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(57)摘要

本发明公开一种大豆蛋白的应用及其制备

方法和表达载体、引物，所述大豆蛋白的基因编

码为Glyma06g25310.1，将所述大豆蛋白用于制

备冻存蛋白类生物制品的保护剂。该大豆蛋白为

植物性蛋白，对蛋白类生物制品，尤其是酶类制

品，起到很好的保护作用。
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1.一种大豆蛋白的应用，其特征在于，所述大豆蛋白的基因编码为Glyma06g25310.1，

将所述大豆蛋白用于制备LDH酶冻干保护剂。

2.一种如权利要求1所述的大豆蛋白的应用，其特征在于，所述大豆蛋白的基因编码为

Glyma06g25310.1，所述大豆蛋白通过以下步骤制备：

扩 增目的 基因 ：以 F ：3’-  A T G G C G A G C G C A G T G G A G A A G  - 5’；R ：3’-

TCAGCTCTCGTGAGTGCCATTC-5’作为引物，以大豆R0期胚根cDNA为模板，进行PCR扩增，得到目

的基因片段，目的基因片段的基因序列如SEQ  ID  NO.4所示；

构建重组质粒：将目的基因片段与经Nde  I和Xho  I双酶切的蛋白表达载体PET-28a，通

过T4连接酶连接酶切产物，构建pET-28a重组质粒；

转化感受态细胞：将pET-28a重组质粒转化大肠杆菌BL21  Star 感受态细胞；

诱导表达：将含有pET-28a重组质粒的菌株扩大培养，加入1‰IPTG  贮存液过夜诱导，

将诱导后的菌体离心收集，重悬，破碎菌体，离心，取上清液，得总可溶性蛋白；

蛋白分离纯化：对所得的总可溶性蛋白进行亲和层析，分离纯化目的蛋白;

所述构建重组质粒过程中，包括以下步骤：

将目的基因片段和经过双酶切的PET-28a蛋白表达载体按照摩尔比10:1混合，加入0.5

μL  T4连接酶，1μL  10×Buffer，用水补齐至10μL，16℃连接过夜。

3.根据权利要求2所述的大豆蛋白的应用，其特征在于，诱导表达过程中，包括以下步

骤：

将含有pET-28a重组质粒的菌株扩大培养，加入1‰IPTG  贮存液，在16℃下150  rmp过

夜诱导，将诱导后的菌体离心收集，用Balance  Buffer重悬，破碎菌体，在4℃，10000  rmp下

离心30min，取上清液。

4.根据权利要求3所述的大豆蛋白的应用，其特征在于，蛋白分离纯化过程中，包括以

下步骤：

将总可溶性蛋白经镍离子亲和层析，利用蛋白脱盐柱去除蛋白溶液中的咪唑，将脱盐

后的蛋白溶液冷冻干燥，用PBS缓冲液复溶，用分子筛分离纯化凝血酶酶切产物。

5.根据权利要求4所述的大豆蛋白的应用，其特征在于，所述大豆蛋白的表达载体为携

带有SEQ  ID  NO .4所示的大豆蛋白基因，用于表达基因编码为Glyma06g25310.1的大豆蛋

白。

6.根据权利要求5所述的大豆蛋白的应用，其特征在于，所述表达载体用PET-28a蛋白

表达载体重组得到，该大豆蛋白基因通过酶切位点Nde  I和Xho  I连接在表达载体上。
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一种大豆蛋白的应用及其制备方法和表达载体、引物

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，主要涉及一种大豆蛋白的应用及其表达载体和制备方

法。

背景技术

[0002] 牛血清白蛋白在生化实验中有广泛的应用，现有技术多使用添加BSA(牛血清白蛋

白)来保护蛋白类生物制品。例如在western  blot中作为Blocking  agent；在酶切反应缓冲

液中加入BSA，通过提高溶液中蛋白质的浓度，对酶起保护作用。防止酶的分解和非特异性

吸附，能减轻有些酶的变性，能减轻有些不利环境因素如加热，表面张力及化学因素引起的

变性。但是BSA来源于动物，存在一定的使用风险，在碱性环境下很容易被被蛋白酶水解，同

时因为具有多个酶切位点，所以很容易形成多种不同大小的多肽片段，可能导致目的蛋白

纯度下降，并且具有潜在的血源性病原体污染，应用中并不安全。

[0003] 因此，现有技术还有待于改进和发展。

发明内容

[0004] 鉴于上述现有技术的不足，本发明的目的在于提供一种大豆蛋白的应用及其表达

载体和制备方法，旨在解决现有BSA用于保护蛋白类生物制品存在风险的问题。

[0005] 本发明的技术方案如下：

[0006] 一种大豆蛋白的应用，其中，所述大豆蛋白的基因编码为Glyma06g25310.1，将所

述大豆蛋白用于制备冻存蛋白类生物制品的保护剂。

[0007] 所述的大豆蛋白的应用，其中，所述冻存蛋白类生物制品为酶制剂。

[0008] 一种大豆蛋白的制备方法，其中，所述大豆蛋白的基因编码为Glyma06g25310.1，

其制备方法包括以下步骤：

[0009] 扩增目的 基因 ：以 F ：3’- A T G G C G A G C G C A G T G G A G A A G - 5’；R ：3’-

TCAGCTCTCGTGAGTGCCATTC-5’作为引物，以大豆R0期胚根cDNA为模板，进行PCR扩增，得到目

的基因片段，目的基因片段的基因序列如SEQ  ID  NO.4所示；

[0010] 构建重组质粒：将目的基因片段与经Nde  I和Xho  I双酶切的蛋白表达载体PET-

28a，通过T4连接酶连接酶切产物，构建pET-28a重组质粒；

[0011] 转化感受态细胞：将pET-28a重组质粒转化大肠杆菌BL21Star感受态细胞；

[0012] 诱导表达：将含有pET-28a重组质粒的菌株扩大培养，加入1‰IPTG贮存液过夜诱

导，将诱导后的菌体离心收集，重悬，破碎菌体，离心，取上清液，得总可溶性蛋白；

[0013] 蛋白分离纯化：对所得的总可溶性蛋白进行亲和层析，分离纯化目的蛋白。

[0014] 所述的大豆蛋白的制备方法，其中，构建重组质粒过程中，包括以下步骤：

[0015] 将目的基因片段和经过双酶切的PET-28a蛋白表达载体按照摩尔比10:1混合，加

入0.5μL  T4连接酶，1μL  10×Buffer，用水补齐至10μL，16℃连接过夜。

[0016] 所述的大豆蛋白的制备方法，其中，诱导表达过程中，包括以下步骤：
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[0017] 将含有pET-28a重组质粒的菌株扩大培养，加入1‰IPTG贮存液，在16℃下150rmp

过夜诱导，将诱导后的菌体离心收集，用Balance  Buffer重悬，破碎菌体，在4℃，10000rmp

下离心30min，取上清液。

[0018] 所述的大豆蛋白的制备方法，其中，蛋白分离纯化过程中，包括以下步骤：

[0019] 将总可溶性蛋白经镍离子亲和层析，利用蛋白脱盐柱去除蛋白溶液中的咪唑，将

脱盐后的蛋白溶液冷冻干燥，用PBS缓冲液复溶，用分子筛分离纯化凝血酶酶切产物。

[0020] 一 种 用于 制备大豆蛋白的 引物 ，其中 ，所述大豆蛋白的 基因 编码为

Glyma06g25310.1，引物的序列如下所示：

[0021] F：3’-ATGGCGAGCGCAGTGGAGAAG(Nde  I)-5’；

[0022] R：3’-TCAGCTCTCGTGAGTGCCATTC(Xho  I)-5’。

[0023] 一种用于制备大豆蛋白的表达载体，其中，所述表达载体为携带有SEQ  ID  NO.4所

示的大豆蛋白基因，用于表达基因编码为Glyma06g25310.1的大豆蛋白。

[0024] 所述的用于制备大豆蛋白的表达载体，其中，所述表达载体用PET-28a蛋白表达载

体重组得到，该大豆蛋白基因通过酶切位点Nde  I和Xho  I连接在表达载体上。

[0025] 有益效果：大豆热稳定蛋白有许多生物学功能特性，近来的研究发现，在胁迫条件

(如干旱、高温、冷冻等)下，其可以提高蛋白抵抗逆境能，能够对生物膜和蛋白质等生物大

分子发挥良好的保护作用。大豆蛋白属于植物，安全性较高，如果投入到生产应用中，能够

较好解决蛋白类产品在运输过程中经冷冻胁迫活性降低的问题。

附图说明

[0026] 图1为本发明实施例1中利用PCR扩增大豆基因片段的电泳结果图 (M为

DL2000Marker)。

[0027] 图 2为本发明实施例1中利用菌落P C R验证重组菌的电 泳结果图 (M为

DL2000Marker)。

[0028] 图3为本发明实施例5中17号蛋白的诱导表达的电泳结果图。

[0029] 图4为本发明实施例7中17号蛋白的表达纯化的电泳结果图。

[0030] 图5为本发明实施例7中Western-blotting结果图。

[0031] 图6为本发明实施例8中不同溶液下蛋白二级结构的数据示意图。

[0032] 图7为本发明实施例9中LDH酶的残留酶活柱状图。

具体实施方式

[0033] 本发明提供一种大豆蛋白的应用及其表达载体和制备方法，为使本发明的目的、

技术方案及效果更加清楚、明确，以下对本发明进一步详细说明。应当理解，此处所描述的

具体实施例仅仅用以解释本发明，并不用于限定本发明。

[0034] 本发明所提供的一种大豆蛋白的应用，是将所述大豆蛋白用于制备冻存蛋白类生

物制品的保护剂。其中，所述大豆蛋白的基因编码为Glyma06g25310.1。所述冻存蛋白类生

物制品可以为酶制剂。

[0035] 所述大豆蛋白的基因序列(SEQ  ID  NO.1)如下所示：

[0036] ATCGAATCGACCTGAACTGCTTCTTCAAATTTTTTTCTGGTGATTCTACAACCTGTCCTAACTCTCAA
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CCCTCTTCCTCTTAATTAATCTATTCCTCTTTATCCTCCTCTGAACCTCAAACACCAAAACAAAGCATTACAATTC

TCAATTTCACATAAACACCAGAATTGATAAAAACACATAACAAAAAAAAAAAGTGAAAAATGGCGAGCGCAGTGGA

GAAGGAGGGTGGCGCGAGCGAGGAAACTTTGTCTTTGGAGCTTCCTGCTCCACCTGGTTGGAAGAAGCAGTTCATT

CCAAAGAAAGCTGGTACCCCAAAGAAAAACGAGATTGTGTTCACTGCACCAACAGGAGAGGAGATCAATAACAGGA

AGCAGCTGGAAAAATATTTGAAAGCACACCCTGGAGGCCCAGCTGTATCAGAATTTGACTGGGGCACTGGTGAGAC

CCCAAGAAGATCTACAAGAATCAGTGAGAAGGCCAAGGCAGCTCCTCCAACACAGAGGGAGCCCCCAAAGAAGCGT

ACTAAAAGATCATCAGCTTCACAAAAGGAAATTTCCCAGGAAGAAAAAGAAGAGGAGACCAAGGAAGCAGAGATGC

AAGAAGCTGATGACACCACTAAGGGTGATAATGATATAGAGAAGGAAAAGGTTGTTGTAAACGAAAATCATGACAA

GAGTGTGGAAGATACAGATGTCAACAAATCCACTCGTTATGGAGAAGAAGCTAAAGCTGGAGAAAACGTTGAGGTA

CCTATTGAAGAGGAAAAATCCAATGCTGCTGATGGAGAACTACCTGCATTAAAAGATAAAGCTGATGACAAAGTAA

CTGAGGGCTCTGAAGTTTTTCTGAGAAAGGATGAAGAAAAGATTGAGCAACCACAGGAAGAGACAAAAGAATATAG

TGGATTTGGGGAGCCAGAGAAATTGGAAACATGCACTACTGCAGACAAAACGGTTGAAGTGGAAGGAGTGAATAAA

GAGGATCACGTCAAAAGTACTCATGAATTTGAAGTTGGGGAAATAGAAGGAACAAAAGTGAACGGTGAAGAACATC

ACAAGCTTGATGAGATAAACAAGGCCGAAGCAGAGTTGACTGTGAATGGCACTCACGAGAGCTGAACTGGTGAGGT

CAAAAGCCTGGAGCAGGGAATAGATTAATAAGCTCTCCGCTTCCCTCCTCTCATTCTGACCCCTTTAGATCTGTTT

GAAATGACTGTAGTTTTTGTTAATGTTATTTCTCTGATTGTTTATTGAAATAACAATATACAATTATAGAGCATAG

CCGTATCATGTACCACCCTTGGGTGTATTGGACAGACGTGTAGCTTCTAGTTGCTTTTGTAACATTATGTTGTAAG

ATGTGATATGGACCTGTAATCATATATGTAAGGAAGTGATCCTATATA。

[0037] 本发明中，以R0期和R15期大豆胚根作为实验材料，采用100℃热处理10min后离心

获得上清，富集得到的可溶性蛋白即为热稳定蛋白。根据蛋白组学和结构预测结果，在R0期

高表达蛋白中挑选了1个蛋白进行结构和功能分析，该蛋白即本发明所述大豆蛋白。本发明

中还提供用于扩增该大豆蛋白基因序列的引物，根据PMD19-T载体和基因的序列特点引入

相应酶切位点的同源序列，在基因的上下游引物的5’端分别引入核酸内切酶(Nde  I)和

(Xho  I)两端的同源序列。引物的序列如下所示：

[0038] F：3’-ATGGCGAGCGCAGTGGAGAAG(Nde  I)-5’(SEQ  ID  NO.2)；

[0039] R：3’-TCAGCTCTCGTGAGTGCCATTC(Xho  I)-5’(SEQ  ID  NO.3)。

[0040] 本发明中还提供一种用于制备该大豆蛋白的表达载体，所述表达载体用PET-28a

蛋白表达载体重组得到，该大豆蛋白基因通过酶切位点Nde  I和Xho  I连接在表达载体上。

[0041] 本发明中还提供一种上述大豆蛋白的制备方法，其制备方法包括以下步骤：

[0042] 扩增目的基因：根据PMD19-T载体和基因的序列特点引入相应酶切位点的同源序

列，在基因的上下游引物的5’端分别引入核酸内切酶(Nde  I)和(Xho  I)，以F：3’-

ATGGCGAGCGCAGTGGAGAAG-5’；R：3’-TCAGCTCTCGTGAGTGCCATTC-5’作为引物，以大豆R0期胚

根cDNA为模板，进行PCR扩增，得到目的基因片段；目的基因片段的基因序列(SEQ  ID  NO.4)

如下所示：

[0043] ATGGCGAGCGCAGTGGAGAAGGAGGGTGGCGCGAGCGAGGAAACTTTGTCTTTGGAGCTTCCTGCTCC

ACCTGGTTGGAAGAAGCAGTTCATTCCAAAGAAAGCTGGTACCCCAAAGAAAAACGAGATTGTGTTCACTGCACCA

ACAGGAGAGGAGATCAATAACAGGAAGCAGCTGGAAAAATATTTGAAAGCACACCCTGGAGGCCCAGCTGTATCAG

AATTTGACTGGGGCACTGGTGAGACCCCAAGAAGATCTACAAGAATCAGTGAGAAGGCCAAGGCAGCTCCTCCAAC

ACAGAGGGAGCCCCCAAAGAAGCGTACTAAAAGATCATCAGCTTCACAAAAGGAAATTTCCCAGGAAGAAAAAGAA
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GAGGAGACCAAGGAAGCAGAGATGCAAGAAGCTGATGACACCACTAAGGGTGATAATGATATAGAGAAGGAAAAGG

TTGTTGTAAACGAAAATCATGACAAGAGTGTGGAAGATACAGATGTCAACAAATCCACTCGTTATGGAGAAGAAGC

TAAAGCTGGAGAAAACGTTGAGGTACCTATTGAAGAGGAAAAATCCAATGCTGCTGATGGAGAACTACCTGCATTA

AAAGATAAAGCTGATGACAAAGTAACTGAGGGCTCTGAAGTTTTTCTGAGAAAGGATGAAGAAAAGATTGAGCAAC

CACAGGAAGAGACAAAAGAATATAGTGGATTTGGGGAGCCAGAGAAATTGGAAACATGCACTACTGCAGACAAAAC

GGTTGAAGTGGAAGGAGTGAATAAAGAGGATCACGTCAAAAGTACTCATGAATTTGAAGTTGGGGAAATAGAAGGA

ACAAAAGTGAACGGTGAAGAACATCACAAGCTTGATGAGATAAACAAGGCCGAAGCAGAGTTGACTGTGAATGGCA

CTCACGAGAGCTGA。

[0044] 构建重组质粒：将目的基因片段与经Nde  I和Xho  I双酶切的蛋白表达载体PET-

28a，通过T4连接酶连接酶切产物，构建pET-28a重组质粒。pET-28a重组质粒的基因序列

(SEQ  ID  NO.5)如下所示：

[0045] ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTAT

GCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGT

GGTGGTGGTGGTGCTCGAGGCTTCGGCCTTGTTTATCTCATCAAGCTTGTGATGTTCTTCACCGTTCACTTTTGTT

CCTTCTATTTCCCCAACTTCAAATTCATGAGTACTTTTGACGTGATCCTCTTTATTCACTCCTTCCACTTCAACCG

TTTTGTCTGCAGTAGTGCATGTTTCCAATTTCTCTGGCTCCCCAAATCCACTATATTCTTTTGTCTCTTCCTGTGG

TTGCTCAATCTTTTCTTCATCCTTTCTCAGAAAAACTTCAGAGCCCTCAGTTACTTTGTCATCAGCTTTATCTTTT

AATGCAGGTAGTTCTCCATCAGCAGCATTGGATTTTTCCTCTTCAATAGGTACCTCAACGTTTTCTCCAGCTTTAG

CTTCTTCTCCATAACGAGTGGATTTGTTGACATCTGTATCTTCCACACTCTTGTCATGATTTTCGTTTACAACAAC

CTTTTCCTTCTCTATATCATTATCACCCTTAGTGGTGTCATCAGCTTCTTGCATCTCTGCTTCCTTGGTCTCCTCT

TCTTTTTCTTCCTGGGAAATTTCCTTTTGTGAAGCTGATGATCTTTTAGTACGCTTCTTTGGGGGCTCCCTCTGTG

TTGGAGGAGCTGCCTTGGCCTTCTCACTGATTCTTGTAGATCTTCTTGGGGTCTCACCAGTGCCCCAGTCAAATTC

TGATACAGCTGGGCCTCCAGGGTGTGCTTTCAAATATTTTTCCAGCTGCTTCCTGTTATTGATCTCCTCTCCTGTT

GGTGCAGTGAACACAATCTCGTTTTTCTTTGGGGTACCAGCTTTCTTTGGAATGAACTGCTTCTTCCAACCAGGTG

GAGCAGGAAGCTCCAAAGACAAAGTTTCCTCGCTCGCGCCACCCTCCTTCTCCACTGCGCTCGCCATATGGCTGCC

GCGCGGCACCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAA

CAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGCGGGATCG

AGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATAT

CGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTG

GCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCA601CCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCA

ACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTG651CTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGACA

CCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGT

GAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAG

GCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCG

TGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTC

GCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAG1051CGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACG

AAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTAT

CCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTG

ACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATT
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GGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCAT

AAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAAC

AAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGC

AATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGAC

AGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCT

TGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCAC

CCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCC

CGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCGGGATCTCGACCG

ATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGA

CTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGACCGCTTTCG

CTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACT

GGTCCCGCCACCAAACGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCCCACGGGTGCGCATGATCG

TGCTCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGGCTGGCGGGGTTGCCTTACTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGA

GCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAAACGTCTGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTT

TCGTAAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCAGCGCCCTGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGC

TACCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTGGTCCCGCCG

CATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTCCAGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTG

AGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTTACACGGAGGCATCAGTGACCA

AACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACGA

GCTGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCCTC

GCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGG

ATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTC

ACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATAT

GCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGAC

TCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAAT

CAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCT

GGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCG

ACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTA

CCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTC

GGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGT

AACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCA

GAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATT

TGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACC

GCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGA

TCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGT

CTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCTAGGCCGCGATT

AAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATC

TATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTA

CAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCC
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TGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCA

GGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTA

ACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGA

TGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCA

GTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTG

GACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATT

ACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGAT

GAGTTTTTCTAAGAATTAATTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCG

CGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTT

AAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGG

GTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACC

GTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCAC

TAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGG

GAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCC

GCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCA。

[0046] 转化感受态细胞：将pET-28a重组质粒转化大肠杆菌BL21Star感受态细胞；

[0047] 诱导表达：将含有pET-28a重组质粒的菌株扩大培养，加入1‰IPTG贮存液过夜诱

导，将诱导后的菌体离心收集，重悬，破碎菌体，离心，取上清液，得总可溶性蛋白；

[0048] 蛋白分离纯化：对所得的总可溶性蛋白进行亲和层析，分离纯化目的蛋白。

[0049] 构建重组质粒过程中，可以包括以下步骤：

[0050] 将目的基因片段和经过双酶切的PET-28a蛋白表达载体按照摩尔比10:1混合，加

入0.5μL  T4连接酶，1μL  10×Buffer，用水补齐至10μL，16℃连接过夜。

[0051] 诱导表达过程中，可以包括以下步骤：

[0052] 将含有pET-28a重组质粒的菌株扩大培养，加入1‰IPTG贮存液，在16℃下150rmp

过夜诱导，将诱导后的菌体离心收集，用Balance  Buffer重悬，破碎菌体，在4℃，10000rmp

下离心30min，取上清液。

[0053] 蛋白分离纯化过程中，可以包括以下步骤：

[0054] 将总可溶性蛋白经镍离子亲和层析，利用蛋白脱盐柱去除蛋白溶液中的咪唑，将

脱盐后的蛋白溶液冷冻干燥，用PBS缓冲液复溶，用分子筛分离纯化凝血酶酶切产物。

[0055] 以下通过实施例对本发明作进一步说明。

[0056] 实施例1：基因的克隆

[0057] 根据PMD19-T载体和基因的序列特点引入相应酶切位点的同源序列，在基因的上

下游引物的5’端分别引入核酸内切酶(Nde  I)和(Xho  I)两端的同源序列。

[0058] 引物：F：3’-ATGGCGAGCGCAGTGGAGAAG(Nde  I)-5’；

[0059] R：3’-TCAGCTCTCGTGAGTGCCATTC(Xho  I)-5’。

[0060] 以基因的F和R作为引物，以大豆R0期胚根cDNA为模板，进行PCR扩增。反应体系为5

×Phusion  HF  Buffer  4μL，2.5mM  dNTP1.6μL，上下游引物各10mM，cDNA模板1μL，DMSO  0.6

μL，用水补齐至20μL。在PCR仪上98℃预反应30s，98℃反应5s，退火温度依据引物Tm值而定，

72℃延伸反应时间依据基因长度而定，72℃10min，将反应产物在1％的琼脂糖凝胶电泳上
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分离PCR产物，用紫外灯检测，并按照核酸回收试剂盒的说明书操作收集特异性扩增产物。

将扩增回收产物与TaKaRa的PMD19-T  simple载体按照摩尔比10:1的比例混合，加入等体积

的SolutionⅠ反应缓冲液，混匀后，轻微离心，置于16℃下水浴连接过夜。

[0061] 本实施例中，是根据NCBI数据库中的核酸序列设计引物，以大豆胚根总cDNA为模

板，利用PCR方法扩增挑选出来的基因的序列，PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳检测，结果显

示，拟扩增基因得到有效扩增，基因的分子量大小与预期分子量大小相近(如图1所示)，连

接T载后进行测序。将测序成功的克隆载体与蛋白表达载体PET-28a经双酶切后，通过T4连

接酶连接酶切产物，构建pET-28a/重组质粒，然后将重组质粒转化大肠杆菌BL21Star，利用

菌落PCR法对重组菌进行验证(如图2所示)。结果显示构建成功的重组菌能扩增到目的片

段，表明成功构建含目的基因的原核表达载体。

[0062] 实施例2：超级感受态的制备及转化

[0063] 按照上海生工提供的超级感受态试剂盒提供的方法制备大肠杆菌TOP10和

BL21Star感受态，在超净工作台中挑取划线培养的大肠杆菌单克隆菌株于5mL的LB液体培

养基中，在37℃，180rmp恒温摇床中培养12h后，按照1:50比例接种到50mL新鲜配制的LB培

养基中，至OD600值约为0.6。将用50mL离心管收集菌体，8,000g离心3min。弃上清后将菌体

冰上放置10min，4℃，5,000rmp离心5min，用试剂盒提供的Buffer  A将菌体重悬后于冰上放

置30min，4℃，

[0064] 5,000rmp离心5min，弃上清液，用试剂盒提供的Buffer  B(用前-20℃预冷)重悬菌

体，用灭菌的1.5mL  EP管分装，每管100μL。在-80℃冰箱中备用。

[0065] 将10μL连接产物加入到含有100μL大肠杆菌感受态中，轻微混匀。将大肠杆菌感受

态细胞放置于冰上30min，42℃热激90s，冰上5min，加入900μL新鲜配制的LB液体培养基。在

37℃，180rmp恒温摇床中培养1h，取300μL菌液涂布于含有相应抗生素的LB固体培养基中，

37℃下倒置培养15h。

[0066] 实施例3：质粒提取

[0067] 利用OMEGA公司提供的质粒提取试剂盒操作，取1mL菌液于1 .5mL的EP管中，8,

000rmp，离心1min，重复3次，弃上清。向装有菌体的EP管中加入Buffer  I  200μL，用移液器

充分吹打混匀后加入200μL  Buffer  II，轻微颠倒混匀2次，室温静置1min，加入Buffer  III 

300μL，颠倒混匀3次，整个过程不要超过5min。室温，12,000rmp离心15min，吸取上清500μL，

加入平衡好的核酸收集柱中，室温，12,000rmp离心1min，弃废液后向核酸收集柱中加入500

μL  HB  Buffer，室温12,000rmp离心1min，弃废液，加入试剂盒中的600μL  WB  Buffer(预先

加入800mL无水乙醇)，室温12,000rmp离心1min重复2次，将核酸收集柱空转，15,000rmp离

心2min除去残留的WB  Buffer。向核酸收集柱内加入30μL无菌水，用一个新EP管收集质粒，

室温12,000rmp离心2min。

[0068] 实施例4：蛋白表达载体的构建

[0069] 将含目的基因的PMD19-T载体按照基因引物设计的酶切位点做双酶切反应，反应

体系为限制性内切酶各1μL，质粒1μg，反应Buffer  2μL，用水补齐至10μL，反应5h，将反应产

物在1％的琼脂糖凝胶电泳上分离酶切产物，在紫外灯下检测。回收目的基因片段，将目的

基因片段和经过双酶切的PET-28a蛋白表达载体按照摩尔比10:1混合，加入0.5μL  T4连接

酶，1μL  10×Buffer，用水补齐至10μL，16℃连接过夜。
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[0070] 实施例5：重组子的菌落PCR验证

[0071] 将连接产物转化大肠杆菌BL21Star感受态细胞，挑取少量长有转化子的菌斑为模

板，以引物来验证重组子，PCR反应体系与过程同基因克隆。

[0072] 在本实施例中，将构建成功的pET-28a/蛋白重组菌扩大培养，加入0.1mM  IPTG在

16℃下诱导12小时，离心收集菌并用Balance  Buffer重悬菌体，通过超声破碎重组菌的细

胞膜离心取上清液即为重组菌的总可溶性蛋白，以pET-28a空载体诱导前后为对照，如图3

所示，其中，1-4分别为BL21诱导前，BL21诱导后，17号蛋白诱导前，17号蛋白诱导后(理论分

子量为12.3KDa)。从结果可以看出经过SDS-PAGE电泳检测重组菌得到表达。

[0073] 实施例6：蛋白的诱导表达

[0074] 将含有重组质粒的菌株扩大培养至含有1‰Kana贮存液的500mL  LB液体培养基

中，培养至OD600约0.6，加入1‰IPTG贮存液，在16℃下150rmp过夜诱导，将诱导后的菌体离

心收集用Balance  Buffer重悬，经超声破碎菌体后，在4℃，10,000rmp下离心30min，取上清

液进行后续的分离纯化。

[0075] 实施例7：蛋白的分离纯化

[0076] 利用亲和层析纯化蛋白，设置A泵流速3mL/min。用约50mL去离子水洗去与

Sepharose吸附的乙醇。用约30mL  0.5M氢氧化钠洗去柱子上的残留的蛋白。用约80mL去离

子水洗去氢氧化钠。上样约30mL硫酸镍，使镍离子与Sepharose结合。用约70mL去离子水，洗

去未结合的镍离子。用约50mL  Balance  Buffer平衡纯化柱。上样蛋白溶液。用约50mL 

Balance  Buffer洗去与镍离子未结合的蛋白。调节B泵流量至10％(B泵中为500mM咪唑)洗

去与镍离子弱结合蛋白；依次递增B泵流量梯度洗脱并收集蛋白。蛋白收集后清洗纯化柱，

设置B泵流量为零，用去离子水洗纯化柱，至电导率为零。用60mL  EDTA洗去镍离子。用去离

子水清洗洗纯化柱，直至电导率为零。用60mL  0.5M氢氧化钠洗去纯化柱中残留的蛋白。用

去离子水清洗纯化柱，直至电导率为零。用20％乙醇封柱以防止细菌滋生，纯化柱于4℃保

存。

[0077] 利用蛋白脱盐柱去除蛋白溶液中的咪唑。设置A泵流速4mL/min，用去离子水约

50mL洗去脱盐柱中的乙醇。蛋白上体积样小于10mL，体积过大会影响分离效果。用去离子水

洗脱出目的蛋白。蛋白脱盐后清洗脱盐柱，用0.2M氢氧化钠洗去残留的蛋白并活化脱盐柱。

用约50mL去离子水，洗去氢氧化钠；用20％乙醇封柱以防止细菌滋生，脱盐柱于4℃保存。

[0078] 将脱盐后的蛋白溶液冷冻干燥，用PBS缓冲液复溶，按照定量结果以1U凝血酶与

1mg融合蛋白混合，4℃，酶切过夜。

[0079] 用分子筛分离纯化凝血酶酶切产物。设置A泵流速1mL/min，用去离子水洗1个柱体

积。上样蛋白2mL，用去离子水洗脱出目的蛋白。收集目的蛋白后清洗分子筛，用0.2M氢氧化

钠洗脱约2个柱体积。用去离子水洗至电导率峰为零。用含有0.2M醋酸钠的20％乙醇封柱以

防止细菌滋生。

[0080] 本实施中为了获得功能验证的蛋白，将在大肠杆菌表达的重组菌中的总可溶性蛋

白经镍离子亲和层析，分离纯化目的蛋白，所用层析柱参数如下：柱长：20cm；直径：16mm，填

料：Chelating  Sepharose  Fast  Flow  4BTM，填料体积：10mL；厂家：Amersham  Biosciences

流速为3mL/min。

[0081] 理论分子量为33.8KDa，结果如图4所示，其中，1为纯化后，2为切标签后。
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[0082] 为了避免His标签对蛋白结构的测定与功能的验证，纯化后，用凝血酶切除His标

签，获得实验所需蛋白。His标签是由6个组氨酸组成的短肽，专门设计用于重组蛋白质的吸

附纯化，是目前用于纯化的融合标签中使用最为广泛的一种。利用His抗体可以检测带有

His标签的融合蛋白。通过Western-blotting检测凝血酶酶切前后的蛋白，如图5所示。

[0083] 实施例8：圆二色谱法测定蛋白的二级结构

[0084] 用去离子水溶解蛋白，根据定量结果将蛋白配制成100μM的母液。将母液稀释成

500μL，终浓度为10μM，用于二级结构的测定。将待测的蛋白样品加入比色皿中，分别以去离

子水、不同浓度TFE以及SDS缓冲液的吸收值为背景，设定检测扫描范围250nm-190nm，扫描

频率为1nm。将测得数据利用在线圆二数据分析软件DICHROWEB计算蛋白的二级结构，结果

如图6所示。

[0085] 圆二色谱常用来测定蛋白的二级结构。一个典型的α-螺旋在208nm和222nm附近有

一个负峰，在192nm处有一个正峰；β-折叠在190nm左右有一个正峰，在215nm处有一个负峰；

无规则卷曲在198nm左右有一个负峰。本实验测定了经过大肠杆菌原核表达纯化后的蛋白

在水溶液以及不同浓度的TFE和SDS溶液中的二级结构(图6)。通过在线软件计算了每个蛋

白二级结构的α-螺旋和无序结构的比例，并与预测结果比较，CD实际测得蛋白无规则卷曲

的含量与预测结果趋势基本相同。

[0086] 实施例9：反复冻融条件下LDH酶的残留酶活测定

[0087] LDH酶是糖酵解代谢途径中的一种关键酶，能在含游离氢离子条件下催化丙酮酸

和还原型辅酶Ⅰ(NADH)反应生成乳酸和氧化态的辅酶Ⅰ。鉴于还原型辅酶Ⅰ在340nm处有最大

吸收峰，因此可以通过检测在340nm处的吸收峰的减少值来检测反应进程。本实验在含有底

物丙酮酸和还原型辅酶Ⅰ的反应体系中加入LDH酶，通过检测反应过程中340nm处光吸收值

的改变来测定LDH酶的活力。

[0088] LDH酶溶液的配制：将蛋白与LDH酶按照摩尔比(蛋白：LDH酶)为1:1、5:1和10:1的

比例配制成70μL的酶溶液，将酶溶液各自分成6分，每份10uL，3份进行冻融胁迫，另外3份不

进行冻融胁迫。将酶溶液放入液氮速度1min，然后置于25℃温控板下融化5min，反复进行6

次。取5μL反复冻融后的酶液加入到含有2mL的的反应底物(10mmol/L磷酸氢二钾-磷酸二氢

钾，pH＝7.5,7.5mmol/L丙酮酸，0.1mmol/还原型辅酶Ⅰ)，通过紫外分光光度计检测在反应

2min中内在A340的减少值，每个反应3次，重复3次，计算9次反应的平均值和标准差。根据在

反应2min内冻融后A340差值占冻融前A340差值的百分比来计算残留酶活，以残留酶活的值

为纵坐标，以蛋白与LDH酶的摩尔比为横坐标，绘制LDH酶的残留酶活柱状图，如图7所示，可

反应纯化后的蛋白在冻融条件下对LDH酶的保护作用。

[0089] 本实施例中将溶菌酶或纯化后的目的蛋白与LDH酶按照摩尔比(1:1、5:1、10:1)比

例混合，反复冻融6次后测定LDH酶的残留酶活。在冻融胁迫条件下，溶菌酶对LDH几乎没有

保护作用。但是加入纯化后的蛋白均具有对LDH酶的保护能力。

[0090] 应当理解的是，本发明的应用不限于上述的举例，对本领域普通技术人员来说，可

以根据上述说明加以改进或变换，所有这些改进和变换都应属于本发明所附权利要求的保

护范围。
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110>  深圳大学

[0003] <120>  一种大豆蛋白的应用及其制备方法和表达载体、引物

[0004] <130>  5

[0005] <160>  5

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5

[0007] <210>  1

[0008] <211>  1408

[0009] <212>  DNA

[0010] <213> 大豆（Glycine  max  (Linn.)  Merr. ）

[0011] <223>  基因编码为Glyma06g25310.1的大豆蛋白基因序列

[0012] <400>  1

[0013] atcgaatcga  cctgaactgc  ttcttcaaat  ttttttctgg  tgattctaca  acctgtccta  60

[0014] actctcaacc  ctcttcctct  taattaatct  attcctcttt  atcctcctct  gaacctcaaa  120

[0015] caccaaaaca  aagcattaca  attctcaatt  tcacataaac  accagaattg  ataaaaacac  180

[0016] ataacaaaaa  aaaaaagtga  aaaatggcga  gcgcagtgga  gaaggagggt  ggcgcgagcg  240

[0017] aggaaacttt  gtctttggag  cttcctgctc  cacctggttg  gaagaagcag  ttcattccaa  300

[0018] agaaagctgg  taccccaaag  aaaaacgaga  ttgtgttcac  tgcaccaaca  ggagaggaga  360

[0019] tcaataacag  gaagcagctg  gaaaaatatt  tgaaagcaca  ccctggaggc  ccagctgtat  420

[0020] cagaatttga  ctggggcact  ggtgagaccc  caagaagatc  tacaagaatc  agtgagaagg  480

[0021] ccaaggcagc  tcctccaaca  cagagggagc  ccccaaagaa  gcgtactaaa  agatcatcag  540

[0022] cttcacaaaa  ggaaatttcc  caggaagaaa  aagaagagga  gaccaaggaa  gcagagatgc  600

[0023] aagaagctga  tgacaccact  aagggtgata  atgatataga  gaaggaaaag  gttgttgtaa  660

[0024] acgaaaatca  tgacaagagt  gtggaagata  cagatgtcaa  caaatccact  cgttatggag  720

[0025] aagaagctaa  agctggagaa  aacgttgagg  tacctattga  agaggaaaaa  tccaatgctg  780

[0026] ctgatggaga  actacctgca  ttaaaagata  aagctgatga  caaagtaact  gagggctctg  840

[0027] aagtttttct  gagaaaggat  gaagaaaaga  ttgagcaacc  acaggaagag  acaaaagaat  900

[0028] atagtggatt  tggggagcca  gagaaattgg  aaacatgcac  tactgcagac  aaaacggttg  960

[0029] aagtggaagg  agtgaataaa  gaggatcacg  tcaaaagtac  tcatgaattt  gaagttgggg  1020

[0030] aaatagaagg  aacaaaagtg  aacggtgaag  aacatcacaa  gcttgatgag  ataaacaagg  1080

[0031] ccgaagcaga  gttgactgtg  aatggcactc  acgagagctg  aactggtgag  gtcaaaagcc  1140

[0032] tggagcaggg  aatagattaa  taagctctcc  gcttccctcc  tctcattctg  acccctttag  1200

[0033] atctgtttga  aatgactgta  gtttttgtta  atgttatttc  tctgattgtt  tattgaaata  1260

[0034] acaatataca  attatagagc  atagccgtat  catgtaccac  ccttgggtgt  attggacaga  1320

[0035] cgtgtagctt  ctagttgctt  ttgtaacatt  atgttgtaag  atgtgatatg  gacctgtaat  1380

[0036] catatatgta  aggaagtgat  cctatata  1408

[0037] <210>  2

[0038] <211>  21

[0039] <212>  DNA

[0040] <213> 人工序列

[0041] <223>  引物序列
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[0042] <400>  2

[0043] atggcgagcg  cagtggagaa  g  21

[0044] <210>  3

[0045] <211>  22

[0046] <212>  DNA

[0047] <213> 人工序列

[0048] <223>  引物序列

[0049] <400>  3

[0050] tcagctctcg  tgagtgccat  tc  22

[0051] <210>  4

[0052] <211>  918

[0053] <212>  DNA

[0054] <213> 人工序列

[0055] <223> 目的基因片段的基因序列

[0056] <400>  4

[0057] atggcgagcg  cagtggagaa  ggagggtggc  gcgagcgagg  aaactttgtc  tttggagctt  60

[0058] cctgctccac  ctggttggaa  gaagcagttc  attccaaaga  aagctggtac  cccaaagaaa  120

[0059] aacgagattg  tgttcactgc  accaacagga  gaggagatca  ataacaggaa  gcagctggaa  180

[0060] aaatatttga  aagcacaccc  tggaggccca  gctgtatcag  aatttgactg  gggcactggt  240

[0061] gagaccccaa  gaagatctac  aagaatcagt  gagaaggcca  aggcagctcc  tccaacacag  300

[0062] agggagcccc  caaagaagcg  tactaaaaga  tcatcagctt  cacaaaagga  aatttcccag  360

[0063] gaagaaaaag  aagaggagac  caaggaagca  gagatgcaag  aagctgatga  caccactaag  420

[0064] ggtgataatg  atatagagaa  ggaaaaggtt  gttgtaaacg  aaaatcatga  caagagtgtg  480

[0065] gaagatacag  atgtcaacaa  atccactcgt  tatggagaag  aagctaaagc  tggagaaaac  540

[0066] gttgaggtac  ctattgaaga  ggaaaaatcc  aatgctgctg  atggagaact  acctgcatta  600

[0067] aaagataaag  ctgatgacaa  agtaactgag  ggctctgaag  tttttctgag  aaaggatgaa  660

[0068] gaaaagattg  agcaaccaca  ggaagagaca  aaagaatata  gtggatttgg  ggagccagag  720

[0069] aaattggaaa  catgcactac  tgcagacaaa  acggttgaag  tggaaggagt  gaataaagag  780

[0070] gatcacgtca  aaagtactca  tgaatttgaa  gttggggaaa  tagaaggaac  aaaagtgaac  840

[0071] ggtgaagaac  atcacaagct  tgatgagata  aacaaggccg  aagcagagtt  gactgtgaat  900

[0072] ggcactcacg  agagctga  918

[0073] <210>  5

[0074] <211>  6177

[0075] <212>  DNA

[0076] <213> 人工序列

[0077] <223>  pET-28a重组质粒基因序列

[0078] <400>  5

[0079] atccggatat  agttcctcct  ttcagcaaaa  aacccctcaa  gacccgttta  gaggccccaa  60

[0080] ggggttatgc  tagttattgc  tcagcggtgg  cagcagccaa  ctcagcttcc  tttcgggctt  120

[0081] tgttagcagc  cggatctcag  tggtggtggt  ggtggtgctc  gaggcttcgg  ccttgtttat  180

[0082] ctcatcaagc  ttgtgatgtt  cttcaccgtt  cacttttgtt  ccttctattt  ccccaacttc  240

[0083] aaattcatga  gtacttttga  cgtgatcctc  tttattcact  ccttccactt  caaccgtttt  300
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[0084] gtctgcagta  gtgcatgttt  ccaatttctc  tggctcccca  aatccactat  attcttttgt  360

[0085] ctcttcctgt  ggttgctcaa  tcttttcttc  atcctttctc  agaaaaactt  cagagccctc  420

[0086] agttactttg  tcatcagctt  tatcttttaa  tgcaggtagt  tctccatcag  cagcattgga  480

[0087] tttttcctct  tcaataggta  cctcaacgtt  ttctccagct  ttagcttctt  ctccataacg  540

[0088] agtggatttg  ttgacatctg  tatcttccac  actcttgtca  tgattttcgt  ttacaacaac  600

[0089] cttttccttc  tctatatcat  tatcaccctt  agtggtgtca  tcagcttctt  gcatctctgc  660

[0090] ttccttggtc  tcctcttctt  tttcttcctg  ggaaatttcc  ttttgtgaag  ctgatgatct  720

[0091] tttagtacgc  ttctttgggg  gctccctctg  tgttggagga  gctgccttgg  ccttctcact  780

[0092] gattcttgta  gatcttcttg  gggtctcacc  agtgccccag  tcaaattctg  atacagctgg  840

[0093] gcctccaggg  tgtgctttca  aatatttttc  cagctgcttc  ctgttattga  tctcctctcc  900

[0094] tgttggtgca  gtgaacacaa  tctcgttttt  ctttggggta  ccagctttct  ttggaatgaa  960

[0095] ctgcttcttc  caaccaggtg  gagcaggaag  ctccaaagac  aaagtttcct  cgctcgcgcc  1020

[0096] accctccttc  tccactgcgc  tcgccatatg  gctgccgcgc  ggcaccaggc  cgctgctgtg  1080

[0097] atgatgatga  tgatggctgc  tgcccatggt  atatctcctt  cttaaagtta  aacaaaatta  1140

[0098] tttctagagg  ggaattgtta  tccgctcaca  attcccctat  agtgagtcgt  attaatttcg  1200

[0099] cgggatcgag  atctcgatcc  tctacgccgg  acgcatcgtg  gccggcatca  ccggcgccac  1260

[0100] aggtgcggtt  gctggcgcct  atatcgccga  catcaccgat  ggggaagatc  gggctcgcca  1320

[0101] cttcgggctc  atgagcgctt  gtttcggcgt  gggtatggtg  gcaggccccg  tggccggggg  1380

[0102] actgttgggc  gccatctcct  tgcatgcacc  attccttgcg  gcggcggtgc  tcaacggcct  1440

[0103] caacctacta  ctgggctgct  tcctaatgca  ggagtcgcat  aagggagagc  gtcgagatcc  1500

[0104] cggacaccat  cgaatggcgc  aaaacctttc  gcggtatggc  atgatagcgc  ccggaagaga  1560

[0105] gtcaattcag  ggtggtgaat  gtgaaaccag  taacgttata  cgatgtcgca  gagtatgccg  1620

[0106] gtgtctctta  tcagaccgtt  tcccgcgtgg  tgaaccaggc  cagccacgtt  tctgcgaaaa  1680

[0107] cgcgggaaaa  agtggaagcg  gcgatggcgg  agctgaatta  cattcccaac  cgcgtggcac  1740

[0108] aacaactggc  gggcaaacag  tcgttgctga  ttggcgttgc  cacctccagt  ctggccctgc  1800

[0109] acgcgccgtc  gcaaattgtc  gcggcgatta  aatctcgcgc  cgatcaactg  ggtgccagcg  1860

[0110] tggtggtgtc  gatggtagaa  cgaagcggcg  tcgaagcctg  taaagcggcg  gtgcacaatc  1920

[0111] ttctcgcgca  acgcgtcagt  gggctgatca  ttaactatcc  gctggatgac  caggatgcca  1980

[0112] ttgctgtgga  agctgcctgc  actaatgttc  cggcgttatt  tcttgatgtc  tctgaccaga  2040

[0113] cacccatcaa  cagtattatt  ttctcccatg  aagacggtac  gcgactgggc  gtggagcatc  2100

[0114] tggtcgcatt  gggtcaccag  caaatcgcgc  tgttagcggg  cccattaagt  tctgtctcgg  2160

[0115] cgcgtctgcg  tctggctggc  tggcataaat  atctcactcg  caatcaaatt  cagccgatag  2220

[0116] cggaacggga  aggcgactgg  agtgccatgt  ccggttttca  acaaaccatg  caaatgctga  2280

[0117] atgagggcat  cgttcccact  gcgatgctgg  ttgccaacga  tcagatggcg  ctgggcgcaa  2340

[0118] tgcgcgccat  taccgagtcc  gggctgcgcg  ttggtgcgga  tatctcggta  gtgggatacg  2400

[0119] acgataccga  agacagctca  tgttatatcc  cgccgttaac  caccatcaaa  caggattttc  2460

[0120] gcctgctggg  gcaaaccagc  gtggaccgct  tgctgcaact  ctctcagggc  caggcggtga  2520

[0121] agggcaatca  gctgttgccc  gtctcactgg  tgaaaagaaa  aaccaccctg  gcgcccaata  2580

[0122] cgcaaaccgc  ctctccccgc  gcgttggccg  attcattaat  gcagctggca  cgacaggttt  2640

[0123] cccgactgga  aagcgggcag  tgagcgcaac  gcaattaatg  taagttagct  cactcattag  2700

[0124] gcaccgggat  ctcgaccgat  gcccttgaga  gccttcaacc  cagtcagctc  cttccggtgg  2760

[0125] gcgcggggca  tgactatcgt  cgccgcactt  atgactgtct  tctttatcat  gcaactcgta  2820
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[0126] ggacaggtgc  cggcagcgct  ctgggtcatt  ttcggcgagg  accgctttcg  ctggagcgcg  2880

[0127] acgatgatcg  gcctgtcgct  tgcggtattc  ggaatcttgc  acgccctcgc  tcaagccttc  2940

[0128] gtcactggtc  ccgccaccaa  acgtttcggc  gagaagcagg  ccattatcgc  cggcatggcg  3000

[0129] gccccacggg  tgcgcatgat  cgtgctcctg  tcgttgagga  cccggctagg  ctggcggggt  3060

[0130] tgccttactg  gttagcagaa  tgaatcaccg  atacgcgagc  gaacgtgaag  cgactgctgc  3120

[0131] tgcaaaacgt  ctgcgacctg  agcaacaaca  tgaatggtct  tcggtttccg  tgtttcgtaa  3180

[0132] agtctggaaa  cgcggaagtc  agcgccctgc  accattatgt  tccggatctg  catcgcagga  3240

[0133] tgctgctggc  taccctgtgg  aacacctaca  tctgtattaa  cgaagcgctg  gcattgaccc  3300

[0134] tgagtgattt  ttctctggtc  ccgccgcatc  cataccgcca  gttgtttacc  ctcacaacgt  3360

[0135] tccagtaacc  gggcatgttc  atcatcagta  acccgtatcg  tgagcatcct  ctctcgtttc  3420

[0136] atcggtatca  ttacccccat  gaacagaaat  cccccttaca  cggaggcatc  agtgaccaaa  3480

[0137] caggaaaaaa  ccgcccttaa  catggcccgc  tttatcagaa  gccagacatt  aacgcttctg  3540

[0138] gagaaactca  acgagctgga  cgcggatgaa  caggcagaca  tctgtgaatc  gcttcacgac  3600

[0139] cacgctgatg  agctttaccg  cagctgcctc  gcgcgtttcg  gtgatgacgg  tgaaaacctc  3660

[0140] tgacacatgc  agctcccgga  gacggtcaca  gcttgtctgt  aagcggatgc  cgggagcaga  3720

[0141] caagcccgtc  agggcgcgtc  agcgggtgtt  ggcgggtgtc  ggggcgcagc  catgacccag  3780

[0142] tcacgtagcg  atagcggagt  gtatactggc  ttaactatgc  ggcatcagag  cagattgtac  3840

[0143] tgagagtgca  ccatatatgc  ggtgtgaaat  accgcacaga  tgcgtaagga  gaaaataccg  3900

[0144] catcaggcgc  tcttccgctt  cctcgctcac  tgactcgctg  cgctcggtcg  ttcggctgcg  3960

[0145] gcgagcggta  tcagctcact  caaaggcggt  aatacggtta  tccacagaat  caggggataa  4020

[0146] cgcaggaaag  aacatgtgag  caaaaggcca  gcaaaaggcc  aggaaccgta  aaaaggccgc  4080

[0147] gttgctggcg  tttttccata  ggctccgccc  ccctgacgag  catcacaaaa  atcgacgctc  4140

[0148] aagtcagagg  tggcgaaacc  cgacaggact  ataaagatac  caggcgtttc  cccctggaag  4200

[0149] ctccctcgtg  cgctctcctg  ttccgaccct  gccgcttacc  ggatacctgt  ccgcctttct  4260

[0150] cccttcggga  agcgtggcgc  tttctcatag  ctcacgctgt  aggtatctca  gttcggtgta  4320

[0151] ggtcgttcgc  tccaagctgg  gctgtgtgca  cgaacccccc  gttcagcccg  accgctgcgc  4380

[0152] cttatccggt  aactatcgtc  ttgagtccaa  cccggtaaga  cacgacttat  cgccactggc  4440

[0153] agcagccact  ggtaacagga  ttagcagagc  gaggtatgta  ggcggtgcta  cagagttctt  4500

[0154] gaagtggtgg  cctaactacg  gctacactag  aaggacagta  tttggtatct  gcgctctgct  4560

[0155] gaagccagtt  accttcggaa  aaagagttgg  tagctcttga  tccggcaaac  aaaccaccgc  4620

[0156] tggtagcggt  ggtttttttg  tttgcaagca  gcagattacg  cgcagaaaaa  aaggatctca  4680

[0157] agaagatcct  ttgatctttt  ctacggggtc  tgacgctcag  tggaacgaaa  actcacgtta  4740

[0158] agggattttg  gtcatgaaca  ataaaactgt  ctgcttacat  aaacagtaat  acaaggggtg  4800

[0159] ttatgagcca  tattcaacgg  gaaacgtctt  gctctaggcc  gcgattaaat  tccaacatgg  4860

[0160] atgctgattt  atatgggtat  aaatgggctc  gcgataatgt  cgggcaatca  ggtgcgacaa  4920

[0161] tctatcgatt  gtatgggaag  cccgatgcgc  cagagttgtt  tctgaaacat  ggcaaaggta  4980

[0162] gcgttgccaa  tgatgttaca  gatgagatgg  tcagactaaa  ctggctgacg  gaatttatgc  5040

[0163] ctcttccgac  catcaagcat  tttatccgta  ctcctgatga  tgcatggtta  ctcaccactg  5100

[0164] cgatccccgg  gaaaacagca  ttccaggtat  tagaagaata  tcctgattca  ggtgaaaata  5160

[0165] ttgttgatgc  gctggcagtg  ttcctgcgcc  ggttgcattc  gattcctgtt  tgtaattgtc  5220

[0166] cttttaacag  cgatcgcgta  tttcgtctcg  ctcaggcgca  atcacgaatg  aataacggtt  5280

[0167] tggttgatgc  gagtgatttt  gatgacgagc  gtaatggctg  gcctgttgaa  caagtctgga  5340

序　列　表 4/5 页

15

CN 107058277 B

15



[0168] aagaaatgca  taaacttttg  ccattctcac  cggattcagt  cgtcactcat  ggtgatttct  5400

[0169] cacttgataa  ccttattttt  gacgagggga  aattaatagg  ttgtattgat  gttggacgag  5460

[0170] tcggaatcgc  agaccgatac  caggatcttg  ccatcctatg  gaactgcctc  ggtgagtttt  5520

[0171] ctccttcatt  acagaaacgg  ctttttcaaa  aatatggtat  tgataatcct  gatatgaata  5580

[0172] aattgcagtt  tcatttgatg  ctcgatgagt  ttttctaaga  attaattcat  gagcggatac  5640

[0173] atatttgaat  gtatttagaa  aaataaacaa  ataggggttc  cgcgcacatt  tccccgaaaa  5700

[0174] gtgccacctg  aaattgtaaa  cgttaatatt  ttgttaaaat  tcgcgttaaa  tttttgttaa  5760

[0175] atcagctcat  tttttaacca  ataggccgaa  atcggcaaaa  tcccttataa  atcaaaagaa  5820

[0176] tagaccgaga  tagggttgag  tgttgttcca  gtttggaaca  agagtccact  attaaagaac  5880

[0177] gtggactcca  acgtcaaagg  gcgaaaaacc  gtctatcagg  gcgatggccc  actacgtgaa  5940

[0178] ccatcaccct  aatcaagttt  tttggggtcg  aggtgccgta  aagcactaaa  tcggaaccct  6000

[0179] aaagggagcc  cccgatttag  agcttgacgg  ggaaagccgg  cgaacgtggc  gagaaaggaa  6060

[0180] gggaagaaag  cgaaaggagc  gggcgctagg  gcgctggcaa  gtgtagcggt  cacgctgcgc  6120

[0181] gtaaccacca  cacccgccgc  gcttaatgcg  ccgctacagg  gcgcgtccca  ttcgcca  6177
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