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黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 的原核表达载体
的构建及表达分析
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摘　要：以先前克隆到的黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 全长的 cDNA 为模板，用含有特异性酶切位点

的 Yh1、Yh2 为引物，通过 PCR 方法将黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 的 ORF 区构建到大肠杆菌表达载体

pGEX-4T-1 上获得原核表达载体 p4t-LOX2，将该表达载体 p4t-LOX2 转化到大肠杆菌菌株 BL21（DE3）

中，获得相应的重组工程菌。在 IPTG 诱导下，通过 SDS-PAGE 电泳，得到一条约 115 kD 的融合蛋白条带，

除去 pGEX-4T-1 自身诱导的约 26 kD 大小的 GST 标签蛋白后，CsLOX2 编码一个约 89 kD 的蛋白。 经过

融合蛋白表达体系的优化分析，表明该融合蛋白在 37℃，0.80 mmol·L-1 IPTG 诱导表达 10.5 h，可获得

融合蛋白的最大表达量。
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Construction and Expression of a Cucumber Lipoxygenase Gene CsLOX2 in 
Prokaryotic Cells
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qing，CHENG Zhi-hui  
（College of Horticulture，Northwest A&F University，Key Laboratory of Horticultural Plant Germplasm Resources 

Utilization in Northwest China，Yangling 712100，Shaanxi，China）   

Abstract：The ORF of cucumber（Cucumis sativus L.）CsLOX2 gene was inserted into an 

expression vector pGEX-4T-1 through PCR method using specific primers Yh1 and Yh2，and the 

recombined expression vector p4t-LOX2 was constructed. The expression amount of fusion protein 

was detected under different expressive conditions，such as different time，different temperature and 

different concentration of IPTG. The 115 kD fusion protein was obtained and induced by IPTG and it 

showed that CsLOX2 gene encoded a 89 kD protein after the 26 kD GST protein tag was removed．The 

proper induction condition was 37 ℃ temperature，0.80 mmol·L-1 IPTG concentration and 10.5 h 

inducing time. 
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黄瓜（Cucumis sativus L.）是一种重要的世界性蔬菜，属于葫芦科黄瓜属一年生草本植

物，其果实脆嫩多汁且具有独特的芳香气味，因而备受人们青睐。目前已分离到的与黄瓜果实

芳香气味有关的化合物主要是一些小分子的醇、醛及酯类物质，如反，顺-2，6-壬二烯醇和

反，顺-2，6-壬二烯醛等（徐坤范，2006）。在植物体内，这些小分子物质主要是由脂氧合酶/

脂氢过氧化物裂解酶（LOX/HPL） 联合催化途径催化产生的（刘春香 等，2002），在黄瓜果实芳

香物质的形成过程中，脂氧合酶（LOX）主要催化多不饱和脂肪酸形成 9-氢过氧化物（9-HPOs），

HPL 则系统表现为对 9-HPOs 和 13- 氢过氧化物（13-HPOs）具有相似的催化活性（Galliard 

et al.，1976）。目前研究表明，LOX/HPL 联合催化途径是黄瓜芳香物质产生的唯一一条代谢途径。

因此，作为黄瓜果实芳香物质形成途径中的第一个酶，脂氧合酶催化反应的位置专一性很可能

决定了黄瓜果实中 C6、C9 醛含量的高低，并进一步地决定黄瓜果实风味的浓郁程度。

脂氧合酶（LOX，EC1. 13. 11. 12）又叫脂肪氧化酶、胡萝卜素氧化酶、加氧酶或氧合酶，

系统命名为亚油酸根﹕氧氧化还原酶（1inoleate ﹕ oxygen oxidoreductase），即亚油酸氧化还原酶，

其广泛存在于植物、哺乳动物及微生物中（Galliard & Phillips，1976）。LOX 的分子质量范围一

般在 94～103 kD 之间，肽段长度在 838 ～ 923 个氨基酸之间，有 9-LOX 和 13-LOX 两种类型，

是一种含非血红素蛋白质。其专一催化包括亚油酸、亚麻酸、花生四烯酸在内的具有顺，顺-1、

4-二戊烯结构的多元不饱和脂肪酸，生成具有共轭双键的过氧化氢物（Hydroperoxides，HPOD）

9-HPOs和 13-HPOs （Thanh et al.，  2008）。在黄瓜中，HPOs由氢过氧化物裂解酶（Hydroperoxides，

HPL） 裂解为 C6、C9 醛后再由乙醇脱氢酶（ADH） 催化为相应的醇类，醇类物质在酰基转移酶

（AAT） 参与下转化为酯类（Thanh et al.，2008），该过程中生成的各种挥发性的小分子醛、醇及

酯类物质，即是黄瓜果实芳香气味的来源（刘春香 等，2002）。

目前已从苹果、猕猴桃、马铃薯等多种果蔬中发现并克隆得到了脂氧合酶基因。在番茄中

就已克隆到 4 种不同的 LOX 基因，即从果实中得到的 tomLOXA 和 tomLOXB，以及从叶片中得

到的 tomLOXC 和 tomLOXD（Heitz et al.，1997）。通过对黄瓜基因组测序及生物信息学分析表明，

黄瓜基因组中可能存在 23 个 LOX 基因（Liu et al.，2011），目前已克隆得到了黄瓜中的脂氧合

酶基因有 LOX-1 基因（accession No. U25058）（Matsui et al.，1999）、CrLOX-1 基因（accession 

No. U36339）（Matsui et al.，1998），以及 9-LOX 基因（accession No. AJ271161）（Matsui et al.，

2006），但对这些基因编码的蛋白的性质及催化反应情况了解较少。Cheng 等（2006）对从杨树

中克隆得到的 LOX-1 和 LOX-2 进行了原核表达研究，汪仁等（2008）对水稻的 LOX-1 进行了原

核表达研究，试验表明脂氧合酶在体外合成后具有生物活性。本试验在已经克隆的黄瓜 CsLOX2
基因（登录号：KC429651）cDNA 的基础上，对其进行了生物信息学分析，构建 p4t-LOX2 原

核表达载体，并在大肠杆菌 BL21 中进行诱导表达，为黄瓜 CsLOX2 蛋白的进一步分离纯化以及

结构和功能的研究奠定基础。

1　材料与方法 

1.1　材料 

本试验中使用的材料为西北农林科技大学园艺学院黄瓜课题组培育的黄瓜种质材料华北型

黄瓜 26 号种质，其果实具有较高的 2，6-壬二烯醛/E-2-壬烯醛的比值，香味浓郁，具有较强的

抗病能力。

试验材料于 2011 年 2 月 20 日在西北农林科 技大学园艺学院园艺场塑料大棚内播种，采用

50 孔穴盘进行基质育苗。当幼苗长到 3 ～ 4 片真叶时定植。定植后 30 d 采摘植株的幼嫩叶片，

采回的样本于液氮中速冻，置于 -70℃超低温冰箱中保存备用。
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本试验所用的菌株 DH5α 和 E. coli 菌株 BI21（DE3）购自 TIAN-GEN 生物公司，pMD19-

T vector、限制性核酸内切酶 SalⅠ、NotⅠ、Taq DNA 聚合酶、蛋白质 Marker 购自 TaKaRa 宝生

物工程公司，Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit 购自沃尔森生物公司，RNA 提取试剂盒

购自天恩泽公司。载体 pGEX-4t-1 由徐炎副教授惠赠。 

1.2　方法

1.2.1　引物的设计与合成　根据 CsLOX2 的序列和酶切位点，在起始密码子和终止密码子附近设

计 引 物：Yh1 为 5′-CGCGTCGACTC-ATGTTTGGAATTGGGAAGAACATC-3′；Yh2 为 5′- ATA-

AGAATGCGGCCGC-TGCCCCTTCAAATAGAGATACTGT-3′。 上 游 引 物 Yh1 的 5′ 端 加 有 SalⅠ
（GTCGACTC）酶切位点，下游引物 Yh2 的 5′ 端加有 NotⅠ（GCGGCCGC）酶切位点，便于后

面原核表达载体的构建。

1.2.2　原核表达载体 p4t-LOX2 的构建　以先前克隆到的黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 全长 cDNA

为模板，YH1、YH2 为引物，PCR 扩增 CSLOX2 的编码框全长序列。PCR 反应程序为：94 ℃ 3 

min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 3 min，共 35 个循环；72 ℃延伸 10 min。用 NotⅠ和 SalⅠ
双酶切纯化的 PCR 产物和 pGEX4T-1，经 1.2% 的琼脂糖凝胶电泳后，切胶回收、连接，获得重

组质粒 p4t-LOX2，并转化至表达宿主菌 BL21（DE3），挑取阳性菌落，进行 PCR 检测，提取质

粒进行双酶切检测，以确保重组表达载体的正确性。

1.2.3　编码蛋白的理化性质分析与结构预测　利用生物信息学数据库及在线软件对 CsLOX2 基

因进行分析。用 Protparam 分析 CsLOX2 基因编码蛋白的氨基酸序列组成、相对分子质量、等电

点和亲/疏水性等理化性质；用 TMpred 分析 CsLOX2 基因编码蛋白的跨膜区域。

1.2.4　黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 融合蛋白表达形式的确定　将含有重组质粒 p4t-LOX2 和

pGEX-4T-1 空载体的 BL21（DE3）菌株于 500 mL 的 LB 液体培养基中〔含氨苄西林（Amp）50 

mg·L-1〕37 ℃下培养至 OD600 为 0.6～0.8，加入 0.4 mmol·L-1 的 IPTG，在 30 ℃诱导 5 h 后各

取出 2.0 mL 菌液，12 000 r·min-1 离心 1 min，弃上清液，加入 100 μL 1×SDS 加样缓冲液重

悬后煮沸 5 min，取 15 μL 样品进行 10% SDS-PAGE 电泳检测，考马斯亮蓝 R250 染色，脱色

后观察并分析结果。

1.2.5　黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 融合蛋白表达条件的优化

（1）适宜诱导时间的优化。将包含重组质粒 p4t-LOX2 的阳性菌在 37 ℃培养至 OD600 达

0.6～0.8，加入 IPTG 至终浓度为 0.4 mmol·L-1，在 30 ℃分别诱导 1.5、3.0、4.5、6.0、7.5、9.0、

10.5 h 后经 SDS-PAGE 电泳检测分析，选择适宜的诱导时间。

（2）适宜诱导剂浓度的优化。将包含重组质粒 p4t-LOX2 的阳性菌在 37 ℃培养至 OD600 达

0.6～0.8， 分 别 加 入 IPTG 至 终 浓 度 为 0.01、0.02、0.04、0.10、0.40、0.80、1.20 mmol·L-1，

诱导培养 6 h，经 SDS-PAGE 电泳检测分析，选择适宜的诱导剂浓度。

（3） 适 宜 诱 导 温 度 的 优 化。 将 包 含 重 组 质 粒 p4t-LOX2 的 阳 性 菌 在 37 ℃ 培 养 至 OD600 达

0.6～0.8，加入 IPTG 至终浓度为 0.4 mmol·L-1，分别在 18、22、26、30、34、37 ℃培养 6 h。

经 SDS-PAGE 电泳检测分析，选择适宜的诱导温度。

2　结果与分析

2.1　原核表达载体的构建及重组子的鉴定

通过 PCR 方法，以带有特异性酶切位点的引物 Yh1 和 Yh2 扩增到黄瓜脂氧合酶基因 Cs-
LOX2 的 ORF 区全长，扩增产物利用 NotⅠ和 SalⅠ酶切，经 1.2％的琼脂糖凝胶电泳检测后，

可见１条约 2 640 bp 的 DNA 片段（图１），该片段与预期 PCR 产物长度一致，将此片段切胶回收。

陈　巧等：黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 的原核表达载体的构建及表达分析
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将 pGEX-4T-1 载体用 SalⅠ和 NotⅠ酶切后经 1.2％的琼脂糖凝胶电泳检测（图 2），回收大

小约为 4 900 bp 的目的条带。将两次的回收产物用 T4DNA 连接酶连接，构建重组子 p4t-LOX2。

构建的重组子使用酶切和 PCR 分析方法进行鉴定。经双酶切检测得到约 4 900 bp 的 pGEX-

4T-1 线性片段和约 2 640 bp 的插入片段（图 3）；PCR 检测得到同样为 2 640 bp 的条带（图 4）。

测序结果显示，CsLOX2 的开放阅读框与 pGEX-4T-1 的蛋白阅读框完全吻合，没有移码。检测

结果表明已成功地构建黄瓜 CsLOX2 的原核表达重组质粒 p4t-LOX2。

图 1　CsLOX2 的 CDS 序列

　　M：DL 5 000 Marker；1：CDS 产物。

图 3　重组质粒 p4t-LOX2 的双酶切结果

　　M：DL 5 000 Marker；1：重组质粒；2：双酶切的重组质

粒 p4t-LOX2。

图 2　pGEX-4T-1 载体酶切结果

　　M：DL 5 000 Marker；1：pGEX-4T-1 载 体 的 质 粒；2：

双酶切的 pGEX-4T-1。

图 4　重组质粒 p4t-LOX2 的 PCR 检测

　　M：DL 5 000 Marker；1～3：重组载体 p4t-LOX2 PCR 检

测结果。
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2.2　黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 编码蛋白的理化性质及结构预测

2.2.1　黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 编码蛋白的理化性质分析　 应 用 Protparam 预 测 黄 瓜 Cs-
LOX2 基 因 编 码 蛋 白 的 理 化 性 质， 推 测 出 该 蛋 白 的 相 对 分 子 质 量 为 99.36 kD， 分 子 式 为

C4490H6945N1203O1312S13，等电点（pI）为 6.28，不稳定系数（instability index）是 39.18，属于稳定蛋白。

该蛋白中组成相对较多（超过 10%）的氨基酸为亮氨酸（Leu）94 个，占 10.4%，其余的皆小于

8%；带负电荷的氨基酸残基总数（Asp+Glu）为 111 个，总的正电荷氨基酸残基（Arg+Lys）总

数为 102 个。用 DNAstar 进行亲疏水性分析，显示出明显的亲水性，为水溶性蛋白。

2.2.2　黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 编码蛋白的结构预测　利用在线 TMpred 软件（http：//www.

ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html）分析黄瓜 CsLOX2 基因编码的蛋白的跨膜区域，结

果表明该蛋白有 5 个主要的跨膜区，其中 4 个是从膜内向膜外的螺旋，分别从 11 到 31、70 到

88、716 到 737 和 774 到 796，其中从 774 到 796 是跨膜最多的区域，1 个是从膜外向膜内的螺旋，
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为 287 到 313。

2.3　黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 融合蛋白在大

肠杆菌中的诱导表达及表达形式的确定

将 具 有 CsLOX2 cDNA 的 重 组 质 粒 p4t-

LOX2 转入大肠杆菌 BL21（DE3）后，加入终

浓 度 为 0.4 mmol·L-1 的 IPTG 诱 导， 以 未 诱

导的 pGEX-4T-1 空载体为对照，在 30 ℃条

件下诱导 5 h，将诱导菌经超声波处理后，离

心收集上清和沉淀，分别制样进行 SDS-PAGE

分析。结果（图 5）表明在沉淀中表观分子量

约为 115 kD 处有条带，上清中该处没有出现

条带，这说明 GST/CsLOX2 融合蛋白在诱导条

件下获得了表达，且是以包涵体形式表达的。

获 得 的 重 组 蛋 白 约 为 115 kD， 除 去 pGEX-

4T-1 自 身 诱 导 的 约 26 kD 的 GST 标 签 蛋 白，

CsLOX2 编码一条约 89 kD 的蛋白。

2.4　黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 融合蛋白表达

条件的优化

（1）适宜诱导时间的优化。阳性重组菌在 

37 ℃培养条件下，分别诱导培养 1.5、3.0、4.5、

6.0、7.5、9.0、10.5 h，经 SDS-PAGE 分析表

明，融合蛋白表达量随着诱导时间的延长而增

加（图 6），诱导 10.5 h 表达量最大，说明较

长时间的诱导有助于融合蛋白的大量表达。

（2）适宜诱导剂浓度的优化。阳性重组菌

在 37 ℃培养条件下，加入 IPTG 分别至终浓

度为 0.01、0.02、0.04、0.10、0.40、0.80、1.20 

mmol·L-1， 诱 导 培 养 5 h 后， 经 SDS-PAGE 

电泳分析，表明融合蛋白的表达量随 IPTG 浓度的增加逐渐增加（图 7），IPTG 0.80 mmol·L-1 

时融合蛋白表达量最大，随后表达量下降。

（3）适宜诱导温度的优化。阳性重组菌加 0.40 mmol·L-1 IPTG 后，分别在 18、22、26、

30、34、37 ℃诱导培养 6 h，SDS-PAGE 电泳结果表明，融合蛋白的表达量随诱导温度的增加

逐渐增加（图 8），在 37 ℃达到最大量。

3　结论与讨论

LOX 催 化 的 脂 肪 酸 代 谢 途 径 是 多 种 果 蔬 香 气 物 质 形 成 的 重 要 来 源， 目 前 对 草 莓（Perez 

et al.，1999）、 苹 果（Echeverria et al.，2004；Defilippi et al.，2005）、 番 茄（Chen et al.，

2004） 和猕猴桃（Zhang et al.，2009）等果实中 LOX 催化途径产生 C6 类醇和醛进行了研究。在

大多数果蔬中，作为 C6 类醛和醇的前体物质的不饱和脂肪酸大量存在于植物细胞的类囊体中，

LOX 可以作为启动因子促使叶绿体向有色体转化时类囊体膜结构的裂解（Ferrie et al.，1994；

Griffiths et al.，1999），进而确保脂氧合酶/脂氢过氧化物裂解酶（ LOX/HPL） 联合催化途径的

图 5　黄瓜 CsLOX2 基因融合蛋白表达形式

SDS-PAGE 的结果

　　M：蛋白质 Marker；1：未加 IPTG 诱导的对照的总蛋白；

2：加 0.4 mmol·L-1 IPTG 诱导 5 h 的对照的总蛋白；3：未加

IPTG 诱导的重组载体的总蛋白；4：加 0.4 mmol·L-1 IPTG 诱

导 5 h 的重组菌的总蛋白；5：加 0.4 mmol·L-1 IPTG 诱导 4 h

的重组菌沉淀；6：加 0.4 mmol·L-1 IPTG 诱导 5 h 的重组菌上清。

图 6　不同诱导时间诱导表达黄瓜 CsLOX2 基因融合蛋

白的 SDS-PAGE 结果

　　M：蛋白质 Maker；泳道 1～8 分别为：0、1.5、3.0、4.5、

6.0、7.5、9.0、10.5 h 的诱导时间。

陈　巧等：黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 的原核表达载体的构建及表达分析
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进行。研究表明，使用 LOX 作用抑制剂〔stannous （tin Ⅱ） chloride〕 处理猕猴桃果实，可以显

著降低其 C6 类芳香物质的含量（Zhang et al.，2009）。LOX 反义 RNA 的转基因番茄果实中 C6

类醛和醇中的己烯醛和己烯醇水平被抑制了 98.5%，丧失了果实特有的香气特征（Chen et al.，

2004）。由此可知 LOX 对于果实芳香物质合成具有重要作用。

本试验从华北型黄瓜种质 26 号的幼叶基因组中克隆到脂氧合酶基因 CsLOX2，利用生物信

息学对该基因编码的蛋白进行分析，结果表明 CsLOX2 蛋白有明显的亲水性，为水溶性蛋白。

该蛋白序列含有 5 个主要的跨膜区。通常含有跨膜区的蛋白往往和细胞的功能密切相关，说明

它可能作为膜受体参与细胞内物质的转移。

本试验在获得 CsLOX2 基因全长的基础上，通过构建原核表达载体，诱导表达出 115 kD 的

GST/CsLOX2 融合蛋白，这与预测值 125 kD（CsLOX2 分子量 99 kD，GST 标签蛋白分子量 26 

kD）不完全相同，可能是由于将真核生物的基因导入原核细胞进行表达所造成的。可溶性分析

表明 GST/CsLOX2 融合蛋白主要以包涵体形式表达；对融合蛋白表达条件的优化分析表明，在 

37 ℃，0.80 mmol·L-1 IPTG 诱导表达 10.5 h，融合蛋白的表达量达到最大，这说明较高的诱导

温度及较长的诱导时间有助于融合蛋白的大量表达。

华北型黄瓜种质 26 号中克隆的 CsLOX2 可在大肠杆菌中得到高效的表达，但表达产物主要

以包涵体形式存在于沉淀中，可能由于较高的诱导温度使得原核表达的目标重组蛋白多以包涵

体的形式存在，而要使包涵体蛋白具有生物活性需经过复杂的复性过程（Schein，2001）。有研

究者通过改善诱导条件，使目的蛋白的可溶性提高。汪仁等（2008）对水稻 LOX-1 的研究发现

较高温度（37 ℃）诱导使得目标重组蛋白多以包涵体形式存在，而较低温度（20 ℃）诱导时，

可以抑制包涵体的形成，从而增加可溶性蛋白形式存在的重组蛋白。在本试验中，通过优化各

种诱导条件（如表达菌株、诱导温度、IPTG 浓度、诱导时间）都未能得到可溶性的目的蛋白。

然而，包涵体蛋白的复性是一项复杂、困难的工作，为了得到纯化的蛋白需要寻求一种最适合

的方法。

本试验是在已经克隆到黄瓜脂氧合酶基因 CsLOX2 的基础上，构建了重组原核表达载体

p4t-LOX2，转化重组质粒 p4t-LOX2 到大肠杆菌 BL21（DE3）中，得到约为 115 kD 的融合蛋

白。在 37℃下，经 0.80 mmol·L-1 的 IPTG 诱导 10.5 h 可获得融合蛋白的最大表达量。下一步

要进行的是对原核表达的黄瓜 CsLOX2 蛋白进行纯化和分离，为深入探讨 CsLOX2 的功能和作用

图 7　不同 IPTG 浓度诱导表达黄瓜 CsLOX2 基因

融合蛋白的 SDS-PAGE 结果

　　M：蛋白质 Maker；泳道 1：未诱导的 p4t-LOX2 载体；

泳道 2～8 分别为：0.01、0.02、0.04、0.10、0.40、0.80、1.20 

mmol·L-1 的 IPTG。

图 8　不同诱导温度诱导表达黄瓜 CsLOX2 基因的

融合蛋白的 SDS-PAGE 结果

　　M：蛋白质 Maker；泳道 1：未诱导的 p4t-LOX2 载体；

泳道 2～7 分别为：18、22、26、30、34、37 ℃的诱导温度。
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