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盐穗木病程相关蛋白 ＨｃＰＲ１０ 抗血清的制备及鉴定

张　 花ꎬ 杨　 涛ꎬ 衡友强ꎬ 王　 艳∗

( 新疆大学 生命科学与技术学院 新疆生物资源基因工程重点实验室ꎬ 乌鲁木齐 ８３００４６ )

摘　 要: 病程相关蛋白(ＰＲｓ)在植物抗病抗逆过程中发挥重要作用ꎮ 盐穗木病程相关蛋白基因 ＨｃＰＲ１０
(ＧｅｎＢａｎｋ:ＫＦ６７３３５６)来自盐穗木(Ｈａｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｃａｐｓｉｃａ)在 ６００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫下的盐抑制差减文库ꎮ
为探究盐穗木病程相关蛋白 ＨｃＰＲ１０ 发挥生物学功能的机制ꎬ该研究通过体外表达和纯化 ＨｃＰＲ１０ 重组蛋

白制备特异性的 ＨｃＰＲ１０ 多克隆抗体ꎮ 并采用双酶切构建原核重组表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎬ转化至大肠

杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＢＬ２１ 诱导表达ꎬ通过正交分析优化重组蛋白可溶性诱导表达的条件ꎬ利用 Ｎｉ￣ＮＴＡ 亲

和层析柱纯化融合蛋白ꎬ免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠制备多克隆抗体ꎬ基于纯化获得的 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白和转

ＨｃＰＲ１０ 拟南芥总蛋白ꎬ分别利用 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测抗血清效价和特异性ꎮ 结果表明:成功构建

重组表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎻ正交结果显示诱导温度 ２７ ℃ꎬ诱导转速 ２００ ｒｍｉｎ￣１ꎬＩＰＴＧ 浓度 ０.７ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ꎬ诱导时间 ６ ｈ 条件下可诱导表达大量可溶性目的蛋白ꎻＥＬＩＳＡ 检测抗 ＨｃＰＲ１０ 血清效价达 １ ∶ ２４３ ０００ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 印迹结果显示制备的抗血清可以与重组蛋白和转基因拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)中异源表

达的 ＨｃＰＲ１０ 蛋白特异性结合ꎮ 该研究获得了效价高、特异性强的盐穗木病程相关蛋白 ＨｃＰＲ１０ 抗血清ꎬ为
进一步研究 ＨｃＰＲ１０ 的亚细胞定位及生物学功能奠定了基础ꎮ
关键词: 盐穗木病程相关蛋白 ＨｃＰＲ１０ꎬ 原核表达ꎬ 蛋白纯化ꎬ 抗体制备及鉴定
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ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 病程相关蛋白 ( ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ＰＲｓ)是植物受到生物或非生物胁迫时诱导表达的

一类特异性蛋白ꎬ在植物疾病防御、响应生物和非

生物胁迫过程中发挥重要作用(温韵洁等ꎬ２００８)ꎮ
病程相关蛋白广泛存在于单子叶和双子叶植物

中ꎬ根据它们的电泳迁移率、植物起源、血清学关

系和氨基酸序列同源性ꎬ病程相关蛋白被分为 １７
个家族ꎬ其中 ＰＲ１０ 因包含 １００ 多个成员而备受关

注(Ｖａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ꎻＳｅｌｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
ＰＲ１０ 首次在体外培养的欧芹 ( Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｕｍ

ｃｒｉｓｐｕｍ)细胞中发现( Ｓｏｍｓｓｉｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８８)ꎬ之后

又相继鉴定了水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、甘蔗( Ｓａｃｃｈａｒｕｍ
ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ)、三七 ( Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ) 和鹰嘴豆

(Ｃｉｃｅｒ ａｒｉｅｔｉｎｕｍ) 的病程相关蛋白 １０ (Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６ꎻ Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ
Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ其蛋白分子量在 １５ ~ １９
ｋＤａ 之间ꎬ等电点偏酸性、无信号肽序列、属胞内蛋

白(Ｒａｄａｕｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ是一类结构保守并发挥

多种生物学功能的蛋白质(杨涛和王艳ꎬ２０１７)ꎮ
过表达不同来源的 ＰＲ１０ 基因能够显著提高转基

因植株对多种病原体的抗性 ( Ｚａｎｄｖａｋｉｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ꎻＴａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ目前普遍认为 ＲＮａｓｅ 活

性是 ＰＲ１０ 发挥生物胁迫抗性的关键(Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ꎻＦｉｎｋｉｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 体外研究显示具有

ＲＮａｓｅ 活性的烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ) ＮｔＰＲ１０ 对

烟草赤星病菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ)具有抑菌活性

(张玉等ꎬ２０１８)ꎻ过表达茉莉酸诱导的病程相关蛋

白 １０ ( ＪＩＯｓＰＲ１０ ) 增 强 了 水 稻 对 稻 瘟 病 菌

(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)的耐受性(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎻ
玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)ＺｍＰＲ１０ 也显示出广谱的抗真菌

活性(Ｚａｎｄｖａｋｉｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 近年来ꎬ一些研究

发现 ＰＲ１０ 基因也受盐、干旱、寒冷等非生物因子

的诱导ꎬ在植物非生物胁迫防御中同样发挥重要

作用ꎮ 旱柳(Ｓａｌｉｘ ｍａｔｓｕｄａｎａ)ＳｍＰＲ１０ 的过表达增

加了拟南芥的盐胁迫抗性ꎬ水稻 ＲＳＯｓＰＲ１０ 的过表

达增 强 了 水 稻 对 干 旱 胁 迫 及 剪 股 颖 ( Ａｇｒｏｓｔｉｓ
ｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ)对干旱和盐胁迫的耐受性( Ｔａｋｅｕｃｈｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻＨａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ汪志星等ꎬ２０１８)ꎮ 除

具有抗病和抗逆功能外ꎬ近年研究发现来自麝香

百合(Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ)的 ＬｌＰＲ１０、水稻 ＪＩＯｓＰＲ１０
和水稻 ＯｓＰＲ１０Ａ 的过表达调节了植株的生长发育

(Ｈｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ 张 彤 等ꎬ
２０１９)ꎮ 虽然植物病程相关蛋白家族 ＰＲ１０ 已被广

泛研究ꎬ但其发挥作用的机制仍不清楚ꎮ
蛋白质功能的发挥与其在细胞中的位置密切

相关( Ｓｃｏｔｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻＨｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ亚细胞

定位是蛋白质功能研究的关键特征之一ꎮ 目前ꎬ
大部分 ＰＲ１０ 蛋白亚细胞定位的研究方法主要采

３３７１１２ 期 张花等: 盐穗木病程相关蛋白 ＨｃＰＲ１０ 抗血清的制备及鉴定



用融合报告基因进行显微观察ꎬ例如ꎬ通过构建融

合 ＧＦＰ 表达载体ꎬ显示辣椒 ( Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)
ＰＲ１０￣ＬＲＲ１ 复合物的细胞质定位是引发辣椒叶片

细胞 死 亡 的 前 提 ( Ｃｈｏｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ )ꎻ 鹰 嘴 豆

ＣａＡＢＲ１８ 蛋白则是一个具有双重作用模式的细胞

核定位蛋白ꎬ其可通过增加真菌膜的通透性和核

崩 解 从 而 发 挥 抗 真 菌 活 性 ( Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 此外ꎬ采用免疫胶体金技术显示华东葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ) ＶｐＰＲ１０.２ 蛋白分布在叶绿

体和细胞壁ꎬ从而发挥其酶活性并抵抗病原体的

早期入侵(Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 以上结果表明不同

ＰＲ１０ 蛋白定位于不同细胞器ꎬ进而通过不同的机

制发挥生物学功能ꎮ
盐穗木是新疆盐碱环境分布最广泛的建群种

和优势种ꎬ是盐生植物的先锋代表ꎬ有着极强的生

命力 ( 郗 金 标 等ꎬ ２００６ꎻ Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ )ꎮ
ＨｃＰＲ１０(ＧｅｎＢａｎｋ:ＫＦ６７３３５６)是盐穗木中的一个

盐响应基因ꎬ前期研究发现该基因受到各种非生

物胁迫诱导且可显著提高转基因植物的耐盐和耐

旱性(文章未发表)ꎬ但对其参与生物学功能的机

制仍 不 清 楚ꎮ ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ.
ｈｔｍｌ)在线预测显示盐穗木病程相关蛋白 ＨｃＰＲ１０
可能定位表达在线粒体基质、细胞质和过氧化物

酶体等亚细胞水平的结构中ꎮ 因此ꎬ本研究通过

构建原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎬ利用大肠杆

菌系统表达并纯化融合蛋白 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ꎬ免疫小

鼠ꎬ制备效价高、特异性强的盐穗木病程相关蛋白

ＨｃＰＲ１０ 的多克隆抗体ꎬ为 ＨｃＰＲ１０ 的组织和细胞

定位及生物学功能研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

１.１.１ 实验材料 　 拟南芥为 Ｃｏｌｕｍｂｉａ￣０( Ｃｏｌ￣０)生

态型ꎬ本小组前期通过农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)介导

的花序浸染法获得了转 ＨｃＰＲ１０ 拟南芥 ＯＥ１ 和

ＯＥ９ 两个纯系植株ꎮ 大肠杆菌 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１ 感

受态细胞购自北京全式金生物技术有限公司ꎬ
ＤＨ５α￣ｐＥＴ２８ａ ( ＋ ) 和 ＤＨ５α￣ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＨｃＰＲ１０ 为

本实验室保存菌种ꎮ

１.１.２ 试剂 　 限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ、Ｅｃｏ ＲⅠ、Ｔａｑ
酶及 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ 蛋白和

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自生工生物工程(上海)股份有

限公司ꎻＢＣＡ 法和 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白浓度测定试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

各项试剂均为北京赛驰生物科技有限公司产品ꎻ
辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体购自

北京康为世纪生物科技有限公司ꎻＤＡＢ 显色试剂

盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司ꎻ其他常

用试剂为国产分析纯试剂ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 的构建 　 根

据本实验前期克隆获得的盐穗木病程相关蛋白

ＨｃＰＲ１０ 基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＫＦ６７３３５６)ꎬ
分别设计上游含 Ｅｃｏ ＲⅠ、下游含 Ｈｉｎｄ Ⅲ限制性

内切酶位点的引物ꎬ上游引物 ＨｃＰＲ１０ ＥＰ１:５′￣
ｃｇｇＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＴＧＴＡＴＴＴＡＣＡＴ￣３′ꎻ 下 游 引 物

ＨｃＰＲ１０ ＨＰ２:５′￣ｔｇｔＡＡＧＣＴＴＴＣＡＡＧＣＡＴＡＡＡＧＣＴＧ
ＡＧＧ￣３′(下划线表示相应的酶切位点ꎬ小写字母为

保护碱基)ꎮ 以 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＨｃＰＲ１０ 质粒为模板ꎬ进
行 ＰＣＲ 扩增ꎬ用 １％ 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测ꎮ
ＨｃＰＲ１０ ＰＣＲ 产物和 ｐＥＴ２８ａ 表达载体双酶切后回

收ꎬＴ４ 连接酶 １６ ℃ 过夜连接ꎬ将连接产物转化

ＤＨ５α 菌株ꎬ获得的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 经

双酶切鉴定正确后送生工生物工程(上海)股份有

限公司测序ꎮ
１.２.２ 重组蛋白的原核表达、优化及纯化 　 将测序

正确的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 转化大肠杆菌

ＢＬ２１ꎬ按照张冀等(２０１８)的方法诱导表达目的蛋

白ꎬ将诱前、诱后、诱后上清和诱后沉淀于 ４ ℃ꎬ
１２ ０００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ离心 ２ ｍｉｎꎬ各取 ２０ mＬ 点样ꎬ用
１５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎮ 以可溶性融合蛋白占总蛋

白含量的百分比为依据ꎬ对诱导的 ＩＰＴＧ 浓度

(０.４、０.７、１.０ ｍｍｏｌＬ￣１)、温度(２７、３１、３７ ℃)、转
速(１８０、２００、２２０ ｒｍｉｎ￣１)和时间(４、５、６ ｈ)进行

４ 因素 ３ 水平正交试验(表 １)ꎬ设计正交分析表

(表 ２)ꎬ分析这 ４ 个因素对 ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白可溶

性的影响ꎬ优化表达体系ꎮ 对正交实验 ９ 组不同

条件下诱导的蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ并通过

ＩｍａｇｅＪ 对电泳条带进行灰度扫描ꎬ确定 ＨｃＰＲ１０ 原

４３７１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



核诱导表达的最佳条件ꎮ 在最佳诱导条件下表达

重组蛋白 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ꎬ收集菌体ꎬ超声破碎ꎬ８ ０００
ｒｍｉｎ￣１ꎬ离心 １０ ｍｉｎ 收集上清ꎬ上镍柱纯化蛋白ꎬ
然后用 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１的咪唑洗脱ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检

测洗脱蛋白ꎬ用索莱宝公司 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

进行定量ꎬ分装置于－８０ ℃冰箱保存ꎮ

表 １　 ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 诱导表达因素水平表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔａｂｌｅ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ
ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０

水平
Ｌｅｖｅｌ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ
ＩＰＴＧ 浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ＩＰＴＧ

(ｍｍｏｌＬ ￣１)

Ｂ
温度

Ｔｅｍｐｅ￣
ｒａｔｕｒｅ
(℃ )

Ｃ
转速
Ｓｐｅｅｄ

( ｒｍｉｎ ￣１)

Ｄ
时间
Ｔｉｍｅ
(ｈ)

１ ０.４ ２７ １８０ ４

２ ０.７ ３１ ２００ ５

３ ０.８ ３７ ２２０ ６

表 ２　 ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 诱导表达的正交分析表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｒ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０

组别
Ｇｒｏｕｐ

ＩＰＴＧ 浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ＩＰＴＧ
(ｍｍｏｌＬ ￣１)

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

转速
Ｓｐｅｅｄ

( ｒｍｉｎ ￣１)

时间
Ｔｉｍｅ
(ｈ)

１ １(０.４) １(２７) １(１８０) １(４)

２ １(０.４) ２(３１) ２(２００) ２(５)

３ １(０.４) ３(３７) ３(２２０) ３(６)

４ ２(０.７) １(２７) ２(２００) ３(６)

５ ２(０.７) ２(３１) ３(２２０) １(４)

６ ２(０.７) ３(３７) １(１８０) ２(５)

７ ３(０.８) １(２７) ３(２２０) ２(５)

８ ３(０.８) ２(３１) １(１８０) ３(６)

９ ３(０.８) ３(３７) ２(２００) １(４)

１.２.３ 抗血清的制备 　 以纯化的 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ 融合

蛋白为抗原ꎬ采集免疫前 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠血清为阴性

对照ꎮ 取 ５０ μｇ 抗原与等体积弗氏完全佐剂乳化ꎬ
采用腹腔注射法对小鼠进行初次免疫ꎬ并分别在

第 １０ 天、第 ２９ 天、第 ３３ 天用等体积弗氏不完全佐

剂乳化的目的蛋白加强免疫ꎬ每只 ５０ μｇ 剂量ꎮ 第

４ 次免疫 ４ ｄ 后采用眼部取血法采血ꎬ将收集的血

清 ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ４ ℃ 过夜ꎬ５ ０００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ离心

１５ ｍｉｎ 分离血清ꎬ于－８０ ℃保存ꎮ
１.２. ４ 多克隆抗体的效价检测 　 以纯化的 Ｈｉｓ￣
ＨｃＰＲ１０ 融合蛋白为抗原每孔加 １ μｇ 包被 ＥＬＩＳＡ
板ꎬ４ ℃ 过夜ꎬ用 ＴＴＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ用
２００ μＬ １％ ＢＳＡ 封闭液 ３７ ℃封闭 １ ｈꎮ 先加入用

１％ ＢＳＡ 封闭液梯度稀释的免疫前和免疫后血清

(每孔 １００ μＬ)ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ用 ＴＴＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ
每次 ３ ｍｉｎꎬ再加入 １ ∶ １ ０００ 的 ＨＲＰ 标记的山羊

抗小鼠 ＩＧｇ 二抗ꎬ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎬ用 ＴＴＢＳ 洗涤 ４
次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎬ最后以 ＴＭＢ 为底物进行显色ꎬ待呈

现梯度蓝色后每孔加入 ５０ μＬ ２ ｍｏｌＬ￣１的 Ｈ２ＳＯ４

终止反应ꎬ检测 ４５０ ｎｍ 波长下的吸光度ꎮ 免疫前

血清为对照ꎬ免疫前后 Ａ４５０ 值分别为 Ｎ 和 Ｐꎬ以
Ｐ / Ｎ>２.１ 为标准判断血清有效效价ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测　 以营养土中生长 ４ 周

龄的拟南芥为材料ꎬ按照 Ｋｏｔｅｙｅｖａ ｅｔ ａｌ. (２０１１)所

述的方法提取植物总蛋白ꎬ用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测

定试 剂 盒 进 行 蛋 白 定 量ꎮ 分 别 取 １０ μｇ Ｈｉｓ￣
ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白和 １０ μｇ 拟南芥植株总蛋白ꎬ经
１５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离后转印至 ＮＣ 膜上ꎬ用含 ５％
脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ ４ ℃ 过夜封闭ꎬ用 １ ∶ １ ５００( ｖ /
ｖ)一抗ꎬ３７ ℃ 孵育 ２ ｈꎬＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０
ｍｉｎꎻ加入 １ ∶ ２ ０００( ｖ / ｖ)的辣根过氧化物酶标记

的山羊抗小鼠 ＩｇＧꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ
每次 １０ ｍｉｎꎬ洗涤后 ＤＡＢ 显色ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 的构建及鉴定

提取构建获得的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎬ采
用 Ｅｃｏ ＲⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ进行双酶切鉴定ꎬ经 １％琼脂

糖凝胶电泳获得了与预期 ４８６ ｂｐ 大小相符的目的

基因片段和载体片段(图 １)ꎬ测序结果正确ꎬ表明

原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 构建成功ꎮ
２.２ 重组蛋白 ＨｃＰＲ１０ 的原核表达条件优化及

纯化

２.２.１ 重组蛋白 ＨｃＰＲ１０ 的原核表达　 将重组质粒

ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 转化到大肠杆菌 ＢＬ２１ 中ꎬ随机挑

取 ４ 个 ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 单 克 隆ꎬ 在 ０.７
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Ｍ. ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎻ ２. 用 Ｅｃｏ
ＲⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎮ
Ｍ. ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎻ
２. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ ｗａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｅｃｏ ＲⅠ
ａｎｄ Ｈｉｎｄ Ⅲ.

图 １　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 的双酶切鉴定
Ｆｉｇ. １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ、３７ ℃诱导温度、２２０ ｒｍｉｎ￣１诱导

转速下进行 ４ ｈ 初步诱导表达ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳结

果显示ꎬ与诱导前相比ꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导后 ４ 个单克

隆均在约 ２５ ｋＤａ 处诱导出一条增强的蛋白条带

(图 ２:Ａ)ꎬ且单克隆间无表达量的差异ꎬ表明该蛋

白在 ＢＬ２１ 大肠杆菌中成功表达ꎮ 对诱导后的蛋

白进行超声破碎ꎬ用 １５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测诱导前、
诱导后、诱导后上清、诱导后沉淀样品ꎬ结果表明

重组蛋白 ＨｃＰＲ１０ 以可溶性和包涵体两种形式存

在(图 ２:Ｂ)ꎮ
２.２.２ 重组蛋白 ＨｃＰＲ１０ 的原核表达优化及纯化　
为获得大量可溶性 ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白ꎬ对正交实验

９ 组不同条件下诱导表达的蛋白超声并进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 检测ꎬ使用 ＩｍａｇｅＪ 对条带进行灰度扫描ꎬ进
行含量计算和统计学分析(图 ３)ꎬ根据数据显示

可知ꎬ９ 组正交实验中第 ８ 组的可溶性蛋白含量最

低ꎬ第 ４ 组的可溶性蛋白含量最高ꎬ约为第 ８ 组的

３.５ 倍ꎬ因此ꎬＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 菌种在 ＩＰＴＧ
浓度 ０.７ ｍｍｏｌＬ￣１、温度 ２７ ℃、转速 ２００ ｒｍｉｎ￣１

下诱导 ６ ｈ 时表达的可溶性 ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白量

最大ꎮ 在最优条件下对含有 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 重组

质粒的菌种进行大量表达ꎬ收集大肠杆菌菌体ꎬ超

声破碎ꎬ离心取上清液ꎬ用组氨酸标签亲和层析柱

对上清液中的融合蛋白进行纯化ꎬ对诱导前、诱导

后、诱导后上清、诱导后沉淀、纯化的 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０
蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ结果显示在最优条件

下诱导表达后ꎬ诱导的目的蛋白大部分以可溶性

形式存在ꎬ并在纯化后得到分子量大小约为 ２５ ｋＤａ
的目的重组蛋白 ＨｃＰＲ１０(图 ４)ꎮ 以 ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒测得纯化蛋白浓度为 ５００ μｇｍＬ￣１ꎮ
２.３ 多克隆抗体的免疫效价及特异性分析

采用间接 ＥＬＩＳＡ 法检测抗血清效价ꎮ 将抗血

清用 １％ ＢＳＡ 封 闭 液 按 １ ∶ １ ０００、 １ ∶ ３ ０００、
１ ∶ ９ ０００、１ ∶ ２７ ０００、１ ∶ ８１ ０００、１ ∶ ２４３ ０００稀释

后进行测定ꎬ结果如图 ５:Ａ 所示ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ当
抗血清稀释 ２４３ ０００ 倍时ꎬ小鼠抗血清的光吸收值

与阴性对照相比大于 ２. １ꎬ即抗血清效价达 １ ∶
２４３ ０００ꎬ表明该抗血清滴度较高ꎮ 以纯化的 Ｈｉｓ￣
ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白、野生型及两个转 ＨｃＰＲ１０ 基因

拟南芥植株总蛋白为样品进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴

定ꎬ结果显示纯化的重组蛋白在约 ２５ ｋＤａ 处出现

了一条杂交条带(图 ５:Ｂ)ꎬ两个转 ＨｃＰＲ１０ 基因拟

南芥株系总蛋白在约 １８ ｋＤａ(图 ５:Ｃ)处均出现了

与预期分子量大小一致的特异性杂交条带ꎬ而野

生型拟南芥总蛋白没有出现杂交条带ꎬ说明制备

的 ＨｃＰＲ１０ 抗血清不仅能与重组的 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ 蛋

白结合ꎬ而且也能够特异地识别拟南芥中异源表

达的 ＨｃＰＲ１０ 蛋 白ꎮ 效 价 高、 特 异 性 强 的 Ｈｉｓ￣
ＨｃＰＲ１０ 融合蛋白抗血清制备成功ꎮ

３　 讨论与结论

高效的蛋白表达系统是研究蛋白结构、定位

及功能的基础ꎮ 本研究的核心目的是纯化目的蛋

白ꎬ制备效价高、特异性好的盐穗木病程相关蛋白

ＨｃＰＲ１０ 的抗血清ꎮ 大肠杆菌是最常用的原核表

达系统ꎬ具有遗传背景清楚、遗传稳定、表达量高、
成本低廉、表达产物易纯化及使用范围广等优点

(Ｎｕｃ ＆ Ｎｕｃꎬ ２００６)ꎮ 此外ꎬ本研究选择 ｐＥＴ２８ａ
作为表达载体ꎬ不仅由于其含有高表达目的蛋白

的噬菌体 Ｔ７ 启动子ꎬ且其 Ｎ 端和 Ｃ 端各有一个可

编码 ６ 个连续 Ｈｉｓ 的标签ꎬ方便后续融合蛋白的纯

６３７１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



Ａ. ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 的原核诱导表达检测　 Ｍ. 蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ １、３、５、７. １－４ 号菌液的诱导前总蛋白ꎻ ２、４、６、８. １－４ 号菌液

的诱导后总蛋白ꎮ Ｂ. ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 原核诱导表达的可溶性检测　 Ｍ. 蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ １. 诱导前总蛋白ꎻ ２. 诱导后总蛋白ꎻ
３. 诱导后总蛋白上清ꎻ ４. 诱导后总蛋白沉淀ꎮ
Ａ. Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０　 Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ ３ꎬ ５ꎬ ７. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １ ｔｏ ４ ｂｅｆｏｒｅ ＩＰＴＧ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ２ꎬ ４ꎬ ６ꎬ ８. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １ ｔｏ ４ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ. Ｂ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０　
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ２. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ３. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ４. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ.

图 ２　 ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 的原核诱导表达及重组蛋白 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ 的可溶性检测
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ ａｎｄ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０

不同字母表示显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

图 ３　 不同诱导条件对 ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０
可溶性融合蛋白表达量的影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０

化ꎮ 本试验将构建成功的盐穗木重组表达载体

ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 导入大肠杆菌 ＢＬ２１ 中诱导表达ꎬ
诱导后的蛋白以可溶性和包涵体两种形式存在ꎬ
影响了蛋白的大量获得及后续纯化工作的开展ꎮ
诱导温度、ＩＰＴＧ 浓度、诱导时间和诱导转速是影响

原核表达及蛋白可溶性的主要因素ꎬ正交试验设

Ｍ. 蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 诱导前ꎻ ２. ＢＬ２１￣
ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 诱导后ꎻ ３. ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 诱导后

上清ꎻ ４. ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ 诱导后沉淀ꎻ ５. 纯化的 Ｈｉｓ￣
ＨｃＰＲ１０ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｂｅｆｏｒｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０
ｂｙ ＩＰＴＧꎻ ２. Ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ ｂｙ ＩＰＴＧꎻ
３. Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ
４. Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１￣ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ
５. Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０.

图 ４　 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白的大量诱导表达及纯化
Ｆｉｇ. ４　 Ｍａｓｓｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０
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Ａ. ＥＬＩＳＡ 检测 ＨｃＰＲ１０ 抗血清效价ꎮ Ｂ. 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定 　 Ｍ. 蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ １. 重组蛋白 Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０ꎮ Ｃ. 转

ＨｃＰＲ１０ 拟南芥总蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定　 Ｍ. 蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. 野生型拟南芥ꎻ ３. 转 ＨｃＰＲ１０ 拟南芥 ＯＥ１ꎻ ４. 转 ＨｃＰＲ１０ 拟南

芥 ＯＥ９ꎮ
Ａ. ＥＬＩＳＡ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｔｉｔｅｒ ｆｏｒ ＨｃＰＲ１０. Ｂ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｆｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０　 Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓ￣ＨｃＰＲ１０. Ｃ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＨｃＰＲ１０ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ　 Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａꎻ ３. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＨｃＰＲ１０ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ＯＥ１ꎻ ４. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＨｃＰＲ１０ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ＯＥ９.

图 ５　 ＨｃＰＲ１０ 抗血清效价及特异性检测
Ｆｉｇ. ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｔｉｔｅｒ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｓｐｅｃｉａｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｆｏｒ ＨｃＰＲ１０

计可减少试验次数和缩短试验周期ꎬ并能明确各

因素对试验结果的影响是否显著以及各因素的交

互作用ꎬ常被用于多因素多水平的最优搭配探索

(温耀安等ꎬ２０１４)ꎮ 本试验采用正交设计对原核

诱导表达条件进行优化ꎬ最终确定在温度 ２７ ℃、
ＩＰＴＧ ０.７ ｍｍｏｌＬ￣１、时间 ６ ｈ、转速 ２００ ｒｍｉｎ￣１

时ꎬ融合蛋白 ＨｃＰＲ１０ 在大肠杆菌内的可溶性含量

最高ꎬ从而增加了 ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白的数量和纯化

效率ꎬ有助于蛋白纯化及多克隆抗体的制备ꎮ 赵

乐等(２０１５)选择 ｐＥＴ３２ａ 作为表达载体ꎬ采用控制

变量法对诱导温度、诱导时间、ＩＰＴＧ 浓度及诱导起

始宿主菌密度这 ４ 个因素对蛋白表达的影响研究

发现ꎬ诱导温度 ３０ ℃、ＩＰＴＧ 浓度 ０.４ ｍｍｏｌＬ￣１、
起始宿主菌密度 Ａ６００为 ０.８、诱导时间 ８ ｈ 为蛋白

可溶性表达的最佳条件ꎮ 张玉等 ( ２０１８) 选择

ｐＣｏｌｄ Ⅱ低温表达载体对目的蛋白表达条件研究

显示ꎬ与 ３７ ℃相比ꎬ１５ ℃条件下融合蛋白表达量

更大ꎬ可溶性更高ꎮ 因此ꎬ推测蛋白诱导表达的最

佳培养条件与所选择的表达载体和目的蛋白自身

的性质密切相关ꎮ
在最佳条件下诱导表达重组蛋白ꎬ用 Ｎｉ２＋亲和

层析获得纯化的目的蛋白ꎬ免疫小鼠获得 ＨｃＰＲ１０
抗血清ꎬＥＬＩＳＡ 检测结果显示制备的 ＨｃＰＲ１０ 抗血

清效价达 １ ∶ ２４３ ０００ꎮ 抗体对抗原蛋白的专一性

是抗体应用的关键ꎬ本研究提取了野生型和转

ＨｃＰＲ１０ 基因拟南芥中的总蛋白ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定 ＨｃＰＲ１０ 抗血清的特异性ꎬ结果两个

转基因株系 ＯＥ１、ＯＥ９ 在 １８ ｋＤａ 附近均出现一条

特异条带ꎬ而野生型拟南芥总蛋白没有出现杂交

条带ꎬ因此ꎬ制备的 ＨｃＰＲ１０ 抗血清具有高特异性ꎮ
以上结果为利用该抗血清进一步研究 ＨｃＰＲ１０ 蛋

白的组织和细胞定位及生物学功能奠定了基础ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功构建了盐穗木病程相

关蛋白 ＨｃＰＲ１０ 的原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＨｃＰＲ１０ꎮ
通过 ４ 因素 ３ 水平正交试验获得了可溶性 Ｈｉｓ￣
ＨｃＰＲ１０ 重组蛋白表达的最优诱导条件:温度 ２７
℃、 ＩＰＴＧ ０. ７ ｍｍｏｌＬ￣１、时间 ６ ｈ、转速 ２００ ｒ
ｍｉｎ￣１ꎬ并纯化获得 ５００ μｇｍＬ￣１的重组蛋白ꎮ 制

备的 多 克 隆 抗 体 效 价 达 １ ∶ ２４３ ０００ꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测该血清能与转基因植物中异源表达的

ＨｃＰＲ１０ 特异性结合ꎬ可用于 ＨｃＰＲ１０ 的亚细胞定

位研究ꎮ

８３７１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷
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