH

图 3 pGEX-4T-SpBADH 的 PCR和酶切鉴定

注: M: DLl5000 marker; 1:酶切鉴定; 2: PCR鉴定

Figure 3 The identifications of pGEX-4T-SpBADH by PCR and

restriction enzyme digestion

Note: M: DL15000 marker; l: Restriction enzyme identification;

2: PCR identification

海马齿具有极强逆境耐受能力，且在海水和淡水环

境中均能良好生长，是一种研究盐生植物耐盐机理

的理想材料(杨成龙等, 2010)。甜菜碱是植物体内一

种应对非生物胁迫的小分子渗透调节物质。甜菜碱

不仅对提高植物的抗旱，抗盐等方面起着重要作用，

还对很多代谢过程中的酶类结构稳定，活性保持等

有重要作用(Huang et al., 2000; Nishiyama et al., 2006;

Yang et al., 2008; Chen and Murata, 2008; Fu et al.,

2011; Fan et al., 2012)。

在植物体内，甜菜碱以胆碱为底物，经两步催化

合成，即乙酰胆碱→甘氨酸甜菜碱醛→甘氨酸甜菜

碱，其中甜菜碱醛脱氢酶(betaine aldehyde dehydrog-

enase, BADHase)是甜菜碱醛氧化生成甜菜碱的关键

酶。甜菜碱醛脱氢酶(BADHase)属于醛脱氢酶家族

10 (ALDH10)，调控甜菜碱合成与代谢的动态平衡。

目前，已在多种植物中克隆到 BADH基因，并成功地

转入到植物中，以提高植物的抗逆性。

本研究对首次克隆的海马齿甜菜碱醛脱氢酶

(betaine aldehyde dehydrogenase of S. portulacastrum,

SpBADH) 基因在原核生物表达系统进行表达研究，

并诱导 SpBADH蛋白表达及其最佳表达条件的优

化，最终得以使 SpBADH蛋白在原核系统中高效表

达，为 SpBADH 的进一步纯化和生物活性研究及海

马齿抗逆性研究奠定基础。

1结果与分析

1.1 SpBADH基因的克隆和重组基因片段的序列鉴定

海马齿 RNA的提取参考曾会才(2003)和杨成龙

等(2008)的方法，提出总 RNA，1%非变性琼脂糖凝

胶检测，结果表明，RNA条带清楚，且 28S rRNA与

18S rRNA之比为 2:1，带与带之间无弥散现象，说明

RNA完整性比较好(图 1)。以反转录的 cDNA为模

板，用 SpBADH基因的上游和下游特异引物扩增，得

到一条 1 500 bp左右特异条带(图 2)。将所得特异条

带经 1%琼脂糖凝胶电泳后回收纯化连入 T载体，并

转入大肠杆菌经菌液 PCR检测选取阳性克隆进行

测序。测序结果经 NCBI中的 Blast分析，扩增得到

的 SpBADH序列与海马齿甜菜碱醛脱氢酶基因相似

性为 100%。

1.2 SpBADH基因及重组基因表达载体的鉴定

将连有 SpBADH 基因片段 pMD18-SpBADH 的

质粒和 pGEX-4T-1 分别用 BamH玉和 Sal玉双酶

切，将两片段割胶回收并连接。将连接产物转化

DH5琢，得到重组 pGEX-4T-SpBADH质粒，将 PCR

扩增的阳性质粒经 BamH玉和 Sal玉双酶切鉴定所构

建表达载体正确(图 3)。将所得到的阳性克隆进行测

序，结果验证了 SpBADH基因成功定向克隆到了载

体 pGEX-4T-1中，说明表达载体 pGEX-4T-SpBADH

构建成功。

1.3重组 SpBADH基因工程菌的构建及目的基因的

表达

将重组质粒 pGEX-4T-SpBADH 和空载体 pG-
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图 4 SpBADH在大肠杆菌中诱导表达的 SDS-PAGE分析

注: M:蛋白质分子量标准; l:空载体 pGEX-4T-1未诱导菌体

总蛋白; 2:空载体 pGEX-4T-1诱导菌体总蛋白; 3: SpBADH

未诱导对照菌体总蛋白; 4: SpBADH诱导菌体总蛋白

Figure 4 SDS-PAGE analysis of SpBADH inducible expression

in E. coli

Note: M: Protein molecular weight marker; 1: Total protein of

pGEX-4T-1 in BL21(DE3) without IPTG; 2: Total protein of pG-

EX-4T-1 in BL21(DE3) with IPTG; 3: Total protein of pGEX-

4T-SpBADH in BL21(DE3) without IPTG; 4: Total protein of

pGEX-4T-SpBADH in BL21(DE3) with IPTG

图 5 37℃下最适 IPTG浓度

注: M: 蛋白质分子量标准 ; 1~6: pGEX-4T-SpBADH 分别在

1.0 mmol/L, 0.8 mmol/L, 0.6 mmol/L, 0.5 mmol/L, 0.2 mmol/L

和 0.1 mmol/L的 IPTG 浓度诱导下的菌体总蛋白; 7: pGEX-

4T-SpBADH 未诱导对照菌体总蛋白

Figure 5 Confirmation of the optimum IPTG concentration at

37℃

Note: M: Protein molecular weight marker; 1~6: Total protein of

pGEX-4T-SpBADH in BL2l(DE3) induced with different concen-

tration of IPTG 1.0 mmol/L, 0.8 mmol/L, 0.6 mmol/L, 0.5 mmol/L,

0.2 mmol/L and 0.1 mmol/L at 37℃; 7: Total protein of pGEX-

4T-SpBADH in BL2l(DE3) without IPTG

菌在不同 IPTG浓度的表达量差异不显著，为了考虑

IPTG对菌体有毒害作用，所以选择最佳 IPTG浓度

为 0.2 mmol/L。

(2)最佳诱导菌株的起始生长量。对重组 SpBADH

大肠杆菌表达工程菌进行诱导起始 OD600优化，取 6

个起始 OD600 0.2、0.5、0.6、0.8、1.0和 1.2诱导的工程

菌全蛋白进行制样，取相同量的样品进行 SDS-

PAGE凝胶电泳，通过考马斯亮蓝染色和脱色进行分

析。从结果中可以看出重组大肠杆菌表达工程菌诱

导起始 OD600为 0.6时表达量增加幅度最高，随着

OD600的增加工程菌的表达量也有所增加，但幅度较

平缓(图 6)。因此对重组大肠杆菌表达工程菌诱导起

始的 OD600为 0.6。

(3)最佳诱导温度。对重组 SpBADH大肠杆菌表

达工程菌进行诱导温度优化，取 5 个温度 37℃、

33℃、30℃和 28℃诱导的工程菌全蛋白进行制样，取

相同量的样品进行 SDS-PAGE凝胶电泳，通过考马

斯亮蓝染色和脱色进行分析。重组大肠杆菌表达工

程菌在 37℃下诱导蛋白表达量最高，在其他温度时

工程菌也可诱导表达(图 7)。因此重组大肠杆菌表达

工程菌 BL21(DE3)/pET-SpBADH 的诱导表达的最佳

温度为 37℃。

(4)最佳诱导时间。重组菌生长至 OD600=0.6时，

向菌液中添加 0.2 mmol/L IPTG，分别在诱导不同时

EX-4T-1分别转化 BL21(DE3)表达菌株，分别取鉴

定正确的 pGEX-4T-SpBADH 和 pGEX-4T-1 阳性

克隆进行单菌落培养。再分别以 1:100比例加入新

液体 LB 培养基中培养，OD600=0.6 时，分别加入

0.2 mmol/L IPTG，37℃诱导 6 h，并以诱导后的菌体

为样品，以未诱导的作为对照样品，进行 SDS-PAGE

电泳。SDS-PAGE电泳结束后以考马斯亮蓝染色，可

以看到重组 BL21(DE3)表达菌经诱导后分别在 66 kD

和 25 kD处有一条蛋白质带，这与我们预测的海马

齿 BADH和 GST的大小一致，说明重组的 pGEX-

4T-SpBADH 质粒能够在宿主菌 BL21(DE3)中表达，

而空白菌株和带有目的片段但未诱导的菌体均无此

产物出现(图 4)。

1.4重组 SpBADH基因工程菌诱导条件的优化

对重组 pGEX-4T-SpBADH 的工程菌的表达诱

导条件进行优化，筛选出重组工程菌最合适的诱导

条件，为蛋白质的纯化和生物活性的检验奠定基础。

(1)最适 IPTG浓度。对重组 SpBADH 大肠杆菌

表达工程菌进行 IPTG诱导浓度优化，取工程菌 6个

浓度梯度诱导的菌体制样，并经 SDS-PAGE凝胶电

泳，经考马斯亮蓝染色和脱色分析。结果表明目的蛋

白质均有表达，但其表达量随着 IPTG浓度的增加，

而没有显著差异(图 5)。结果说明重组 SpBADH大肠

杆菌的表达量与 IPTG浓度关系相关性不紧密，工程
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图 6 37℃时最佳诱导起始生长量

注: M:蛋白质分子量标准; l: pGEX-4T-SpBADH 未诱导对照

菌体总蛋白; 2~7: pGEX-4T-SpBADH 分别在 OD600值为 0.2,

0.5, 0.6, 0.8, 1.0和 1.2时经 IPTG诱导的菌体总蛋白

Figure 6 Confirmation of the optimum initial increment seed age

at 37℃

Note: M: Protein molecular weight marker; 1: Total protein of

pGEX-4T-SpBADH in BL2l (DE3) without IPTG; 2~7: Total

protein of pGEX-4T-SpBADH in BL2l(DE3) induced at different

OD600 (0.2, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 and 1.2) at 37℃

图 7最佳诱导温度

注: M: 蛋白质分子量标准 ; 1~4: pGEX-4T-SpBADH 分别在

37℃ , 33℃ , 30℃和 28℃下经 IPTG 诱导的菌体总蛋白 ; 5:

pGEX-4T-SpBADH 未诱导对照菌体总蛋白

Figure 7 Confirmation of the optimum temperature

Note: M: Protein molecular weight marker; 1~4: Total protein of

pGEX-4T-SpBADH in BL21(DE3) induced at different tempera-

ture (37℃, 33℃, 30℃ and 28℃); 5: Total protein of pGEX-4T-

SpBADH in BL21(DE3) without IPTG

图 8 37℃最佳诱导时间

注: M:蛋白质分子量标准; l: pGEX-4T-SpBADH 未诱导对照

菌体总蛋白; 2~9: pGEX-4T-SpBADH 分别在 1 h, 2 h, 3 h, 4 h,

5 h, 6 h, 7 h和 8 h经 IPTG诱导的菌体总蛋白

Figure 8 Confirmation of the optimum induction time at 37℃

Note: M: Protein molecular weight marker; l: Total protein of

pGEX-4T-SpBADH in BL21(DE3) without IPTG; 2~9: Total

protein of pGEX-4T-SpBADH in BL21(DE3) induced for differ-

ent time (1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h and 8 h) at 37℃

间后取菌液做 SDS-PAGE电泳分析，重组大肠杆菌

表达工程菌诱导 5 h时表达量最高，随着时间的增加

工程菌的蛋白表达量不变(图 8)。因此对重组大肠杆

菌表达工程菌诱导时间最佳为 5 h。

2讨论

盐胁迫是限制植物分布和影响农作物产量和品

质的重要因素之一。为免受胁迫对植物体造成伤害，

植物通常形成许多保护机制来维护自身正常的生理

代谢。植物在受到胁迫时，迅速合成并积累大量的渗

透调节物质来维持植物细胞内正常生理功能，免受

胁迫伤害。在许多渗透调节剂中，甜菜碱是最理想的

有机小分子渗透调节物质(Lehmann et al., 2010)。植

物在正常生长条件下，甜菜碱在植物体内积累量很

少，而当受到胁迫时，甜菜碱的含量会迅速增加。由

于甜菜碱在植物体内大量积累不会带来危害，同时

能提高植物对环境胁迫的抗性(Li et al., 2014)。目前，

对植物甜菜碱参与抗逆的分子机理的研究，已成为

当前研究植物抗盐机理和培育抗盐新品种的热点。

海马齿作为海滨盐生植物具有很强的抗盐能

力，且其机理有其独特的行为，目前对海马齿在逆境

下生长的自身调节机制使其能在逆境下完成生活史

的调节机理不清楚。张艳琳等(2009)和杨成龙等

(2010)通过不同浓度的海水处理海马齿进行研究，结

果均表明海马齿具有很强耐盐性，渗透调节是其适

应外界盐胁迫的机制之一。本研究将海马齿甜菜碱

醛脱氢酶基因克隆到表达载体 pGEX-4T-1中，转化

大肠杆菌 BL21(DE3)，得到能够表达 SpBADH 基因

的重组菌株，经 IPTG诱导，重组工程菌能够高效的

表达 SpBADH。重组 SpBADH 工程菌最佳的高效表

达的条件为：在 37℃下，菌体起始浓度 OD600为 0.6，

加入 IPTG为 0.2 mmol/L，诱导 5 h，其重组工程菌表

达蛋白的量最高。黄卓等(2013)对辽宁碱蓬中诱导甜

菜碱脱氢酶 BADH 蛋白的最适条件为温度 22℃，

IPTG终浓度浓度 5 mmol/L，200 r/min振荡培养 4~ 6

h。罗笛等(2012)对水稻和菠菜甜菜碱脱氢酶 BADH
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重组蛋白诱导表达的条件是 37℃摇床培养至 OD600=

0.4~0.6，加入 0.4 mmol/L IPTG，18℃过夜培养。一般

情况下，大肠杆菌培养的最适温度为 37℃，但有时温

度高和振荡速度大都会引起重组蛋白降解，不利于

蛋白的表达。因此，适当调整振荡速度、诱导温度和

诱导时间可以保证 BADH蛋白的表达量。另外，不同

基因在大肠杆菌中表达所需条件也会有所不同。本

研究采用融合标签高效表达 SpBADH蛋白，为表达

目的蛋白纯化，体外研究 SpBADH的蛋白的特性和

揭示 BADH蛋白在抗逆过程中的作用奠定基础。后

续我们将对盐(以及其他逆境)处理下 SpBADH蛋白

的表达进行分析以及将重组 SpBADH的可溶性蛋

白进行了分离纯化，并对它进行了酶学特性分析，包

括：SpBADH酶活性的最适 pH值、酶活性的最适温

度及热稳定性、金属离子对酶活力的影响、醇类对酶

活力和热稳定的影响。

3材料和方法

3.1试验材料

海马齿采自海南省海口市白沙门滨海，pMD18-

T Vector购自宝生物公司；表达载体 pGEX-4T-1、

大肠杆菌 DH5琢菌株及大肠杆菌 BL21(DE3)由本实

验室保存。

3.2工具酶和主要试剂

DNAMarker和蛋白质Marker、小量质粒提取试

剂盒、IPTG、BamH玉和 Sal玉限制性内切酶购自上海

生工公司；DNA回收试剂盒购自申能博彩有限公

司；四甲基乙二胺(TEMED)购自 BBI公司；T4 DNA

连接酶、Taq 酶购自 Sigma公司；其余试剂均为国

产分析纯。

3.3重组载体 pGEX-4T-SpBADH的构建与鉴定

根据海马齿甜菜碱醛脱氢酶全长基因 SpBADH

的 cDNA序列(GenBank登录号: JN192464)，设计一

对可扩增 SpBADH 阅读框架区域的引物。上游引物

为：5'-ATCGGATCCATGGCGTTCCCTATACCT-3'，

引入 BamH玉酶切位点(下划线部分)，下游引物为：

5'-ATCGTCGACTCAAGGAGACTTGTAC-3'，引入

Sal玉酶切位点(下划线部分)。引物由上海生工公司

合成。以海马齿 cDNA为模板，进行 PCR扩增，PCR

反应体系(50 滋L)为：5伊PrimeSTAR Buffer (Mg2+ plus)

10 滋L；dNTP (2.5 mmol/L each) 3 滋L；引物各 2 滋L；模

板 2 滋L；PrimeSTAR HS DNA Polymerase (2.5 U/mL)

1 滋L；ddH2O 30 滋L。PCR 程序：94℃预变性 4 min；

94℃变性 10 s，60℃ 45 s，72℃ 90 s，35个循环；72℃，

10 min。取 3 滋L PCR产物进行电泳分析，其大小与

预期一致，并将目的片段切胶回收，将回收目的片段

加尾连接 pMD18-T Vector送上海生工生物工程有

限公司测序，将测序正确的阳性克隆提取质粒。将

pMD18-SpBADH和 pGEX-4T-1 质粒分别用 Bam-

H玉和 Sal玉双酶切，将目的片段切胶回收，分别取载

体和目的片段连接，置于 16℃，8 h，将连接产物转

化，将鉴定正确阳性克隆进行测序。

3.4重组 SpBADH大肠杆菌表达工程菌的表达

分别将 pGEX-4T-1和 pGEX-4T-SpBADH转化

BL21(DE3)，挑取阳性克隆，对其进行 PCR和双酶切

鉴定。将鉴定正确的阳性克隆进行活化，以 1:100浓

度加到带有 Kan+ 抗性的液体 LB 培养基中置于

37℃，200 rpm，培养至菌液浓度为 OD600 0.6左右，加

入 0.5 mmol/L IPTG诱导 6 h，分别取 1 mL菌液制备

蛋白质样品，取 8 滋L进行 SDS-PAGE分析。

3.5重组 SpBADH基因工程菌诱导条件的优化

(1)重组 SpBADH大肠杆菌表达工程菌的诱导

IPTG浓度的优化。将重组大肠杆菌表达工程菌进

行 IPTG浓度诱导表达的条件优化。设置 6个浓度

梯度，分别为 0.1 mmol/L、0.2 mmol/L、0.5 mmol/L、

0.6 mmol/L、0.8 mmol/L和 1.0 mmol/L，诱导起始浓

度 OD600为 0.6，诱导时间 6 h，诱导温度 37℃。诱导结

束后，取相同 OD600菌体制备样品进行凝胶电泳分析。

(2)重组 SpBADH大肠杆菌表达工程菌的诱导起

始 OD600优化。将重组大肠杆菌表达工程菌进行起始

OD600诱导表达优化。设置 7个诱导菌体起始 OD600，

分别为 0.1、0.2、0.5、0.6、0.8、1.0和 1.2诱导 IPTG浓度

为 0.2 mmol/L，诱导温度 37℃，诱导时间 6 h。诱导结

束后，取相同 OD600菌体制备样品进行凝胶电泳分析。

(4)重组 SpBADH 大肠杆菌表达工程菌的诱导

时间优化。将重组大肠杆菌表达工程菌进行时间的

诱导表达优化。设置 8个时间点，分别为 1 h、2 h、

3 h、4 h、5 h、6 h、7 h和 8 h，诱导起始浓度 OD600为

0.6，诱导 IPTG浓度为 0.2 mmol/L，诱导温度 37℃。

诱导结束后，取相同 OD600菌体制备样品进行凝胶

电泳分析。

(3)重组 SpBADH大肠杆菌表达工程菌的诱导温

度优化。将重组大肠杆菌表达工程菌进行温度诱导

表达优化。设置 4个诱导温度梯度，分别为 28℃、

30℃、33℃和 37℃，诱导起始浓度 OD600为 0.6，诱导

海马齿甜菜碱醛脱氢酶基因在大肠杆菌中表达
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IPTG浓度为 0.2 mmol/L，诱导时间 6 h。诱导结束

后，取相同 OD600菌体制备样品进行凝胶电泳分析。
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