
由于气候环境条件的变化，农作物受到的非

生物因素的影响日益加重，干旱、低温、盐碱、涝灾

等因素成为制约农业生产的不利条件。据统计，全

球大约 20%的耕地受到盐害威胁，严重影响了植

物的生长发育，制约农业生产[1]。随着生物技术的

发展，利用基因工程手段提高作物的耐盐水平是

目前解决这个问题的重要途径，已经从不同的植

物当中克隆到受渗透胁迫诱导表达的基因 40 多

个。迄今为止，有研究证实，渗透调节物质如甜菜

碱、脯氨酸、山梨醇和甘露醇等在提高植物耐盐方
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面具有渗透保护与调节作用，但这些物质需要共

同作用，而单独对耐盐性的作用并不显著[2]。耐盐

基因 HAL1 最初来源于啤酒酵母的第 16 号染色

体，具有提高细胞中 K+ 的含量，降低 Na+ 含量，也

就是提高 K+/Na+ 的比率[3-4]，从而可以提高细胞耐

盐性的作用。目前，HAL1 基因已经被转化到许多

植物当中，包 括百脉根、烟 草、拟南芥、番 茄、燕

麦、水稻和西瓜等不同植物中[5-11]，而且都在一定

程度上提高了转化材料的耐盐性。
本研究成功克隆了耐盐基因 HAL1，并将它

连接到 pGEX-4T-1 原核表达载体上，构建了带

GST 标签的表达载体，将重组质粒导入大肠杆菌

表达宿主 DH5α中，利用 IPTG 进行诱导表达，并

对寄主菌的耐盐性和表达蛋白进行了初步分析。
本研究的实验结果为下一步利用该基因提高生物

的耐盐水平提供了技术支持。
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摘 要：以酵母基因组 DNA 为模板，采用 PCR 方法得到耐盐基因 HAL1，插入原核表达载体 pGEX-4T-1

的 XhoI 和 EcoRI 酶切位点之间，构建原核表达载体 pGEX- HAL1；将该载体转化到大肠杆菌中，重组菌株用

IPTG 诱导表达，其耐盐性比空白菌株提高 50%；SDS-PAGE 凝胶电泳结果显示有明显表达的蛋白质条带。
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Abstract: With yeast genomic DNA as the template, HAL1 gene was amplified by PCR and ligated to

the XhoI/EcoRI sites of pGEX-4T-1 vector, forming a new expression vector pGEX- HAL1. E. coli

DH5α competent cells were transformed with this recombinant plasmid. The HAL1 protein was over ex-

pressed in E. coli by IPTG induction. The resistance to NaCl of recombinant plasmid increased 50% com-

pared with that of the control E. coli strain. About 59 kD expected protein band was separated using

SDS-PAGE analysis.
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1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株和质粒

大肠杆菌(Escherichia coli)菌株 DH5α、啤酒

酵母(Saccharomyces cerevisiae)及质粒pGEX-4T

-1 为本实验室保存。
1.1.2 酶与试剂

pGEM-T Easy 载体连接试剂盒、限制性内切

酶 等 购 自 Promega 公 司 ；Agarose Gel DNA Ex－
traction Kit 试剂盒购自 Roche 公司；其他化学试

剂为国产分析纯。
1.1.3 培养基

LB 培养基：(1 L)

10 g 胰蛋白胨、5 g 酵母提取物、10 g NaCl，

pH 值为 7.0。
1.2 方法

1.2.1 酵母 DNA 的提取

参照分子克隆实验指南[12]的方法分离与提

取。
1.2.2 引物设计与合成

根据 GenBank 数据库 中 HAL1 基因序列 信

息 (序列登记号：EF015596)，用 Primer Premier
5.0 软件设计 PCR 扩增引物，上游引物为 5′-GC－
CAAGCTTCATTTCAAAAGATTTAGGA-3′，下游

引 物 为 5′ -GCCTCTAGACTCAACTATTCTGT－
GTTGATTG-3′。
1.2.3 HAL1 基因的克隆

提取酵母 DNA，以其为模板，用 Biometra 公

司的 PCR 仪进行扩增。PCR 在 50 μL 体系中进

行，反应条件为 94℃预变性 5 min，94℃变性 45
s，52℃退火 90 s，72℃延伸 60 s，共 35 个循环，最

后 72℃延伸 10 min，4℃保存。PCR 产物 1.5%琼

脂糖凝胶电泳检测，用 Agarose Gel DNA Extrac－
tion Kit 试剂盒纯化回收，－20℃保存备用。

DNA 酶切、连接、转化和细菌感受态制备等基

本基因操作技术参照 Sambrook 等的方法[13]及有

关公司提供的操作手册进行。
将回收的目的基因连接到 T-vector 上，连接

产物转化大肠杆菌 DHSa 感受态细胞，用质粒电

泳和酶切方法来鉴定阳性克隆。在确认的阳性克

隆中，随机挑选两个克隆送上海生工公司测序。将

测序结果和所报道的序列用 Vector IVTI8. 0 软

件进行序列比对分析。提取阳性克隆质粒并命名

为 T-HAL1。

1.2.4 表达载体 pGEX- HAL1 的构建

将 T-HAL1 质 粒 用 XhoI 和 EcoRI 双 酶 切 ，

回收目的基因片段，与以相同酶切的表达载体

pGEX-4T-1 连 接。连 接 产 物 转 化 大 肠 杆 菌

DH5α 感受态细胞，用质粒电泳和酶切方法筛选

鉴定阳性克隆，命名为 pGEX-HAL1。表达载体

pGEX-HAL1 的结构见图 1。

1.2.5 目的基因在大肠杆菌中的耐盐性

将 含 有 目 的 基 因 的 菌 种 涂 在 分 别 含 有 0、
6%、8%、10%和 12%NaCl 的 LB 培 养 基 上 ，24 h

后观察菌落生长情况。
1.2.6 耐盐基因 HAL1 的诱导表达及表达产物分

析

挑取单个克隆的 pGEX-HAL1 于 10 mL 含有

100 mg/L 氨苄青霉素的 LB 培养基中，37℃振荡

培养 24 h，然后按 2%接种量接种到新鲜 LB 培养

液中，37℃培养至 OD600 为 0.6 时，加入 IPTG 至

终浓度 1.0 mM，诱导表达 3 h。取 12 mL 菌液，在

4℃条件下，8 000 r/min 离心 10 min，弃上清液。
沉淀用磷酸缓冲液(100 mM，pH 7.0)洗涤两次，洗

涤后的沉淀重悬于裂解缓冲液 (100 mmol/L 的磷

酸缓冲 1.0 mmol/ L 的 PMSF)中，置冰浴中超声破

碎。用浓缩胶为 5%，分离胶 10%的 SDS 聚丙烯酰

胺凝胶电泳展示融合蛋白的表达情况。

2 结果与讨论

2.1 含有 HAL1 基因阳性克隆的鉴定与测序

PCR 产物在 0. 8%琼脂糖凝胶上电泳检测扩

增片段 (图 2)。结果显示扩增片段大小约为 900

bp， 与 预 期 一 致。将 上 述 PCR 产 物 回 收 与

T-vector 连接，连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感

受态细胞。对得阳性克隆后提取质粒，用 XhoI 和

EcoRI 进行酶切鉴定，电泳后得到约 900bp 大小

的片断(图 3)。测序结果显示，目的序列和 Gen-

bank 数据库的序列完全一致，证明已成功克隆了

HAL1 基因。
2.2 表达重载体的构建、筛选与鉴定

把 HAL1 基因连接到用 XhoI 和 EcoRI 双酶

切 的 pGEX-4T-1 载 体 上 ， 经 PCR 和 XhoI 和

EcoRI 双酶切鉴定，表明外源片段已经正确连接
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图 1 原核表达载体构建框架
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2.3 大肠杆菌中转化重组载体后的耐盐性

将 重 组 载 体 用 热 激 法 转 化 到 大 肠 杆 菌

DH5α 当中，接种到 LB 平板培养基中，分析耐盐

性表现。从表 1 可以看出，经过 IPTG 诱导的寄主

菌可以在含有 10% NaCl 的 LB 培养基上正常生

长，而未诱导的可以在含有 8% NaCl 的 LB 培养

基上生长，对照空载体可以在含有 6%NaCl 的 LB

培养基上生长。当培养基中的 NaCl 浓度提高到

12%时，所有的处理均不能生长。说明 HAL1 经诱

导表达后可以明显提高寄主菌的耐盐水平。
2.4 HAL1 的蛋白表达分析

取诱导 3 h 后的菌液，离心破碎，用上清液进

行 SDS-PAGE 电泳(图 6)。与未诱导的对照菌株

相比，转化 pGEX-HAL1 的重组菌在分子量为 59

kD 的地方有明显的蛋白条带，与理论分子量的大

小相一致，而没有诱导的菌液中没有发现相应的

条带，因此我们可以推断，在大肠杆菌中 HAL1 基

因可以被 IPTG 诱导并表达。
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图 2 阳性克隆 PCR 鉴定

M. DNA 分子量标准；－. 水阴性对照；

+. 质粒阳性对照；1.阳性克隆

图 3 阳性克隆酶切鉴定

M. DNA 分子量标准；1. 阳性克隆����������������������������
图 4 表达重组子 PCR 鉴定

M. DNA 分子量标准；－. 水阴性对照；

+. 质粒阳性对照；1. 阳性克隆

图 5 表达重组子酶切鉴定

M. DNA 分子量标准；1. 阳性克隆

到表达质粒上。电泳结果见图 4，酶切鉴定的结果 见图 5。

表 1 目的基因在不同盐浓度的 LB 培养基中的生长情况

NaCl 浓度(%) 6 8 10 12
IPTG 诱导 + + + -
不诱导 + + - -
空载体对照 + - - -

注：+ 表示有菌落生长；- 表示没菌落生长。
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图 6 IPTG 诱导 HAL1 基因在大肠杆菌中的融合蛋白表达

M. 标准蛋白质 Maker；1. 不诱导；

2-3. IPTG 诱导(箭头示目标蛋白条带)
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