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-目的.制备乙烯应答基因
9I=B

多克隆抗体+在过表达植物中检测
XS<B

的积累+为深入研究

9I=B

响应乙烯信号通路的分子机制奠定基础,-方法.构建
I

>O$"+AXS<B=

原核表达载体+转化到大肠杆菌
S̀$B

!

C>F

"中+用异丙基
A

*

ACA

硫代半乳糖苷!

ENOV

"诱导获得重组蛋白
XS<B=AX83

*镍柱亲和纯化重组蛋白后免疫家兔获

得抗
XS<B

血清+利用抗原亲和纯化抗血清获得高纯度的
XS<B

多克隆抗体*用
XS<B

抗体和
V6N

抗体+检测原生质

体瞬时转化体系中
V6NAXS<B=

融合蛋白的表达*用农杆菌蘸花法获得过表达
V6NAXS<B

R

的转基因植物+用
XS<B

抗体和
V6N

抗体检测
V6NAXS<B

R

融合蛋白的表达,-结果.成功构建了原核表达载体
I

>O$"+AXS<B=

+并在大肠杆

菌系统中诱导获得重组蛋白
XS<B=AX83

+且多以包涵体形式存在,纯化的
XS<B=AX83

多克隆抗体+能清晰检测到约

"%*

R

原核表达的
XS<B

抗原,纯化的
XS<B

抗体不仅能检测到原生质体中瞬时表达的
V6NAXS<B=

融合蛋白+也能

检测到过表达转基因植物株系中的
V6NAXS<B

R

融合蛋白+并且与标签蛋白
V6N

对应抗体所检测到的特异性条带大

小一致,-结论.成功制备了拟南芥
XS<B

蛋白多克隆抗体+为
XS<B

蛋白在植物发育中的功能研究奠定了基础,
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植物生长过程中需要通过改变自身的生长状况

来应对环境的改变+尤其在幼苗时期会对光照(重力

和外在的胁迫做出响应%

B

&

,植物在黑暗中萌发时+

下胚轴会形成顶端弯钩来保护植物子叶和顶尖脆弱

的分生组织穿破土壤+这是由于下胚轴内外侧细胞

生长速率不同形成的%

$

&

,植物激素生长素和乙烯在

豌豆顶端弯钩形成过程中起重要协调作用+但生长

素和乙烯合成前体在顶端弯钩结构中的分布并不均

匀%

F

&

,生长素可以刺激细胞生长和下胚轴伸长+生

长素或乙烯信号通路受到抑制的拟南芥突变体呈现

出顶端弯钩生长发育迟缓的现象+相反+施加外源乙

烯或激发乙烯信号通路会导致顶端弯钩结构发生过

度弯曲现象%

!

&

,

9I=B

基因是一个乙烯应答基因+

其编码蛋白与植物
.A

乙酰转移酶序列相似,乙烯

通过激活转录因子
>E.F

$

>E.B

!

2/0

:

,2*2A8*32*38A

/892F

$

B

"来促进
9I=B

在转录和蛋白水平的表达+

最终促进顶端弯钩的形成%

T

&

,即使在施加外源乙烯

的条件下+

9I=B

功能缺失突变体
7)4B

也不能形成

顶端弯钩结构%

K

&

+过表达
9I=B

植物顶端弯钩加

剧+表明
9I=B

在顶端弯钩发育的调控网络中具有

至关重要的地位,

本研究对拟南芥
9I=B

基因的
=C.4

序列全

长进行克隆和原核表达+获得重组蛋白
XS<B=A

X83

+制备拟南芥
XS<B

多克隆抗体+检测
XS<B

蛋

白在下胚轴顶端弯钩形成过程中的表达以及不同激

素和环境胁迫对
XS<B

蛋白稳定性的影响+以期为

9I=B

的生物学功能研究奠定基础,

B

!

材料与方法

B;B

!

植物材料

B;B;B

!

植物!菌株和载体
!

拟南芥野生型植株
M'A

,(J]8+

!

M',

"(

7)4BLB

(原 核 表 达 载 体
I

>O$"+

(

I

7MB"AV6N

(

I

ÈAV6N

和大肠杆菌
O'

I

B%

以及

S̀$B

!

C>F

"均由西北农林科技大学旱区作物逆境

生物学国家重点实验室保存,

B;B;$
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主要试剂
!

高保真
C.4

聚合酶
N)8J2

</+)

(限制性内切酶(

O!C.4

连接酶(

V6N

抗体等+

均购自
O+e+_+

公司*

C.4

纯化回收试剂盒(质粒

小提试剂盒+购自天根生化科技公司*大提质粒试剂

盒+购自
[Y\D_232+)=0

*弗氏不完全佐剂和弗氏

完全佐剂+购自
<8

R

J+

公司*蛋白免疫印迹化学发光

试剂盒+购自
8̀'A_+?

公司*

X83

标签蛋白纯化填充

柱
.8<2

I

0+)'32K6+3/6,'1

(

%;!T

$

J

硝酸纤维素

膜+购自
V>X2+,/0=+)2S8-2<=82*=2

*

X_N

标记的

羊抗兔抗体
E

R

V

+购自北京康为世纪生物科技公司*

O)8̂',

试剂+购自
E*98/)'

R

2*

*反转录试剂盒+购自

.>̀

*

B

$

$ \<

培养基+购自
N0

:

/'O2=0*','

R:

S+A

]')+/')823

,

B;$

!

原核表达载体
I

>O$"+AXS<B=

的构建

B;$;B

!

拟南芥
9I=B

基因
MC<

的扩增
!

从拟南芥

官方网站
O4E_

!

O024)+]8?'

I

383E*-')J+/8'*_2A

3'()=2

"获得拟南芥
9I=B

基因序列+设计引物

9I=B/'-

&

6

!

M4OMM4OVVVM4OV4MVVOA

VVOO4V4V4VO4M

"和
9I=BW0'

&

_

!

M4OA

MOMV4V444OOMOMO4VVVOMO4M444

"*用

O)8̂',

法提取
B

周龄野生型拟南芥叶片总
_.4

+经

反转录得到
=C.4

+再以
=C.4

为模板+利用高保真

C.4

聚合酶
N)8J2</+)

进行
NM_

扩增得到
9I=B

基因的
MC<

全长序列!

9I=B'

"+琼脂糖凝胶电泳检

测
NM_

产物并割胶纯化回收目的片段,

B;$;$

!

重组质粒
I

>O$"+AXS<B=

的构建
!

用

/'-

&

和
>7-

&

将
9I=B'

和原核表达载体
I

>O$"+

水浴酶切后+回收片段与载体*片段与载体以
FkB

的比例连接+将片段(载体(

O!C.4

连接酶以及
O!

连接酶反应液混合均匀进行连接反应*将连接后产

物通过热激法转入大肠杆菌
O'

I

B%

+利用含卡那霉

素的培养基筛选出阳性单克隆菌落+提取质粒并酶

切鉴定,测序正确后+获得原核表达载体
I

>O$"+A

XS<B=

,

B;F

!

重组蛋白
XS<B=AX83

的表达与纯化

B;F;B

!

XS<B=AX83

蛋白的诱导
!

将原核表达载体

I

>O$"+AXS<B=

转化入大肠杆菌
S̀$B

!

C>F

"+挑取

阳性克隆菌株接种到含
T%J

R

$

JS

卡那霉素的
S̀

液体培养基上+培养至菌生长至对数期+加入终浓度

为
BJJ',

$

S

的诱导剂异丙基
A

*

ACA

硫代半乳糖苷

!

ENOV

"+于
F#g

诱导表达
!0

后收集菌液并离心+

用裂解缓冲液
S

:

383 (̀--2)

!

T%JJ',

$

S.+X

$

ND

!

+

I

X";%

*

F%%JJ',

$

S.+M,

*

B%JJ',

$

S

咪唑"重悬
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菌体*超声破碎菌体并收集沉淀+用
S

:

383 (̀--2)

重悬

沉淀*通过聚丙烯酰胺凝胶电泳检测重组蛋白

XS<B=AX83

的表达形式+同时通过重组
XS<B=AX83

蛋

白
M

端的
X83

标签进行蛋白免疫印迹检测*电泳结束

后转
.8/)'M2,,(,'32

!

.M

"膜+丽春红对膜瞬时染色+之

后用
BjÒ <O

!

$%JJ',

$

SO)83AXM,

+

I

X#;T

*

BT%

JJ',

$

S.+M,

*体积分数
%;BU

的
O122*A$%

"洗去颜

色+牛奶封闭液 !含质量分数
TU

脱脂奶粉的
Ò <O

溶液"封闭
B0

+加入封闭液稀释的一抗
4*/8AX83

!

BkT%%%

"

!g

过夜孵育*次日+用
BjÒ <O

洗膜
F

次+再加入用封闭液稀释的二抗
V5\

!

BkB%%%%

"+

室温孵育
B0

后再用
BjÒ <O

洗膜
F

次+

BjÒ <

!

$%JJ',

$

SO)83

+

I

X#;!

*

T%%JJ',

$

S.+M,

*体积

分数
%;%TU

的
O122*A$%

"洗膜
B

次+最后加入显色

液+利用化学发光显色成像系统成像%

#

&

,

B;F;$

!

XS<B=AX83

蛋白的扩大表达和纯化
!

初步

诱导
XS<B=AX83

成功后+相同条件下扩大表达蛋

白*将菌体超声破碎后的沉淀重悬到
T%JS

含
$%

JJ',

$

S

咪唑的
(̀--2)`

!

B%%JJ',

$

S.+X

$

ND

!

*

B%JJ',

$

SO)83

*

"J',

$

S7)2+

+

I

X";%

"中+室温

旋转裂解包涵体
B0

%

"

&

+收集上清并用
%;!T

$

J

滤

膜过滤*过滤后的上清与镍柱混合+室温孵育
B0

*之

后+将镍柱转移至重力柱+分别用
$%JS (̀--2)`

!加
$% JJ',

$

S

咪唑"和
T JS (̀--2)`

!加
$T%

JJ',

$

S

咪唑"洗涤+之后收集蛋白进行
<C<AN4V>

割胶纯化+并以牛血清蛋白
<̀4

为对照+质量浓度

梯度设为
B;%

+

%;T

+

%;$T

+

%;B$TJ

R

$

JS

+估计纯化

后蛋白的质量浓度,

B;!

!

XS<B

多克隆抗体的制备和纯化

B;!;B

!

抗体的制备
!

以纯化后的重组蛋白
XS<B=A

X83

为抗原+免疫
!

次家兔制备抗血清%

L

&

*第
B

次免

疫剂量为
$%%

$

R

$只+将重组蛋白与弗氏完全佐

剂%

B%

&等体积混合+于背部皮下注射家兔*之后每隔
$

周加强免疫
B

次+免疫剂量为
B%%

$

R

$只+

!

次免疫

后采取家兔心脏血+

F#g

处理
B0

+凝血后放入
!g

冰箱过夜*次日+离心收集血清于
P$%g

保存%

BB

&

,

B;!;$

!

抗体的纯化
!

取
%;"J

R

纯化的
XS<B=A

X83

蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳后转膜+丽春红

染色液瞬时染色后切下红色区域并用
Ò <O

洗膜

至红色褪去*将膜用
V,

:

=8*2

溶液洗脱后+牛奶封闭

B0

*之后将膜切成约
$JJ

$ 的小方块+装入含有

XS<B=AX83

抗血清的离心管中+

!g

竖直摇床过夜

孵育*次日+

Ò <

和
Ǹ <

分别洗膜
F

次后加入
T%%

$

SV,

:

=8*2

+振荡孵育
B%J8*

+吸上清于离心管中并

加入
T%

$

SBJ',

$

SO)83AXM,

!

I

Xc";%

"+于
P$%

g

保存,分别吸取
%;"

+

"

+

"%*

R

纯化后的
XS<B=A

X83

蛋白+以纯化后抗体
4*/8AXS<B

!

BkB%%%

和

BkT%%%

"为一抗(

V5_

!

BkB%%%%

"为二抗进行蛋

白质免疫印迹检测,

B;T

!

XS<B

多克隆抗体的特异性检测

B;T;B

!

9I=B

过表达植物株系的获得
!

!

B

"构建二

元表达载体
I

ÈAV6NAXS<B

R

,用
MO4̀

方法提取

$

周龄野生型拟南芥
M',

叶片
R

C.4

+以提取的
R

A

C.4

为模板+设计引物
9I=B>7-

&

6

!

M4OMOMA

V4V44OV4MVVOVVOO4V4V4VO4M

"和
9I=B

=+'

&

_

!

M4OV4VMOM44M4OM44VOVVOO4A

4O4V4V

"+方法同
B;$;$

节,先将
9I=B

基因的

R

C.4

!

XS<B

R

"片段连接至高拷贝载体
I

7MB"A

V6N

+测序成功后通过酶切法将目的片段连接到二

元载体
I

ÈAV6N

!含
FT<

启动子和
.D<

终止子"上+

得到载体
I

ÈAV6NAXS<B

R

,

!

$

"转基因植物的获得,将二元表达载体
I

ÈA

V6NAXS<B

R

电转入
V@FB%B

农杆菌感受态中+通

过卡那霉素和庆大霉素筛选出阳性克隆,扩大培养

后收集菌体悬浮到蘸花液 !

T%

R

$

S

蔗糖(体积分数

%;%TU

的
<8,12/SA##

"中+通过农杆菌蘸花法获得

转基因植物的
O

B

代混合种子,之后利用卡那霉素

抗性对其进行筛选+将能够正常生长的绿色植物转

移至基质土上进行培养+单株植株收取
O

$

代种子,

!

F

"转基因植物的鉴定,取
$%

个不同的
O

$

代

种子+在
B

$

$\<

培养基上于黑暗环境中培养+依据

弯钩表型挑选植物+找到分离比最低的株系移栽至

基质土上进行培养,提取转基因植物总
_.4

+以反

转录得到的
=C.4

为模板+以
9I=B=.

R

6

!

MVMOA

O4MVOMOOVVVMMOOM

"和
9I=B>:+

&

_

!

M4OA

OMO4V4VOOOOVVOOMOOOM4V4VOV

"为 引

物进行扩增+并进行半定量检测,

B;T;$

!

拟南芥原生质体瞬时表达
XS<B

蛋白的检

测
!

!

B

"

I

7MB"AV6NAXS<B=

的构建,以
I

>O$"+A

XS<B=

为模板+

9I=B>7-

&

6

和
9I=B=+'

&

_

为特异性引物进行
NM_

扩增+通过酶切法将扩增片

段连接至载体+获得
I

7MB"AV6NAXS<B=

,

!

$

"原生质体瞬时转化
I

7MB"AV6NAXS<B=

,

选取
!

"

T

周龄野生型拟南芥植株叶片+切成细条

状+加入到含有体积分数
BUM2,,(,+32_B%

和
%;$U

\+=2)'̂

:

J2_B%

的酶解液 !

$% JJ',

$

S eM,

+

$%

JJ',

$

S\><

+

%;!J',

$

S

甘露醇"中+

$$g

黑暗酶

解
F0

,加入
B%JS

预冷的
ZT

溶液!

B$TJJ',

$

S

/0:

第
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M+M,

$

+

T JJ',

$

S eM,

+

BT! JJ',

$

S .+M,

+

$

JJ',

$

S\><

"稀释酶解液+用
#T

$

J

尼龙膜过滤至

离心管中+离心弃上清收集细胞并加入
\\

R

溶液

!

%;!J',

$

S\+**8/',

+

!JJ',

$

S\><

+

BTJJ',

$

S

\

R

M,

$

"+使得细胞浓度约为
$jB%

T

JS

PB

*分别吸取

BJS

原生质体于
F

个
BTJS

离心管中+第
B

管为对

照组不加质粒+第
$

管和第
F

管分别加入
T%

$

S

高

浓度质粒
I

7MB"AV6N

(

I

7MB"AV6NAXS<B=

+之后

加 入
N>V

溶 液 !

%;$ JJ',

$

S \+**8/',

+

%;B

JJ',

$

SM+M,

$

+质量分数
!%U N>V!%%%

"+室温反

应
$TJ8*

,最后加入
!JSZT

溶液终止反应+充分

混匀后离心+弃上清*加入
TJS ZT

溶液悬浮沉淀

于培养皿中+置摇床避光培养
L0

,

!

F

"融合蛋白表达的
4*/8AXS<B

和
4*/8AV6N

检测,次日+收集细胞后各加入
B%%

$

S

蛋白提取

液+

LTg

加热
TJ8*

,点样顺序为原生质体(

V6N

(

V6NAXS<B=

(

V6NAXS<B=

!重复"+上样量均为
B%

$

S

+进行蛋白免疫印迹检测+一抗分别为
+*/8AV6N

和
+*/8AXS<B

+对应二抗分别为羊抗鼠!

V5\

"和羊

抗兔!

V5_

",

B;T;F

!

转基因植物中
XS<B

蛋白的检测
!

取在
B

$

$

\<

培养基上光照生长
#?

的野生型拟南芥
M',

+

7)4BLB

和
P

DKLJC!L9I=B

$

8

B

(

8

$

于
B;TJS

离

心管中+提取植物总蛋白+进行蛋白免疫印迹检测+

上样量为
$%

$

S

+所用抗体同
B;T;$

节,

$

!

结果与分析

$;B

!

拟南芥
9I=B

基因目的片段的扩增

!!

O)8̂',

方法提取
$

周龄野生型拟南芥
M',

叶片

总
_.4

+以
_.4

反转录的
=C.4

为模板+

9I=B

/'-

&

6

和
9I=B>7-

&

_

为引物+扩增得到大小

约
B$%%]

I

的目的片段
9I=B'

!图
B

",

\;C.4

分子量*

B

+

$;NM_

扩增所得
9I=BMC<

片段

\;C.4,+??2)

*

B

+

$;4J

I

,8-82?9I=BMC<-)+

R

J2*/

图
B

!

拟南芥
9I=B

基因
MC<

的扩增

68

R

;B

!

4J

I

,8-8=+/8'*'-#%+:&;-

P

4&49I=BMC<

$;$

!

原核表达载体
I

>O$"+AXS<B=

的鉴定

将目的片段
9I=B'

和原核表达载体
I

>O$"+

经过
/'-

&

和
>7-

&

双酶切后进行连接+提取阳性

单克隆菌落的质粒+经酶切验证发现有
B$%%]

I

左

右的目的片段和约
TH]

的载体骨架+对重组质粒

I

>O$"+AXS<B=

进行测序+测序结果与
O4E_

数据

库中的
9I=B

编码框序列完全匹配+表明原核表达

载体
I

>O$"+AXS<B=

构建成功!图
$

",

\;C.4

分子量*

B

+

$;

I

>O$"+AXS<B=

质粒
/'-

&

和

>7-

&

双酶切结果

\;C.4,+??2)

*

B

+

$;

I

>O$"+AXS<B=?8

R

23/2?]

:

/'-

&

+*?>7-

&

图
$

!

原核表达载体
I

>O$"+AXS<B=

的鉴定

68

R

;$

!

E?2*/8-8=+/8'*'-

I

>O$"+AXS<B=

$;F

!

重组蛋白
XS<B=AX83

的表达与纯化

将原核表达载体
I

>O$"+AXS<B=

转入大肠杆

菌表达菌株
S̀$B

!

C>F

"+图
F

显示+与诱导前菌液

相比+诱导后菌液
F#

"

T%H(

处有
B

条明显的蛋白

条带,超声破碎诱导后菌液并进行
<C<AN4V>

检

测+发现该蛋白多存在于沉淀中+表明该重组蛋白多

以包涵体形式存在,经蛋白免疫印迹检测+其可被

4*/8AX83

抗体识别+表明重组蛋白
XS<B=AX83

诱导

表达成功,

\;

蛋白分子量*

B;̀S$B

!

C>F

"$

I

>O$"+AXS<B=

诱导前菌液*

$;̀S$B

!

C>F

"$

I

>O$"+AXS<B=

诱导后菌液*

F;

超声破菌后上清*

!;

超声破菌后沉淀

\;N)'/28*\+)H2)

*

B;̀S$B

!

C>F

"$

I

>O$"+AXS<B=]2-')28*?(=/8'*

*

$;̀S$B

!

C>F

"$

I

>O$"+AXS<B=+-/2)8*?(=/8'*

*

F;<(

I

2)*+/+*/

+-/2)3'*8=+/8'*

*

!;N2,,2/+-/2)3'*8=+/8'*

图
F

!

重组质粒
I

>O$"+AXS<B=

的诱导表达

68

R

;F

!

E*?(=2?2Q

I

)2338'*'-

I

>O$"+AXS<B=

诱导蛋白扩大培养后进行
<C<AN4V>

割胶纯

化+并以质量浓度梯度分别
B;%

+

%;T

+

%;$T

+

%;B$T
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J

R

$

JS

的牛血清蛋白
<̀4

为对照+估计所纯化

XS<B

蛋白的质量浓度为
%;"J

R

$

JS

!图
!

",

\;

蛋白分子量*

B

"

!;B;%

+

%;T

+

%;$T

+

%;B$TJ

R

$

JS

牛血清白蛋白*

T

"

";B%

+

T

+

$;T

+

B;$T

$

S

纯化后
XS<B

\;N)'/28*\+)H2)

*

BP!;B;%

+

%;T

+

%;$T

+

%;B$TJ

R

$

JS <̀4

*

TP";B%

+

T

+

$;T

+

B;$T

$

S

I

()8-82?XS<B

图
!

!

纯化
XS<B

蛋白的定量检测

68

R

;!

!

f(+*/8-8=+/8'*'-

I

()8-82?XS<B

$;!

!

多克隆抗体
4*/8AXS<B

的制备与验证

将纯化的重组蛋白
XS<B=AX83

作为抗原
!

次

免疫家兔制备抗血清+采取家兔心脏血+收集所制备

血清于
P$%g

保存,分别吸取
"

和
!

$

R

XS<B=A

X83

蛋白+以兔抗血清!

BkB%%%

"为一抗(

V5_

!

BkB%%%%

"为二抗进行蛋白免疫印迹检测+结果

!图
T

"显示+可以清晰检测到
XS<B

蛋白,

\;

蛋白分子量*

B

+

$;

纯化后
XS<B=AX83

抗原

\;N)'/28*\+)H2)

*

B

+

$;N()8-82?XS<B+*/8

R

2*

图
T

!

XS<B

抗血清对
XS<B

蛋白的检测

68

R

;T

!

C2/2=/8'*'-XS<B18/08/3+*/832)+

$;T

!

多克隆抗体
4*/8AXS<B

的纯化

将
XS<B=AX83

蛋白目的条带切下并用
Ò <O

洗膜至红色褪去+将膜剪成小块与
XS<B=AX83

抗血

清杂交孵育
BK0

*次日+

V,

:

=8*2

洗脱得到较纯净的

多克隆抗体
4*/8AXS<B

+分别吸取
%;"

+

"

+

"%*

R

纯

化后的
XS<B=AX83

蛋白+将抗体分别稀释
B%%%

倍

和
T%%%

倍并进行蛋白免疫印迹检测+结果!图
K

"表

明+

T%%%

倍稀释后的抗体仍能清晰检测到约
"%*

R

的
XS<B

蛋白,

\;

蛋白分子量*

B

"

F;%;"

+

"

+

"%*

R

的
XS<B=AX83

抗原+

BkB%%%

稀释后的
XS<B

抗体*

!

"

K;%;"

+

"

+

"%*

R

的
XS<B=AX83

抗原+

BkT%%%

稀释后的
XS<B

抗体

\;N)'/28*\+)H2)

*

BPF;%;"

+

"

+

"%*

R

'-XS<B=AX83+*/8

R

2*

+

BkB%%%?8,(/8'*'-XS<B+*/8]'?

:

*

!PK;%;"

+

"

+

"%*

R

'-

XS<B=AX83+*/8

R

2*

+

BkT%%%?8,(/8'*'-XS<B+*/8]'?

:

图
K

!

XS<B

抗体对
XS<B

蛋白的检测

68

R

;K

!

C2/2=/8'*'-XS<B18/08/3+*/832)+

$;K

!

9I=B

过表达拟南芥株系的获得

用农杆菌蘸花法获得过表达
9I=B

转基因植

物株系
P

DKLJC!L9I=B

$

8

B

和
P

DKLJC!L9I=B

$

8

$

,将
M',

(

7)4BLB

和
P

DKLJC!L9I=B

$

8

B

(

8

$

种植在
B

$

$\<

培养基上暗培养
F?

后+由图
#

可

知+与
M',

相比+

7)4BLB

顶端弯钩完全缺失+而转基

因株系
P

DKLJC!L9I=B

$

8

B

(

8

$

弯钩明显加重,

B;M',

*

$;7)4BLB

*

F?9I=B

过表达植株
8

B

*

!;9I=B

过表达植株
8

$

B;M',

*

$;7)4BLB

*

F;9I=B'92)2Q

I

)2338'*,8*2

8

B

*

!;9I=B'92)2Q

I

)2338'*,8*2

8

$

图
#

!

过表达
9I=B

拟南芥株系的顶端弯钩表型

68

R

;#

!

O02+

I

8=+,0''H

I

02*'/

:I

2'-9I=B

'92)2Q

I

)2338'*,8*238*#%+:&;-

P

4&4

提取以上植物的总
_.4

+以反转得到的
=C.4

为模板进行半定量
_OANM_

验证,验证结果!图
"

"

显示+与
M',

相比+转基因株系
P

DKLJC!L9I=B

$

8

B

(

8

$

中+

9I=B

在转录水平的表达量显著上调,

B;M',

*

$;7)4BLB

*

F?9I=B

过表达植株
8

B

*

!;9I=B

过表达植株
8

$

B;M',

*

$;7)4BLB

*

F;9I=B'92)2Q

I

)2338'*,8*2

8

B

*

!;9I=B'92)2Q

I

)2338'*,8*2

8

$

图
"

!

9I=B

表达的半定量
_OANM_

检测

68

R

;"

!

<2J8A

a

(+*/8/+/892_OANM_-')?2/2=/8'*'-

9I=B2Q

I

)2338'*
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$;#

!

XS<B

多克隆抗体的特异性检测与验证

制备拟南芥野生型叶肉细胞原生质体+将

I

7MB"AV6NAXS<B=

重组质粒转化入原生质体中+

过夜孵育后提取蛋白+分别用
XS<B

抗体和
V6N

抗

体进行蛋白免疫印迹检测,图
LA4

显示+对照组无

法检测到
V6NAXS<B=

+过表达
V6NAXS<B=

融合蛋

白的原生质体检测到
KLH(

的目的条带*

V6N

抗体

检测结果!图
LÀ

"显示+原生质体对照组空白+

V6N

蛋白泳道检测到大小为
$#H(

的
V6N

蛋白+过表达

V6NAXS<B=

融合蛋白的泳道检测到大小为
KLH(

的目的条带+且与图
LA4

中的特异性条带相同,丽

春红染色结果表明+其蛋白上样量一致,以上结果

证明制备的
XS<B

抗体特异性非常高+能够特异性

识别植物中表达的
XS<B

蛋白,

B;

原生质体*

$;V6N

蛋白*

F

+

!;V6NAXS<B=

融合蛋白

B;N)'/'

I

,+3/

*

$;N)'/28*'-V6N

*

F

+

!;V6NAXS<B=-(38'*

I

)'/28*

图
L

!

基于多克隆抗体的拟南芥叶肉细胞原生质体中
XS<B

!

4

"(

V6N

!

`

"蛋白的检测
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R
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!
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!
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!

`
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&4J23'

I

0

:
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I

)'/'

I

,+3/3]+32?'*/02

I

',

:

=,'*+,+*/8]'?

:

!!

提取在
B

$

$\<

培养基上光照生长
#?

的野生

型拟南芥(

7)4BLB

突变体和过表达
OF

代植物总蛋

白+分别用
XS<B

抗体和
V6N

抗体进行蛋白免疫印

迹检测,结果!图
B%

"显示+在
T%

"

#TH(

处有明显

的蛋白条带+而融合蛋白
V6NAXS<B

R

约为
KLH(

+

说明
XS<B

多克隆抗体可以特异性识别拟南芥

XS<B

蛋白,

B;M',

*

$;7)4BLB

*

F?9I=B

过表达植株
8

B

*

!;9I=B

过表达植株
8

$

B;M',

*

$;7)4BLB

*

F?9I=B'92)2Q

I

)2338*

R

,8*2

8

B

*

!;9I=B'92)2Q

I

)2338*
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$

图
B%

!

基于多克隆抗体的拟南芥植物体中
XS<B

!

4

"(

V6N

!

`

"蛋白的检测

68

R

;B%

!

C2/2=/8'*'-XS<B

!

4

"+

V6N

!

`

"

I

)'/28*2Q

I

)2338'*8*#%+:&;-

P

&4]+32?'*/02

I

',

:

=,'*+,+*/8]'?

:

F

!

讨
!

论

BLL%

年+

V(̂J+*

和
>=H2)

%

B$

&通过施加乙烯第

一次筛选得到不能形成顶端弯钩的
7)4B

突变体+之

后
&'32

I

0

又陆续筛选得到其他
FF

个表型强弱不同

的等位基因突变体+并在
BLLK

年对其进行克隆鉴定

得到
9I=B

基因+其编码的蛋白和
.A

乙酰转移酶序

列保守%

$

&

,研究证明+

9I=B

基因参与调控下胚轴

中生长素介导的基因表达(细胞伸长和顶端弯钩发

育+另外乙烯能够诱导
9I=B

的表达%

$

&

,

9I=B

是

顶端弯钩发育过程中必不可少的调控因子+参与整

合乙烯(生长素(赤霉素(茉莉酸以及光等多个信号

转导途径+但对其如何发挥功能尚不清楚,

利用组成型启动子
FT<

过表达马铃薯
9I=B

基因能够恢复拟南芥
7)4B

突变体顶端弯钩缺失的

表型%

BF

&

+这表明
XS<B

蛋白在高等植物中功能保

守,本研究利用酶切克隆的经典分子手段构建重组

质粒
I

>O$"+AXS<B=

+经过
ENOV

诱导+用
<C<A

N4V>

检测到以包涵体形式主要分布在沉淀中的目

的蛋白
XS<B=AX83

+通过尿素完全变性包涵体的方
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法纯化得到
XS<B=AX83

重组蛋白%

B!

&

+免疫家兔制

备抗
XS<B

的血清+因血清中杂质较多+通过抗原亲

和纯化抗血清制备得到特异性高的
XS<B

多克隆抗

体,

原生质体瞬时转化体系的优点是能够快速地表

达大量蛋白,在对
XS<B

抗体进行植物体内的特异

性检测时+未转化质粒的原生质体样品中不能检测

到植物内源的
XS<B

蛋白+可能是因为
XS<B

蛋白

在叶肉细胞中表达量很低,而转化
I

7MB"AV6NA

XS<B=

后能够检测到积累量较多的
V6NAXS<B=

融

合蛋白,另外+利用标签
V6N

抗体也可以检测到相

同分子量的融合蛋白,这些结果表明+本研究制作

的
XS<B

多克隆抗体能够特异性识别植物体内表达

的
V6NAXS<B=

蛋白,与此同时+还构建了过表达

融合
V6N

标签的
9I=B

基因组
C.4

的转基因株

系+转基因植物在黑暗中呈现出弯钩加剧的表型*利

用
XS<B

抗体也检测到了转基因株系中的
V6NA

XS<B

R

融合蛋白+但未能检测到植物内源的
XS<B

蛋白+可能是因为
XS<B

的表达量较低+所以需弄清

楚
XS<B

的定位+将蛋白富集后再进行免疫印迹检

测,

9I=B

是一种乙烯应答基因+除了参与调控下

胚轴细胞差异伸长外+还参与调节糖响应基因表

达%

BT

&与植物免疫过程调控%

BK

&

,本研究制备的多克

隆抗体可为后续
9I=B

参与调控乙烯和生长素反

应途径之间的联系以及二者的协同作用研究奠定基

础,
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