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即MS+BA 0.5 mg/L+NAA 0.1 mg/L 为最适宜生根

培养基。

已有研究表明 ,丁香属 8种植物均能诱导出愈伤组

织
[ 2]
,除白丁香愈伤组织的分化率较高外

[ 4]
,大部分丁

香属植物愈伤组织的分化率很低 ,甚至没有分化[ 2] 。该

试验从近 20种培养基中筛选出来的紫丁香最佳分化培

养基配方与王兴安的白丁香试验分化培养基配方相同 ,

但该试验的分化率比较低 ,说明同属植物的再生条件相

似 ,不同种再生条件有差异 ,紫丁香分化培养基的最佳

激素种类和浓度配比仍需要继续探索 ,对紫丁香的再生

体系条件进行再优化 ,以建立起紫丁香高效再生体系 ,

为紫丁香和其它木樨科木本植物转基因工作奠定基础。
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Isolated Culture and Establishment of Regeneration System of Syringa oblata

ZHANG Xian-yun , YUAN Xiu-yun , CUI Bo ,MA Jie

(Institute of Biology Technology , Zhengzhou Teacher' s College ,Zheng zhou , Henan 450044)

Abstract:The paper studied the isolated culture and regeneration system of Syringa oblata using its stem , and discussed

the effects of different hormone combination on induction of asepsis bud , callus , differentiation , generation and rooting.

The results showed that MS+BA 1.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L was optimum medium for induction of asepsis bud , cal-

lus from explants , differentiation and generation:MS+BA 0.5 mg/ L+NAA 0.1 mg/L is optimum medium for rooting.
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拟南芥热激转录因子 HSFA2基因克隆与原核表达

王 瑾瑜 , 任亚萍
(河南城建学院城市规划与建筑系 ,河南平顶 460440)

　　摘　要:为了进一步阐明 HSFA2功能 ,现采用 Trizol 法分离拟南芥叶片总 RNA ,用 RT-

PCR方法得到拟南芥 HSFA2基因 ,经过连接 、转化和蛋白诱导对其进行了原核表达研究。结果

表明:从拟南芥叶片中分离到了高质量的总 RNA ,进而扩增到了目的基因 ,将其连入表达载体

PGEX-KG ,且转入大肠杆菌BL21中。不同温度条件下的诱导结果表明 ,16℃下蛋白诱导效果较

好。采用这套系统 ,可以使 AtHSFA2得以较好的表达。
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　　当受到热和一些化学因子胁迫的时候 ,细胞会产生

一系列的反应来维持自身的正常功能。在这一系列反

应中 ,热激蛋白(Heat shock protein ,HSP)的大量积累就

是细胞自我保护机制一个非常重要的方面。热激蛋白

在抵抗胁迫造成的伤害 、蛋白的胞间分布与降解 ,甚至

在信号转导中起着非常重要的作用 ,使细胞能够在胁迫

情况下继续生存[ 1-2] 。

作为信号转导途径的未端组分 ,热激转录因子

(Heat shock transcription factor , HSF)可以识别存在于

热激蛋白启动子中的一段非常保守的序列(5' -

nGA AnnTTCnnGAAn-3'),从而调控热激蛋白的表

达
[ 3]
。HSF基因首先从酵母中克隆得到

[ 4-5]
,之后在果
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蝇[ 6] 、哺乳动物[ 7-8]和番茄[ 9]中也相继克隆得到。试验数

据表明 ,番茄 HSFA2是一个严格受热激诱导的 HSF ,

它在热胁迫和恢复循环中具有较高的激活潜力 ,且能连

续积累 ,因此 ,HSFA2被认为是耐热性细胞中的一个统

治性的 HSF[ 10] 。拟南芥中 HSFA2 可调节 HSP101 、

HSP70、sHSP 和APX的表达 ,同时严格地受热激诱导

表达 ,其 knockout突变体热敏感性提高 ,表达过 HSFA2

的植株则表现出了较强的耐热和渗透胁迫的能力[ 11-13] 。

HSFA2通过调节HSP表达 ,对于细胞在胁迫情况

下的生存至关重要。最近有试验证据表明 ,HSF除在转

录水平上调节 HSP 的表达外 , HSFA1和 HSFA2还在

蛋白水平上相互作用 ,通过形成复合体 ,共同来行使基

因的激活功能
[ 13]
。因此 ,可以推断 ,HSF 在细胞内功能

的实施很可能参与到一个复杂的蛋白质网络中。该试

验拟纯化拟南芥 HSFA2蛋白 ,为蛋白体外功能的研究 、

植物总蛋白的Western blot以及通过免疫共沉降方面寻

找与其相互作用的蛋白奠定基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

试验所用材料为拟南芥 Co lumbia生态型 ,培养条

件为 22℃,16 h光照 ,8 h黑暗。

1.2　试验方法

1.2.1　RNA的分离 、cDNA 的合成及 PCR方法　采用

invitrogen公司 trizol试剂盒进行总 RNA的分离 , cDNA

的合成采用 invitrogen superscriptIII ,具体操作按说明书

进行;PCR反应用 Takara 公司的 extaq 聚合酶 ,采用

20μL体系 ,引物序列见表1。

1.2.2　原核表达载体构建 　原核表达载体采用

PGEXKG ,将 PCR产物和载体用 SmalI和SalI双酶切 ,

用 Takara T4连接酶 ,将其基因片段连接到载体上。通

过酶切鉴定后 ,将阳性克隆送测序公司进行测序。

1.2.3　目的基因原核表达　测序后 ,将与拟南芥网站公

布的 HSFA2序列完全相同的克隆转入大肠杆菌 BL21

中。取阳性菌斑 ,先用3～ 5 mL的菌液小摇过夜 ,然后按

1∶200的比例接到1 L LB液体培养基中 ,37℃条件下摇

至OD值约为0.5 ,加 500 uM IPTG ,分别用 200 r/min于

16 、28 、37℃摇10 h。

1.2.4　凝胶电脉检测　离心收集菌体 ,弃上清液 ,加入

PBS重新悬浮菌体。用超声波将其破碎 ,使总蛋白释放到

PBS缓冲液中。用聚丙烯酰胺凝胶电泳进行总蛋白电泳。

　　表 1 PCR引物
引物 序列

Fo r ACTCCCGGGAATGGAAGAACTGAAAG

Rev GTGGTCGACTTAAGGTTCCGAACCAAG

2　结果与分析
2.1　总 RNA的分离结果

　　将拟南芥在 37℃条件处理 1 h ,取 1片叶子进行

RNA的提取。经过凝胶电泳检测 RNA的完整性及纯

度(见图1)。28S和 18S条带边缘清淅 ,没有明显的降

解 ,可以用于反转录。

　
图 1　拟南芥叶
片总 RNA

　　　
图 2　PCR产物琼脂糖

凝胶电泳检测
　　　　　

2.2　PCR反应

取 1μL反转录好的 cDNA作为模板 ,进行 PCR反

应 ,将 PCR产物在 1%的琼脂糖凝胶上进行电泳检测

(见图2),将符合大小的条带切胶回收。

2.3　重组质粒的酶切鉴定

将酶切后回收纯化的 PCR产物和载体经连接酶切

反应 ,将目的基因连在大肠杆菌蛋白表达载体 PGEX-

KG上 ,经过转化 ,选出阳性克隆 ,进行进一步酶切鉴定

(见图3)。从图3所示 ,分别检测到了约 5 KB的载体和

约 1 KB 的基因条带 ,说明目的基因已经连入 PGEX-

KG ,可以将其转入表达菌株 BL21中 ,进行蛋白表达的

诱导。

图 3　重组质粒双酶切鉴定

2.4　总蛋白电泳检测

取超声波破碎的总蛋白 ,进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

检测。按拟南芥网站公布的 HSFA2分子量为 39 KD ,

因为 PGEX-KG上在该蛋白前面加入了一段 26 KD大

小的GST标签形成融合蛋白 ,因此其分子量应该为 66

KD左右。如图 4所示 ,在66 KD附近检测到了其表达 ,

随着温度的升高 ,蛋白的表达量呈递减趋势。
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图 4　不同温度条件下总蛋白电泳图

3　结论与讨论
与酵母(1个)、果蝇(1个)、和脊椎动物(4个)相比 ,

植物拥有数量众多的 HSF[ 15-16] 。据目前所知 ,拟南芥有

21个 ,番茄至少有 18个 ,大豆中至少有 34个。数量众

多的 HSF 不但可以激活其下游基因表达 ,还可以通过

蛋白质之间的互作来行使功能。因此 ,纯化拟南芥

HSFA2蛋白 ,必将为其蛋白体外功能 、蛋白质相互作用

以及Westerm blot检测蛋白水平的表达等研究奠定良

好的基础。

该试验采用 PGEX-KG 载体 ,将其转入大肠杆菌

BL21株系中 ,在适当的温度下对其进行诱导表达 ,采用

聚丙烯凝胶电泳检测到总蛋白中有明显的目的蛋白条

带。应该注意的是 ,在引物设计中 ,要考虑到读码框的

完整性 ,确保其不被破坏。

考虑到蛋白表达的常用温度 ,试验设置了 3个温度

梯度。从总蛋白电泳检测图来看 ,在 16℃表达情况较

好 ,因此 ,试验将蛋白表达的温度确定为 16℃。
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Gene Cloning and Prokaryotic Expression of Heat Shock Transcription

Factors HSFA2 fromArabidopsis thaliana
WANG Jin-yu , REN Ya-ping

(Urban Planning and A rchitecture Department ,Henan Institte of Urban Construction , Pingdingshan , Henan 460440)

Abstract:For further illust ration of HSFA2 function , prokaryotic expression of AtHSFA2 was studied.We used Trizol

reagent to extract total RNA from Arabidopsis leaves , and cloned AtHSFA2 by RT-PCR.Throught ligation , t ransfor-

mation and protein-induced system , we expressed this protein in Escherichia coli BL21.The result showed that we had

got AtHSFA2 by RT-PCR based on total RNA with high quanlity , sub-cloned this gene into PGEX-KG and transformed

the recombinant vectors into Escherichia coli BL21.At various temperatures , it w as dif ferent for protein expression and

better at 16℃.As above mentioned , the system w as suitable for AtHSFA2 expression.

Keywords:heat shock transcription factors;gene cloning;prokaryotic expression
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