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摘要 以常规基因重组技术,将orf216基因克隆入含有内含肽标签的原核表达载体pTYB1中,得到重组

质粒pTYB1-orf216,经鉴定正确后,转化至大肠杆菌ER2566感受态细胞,15 ℃下0.8mmol/LIPTG诱导15h
后,SDS-PAGE检测到大小约85ku的特异性蛋白条带,融合蛋白以可溶组分形式存在。融合蛋白经亲和纯化

后制备多克隆抗体,Westernblot分析表明多克隆抗体具有较高的特异性,可与免疫原特异结合。
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  植物细胞质雄性不育(cytoplasmicmalesterili-
ty,CMS)是一种不能产生有活力花粉的遗传性

状[1],在高等植物中,是一种常见的生物学现象。

CMS通常是指核质互作型雄性不育,其雄性不育基

因是由细胞质基因和细胞核基因互作共同控制的,
具有正、反交遗传效应,表现母性遗传特点。自

Rhoades等[2]第一次在玉米中观察到细胞质雄性不

育后,细胞质雄性不育成为研究植物母性遗传现象

的最好材料之一。
细胞质雄性不育表现母性遗传特点,是通过细

胞质遗传的,因此早期人们认为CMS是由线粒体

DNA(mitochondrialDNA,mtDNA)或 叶 绿 体

(chloroplastDNA,cpDNA)所决定的。由于越来越

多的植物细胞质雄性不育相关基因被克隆,发现

mtDNA与CMS直接相关[3]。在 T-CMS玉米中,
存在编码一个13ku蛋白的T-urf13基因[4-5],这个

T-urf13蛋白定位于线粒体内膜上[6]。在甜菜不育

系OwenCMS中,存在一个ATP合酶亚基编码基

因atp6的5′前导序列编码的35ku的蛋白,这个

蛋白以五聚体或六聚体形式定位于线粒体内膜

上[7]。
根据 恢、保 关 系,水 稻 CMS则 可 分 为 野 败

(wildabortive,WA)型、包台 (ChinsurahBoroII,

BT)型和红莲 (Honglian,HL)型等主要类型[8]。
刘学群等[9]克隆了一个与 HL-CMS相关的基因片

段 HL-sp1。李丕顺[10]通过 TAIL-PCR获得 HL-
sp1侧翼序列,并预测其下游有一个编码216个氨

基酸的开放阅读框orf216。陈为等[11]通过遗传转

化将orf216转入 HL-CMS保持系 YTB中,发现

orf216的表达能导致花粉的败育。本研究根据

orf216的序列设计特异性引物,通过PCR扩增目

的基因,将其克隆入原核表达载体进行高效表达,蛋
白纯 化 后 进 行 多 克 隆 抗 体 制 备,为 进 一 步 研 究

orf216蛋白的表达、定位和定量等奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

1)试验材料。含有载体pTYB1和大肠杆菌

(Escherichiacoli)ER2566感受态细胞的原核表达

IMPACT-CN蛋白纯化系统购自 NEB公司,携带

orf216基因的菌株由中南民族大学生物技术国家

民委重点实验室提供。

2)主要试剂。限制性内切酶 NdeⅠ和SapⅠ、

rTaq酶、DNA连接酶和DNA分子质量 Marker购

自TaKaRa(大连)公司;NC膜为 Whatman公司产

品;蛋白分子质量 Marker和预染蛋白 Marker购自
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Fermentas公司;ECLWesternBlotSystem购自碧

云天(上海)公司。
1.2 试验方法

1)pTYB1-orf216原核表达载体的构建。设计

引物通过PCR扩增得到目的基因片段,用NdeⅠ和

SapⅠ双酶切回收目的基因片段,与同样用 NdeⅠ
和SapⅠ双酶切后回收的表达质粒pTYB1定向连

接,用CaCl2化学法通过热击转化E.coliER2566菌

株,涂板后挑取单菌落于Luria-Bertani(LB)液体培

养基(含100μg/mL氨苄青霉素)中37 ℃培养过

夜,碱裂解法提取质粒,进行PCR验证。

2)pTYB1-orf216融合蛋白的诱导表达及表达

条件的优化。挑取1个单菌落接种于LB液体培养

基(含100μg/mL氨苄青霉素)37 ℃过夜培养,再
按1∶100放大培养至100mLLB液体培养基(含

100μg/mL 氨苄青霉素)中,到 D600为0.5~0.8
时,加入异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导重

组基因的表达。分别用5种不同IPTG浓度(0.2、

0.5、0.8、1.1、1.5mmol/L)、不同温度(15、28、

37℃)和不同诱导时间(10、15、20h)确定最适诱导

表达条件。5000r/min离心15min收集菌体,用

4mL的缓冲液 (20mmol/LTris-HCl,pH8.5;

500mmol/LNaCl;1mmol/LEDTA)将菌体重

悬,超声破碎细胞,使蛋白释放。12000r/min离心

15min,上清即为蛋白粗提物。取上清进行10%
SDS-PAGE(SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳)检测,考马

斯亮蓝染色检测重组蛋白的表达。

3)重组orf216蛋白的纯化。采用IMPACT-
CN蛋白纯化系统进行蛋白纯化,将3mLChitin
beads(约2mL柱床体积)倒入柱中,10个柱床体

积的缓冲液4℃进行柱平衡。将蛋白粗提物缓慢加

入Chitin柱,流速约为0.5~1.0mL/min。用至少

20倍柱床体积的缓冲液洗柱,再用3倍柱床体积的

缓冲液(含30~50mmol/LDTT)洗柱,4℃放置过

夜后,用3倍柱床体积的缓冲液将目的蛋白洗脱收

集,10%SDS-PAGE检测。将洗脱收集得到的目

的蛋白样品用PBS缓冲液透析过夜。

4)抗体制备。得到的纯化蛋白由北京华大蛋白

质研发中心有限公司制备多克隆抗体。

5)重组orf216蛋白的 Westernblot分析。进

行SDS-PAGE,使用半干式转移电泳槽装置将蛋白

质从凝胶电转移到NC膜上。用5%的脱脂牛奶封

闭1h后,加入用封闭液制备的orf216蛋白抗体(稀
释度1/2000)4℃孵育过夜,用 TBST洗膜2次,

TBS洗膜1次,每次10min。加入用封闭液制备的

羊抗兔IgG(稀 释 度1/1000)室 温 孵 育1h,用

TBST洗膜2次,TBS洗膜1次,每次10min。使

用凝胶成像仪进行ECL曝光,根据条带的位置是否

符合预期orf216的大小判断抗体的特异性。

2 结果与分析

2.1 pTYB1-orf216 原核表达载体的构建

以碱裂解法提取的pTYB1-orf216质粒为模板

做PCR验证,获得条带大小约为650bp左右的片

段,与预期结果一致(图1),并挑选几个阳性克隆进

行DNA测序,DNA测序结果表明,插入片段长度

为651bp,说明原核表达载体构建成功,表达质粒

结构是正确的。

 M.蛋白质分子质量标准 DL2000marker;CK.pTYB1载体

pTYB1vector;1~9.9个单克隆 Nineclones.

图1 pTYB1-orf216重组质粒的PCR鉴定电泳图谱

Fig.1 IdentificationofplasmidpTYB1-orf216byPCR

2.2 pTYB1-orf216 融合蛋白的诱导表达

带有pTYB1-orf216质粒的E.coliER2566菌

株,在IPTG诱导后,分别将全菌、上清、沉淀进行

SDS-PAGE,结果如图2。在约85ku处的蛋白表达

量显著增加,上清中表达量很高。在优化诱导表达

条件时,首先是在15 ℃下,分别采用浓度为0.2、

0.5、0.8、1.1和1.5mmol/L的IPTG诱导15h,图

3的结果表明,5个不同的IPTG浓度对诱导没有明

显差异,因此采用中间浓度0.8mmol/L进行诱导。
在确定IPTG浓度后,在0.8mmol/LIPTG浓度

下,分别采用15、28和37 ℃进行诱导表达15h,结
果表明,在15 ℃下蛋白诱导效果较好(图4)。在0.8
mmol/LIPTG、15℃诱导条件下,分别诱导10、15、

20h,图5的结果表明,诱导时间为15h蛋白诱导

效果较好。因此,最后采用15 ℃下0.8mmol/L
IPTG诱导15h为pTYB1-orf216融合蛋白表达的

优选条件。
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 M.蛋白 markerProteinmarker;1.空载体细胞混合物 The

wholecellprotein(vector);2.细胞混合物(-IPTG)Thewholecell

proteinnotinducedbyIPTG;3.细胞混合物(+IPTG)Thewhole

cellproteininducedbyIPTG;4.空载体上清Solublegroup(vec-
tor);5.上清(-IPTG)SolublegroupnotinducedbyIPTG;6.上

清(+IPTG)SolublegroupinducedbyIPTG;7.空载体沉淀In-
solublegroup(vector);8.沉淀(-IPTG)Insolublegroupnotin-
ducedbyIPTG;9.沉 淀(+IPTG)Insolublegroupinducedby

IPTG.

图2 pTYB1-orf216融合蛋白诱导表达的SDS-PAGE检测

Fig.2 SDS-PAGEdetectionofprokaryoticexpression

productsofpTYB1-orf216

 M.蛋白 markerProteinmarker;1.空载体细胞混合物 The

wholecellprotein(vector);2.细胞混合物(-IPTG)Thewholecell

proteinnotinducedbyIPTG;3、6、9、12、15.细胞混合物(分别为

0.2、0.5、0.8、1.1、1.5mmol/LIPTG)Thewholecellproteinin-
ducedby0.2,0.5,0.8,1.1,1.5mmol/LIPTG;4、7、10、13、16.上

清(分别为0.2、0.5、0.8、1.1、1.5mmol/LIPTG)Solublegroup

inducedby0.2,0.5,0.8,1.1,1.5mmol/LIPTG;5、8、11、14、17.
沉淀(分别为0.2、0.5、0.8、1.1、1.5mmol/LIPTG)Insoluble

groupinducedby0.2,0.5,0.8,1.1,1.5mmol/LIPTG.

图3 不同IPTG浓度下诱导表达pTYB1-orf216
融合蛋白的SDS-PAGE检测

Fig.3 SDS-PAGEdetectionofprokaryotic
expressionproductsofpTYB1-orf216induced

bydifferentIPTGconcentration

 M.蛋白 markerProteinmarker;1.空载体细胞混合物 The

wholecellprotein(vector);2.细胞混合物(-IPTG)Thewholecell

proteinnotinducedbyIPTG;3、6、9.细胞混合物(28、15、37 ℃)

ThewholecellproteininducedbyIPTGunder28,15,37 ℃;4、7、

10.上清(28、15、37 ℃)SolublegroupinducedbyIPTGunder28,

15,37 ℃;5、8、11.沉淀(28、15、37 ℃)Insolublegroupinducedby

IPTGunder28,15,37 ℃.

图4 不同温度下pTYB1-orf216融合

蛋白诱导表达的SDS-PAGE检测

Fig.4 SDS-PAGEdetectionofprokaryotic
expressionproductsofpTYB1-orf216

bydifferenttemperature

 M.蛋白 markerProteinmarker;1.空载体细胞混合物 The

wholecellprotein(vector);2.细胞混合物(-IPTG)Thewholecell

proteinnotinducedbyIPTG;3、6、9.细胞混合物(20、15、10h)

ThewholecellproteininducedbyIPTGunder20,15,10h;4、7、

10.上清(20、15、10h)SolublegroupinducedbyIPTGunder20,

15,10h;5、8、11.沉淀(20、15、10h)Insolublegroupinducedby

IPTGunder20,15,10h.

图5 不同时间下pTYB1-orf216融合

蛋白诱导表达的SDS-PAGE检测

Fig.5 SDS-PAGEdetectionofprokaryotic

expressionproductsofpTYB1-orf216bydifferenttime

2.3 重组 orf216 蛋白的纯化

以上述优化诱导条件进行pTYB1-orf216融合

蛋白的大量诱导表达,采用IMPACT-CN蛋白纯化

系统进行蛋白纯化。取纯化产物进行SDS-PAGE,
从图6中可见,只有1条约30ku的蛋白条带纯化

效果很好,纯化蛋白由北京华大蛋白质研发中心有

限公司制备多克隆抗体。
2.4 重组 orf216 蛋白的 Western blot 分析

将纯化的重组orf216蛋白进行SDS-PAGE,转到

NC膜上,Westernblot分析结果表明,抗体能够与约30
ku处的orf216蛋白特异结合(图7),证明所制备的多

克隆抗体具有较高的特异性,可与免疫原特异结合。
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 M.蛋白 markerProteinmarker;1.细胞混合物(+IPTG)The

wholecellproteininducedbyIPTG;2.上清(+IPTG)Soluble

groupinducedbyIPTG;3.沉淀(+IPTG)Insolublegroupin-
ducedbyIPTG;4.蛋白过柱Load;5~7.洗柱 Wash;8~9.洗脱

蛋白Elute.

图6 纯化的重组orf216蛋白的SDS-PAGE图谱

Fig.6 SDS-PAGEmapofpurifiedrecombinantorf216protein

 M.蛋白 markerProteinmarker;1.orf216蛋白的SDS-PAGE
分析 SDS-PAGEanalysisoforf216protein;2.orf216 蛋 白 的

Westernblot分析 Westernblotanalysisoforf216protein.

图7 orf216抗体的 Westernblot分析

Fig.7 Westernblotanalysisofpolyclonalantibody

3 讨 论

本研究在最初进行重组菌诱导表达后,经SDS-
PAGE分析,出现1条约85ku大小的诱导带,这和

预期的融合蛋白的大小一致,而且在上清中表达量

较多,包涵体形式的蛋白较少。蛋白的可溶性表达

使后续的蛋白纯化无变性剂加入,过程相对温和,操
作简单,纯化后的蛋白可以最大限度保持其空间构

象与免疫原性。蛋白的表达量与诱导和表达条件相

关,因此需要优化表达条件提高蛋白的表达量。尝试

优化IPTG浓度、温度及时间3个因素,其中IPTG浓

度采用了0.2、0.5、0.8、1.1、1.5mmol/L5个水平,
温度采用了15、28、37 ℃3个水平,时间采用了10、

15、20h3个水平。最后确定15 ℃下0.8mmol/L
IPTG诱导15h为pTYB1-orf216融合蛋白表达的优

选条件。

采用IMPACT-CN系统表达的目的蛋白与蛋

白自剪接元件(称为“内含肽”,)及几丁质结合蛋白

形成融合蛋白,通过几丁质柱亲和纯化融合蛋白。
然后诱导内含肽的肽键裂解活性,在几丁质介质上

将目标蛋白释放出来,而内含肽与几丁质结合蛋白

仍结合在几丁质介质上,达到单柱分离纯化蛋白的

目的。而本试验中采用的pTYB1载体可让目的基

因与内含肽的裂解位点直接相连,用DTT诱导内

含肽的肽键裂解活性,使得最后纯化得到的天然蛋

白不带有源自于载体的额外的蛋白残基。
通过原核表达获得大量的抗原蛋白,可用于特

异性抗体制备、蛋白质性质与功能、蛋白质的相互作

用和多种生化功能研究。通过亲和层析方法,纯化

得到高纯度的融合蛋白,并制备出orf216蛋白的多

克隆抗体,对进一步研究orf216蛋白在植物不同生

长发育时期中的表达模式,及orf216转基因植株乃

至orf216突变体的研究都具有重要意义,可进行

直接的蛋白质组织学与细胞学定位和定量分析检

测。
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ProtokaryoticExpressionandPolyclonalAntibodyPreparationof
orf216ProteininHonglianCytoplasmicMaleSterileRiceLine

HUJing CHENGGang TANYan-ping WANGChun-tai LIUXue-qun
CollegeofLifeScience/KeyLabforBiotechnologyoftheStateEthnicAffairsCommission,

South-CentralUniversityforNationalities,Wuhan430074,China

Abstract TherecombinantprokaryoticexpressionvectorpTYB1-orf216withtheinteintagwas
constructedandtransformedintoE.coliER2566.Theoptimizedproteinexpressioninductioncondition
inE.coliwas0.8mmol/LIPTG(isopropy-β-D-thiogalactoside)at15 ℃for15hours.Abandwith85
kuofmolecularweightwasobservedonSDS-PAGE,andtheproteinwasmainlyexistinginthesoluble
composition.Thisproteinwasisolatedandpurifiedthroughaffinitychromatography,andthenpolyclonal
antibodywasprepared.TheresultsofWesternblotindicatedthatthepreparedpolyclonalantibodywas
withhighspecificity.
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