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摘 要


稻瘟菌侵染后差异表达水稻蛋白 的鉴定和

０ＳＡＧ０ １ ８ 多克隆抗体的初步制备

摘 要

植物与病原微生物在漫长的共进化过程 中逐步形成了先天免疫系统 ， 该系统包括

两个方面 ，

一

是基于细胞表面的模式识别受体 ＰＲＲｓ 对病原物相关分子模式 ＰＡＭＰｓ

的识别 ， 这个过程被称作病原物相关分子模式触发的免疫反应 （ ＰＴ Ｉ ）
； 第二种免疫来

自于细胞 内部 ， 主要依靠植物本身 的抗病基因编码产生的的蛋 白或者小分子物质起作

用 ， 这
一

过程被称为效应因子触发的免疫反应 （ ＥＴＩ ） 。 为发现 ＰＴＩ 和 ＥＴ Ｉ 中变化并起

关键作用 的蛋 白 ， 本项研究选用水稻 （栽培品种 日本晴 ） ， 使用亲和性稻瘟菌 Ｇｕｙ ｌ １

和非亲和互作菌株 ２５３９ 对水稻叶片进行侵染试验 ， 提取 ２４ｈ 、 ９６ｈ 和未侵染植株叶片

的总蛋 白和质膜蛋 白 ， 使用 ｉＴＲＡＱ 标记技术进行 ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ 定量检测 。 通过使用 ６ ．４％

＿

ＤｅｘｔｒａｎＴ－

５ ００／ＰＥＧ－

３ ３ ５ ０ 聚合物的双水相体系 ， 富集到了质膜且 占总数的 ４３ ． ３ ５％
；

在对蛋 白进行定量分析后发现 ， 质膜蛋 白 的 ４ 组数据中共有上调蛋 白 １ ２４ 个 ， 下调蛋

白 ４ １ 个 ； 总蛋 白 的 ２ 组数据中共有上调蛋 白 １ ７ ３ 个 ， 下调蛋 白 ４９ 个 。 在质膜蛋 白和

总蛋 白 中都显著上调的蛋 白有 ２ １ 个 ， 下调蛋 白 ５ 个 ， 其中被确定为质膜蛋 白 的有 ６

个 。

接种 ２４ｈ 后 ， 在亲和菌株 Ｇｕｙ １ １ 与非亲和菌株 ２５ ３ ９ 处理组之间均呈现差异表达

的蛋 白共有 ２２ 个 ； 接种 ９６ｈ 后均呈现差异表达的蛋 白共有 ３ ３ 个 。 接种非亲和菌株后

被诱导上调表达的蛋 白在 ９６ｈ 多于亲和菌株 ， 且随着侵染的继续 ， 被诱导产生的蛋白

数量也随着增多 ．在四个处理中均显著上调的蛋 白有 ６ 个 。 在对蛋 白功能进行分析后的

数据表明 ，

一

些蛋 白具有与抗病相关的功能或活性如 ： 丝氨酸 ／苏氨酸激酶活性 、 ＡＴＰ／

核苷酸结合作用 、 金属离子结合功能 、 转运功能 、 信号接收功能 。 这些具有
一

致性的

蛋 白 中 ， 很有可能存在着定位于质膜上 ， 且能够在早期的防卫反应中识别病原物的

ＰＲＲｓ 。

已发表的结果和本实验室未公布的数据显示 Ｏ ｓＡＧＯ １ ８ 在水稻对条纹叶枯病毒

（ ＲＳＶ ） 和稻瘟菌的抗性中均起作用 。 当 ＲＳＶ 侵染水稻后 ， 它能减轻 ｍｉｃｒｏＲＮＡ １ ６８

对水稻抗性蛋 白 ＡＧＯ １ 的干扰 。为 了加深对 Ｏ ｓＡＧＯ １ ８ 在对稻瘟病抗性中作用 的研究 ，

我们选取从 Ｎ 端开始 ６３ ６ｂｐ 的特异性片段 ， 设计了重组蛋 白 ＡＧＯ １ ８
６ ３ ９ ， 采用烟草瞬

时表达后纯化出 ３０ ０μｇ 抗原 ， 将用于 ＡＧＯ １ ８ 的多克隆抗体制备 。 得到的抗体将用于

Ｉ
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研究 ＡＧＯ １８ 在 抗病过程中的 作用以 及互作对象的鉴定。
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ＡＴＰ／ｎｕ ｃｌｅ ｏ ｔｉｄｅ ｂｉｎ ｄｉｎｇ，
ｍｅｔ ａ

ｌ－ｂｉｎ ｄｉｎ ｇ，
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｏ

ｒ，
ｒｅｃｅｐｔｏｒｅｔ ｃ．Ｔｈｅｓｅｃｏ ｕｌｄａｃｔａｓＰＲＲ

ｓ，

ｈ ｉ
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ｗｈ ｉｃｈａｒｅｌｏｃａ ｌ ｉｚｅｄｏｎｔｈｅ
ｐ ｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄａｂ ｌｅｔｏｒｅｃｏｇｎｉｚｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｓｉｎｔｈｅｅａｒ ｌｙ

ｄｅｆｅｎｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓ ．

Ｒ ｉｃｅｒｅｓ ｉｓｔａｎｃｅｔｏｅｖｏ ｌｕｔ ｉｏｎａｒ ｉｌｙｄ ｉｖｅｒｓｅｖ ｉｒｕ ｓｅｓｒｅｑｕ ｉｒｅｓＡｒｇｏｎａｕｔｅ １ ８（
ＡＧＯ １ ８

）
．

Ｕｎｐｕｂ ｌ ｉｓｈｅｄｄａｔａｆｒｏｍｏｕｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｈｏｗｔｈａｔＡＧＯ １ ８ｉｓａ ｌｓｏｒｅｑｕｉｒｅｄｉｎｒ ｉｃｅｂ ｌａｓｔ

ｒｅｓ ｉｓｔａｎｃｅ ．Ｔｈｅａｎｔ ｉｖｉｒａ ｌｆｕｎｃｔ ｉｏｎｏｆＡＧＯ １ ８ｄｅｐｅｎｄｓｏｎｉｔｓａｃｔ ｉｖｉｔｙｔｏｓｅｑｕｅｓ ｔｅｒ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ １ ６ ８
（
ｍｉＲ １ ６８

）
ｔｏａ ｌ ｌｅｖｉａｔｅｒｅｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆ ｒｉｃｅＡＧＯ １ｅｓｓｅｎｔｉａ ｌｆｏｒａｎｔ ｉｖｉｒａ ｌＲＮＡｉ ．

Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｒｅｖｅａ ｌｔｈｅｆｕｎｃｔ ｉｏｎｏｆＯ ｓＡＧ０ １ ８ｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ
ｏ ｆ ｂ ｌａｓｔｒｅｓ ｉｓｔａｎｃｅ

，ｗｅ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅ ｉｎＡＧＯ １ ８ ６３ ９ｂｙｕｓ ｉｎｇｔｏｂａｃｃｏｔｒａｎｓ ｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ．Ｔｈｅｒｅａｒｅ３００μｇ

ＡＧＯ １ ８
６３ ９ａｎｔ ｉｇｅｎｈａｓｂｅｅｎ

ｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏ
ｐ

ｒｅｐａｒｅｐｏ ｌｙｃ ｌｏｎａｌＡＧＯ １ ８ａｎｔ ｉｂｏｄｙ．Ｔｈｅａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｗ ｉｌ ｌ ｂｅｕｓｅｄｔｏｓｔｕｄｙ 

ｔｈｅｒｏ ｌｅｏｆ ＡＧＯ １ ８
ｐ

ｌａｙ ｉｎｇ
ｉｎｄｉｓｅａｓｅｒｅｓ ｉｓｔａｎｃｅ ．

ＫＥＹＷＯＲＤ ：Ｐ ｌａ ｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ
；
Ａｑｕｅｏｕｓｔｗｏ －

ｐｈａｓｅ ；
ｉＴＲＡＱ ；

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
；
Ｔｒａｎｓ ｉｅｎｔ

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ
；
Ｐｏ ｌｙｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ＩＶ





第
一

章 文献综述


第一章 文献综述

１ ． １ 稻瘟菌侵染水稻后水稻叶片蛋白质组学研究概况

１ ． １ ． １ 稻瘟菌侵染水稻过程

稻痕病是影响水稻产量的最严重病害 ， 稻瘟菌变异能力强 ， 在生产中 由于 出现新

的生理小种而使
一

个抗稻瘟品种丧失抗性的情况经常发生 ［
１
］

， 对水平抗性的需求推动

了蛋 白质组学在水稻在抗稻瘟病中 的发展 。 目 前对稻瘟病的研究主要集中在对其致病

菌 ｅ的营养生长 、 无性繁殖 、 以及附着胞形成机制等方面 。 对

的整个侵染过程 已形成较完整的理解 。 首先 ， 分生孢子通过分泌附着液附着

在水稻叶片的表面并在 ０ ． ５ 到 １ ． ５ｈ 之 内萌发 ， 在侵入位点形成附着胞 ［
２

］

。 在侵染大约

２４ｈ 后 ， 附着胞 内积聚的强大渗透压驱动侵染钉穿透水稻表皮蜡质层 ， 进入表皮细胞 。

大约在侵染后 ３２ｈ 后 ， 初级侵入菌丝形成并开始扩增 ， 在侵染约 ４８ｈ 后 ， 次级侵入菌

丝形成并扩展到临近表皮细胞 ； 次级菌丝在侵染后约 ７２ｈ 侵入叶片海绵细胞组织 ； 在

高湿度条件下 ， 叶面表面的病斑在侵染后 ９６ｈ 肉眼可见 ， 同时伴随着分生孢子产生 ；

病斑持续扩大 ， 侵染大约 １ ４４ｈ 后 ， 菌丝充满叶片组织 ［
３

］

。

Ｕ ．２ 蛋白质组学研究方法

水稻细胞从感受到病原菌到发起免疫反应的整个过程中 ， 会分泌不同 的蛋 白质来

抵御病菌的侵染 ， 发现这些特异性表达的蛋 白是本次研究的主 旨 。 双 向 电泳 ２－ＤＥ

（ Ｔｗｏ
－ｄ ｉｍｅｎｓ ｉｏｎａｌｅ ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ） 是

一

种等 电聚焦电泳与 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 相结合的蛋白

质电泳检测技术 。 双向 电泳后的凝胶经染色蛋 白呈现二维分布图 ， 水平方向反映出蛋

白在等电点上的差异 ， 而垂直方向反映出它们在分子量上的差别 ， 所以双向 电泳可以

将分子量相同而等电点不同的蛋白质以及等电点相同而分子量不同的蛋 白质分开 ， 采

用双向 电泳对拟南芥进行全蛋 白分析时共得到 ４７６３ 个蛋 白 点
［
４

］

， 但只有很少的部分能

够被分析鉴定 ， 随着蛋 白分离和鉴定技术和生物信息预测的发展 ， 蛋 白质组学已成为

植物病理学研究的重要手段 。 利用双 向 电泳结合质研究水稻 Ｃ０３ ９ 经 ＭｅＪＡ 处理 ， 发

１
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现 ２ １ 个差异表达的蛋 白
［
５

］

， 对不同抗性品种的试验中发现 ， 感病品种与 Ｃ０３ ９ 都有

１ ３ 个受茉莉酸 甲酯调控的蛋 白发生了变化 ［
６

］

， 当用 Ｌｙｃｏｐｒｏｔｅ ｉｎｅ ｌ ｉｃ ｉｔｏｒＣＳＢ 处理水稻

Ｃ０３ ９ 和 Ｃ １ ０ １Ａ５ １ 叶片 １ ２ 、 ２４ｈ 后 ， ２ １ 个差异表达的蛋 白经 由 （
ＬＴＱ ）

－ＭＳＭＳ 鉴定 出 。

但在实际应用 中 ， ２ －ＤＥ 面临的挑战是高分辨率和重复性 ， 受样品本身理化性质的影

响 ， 分辨率和重复型会有很大的变化 ， 对低丰度的蛋 白 以及膜蛋 白 的分离鉴定并不理

想 。

ＬＣ －ＭＳ ／ＭＳ（ 串联质谱 ） 的发展极大推动 了蛋 白质组学的研究 ， 同位素标记技术

的应用使蛋 白质的定量数据更为简便可靠 。 采用 Ｎ
１ ５

对拟南芥膜蛋 白进行标记试验中

得到 比未标记样品多 ５ 倍的数据通量 ［
７

］

。 同位素标记相对和绝对定量技术 （ ｉＴＲＡＱ ）

是近年来最新开发的
一

种新的蛋 白质组学定量研究技术 ， 具有较好的定量效果和较髙

的重复性 ［
８

］

， 并可对多达 １ ６ 种不同样本同时进行定量分析 。 采用 ｉＴＲＡＱ 标记技术 ，

对稻瘟菌侵染水稻 ２４ 、 ４８ 和 ７２ｈ 的水稻总蛋 白进行标记的试验中发现 ， 在稻瘟菌侵

染过程中 ， 有 ５ ３ 个蛋 白质的表达量发生了 改变
［
９

］

。 蛋 白数据库和生物信息分析的不断

完善使得对得到的蛋 白质认识更为清晰 。 ＧＯ 分析后表明 ， 这些在侵染过程中变化的

蛋 白参与 了氧化还原平衡 、 防御 、 信号传导 、 光合作用 以及主要功能物质代谢 ［
９

］

。

１ ．２ 水稻质膜蛋白及病程相关 ＰＲＲｓ 的研究概况

１ ．２ ． １ 质膜功能和结构

质膜是所有活细胞与外界环境的接触的面 ， 也是最为复杂且活跃的膜 。 蛋 白质是

质膜上的
一

个重要组成成分 ， 根据在膜上存在位置的不同 ， 膜蛋 白可分为两类 ，

一

是

通过强疏水或亲水作用同膜脂牢固结合不易分开的 ， 称为整合蛋 白 （ Ｉｎｔｅｇｒａｌ ｐｒｏｔｅ ｉｎ ）

或膜 内在蛋 白 ；

二是附着在膜的表层 ， 与膜结合比较疏松容易分离的 ， 称为膜周边蛋

白 （ Ｐｅｒ ｉｐｈｅｒａｌ ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ） 或外在蛋 白
［

１ （）
］

。 无论是整合蛋 白还是膜周边蛋 白 ， 接受和识别

各种刺激和信号 ， 它们参与细胞信号传导 、 渗透调节和营养代谢等活动的基本生物功

能 。

２
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１ ．２ ．２ 质膜的分离纯化方法

我们通常利用超速离心的方法分离细胞膜和细胞质 ， 而要针对性的获得质膜 ， 之

前的研究利用蔗糖梯度离心 ［
１ １

］

， 梯度离心后各个细胞组分会分布在不同浓度的蔗糖梯

度中 ［
１ ２

］

， 质膜分布浓度为 ３ ８％至 ４０％
［
１ ３

］

， 然而蔗糖梯度离心的纯化效率低且容易受

操作影响 ， 更为优化的方案是采用两相分离纯化质膜 ［
１ ４

］

， 该方法主要依靠不同膜结构

之间的表面特性的不同对总微粒体进行分离 ， 选用 ＤｅｘｔｒａｎＴ５００／ＰＥＧ３ ３ ５０ 聚合物质

量分数为 ６ ． ３ ％ 的双水相体系可以获得高纯度的质膜微囊 ， 且随分配次数的增加 ， 可

以有效减少其他 内膜的污染 。 质膜蛋 白质经增溶缓冲液溶解及 １
－ＤＳＤＳ －ＰＡＧＥ 发现纯

化后的质膜有效减少 了特定蛋 白质条带的丰度 ， 使蛋 白质条带的分布更为均匀
［

１ ５
］

。 同

样 ， 利用两相分离方法对 白羽扇豆根质膜蛋 白 的 Ｈ
＋

ＡＴＰ 酶活性检测发现 ， 提取的质

膜蛋 白 中定位于质膜上的钒敏感型 Ｈ
＋

ＡＴＰ 酶活力与对照相比达到 了９６％ ， 而定位于

＊

液泡上 、 内质网和高尔基体上的硝酸盐敏感型 Ｈ
＋

ＡＴＰ 酶相对活力为 ４％ ， 定位于线粒

体和叶绿体的钼酸盐敏感型 ｆＡＴＰ 酶相对活力为 ２５％ ， 非特异性磷酸酶的活力则为

１％
［
１ ６

］

， 数据表明两相分离提取的质膜含量很高但仍有其他膜系统存在 。 在对蓝藻质

膜的提取试验中 ， 先对总微粒体进行蔗糖梯度分离 ， 再对质膜部分进行两相分离可以

得到纯度更高的质膜 ［
１ ７

］

。

１
．２ ． ３ 质膜蛋白的检测

膜蛋 白 的分析被膜固有的疏水性所限制 ， 现有的膜蛋 白提取主要通过去垢剂 、 有

机酸和离液剂等
［

１ ８
］

， 使用这些方法会对样品有不同程度的损失 ， 膜蛋 白在膜上的结合

方式也是影响因素之
一

， 对于跨膜蛋 白 ， 则需要在碱性溶液中先将其从从膜上脱落下

来 ， 并溶解疏水蛋 白 以增加其在 ２Ｄ 凝胶上的分布 ［
１ ９

］

。 实验表明 甲醇和三氟乙醇的使

用也能增加被鉴定蛋 白 的数量 ［
２ （ ）

］

， 但尿素对蛋 白质从膜上的分离却仍是最为有效的方

法之
一

， 高浓度尿素会使蛋 白质三维结构改变 ， 使其变成链状的
一

级结构 ， 从而使得

其能够从膜上脱落 ， 却不能保持蛋白的三维结构 ［
２ １

］

。 新的研究表明从去污剂胶束中释

放的完整的质膜蛋 白复合体可以在气相质谱检测 中被观察到 ［
２２

］

， 从而揭示了蛋 白质复

合体与脂质的结合方式 ， 这项技术需要对复合体进行纯化 、 定量、 脱脂 ， 使得未来的

３
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蛋 白质组学将可以从 Ｓｔｏ ｉｃｈｉｏｍｅｔｒｙ 、功能结构和蛋 白质装配动力学 （ ｄｙ
ｎａｍｉｃｓｏｆ ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ａｓ ｓｅｍｂ ｌ ｉｅ ｓ ） 对蛋 白质的功能作出更全面的解释 ［
２３

］

。

１ ．２ ．４ 已知病程相关 ＰＲＲ １

质膜蛋 白在防御反应中发挥重要的信号转导作用 ， 与其它植物系统
一

样 ， 水稻对

稻瘟菌 ＰＡＭＰ 的识别主要是通过定位于质膜上的 ＰＲＲｓ 来实现。 水稻 ＣＥＢ ｉＰ 是
一

个定

位于质膜的类受体蛋 白激酶 ， 对几丁质有非常高的亲和性 。 ＣＥＢ ｉＰ 缺失突变体表现出

对几丁质诱导的不敏感性 ， 显示 ＣＥＢ ｉＰ 在几丁质信号感受和传递中 的重要作用 ［
２４

］

。

Ｐ ｉ
－ｄ２ 是从水稻品种 Ｄ ｉ

ｇｕ 中分离得到的
一

个定位于质膜上的类受体蛋 白激酶 。 携带

Ｐ ｉ
－ｄ２ 的转基因植株对稻瘟菌 ＺＢ １ ５ 呈抗性 。 当 Ｐ ｉ

－ｄ２ 跨膜区域的
一

个氨基酸发生突变

后 ， 水稻对 ＺＢ １ ５ 的抗性消失 ， 显示质膜定位对稻瘟病抗性的重要性 ［
２ ５

］

。 。 水稻质膜

蛋 白 ＣＥＢ ｉＰ 是几丁质诱导因子的特异性受体 ， 细胞膜受体激酶 （ Ｏ ｓＣＥＲＫ ｌ ） 也是质

膜上的几丁质受体蛋 白 ， 它通过与 ＣＥＢ ｉＰ 相互作用 ， 来调控由细菌或真菌引起的反应

［
２ ６

］

， Ｏ ｓ
－ＬＹＰ４ 和 ０ Ｓ

－ＬＹＰ６ 是两个具有识别细菌的肽聚糖与真菌的几丁质双重功能的蛋

白
［
２ ７

］

， 进
一

步研究发现 ， Ｏ ｓＣＥＲＫ ｌ 参与将 ０ Ｓ
－ＬＹＰ４ 与 ０ Ｓ

－ＬＹＰ ６ 识别的信号 向细胞 内

进行转导 ， 并且细胞质受体激酶 （ ＲＬＣＫ １ ７６ ） 在该信号通路中起重要作用 ［
２ ８

］

。 本次实

验采用两相分离分离纯化水稻质膜蛋 白 ， 并使用 ８Ｍ 尿素溶解蛋 白来研究在抗稻瘟过

程中膜蛋 白上量变化的蛋 白 。

１ ． ３ 水稻 ＡＧ０ １ ８ 的多克隆抗体制备依据

１ ． ３ ． １０ｓＡＧ０ １ ８ 在植物抗病过程中作用研究概况

植物的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 通过与序列互补的靶标 ｍＲＮＡ 完全结合 （ 与编码区结合 ） ， 从

而降解 ｍＲＮＡ 以达到抑制蛋白质翻译的 目 的
［
２９

］

。 ＡＧＯ 蛋 白是 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 介导的基因

沉默途径中 的重要组成成分 ， 在丁香假单胞菌侵染拟南芥试验中 已证明 ｍｉＲ３ ９３ 通过

与 ＡＧ０ １ 结合以达到在植物抗病免疫过程中对基因 的调控作用 ［
３ （ ）

］

。 在水稻条纹叶枯病

毒 （ＲＳＶ ）侵染水稻后发现 ＡＧ０ １ ８ 和 ＡＧ０２ 都显著上调表达 ， 但水稻矮缩病毒 （ＲＤＶ ）

并不能诱导 ＡＧＯ 蛋 白 的表达 ［
３ １

］

， 但进
一

步研究发现 ＡＧ０ １ ８ 的抗病毒功能主要取决

４





第
一

章 文献综述


于它能减轻 ｍｉｃｒｏＲＮＡ １ ６８ 对水稻抗性蛋 白 ＡＧＯ ｌ 的干扰 ， 稳定遗传的 ＡＧ０ １ ８ 转基因

水稻显示出其广谱的抗病毒特性 ， 同时也显示了两个不同的 ＡＧＯ 蛋 白
一

种新型的协

同抗病毒特性
［
３ ２

］

。

１ ． ３ ．２ 植物蛋白真核表达的优势

真核表达系统具有翻译后的加工修饰体系 ， 表达的外源蛋 白更接近于天然蛋 白质 。

因此 ， 利用真核表达系统来表达 目 的蛋 白越来越受到重视 。 瞬时表达 （ Ｔｒａｎｓ ｉｅｎｔ

ｅｘ
ｐ
ｒｅｓｓ ｉｏｎ ） 是

一

种快速的研究基因表达 、 蛋 白质亚细胞定位及基因间互作的
一

种重要

手段 ， 与传统的转基因相 比 ， 瞬时表达不需要整合到染色体上 ， 因此具有简单 、 快速 、

周期短 、 准确等优势 ［
３ ４

］

。 本研究利用烟草的瞬时表达以得到经过真核修饰的蛋 白 ， 使

蛋 白更为接近其在水稻中 的结构 ， 从而在免疫后能够得到效果更佳的抗体 。 利用该抗 －

体 ， 可以对 ＡＧ０ １ ８ 在水稻免疫反应中的变化从蛋 白质的水平上进行观察 。

Ｖ

５
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第二章 水稻总蛋 白和质膜蛋白在稻瘟菌

侵染前后变化研究

摘 要 ： 植物与 病原微生物在漫长的共进化过程 中逐步形成 了 先天免疫 系统 ， 为发现

在抗病过程 中 中 变化并起关键作用 的蛋 白 ， 本项研究选用 水稻 （ 栽培品种 日 本晴 ） ，

使用 亲和性稻瘟菌 Ｇｕｙ ｌ １ 和非 亲和互作菌株 ２ ５ ３ ９对水稻叶 片 进行侵染试验 ，提取 ２４ｈ 、

９６ｈ 和未侵染植株叶 片 的总蛋白和质膜蛋白 ， 使用 ｉＴＲＡＱ 标记技术进行 ＬＣ －ＭＳ ／ＭＳ

定量检测 。 通过使用 ６ ．４％
＿

ＤｅｘｔｒａｎＴ－

５００／ＰＥＧ－

３ ３ ５０ 聚合物的双水相体 系 ， 富集到 了

质膜且 占 总数的 ４３ ． ３ ５％
； 在对蛋 白进行定量分析后发现 ， 质膜蛋白 的 ４ 组数据 中共有

上调蛋 白 １ ２４ 个 ， 下调蛋白 ４ １ 个 ； 总蛋 白 的 ２ 组数据 中共有上调蛋白 １ ７３ 个 ， 下调

蛋 白 ４９ 个 。 在质膜蛋 白 和总蛋 白 中 都显著上调 的蛋白 有 ２ １ 个 ， 下调蛋 白 ５ 个 ， 其 中

被确 定为质膜蛋白 的有 ６ 个 。

接种 ２４ｈ 后 ， 在亲和菌株 Ｇｕｙ ｌ ｌ 与 非亲和菌株 ２５ ３ ９ 处理组之间 均呈现差异表达

的蛋 白共有 ２２ 个 ；
接种 ９６ｈ 后均呈现差异表达的蛋 白 共有 ３ ３ 个 。 接种非亲和菌株后

被诱导上调表达的蛋白 在 ９６ｈ 多 于亲和菌株 ， 且随着侵染的继续 ， 被诱导产生的蛋 白

量也随着增 多 ．在四个处理 中 均显著上调 的蛋白 有 ６ 个 。 在对蛋白 功 能进行分析后的

数据表明 ，

一些蛋 白 具有与抗病相关 的 功能或活性如 ： 丝氨酸／苏氨酸激酶活性 、 ＡＴＰ／

核苷酸结合作用 、 金属 离 子结合功能 、 转运功能 、 信号接收功能 。 这些具有
一致性的

蛋 白 中 ， 很有可 能存在着定位于质膜上 ， 且能够在早期的 防卫反应 中 识别 病原物的

ＰＲＲｓ 。

关键词 ： 质膜蛋白
；

双水相 ；
ｉＴＲＡＱ ； 串联质谱

■  ＞ ／ ． 
—１—

刖 目

ＰＡＭＰ ｓ 是病原微生物表面存在的
一

些保守分子 ， 它对维持微生物的基本生物学特

征十分重要 ， 很少发生变异 。 稻瘟菌的 ＰＡＭＰ ｓ 包括麦角 甾醇 、 多聚半乳糖醛酸 内切

酶 、 木聚糖酶 ， 以及细胞壁衍生物葡聚糖和几丁质等 。 ＰＡＭＰ ｓ 只 由病原物产生 ， 并

不存在于寄主植物中 ， 因此寄主植物可以将它们识别为
“

非我
”

成分 ， 并产生相应抗性 。

植物依靠其细胞表面的 ＰＲＲｓ 来感知 ＰＡＭＰ ｓ ， 而在稻瘟菌侵染水稻的过程中 ， 水稻细

胞表面的 ＰＲＲｓ 和体 内免疫相关蛋 白及产生机制却仍不清楚 。

７





稻瘟菌侵染后差异表达水稻蛋 白 的鉴定和 Ｏ ＳＡＧ０ １ ８ 多克隆抗体的初步制备


本次实验选用水稻品种 日本晴 ， 该品种 已完成全基因组测序 ， 使用稻瘟菌 Ｇｕｙ ｌ ｌ

和稻瘟菌 ２５３９ 对 日本晴进行侵染试验 （ 已有研究表明 Ｇｕｙ ｌ ｌ 与 日本晴为亲和互作 ，

２５ ３ ９ 与 日本晴为非亲和互作 ） 。 本研究 旨在从蛋 白质组学的研究角度来发现在抵抗稻

瘟菌过程中水稻体 内蛋 白质水平的变化 ， 并对发现的差异表达蛋 白进行分析 。

２ ． １ 试验材料 、 试剂及仪器

２ ． １ ． １ 试验材料

水稻 日本晴 由江苏省农科院提供 ， 稻瘟菌 Ｇｕｙ ｌ ｌ 从南京农业大学植物保护学院

植物病理系真菌实验室获得并保存

２ ． １ ．２ 主要试剂

质膜蛋 白 的提取 ：

Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ－

５００ 、 ＰＥＧ－３ ３ ５０ 购买于都莱公司

蛋 白分析 ：

胰蛋 白酶Ｔｒｙｐ ｓ ｉｎ购买于Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ， ｉＴＲＡＱ？Ｒｅａｇｅｎｔｓ
－

８ｐ ｌｅｘＫｉｔ购买 自

Ｓ ｉｇｍａ 公司

２ ． １ ．３ 试验器材

本研究中所涉及到的主要器材有 ： 匀楽机 、 冷冻离心机 、 超速离心机 、 水浴锅 、

电泳仪 、冷冻浓缩仪 、Ｎａｎｏ －ＲＳＬＣ 液相系统和 ＬＴＱ
Ｏｒｂ ｉｔｒａｐ

ＸＩ 质谱仪购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ

公司 。

２ ．２ 试验方法

２ ．２ ． １ 溶液的配制

（ １ ）Ｈｏｍｏｇｅｎ
ｉｚａｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ

ｐＨ８ ． ０的配制

成分


终浓度


Ｔｒｉｚｍａｂａｓｅ ５０ｍＭ

Ｓｕｃｒｏｓｅ ５００ｍＭ

８
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终浓度

Ｇ ｌｙｃｅｒｏｌ １ ０％
（
ｗ／ｖ

）

ＥＤＴＡ－Ｎａ
２ ２０ｍＭ

ＥＧＴＡ ２０ｍＭ

ＮａＦ ５０ｍＭ

ＰＶＰ ０ ． ６％
（
ｗ／ｖ

）

Ａｓｃｏｂ ｉｃａｃ ｉ ｄ ｌ ＯｍＭ

ＰＭＳＦ Ｏ ． ｌ ｍＭ

ＤＴＴ ０ ． ５ｍＭ

注 ： Ａｓｃｏｒｂ ｉｃ Ａｃ ｉｄ 、 ＰＭＳＦ 、 ＤＴＴ
在使用前加入 。

（ ２ ）Ｍ ｉｃｒｏｓｏｍａ ｌ Ｂｕｆｆｅｒ的配制

终浓度

Ｐｈｏｓｐ
ｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ

ｐＨ７ ． ８ ５ｍＭ

Ｓｕｃｒｏｓｅ ３ ３ ０ｍＭ

ＮａＦ ｌ ＯｍＭ

ＰＭＳＦ Ｏ ． ｌ ｍＭ

ＤＴＴ


２ｎＭ


注 ： ＰＭＳＦ 、 ＤＴＴ 在使用前加入 。

（ ３ ）Ｗａｓｈ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ

ｐＨ８ ． ３的配制

终浓度

Ｔｒ ｉｚｍａｂａｓｅ １ ０ｍＭ

Ｂｏｒ ｉｃａｃ ｉｄ １ ０ｍＭ

Ｓｕｃ ｒｏｓｅ ２００ｍＭ

ＫＣＬ ９ ｍＭ

ＥＤＴＡ－Ｎａ２ ５ｍＭ

ＥＧＴＡ ５ｍＭ

ＮａＦ ５０ｍＭ

ＰＭ ＳＦ Ｏ ． ｌ ｍＭ

ＤＴＴ


２ ｍＭ


注 ： ＰＭＳＦ 、 ＤＴＴ 在使用前加入 。

９
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（ ４ ） 两相分离溶液配制 ：

成分 加入量 终浓度

Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ－

５００２０％
（
ｗ／ｗ

） １ １ ． ８２ｇ ６ ．４％
（
ｗ／ｗ

）

ＰＥＧ －３ ３ ５０ ４０％
（
ｗ／ｗ

） ５ ． ７６ｇ ６ ．４％
（
ｗ／ｗ

）

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ０ ．２Ｍ
， 
ＰＨ７ ． ８０ ．９ｍＬ ５ｍＭ

ＫＣ １
，
２Ｍ ０ ． ０９ｍＬ ５ｍＭ

Ｓｕｃｒｏｓｅ１ ．６Ｍ ６ ．７４ｍＬ ３００ｍＭ

Ｈ
２０ 定量至 ２７ｇ


注 ： 两相分离溶液应现配现用 ， 配制好后 ２０００ｒｃｆ， ４
°

Ｃ离心 ｌ Ｏｍｉｎ 备用 。 其 组

分所有溶液均存放于－２０

°

Ｃ 。

２ ．２ ．２ 稻瘟菌侵染水稻 日 本晴

（ １ ） 取生长于 ＰＤＡ 培养基的稻瘟菌菌块接种于 ＲＤＣ 培养基上 ， ２８

°

Ｃ黑暗培养 ５

天后 ， 刮去表面气生菌丝 ， 置于 ２５

°

Ｃ黑光灯诱导培养 ４ 天后洗取表面产生的分生孢子 ，

孢子悬浮液 ： 〇 ．２％ＴＷＥＥＮ－２０ ，０ ．２％明胶 ， 孢子浓度 ｌ ｘ ｌ ０
５

／ｍＬ 。 每盆 ５ｍＬ（每盆 ２０－２５

株 ） 对生长 ２ 周 的水稻进行喷雾侵染 。

（ ２ ）２ ５

°

Ｃ ， 黑暗保湿 ２４ 小时 ， 移至 ２５
°

Ｃ光照培养培养箱中继续保湿培养 。 取侵

染 ２４ｈ 、 ９６ｈ 和未侵染 ９６ｈ 的水稻提取质膜蛋 白 ， 共计 ７ 个处理 （表 ４－

１ ） 。

表 ４ －

１ 各个处理组处理方案

Ｔａｂ ｌｅ４－

１Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｐｔ ｉｏｎｓ

提取方案质膜蛋 白 （ ＰＭ ） 总蛋 白 （ Ｔａｔｏ ｌ ）

接种菌株２５ ３９Ｇｕｙ 

１ １Ｍｏｃｋ２５３ ９Ｇｕｙ 

１ １Ｍｏｃｋ

侵染时间 （ ｈ ）２４９６２４９６０


９６９６


９６

２ ．２ ． ３ 质膜蛋白 的提取

（ １ ） 快速称取水稻叶片 ２０ｇ ， 加入 １ ００ｍＬ Ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ 在使用预 冷

的匀浆机研磨均勻 。

（ ２ ） 用 Ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ 润湿过的纱布过滤 ， 取滤液 。

（ ３ ） 滤液用超纯水湿润的 １ ００ － ｕｍ 的小滤网过滤 ， 取滤液 。

（ ４ ） 将滤液分装到 ５０ｍＬ 离心管中 ， ２５０００ｒｃｆ ，
４

°

Ｃ离心 ２５ｍｉｎ ， 取上清液 。

（ ５ ） 上清使用超纯水湿润的 ７０－ｕｍ 小滤网过滤后再用 ４０ －ｕｍ 小滤网过滤 ， 取

滤液 。

１ ０
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（ ６ ） 将滤液分装置 ２ ５ｍＬ 超速离心管 中配平 ， ｌ ＯＯＯＯＯ ｒｃ ｆ，４

°

Ｃ 离心 ｌ ｈ 。

（ ７ ） 小心除去上清 ， 将沉淀溶于 ２ｍ ｌＭ ｉｃ ｒｏ ｓｏｍａ ｌＢ ｕｆｆｅ ｒ 用塑料小毛刷将沉淀轻

轻刷起使得沉淀充分溶解 ， 加入 Ｍ ｉｃ ｒｏ ｓｏｍａ ｌＢ ｕｆｆｅ ｒ 重定容成 ９ｍＬ 。

（ ８ ） 两相分离 ， 将 ９ｍＬ 的蛋 白重悬液加入到配置好的两相分离液中 ， 轻轻 上

下颠倒 ２０ 次 ， 溶液充分混勻后 ２０００ｒｃ ｆ ， ４
°

Ｃ离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 之后每次交换 后离心

２０００ｒｃｆ， ４
°

Ｃ离心ｌ Ｏｍｉｎ（ 图４
－

１） 。

ｅｒａ （

ＣＺ２

齡咖ｅ）

＿ Ｈ ／ ｃ
盆 二Ｈ ， ｃＲ ａ ｓｍａ

ｐｅｇ＋ ．

＿
＿

＿ ｆ
ｍ

￣

＞
ｃ：＞３ｍｅｍｂ ｒａｎｅ

■

￣ ｌｏｗ２ （ｏｗ３

ｄｅｘ ｔ ｒａｎ－

＞

ＵＩ
ｆ

＼＼
Ｆ＾ Ｘ

／ ＰｉＦＩ＼ＰＩ

— ｃ〇Ｙｃ：ｃ＼ｃｐＤ Ｉ ａ
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—

＾
ｕｐ４ｈ ／ ＣＵＰ

４
—
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３＾

Ｐ
ｍ ｅｍｂ ｒａｎ ｅ

＇
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ｄｅｘ ｔｒａｎ
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图 ４－

１ 两相分离 ［
３ ５

］

Ｆ ｉ

ｇ ．
４ －

１Ａ
ｑ ｕｅｏ ｕｓｔｗｏ

－

ｐ
ｈａ ｓｅ

ｐａ ｒｔ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎｇ

（ ９ ） 小心吸取上层液体 ， 用 Ｗａ ｓｈ ｉ ｎｇ
Ｂ ｕｆｆｅ ｒ 重定容成 １ ００ｍＬ 。

（ １ ０ ） 将溶液分装至 ２ ５ｍＬ 超速离心管屮 并配平 ， ｌ ＯＯＯＯＯｇ ，４
°

Ｃ离心 ｌ ｈ 。

（ １ １ ） 小心倒掉上清 ， 用移液枪尽量吸干液体 ， 用 ５ ００ ｕＬＷａ ｓ ｈ ｉｎｇ
Ｂ ｕ ｆｆｅｒ重悬沉

淀 ， 保存于－

７０

°

Ｃ 。

注 ： 所有操作均在 ４
°

Ｃ下进行 。

２ ．２ ． ４ 总蛋白提取方法

（ １ ） 从 －

８０
°

Ｃ 中取出植物材料 ， 放置于液氮中 。

（ ２ ） 预冷研钵并加入适量石英砂 ， 加入植物组织 ２０
ｇ 仔细研磨成细粉 。

（ ３ ） 研磨充分后加入植物粉末 ５ 倍体积的 ＵＥＢ（ 即 ｌ ｇ 植物材料对应 ５ｍＬ

ＵＥＢ ） ， 再加入 ＰＶＰＰ 继续进行研磨 。

（ ４ ） 待研钵中 的溶液完全溶解后分装离心 Ｕ ＯＯＯＯ
ｇ 离心 ２ｈ 取上清 。

１ １
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（ ５ ） 上清用预冷的丙酮与 甲醇有机混合液 （ 丙酮 ： 甲醇＝
１ ２ ： １ ） 以上清 ：混合 液

＝

１ ： ３ 的比例缓缓加入 ， 加入后于 －２ （ＴＣ冰箱过夜沉淀蛋 白 。

（ ６ ）１ ００００ｒｐｍ 离心 ３０ｍ ｉｎ ， 去除上清 ， 将沉淀置于干净的超净台上吹干 约

１ ０ｍ ｉｎ 〇

（ ７ ） 将吹干后的沉淀用需要体积的 ＵＥＢ 重悬 ，

－２０

°

Ｃ保存 。

ＵＥＢＢｕｆｆｅｒ 的配制 ：

分 终浓度

Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ

ｐＨ７ ．６ １ ５０ｍＭ

Ｕｒｅａ ８Ｍ

ＳＤＳ ０ ． ５％

Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ－

１ ００ １ ． ２％

ＮａＦ ５０ｍＭ

Ｇ ｌｙｃｅｒｏ ｌ２－

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ １ ％

ＤＴＴ ５ｍＭ

Ａｓｃｏｒｂ ｉｃ Ａｃ ｉｄ ５ｍＭ

ＰＶＰＰ ２％

ＰＭＳＦ
（
Ｆｒｅｓｈｌｙ 

Ａｄｄｅｄ
） ｌ ｍＭ

注 ： ＤＴＴ 、 Ａｓｃｏｒｂ ｉｃ Ａｃ ｉｄ 、 ＰＶＰＰ 、 ＰＭＳＦ 在使用时加入 ， ＰＶＰＰ 只在研磨需 要

时加入 。

２ ．２ ． ５ 蛋白的水解及同位素标记

（ １ ） 将蛋 白溶解于ＴＨＵ溶液 （ ５０ｍＭ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣＬ ， ８Ｍ Ｕｒｅａ ，ＰＨ ８ ．０ ）

（ ２ ） 溶解完全后 ， Ｂ ｒａｆｏｒｄ 蛋 白定量 。

（ ３ ） 活化超滤管 ， 加 １ ００ｕＬ 超纯水至超滤管中 ， 离心 １ ４０００ｇ ， １ ０ｍｉｎ 。

（ ４ ） 取已定量的蛋 白至活化好的超滤管中 ， 离心 １ ４０００ｇ ，１ ０ｍｉｎ 。

（ ５ ） 在超滤管中加入２００ｕＬ的ＴＨＵ溶液 （ ５０ｍＭ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣＬ ， ８ＭＵｒｅａ ， ＰＨ８ ．０ ）

（ ６ ） 往溶液中加入 ０ ． ５Ｍ ＤＴＴ ， ２ｕＬ 至终浓度为 ５ｍＭ

（ ７ ）９５
°

Ｃ加热 １ ５
－２０ｍ ｉｎ 或者 ６０

°

Ｃ加热 ４ ５
－

６０ｍ ｉｎ ， 冷却至室温 。

（ ８ ）加入 ０ ． ５ＭＩＡＭ至终浓度为 ２５ｍＭ ， 室温暗处孵育 ４５ｍｉｎ ， 离心 １ ４０００ｇ ， ２０ｍ ｉｎ ，

弃滤液 。

（ ９ ） 加入 ｉＴＲＡＱ
ｄ ｉｓｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｂｕｆｆｅｒｌ ＯＯｕＬ ， 离心１ ４０００ｇ ， ２０ｍｉｎ ， 弃废液

（ １ ０ ） 加入ｉＴＲＡＱ
ｄ ｉｓ ｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｂｕｆｆｅｒ５ ０ｕＬ ， 离心１ ４０００ｇ ， ２０ｍｉｎ ， 弃废液
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第二章 水稻总蛋 白和质膜蛋 白在稻瘡菌侵染前后变化研究


（ １ １ ） 用 ｉＴＲＡＱ
ｄ ｉｓｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｂｕｆｆｅｒ 溶解胰蛋 白酶 ， 按 Ｔｒｙｐｓ ｉｎ 酶与底物蛋 白得出

量之比在 １ ： ２０－

１ ： １ ００ 之间 ， 加入酶液 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ８
－

１ ２ｈ ．

（ １ ０ ） 再次加入同等剂量的 Ｔｒｙｐｓ ｉｎ 酶溶液 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ２４ｈ

（ １ １ ） 将滤芯转移到新的收集管中 ， １ ４０００ｇ ，３０ｍｉｎ ， 取滤液

（ １ ２ ） 将样品浓缩至合适体积 ， 大概为 ３０ －

５０ｕＬ ， 使用 ＯＤＡ２８０ 测定肽段浓度 。

（ １ ３ ） 取对应 ４０ｕｇ 蛋 白 的肽段液 ， 加入 ｉＴＲＡＱ
ｄ ｉｓｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｂｕｆｆｅｒ ， 使样品体积到

达５０ｕＬ 。

（ １ ４ ） 标记样 品 ： 将 ８ 个处理 的 样 品 加入 配制 好 的不 同 标记 的 ｉＴＲＡＱ？

Ｒｅａｇｅｎｔ ｓ
－

８ｐ
ｌｅｘ（表 ４－２ ） ， 祸旋翻转样品 ， 使得标记与样品充分混合 。

表４
－２ ｉＴＲＡＱ？ Ｒｅａｇｅｎ ｔｓ

－

８ｐ ｌ ｅｘ标记样品

Ｔａｂ ｌｅ４ －

２Ｌａｂｅ ｌ ｉｎｇ 
ｔｈｅＰｒｏｔｅ ｉｎ Ｄ ｉｇｅｓｔｓ ｗ ｉ ｔｈ ｔｈｅ ｉＴＲＡＱ？ Ｒｅａｇｅｎｔｓ

－

８
ｐ

ｌ ｅｘ

样品质膜蛋 白 （ ＰＭ ）



总蛋 白 （ Ｔｏｔａ ｌ ）



侵染菌株


２５ ３ ９


Ｇｕｙ 

１ １



Ｍｏｃｋ２５ ３ ９Ｇｕｙ 

１ １Ｍｏｃｋ

侵染时间 （ ｈ ）２４９６２４９６０９６９６ ９６

标记


１ １ ３ １ １ ４ １ １ ５ １ １ ６ １ １ ７ １ １ ８ １ １ ９ １ ２ １

（ １ ５ ） 低速离心 ， 室温静置 ２ｈ 。

（ １ ６ ） 标记完成后 ， 将 ８ 份样品混合成
一

管进行后续 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ 质谱检测 。
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稻瘟菌侵染后差异表达水稻蛋 白 的鉴定和 Ｏ ｓＡＧＯ Ｉ ８ 多克隆抗体的初步制备


２ ． ３ 实验结果

２ ． ３ ． １ 侵染

２ ５ ３９ Ｇｕ
ｙ Ｉ Ｉ

２４ ｈ ９６ｈ ２ ４ｈ ９６ｈＭＯＣＫ

ｉｉ（Ｉ ：Ｉ
ｉ ｉ

：

１

Ｍ ：ｌ
： 邐 Ｌ ：＿Ｌ… 瞧 ］ 遍

图 ４ －２ 稻瘟菌侵染 日 本晴 ２４ｈ 、 ９６ｈ 发病情况

Ｆ ｉ

ｇ ． ４－２Ｍ ． ｏｒｙｚａｅ ｉ ｎｆｅｃ ｔ ｉ ｎｇ 

Ｎ ｉ ｐｐｏｎｂ ａ ｒｅａ ｆｔｅ ｒ ２４ｈ
，９ ６ｈ

侵染结果显示在稻瘟菌 Ｇｕｙ
ｌ １ 侵染水稻 日 本晴 ２４ｈ 后 ， 与 Ｍｏ ｃｋ 相 比 ， 两个处理

均未表现出病斑 （ 图 ４ －２ ）
； 在侵染 ９６ ｈ 后 Ｇｕｙ ｌ ｌ 侵染的水稻叶片 出现明显的典型病斑 ，

而 ２ ５ ３ ９ 只表现小的病斑 ， 与 Ｇｕｙ 

１ １ 处理产生的病斑差异显著 。

２ ． ３ ． ２ 质膜纯度验证

采用 ６ ． ４％Ｄ ｅｘｔ ｒａｎＴ５００／ＰＥＧ３ ３ ５ ０ 聚合物的双水相体系对总微粒体进行纯化得到

的质膜进行 ＬＣ －ＭＳ ／Ｍ Ｓ 检测 ， 得到 ２４０６ 个蛋 白 ， 并对得到蛋 白进行亚细胞定位归类

（ 图 ４ －

３ ） ， 质膜蛋 白 的数量为 １ ０４３ 个 ， 占总数的 ４３ ， ３ ５％ 。
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ｐ ｌ ａ ｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ

ｒ
鼸

ｎｏｎ
ｐｌ ａ ｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ

■ ｎｏｎ ｅ

图 ４ － ３ 蛋白组分 比例

Ｆ ｉ

ｇ
． ４

－

３Ｔｈ ｅ
ｐ

ｒｏｐｏｒｔ ｉ ｏｎｏｆ ｃｅ ｌ ｌｃ ｏｍｐ
ｏｎｅ ｎ ｔ ｓ

对蛋 白 的亚细胞定位统计后发现 ， 许多其他结构的膜蛋 白被鉴定到 ， 两相分离

法是依靠膜表面的理化特性来纯化质膜蛋 白 ， 因此其他膜系统的蛋 白也会被分离到 ，

同时
一

些定位在质膜上的蛋 白 同时也被定位在其他的亚细胞结构 （ 图 ４ －４ ） ， 说 明采用

６ ． ４％Ｄ ｅｘｔｒａｎＴ－

５ ００／ＰＥＧ －

３ ３ ５ ０ 聚合物的双水相体系富集到 了质膜蛋 白 。

１ ４００

１ ２ ００魏
１ ０００

瞻

６ ０ ０１ 垂＿

３ ＿． ＿—＿ ＿一議Ｊ

Ｓｕｂｃ ｅ ｌ ｌｕｒＣ ｏｍｐａ ｒ ｔｍ ｅｎｔ

图 ４ －４ 蛋 白亚细胞定位分布

Ｆ ｉｇ ． ４
－４ ｌ ｏｃａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａ ｌ ｌ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎｓ ｉ ｄｅｎｔ ｉ ｆｉ ｅｄｂｙ

ＬＣ －Ｍ Ｓ ／Ｍ Ｓ ．

注 ： 纵坐标为 蛋 白数量 ， 横坐标为亚细胞定位名称
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稻瘟菌侵染后差异表达水稻蛋 白 的鉴定和 ＯｓＡＧＯ Ｉ ８ 多克隆抗体的初步制备


２ ． ３ ． ３ 质膜与总蛋白 中变化的蛋 白

在对质膜蛋 白 的四组数据的分析后 ， 上调的蛋 白 （处理 ／Ｍｏｃｋ彡 １ ． ５ 为上调 ） 共计

有 １ ２４ 个 ， 在 Ｕｎ ｉｐｒｏｔ 中 比对后确定为质膜蛋 白 的有 ３ ８ 个 ， ６４ 个定位未知 ， 其他亚

细胞结构的蛋 白 ２９ 个 。 下调的蛋 白 （处理／Ｍｏ ｃｋ彡 ０ ． ５ 为下调 ） 共计 ４ １ 个 ， 其中 ９ 个

被鉴定为质膜蛋 白 ， ２０ 个定位未知 ， 其他亚细胞结构蛋 白 １ ２ 个 。 在对总蛋 白 的两组

数据进行分析后 ， 上调的蛋 白共计 １ ７３ 个 ， 下调的蛋 白共计 ４９ 个 。 在质膜蛋白和总

蛋 白 中都显著上调的蛋 白有 ２２ 个 ； 在质膜蛋 白和总蛋 白 中都显著下调的蛋 白有 ５ 个

（ 图 ４－

５ ） ， 对这些蛋 白 的功能进行分析后发现 ， 稻瘟病的侵染诱导了水稻体 内氧化还

原平衡 、 信号传导 、 能量代谢 、 过合作用等代谢途径相关蛋 白 的表达量发生改变 。
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＇

Ｂ ８Ｂ ２Ｈ８
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ｐｐ

－
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－

１ Ｊｊｐ
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－ ｔｏ ｔａ ｌ
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－９ ６ｈ

Ｑ６Ｈ ５Ｂ ５ Ｊ
ＰＰ

Ｑ６ＹＷ ７ ８ Ｉｐ？酊〇抡 １
－

２ ５ ３ ９
－

９汕

Ｑ６ＺＬＡ９

Ｑ ７ ５ＫＺ６
￣

＾ｐ
． ＊

ｐｍ
－Ｇｕｙ ｌｌ

－

９ ６ １ ｉ

Ｑ ７ＸＭ ７ ８
＾—

Ｆ
＂－

＿
ｐｍ

－

２ ） ３ ９ －

９ ６ １ ｉ

Ｑ８ ４ Ｐ９ ６ ＩＰ
－

Ｑ８ Ｓ３ Ｐ３
＇ ’

画
ｐｍ

－Ｇｕｙ 

１ １ 

－

２ ４１ｉ

Ｑ９ ＳＴ８ ０

Ｑ９ 

＾ＣＯＰ
＂ Ｂｉ

ｐｍ
￣

２ ５ ３ ９
￣

２ ４ １ ｉ

： ｉ ！ １ ！ Ｊ ｉ

－

１ ．

５ ０ ０－

１ ０００－ ０ ． ５ ０００ ． ００ ００ ５ ００ １ ０ ００ １ ５ ００

图 ４ －

５ 质膜蛋 白 和总蛋 白 中
一

致 的差异表达蛋 白

Ｆ ｉ ｇ ．４
－

５Ｃｏｎ ｓ ｉ ｓ ｔｅｎ ｔ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｓｏｆ ＰＭａｎｄ Ｔｏ ｔａ ｌ

注 ： 横坐标为蛋 白表达量 ｌｏｇ ｌ Ｏ ， 纵坐标为 Ａ ｃｃ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ Ｎ ｕｍｂ ｅｒ
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稻瘟菌侵染后差异表达水稻蛋 白 的鉴定和 Ｏ ＳＡＧＱ １ ８ 多克隆抗体的初步制备


２ ． ３ ． ４ 接种亲和菌株和非亲和菌株一致差异表达蛋 白

在质膜数据组中 ， 接种亲和菌株 Ｇｕｙ ｌ ｌ 与非亲和菌株 ２５ ３ ９２４ｈ 后 ， 处理组之间
一

致的差异表达蛋 白共 ２７ 个 ， 其中上调 的蛋 白有 １ ７ 个 ， 下调的蛋 白 ５ 个 ， 细胞定位在

质膜上的蛋 白 ７ 个 ， 这些蛋 白 的功能包括 ： 细胞 内蛋 白转运 、 核苷酸结合 、 蛋 白质丝

氨酸 ／苏氨酸激酶活性 、 水解酶活性 、 蛋 白激酶活性 、 响应盐胁迫 、 对真菌的防御反应 、

酶活调节等 。

接种 ９６ｈ 后
一

致的差异表达蛋 白共 ３ ３ 个 ， 其中上调 的蛋 白 ２９ 个 ， 下调 的蛋 白 ４

个 ， 定位在质膜上的蛋 白 ８ 个 。 在质膜数据组 中 ， ２ ５ ３ ９ 侵染后 ２４ｈ 和 ９６ｈ 均显著上调

表达的蛋 白 １ ９ 个 ， 下调的蛋 白 １ 个 ；
Ｇｕｙ ｌ ｌ 侵染后 ２４ｈ 和 ９６ｈ 均上调 的 １ ７ 个 ， 下调

的 ４ 个 。 这些蛋 白 的功能包括 ： 氧化还原酶活性 、 水解酶活性 、 核苷酸结合 、 丝氨酸

／苏氨酸蛋 白激酶活性 、 蛋 白质转运 、 蛋 白激酶活性等 。

四个处理中均显著上调 的蛋 白 ５ 个 ， 都显著下调 的蛋 白 ０ 个 （ 图 ４ －

６ ） 。 这些蛋 白

的生物功能涉及氧化还原 、 物质转运和 ＡＴＰ／ＧＴＰ／核酸物质结合等功能 。

３ ． ５ ！

３

ｊ ｜

■＿ ６ｈ

１



 ：
——

 ，
一

ｒ
—

＇—

＊
ｐｎ ｉ

－Ｇｕｙ ｌ ｌ
－

２ ４ｈ

＾＾＾＾ ｐｍ
－Ｇｕｙ ｌ ｌ

－

９ ６ｈ

图 ４ － ６ 质膜蛋 白数据组 中 均显著上调的蛋 白

Ｆ ｉ

ｇ
．４－

６Ｕ
ｐ
ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｓｏ ｆ

ｐ
ｌ ａ ｓｍａｍｅｍｂ ｒａｎｅ

注 ： 横坐标为蛋 白表达量 ， 纵坐标为 Ａ ｃｃｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ Ｎ ｕｍｂ ｅｒ
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２ ． ３ ． ５ 接种亲和菌株和非亲和菌株特异的差异表达蛋 白

接种 ２４ ｈ 后非亲和菌株处理组特异性上调蛋 白 ２２ 个 ， 亲和菌株处理组 ２２ 个 ； 接

种 ９６ ｈ 后 ， 非亲和菌株处理组特异性上调蛋 白 ４３ 个 ， 亲和菌株处理组 ２９ 个 （ 图 ４
－

７ ） 。

结果显示 ， 接种非亲和菌株后诱导表达的蛋 白在 ９６ ｈ 多于亲和菌株 ， 随着侵染的继续 ，

被诱导产生的蛋 白数量也随着增多 ， 这表明在水稻与稻瘟互作关系间 ， 由于亲和关系

病原物的侵入抑制 了 寄主产生这些与病害相关的蛋 白 ， 最终导致寄主的感病 ； 在非亲

和侵染中 ， 寄主能够有效的识别病原物并产生相应的病程相关蛋 白 ， 阻止病害 的发展 。

５０

４〇

ｙ
－？－ ２ ５ ３ ９

ｓＧｕｖ  １ １

２０




２４Ｕ ９６ ｌ ｉ

图 ４ －

７ 稻瘟菌特异性诱导上调蛋 白数量变化

Ｆ ｉｇ ． ４ －

７Ｓｐｅ ｃ ｉ ｆｉ ｃｕ
ｐ

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ
ｐｒｏｔ ｅ ｉ ｎ ｓ ｉ ｎ ｄｕｃｅｄｂ ｙ

２ ５ ３ ９ａ ｎｄＧ ｕｙ
ｌ  １

注 ： 横坐标侵染时间 、 纵坐标蛋 白数量

２ ． ３ ． ６ 接种亲和菌株和非亲和菌株变化蛋 白功能分析

在对质膜蛋 白数据组 的蛋 白功能进行分析后 ，

一

些被认为与抗病相关的功能在
一

些蛋 白 中被预测到 ， 其中具有丝氨酸 ／苏氨酸激酶活性的有 ７ 个 ， 具有 ＡＴＰ／核苷酸结

合作用的有 １ ８ 个 ， 具有金属离子结合功能的有 ２ １ 个 ， 具有转运功能的蛋 白 ３ ２ 个 ，

信号接收蛋 白 ２ 个 ， 钙离子结合蛋 白 ２ 个 。 结合表达量与蛋 白功能 ， 初步认为可能与

抗病相关的蛋 白共 ２６ 个 ， 其中上调表达的 ２ １ 个 ， 下调表达的 ５ 个 。

２ ．４ 讨论

１ ． 采用 ６ ． ４％Ｄ ｅｘ ｔｒａｎＴ－

５ ００ ／ＰＥＧ －

３ ３ ５ ０ 聚合物的双水相体系对总微粒体进行纯化

１ ９
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得到的质膜 占总数的 ４３ ． ３ ５％ ， 许多其他结构的膜蛋 白被鉴定到 ， 两相分离方法是依靠

膜表面的理化特性来纯化质膜蛋 白 ， 其他细胞结构的膜部分也具有与质膜相 同 的理化

特性 ， 这是该方法的局限性 ； 但大部分被鉴定到的蛋 白 定位未知 ， 且在细胞中细胞膜

是
一

个互相连接的整体 ， 所以我们可 以推测 ， 使用两相分离的方法能够得到纯度接近

８ ０％的质 旲蛋 白 。

２ ． 对所有处理组的数据进行分析 ， 在质膜蛋 白和总蛋 白 中都显著上调 的蛋 白有 ２２

个 ， 在质膜蛋 白和总蛋 白 中都显著下调的蛋 白有 ５ 个 ， 具体分析这 ２ ６ 个蛋 白 的变化

量 ， 定位在膜上的蛋 白其上调表达量会比总蛋 白 的高 ， 是因为质膜蛋 白 的提取是对质

膜蛋 白 的富集 ， 所 以在变化的量上并不会完全相 同 ， 但可 以认为这 ２６ 个蛋 白在两组

数据中具有相 同 的变化趋势 。

３ ． 选用 已完成全基因测序的水稻 品种 日 本晴和与它之间存在亲和互作关系的稻

瘟菌 Ｇ ｕｙ
ｌ ｌ 和存在非亲和互作关系的稻瘟菌 ２ ５ ３ ９

，
具有

一

致性的差异表达蛋 白 功能进

行分析后我们初步认为有 ２６ 个蛋 白有可能是抗稻瘟病相关蛋 白 （ 附录 ） ， 并在 ＰＴ Ｉ 中

起关键作用 。

２ ． ５ 小结

ｐ Ｔｏ ｔａｌ
－

ｕｐｒｅ＾ｄａ ｔｅｄ零ｅｇｕｉ ａ ｔｅｄ

’ 氣 ＊ ＊ ＞

Ｖ
＇

ｐｎ ）
ｌ

．Ｔｏ ｔａ ｉ
－

ｄｏｗｊｕｅｄｏｗｍ ｅｇ

ｇｉｉｌａ ｔｅｄｕ ｌ ａ ｔｅｄ

图 ４ －

８ 质膜蛋 白和总蛋 白数据关系
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ｇ
．４ －
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ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｓａｎｄ ｔ ｏ ｔａ ｌ

ｐ
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，

Ｐｍ－Ｇｕｙ ｉ

ｊ^

＿
＇

ｐｍ－

Ｐｍ－

ＩＪｔ ：

＿４ｈ

图 ４ －

９ 质膜蛋 白 四组处理间数据关系

Ｆ ｉ

ｇ ． ４－

９Ｄａｔａｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓｈ ｉｐ ｓｂ ｅ ｔｗ ｅｅｎ ｔｈ ｅｆｏｕｒ ｔ ｒｅ ａｍｅｎｔ ｓｏ ｆ
ｐ ｌａ ｓｍａｍｅｍｂ ｒａｎｅ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｓ

通过对质膜蛋 白 与总蛋 白进行比较 （ 图 ４ －

８ ） 和质膜蛋 白 ４ 个处理间进行 比较 （ 图

̄

４ －

９ ） ， 我们总结 出 ２６ 个潜在的 ＰＲＲ ｓ 蛋 白和 ２ ７ 个在总蛋 白和质膜蛋 白 中都上调的蛋

白 ， 在未来的研究中将会对这些蛋 白进行进
一

步的验证 。

２ １
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第三章 ０ｓＡＧ０ １ ８ 多克隆抗体的初步制备

摘 要 ： 已发表的结果和本实验室未公布的数据显示 ０ＳＡＧ０ １ ８ 在水稻对病毒和稻瘟菌的抗性中

均起作用 。 当 ＲＳＶ 侵染水稻后 ， 它能减轻 ｍｉｃｒｏＲＮＡ １ ６ ８ 对水稻抗性蛋 白 ＡＧ０ １ 的干扰 。 为 了 加

深对 ０ ＳＡＧ０ １ ８ 在对稻瘟病抗性中作用的研究 ， 我们选取从 Ｎ 端开始 ６３ ６ｂｐ 的特异性片段 ， 设计

了重组蛋 白 ＡＧ０ １ ８６３９ ， 采用烟草瞬时表达后纯化出 ３０〇ｎｇ 抗原 ， 将用于 ＡＧ０ １ ８ 的多克隆抗体

制备 。 得到的抗体将用于研究 ＡＧ０ １ ８ 在抗病过程中 的作用 以及互作对象的鉴定 。

关键词 ： 烟草瞬时表达 ； 多克隆抗体

Ｊ ｉ
—

刖 吕

水稻 ｍ ｉＲＮＡ 对植物的生长发育具有重要的调控作用 。 它通过与 ＡＧＯ 蛋 白相互作

用 ， 进
一

步形成效应复合物 ， 剪切靶 ｍＲＮＡ ， 从而抑制基因的表达 。 通过对 ＡＧ０ １ ８

蛋 白功能域的分析 ， ＡＧ０ １ ８ 蛋 白具有 ｓ ｉＲＮＡ 结合位点 （ ＰＡＺ ） 和 ＲＩＳＣ 中 的酶切功能

域 （ Ｐ ｉＷ ｉ ） ， 在水稻抗 ＲＳＶ 的过程中 ， 起作用 的是 ＰＡＺ ， ＡＧ０ １ ８ 通过结合 ｍｉＲＮＡ １ ６８ ，

以阻止 ｍ ｉＲＮＡ １ ６８ 对 ＡＧ０ １ 的影响 ， 从而达到抗病的作用 。

在实验室其他成员做的前期研究中发现 ， 突变体叹〇 ／ ？？ 对稻瘟菌 Ｇｕｙ ｌ ｌ 的抗性相

较对照 日 本晴 （ＮＰＢ ） 显著变弱 （ 图 ５
－

１ ） 。 为 了更好的研究 ＡＧ０ １ ８ 在水稻抗稻瘟的

过程中 的变化和更为全面的功能 ， 设计重组蛋 白 ＡＧ０ １ ８
６ ３ ９ ， 选取从 Ｎ 端开始 ６ ３６ｂｐ

的片段 ， 利用烟草瞬时表达 ， 获得经过植物真核修饰的蛋 白 的 ， 以求在结构上更为接

近 ＡＧ０ １ ８ 在水稻中 的结构 ， 从而得到特异性更高的多克隆抗体 。

２ ３
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ａｇｏｌ８ Ｎ Ｐ Ｂ

１ ２３１ ２３

１

丨＿ １

ｌ ｌ ｌ ｌ ｊ ｌ ｌ

图 ５
－

１ 稻瘟菌 Ｇｕｙ ｌ ｌ 侵染水稻 ７ ２ｈ 发病情况 （
王秀娟 ）

Ｆ ｉ

ｇ
． ５

－

１Ｍ ． ｏｒｙｚａｅＧｕｙ ｌ ｌ ｉ ｎｆｅｃ ｔ ｉｎ
ｇ 

Ｎ ｉｐｐｏｎｂａ ｒｅａ ｆｔｅｒ７２ｈ

注 ： 侵染方法同第 四章材料与方法 （ ４ ． ２ ． １ 稻瘟菌侵染水稻 日 本晴 ）

３ ． １ 实验材料 、 试剂及仪器

３ ． １ ． １ 试验材料

水稻 日 本晴 由江苏省农科院提供 、 本 氏烟 、 大肠杆菌 ＪＭ １ ０９ 、 农杆菌 ＧＶ ３ １ ０ １ 、

新西兰大 白兔

３ ． １ ． ２ 试验试剂

ｐ
ＥＮＴＲ Ｄ ｉｒｅｃ ｔ ｉｏｎａ ｌ ＴＯＰＯ 、

ｐ
Ｅａｒ ｌｅｙＧ ａｔｅ２ ０２

（
Ｎ －ＦＬＡＧ

）都购买 自Ｉｎｖ ｉｔ ｒｏ ｇｅ
ｎ公司 。 限

制性 内切酶 、 Ｐ ｒ ｉｍｅｒｓ ｔ ａｒＧＸＬ 、 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶 、 限制性核酸 内切酶 ＥＣＯＲＩ 和 Ｂ ａｍＨ

Ｉ 酶都购买 自 Ｔａｋａｒａ 公司 。

免疫佐剂 Ｑｕ ｉｃｋＡｎ ｔ ｉｂｏｄｙ
－Ｒａｂｂ ｉｔ ８Ｗ 购买 自 北京博奥龙免疫技术公司 。

３ ． １ ． ３ 主要仪器

高压蒸汽灭菌锅 、 超净工作台 、 摇床 、 恒温培养箱 、 离心机 、 冰箱 、 恒温水浴锅 、

液氮罐 。

２４
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３ ．２ 试验方法

３ ．２ ． １ 水稻叶片 ＲＮＡ 提取

（ １ ） 取 ２ 周的水稻叶片 ２ｇ ， 加入适量石英砂 ， 研磨成粉末至有 １ ５ｍＬ ＴＲＩＺ０Ｌ

的 ５ ０ｍＬ 离心管中 ， 混合均匀 ， 振荡器振荡 ｌｍ ｉｎ ．

（ ２ ）１ ２０００ｒｃｆ， ｌ Ｏｍ ｉｎ ， ４

°

Ｃ离心 。

（ ３ ） 小心吸取上清转移至新的 ５０ｍＬ 离心管中 ， 加入 ４ｍＬ 氯仿 ， 振荡器振 荡

ｌｍｉｎ ．

（ ４ ）１ ２０００ｒｃｆ，
ｌ Ｏｍ ｉｎ ， ４

°

Ｃ离心 。

（ ５ ） 小心吸取上清转移至新的 ５０ｍＬ 离心管中 ， 加入 ７ ． ５ｍＬ 异丙醇 ， 混合 均

勻后 －２０
°

Ｃ过夜沉淀 。

（ ６ ） 次 日取出离心管 ， １ ３０００ｒｃｆ，２５ｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃ离心 ， 倒掉上清 ， 加入 ５ｍＬ ７５％

乙醇重悬沉淀 ， 用移液器吸打混勻 。

（ ７ ）１ ２０００ｒｃｆ，５ｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃ离心 ， 弃上清 ， 加入 ４ｍＬ ７ ５％乙醇重悬沉淀 ， 摇 晃

离心管混匀 。

（ ８ ） 小心弃上清 ， 留少量上清 ， １ ２０００ｒｃｆ， ２ｍ ｉｎ ，４
°

Ｃ离心 ， 用枪吸掉上清 ，

在超净台 中吹千 ２０－

３ ０ｍ ｉｎ（沉淀 由 白色变成透明 即可 ） 。

（ ９ ） 取 ３ ５０ｕＬ ＤＥＰＣ －Ｈ ２Ｏ 溶解 ＲＮＡ ， 用手用 力将沉淀弹起混匀 ， 使得管壁

上的 ＲＮＡ 也能溶解下来 。

（ １ ０ ）２００ｇ ，ｌｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃ离心 ， 使得管壁上的 ＲＮＡ速离下来 ， 将 ＲＮＡ 转移 至

１ ． ５ｍＬ ＥＰ 管中 ， 测定核算浓度 ，

－ ７０

°

Ｃ保存 。

３ ．２ ．２ 引物设计和载体构建

３ ．２ ． ２ ． １ 引物设计

从 ＮＣＢ Ｉ 上下载水稻 日 本晴 ＬＯＣ
＿

Ｏ ｓ０７ｇ２８ ８５ ０ 全长序列进行分析 ， 选取 ＡＧ０ １ ８

蛋 白序列作为检测的模板序列 ， 进行引物的设计 ， 为使 目 的片段的两边带 ＥｃｏＲ ｌ 和

Ｂ ａｍＨ ｌ 酶切位点 ， 以便于与 ｐＥＮＴＲ／Ｄ －ＴＯＰＯ 载体 （ 图 ５ －２ ） 构建完整 。 设计的引物

为 ：

２ ５
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ＡＧＯ １ ８上游引物 ： ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＧＡＧＣＣＧＡＧＧＡＧＧ

ＡＧＯ １ ８下游引物 ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＡＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧＧＴＡＧＣ

其中 ＧＡＡＴＴＣ 和 ＧＧＡＴＣＣ 为酶切位点

ＡＧ０ １ ８ 短片段全长 ６３ ９ｂｐ ：

ＡＴＧＧＣＧＡＧＣＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＣＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣ

ＡＧＣＣＣＧＧＣＧＧＧＴＡＣＧＧＡＣＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＧＣＧＣＧＧＣＣＧＧＧＡ

ＣＧＧＧＧＣＧＣＣＧＴＡＣＴＣＧＧＧＴＧＧＴＣＧＴＧＧＧＣＧＣＧＧＴＣＡＧＧＡＣＧＧＡＴＣＧＴＡＣＣＣＴＧ

ＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＴＧＧＧＧＧＣＴＡＴＧＧＣＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＧＴＧＧＧＣＣＧＣＣＧＴＡＣ

ＴＡＴＧＧＣＧＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＣＣＡＡＧＧＧＣＧＴＧＧＧＴ

ＡＣＴＡＴＧＡＴＧＡＴＧＧＣＧＧＣＧＡＴＧＧＣＣＧＣＧＧＧＴＡＣＣＡＧＣＧＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＧＣ

ＧＧＡＧＧＣＣＧＴＧＧＡＧＧＴＴＡＴＣＧＣＧＧＧＧＡＣＧＧＣＧＡＴＧＧＴＧＧＣＴＡＣＧＧＡＣＧＡＧＧＣＧＧ

ＴＧＧＣＧＧＴＴＡＴＣＡＣＧＧＧＧＡＣＧＧＴＧＡＧＣＧＴＧＧＣＴＡＣＧＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧ

ＧＣＧＧＴＧＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＴＡＴＣＧＴＧＧＧＧＡＴＧＡＣＧＡＧＧＧＴＣＧＴＡＧＣＡＧＣＴＡＣ

ＧＧＣＣＧＡＧＣＣＣＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＣＴＡＴＣＡＴＧＧＧＧＡＣＧＧＣＧＡ

ＧＧＣＴＧＧＡＴＡＣＧＧＣＣＧＴＧＧＡＣＧＣＧＧＣＧＧＣＡＧＧＧＡＣＴＡＣＧＡＴＧＧＣＧＧＣＣＧＣＧＧＣＧ

ＧＣＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＣＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＴＧＧＴＴＣＧＡＧＣＴＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡ

ＧＣＣＧＴＧＡ

２６





第三章 ０ ｓＡＧ０ １ ８ 多克隆抗体的初步制备


２；ｆｅｗＷ
－Ｔ －

Ｔｃｆｃ ｉｆ

＇

＾ｅ
ｌ｜

Ｅ３Ｂ３３＜１
；

？
’

ｐＥＮＴＲ ７Ｄ －Ｔ０ Ｐ０
？

％２ ５８ ０ｂ ｐ／

图５
－２

ｐ
ＥＮＴＲ／Ｄ －ＴＯ ＰＯ

Ｆ ｉ

ｇ
． ５

－２Ｓ ｔ ｒｕｃ ｔ ｕｒａ ｌｓ ｃｈｅｍｅｏｆ  ｔ ｈｅ
ｐ
ＥＮＴＲ／Ｄ －ＴＯＰＯ

３ ． ２ ． ２ ． ２ＲＴ－ＰＣＲ

（ １ ） 基因组 ＤＮＡ 消除反应

５Ｘ
ｇＤＮＡＥｒａ ｓ ｅｒＢｕｆｆｅｒ ２ｕＬ

ｇＤＮＡ Ｅ ｒａ ｓ ｅｒ ｌ ｕＬ

Ｔｏｔａ ｌＲＮＡ


７ｕＬ


２ ５

°

Ｃ３ ０ｍ ｉｎ 置于 ＰＣＲ 仪中反应 。

（ ２ ）ＲＴ 反应

取 出 ＰＣＲ 管并迅速插到冰上 ， 依次加入以下试剂并最后轻轻混合均匀 ：

２ ７
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第
一

步中 的 １ ０ｕＬ 的溶液 １ ０ｕＬ

５Ｘ Ｐｒ ｉｍｅＳｃｒ ｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２ ４ｕＬ

Ｐｒ ｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ＥｎｚｙｍｅＭ ｉｘＩ ｌ ｕＬ

ＲＴＰｒ ｉｍｅｒ Ｍ ｉｘ
＊４

 ｌ ｕＬ

ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２〇 ４ｕＬ

放入３ ７

°

Ｃ反应１ ５ｍ ｉｎ ，８５

°

Ｃ ， ５ ｓｅｃ ， ４

°

Ｃ保存 。

（ ３ ）ＰＣＲ 反应扩增 目 的片段 。

ＰｒｉｍｅｒＳ ｔａｒ－ＧＸＬ ＰＣＲ 反应体系和步骤 ：

ｄｄＨ２０ １ ２ｕＬ

５ Ｘ ＰＳ ＧＸＬ ｂｕｆｆｅｒ ４ｕＬ

ｄＮＴＰ Ｍ ｉｘｔｕｒｅ
（
各２ ． ５ｍＭ

） １ ． ６ｕＬ

上游引物 （ ２０ｕＭ ） ｌｕＬ

下游引物 （ ２０ｕＭ ） ｌ ｕＬ

ｃＤＮＡ模板 ０ ． ２ｕＬ

Ｐｒ ｉｍｅｒＳ ｔａｒ
－ＧＸＬ酶 ０ ．２ｕＬ

反应步骤 ：

①９８

°

Ｃ预变性 ２ｍ ｉｎ
；

②９８

°

Ｃ变性 ｌ Ｏｓｅｃ

５ ５

°

Ｃ
退火１ ５ ｓｅｃ

７２

°

Ｃ延伸 ｌｍ ｉｎ／ｋｂ（共 ３ ５ 个循环 ）

③７２

°

Ｃ充分延伸 ｌ Ｏｍ ｉｎ
；

④ 

１ （ＴＣ冷却ｌ Ｏｍｉｎ 。

３ ．２ ．２ ． ３ＰＣＲ产物纯化

（ １ ） 将全部 ＰＣＲ 产物跑 １ ． ５％琼脂糖胶。

（ ２ ） 使用 ＡｘｙＰｒｅｐ
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回收 目 的片段 ：

①在紫外灯下切下含有 目 的片段 ＤＮＡ 的琼脂糖凝胶 ， 用纸 巾吸尽凝胶表面 液

体并切碎 。 计算凝胶重量 （提前记录 １ ． ５ｍＬ 离心管重量 ） ， 该重量作为
一

个凝胶

体积 （如１ ００ｍｇ
＝

１ ００ｕＬ ） 。

②加入 ３ 个凝胶体积的 ＢｕｆｆｅｒＤＥ －Ａ ， 混合均匀后于 ７ ５

°

Ｃ加热 ， 间断混合 （ 每

２ －３ｍ ｉｎ ） ， 直至凝胶完全融化 。

③加入 ０ ． ５ 个 ＢｕｆｆｅｒＤＥ －Ａ 体积的 ＢｕｆｆｅｒＤＥ －Ｂ ， 混合均匀 。

２ ８
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④吸取混合液 ， 转移到 ＤＮＡ 制备管中 ， １ ２０００ｒｃｆ， 离心 ｌｍｉｎ ， 弃滤液 。

⑤将制备管置回 ２ｍＬ 离心管 ， 加入 ５００ｕＬ ＢｕｆｆｅｒＷ ｌ ， １ ２０００ｒｃｆ离心 ３ ０ｓｅｃ ， 弃

滤液。

⑥将制备管置回 ２ｍＬ 离心管 ， 加入 ７００ｕＬ ＢｕｆｆｅｒＷ２ ，１ ２０００ｒｃｆ离心 ３０ｓｅｃ ， 弃

滤液 。 以 同样的方法用 Ｗ２ 再洗漆
一

， １ ２０００ｒｃｆ离心 ｌｍｉｎ 。

⑦将制备管置于 ２ｍＬ 离心管中 ， １ ２０００ｒｃｆ离心 ｌｍ ｉｎ 。

⑧将制备管置于洁净的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 在制备膜中央加入 ３０ｕＬ ｄｄＨ２
Ｏ ， 室

温静置ｌｍｉｎ 。 １ ２０００ｒｃｆ ， 离心ｌｍ ｉｎ洗脱
ＤＮＡ 。

３ ． ２ ． ２ ．４酶切

将 目 的片段和载体通过设计的引物两头的酶切位点进行 ＥｃｏＲＩ 和 Ｂ ａｍ ＨＩ 双

酶切 。

（ １ ） 酶切体系

Ｅ
ｐ
ＥＮＴＲ ．ＭＣＳ ： ： ｏｓＡＧＯ  １ ８ ２ｕＬ

１ ０ｘ
Ｑ

ｃｕｔ ｂｕｆｆｅｒ ｌ ｕＬ

Ｑ ． ｃｕｔ ＥｃｏＲＩ ０ ． ５ｕＬ

Ｑ ． ｃｕｔ ＢａｍＨＩ ０ ． ５ｕＬ

ｄｄＨ ２０ ６ｕＬ

３０

°

Ｃ 反应 ｌ ｈ 。 酶切产物

３ ． ２ ． ２ ． ５连接

纯化后的酶切产物和酶切载体采用 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶进行连接

１ ０ｕＬ 连接体系如下 ：

（ １ ） 连接体系

目 的片段 （ ＥｃｏＲＩ 和 Ｂａｍ ＨＩ 酶 ） ４ｕＬ

ｐＥＮＴＲ ： ：ＰＵＣ １ ９ －ＭＣＳ（ ＥｃｏＲＩ和ＢａｍＨＩ酶 ）４ｕＬ

１ ０Ｘ Ｔ４ＤＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ ｌ ｕＬ

Ｔ４ＤＮＡ Ｌｉ ｇａｓｅ ｌ ｕＬ

（ ２ ） 反应条件

置于 ＰＣＲ 仪中 ， １ ６

°

Ｃ连接过夜

２９
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３ ．２ ．２ ． ６ 大肠杆菌感受态细胞的制备

（ １ ） 将保存的大肠杆菌 ＪＭ １ ０９ 的甘油菌在无抗 ＬＢ 平板上划线 ， 倒置于 ３ ７

°

Ｃ

的恒温培养箱中过夜培养 。

（ ２ ） 挑取单菌落接置于 ２ｍＬ 无抗液体 ＬＢ 培养基中 ， ３７

°

Ｃ ，２００ｒｐｍ ， 初培 ６ｈ 。

（ ３ ） 将初培菌液吸入 １ ００ｍＬ 无抗培养 ＬＢ 培养基中 ， 加入 ２ｍＬ ２Ｍ ＭｇＳ０４ ，

３７

°

Ｃ ， ２００ｒｐｍ ， 扩陪１ ２ｈ ， 至ＯＤ６００
＝
０ ．２５ －０ ． ３ 。

（ ４ ） 将扩陪好的菌液分装于预冷的 ５０ｍＬ 离心管 ， 冰浴 ｌ Ｏｍｉｎ ， ５０００ｒｐｍ ，４
°

Ｃ

离心 ｌ Ｏｍｉｎ 。

（ ５ ） 弃上清 ， 用预冷的 １ ５ １１＾ ０ ． １ ！＾ 〇３ （： １２ 重悬菌体 。

（ ６ ） 再冰浴ｌ Ｏｍ ｉｎ ， ５ ０００ｒｐｍ ， ４
°

Ｃ离心ｌ Ｏｍ ｉｎ 。

（ ７ ） 弃上清 ， 用 ５ｍＬ ０ ． １ｍＭ ＣａＣ １２ 在冰上轻轻重悬起菌体 。

（ ８ ） 分装悬浮均匀的菌液于预冷的 ＥＰ 管中 ， ｌ ＯＯｕＬ 每管 ， 于－

７０１保存 。

注 ： 整个操作过程应无菌操作 ， 防止污染 。

３ ． ２ ．２ ． ７转化

（ １ ） 取
一

支－

７０

°

Ｃ保存的感受态细胞置于冰上待其缓慢融化 ， 加入 １ ０ｕＬ 连 接

产物 ， 冰置 ３ ０ｍ ｉｎ ．

（ ２ ） 将 ＥＰ 管置于 ４２
°

Ｃ水浴锅中 ， 热激 ９０ ｓ
； 快速拿开插入冰里 ， 冰置 ２ｍ ｉｎ

（ ３ ） 向 ＥＰ 管中加入 ｌｍＬ ＬＢ 液体 ， 混合均匀后再将 ＥＰ 管置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ２００ｒｐｍ

培养 ｌ ｈ ．

（ ４ ） 取出 ＥＰ 管 ｌ ＯＯＯｒｃｆ 离心 ｌｍ ｉｎ ， 去 ７００ 上清 。

（ ５ ） 用剩余液体悬起菌体 ， 然后取 １ ００ｕＬ 菌液滴到相应抗性 （ ５０ｕｇ／ｍＬ Ｋａｎ ）

ＬＢ 平板上进行涂板 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ过夜培养 。

注 ： 整个操作过程应无菌操作 ， 防止污染 。

３ ．２ ．２ ＿ ８ 筛选阳性克隆

利用 ＰＣＲ 和片段上游和载体下游引物来筛选阳性克隆 ， 其中载体下游引物 为 ：

３ ０
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Ｍ １ ３Ｆ ：

（ １ ）Ｔａｑ
－ＰＣＲ 反应体系和步骤如下 ：

ｄｄＨ２
〇 １ ９ ． ２５ｕＬ

１ ０ Ｘ ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ

２＋

） ２ ． ５ｕＬ

ｄＮＴＰ Ｍ ｉｘｔｕｒｅ（ ｌ ＯｍＭ ） ２ｕＬ

上游引物 ０ ． ５ｕＬ

下游引物 〇 ． ５ｕＬ

Ｔａｑ ０ ． ２ ５ｕＬ

挑取单菌落加入到反应体系 中 。

（ ２ ） 反应步骤

①９４

°

Ｃ预变性 ２ｍｉｎ
；

②９４
°

Ｃ变性 ３ ０ｓｅｃ

５ ７

°

Ｃ
退火３ ０ｓｅｃ ―

７２

°

Ｃ
延伸 ｌｍ ｉｎ／ｋｂ

③ ７２

°

Ｃ充分延伸 ｌ Ｏｍ ｉｎ
；

④ 
１ ０

°

Ｃ冷却ｌ Ｏｍｉｎ 。

３ ． ２ ． ２ ． ９ 重组质粒的提取和测序验证

使用 ＡｘｙＰｒｅｐ 质粒 ＤＮＡ 小量试剂盒提取重组质粒 ：

（ １ ） 沾取阳性菌落至 ３ｍＬ Ｋａｎ 抗性 （ ５ ０ｕｇ／ｍＬ ） 的 ＬＢ 液体培养基中 ， ２００ ｒｐｍ ，

３ ７ 

°

Ｃ过夜培养 。

（ ２ ） 吸取 ３ｍＬ 过夜培养的菌液 ， １ ２０００ｒｃ ｆ ， 离心 ｌｍｉｎ ， 弃尽上清 。

（ ３ ） 加入 ２ ５０ｕＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓ ｌ 悬浮菌体 ， 悬浮均匀 ， 不应留有小菌块 。

（ ４ ） 加入 ２ ５０ｕＬ ＢｕｆｆｅｒＳ２ ， 温和并充分地上下翻转 ４－

６ 次混合均匀使菌体充

分裂解 ， 直至形成透亮的溶液 ， 此步骤不宜超过 ５ｍｉｎ 。

（ ５ ） 加入 ３ ５０ｕＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓ ３ ， 温和并充分地上下翻转混合 ６ －

８ 次 ， １ ２０００ｒｃｆ， 离

心ｌ Ｏｍ ｉｎ 。

（ ６ ） 吸取上清并转移到制备管 （置于 ２ｍＬ 离心管 （试剂盒提供 ） 中 ） ， １ ２０００ｒｃｆ，

离心 ｌｍｉｎ ， 弃滤液 。

（ ７ ） 将制备管置回离心管 ， 加 ５００ｕＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｗ ｌ ，１ ２０００ｒｃｆ， 离心 ｌｍ ｉｎ ， 弃 滤

３ １
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液 。

（ ８ ） 将制备管置回离心管 ， 加 ７００ｕＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｗ２ ， １ ２０００ｒｃｆ， 离心 ｌｍ ｉｎ ， 弃 滤

液 ； 以 同样的方法再用 ７００ｕＬ ＢｕｆｆｅｒＷ２ 洗涤
一

次 。 弃滤液 。

（ ９ ） 将制备管置回 ２ｍＬ 离心管中 ， １ ２０００ｒｃｆ， 离心 ｌｍｉｎ 。

（ １ ０ ） 将制备管置回新的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 在制备管膜中央加入 ６０ｕＬ ６５
°

Ｃ 预

热的 ｄｄＨ２０ ， 室温静置 ｌｍ ｉｎ ， １ ２０００ｒｃｆ， 离心 ｌｍｉｎ ， 将质粒 ＤＮＡ 保存于－２０

°

Ｃ 。

（ １ １ ） 取 ５ｕＬ 质粒与载体上游引物送至美吉公司测序 。

３ ．２ ． ２ ． １ ０ 置换表达载体

利用 ＬＲ 反应将 目 的片段连接到 ｐＥａｒ ｌｙＧａｔｅ２０ １ 载体 （ 图 ５
－

３） ：

３２
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）Ｅａｎ ｌ ｌ Ｏ Ｓ ｆ （
５ ２ ３ １

）

图５
－

３
ｐ
Ｅａ ｒ ｌ ｅｙＧ ａ ｔｅ２０２

（
Ｎ －ＦＬＡＧ

）

Ｆ ｉ ｇ ． ５
－２Ｓ ｔ ｒｕｃ ｔｕｒａ ｌｓｃｈ ｅｍｅｏ ｆ  ｔ ｈｅ

ｐ
Ｅａ ｒ ｌ ｅｙＧ ａ ｔ ｅ２０２

（
Ｎ －ＦＬＡＧ

）

（ １ ）ＬＲ 反应之前酶切

酶切体系 ：

ｄｄＨ
２
０ ３ ０ｕＬ

１ ０Ｘ Ｎ ＥＢＢ ｕｆｆｅ ｒ３ ．
１ ５ ｕＬ

Ｎ ｒｕ Ｉ ｌ ｕＬ

ｐ
ＥＮＴＲ ． ＭＣＳ ： ： ｏｓＡＧＱ １ ８（ 测序正确的质粒 ）



４ ｕＬ


放置于 ３ ７

°

Ｃ 反应 ｌ ｈ ．

酶切产物用 ＰＣＲｄ ｅ ａｎｕｐ 试剂盒回收 。

（ ２ ）ＬＲ 反应

ｐ
ＦＨ ｌ ｕＬ

ＬＲｃ ｌ ｏｎａｓ ｅ

？
／ Ｉ Ｉ ｌ ｕ Ｌ

Ｅ
ｐ
ＥＮＴＲ ．ＭＣＳ ： ： ｏ ｓＡＧ０ １ ８（ 酶切产物 ）４ ｕ Ｌ

３ ３
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２ ８

°

Ｃ过夜反应 。

３ ．２ ． ３ 重组质粒的烟草瞬时表达

３ ． ２ ． ３ ． １ 农杆菌 ＧＶ３ １ ０ １ 感受态细胞的制备

（ １ ） 将保存的农杆菌 ＧＶ３ １ ０３ 的甘油菌在具有 ＲＧ 抗性 （ Ｒ ｉｆａｍｐ
ｉｃ ｉｎ／

Ｇｅｎｔａｍ ｉｃ ｉｎ５０ｕｇ／ｍＬ ）ＬＢ 平板上划线 ， 倒置于 ２ ８

°

Ｃ 的恒温培养箱中培养 ２４ｈ 。

（ ２ ） 挑选平板上的单菌落至 ４ｍＬ 的 ＲＫ 抗性的 ＬＢ 液体培养基中 ， 置于 ２８

°

Ｃ ，

２００ｒｐｍ初培１ ２ｈ 。

（ ３ ） 吸取 ｌｍＬ 初培好的菌液至 ｌ ＯＯｍＬ 的 ＲＫ 抗性的 ＬＢ 液体培养基中 ， 置 于

２ ８

°

Ｃ ，２００ｒ
ｐ
ｍ 扩陪至ＯＤ６００

＝
０ ． ５

－

１ ．０ 。

（ ４ ） 讲菌液分装至预冷的 ５０ｍＬ 离心管中 ， ４０００ｒｃｆ， ５ｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃ离心 ， 弃上 清 ，

超净台 内吹干 ６０ｓｅｃ 。

（ ５ ） 用预冷的 ２５ｍＬ １ ０％甘油重悬菌体 ， ４０００ｒｃｆ， ５ｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃ离心 ， 弃上清 。

（ ６ ） 用预冷的 １ ２ ． ５ ｍＬ １ ０％甘油重悬菌体 ， ４０００ｒｃｆ， ５ｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃ离心弃上清 。

（ ７ ） 用预冷的 ６ ． ５ｍＬ １ ０％甘油重悬菌体 ， ４０００ｒｃｆ， ５ｍｉｎ ， ４
°

Ｃ离心 ， 弃上清 。

（ ８ ） 用预冷的 ２ｍＬ１ ０％甘油重悬菌体 ， 预冷的 １ ０％甘油稀释至 ｌ ＯＯｍＬ ， 分 装

菌液于预冷的 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管中 ， ｌ ＯＯｕＬ 每管 ， 于－

７０

°

Ｃ保存 。

３ ． ２ ． ３ ．
２ 农杆菌转化

将 ＬＲ 反应后 的质粒转入农杆菌中 ：

（ １ ） 从冰箱中取出农杆菌感受态细胞 ， 插入冰里 ３ ０ｍｉｎ ， 加入 ６ｕＬ 质粒 ， 冰

上３ ０ｍｉｎ 。

（ ２ ） 将农杆菌吸入预冷的电极杯中 电转 ， ２５００Ｖ ， ５ ｓｅｃ ， 立即加入 ７００ｕＬ 无

抗性液体 ＬＢ 培养基 ， 电转之前确保电极杯外壁干燥 。

（ ３ ） 从电极杯中吸出菌液到 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管中 ， ２００ ｒｐｍ ， ２ ８

°

Ｃ扩陪 １ ． ５ｈ 。

（ ４ ） 取 出菌液 ， ５ ０００ｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ．

（ ５ ） 吸出 ４００ｕＬ 上清 ， 剩余液体将菌体重悬均勻 ， 吸出 ２００ｕＬ 滴到 ＲＧＫ

（Ｒ ｉｆａｍｐ ｉｃ ｉｎ／ Ｇｅｎｔａｍｉｃ ｉｎ／Ｋａｎ ５０ｕｇ／ｒａＬ ） 抗性的ＬＢ平板上进行涂板 ， 置于

３４
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２８
°

Ｃ
培养

２４ｈ ．

注 ： 整个操作过程应无菌操作 ， 防止污染 。

３ ．２ ． ３ ． ３ 烟草瞬时表达

（ １ ） 挑选平板上的单菌落于 ｌｍＬ ＲＧＫ 抗性液体 ＬＢ 液体培养基中进行初培 ，

２００ｒｐｍ ， ２８

°

Ｃ培养 １ ２ｈ 。 同时对 ７ ６ 号菌株

（ ２ ） 吸取 ２００ｕＬ 菌液加入盛有 ５０ｍＬ ＲＧＫ 抗性 ＬＢ 液体培养的锥形瓶中 ，

２００ｒｐｍ ， ２８

。

。培养２４ｈ 。

（ ３ ） 将菌液加入 ５０ｍＬ 离心管中 ， ５０００ｒｃｆ ，４
°

Ｃ离心 １ ５ｍｉｎ 。

（ ４ ） 弃上清 ， 用预冷的 ｄｄＨ２０２ｍＬ 重悬菌体 ， 再次加入 ２０ｍＬ 预冷的 ｄｄＨ２０

混合均匀 ， ５０００ｒｃｆ， ４
°

Ｃ离心 １ ５ｍ ｉｎ 。

二

（ ５ ） 弃上清 ， 重复
一遍第四步 ， 将菌体再洗

一

遍 。

（ ６ ） 弃上清 ， 用 ２ｍＬ 预冷 ５０ｍＭ ＭｇＣ 丨

２

（包含 Ｏ ． ｌｍＭ 乙酰丁香酮 ） 重悬菌体 ，

继续加入预冷的该溶液使得 〇Ｄ６００
＝

１ ． ０

（ ７ ） 使用无菌注射器 ， 用 ＯＤ６００
＝

１ ． ０ 的菌液注射 ， ３ 周大的烟草叶 。

（ ８ ） 烟草恢复生长 ３ 天后 ， 收集叶片用于下
一

步检测 。

注 ： 注射的 同时注射
一盆 ＣＫ 以作对照 。

３ ． ２ ． ３ ．４ＷＥＳＴＥＲＮＢＬＯＴ 检测 目 的蛋白的表达

（ １ ） 蛋 白 的提取

①用 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管取 ５ 个烟草叶片小圆片 ， 加入 ７ 个直径 ｌｍｍ 的小钢珠放入 液

氮中冷却 ５ｍ ｉｎ ， 将 ＥＰ 管拿出置于空盒中猛烈摇晃 ， 使得叶片被打成粉末 。

②加入 ２００ｕＬ ２ＸＳＤＳＬｏａｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 溶解 ， 混合均匀 。

③ ｌ ＯＯＯＯｒｃｆ，４
°

Ｃ离心 ３０ｍ ｉｎ ， 取上清 ３０ｕＬ 保存于 －２ＣＴＣ

（ ２ ）ＳＤＳ －ＰＡＧＥ

取 ３ ０ｕＬ 样品与 ＣＫ 进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 。 配制分离胶浓度为 １ ２％ ， 浓缩胶浓度 为

５％ ， 跑胶时全程 ９０Ｖ 恒压 ， 溴酚蓝 （蓝色的线 ） 完全跑出胶底部时 ， 停止电泳 。

３ ５
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离胶的 方

ｄｄＨ
２
０ Ｌ７ｍＬ

３０％ Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｍｉｘ ２ ．０ｍＬ

１ ． ５Ｍ Ｔｒｉｓ
（
ＰＨ ８ ． ８

） １ ．３ｍＬ

１ ０％ＳＤ Ｓ ０ ． ０５ｍＬ

１ ０％ ＡＰＳ ０ ．０５ｍＬ

ＴＥＭＥＤ


０ ． ００２ｍＬ


￣

浓缩胶的配方

ｄｄＨ２０ １ ．４ｍＬ

３ ０％ Ａｃｒｙ ｌａｍｉｄｅｍｉｘ ０ ． ３ ３ｍＬ

１ ，０Ｍ Ｔｒ ｉｓ
（
ＰＨ ６ ．８

） ０ ．２５ｍＬ

１ ０％ＳＤＳ ０ ．０２ｍＬ

１ ０％ ＡＰＳ ０ ． ０２ｍＬ

ＴＥＭＥＤ


０ ． ００２ｍＬ


（ ３ ） 将蛋 白转印至 ＰＶＤＦ 膜上 ， 用 Ａｎｔ ｉ
－ＦＬＡＧ 进行免疫

３ ．２ ． ３ ． ５ 目 的蛋白 的纯化 （ Ｃｏ －

ＩＰ ） 和富集

（ １ ） 取烟草叶片 ４ｇ ， 加入石英砂液氮中研磨均勻 ， 将粉末加入 ２０ｍＬ ＩＰ

Ｅｘｔｒａｃｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（ ２０ｍＭ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ

，

３００ｍＭＮａＣ ｌ
，

５ｍＭＭ
ｇＣ ｌ

２ ，
０ ． ５％ ＮＰ－４０

，

５ｍＭ

ＤＴＴ
，

０ ． １ｍＭＰＭＳＦ
，
ＰＨ７ ． ５ ）

（ ２ ）４
°

Ｃ充分混匀 ３０ｍ ｉｎ ．

（ ３ ）ｌ ＯＯＯＯｒｃｆ，４
°

Ｃ离心 １ ５ｍｉｎ ， 取上清 ， 过 １ ００－ｕＭ 的小滤网 ， 在滤液中加 入

１ ００ｕＬ Ａｎｔｉ
－ＦＬＡＧＢ ｅｅｄｓ（购买于ＡＢ －Ｍａｒｔ公司 ） 。

（ ４ ）４
°

Ｃ ， ３ ６０
。

翻转１ ２ｈ 。

（ ５ ）２００ｒｃｆ， ４
°

Ｃ离心３ ０ｓｅｃ ， 收集ｂｅｅｄｓ 。

（ ６ ） 在ｂｅｅｄｓ中加入ｌｍＬＩＰＷａｓｈｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（ Ｔｒｉｓ

－ＨＣ ｌ２０ｍＭ
，
ＮａＣ ｌ

３ ００ｍＭ
，

ＭｇＣ ｌ
２
５ｍＭ

，

Ｔｒ ｉｔｏｎＸ－

１ ０００ ．５％
，

ＤＴＴ５ｍＭ
，

ＰＭＳＦ０ ． ＩｍＭ ）４
°

Ｃ
，３ ６０

。

翻

转１ ０ｍｉｎ 。

（ ７ ）２００ｒｃｆ， ４

°

Ｃ离心 ３０ｓｅｃ ， 收集 ｂｅｅｄｓ ， 重复 ６ 、 ７ 步 ４－

５ 遍至珠子不再为 绿

色 ， 把杂蛋 白去除干净 。

（ ８ ）２００ｒｃｆ， ４

°

Ｃ离心 ｌｍ ｉｎ ， 尽量吸取干净多余液体 ， 加入 ｌｍＬ ＩＰ Ｅ ｌｕｔ ｉｏｎ

３６





第三章 ０ ｓＡＧ０ １ ８ 多克隆抗体的初步制备


Ｂｕｆｆｅ ｒ ， 轻轻上下混勻 １ ５ 次 ， ２０００ｒｃ ｆ ， ４

°

Ｃ 离心 ３ｍｉｎ ， 收集上清 。

（ ９ ） 重复第 ８ 步两遍 ， 收集上清 。

（ １ ０ ） 在
ｂ ｅｅｄ ｓ中加入ｌｍＬＳ ｔｏ ｒｇｅＢｕｆｆｅｒ ， 上下混勻１ ５次 ， ２００ｒｃ ｆ， ４

°

Ｃ离心

３ ０ ｓｅｃ ， 弃上清 。 再次加入 ｌ ｍＬ Ｓ ｔｏ ｒ
ｇ
ｅ Ｂ ｕｆｆｅ ｒ ， 将珠子保存于 ４

°

Ｃ冰箱中 。

３ ． ２ ．４ 多克隆抗体的制备

３ ． ２ ． ４ ． １ 溶解体系 的置换

因 为在真核表达蛋 白纯化的过程中溶解蛋 白 的溶液为 ０ ． ２ＭＰＨ２ ． １ 甘氨酸溶液 ， 对

免疫动物不利 ， 因此在做免疫之前需要对表达的蛋 白进行超滤 以置换溶解体系 ， 使用

３ｋＤ 的蛋 白超滤管 ， ４ １： 离心 ２０ｍ ｉｎ ， 弃滤液 ， 最后用生理盐水溶解蛋 白 ，

－

８０

°

Ｃ保存 。

３ ． ２ ． ４ ． ２ 多 克隆抗体制备

一

种蛋 白免疫两只兔子 ， 免疫之前取阴性血清 ｌ ｍＬ 。 将蛋 白浓度稀释为 ｌ ｕｇ／ｕＬ ，

取 ５ ０ｕ Ｌ 与等体积 Ｑｕ ｉｄｃＡｎ ｔ ｉｂｏ ｄｙ
－Ｒａｂｂ ｉ ｔ ８Ｗ 混合 ， 然后按表 ５

－

１ 方案进行免疫 。

表 ５
－

１ 兔多 克隆免疫方案

Ｔａｂ ｌｅ５
－

１Ｉｍｍｕｎｅｒａｂｂ ｉ ｔ
ｐ
ｏ ｌｙｃ ｌ ｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄｙｐ ｒｅｐａ ｒａ ｔ ｉｏｎ

ｐ
ｌ ａｎ

ｉ疫次序间隔天数抗原剂量佐剂剂量注射部位
－

 ５ ０ｕｇ ５０ｕＬ背部皮下

二 ２ １ ５ ０ｕ
ｇ ５０ｕＬ背部皮下

加强免疫取血清前 ３ 天３ ０ｕｇ


背部皮下

３ ． ３ 实验结果

３ ． ３ ． １ 烟草瞬时表达结果

１ｄａ
ｙ ２ｄａ

ｙ ｓ ３ｄａ
ｙ
ｓ

１２３ １２３ １２３

ａ －Ｆ ｌ ａ ｓ
；麵雜ｎ



图 ５
－４ 烟草瞬时表达

Ｆ ｉ

ｇ
． ５ －４Ｔｒａｎ ｓ ｉ ｅｎ ｔｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ

３ ７
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注 ： １ 、 ２ 、 ３表示注射菌液ＯＤ ｓｏｏ 
为１ ．０００ 、 ２ ． ０００ 、 ３ ．０００

结果显示 ， 注射 ３ 天后蛋 白表达量最多 ， 三个浓度的菌液之间没有差异 。 选择

〇Ｄ ６〇〇

＝

ｉ ． 〇〇〇 的菌液浓度 ， 注射二天后的叶片表达的 目 的蛋 白最多 。

３ ． ３ ．２ 蛋 白纯化结果

Ｉｎｐｕ ｔＦＴＥ ｌｕｔｉｏｎ

ｅｂｂ

图 ５
－

５０ ｓＡＧ０ ６ ３ ９ 纯化结果

Ｆ ｉ

ｇ ． ５
－

５Ｐｕｒ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉｏｎｏｆ Ｏ ｓＡＧＯ  １ ８ ６ ３ ９

注 ： ｉｎｐｕ ｔ ： 未纯化蛋 白 、 ＦＴ ： 纯化后上清 、 ｅ ｌｕｔ ｉｏｎ ： 纯化后蛋 白

使用带有 Ｈ ａ
ｇ 标签的琼脂糖珠对烟草瞬时表达的蛋 白进行纯化 ， 使用 Ｐ

Ｈ ２ ． １ 的甘

氨酸溶液能够将 目 的蛋 白洗脱得更完全 ， 结果显示蛋 白 被成功纯化并洗脱下来 ， 并通

过这个方法富集到 ３ ００Ｍｇ 蛋 白进行下
一

步的免疫 。

３ ．４ 讨论

１ ． 在之前的研究中发现 ＡＧ０ １ ８ 在 ＲＳＶ 诱导下显著上调表达 ［
３ ２

］

， 且通过结合

ｍ ｉＲＮＡ  １ ６ ８ 降低 ｍ ｉＲＮＡ  １ ６ ８对水稻抗病蛋 白 ＡＧＯ  １ 的干扰 ［
３ ６

］

， 从而达到抗病的作用 ［
３ ３

］

。

本实验室成员王秀娟在对突变体 接种稻瘟菌 Ｇ ｕｙ ｌ １ 后发现 ， 相较对照 日 本晴 ，

ａｇｏＭ 表现更为感病 。

２ ． 对 ＬＯＣ
＿

Ｏ ｓ０７ｇ
２ ８ ８ ５０ 全长序列进行分析发现 ， 从 Ｎ 端开始的 ６３ ６ｂｐ 的片段具有

特异性 ， 选取该片段作为 目 的片段 ， 进行重组质粒的构建 ， 表达 ０ ｓＡＧ０ １ ８ ６ ３ ９ 作为兔

多克隆抗体抗原 。 选择烟草瞬时表达作为表达手段是因为 ， 该方法得到 的蛋 白是在植

物体 内经过真核修饰的蛋 白 ， 在结构上更为接近水稻中 的状态 。

３ ． 为 了 得到达到足够进行免疫的抗原量 ， 通过对农杆菌不 同浓度和不同注射时间

的实验发现 ， 蛋 白表达量在各浓度间没有差异 ， 只与注射时间相关 ， 且注射时间 ３ 天

后蛋 白表达量最多 。

３ ８
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３ ．５ 小结

选取 ＬＯＣ
＿

Ｏｓ０７ｇ２８ ８ ５０ 全长序列进行分析发现 ， 从 Ｎ 端开始的 ６３ ６ｂｐ 的片段连接

到 ｐＥＮＴＲ／Ｄ－ＴＯＰＯ 载体上构建重组质粒 ， 利用 ＬＲ 反应将 目 的片段交换至 ｐＥａｒ ｌｅｙＧａｔｅ

２０２
（
Ｎ －ＦＬＡＧ

）载体上 ， 构建好的质粒转入农杆菌中进行烟草瞬时表达得到 ３００ｕｇ 目 的

蛋 白 ， 使用佐剂 Ｑｕ ｉｃｋＡｎｔ ｉｂｏｄｙ
－Ｒａｂｂ ｉｔ８Ｗ 可对兔子进行免疫得到多克隆抗体 。 通过该

方法可对植物中抗病相关蛋 白进行蛋 白水平上的分析 ， 是观察抗病蛋 白在病程过程中

时间和空间上的变化的有力手段 。

３ ９
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