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百脉根泛素结合酶 LjE2 的表达及活性鉴定
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摘要　为了研究泛素化作用在豆科植物共生固氮过程中的调控功能和作用机制,利用拟南芥泛素结合酶

E２的序列,在百脉根基因组上鉴定得到１４个编码E２(LjE２)的基因,从LjE２中克隆到１１个基因并构建了融合

表达载体pETＧLjE２s:His.通过大肠杆菌表达系统,表达并纯化到１０个LjE２:His融合蛋白.经体外泛素化及

Westernblot分析,在１０个LjE２中有９个具有泛素结合酶活性,１个(LjE２Ｇ５)未检测到泛素结合酶活性.
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　　真核生物的 mRNA 翻译后的蛋白只是蛋白质

前体,必须经过一系列的修饰加工后才能成为成熟

的蛋白质,发挥相应的功能.泛素化是蛋白质翻译

后的一种重要的修饰途径,在真核生物基因组上存

在大量编码参与泛素化相关酶类的基因[１Ｇ３].泛素

化修饰几乎参与了真核生物所有的生命进程,如细

胞凋亡、细胞周期、免疫应答及 DNA 修复损伤、转
录调节、信号转导等[４Ｇ７].典型的泛素化修饰包括

３种酶即 E１泛素激活酶(ubiquitinＧactivatingenＧ
zyme)、E２ 泛 素 结 合 酶 (ubquitinＧconjugationenＧ
zyme)、E３泛素连接酶(ubiquitinＧproteinligase)和
一种由７６个氨基酸组成并高度保守的泛素(ubiqＧ
uitin,Ub).E１依赖 ATP共价结合泛素 Ub,E２将

与E１结合的 Ub传递给E３连接酶,E３将 Ub标记

到底物的泛素化位点,最后底物会通过２６S蛋白酶

体途径被降解或者被内吞转运[８],说明E１和E２功

能相对比较保守,E３则主要决定底物的特异性[９].
由于E２在泛素化过程中控制多聚泛素化链的形成

和组装,并决定泛素链的拓扑结构[１０Ｇ１２],而不同的

E２/E３组合也会导致底物发生不同的泛素化修

饰[１３],对E２的研究也受到了广泛的重视.
豆科 植 物 能 够 和 根 瘤 菌 建 立 共 生 固 氮 体

系[１４Ｇ１６],其中涉及复杂的分子调控网络[１７].泛素化

作为一种重要的蛋白修饰途径必然参与调控共生信

号.在百脉根(Lotusjaponicus)中发现一个与共生

受体激 酶 SymRK 相 互 作 用 的 E３ 泛 素 连 接 酶

(SIE３)有泛素化SymRK功能并调控百脉根的结瘤

数[１８].另一种泛素连接酶 SINA４也具有泛素化

SymRK功能并阻碍根瘤菌的侵染过程[１９].在蒺藜

苜蓿 (Medicagotruncatula)中,共 生 受 体 激 酶

LYK３和DMI２能够磷酸化泛素连接酶PUB１.同

时,PUB１具有调控根瘤菌和 AM 真菌侵染的功

能[２０].然而,目前在豆科植物体外泛素化实验中,
使用的E１和 E２大部分来源于少数几种动/植物.
考虑到E２和 E３之间的特异性,其他物种的 E１尤

其是E２已经不能满足豆科植物中的泛素化研究的

需要.基于此,本研究以百脉根为材料,分离和鉴定

出不同类型且具有活性的E２,为建立豆科植物体外

泛素化检测系统提供材料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验中克隆菌株为大肠杆菌(Escherichiacoli)

DH１０B,表达菌株为BL２１(DE３),载体为pET２８a(＋)
和pGEXＧ４TＧ１,均来自华中农业大学农业微生物学

国家重点实验室.分子克隆所用的限制性内切酶来

源于Fermentas公司,DNA 聚合酶来源于 TaKaRa
公司.泛素化反应中使用的 E１、Buffer、ATP均来
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源于 UBPBIO公司.
1.2　原核系统表达蛋白

将构建好的融合表达载体转入表达菌株,挑取

单克隆于适量液体 LB中活化培养.在 OD６００达到

０．４~０．６时,加入终浓度为０．２mmol/L的IPTG诱

导培养４h.收集菌体,用ddH２O 重悬菌体并加入

SDS上样缓冲液,将混合液沸水浴 ５ min.配制

１０％的SDSＧPAGE凝胶,将制好的样品进行SDSＧ
PAGE.
1.3　HisＧTag 融合蛋白纯化

用磷酸缓冲盐溶液(PBS)重悬菌体,重悬的菌

体置于冰上用超声波破碎,破碎液于 ４℃１２０００
r/min离心２０min.取上清到洗涤过的 NiＧNTA 琼

脂糖树脂中,冰上孵育１h,离心后弃上清.配制含

有不同浓度咪唑的PBS,按照咪唑浓度从低到高的

顺序 依 次 洗 脱 蛋 白,收 集 洗 脱 样 品 进 行 SDSＧ
PAGE,根据结果选取杂蛋白比较少的洗脱样品测

定蛋白浓度,置于－８０℃保存.
1.4　GSTＧTag 融合蛋白纯化

用 PBS重悬菌体,重悬的菌体置于冰上用超

声波破碎,破碎液于４℃ １２０００r/min离心２０
min.取上清到洗涤过的 GST标签纯化树脂中,
冰上孵育１h,离心弃上清.用 PBS多次洗涤树

脂,然 后 用 含 有１０ mmol/L 还原型谷胱甘肽的

PBS洗脱蛋白,收集洗脱样品,测定蛋白浓度,置于

－８０℃保存.
1.5　Western blot 印记转移

将制好的蛋白样品进行SDSＧPAGE,根据目标

蛋白的大小切除多余的分离胶,依照留下的分离胶

大小准备２张滤纸和１张硝酸纤维素膜(NC膜).
转膜方法参照 BioＧRAD公司产品说明书.转膜后

用５％的脱脂牛奶常温封闭 NC膜２h或者４℃条

件下封闭过夜.用１％的脱脂牛奶稀释一抗,将
封闭后的 NC膜与一抗常温孵育２h,一抗孵育结

束后用 TBS多次洗涤 NC膜.用１％的脱脂牛奶

稀释二抗,将 NC膜与二抗常温孵育 １h,二抗孵

育结束后用 TBS多次洗涤 NC膜.使 NC膜与化

学发光试剂发生反应,通过化学发光成像仪检测

信号.
1.6　体外泛素化实验

反应体系中各组分的加入量参考 UBPBIO 公

司的技术说明书,在反应管中加入 Buffer、Ub、E１、

E２、ATP及ddH２O 后置于３７℃恒温条件下反应

１h.在反应液中加入非还原性的SDS上样缓冲液

煮沸 ５ min.反 应 液 经 SDSＧPAGE 电 泳 后 进 行

Westernblot.根据泛素蛋白(Ub)分子质量大小判

断目标蛋白(E２)是否具有泛素结合酶活性.

2　结果与分析

2.1　百脉根泛素结合酶 LjE2 的基因分析和克隆

构建

　　在模式植物拟南芥基因组上鉴定出３７个编码

E２的基因,根据氨基酸组成和蛋白结构将其分为

１２个亚组[２１].为了分析百脉根 E２(LjE２),从拟南

芥 每 个 亚 组 至 少 选 取 一 个 AtE２(共 １５ 个

AtE２[２２]).利用 Blast从 百 脉 根 中 预 测 出 １４ 个

LjE２s,进化树分析结果表明,除了 AtUBC２６在百

脉根基因组中未比对到同源序列外,其余亚组均找

到至少一个同源序列(图１),将预测的LjE２s分为

１１个亚组(表１).针对每个基因的序列设计引物,
从生长２周的百脉根的根组织中提取总 RNA 并反

转录 得 到 cDNA,以 cDNA 为 模 板 扩 增 全 长 的

LjE２s,通过酶切酶连的方法将全长的LjE２s分别克

隆到pET２８a(＋)上,构建融合表达载体pETＧLjE２s:

His.经酶切、测序验证后,成功获得１１个融合表达

载体.另外３个基因(LjE２Ｇ４、LjE２Ｇ８、LjE２Ｇ１２)无
论是更换DNA聚合酶还是采用温度梯度PCR或者

巢氏PCR均未从cDNA中扩增出目的基因,可能是

由于百脉根基因组数据库不全所导致的.
2.2　LjE2s 在大肠杆菌中的表达与纯化

将１１个融合表达载体分别转化到E．coliDE３
菌株中,表达纯化目标蛋白.以 LjE２Ｇ１３蛋白纯化

为例,用含有不同浓度咪唑的 PBS洗脱孵育后的

NiＧNTA琼 脂 糖 树 脂,将 洗 脱 的 样 品 进 行 SDSＧ
PAGE,依据考马斯亮蓝染色结果确定漂洗缓冲液

中咪唑的浓度为５０mmol/L,洗脱缓冲液中咪唑

的浓度为２５０mmol/L,通过再次纯化即可得到较

高浓度的目标蛋白(图２A).在此纯化条件下,成
功表 达 纯 化 出 １０ 个 LjE２s蛋 白 (图 ２B),其 中

LjE２Ｇ６、LjE２Ｇ７和 LjE２Ｇ９的洗脱样品中仍残留有

部分杂蛋白,可以考虑适当提高漂洗缓冲液中咪

唑的浓度来进一步除去杂蛋白.另外,由于 LjE２Ｇ
１４蛋白含有２个跨膜结构域,跨膜结构域一般含

有大量疏水性氨基酸,该蛋白在E．coli中难以表

３２
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　系统进化树分析拟南芥和百脉根 E２的氨基酸序列,系统进化树运用 MEGA５．１软件最大似然率算法生成.FullＧlength

aminoacidsequenceswerealignedandmaximumlikelihoodphylogenyestimationwasdoneusingtheMEGA５．１software．

图１　LjE２s的系统进化树分析

Fig．１　PhylogenetictreeanalysisofLjE２s

　A．LjE２Ｇ１３融合蛋白表达纯化.M:PageRuler预染蛋白 marker;泳道１Ｇ５:５０mmol/L咪唑洗脱的非特异蛋白;泳道６:

２５０mmol/L咪唑洗脱的目标蛋白;泳道７:树脂中残留的总蛋白.B．LjE２s蛋白纯化汇总.M:PageRuler预染蛋白 markＧ

er;泳道１Ｇ１０:纯化后的目标蛋白,依次为:LjE２Ｇ１、LjE２Ｇ２、LjE２Ｇ３、LjE２Ｇ５、LjE２Ｇ６、LjE２Ｇ７、LjE２Ｇ９、LjE２Ｇ１０、LjE２Ｇ１１、LjE２Ｇ

１３.A．PurificationconditionsofLjE２Ｇ１３protein．M:PageRulerprestainedproteinmarker;Lane１Ｇ５:Nonspecificproteineluted

by５０mmol/Limidazole;Lane６:Thetargetproteinelutedby２５０mmol/Limidazole;Lane７:Thetotalproteinremaininginthe

resin．B．SummaryofLjE２sproteinspurification．M:PageRulerprestainedproteinmarker;Lane１Ｇ１０werepurifiedtargetproＧ

tein,inturnisLjE２Ｇ１,LjE２Ｇ２,LjE２Ｇ３,LjE２Ｇ５,LjE２Ｇ６,LjE２Ｇ７,LjE２Ｇ９,LjE２Ｇ１０,LjE２Ｇ１１,LjE２Ｇ１３．

图２　LjE２s融合蛋白表达和纯化

Fig．２　ExpressionandpurificationofLjE２sfusionproteins

达和纯化.
2.3　LjE2s 泛素结合酶体外活性鉴定

为了检测泛素结合酶活性和建立百脉根体外泛

素化系统,首先将百脉根中的 Ub克隆到 pGEXＧ
４T１表达载体上,经表达纯化后得到泛素融合蛋白

GSTＧUb.考虑到 GST可能对泛素化反应存在潜

在的影响,利用来源于小麦的 E１(WE１)、来源于人

的E２(UBCH５B)和 GSTＧUb进行体外泛素化.结

果显示:在 WE１、UBCH５B和 GSTＧUb同时存在的

样品中,检测到UBCH５B结合多聚泛素化链的高分

子条带区段,说明融合蛋白 GSTＧUb可以传递给

E２,而在７０ku附近处有一条蛋白带,可能是 GSTＧ
Ub(３４ku)形成的二聚体(图３A).以 LjE２Ｇ７体外

泛素化活性检测为例,在 WE１、HisＧLjE２Ｇ７和 GSTＧ
Ub同时存在的样品中,可以检测到 HisＧLjE２Ｇ７结

合泛素的高分子条带,说明LjE２Ｇ７具有泛素结合酶

活性(图３B).所有表达的蛋白(LjE２s)酶活检测结

果表明,除了 LjE２Ｇ５未检测到泛素结合酶活性外

(图３G),其他９个 LjE２s都具有泛素结合酶活性

(图３BＧF).此外,由于未克隆到LjE２Ｇ４、LjE２Ｇ８、

４２
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LjE２Ｇ１２基因,也未能表达出LjE２Ｇ１４蛋白,所以不

确定这４个 LjE２s是否具有 E２泛素结合酶活性.
但进化树分析结果显示,这４个预测的 LjE２s很可

能具有泛素结合酶活性(表１).
表１　预测的LjE２s的基因信息、蛋白表达、酶活测定

Table１　SummaryofpredictedLjE２sgenesinformation,proteinsexpression,enzymesactivitydetermination

亚组

SubＧgroup
基因编号

Genename
登录号

GenBank
蛋白表达

Proteinexpression
LjE２s酶活

LjE２sactivity
Ⅰ LjE２Ｇ１１ BT１４５１９７．１ Yes ＋
Ⅱ LjE２Ｇ１０ BT１４４７４３．１ Yes ＋

LjE２Ｇ１３ BT１４９０２９．１ Yes ＋
Ⅲ LjE２Ｇ６ BT１４０７６５．１ Yes ＋

LjE２Ｇ７ BT１４１３６０．１ Yes ＋
Ⅳ LjE２Ｇ５ BT１４００１９．１ Yes Ｇ

LjE２Ｇ１４ BT１４９６１５．１ No ND
Ⅴ LjE２Ｇ１ BT１３３６１５．１ Yes ＋
Ⅵ LjE２Ｇ９ BT１４３８７４．１ Yes ＋
Ⅶ LjE２Ｇ４ BT１３８０１１．１ No ND
Ⅷ LjE２Ｇ２ BT１３５７２７．１ Yes ＋
Ⅸ LjE２Ｇ３ BT１３６４２５．１ Yes ＋
Ⅹ LjE２Ｇ８ BT１４３０５８．１ No ND
Ⅺ LjE２Ｇ１２ BT１４９１０６．１ No ND

　注:参考拟南芥的E２s分类将预测的百脉根E２s分为１１个亚组.“Yes”表示成功表达和纯化蛋白,“No”表示没有蛋白,“ND”表示没有

进行实验,“＋”表示具有酶活,“Ｇ”表示不具有酶活.Note:GroupsⅠＧⅪarebasedontheclassificationofArabidopsisE２s．“Yes”

indicatesgoodproteinexpressionlevelsandsuccessfulproteinpurification．“No”indicatesnoprotein．“ND”indicatesnotdone．“＋”

indicateshaveenzymesactivity．“Ｇ”indicatesnothaveenzymesactivity．

　A．泛素融合 GST蛋白活性检测.将 WE１、UBCH５B、GSTＧUb置于３７℃条件下孵育１h.在反应体系中加入SDS上样缓冲液终止

反应并１００℃水浴５min,样品用１２％的SDSＧPAGE蛋白凝胶进行电泳.转膜后用 GST抗体杂交.BＧG．泛素结合酶活性检测.将不

同的LjE２s与 WE１、GSTＧUb一起孵育,反应条件同 A,转膜后用 GST或者 His抗体杂交.图中箭头指示 LjE２s单泛素化或者多泛素

化条带,空三角形指示 GSTＧUb,黑三角形指示的可能是 GSTＧUb的二聚体,星号指示杂蛋白.A．DetectionofGSTＧUbactivity．GSTＧ

UbwasincubatedwithWE１andUBCH５Bfor１hat３７℃．ReactionwasterminatedbytreatmentwithSDSsamplebuffer,then１００℃

waterbath５min,１２％SDSＧPAGEproteingelelectrophoresis．WesternblotswereperformedusingantiＧGSTantibody．BＧE．Detectionof

partialLjE２senzymeactivity．DifferentLjE２swereincubatedwithWE１andGSTＧUb．ThereactionconditionsarethesameasA,WestＧ

ernblotswereperformedusingantiＧGSTantibodyorantiＧHisantibody．ThearrowsindicatebandsofLjE２sＧUborLjE２sＧUbs．Theopen

trianglesindicateGSTＧUb．TheblacktrianglesindicatethatitmaybethedimerofGSTＧUb．Asterisksindicateimpurityproteins．

图３　LjE２s体外泛素结合酶酶活检测

Fig．３　DetectionofLjE２subiquitinconjugationenzymeactivityinvitro
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3　讨　论

豆科植物Ｇ根瘤菌间的共生信号通路一直以来

被广泛研究并取得了很多突破性的进展.泛素化作

为一种最重要的蛋白质修饰途径在其中也发挥着重

要的作用.百脉根中的E３泛素连接酶SIE３和SIＧ
NA４以及蒺藜苜蓿中的 E３泛素连接酶 PUB１和

PUB２均被研究发现参与调控共生信号通路[１８Ｇ２０].
相较于庞大的 E３家族,目前在豆科植物中发现的

E３只是很小的一部分,还有更多潜在的 E３没有被

发现.一方面是因为相较于其他修饰途径如磷酸化

而言,泛素化反应的机制更加复杂而难以研究;另一

方面也是由于长期以来对于泛素化的研究只关注

E３和底物间的特异性,往往忽略了 E２在泛素化反

应中的关键作用.通过酵母双杂交筛选和同源建模

的方法,人体内已经有超过３００对的E２/E３组合被

发现并在体外泛素化实验中被部分证实[２３Ｇ２４].这表

明在决定底物特异性和泛素修饰类型的过程中,E２
也发挥着重要的作用,所以对于泛素化的研究不再

适合仅侧重研究 E３.考虑到泛素化系统中 E２和

E３间的特异性[１３],许多潜在的E３并不能用传统外

源的E１或者特异性外源的 E２检测到其活性.因

此,在百脉根中建立自身体外泛素化系统对研究豆

科植物中的E３具有十分重要的意义.
本研究利用拟南芥的部分E２通过同源序列比

对寻找百脉根中潜在的E２,通过体外泛素化实验发

现了９个有活性的E２,为百脉根体外泛素化系统的

建立提供了部分实验材料.但是参考拟南芥和人体

内E２的数量[９,２５],同时考虑到泛素化底物的特异性

和多样性,百脉根中还有更多潜在的 E２没有被发

现.后续可以利用其他物种特别是豆科植物中已知

的E２检索百脉根中潜在的 E２.此外,虽然 E１在

不同物种中具有高度的保守性,但是克隆百脉根自

身的E１对增加体外泛素化系统的可靠性和稳定性

仍具有十分重要的意义.笔者所在研究室前期工作

中发现在百脉根中预测的与共生固氮相关的部分

E３在体外难以检测到其泛素连接酶活性,很可能是

由于E２和 E３不能特异性识别造成的.利用本研

究结果构建百脉根特异性体外泛素化系统可以提高

体外检测E３酶活的准确性,为后续研究泛素化在

共生固氮中的作用奠定基础.

参 考 文 献

[１]　SCHWARTZDC,HOCHSTRASSER M．Asuperfamilyof

proteintags:ubiquitin,SUMO and related modifiers[J]．

Trendsinbiochemicalsciences,２００３,２８(６):３２１Ｇ３２８．
[２]　陈霞,罗良煌．蛋白质翻译后修饰简介[J]．生物学教学,２０１７,

４２(２):７０Ｇ７２．
[３]　MORENOSP,GAMBUSA．RegulationofunperturbedDNA

replicationbyubiquitylation[J]．Genes,２０１５,６(３):４５１Ｇ４６８．
[４]　HERRMANNJ,LERMANLO,LERMAN A．Ubiquitinand

ubiquitinＧlikeproteinsinproteinregulation[J]．CirculationreＧ

search,２００７,１００(９):１２７６Ｇ１２９１．
[５]　SHAIDS,BRANDTSC H,SERVE H,etal．Ubiquitination

andselectiveautophagy[J]．Celldeathanddifferentiation,

２０１３,２０(１):２１Ｇ３０．
[６]　ULRICH HD,WALDENH．UbiquitinsignallinginDNArepＧ

licationandrepair[J]．Naturereviewsmolecularcellbiology,

２０１０,１１(７):４７９Ｇ４８９．
[７]　王金利,史胜青,贾利强,等．植物泛素结合酶 E２功能研究进

展[J]．生物技术通报,２０１０(４):７Ｇ１０．
[８]　HERSHKOA,CIECHANOVERA．Theubiquitinsystem[J]．

Annualreviewofbiochemistry,１９９８,６７:４２５Ｇ４７９．
[９]　VIERSTRARD．TheubiquitinＧ２６SproteasomesystematthenexＧ

usofplantbiology[J]．Naturereviewsmolecularcellbiology,２００９,

１０(６):３８５Ｇ３９７．
[１０]SADOWSKIM,SURYADINATA R,LAIX,etal．Molecular

basisforlysinespecificityintheyeastubiquitinＧconjugating

enzymeCdc３４[J]．Molecular&cellularbiology,２０１０,３０(１０):

２３１６Ｇ２３２９．
[１１]WUT,MERBLY,HUOY,etal．UBE２Sdriveselongationof

K１１ＧlinkedubiquitinchainsbytheanaphaseＧpromotingcomＧ

plex[J]．PNAS,２０１０,１０７(４):１３５５Ｇ１３６０．
[１２]YEY,RAPEM．Buildingubiquitinchains:E２enzymesatwork

[J]．NatRevMolCellBiol,２００９,１０(１１):７５５Ｇ７６４．
[１３]CHRISTENSENDE,KLEVITRE．DynamicinteractionsofproＧ

teinsincomplexnetworks:identifyingthecompletesetofinteracＧ

tingE２sforfunctionalinvestigationofE３ＧdependentproteinubiqＧ

uitination[J]．FebsJournal,２００９,２７６(１９):５３８１Ｇ５３８９．
[１４]杨倩倩,刘元,陈大松,等．蒺藜苜蓿中１个聚半乳糖醛酸酶基

因突变体的筛选及共生固氮表型的初步鉴定[J]．华中农业大

学学报,２０１７,３６(４):６２Ｇ７０．
[１５]李文清,曹文刚,李豪,等．百脉根４个共生基因在水稻中的共

表达及其对水稻转录组的影响[J]．华中农业大学学报,２０１７,

３６(４):５５Ｇ６１．
[１６]汪涛,冯勇,张忠明．百脉根LjSERKs基因家族在根瘤共生中

的功能鉴定[J]．华中农业大学学报,２０１８,３７(２):９Ｇ１５．
[１７]RYU H,CHO H,CHOID,etal．Planthormonalregulationof

nitrogenＧfixingnoduleorganogenesis[J]．Molecules & cells,

６２



　第１期 刘　超 等:百脉根泛素结合酶LjE２的表达及活性鉴定 　

２０１２,３４(２):１１７Ｇ１２６．
[１８]YUANS,ZHU H,GOU H,etal．AUbiquitinligaseofsymbiＧ

osisreceptorkinaseinvolvedinnoduleorganogenesis[J]．Plant

physiology,２０１２,１６０(１):１０６Ｇ１１７．
[１９]DENHG,YOSHIDAS,ANTOLNLLOVERAM,etal．Lotus

japonicusE３ligaseseveninabsentia４destabilizesthesymbioＧ

sisreceptorＧlikekinaseSYMRKandnegativelyregulatesrhizoＧ

bialinfection[J]．Plantcell,２０１２,２４(４):１６９１Ｇ１７０７．
[２０]VERNIT,CAMUTS,CAMPSC,etal．PUB１interactswith

thereceptorkinaseDMI２andnegativelyregulatesrhizobialand

arbuscularmycorrhizalsymbiosesthroughitsubiquitinationacＧ

tivityinMedicagotruncatula[J]．Plantphysiology,２０１６,１７０
(４):１６９４Ｇ２０１５．

[２１]BACHMAIR A,NOVATCHKOVA M,POTUSCHAK T,et

al．Ubiquitylationinplants:apostＧgenomiclookatapostＧ

translationalmodification[J]．Trendsinplantscience,２００１,６
(１０):４６３Ｇ４７０．

[２２]ZHAOQ,TIAN M,LIQ,etal．AplantＧspecificinvitroubiqＧ

uitinationanalysissystem[J]．Plantjournalforcell& molecuＧ

larbiology,２０１３,７４(３):５２４Ｇ５３３．
[２３]MARKSONG,KIELC,HYDER,etal．Analysisofthehuman

E２ubiquitinconjugatingenzymeproteininteractionnetwork
[J]．Genomeresearch,２００９,１９(１０):１９０５Ｇ１９１１．

[２４]WIJKSJLV,VRIESSJD,KEMMERENP,etal．AcompreＧ

hensiveframeworkofE２ＧRINGE３interactionsofthehuman

ubiquitinＧproteasomesystem[J]．Molecularsystemsbiology,

２００９,５(１):２９５．doi:１０．１０３８/msb．２００９．５５．
[２５]DESHAIESRJ,JOAZEIROCAP,RINGDomainE３ubiquitＧ

inligases[J]．Annualreviewofbiochemistry,２００９,７８(１):３９９Ｇ

４３４．

Expressionandactivityidentificationof
ubiquitinＧbindingenzymeLjE２ofLotusjaponicus

LIUChao　FENGYong　DONGXiaoxiao　ZHANGZhongming　ZHU Hui

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　FourteengenesencodingE２(LjE２)inLotusjaponicusgenomewereidentifiedbasedon
thesequenceofE２inArabidopsistostudythefunctionandmechanismofubiquitinationintheprocess
ofsymbioticnitrogenfixationinlegumes．Amongthem,elevenLjE２swereclonedtoconstructthefusion
expressionvectorspETＧLjE２s:His．TenLjE２proteinsweresuccessfullyexpressedandpurifiedunder
theprokaryoticexpressionsystem．TheresultsofubiquitinationinvitroandWesternblottingshowed
thatnineLjE２shadubquitinＧconjugationenzymeactivityandonehadnodetectableubquitinＧconjugation
enzymeactivity．

Keywords　Lotusjaponicus;ubiquitinＧconjugatingenzyme;invitroubiquitination;prokaryoticexＧ
pressionsystems
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