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摘要 纤维素合酶是参与纤维素β-1,4-葡聚糖链延伸的主要催化亚基,为进一步研究水稻中纤维素合酶的

作用机理,采用DNA重组技术,将纤维素合酶基因CesA1、CesA2、CesA3克隆入表达载体pGEX-4T-3,构建重组

质粒。在大肠杆菌JM109中,经异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)诱导后在原核细胞中成功表达了3种纤维素合酶

的融合蛋白,通过谷胱甘肽巯基转移酶(GST)纯化系统获得融合蛋白,以此作为抗原免疫家兔,制备出效价高、

特异性强的多克隆抗体。
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  纤维素合酶(cellulosesynthase,CesA)是参与

纤维素β-1,4-葡聚糖链延伸的主要催化亚基。1996
年,Pear等[1]通过序列的同源性比对在棉花中发现

了第1个纤维素合酶基因。纤维素合酶基因的大小

范围为3.5~5.5kb,有9~13个内含子,基因的差

异主要在于内含子的多少[2]。所有纤维素合酶都有

相似的结构,CESA蛋白的氨基端有1个锌指结构

的氨基酸结构域,能促进蛋白质-蛋白质相互作用,
在CESA蛋白聚合中发挥作用[3];锌指结构域和N
端跨膜结构域之间有1个蛋白序列的高变区Ⅰ,在

2个跨膜结构域之间是酶的中央结构域,其间有1
个蛋白序列高变区Ⅱ,高变区Ⅱ两边各有1个保守

基序,DxD和QxxRW,它们的功能主要与底物的结

合和催化相关[4]。
纤维素合酶通常以复合体的形式存在于细胞膜

上。1个纤维素合酶复合体可以合成由36条糖链

组成的微纤丝[5-6]。遗传学的研究表明,每个花环至

少由3种不同的CESA蛋白组成,在拟南芥中,CE-
SA4、CESA7、CESA8为次生壁沉积所需[7-9],CE-
SA1、CESA3、CESA6 为 初 生 壁 的 生 物 合 成 所

需[9-10]。在水稻中已证明CESA4、CESA7、CESA9
为次生壁的生物合成所需[11]。

Arioli等[12]和 Taylorn等[13]分别发现了温度

敏感 型 突 变 体(rsw1)和 不 规 则 木 质 部 突 变 体

(irx3),通过对突变基因的研究,证明了拟南芥纤维

素合酶参与纤维素的合成。目前,纤维素合酶的作

用机理仍不清楚。本文通过生物信息学分析,选取

与其他已知蛋白同源性较低的片段,采用原核表达

的方法表达水稻CESA1、CESA2和CESA3融合蛋

白,免疫新西兰大白兔,制备出纤维素合酶的多克隆

抗体,为研究水稻纤维素合酶的作用机制提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)质粒与宿主菌。大肠杆菌 DH5α和JM109
菌株、原核表达载体pGEX-4T-3由笔者所在实验室

保存。

2)主要试剂。逆转录试剂盒(RT Kit)、Taq
酶、高保真DNA聚合酶 KODplus、限制性内切酶

BamHⅠ、EcoRⅠ、SalⅠ、XhoⅠ购自TOYOBO公

司;T4DNA连接酶和DNA分子质量 Marker购自

TaKaRa(大连)公司;硝酸纤维素膜(nitrocellulose
filtermembrane,NC膜)购自Pall公司;亲和层析

填料Glutathionesepharose4fastflow、蛋白分子质

量 Marker购自 Genscript公司;预染蛋白 Marker
购自Fermentas公司;还原型谷胱甘肽(reducedL-
glutathione)、Mops缓冲液购自Biosharp公司;弗
式完全佐剂(FCA)、弗式不完全佐剂(FIA)、苯甲基
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磺酰氟化物(PMSF)、蛋白酶抑制剂(pepstatinA、

leupeptin)、琼脂糖蛋白A(proteinA-Agarose)、洋
地黄皂苷(digitonin)和凝血酶购自Sigma公司;

HRP标记的羊抗兔IgG购自武汉三鹰生物技术有

限公司。

3)试验动物。成年雄性新西兰大白兔购自华中

农业大学动物实验中心。
1.2 试验方法

1)原核融合表达载体的构建。根据NCBI提供

的序列,首先进行序列比对,然后进行跨膜区的预测

(http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/),在非

跨膜区选择同源性低的区段。3种抗原所选择的区

段在cDNA 上 的 位 置 分 别 为:OsCesA1 位 于 第

366~801个碱基的位置;OsCesA2位于第276~780
个碱基的位置;OsCesA3位于第345~804个碱基的

位置。3种抗原区段之间的同源性为12%。利用

Primer5设计引物,上下游引物分别引入酶切位点

及保护碱基,OsCesA1引物上下游的酶切位点分别

为BamHⅠ和SalⅠ,OsCesA2引物上下游的酶切

位点分别为EcoRⅠ和SalⅠ,OsCesA3引物上下游

酶切位点分别为EcoRⅠ和XhoⅠ。引物合成由奥

科生物技术有限公司完成。OsCesA1上游引物:5′-
AAAGGATCCAAAGGTCCAGAGTGGCAGAT-
AC-3′,下 游 引 物:5′-AAAGTCGACCTGGTTT-
GAAGGGATAGGCA-3′;OsCesA2上 游 引 物:5′-
AAAGAATTCAGGCAACCAGGACCATAAGC-
3′, 下 游 引 物: 5′-AAAGTCGACAATTG-
GCACTTTTCTCGATAGA-3′;OsCesA3 上 游 引

物: 5′-AAAGAATTCAAGGGACAGGAAT-
GACTCGC-3′, 下 游 引 物: 5′-AAACTC-
GAGGACTTTTCTGGACAATGGCTG-3′,划线部

分为酶切位点。
将PCR扩增产物双酶切回收后连接到pGEX-

4T-3的表达载体上,经酶切鉴定后对所获得的阳性

克隆进行测序验证。结果表明3个重组质粒读码框

正确,均无碱基突变,可用于融合蛋白的表达。

2)重组蛋白的诱导表达。将重组质粒转化大肠

杆菌JM109的感受态细胞,挑取双酶切为阳性的单

菌落接种于5mL的LB培养基中活化过夜,次日以

体积比1∶50的比例将活化培养物转入10mL的

LB培养基中扩大培养,菌液的D 值达到0.6后,取
出3mL作为对照,其余加入IPTG至终浓度为0.5
mmol/L,诱导3h后离心收集菌体细胞并超声波破

碎,聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检测重组蛋

白的表达量,并分析蛋白的可溶性。

3)GST亲和层析分离纯化重组蛋白。大量诱

导重组蛋白,超声波破碎收集上清。上清加入到

GST纯化柱中,PBSbuffer洗脱出去非特异结合的

杂蛋白,然后加入10mmol/L的还原性谷胱甘肽洗

脱目的蛋白。分光光度计测量蛋白浓度,保存读数

大于200的样品。蛋白样品经PBSbuffer透析,

PEG20000浓缩后,放入冷冻干燥机中冷冻抽干。

4)兔抗血清的制备。将纯化好的蛋白与FCA
充分乳化至终质量浓度为1mg/mL,作为免疫原进

行初次免疫,按每只兔子0.5mL的剂量进行背部

脊柱两侧皮下注射。间隔2周,FIA与纯化蛋白充

分乳化作为免疫原进行加强免疫,剂量为初次免疫

的50%,共加强2次后进行心脏取血[14]。分离血

清,加入叠氮化钠,-80℃冷冻保存。

5)抗血清效价检测。确定抗原与抗血清的最佳

工作浓度。包被液稀释抗原至10μg/mL,取1mL
加入酶标板的反应孔中,抗血清稀释8×104、1.6×
105、3.2×105倍,取1mL加入反应孔中,加入新鲜

稀释的酶标二抗,37℃孵育1h,然后加入底物显色

液(四甲基联苯胺,TMB)反应20min,2mol/L硫

酸终止反应。450nm的波长下测其D 值。

6)抗血清的纯化。兔血清稀释1倍后加入层析

柱内(柱床为琼脂糖蛋白 A),TBS洗脱杂蛋白,洗
脱缓冲液(50mmol/LGly-HCl,pH2.7)洗脱目的

蛋白,以中和缓冲液(1mol/LTris-HCl,pH8.0,

1.5mol/LNaCl,1mmol/LEDTA,0.5%叠氮化

钠)中和目的蛋白,测定蛋白浓度后分装保存。

7)Western-blotting检测抗原与抗血清的特异

性。凝 血 酶 处 理 后 切 除 GST 的 抗 原 进 行 SDS-
PAGE,控制每个泳道约5μg总蛋白,通过电泳仪

转至 NC 膜 上,利 用 制 备 的 免 疫 血 清 为 一 抗

(1∶500),用辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗

兔二抗进行 Western-blotting检测。

8)水 稻 原 生 质 膜 提 取。水 稻 孕 穗 期 茎 秆

-80℃保存,液氮中磨碎,加入4℃ 预冷的提取缓

冲溶液(50mmol/LMops/NaOH缓冲液pH7.5;

0.25mol/L蔗糖,1mmol/LPMSF,1μmol/Lpep-
statinA,1μmol/Lleupeptin),充分混匀;冰浴超声

波处理20min;4℃,12000r/mim离心10min;取
上清;4℃,150000r/mim 离心50min;沉淀加提

取缓冲溶液(含0.05%digitonin)重悬匀浆;4℃,
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60r/min溶解30min;4℃,20000r/mim离心30
min;上清加5×上样缓冲液,沸水浴加热10min。

9)OsCESAs抗体特异性分析。蛋白样品SDS-
PAGE后,恒流电转印蛋白至NC膜(4℃,70V,60
mA,12h)。用5%的脱脂牛奶封闭1h;洗膜3次

(3min/次);加入OsCESAs一抗(稀释度1/300)室
温孵育1h;洗膜3次(5min/次);加入 HRP羊抗兔

二抗(稀释度1/1000)室温孵1h;洗膜3次,TBS洗

膜1次(5min/次);二氨基联苯胺(DAB)显色。

2 结果与分析

2.1 原核表达载体的构建及鉴定

提取分蘖期水稻茎杆的总 RNA,经 RT-PCR
得到cDNA,高保真酶扩增目的片段(图1),经胶回收

试剂盒纯化回收得到OsCesA1、OsCesA2、OsCesA3

M:DNA2000plusmarker.

图1 RT-PCR扩增产物电泳图谱

Fig.1 ElectrophoresisoftheproductsamplifiedbyRT-PCR

 M:2000plusDNAmarker;CK:空载体pGEX-4T-3pGEX-4T-

3vector;1,2:经BamHⅠ和SalⅠ双酶切的表达载体pGEX-OsC-
esA1pGEX-OsCesA1digestedwithBamHⅠandSalⅠ;3,4:经

EcoRⅠ和SalⅠ双酶切的表达载体pGEX-OsCesA2pGEX-OsCe-
sA2digestedwithEcoRⅠandSalⅠ;5,6:经EcoRⅠ和XhoⅠ双

酶切 的 表 达 载 体 pGEX-OsCesA3pGEX-OsCesA3digestedwith

EcoRⅠandXhoⅠ.

图2 重组质粒pGEX-OsCesAs双酶切鉴定

Fig.2 RestrictionanalysisofthepGEX-OsCesAsplasmids

的 DNA 片 段。OsCesA1、OsCesA2、OsCesA3 的

PCR扩增产物分别经BamHⅠ/SalⅠ、EcoRⅠ/SalⅠ、

EcoRⅠ/XhoⅠ双酶切,片段纯化回收后克隆到pGEX-
4T-3的表达载体上,得到重组质粒pGEX-OsCe-
sAs,对双酶切鉴定片段大小正确的阳性克隆进行

DNA测序,结果表明pGEX-4T-3载体中插入的基

因片段序列及读码框完全正确(图2)。
2.2 重组 OsCESAs 的诱导表达

将pGEX-OsCesAs 重 组 载 体 转 化 大 肠 杆 菌

JM109菌株,在37℃,0.5mmolIPTG诱导3h,蛋
白量显著增加(图3)。超声波破碎后离心,分别将

全菌、上清、沉淀进行SDS-PAGE(图4)。发现3种

 M:蛋 白 质 标 记 Protein marker;1,3,5,7:细 胞 混 合 物

(-IPTG)ThewholecellproteinnotinducedbyIPTG;2,4,6,8:

细胞混合物(+IPTG)ThewholecellproteininducedbyIPTG;

“↘”显示的是融合蛋白 GST-OsCESAs“↘”showedrecombinant

GST-OsCESAsprotein.

图3 GST-OsCESAs诱导表达的SDS-PAGE检测

Fig.3 IdentificationofGST-OsCESAsprokaryotic
expressionbySDS-PAGE

 M:蛋白质标记 Proteinmarker;CK:空载体(-IPTG)pGEX-

OsCesAsnotinducedbyIPTG;1,3,5:沉淀(+IPTG)Insoluble

groupinducedbyIPTG;2,4,6:上清(+IPTG)Solublegroupin-
ducedbyIPTG.

图4 GST-OsCESAs可溶性SDS-PAGE检测

Fig.4 SDS-PAGEdetectionofsolubilityof
GST-OsCESAsidentificationofGST-OsCESAs

prokaryoticexpressionbySDS-PAGE
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pGEX-OsCESA均在上清中表达,为可溶性蛋白。
2.3 重组蛋白的纯化

重组蛋白IPTG诱导后离心收集菌体,超声波

破碎后收集上清。经亲和层析柱纯化后得到纯度较

高的重组蛋白(图5)。

 M:蛋白质标记Proteinmarker;1,2,3:纯化产物 Purification;

“↘”显示的是 OsCESAs“↘”showedOsCESAs.

图5 亲和层析纯化 GST-OsCESAs蛋白

Fig.5 PurificationofGST-OsCESAs
byaffinitychromatography

2.4 OsCESAs 抗体的制备与效价检测

用纯化的重组蛋白免疫新西兰大白兔,获得兔

抗血清。抗血清进行ELISA效价检测,底物为四甲

基联苯胺(TMB),在分光光度计在波长450nm下

测定D 值。计算样本D 值与对照D 值的比值。比

值大于2.1为 阳 性。试 验 结 果 表 明 OsCESA1,

OsCESA2,OsCESA3抗体的效价分别为1∶3.2×
105、1∶3.2×105、1∶8×104。
2.5 OsCESAs 抗体的 Western-blotting 分析

用凝血酶切割重组GST-OsCESAs,分离GST
和 OsCESAs,12%SDS-PAGE,控 制 每 个 泳 道 约

5μg总蛋白;转到NC膜上;Western-blotting(图6)
结果表明:OsCESA1、OsCESA2、OsCESA3可与抗

原特异结合。

图6 抗体特异性检测

Fig.6 Specificitydetectionofantibodies
2.6 OsCESAs 抗体特异性检测

提取水稻孕穗期茎秆的原生质膜,加5×上样

缓冲液,沸水浴加热10min。10%SDS-PAGE,转
到聚偏氟乙烯膜上,Western-blotting(图7)结果表

明OsCESA1、OsCESA3抗体都是特异的,而 OsC-
ESA2的抗体出现了非特异性条带。

 M:蛋白质标记Proteinmarker;“↘”显示的是 OsCESAs“↘”

showedOsCESAs.

图7 抗体特异性分析

Fig.7 SpecificanalysisofOsCESAantibodies

3 讨 论

为了制备高质量的免疫血清,在抗原引物设计、
免疫动物选择、佐剂使用、免疫剂量等方面进行控

制。首先通过植物膜蛋白质数据库对纤维素合酶进

行分析,选取蛋白的非跨膜区,然后通过Blast比对

选择基因的特异区段,综合2个区段设计引物,保证

了抗原的特异性和高效表达。免疫动物选择新西兰

家兔,其对抗原的反应性好、产生的抗体亲和力高、
价格低廉、易于采血。进行免疫注射时,加入了弗式

佐剂,可以改变抗原的物理状态而延长其在体内的

滞留时间,使抗原缓慢释放,同时非特异性的促进局

部吞噬细胞反应来增强动物的免疫效果。对于抗原

的免疫剂量,在首次免疫时选择1mg/mL,加强免

疫时剂量减半,因为在一定范围内(0.5~2.0mg/

mL)剂量越大产生的免疫应答越强,一方面引起机

体强烈的特异性免疫应答,另外还可以避免机体产

生免疫抑制。
选用pGEX-4T-3作为载体构建了3个纤维素

合酶的重组质粒,在大肠杆菌JM109中获得表达,
并且表达产物以可溶形式存在。以亲和层析柱纯化

后获 得 的 蛋 白 为 免 疫 原 制 备 了 融 合 抗 体。经

ELISA检测融合抗体的效价为大于1∶160000,可
以用于试验研究。Western-blotting表明融合抗体

可特异性识别水稻中的纤维素合酶。至此,我们制

备了3种纤维素合酶的抗体,这为进一步研究纤维

素的合成机制奠定了基础。
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Preparationandidentificationofpolyclonalantibodies
ofcellulosesynthaseinrice
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Abstract Cellulosesynthaseisacriticalcatalyticsubunitofthecellulosesynthasecomplex.To
studyfunctionsofCesAgenesinrice,theirantibodieswereprepared.First,recombinantplasmidswere
constructedwithcloningthecellulosesynthasegenesintotheexpressionvectorpGEX-4T-3.Therecom-
binantplasmidswerethentransformedintoE.coliJM109andtherecombinantproteinswereobtained.
ThefusionproteinswerepurifiedwithGSTaffinitychromatographysystemandinjectedtorabbitfor
generatingpolyclonalantibodies.Finally,allantibodieswereidentifiedbyWesternblottinganalysiswith
specificbandsandhighactivities.

Keywords Oryzasativa;cellulosesynthase;fusionproteins;polyclonalantibody
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