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百脉根组氨酸蛋白激酶 LHK1 的表达及活性鉴定
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摘要　为研究LHK１蛋白的功能,构建了pPubＧLHK１∶AGＧGFP和pFastBacＧLHK１表达载体,分别在烟

草叶肉细胞和昆虫细胞表达百脉根组氨酸蛋白激酶 LHK１跨膜蛋白.结果表明:在烟草和昆虫细胞中 LHK１
蛋白都能表达,且表达的蛋白在体外都能磷酸化底物(组氨酸转移酶 HP１蛋白),具有组氨酸蛋白激酶活性.
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　　细胞分裂素是控制植物不同发育过程和响应环

境刺激的主要植物激素.在植物中细胞分裂素信号

转导途径由组氨酸激酶 HK(histidinekinase)、组氨

酸磷酸转移蛋白 HP(histidinephosphotransferase)
和应答调节蛋白 RR(responseregulators)所组成,
每一步都由多基因家族编码的蛋白参与[１].在豆科

植物百脉根(Lotusjaponicus)中,发现组氨酸蛋白

激酶LHK１(lotushistidinekinase１)在结瘤因子信

号转导及根瘤器官发生中起重要作用[２].LHK１的

１个点突变体snf２(L２６６F)导致在没有根瘤菌存在

条 件 下 自 发 结 瘤 (spontaneous noduleformaＧ
tion)[３],而其功能缺失型突变体hit１导致根瘤形成

和发育受阻[４].进一步研究发现,hit１突变体影响

根瘤原基形成,不影响根瘤菌对植物的侵染,但其侵

入线好像失去了方向性,不能向着内皮层细胞延伸,
而是形成向四周伸展的复杂的侵染结构[５].LHK１
与拟南芥细胞分裂素受体 AHK４在蛋白水平上具

有同样的结构域,其氨基酸同一性达到６８％[６],这
说明LHK１可能是百脉根的一个细胞分裂素受体.
已有的研究表明,根瘤菌产生的结瘤因子是根瘤菌

侵染和根瘤形成所必需的,但这个过程也严格受到

宿主植物的调控[７Ｇ９].然而,结瘤因子信号是如何启

动或调控细胞分裂素信号转导途径的分子机制还知

之甚少.为了研究 LHK１蛋白在共生信号途径中

的生物化学功能,本研究在烟草叶肉细胞和昆虫细

胞中分别对LHK１进行表达,并在体外测定其组氨

酸激酶的磷酸化活性,旨在为后续揭示LHK１蛋白

在共生过程中的生化功能和作用机制提供材料.

1　材料与方法

1.1　材料与主要试剂

百脉根(L．japonicus)MGＧ２０生态型种子和烟

草(Nicotianatabacum)种子由笔者所在实验室保

存.农杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)EHA１０５
烟草表达系统质粒pVYNE来源于德国 Kudla教授

实验室,pPubＧGFPＧ３×FLAG载体来源于华中农业

大学农业微生物学国家重点实验室.昆虫 BacＧtoＧ
Bac杆状病毒表达系统、EscherichiacoliDH１０Bac
菌株、pFastBac质粒和昆虫细胞由华中农业大学动

物科学技术学院/动物医学院肖少波教授惠赠.
高保真DNA聚合酶、限制性内切酶、T４DNA

连接酶、DNA marker、胶回收试剂盒等购自 TaKaＧ
Ra公司.蛋白质标准分子质量 marker及蛋白预染

marker购自上海生工生物工程技术服务有限公司.

Westernblot分析所用抗体为启动子生物技术有限

公司的产品,一抗 MycＧtag和FlagＧtag抗体,二抗是

HRP标记山羊抗小鼠lgG(H ＋ L).昆虫细胞培

养基 TCＧ１００、胎牛血清(FBS)、Cellfectin 转染试

剂均购自Invitrogen公司.
1.2　载体的构建

根据LHK１序列,设计并合成引物.在烟草表达
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系统中连接含有３５S启动子的pVYNE载体,上游含

SpeⅠ引 物:５′CTAGACTAGTATGGGTCTTGGGTＧ
TCAAG３′;下 游 含 SalⅠ引 物 ５′ACGCGTCGACTＧ
GAGTCTGAAGCAGGC３′.pPubＧGFPＧ３×FLAG 载

体 连 接 LHK１ 片 段 的 上 游 含 XbaⅠ引 物:５′
GCTCTAGAATGGGTCTTGGGTTCAAG３′;下 游 含

StuⅠ引物５′GAAGGCCTTGAGTCTGAAGCAGGC３′.
在昆虫表达载体LHK１上上游引物为５′ATGGGTCTＧ
TGGGTTCAAG３′;下游引物为５′TGAGTCTGAAGＧ
CAGGC３′.回收扩增到的片段,分别用相应的限制

性内切酶酶切回收.将酶切好的片段与相应的载体

进行酶连反应.转化７μL酶连体系到感受态细胞

中,菌落PCR和序列鉴定融合的转化子是否正确.
1.3　烟草表达系统

将含 目 的 基 因 的 质 粒 电 转 化 导 入 农 杆 菌

EHA１０５,鉴定后于－８０℃保存菌株备用.
烟草蛋白表达前３d,挑取保存的菌株划线接种

到含抗生素培养基的平板上,２８℃培养２~３d.挑

取单菌落接种到５mL含抗生素的LB培养液中,在

２８℃振荡培养１２h后加入１０μL１００mmol/LAS
(AS可以促进外源基因的整合),继续培养至 D６００

达到０．７左右时,离心收集菌体.用 AgroＧinfiltraＧ
tion缓冲液洗涤,然后将菌体重悬于该缓冲液中并

调整菌液D６００.当注射１个样品(１个农杆菌菌株

含１种蛋白)时,将D６００调整为０．５;当混合注射２个

样品(２个农杆菌菌株分别含有不同蛋白)时,将２
种菌液混合,离心后重悬菌体并将D６００调整为１．０.
室温静置２~４h后,将菌液注射到烟草叶片背面,
使菌体充满整个叶片,黑暗培养２~３d,剪下烟草叶

片.用液氮快速研碎成干粉,每０．１g组织加入０．２
mLExtractionbuffer,静置融化后移至新的离心

管,于４℃１２０００r/min离心３０min,取上清到另

一支离心管,样品一直置于冰上,用 Bradford试剂

盒检测总蛋白的浓度,－８０℃冻存备用.具体方法

参照文献[１０].
1.4　BacＧtoＧBac 杆状病毒表达系统

将目的基因克隆到pFastBacTM 供体质粒上,转
化到感受态细胞中得到阳性克隆.将阳性质粒转化

DH１０BacTM 产生重组质粒.发生转座作用的 BacＧ
mid由于 LacZ 基因被插入失活,使得带有重组

Bacmid的菌落生长为白色,挑取正确的白色菌落培

养.重组质粒DNA转染昆虫细胞产生重组杆状病

毒.扩增滴定(amplifyandtiter)杆状病毒株,使用

病毒株感染昆虫细胞表达目的重组蛋白.
1.5　Western blot 印迹转移

煮沸变性后的蛋白样品进行SDSＧPAGE电泳.
电泳结束后切除蛋白胶的积层胶,进行转膜.转膜

结束后用含有５％脱脂牛奶的 TBSＧT 在室温条件

下孵育 １~２h或在 ４℃条件下孵育过夜,孵育之

后,在一抗的 TBSＧT溶液中孵育１~２h,在二抗的

TBSＧT 溶液中,孵育１h;将 NC膜和化学发光底物

试剂反应,该试剂与二抗的辣根过氧化物酶作用发

光,通过化学发光凝胶成像系统检测杂交信号.具

体方法见参考文献[１１].
1.6　蛋白激酶的自磷酸化和底物磷酸化检测

在４０μL反应体系中加入适量待测蛋白(底物

磷酸化加入底物蛋白约２μg)和 Kinasebuffer(５０
mmol/LHEPESＧNa,pH７．４,１０mmol/L MgCl２,

０．５mmol/LCaCl２,１mmol/LDTT,１０μmol/L 冷

ATP,１０μCi[γＧ３２P]ATP).２５℃反应３０min.加

入SDSＧPAGE上样缓冲液终止反应,沸水中水浴

１０min;１２％ SDSＧPAGE电泳约２h,取出凝胶,磷
屏压片２~３h,使用 FUJIFILM FLA５１００检测.
检测后的凝胶用考马斯亮蓝 R２５０染色,脱色,拍
照、分析.

2　结果与分析

2.1　百脉根 LHK1 烟草叶肉细胞表达载体的构建

百脉根组氨酸激酶 LHK１蛋白由９９３个氨基

酸残基组成,含有２个跨膜结构域,在胞外有细胞分

裂素结合和识别的受体 CHASE结构域,胞内有组

氨酸激酶 HK 结构域和 Receiver结构域(图１A).
根据LHK１的序列,设计含有 XbaⅠ/StuⅠ酶切

位点的引物,利用 RTＧPCR 从百脉根中扩增出２．９
kb的 DNA 片段,经酶切后连接到 pPubＧFLAGＧ
GFP载体XbaⅠ/StuⅠ位点上(图１B),构建pPubＧ
LHK１∶FLAGＧGFP融合表达载体.通过酶切验

证,结果表明:融合表达载体pPubＧLHK１∶FLAGＧ
GFP都含有２．９kb片段(图１),通过测序证明序列

融合正确.重组载体pPubＧLHK１∶FLAGＧGFP结

构示意图见图１.

０６
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　A．LHK１蛋白结构域示意图,含有２个跨膜结构域(３６~５８/３２２~３５４),胞外受体 CHASE结构域(１０９~２９４),胞内有组氨酸激酶

HK结构域(３８２~６７９)和 Receiver结构域(８４９~９８１);B．酶切泳道１．XbaⅠ/StuⅠ酶切载体;泳道２．XbaⅠ/StuⅠ酶切LHK１片段;

M．DNA标准;C．重组质粒pPubＧLHK１∶FLAGＧGFP的酶切验证,泳道１、２、３、５分别为阳性克隆;M:DNA标准;D．重组载体pPubＧ

LHK１∶FLAGＧGFP结构示意图.A．SchematicstructureoftheLotusLHK１protein．TheLHK１containstwomembranespanningreＧ

gions(３６Ｇ５８/３２２Ｇ３５４),aextracellularreceptorCHASEdomain (１０９Ｇ２９４),HKdomain (３８２Ｇ６７９)andreceiverdomain (８４９Ｇ９８１);

B．Digestion,１．pPubＧFLAGＧGFPplasmiddigestedwithXbaI/StuI;２．LHK１genedigestedwithXbaⅠ/StuⅠ;M．DNAmarker;C．EnＧ

zymaticdigestionofrecombinantplasmidpPubＧLHK１∶FLAGＧGFP．Lane１,２,３,４,５weredigestedwithXbaⅠ/StuⅠand１,２,３,５are

positiveclonesrespectively．M．DNAmarker;D．SchematicrepresentationofpPubＧLHK１∶FLAGＧGFP．

图１　烟草叶肉细胞表达载体的构建

Fig．１　Constructionandidentificationofplasmidintobaccoexpressionsystem
2.2　昆虫细胞表达载体构建及重组杆粒的鉴定

利用 BamHⅠ/EcoRⅠ 分 别 酶 切 杆 粒 载 体

pFastBac(４．７kb)和 LHK１DNA(２．９kb)片段

(图２A).回收后酶连并转化大肠杆菌,经菌落PCR
鉴定,得到阳性克隆(图２B).将测序后的pFastＧ
BacＧLHK１的质粒转化到DH１０Bac细菌中,产生重

组杆粒(Bacmid).在选择性培养平板挑取 ３ 个白

色和１个蓝色菌落,在含卡那霉素、庆大霉素、四环

素、BiuoＧgal和IPTG的LB平板重新划线培养.结

果显示,１、２、３号菌落含有重组杆粒,４号菌落没有

重组杆粒,只含空载体(图２C).
2.3　烟草叶肉细胞 LHK1 蛋白的表达及体外磷酸

化活性检测

　　在前期的试验中,我们将 LHK１ 基因置于

CaMV３５S启动子控制下,导入烟草叶肉细胞表达,
结果均未检测到LHK１蛋白(结果未显示).因此,
我们构建了pPubＧLHK１∶FLAGＧGFP融合表达载

体,将LHK１基因置于百脉根泛素启动子(LjUbq１)
控制下注入烟草叶肉细胞,４周后抽提蛋白并检测

蛋白的表达水平.蛋白电泳和 Westernblot结果显

　A．分别用BamHⅠ/EcoRⅠ酶切的pFastBac载体和LHK１片段;泳道１．BamHⅠ/EcoRⅠ酶切LHK１片段;泳道２．BamHⅠ/EcoRⅠ
酶切pFastBac载体;M:DNA标准,箭头表示正确片段;B．菌落PCR检测.泳道１、２、３、４、５、６分别为阳性克隆,泳道７、８为非阳性克隆,

M．DNA标准;C．蓝白斑筛选,１＃ 、２＃ 、３＃ 菌株是经过筛选得到重组杆粒阳性的克隆,呈白色菌落,４＃ 为阴性对照呈蓝色菌落.A．pFastＧ

BacandLHK１digestedwithBamHⅠ/EcoRⅠrespectively;Lane１．LHK１digestedwithBamHⅠ/EcoRⅠ;Lane２．pFastBacdigested

withBamH Ⅰ/EcoRⅠ;M．DNA marker;B．ColoniesdetectedbyPCR;Lane１Ｇ６arepositivecoloniesand７,８arenegativecolonies;

M．DNAmarker;C．Blue/whitescreeningassay．Strain１＃ ,２＃ and３＃ arepositiverecombinantbaculovirusbacmidclonesandshowwhite

colonies;Strain４＃isnegativecontrolandshowsbluecolony．

图２　pFastBacＧLHK１质粒的构建及重组杆粒的鉴定

Fig．２　ConstructionofpFastBacＧLHK１andidentificationofbaculovirusBacmid

１６
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示:LHK融合蛋白在烟草叶肉细胞中得到表达,其
蛋白表达水平不受注射农杆菌量的影响(图３A).
为了检测烟草中表达的 LHK１蛋白是否具有组氨

酸激酶活性,以大肠杆菌表达并纯化的组氨酸磷酸

转移蛋白 HP１为底物,在[γＧ３２P]ATP存在条件下

体外检测了 LHK１蛋白的激酶活性.结果显示,

LHK１蛋白具有磷酸化 HP１的功能(图３B).

2.4　昆虫细胞 LHK1 蛋白的表达及体外磷酸化活

性检测

　　将转染重组杆粒 Bacmid转染到sf９昆虫细胞

中,扩增并检测杆状病毒株的滴度,使用病毒株感染

sf９昆虫细胞表达目的重组蛋白.Westernblot结

果表明:LHK１膜蛋白在昆虫表达系统中能成功表

达(图４A).同样以大肠杆菌中表达并纯化的组氨

　A．LHK１∶FLAGＧGFP融合蛋白的SDSＧPAGE电泳(上)及 Westernblot(下);泳道１、２．注射菌液的 D６００＝０．５,泳道３~５D６００＝

１．０,M．蛋白标准;B．LHK１蛋白磷酸化 HP１放射性自显影,箭头标明被磷酸化的 HP１蛋白.A．SDSＧPAGEelectrophoresis(upper

panel)andWesternblot(lowerpanel)ofLHK１∶FLAGＧGFP;Lane１,２．SamplesextractedfromtobaccoleafbyinjectedbacterialsusＧ

pensionforD６００＝０．５andlane３Ｇ５samplesforD６００＝１．０;M．Marker;B．AutoradiographshowsthecorrespondingphosphorylatedHP１
(arrow)．

图３　烟草细胞表达的LHK１蛋白 Westernblot检测及体外磷酸化活性检测

Fig．３　WesternblotandproteinkinaseassayofLHK１expressedintobaccoleafcell

　A．LHK１蛋白的 Westernblot检测,泳道１、４蛋白上样量４０μL,２、５上样量２０μL,３、６上样量１０μL;B．LHK１蛋白磷酸化 HP１放

射性自显影,箭头标明被磷酸化的 HP１蛋白.A．LHK１proteindetectedbyWesternblot．Lane１&４．Loadingsample４０μL,Lane２&

５．Loadingsample２０μL,Lane３&６．loadingsample１０μL;B．AutoradiographshowsthecorrespondingphosphorylatedHP１(arrow)．

图４　昆虫细胞表达的LHK１蛋白 Westernblot检测及体外磷酸化活性检测

Fig．４　WesternblotandproteinkinaseassayofLHK１expressedininsectcell
酸磷酸转移蛋白 HP１为底物,在[γＧ３２P]ATP存在

条件下体外检测了 LHK１蛋白的激酶活性.放射

性自显影结果显示,在昆虫细胞中表达的LHK１蛋

白在体外具有底物水平的磷酸化活性(图４B).

3　讨　论

随着近几年对拟南芥细胞分裂素受体研究的深

入,关于细胞分裂素信号通路的理论正在不断完

善[１２].已有的研究表明,在细胞分裂素诱导的条件

下,组氨酸激酶蛋白可将磷酸基转移到组氨酸磷酸

转移酶 HP的组氨酸位点上,再由 HP将磷酸基团

转移到反应调控子 RR 上并调控下游基因的转

录[１３].在豆科植物百脉根中,组氨酸激酶LHK１作

为一个细胞分裂素受体参与根瘤菌结瘤因子信号途

径,并在根瘤形成中行使重要功能.为了进一步研

究LHK１在共生过程中的生物化学功能和作用机

制,本研究利用烟草叶肉细胞瞬时表达系统,成功地

对LHK１蛋白进行了表达,在体外能检测到LHK１
磷酸化 HP１蛋白的活性,但信号较弱.其原因是由

于从烟草叶片中提取的蛋白含有许多杂蛋白,其中

包含有许多内源的反应调节子 RR蛋白;在反应体

系中,当 HP１被磷酸化后迅速将磷酸基团转移到

RR蛋白上,所以在放射自显影图上呈现多条杂带,
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导致 HP１蛋白磷酸基团减少.为了解决这一问题,
一方面可以利用FLAG标签纯化LHK１蛋白,尽量

去除烟草内源的 RR蛋白;另一方面在反应系统中

加入纯化的 RR蛋白,检测 RR蛋白被磷酸化的水

平.同时,本研究利用昆虫杆状病毒表达系统,也成

功地对LHK１蛋白进行了表达,在体外具有较强的

底物磷酸化活性,为后续深入研究LHK１在共生信

号转导中的作用机制及其与细胞分裂素信号间的分

子对话奠定了前期工作基础.

致　谢　本研究得到华中农业大学动物科学技术学

院/动物医学院彭贵青教授的大力支持和协助,特此
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Expressionandactivityoflotushistidinekinase１inLotusjaponicus

ZHANGHeng　YINJun　ZHANGQing　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Lotushistidinekinase１isacytokininreceptorproteinwhichservesanimportantfunction
insymbioticsignalingpathwayandnodulesformation．Twosetsofeukaryoticexpressionvectorswere
builtandexpressedintobaccoexpressionsystemandbaculovirusinsectexpressionsystemtostudythe
functionofLHK１protein．Theresultsshowedthatitcanbeexpressedintobaccoandinsectcells．The
LHK１proteinexpressedhashistidineproteinkinaseactivityinvitro．ItwillbeusefulforfurtherstudＧ
yingthebiochemicalmechanismofLHK１insymbioticsignalingpathway．

Keywords　Lotusjaponicus;lotushistidinekinase１;tobaccoexpressionsystem;baculovirusinsect
expressionsystem
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