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• 药材与资源 • 

金银花糖基转移酶基因的原核表达及其编码蛋白纯化  

蔡芷辰，赵君谊，陈海杰，刘训红，王  进* 

南京中医药大学，江苏 南京  210023 

摘  要：目的  以金银花 Lonicerae Japonicae Flos 中糖基转移酶为研究对象，进行糖基转移酶 LjUGT73C1 基因的生物信息

学分析、基因合成与亚克隆、表达分析和纯化。方法  利用前期盐胁迫金银花组学研究构建的金银花转录组数据库注释信

息，筛选得到金银花中关键糖基转移酶 LjUGT73C1，进行基因合成和亚克隆；利用基因重组技术构建了原核表达载体 Pet-

30a-LjUGT73C1，遗传转化大肠杆菌 BL21（DE3）感受态；应用 SDS-PAGE 凝胶电泳和 Western blotting 检测蛋白的表达量、

检测不同诱导条件下基因的表达情况，最后经亲和色谱进行纯化。结果  通过基因合成与亚克隆得到糖基转移酶 LjUGT73C1

的全长序列，理论编码氨基酸数目为 493，等电点（PI）预测为 6.27，理论相对分子质量为 55 530。构建了 LjUGT73C1 基因

的原核表达载体并且在大肠杆菌中诱导表达得到重组蛋白，应用 His 亲和色谱柱进行蛋白纯化并经 SDS-PAGE 凝胶电泳检

测，确定为金银花 LjUGT73C1 蛋白。结论  首次报道了盐胁迫金银花中糖基转移酶基因 LjUGT73C1，并进行表达分析和纯

化，为进一步研究金银花中苯丙素的生物合成及表达调控研究奠定了基础。 
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Prokaryotic expressions and encode protein purification of glycosyltransferase in 
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Abstract: Objective  The LjUGT73C1 gene, which was a glycosyltransferase gene from Jinyinhua (Lonicerae Japonicae 

Flos, LJF), was performed bioinformatics analysis, gene synthesis with subcloning, expression analysis and purification. 

Methods  Based on the transcriptome database annotation information of LJF constructed in the previous salt stress omics 

study, the key glycosyltransferase LjUGT73C1 was screened, then gene synthesis and subcloning were performed. The 

prokaryotic expression vector Pet-30a-LjUGT73C1 was constructed by gene recombination technology, and transformed into 

competent Escherichia coli BL21 (DE3). SDS-PAGE gel electrophoresis and Western blot were used to detect the expression 

of proteins, and the expression of gene under different induction conditions was detected. Finally, the protein was purified 

by affinity chromatography. Results  The full-length sequence of glycosyltransferase LjUGT73C1 was obtained by gene 

synthesis and subcloning. The theoretical number of amino acids encoded was 493, the predicted isoelectric point (PI) was 

6.27, and the theoretical molecular weight was 55 530. The prokaryotic expression vector of gene LjUGT73C1 was 

constructed and the recombinant protein was induced and expressed in E. coli. The protein was purified by His affinity 

chromatography and identified as LjUGT73C1 by SDS-PAGE. Conclusion  The LjUGT73C1 glucosyltransferase gene in 

LJF under salt stress was first reported, and its expression analysis and purification were carried out. This study laid a 

foundation for further study on the biosynthesis and expression regulation of phenylpropanoids in LJF.  
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随着全球环境条件的变化，据统计，土壤盐渍化

将影响世界上大约 20%的灌溉土地，使其成为影响

几乎所有作物生长和产量的主要非生物胁迫之一[1-2]。

盐胁迫不仅影响了金银花的代谢途径，而且诱导了

次生代谢产物的积累[3-4]。金银花为忍冬科植物忍冬

Lonicera japonica Thunb.的干燥花蕾或带初开的花[5]，

是一种经典常用的大宗类中药材；目前全国各地均

有广泛种植，适应性很强。其味甘，性寒，归肺、心、

胃经；具有清热解毒、疏散风热的功效，常用于风热

感冒、痈肿疔疮、丹毒、喉痹及温病发热等的治疗；

现代药理研究亦表明其具有抗炎、抗病毒、抗菌、抗

氧化、保肝利胆、降血糖等多种作用[6]。同时，临床

实践也表明其对严重呼吸系统综合征（severe acute 

respiratory syndrome，SARS）、甲型 H1N1 流感

[influenza A (H1N1)，H1N1]、新型冠状病毒肺炎

（corona virus disease 2019，COVID-19）具有良好的

预防和治疗作用[7-8]。金银花的质量研究是其发展中

的重要问题，也是研究的热点之一[9]；其中，主要药

效成分苯丙素类的含量与金银花的质量密切相关。

目前，越来越多的证据表明，苯丙素类代谢在协调植

物发育、植物-环境相互作用、不同代谢途径间代谢

通量重定向等方面发挥重要作用[10]；且调控苯丙素

类代谢物生物合成和调节苯丙素类途径的复杂机制

也逐渐被揭示[11-12]。 

中药品质的形成是其基因和环境共同作用的

结果。盐胁迫可诱导金银花中苯丙素类活性成分生

物合成途径中关键酶基因过表达，从而促进绿原酸

及苯丙素类活性成分的合成和积累；在植物抵抗盐

胁迫中发挥了抗氧化作用，并能提高植物对盐胁迫

的耐性[13-14]。近年来的研究发现，植物分子糖基化

与植物抗逆性能力关系密切；糖基转移酶（glycosyl 

transferases，GT）是植物糖基化过程的关键酶，不

仅参与植物的发育与成长过程，且可参与植物防御

反应和次生代谢[15-18]，在提高药材品质与增强药用

植物抗逆反应上有重要作用。然而，糖基转移酶的

生物学功能复杂，不同的尿苷二磷酸糖基转移酶

（uridine diphosphate glycosyltransferase，UGT）有

不同的底物，从而具有不同的功能；且它们在植物

中的生物学功能尚不清楚。因此，开展 UGT 参与

药用植物抗盐胁迫以提高药效成分积累的分子机

制研究具有重要意义。目前，宋经元团队[19]成功

组装了染色体级别的金银花基因组图谱，以及

Xiao 等[20]通过整合公共平台金银花基因组数据信

息、转录组数据信息，成功搭建了金银花功能基因

组数据库，为后续运用该数据库开展金银花基因功

能分析提供了重要参考。但针对金银花中糖基转移

酶的研究仍较少。报道的文献资料有徐道华等[21]从

金银花中克隆得到一个在幼蕾期表达量最高的糖

基转移酶编码基因 LjUGT71E1，C 端具有催化植物

次生代谢产物糖基化的糖基转移酶所具有的保守

PSPG-box 基序。以及亓希武[22]对金银花中木犀草

素糖基化的糖基转移酶进行了鉴定和功能研究。 

基于前期研究基础，本研究经生物信息学分析

筛选得到影响金银花中苯丙素类生物合成和响应

盐胁迫的关键糖基转移酶，然后进行基因合成和亚

克隆得到全长序列，其理论可编码氨基酸数目为

493，等电点（PI）预测为 6.27，理论相对分子质量

为 55 530。构建了 LjUGT73C1 基因的原核表达载

体并且在大肠杆菌中诱导表达得到重组蛋白，应用

His 亲和层析柱进行蛋白纯化并经 SDS-PAGE 凝胶

电泳检测，确定为金银花 LjUGT73C1 蛋白。本实

验首次报道了盐胁迫金银花中糖基转移酶基因

LjUGT73C1，并对其进行表达分析和纯化，为后续

的进行基因功能研究提供了基础，也为利用生物技

术提高药效成分的含量提供参考和支撑。 

1  材料 

将在河南省收集的 2 年生忍冬主根，经南京中

医药大学刘训红教授鉴定为忍冬科植物忍冬 L. 

japonica Thunb.，选择直径和芽数相近的主根幼苗，

种植于南京中医药大学药用植物园（北纬 118°57'1"，

东经 32°6'5"）。每株幼苗分别种植在含有约 25 kg 的

干沙土的塑料桶中（高 50 cm、上径 34 cm、下径 26 

cm），正常生长后，进行盐胁迫处理，整个胁迫持续

35 d。于正常采收期采集金银花样品。取其花蕾组

织样品，液氮速冻后置−80 ℃保存备用。 

大肠杆菌感受态细胞 BL21（DE3）、表达载体

pET-30a（+）、牛血清蛋白（BSA）及质粒均由金斯

瑞生物科技有限公司（南京）提供。 

2  方法 

2.1  生物信息学分析 

应用前期金银花盐胁迫实验数据构建的组学

数据库信息，结合金银花中主要活性成分含量的变

化，筛选出目的糖基转移酶，以 LjUGT73C1 基因编

码的蛋白为检索序列，应用 TBools 软件进行序列

同源性比对和相似性搜索；应用 ProtParam 软件预

测编码蛋白的理化性质；通过 SOPMA 和 SWISS-
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MODEL 网站进行 LjUGT73C1 编码蛋白的二级结

构和三级结构的预测；应用 ProtScale 在线软件预测

编码蛋白氨基酸序列的亲/疏水性；以及 CellPLoc 

2.0 在线软件预测基因的亚细胞定位；最后选择金

银花和拟南芥中编码蛋白的高度同源序列，通过

MEGA 11 构建系统进化树。 

2.2  基因合成、亚克隆和原核表达载体的构建 

在前期盐胁迫金银花 RNA-seq 测序数据的基

础上[14]，得到 LjUGT73C1 基因编码序列。根据序

列信息，设计全基因序列，将其复制到大肠杆菌表

达的目标载体上。 

将 LjUGT73C1 基因插入含有限制性酶切位点

Ndel 和 HindIII 的 pET-30a（+）表达载体，碱裂解

法提取质粒，Ndel/HindIII 酶切后用琼脂糖凝胶电泳

检测，并将构建的质粒进行测序。测序结果正确后，

利用热激法转入到大肠杆菌 BL21（DE3）菌株中，

将菌液混匀后，涂至卡那霉素抗性平板上，将平板

倒置，37 ℃培养，过夜。 

2.3  重组蛋白的诱导表达 

选取 3 个分离良好的单个菌落，分别接种于含

50 μg/mL 卡那霉素的 4 mL LB 培养基中，在摇床中

37 ℃、200 r/min 振荡培养；当 600 nm 吸光度（A）

值达到 0.6～0.8 时，在其中 2 支试管中分别加入终浓

度为 0.5 mmol/L 的异丙基硫代半乳糖苷（isopropyl β-

D-thiogalactoside，IPTG），分别在 15 ℃诱导 16 h 和

37 ℃诱导4 h，第3支试管为阴性对照；然后应用SDS-

PAGE 和 Western blot 检测蛋白的表达和可溶性。 

2.4  重组蛋白的表达形式鉴定 

取 450 μL 培养基离心后的沉淀，重悬于 300 

μL裂解缓冲液（50 mmol/L Tris，150 mmol/L NaCl，

5%甘油，pH 8.0），并超声裂解 1 min。将 50 μL 5

倍上样缓冲液混合到 100 μL 细胞裂解液中作为

全细胞裂解液的样品；在 100 ℃下加热 10 min，

以 15 000 r/min 离心 5 min。将剩余的 200 μL 细胞

裂解液以 15 000 r/min 离心 10 min 后，分别收集上

清液和沉淀。将 90 μL 5 倍上清液与 180 μL 上清液

混合，作为细胞裂解液上清液的样品。然后用 150 

μL 5 倍上样缓冲液重悬所有沉淀，作为包涵体的样

品；并加热至 100 ℃，10 min 后，在装入凝胶前以

15 000 r/min，离心 5 min。用 SDS-PAGE 和 Western 

blotting 检测全菌、上清、包涵体样品。 

2.5  重组蛋白的纯化与鉴定 

取培养后的菌体，加入裂解缓冲液（50 mmol/L 

Tris，0.5 mol/L NaCl）重悬后，进行超声破碎；然

后将超声破碎后的菌液以 12 000 r/min 于低温离心

机内离心 30 min，保留沉淀；再用缓冲液（50 mmol/L 

Tris，0.15 mol/L NaCl，8 mol/L 尿素，pH 8.0）复溶

后用 0.45 µmol/L 滤膜滤过，应用 His 亲和层析柱

进行蛋白纯化。具体步骤和条件如下：（1）用 5 倍

柱体积的去离子水洗涤，去除空气和 20%乙醇；（2）

5～10 倍柱体积缓冲液（50 mmol/L Tris，0.15 mol/L 

NaCl，8 mol/L 尿素，pH 8.0）平衡柱子；将样品以

0.25 mL/min 的速度流穿 His 色谱柱；（3）应用缓冲

液（50 mmol/L Tris，0.15 mol/L NaCl，8 mol/L 尿

素，pH 8.0）平衡柱子；（4）分别依次应用浓度为

50、200、500 mmol/L 咪唑洗脱；（5）将洗脱下来

的样品分别进行 SDS-PAGE 检测，并分析是否有目

的蛋白。 

2.6  重组蛋白的 SDS-PAGE 胶检测分析 

收集洗脱的蛋白，先将 8 mol/L 尿素稀释到 6 

mol/L [50 µmol/L Tris，150 µmol/L NaCl，0.4 mol/L 

Arg，2 µmol/L 谷胱甘肽还原型，0.2 µmol/L 谷胱甘

肽氧化型，1 µmol/L 二硫苏糖醇（dithiothreitol，

DTT），pH 8.0]，静置 30 min，再依次稀释到 4 mol/L

和 2 mol/L 尿素，最后透析到缓冲液（50 mmol/L Tris，

0.15 mol/L NaCl，pH 8.0），4 ℃过夜，并用 SDS-

PAGE 检测目的蛋白纯度。 

3  结果与分析 

3.1  生物信息学分析 

3.1.1  蛋白质基本理化性质  基因编码的蛋白质

理化性质预测表明，LjUGT73C1 基因编码蛋白由 20

种氨基酸组成（表 1），该蛋白的原子总数为 7 714， 

蛋白分子式 C2439H3879N665O700S31，相对分子质量为

55 530，PI 为 6.27；无信号肽，说明此类蛋白质合

成后于合成处发挥作用；无跨膜，说明不是定位与

生物膜的膜蛋白；该蛋白不稳定指数为 48.47，属于

不稳定蛋白。 

3.1.2  蛋白质结构  通过 SPOMA 在线软件预测

LjUGT73C1 基因编码蛋白的二级结构，发现该蛋白

中：α-螺旋最多，包含 220 个氨基酸，占比 44.62%；

其次无规则卷曲，有 156 氨基酸，占比 31.64%，再

次是延伸链，有 80 个氨基酸，占比 16.23%；最后

是 β-折叠，有 37 个氨基酸，占比 7.51%（图 1-A）。

利用 SWISS-MODEL 网站预测该基因编码蛋白质

三级结构（图 1-B），结果表明三级结构模型 GMQE

值为 0.92。 
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表 1  金银花 LjUGT73C1 编码蛋白质氨基酸组成 

Table 1  LjUGT73C1 encoding protein amino acid 

composition of Lonicerae Japonicae Flos (LJF) 

氨基酸种类 数量 质量分数/% 

Ala（A） 33 6.7 

Arg（R） 27 5.5 

Asn（N） 18 3.7 

Asp（D） 14 2.8 

Cys（C） 13 2.6 

Gln（Q） 16 3.2 

Glu（E） 46 9.3 

Gly（G） 44 8.9 

His（H） 10 2.0 

Ile（I） 31 6.3 

Leu（L） 49 9.9 

Lys（K） 29 5.9 

Met（M） 18 3.7 

Phe（F） 25 5.1 

Pro（P） 25 5.1 

Ser（S） 32 6.5 

Thr（T） 16 3.2 

Trp（W）  8 1.6 

Tyr（Y）  4 0.8 

Val（V） 35 7.1 

Pyl（O）  0 0.0 

Sec（U）  0 0.0 

3.1.3  蛋白质疏水性分析和亚细胞定位   利用

Protscal 网站对 LjUGT73C1 的亲水性/疏水性进行

预测，图形的正值区域代表的是疏水区域，反之为

亲水区域。结果如图所示，亲水性最强分值为−2.9，

疏水性最强分值为 2.367；总平均亲水性（grand 

average of hydropathicity）为−0.068。该结果表明

LjUGT73C1 是一种亲水性易降解的蛋白（图 2）。

为进一步证明 LjUGT73C1 基因的功能，利用 Cell-

PLoc 2.0 在线工具预测，结果显示该基因主要在叶

绿体中表达。 

3.1.4  进化树分析和同源性分析   为阐明

LjUGT73C1 基因与同源基因的进化关系，本研究以

其基因编码的蛋白为检索序列，选择与其高度同源

的 UGTs 家族成员序列，利用 MEGA 11 软件中的

Clustal W 多序列比对方法与邻接法（neighbor-

joining，NJ）方法构建系统进化树。通过对 UGTs 基

因家族中各基因的亲缘关系进行分析（图 3），结果

显示 LjUGT73C1 与 UGT73C3 亲缘关系最近，推测

两者具有相似的生物学功能，后续试验选择拟南芥

基因突变体进行该基因的抗盐性鉴定。 

 

蓝色-α-螺旋；红色-延伸连；紫色-无规则卷曲；绿色-β-折叠。 

Blue-α-helix; red-extension connection; purple-random coil; green-β-fold. 

图 1  LjUGT73C1 基因编码蛋白的二级结构 (A) 和三级结构 (B) 预测 

Fig. 1  Prediction of secondary (A) and tertiary (B) structure of protein encoded by LjUGT73C1 gene 

 

图 2  金银花 LjUGT73C1 编码蛋白质亲/疏水性分析 

Fig. 2  Hydrophilic/hydrophobic analysis of LjUGT73C1-

encoded protein 

3.2  基因克隆和原核表达载体的构建 

从金银花中克隆得到全长 cDNA 序列，编码蛋白

序列见图 4；用限制性酶切位点 Ndel 和 HindIII 重组

克隆载体，将目标片段连接到 pET-30a (+)后构建原核

表达载体，应用 SnapGene 软件绘制质粒图谱（图 5）。 

3.3  LjUGT73C1 重组蛋白的表达与鉴定 

在 IPTG 浓度为 0.5 mmol/L 的条件下，通过不

同的诱导温度（15、37 ℃）对含有目标载体的菌体

进行诱导表达；在诱导温度为 15、37 ℃，分别诱导

16、4 h；经 SDS-PAGE（图 6-A）和 Western blotting

（图 6-B）检测，获得 1 条相对分子质量为 55 530

的特异性蛋白条带，蛋白大小与目标蛋白基本相符， 
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图 3  金银花中 UGTs 基因家族的系统进化分析 

Fig. 3  Phylogenetic analysis of UGTs gene family in LJF 

 

氨基酸编码同表 1。 

The amino acid codes are same as in table 1. 

图 4  编码蛋白序列 

Fig. 4  Encoded protein sequence 

 

图 5  质粒载体结构 

Fig. 5  Plasmid vector structure 
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A：M1-SDS-PAGE Marker；PC1-BSA（1 μg）；PC2-BSA（2 μg）；

NC-未经诱导的细胞裂解物；1-细胞裂解液 15 ℃诱导 16 h；2-37 ℃

诱导 4 h；NC1-未经诱导的细胞裂解上清液；3-上清液 15 ℃诱导

16 h；4-上清液 37 ℃诱导 4 h；NC2-未经诱导的细胞裂解液；5-

15 ℃诱导 16 h 的细胞裂解颗粒；6-37 ℃诱导 4 h 的细胞裂解颗

粒；B：M2-Western blotting Marker；3-15 ℃诱导 16 h 的上清液；

4-37 ℃诱导 4 h 的上清液；5-15 ℃诱导 16 h 的细胞裂解液；6-

37 ℃诱导 4 h 的细胞裂解液。 

A: M1-SDS-PAGE Marker; PC1-BSA(1 μg); PC2-BSA(2 μg); NC-

Cell lysate without induction; 1-Cell lysate with induction for 16 h at 

15 ℃; 2-Cell lysate with induction for 4 h at 37 ℃; NC1-Supernatant 

of cell lysate without induction; 3-Supernatant of cell lysate with 

induction for 16 h at 15 ℃; 4-Supernatant of cell lysate with induction 

for 4 h at 37 ℃; NC2-Cell lysate without induction; 5-Pellet of cell 

lysate with induction for 16h at 15 ℃; 6-Pellet of cell lysate with 

induction for 4 h at 37 ℃; B: M2-Western blot Marker; 3-Supernatant 

of cell lysate with induction for 16 h at 15 ℃; 4-Supernatant of cell 

lysate with induction for 4 h at 37 ℃; 5-Cell lysate with induction for 

16 h at 15 ℃; 6-Cell lysate with induction for 4 h at 37 ℃. 

图 6  在 pET-30a（+）中克隆并在 BL21 (DE3) 菌株中表

达的 UGT 的 SDS-PAGE 分析 (A) 和 Western blotting (B)

分析 

Fig. 6  SDS-PAGE and Western blot analysis for UGT 

cloned in pET-30a (+) and expressed in BL21 (DE3) strain 

初步判断为表达的 LjUGT73C1 重组蛋白。但由于多

为包涵体表达，所以在 IPTG 浓度为 0.5 mmol/L 的条

件下，选择在温度为 18 ℃时，诱导了 18 h；然后补

加 IPTG 浓度为 1.0 mmol/L，在 37 ℃诱导 4 h。用

SDS-PAGE 胶进行蛋白分析，结果见图 7。 

 

M-Marker；1-诱导前；2-总蛋白（18 ℃）；3-上清（18 ℃）；4-沉

淀（18 ℃）；5-总蛋白（37 ℃）；6-上清（37 ℃）；7-沉淀（37 ℃）；

8-克隆总蛋白（18 ℃）；9-克隆总蛋白（37 ℃）。 

M-Marker; 1-Before induction; 2-Total protein (18 ℃); 3-Supernatant 

(18 ℃); 4-Precipitate (18 ℃); 5-Total protein (37 ℃); 6- Supernatant 

(37 ℃); 7-Precipitate (37 ℃); 8-Clonal total protein (18 ℃); 9-Clonal 

total protein (37 ℃). 

图 7  包涵体纯化分析 

Fig. 7  Purification analysis of inclusion bodies 

3.4  LjUGT73C1 重组蛋白的纯化 

通过前期诱导性的实验结果，确定 IPTG 在浓

度为 1.0 mmol/L，温度为 37 ℃，诱导时间为 4 h 为

最佳诱导条件；并对目标蛋白进行大量表达。因

LjUGT73C1 重组蛋白主要以包涵体的形式存在，因

此需对目标蛋白进行复性及纯化。应用 His 亲和色

谱柱进行蛋白纯化，依次分别收集浓度为 50、200

和 500 mmol/L 咪唑洗脱组分，并进行 SDS-PAGE

检测（图 8）。因为 50 mmol/L 咪唑洗脱第 1 管洗脱

基本无组分，故没有进行 SDS-PAGE 检测。纯化分

析结果表明，用 200 mmol/L 浓度的咪唑洗脱，获得

的 LjUGT73C1 浓度最大，可获得纯度较高的可溶

性的 LjUGT73C1 重组蛋白，并进行 SDS-PAGE 检

测（图 9）。 

4  讨论 

糖基转移酶是植物进行糖基化的关键酶，主要

参与植物的此生代谢过程，可参与植物防御反应和

生物代谢，在提高药材品质与增强药用植物抗逆反

应上有重要作用[23]。植物 UGT 属于糖基转移酶一

号家族，是植物中最大的糖基转移酶家族，通过糖

基化可以将糖基转移到多种小分子上，调控多种代

谢；如 UGT76B1 在 N-羟基哌啶酸糖基化中具有关

键作用，并可调控 NPH 代谢在维持植物生长和防

御反应平衡间发挥关键作用[24]；拟南芥中 UDP-糖

基转移酶（UGT76F1）可通过 IAA 的前体吲哚- 
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M-Marker；1-50 mmol·L−1 咪唑洗脱-2；2-50 mmol·L−1咪唑洗脱-

3；3-200 mmol·L−1 咪唑洗脱-1；4-200 mmol·L−1咪唑洗脱-2；5-

200 mmol·L−1 咪唑洗脱-3；6-500 mmol·L−1 咪唑洗脱-1；7-500 

mmol·L−1咪唑洗脱-2；8-500 mmol·L−1咪唑洗脱-3。 

M-Marker; l-50 mmol·L−1 Imidazole elution-2; 2-50 mmol·L−1 

Imidazole elution-3; 3-200 mmol·L−1 Imidazole elution-1; 4-200 

mmol·L−1 Imidazole elution-2; 5-200 mmol·L−1 Imidazole elution-3; 

6-500 mmol·L−1 Imidazole elution-1; 7-500 mmol·L−1 Imidazole 

elution-2; 8-500 mmol·L−1 Imidazole elution-3. 

图 8  LjUGT73C1 蛋白纯化分析 

Fig. 8  Purification analysis of LjUGT73C1 protein 

 

M-Marker；1-最终样品。 

M-Marker; 1-final sample. 

图 9  LjUGT73C1 重组蛋白的检测和获得 

Fig. 9  Detection and acquisition of LjUGT73C1 

recombinant protein 

3-丙酮酸（IPyA）的糖基化以光和温度依赖的方式

参与生长素的调节，揭示了通过 IPyA 糖基化来调

节植物生长适应环境变化的机制[25]。研究还发现，

胁迫可诱导水稻中 UDP-葡萄糖基转移酶基因 GSA

1 的表达，促进黄酮苷的积累，也可减轻盐胁迫造

成的氧化损伤[26]。可见，糖基转移酶候选基因在响

应非生物胁迫过程中具有不同的分子机制。同时，

UDP-糖基转移酶还可参与糖苷类成分的生物合成，

并为其生物合成途径中的重要调控基因，具有催化

或转移葡萄糖形成糖苷类成分的功能[27-29]。因此，

开展 UGT 参与药用植物抗盐胁迫和提高药效成分

积累的分子机制研究具有重要意义。然而，糖基转

移酶的生物学功能复杂，不同的 UGT 有不同的底

物，从而具有不同的功能；在黄芩、苷草等 7 种植

物中 CGTa、CGTb 2 个碳糖基转移酶可依次催化 G

lu-糖基化、Ara-糖基化生成重要的活性成分夏佛塔

苷[30-31]；这为设计高效的糖基化生物催化剂提供了

基础。 

本研究成功构建了盐胁迫下金银花中一个目

的糖基转移酶基因 LjUGT73C1 的原核表达载体，

并进行大肠杆菌超级感受态 BL21（DE3）转化，诱

导其成功表达，经复性，纯化获得蛋白。由于蛋白

的可溶性、稳定性和表达量因蛋白不同而异，故须

依据实际情况摸索和实验不同的诱导表达条件。培

养时间、温度以及合适的 IPTG 浓度等因素也均为

影响蛋白表达量的重要因素。因此，本研究在保证

其他 2 个因素相同的条件下，分别对温度、时间及

浓度 3 个因素进行了考察；结果表明，在 IPTG 浓

度为 0.5 mmol/L 时表达量较高，同时温度为 37 ℃

诱导 4 h 为最佳工作条件。且由于 LjUGT73C1 重组

蛋白主要以包涵体的形式存在；因此，对目标蛋白

进行了复性及纯化；并用 200 mmol/L 浓度的咪唑

洗脱，获得的蛋白浓度较大。最终经透析复性并去

除高浓度尿素后，可恢复其蛋白空间构象，得到具

有生物活性的蛋白。本研究可为后续应用忍冬 VIGS

基因沉默体系[32]验证其功能奠定基础以及深入研

究金银花糖基转移酶的生物学功能奠定了实验基

础，也可为利用生物技术提高功效物质的含量提供
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