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　 　 摘要:　 已有研究结果表明ꎬ植物自身能产生剧毒的氰化物(如 ＨＣＮ)ꎬ而氰丙氨酸合酶(Ｃｙａｎｏａｌａｎｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ＣＡＳ)是植物解氰作用的关键酶ꎬ在植物生长、发育及逆境胁迫响应过程中起重要作用ꎮ 本研究通过克隆拟南芥 ＣＡＳ
合酶关键基因 ＣＹＳ￣Ｃ１ 全长后ꎬ构建原核表达载体 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 并导入大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ 受体细胞中进行表达ꎮ 结果

表明ꎬ在大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ 细胞中成功诱导出可溶性的 ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白ꎬ其中 ＩＰＴＧ 最佳诱导时间为 ４ ｈꎬ最佳诱导浓度为

０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 原核表达的 ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白经 Ｎｉ 柱纯化并免疫新西兰白兔制备多克隆抗体ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明ꎬ
ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白多克隆抗体的特异性较好ꎮ 本试验结果对于进一步开展 ＣＡＳ 合酶的功能研究奠定了基础ꎮ
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迫响应过程中起重要作用[１￣２]ꎮ 众所周知ꎬ氰化物进

入人体后析出氰离子ꎬ与细胞线粒体内氧化型细胞

色素氧化酶(如细胞色素 ｃ)的三价铁结合ꎬ阻止三

价铁还原ꎬ从而导致线粒体电子传递受阻ꎬ呼吸速率

下降ꎬ机体进入窒息状态[３]ꎮ
常见的氰化物分为无机氰化物和有机氰化物ꎬ

前者包括有氰化钾(ＫＣＮ)、氰化钠(ＮａＣＮ)、氰氢酸

(ＨＣＮ)等ꎻ后者包括如乙腈、丙烯腈、正丁腈等ꎬ这
些氰化物均属高毒类ꎮ 值得注意的是ꎬ植物自身能

够产生氰化物ꎬ且在不同生长发育时期及不同部位

含量有较大差异ꎮ 研究结果表明ꎬ新鲜竹笋中氰化

物含量平均为 ３５􀆰 ３３ ｍｇ / ｋｇꎬ而笋尖的氰化物含量

高达 １８３􀆰 ４３ ｍｇ / ｋｇ[４]ꎮ 澳大利亚研究人员发现木

薯中氰化物含量高达 ２６２􀆰 ００ ｍｇ / ｋｇ[５]ꎮ Ｐｒａｓａｄ 等

研究发现ꎬ高粱在抽穗期 ＨＣＮ 含量也可达 ６６􀆰 ５０
ｍｇ / ｋｇ[６]ꎮ 相比较而言ꎬ杏、李、梅核仁中的氰化物

含量 更 多ꎬ 其 中 杏 仁 中 氰 化 物 含 量 高 达 ４􀆰 ６９
ｇ / ｋｇ[７]ꎮ

值得注意的是ꎬ植物可产氰ꎬ但同时具有耐氰特

性[８]ꎮ 原因之一是植物体内有交替氧化酶介导的

抗氰呼吸途径ꎬ可减轻氰化物对呼吸链的抑制作

用[９￣１０]ꎮ 其次ꎬ植物含有 ＣＡＳ 合酶ꎬ可将剧毒氰化物

转化成无毒的氰丙氨酸ꎬ并进一步转化为天冬氨酸

或天冬酰胺[１１￣１３]ꎮ 在拟南芥中ꎬ有 ３ 个编码 ＣＡＳ 合

酶蛋白的基因ꎬ分别为 ＡｔＣＹＳ￣Ｃ１(Ａｔ３ｇ６１４４０)、Ａｔ￣
ＣＹＳ￣Ｄ１ ( Ａｔ３ｇ０４９４０) 和 ＡｔＣＹＳ￣Ｄ２ ( Ａｔ５ｇ２８０２０ ) 基

因[１４￣１５]ꎮ 从基因编码蛋白作用部位来看ꎬＣＹＳ￣Ｄ１
和 ＣＹＳ￣Ｄ２ 蛋白主要集中在细胞质ꎬ而 ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白

主要集中在线粒体ꎬ且表达量明显高于 ＣＹＳ￣Ｄ１ 和

ＣＹＳ￣Ｄ２ 蛋白[１６￣１７]ꎮ 由于线粒体是细胞呼吸和能量

代谢的主要场所ꎬ因此 ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白被认为是植物

解氰作用的关键酶ꎮ 尽管如此ꎬ目前 ＣＡＳ 合酶的研

究大多集中在转录水平ꎬ有关其酶活性检测分析的

报道较少ꎬ主要原因是该酶的活性检测须以氰化钾

(ＫＣＮ)和半胱氨酸(Ｌ￣Ｃｙｓ)为底物[２]ꎬ而 ＫＣＮ 为剧

毒化合物ꎬ不易获得且有一定的安全隐患ꎮ 因此ꎬ制
备 ＣＡＳ 合酶抗体将为从蛋白质水平探究其在植物

生长发育中的功能奠定基础ꎮ
本试验拟通过基因克隆技术和原核表达系统表

达纯化含 Ｈｉｓ 标签的 ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白ꎬ并利用纯化后蛋

白免疫新西兰白兔ꎬ以期获得特异性抗 ＣＹＳ￣Ｃ１ 的

多克隆抗体ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

基因来源:野生型拟南芥(Ｃｏｌ 型)ꎻ菌株:大肠

杆菌(ＤＨ５α)ꎻ抗体制备受体:新西兰白兔ꎬ由武汉

疾病预防控制中心提供ꎮ
１.２　 主要试剂

ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 原 核 表 达 载 体ꎬ 预 染 蛋 白

Ｍａｒｋｅｒꎬ反转录剂盒 Ｆｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔꎬ
ｒＴａｑ 聚合酶ꎬ质粒提取试剂盒ꎬ购自北京全式金生

物技术公司ꎮ 蛋白纯化柱及填料 ( Ｎｉ￣ＮＴＡ Ａｇａｒ￣
ｏｓｅ)ꎬＰＶＤＦ 膜ꎬ异丙基硫化￣β￣Ｄ￣半乳糖苷( ＩＰＴＧ)ꎬ
福氏佐剂和福氏不完全佐剂ꎬ购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 碱

性磷酸酶标记的羊抗兔 ＩｇＧꎬＮＢＴ / ＢＣＩＰ 检测试剂

盒ꎬ购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 生物技术公司ꎮ
１.３　 基因的扩增

根据 ＮＣＢＩ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ)查找得到拟南芥 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因的 ＣＤＳ 序列(基因

登陆号:ＡＹ０９３００９４)ꎬ设计特异性引物ꎬ以 ｃＤＮＡ(提
取拟南芥叶片总 ＲＮＡ 并反转录获得)为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ 上游引物: ５′￣ＡＴＧＧＣＣＴＣＴＧＴＴＴＣＡＡＧ￣
ＧＡＧ￣３′ꎻ下 游 引 物: ５′￣ＣＡＧＴＣＴＴＣＣＴＴＣＡＴＣＡＡＴＣＣ￣
３′ꎮ 引物合成及 ＰＣＲ 产物序列测定均由武汉华大基

因科技有限公司完成ꎮ
１.４　 原核表达载体的构建及鉴定

ＰＣＲ 扩增获得目的基因 ＣＹＳ￣Ｃ１ 后ꎬ切胶回收

目的片段ꎬ并与 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 原核表达载体(图
１Ａ)连接ꎬ命名为 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ꎬ具体步骤按全式

金公司试剂盒说明书进行ꎮ 连接产物转化 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 感受态细胞ꎬＬＢ 培养基中 ３７ ℃培养过夜ꎮ

原核表达载体的鉴定:挑取单菌落ꎬ在含 ５０
ｍｇ / Ｌ Ａｍｐ 的 ＬＢ 培养基中 ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ振荡培

养过夜ꎬ取菌液及提取质粒进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 具体方

法如图 １Ｂ 所示ꎮ
１.５　 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因的诱导表达及蛋白质纯化

影响大肠杆菌诱导表达的条件主要有时间和

ＩＰＴＧ 浓度ꎬ因此本试验采用在不同时间及 ＩＰＴＧ 浓度

条件下进行诱导表达ꎬ确定最优条件ꎮ 将鉴定正确的

重组质粒 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 菌种按 ２％的接种量接入 １０
ｍｌ 含 ５０ ｍｇ / Ｌ Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养基中ꎮ ３７ ℃ꎬ２００
ｒ / ｍｉｎ 过夜活化培养ꎮ 次日ꎬ将活化培养物按 １％的

接种量接入 ２００ ｍｌ 含 ５０ ｍｇ / Ｌ Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养
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Ａ:ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 载体结构示意图ꎬ载体与目的基因通过 Ｔ / Ａ 实现连接ꎻＢ:ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 原核表达载体 ＰＣＲ 鉴定ꎻ用 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 载体

上游引物 Ｆｖ和 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因下游引物或 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 载体下游引物 Ｒｖ和 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因上游引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 若 Ｆｖ / Ｒ 或 Ｆ / Ｒｖ能扩增出

目的基因ꎬ则代表目的基因连接成功ꎬ且方向性是正确的ꎮ
图 １　 重组原核表达载体的构建及鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

基中ꎬ３７ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ转速摇菌培养 ３~ ４ ｈꎬ至

ＯＤ６００ ＝０.５~０􀆰 ７ 时取 １ ｍｌ 菌液作为诱导前样品ꎮ 剩

余的培养基中加入 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ(异丙基￣β￣Ｄ￣硫
代吡喃半乳糖苷)ꎬ３７ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ摇菌诱导ꎬ诱导时

间分为 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ、６ ｈꎬ在每个时间段各取 １
ｍｌ 菌液用于检测ꎮ 在确定最佳诱导时间后ꎬ采用 ０􀆰 １
ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 浓度梯度处

理菌体ꎬ以进一步确定最佳 ＩＰＴＧ 诱导浓度ꎮ 在此基

础上ꎬ对目的蛋白进行大量诱导ꎬ超声波破碎ꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｈꎬ收集上清液ꎬ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤杂质

后用 Ｎｉ 柱纯化蛋白质ꎮ
１.６　 多克隆抗体的制备

取纯化后的蛋白质(约 ５００ μｇ)作为抗原ꎬ免
疫接种新西兰白兔ꎬ接种量为 １ ｍｌꎮ 首次免疫将

蛋白质与完全弗式佐剂等量乳化ꎬ采用背部皮下

多点注射ꎮ ２ 周后加强免疫 １ 次ꎬ共加强免疫 ２
次ꎬ并于第 ２ 次免疫后 １ 周从耳缘静脉取血检测ꎬ
鉴定抗体效价后 １ 周内颈动脉取血ꎬ成功制备多

克隆抗体ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测抗体特异性

制备的抗血清稀释 ５００~ １ ０００倍后通过 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测抗体特异性ꎮ 提取拟南芥叶片总蛋白ꎬ
经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ转 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂奶粉封

闭 ４ ｈꎬ孵育一抗过夜ꎬ ＰＢＳＴ 漂洗 ３ 次 (每次 １５
ｍｉｎ)后加入碱性磷酸酶标记的二抗孵育 ２ ｈꎮ ＰＢＳＴ
漂洗 ４ 次(每次 １５ ｍｉｎ)后ꎬ用 ＮＢＴ / ＢＣＩＰ 显色液显

影１０~１５ ｍｉｎꎬ拍照记录ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 目的基因的扩增及 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 原核表达

载体的构建

　 　 拟南芥 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因 ＰＣＲ 扩增及琼脂糖凝胶

电泳结果如图 ２Ａ 所示ꎬＣＹＳ￣Ｃ１ 基因 ＰＣＲ 扩增条

带清晰ꎬ浓度高ꎬ片段大小为１ １００ ｂｐ 左右ꎬ与预

期大小一致ꎬ表明成功获得 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因ꎮ 将目

的基因切胶回收后ꎬ与 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 原核表达

载体连接(命名为 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１) ꎬ转化大肠杆

菌 ＤＨ５α 受体细胞ꎬ３７ ℃ 、２００ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎬ
挑取单克隆ꎬ摇菌提取质粒结果如图 ２Ｂ 所示ꎮ
从图中可以看出ꎬ质粒浓度高ꎬ条带清晰ꎬ初步表

明目的基因与载体成功连接ꎮ
２.２　 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 原核表达载体鉴定

为进一步确定 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 原核表达载体

是否正确ꎬ我们接下来将上述提取的质粒进行

ＰＣＲ 鉴定ꎮ 结果表明ꎬ质粒 ＰＣＲ 扩增出１ １００ ｂｐ
左右大小基因片段ꎬ与目的基因大小相同 ( 图

３) ꎮ 此外ꎬ将质粒送武汉华大基因科技有限公司

进行测序ꎬ并进行比对分析ꎮ 结果(图 ４) 表明ꎬ
原核表达载体上目的基因序列与 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因开

放阅读框(ＯＲＦ)完全一致ꎬ无碱基突变及移码突

变ꎬ且与 ｐＥＡＳＹ 原核表达载体起始密码子间隔

５４ 个碱基对(３ 的整数倍) ꎬ表明不会影响目的基

因的读码翻译ꎮ 这些结果表明ꎬ ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１
原核表达载体构建成功ꎬ可用于后期蛋白质诱导

试验ꎮ
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Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:拟南芥 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因 ＰＣＲ 扩增结果ꎻ２:
ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 重组质粒电泳检测结果ꎮ ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 为线

性载体ꎬ与目的基因 Ｔ / Ａ 连接后成环ꎬ可在受体细胞中复制ꎮ
图 ２　 目的基因的扩增(Ａ)及重组质粒的检测(Ｂ)
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉ￣

ｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ (Ｂ)

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 原核表达载体质粒 ＰＣＲ 鉴

定ꎮ
图 ３　 重组质粒的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 原核表达载体质粒测序与 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因开放阅读框(ＯＲＦ)比对分析结果ꎻ方框 ＡＴＧ 为载体起始密码子ꎮ
图 ４　 重组质粒的测序比对结果

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
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２.３　 重组蛋白的诱导表达

将含有 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 原核表达载体的大肠杆

菌菌液在不同时间和不同 ＩＰＴＧ 浓度条件下进行诱

导ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测诱导蛋白质的表达量ꎮ 从图 ５Ａ

可以看出ꎬ诱导时间在 ４ ｈ 及以上ꎬ蛋白质表达量差

异不明显ꎬ表明最佳诱导时间为 ４ ｈꎮ 同样ꎬ从图 ５Ｂ
可以看出ꎬ最佳 ＩＰＴＧ 诱导浓度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ更高

ＩＰＴＧ 浓度并没有增强目的蛋白的表达量ꎮ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒ(１２０ ０００)ꎻＡ:不同诱导时间对蛋白质表达的影响ꎻＢ:不同 ＩＰＴＧ 浓度诱导处理对蛋白质表达的影响ꎮ
图 ５　 重组蛋白诱导表达结果

Ｆｉｇ.５　 Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 重组蛋白纯化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测分析

重组蛋白经大量诱导表达后ꎬ超声波破碎重组

诱导菌的菌体ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｈꎬ收集上清液ꎬ
０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤杂质后用 Ｎｉ 柱纯化蛋白质ꎮ 从

图 ６Ａ 可以看出ꎬ纯化的蛋白质条带清晰ꎬ表明纯化

效果较好ꎬ可作为抗原用于免疫新西兰白兔ꎮ 将免

疫获得的抗体(一抗)按１ ∶ ５００ 稀释后ꎬ与提取的拟

南芥叶片总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 特异性检测分析ꎮ
结果表明ꎬ抗体特异性较好ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显影

出清晰的条带ꎬ５~ ２０ μｇ 蛋白质上样量均能显影出

目的条带(图 ６Ｂ)ꎬ表明制备的多克隆抗体效价较

好ꎮ

Ａ:重组蛋白 Ｎｉ 柱纯化结果ꎬ洗脱用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑ꎻＢ:制备抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 杂交结果ꎻＭ１:蛋白质 ｍａｒｋｅｒ(１２０ ０００)ꎻ１:重组融合蛋白大量

诱导后裂解液电泳结果ꎻ２:融合蛋白纯化后电泳结果ꎮ Ｍ２:蛋白质预染 ｍａｒｋｅｒ(１７０ ０００)ꎻ３:空白对照ꎻ４ ~ ６ 分别为提取拟南芥叶片总蛋白

质不同上样量(分别为 ５ μｇꎬ１０ μｇ 和 ２０ μｇ)Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 杂交结果ꎮ
图 ６　 重组蛋白表达纯化及免疫印迹杂交

Ｆｉｇ.６　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.５　 抗体效价分析

为进一步分析制备的血清抗体效价ꎬ将抗血清

按１ ∶ ５００ꎬ１ ∶ １ ０００ꎬ１ ∶ ２ ０００ꎬ１ ∶ ３ ０００和１ ∶ ４ ０００

稀释后ꎬ与提取的拟南芥叶片总蛋白质进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测分析ꎮ 从图 ７ 可以看出ꎬ蛋白质上样量为

１０ μｇ 时ꎬ抗血清稀释 ５００ 至２ ０００倍后ꎬ免疫印迹反
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应均有清晰的显影条带ꎬ抗血清稀释３ ０００至４ ０００
倍后ꎬ虽然显影条带较弱ꎬ但仍能检测出目的条带ꎬ

这些结果表明本试验制备的血清抗体效价较高ꎬ可
用于常规的植物学研究ꎮ

Ｍ:蛋白质预染 ｍａｒｋｅｒ(１７０ ０００)ꎻ本试验中ꎬ蛋白质上样量为 １０ μｇꎮ
图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测抗血清效价结果

Ｆｉｇ.７　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨 论

植物产氰是一种普遍现象ꎬ迄今已发现包括蕨

类、裸子及被子植物在内的 １１０ 科 ３ ０００ 多种植物

可产生氰糖苷或氰酯ꎬ已报告的氰糖苷多达 ７５
种[１８]ꎬ这些氰化物均能转化为有 毒 的 氰 化 氢

(ＨＣＮ)ꎮ 据报道ꎬ植物产氰特性具有防止食草动物

大量啃食的作用ꎬ尤其是在种子萌发和幼苗期ꎬ从而

有利于植物自身的生长和发育[１９]ꎮ 值得注意的是ꎬ
植物能产氰也能耐氰ꎬ其中氰丙氨酸合酶(ＣＡＳ)是
植物解氰、耐氰以及利用氰化物转化为氮源的关键

酶ꎮ 因此ꎬ深入研究 ＣＡＳ 合酶的功能已成为国内外

研究的热点ꎮ 本研究通过原核表达载体的构建ꎬ制
备并获得 ＣＡＳ 合酶关键基因 ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白抗体ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测抗体特异性较好ꎮ

对于目的基因原核表达载体的构建及表达ꎬ以
往的研究多采用 ｐＥＴ 系列载体ꎬ如 ｐＥＴ２８ａ 等ꎮ 本

研究通过克隆 ＣＹＳ￣Ｃ１ 基因ꎬ并将其构建到原核表

达载体 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 质粒上ꎬ操作简单ꎬ速度快ꎮ
ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 原核表达载体ꎬ采用 Ｔ / Ａ 克隆方式

连接目的基因ꎬ通过载体引物和基因引物即可检测

基因连接方向性ꎬ检测速度快ꎬ结果准确ꎬ省去了酶

切连接的时间ꎬ可大大提高原核表达载体构建效率ꎮ
此外ꎬ本研究发现 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白质表达量多ꎬ
且为可溶性蛋白ꎮ 一般而言ꎬ原核表达蛋白质受

ＩＰＴＧ 浓度及诱导时间的影响ꎮ ＩＰＴＧ 是 β￣半乳糖苷

酶的活性诱导物质ꎬ它能够诱导外源基因的表达并

普遍应用于原核表达系统ꎬ使其表达量增加[２０]ꎮ
ＩＰＴＧ 具有使表达产物稳定、易鉴定、易纯化等优点ꎬ
但对于特定的外源基因ꎬ其最佳诱导条件往往有所

不同ꎮ 因此ꎬ对 ＩＰＴＧ 最佳诱导浓度和诱导时间的

摸索就成为整个抗体制备过程中至关重要的一个环

节ꎮ 本研究结果表明ꎬｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ 蛋白质最佳

诱导 时 间 为 ４ ｈꎬ 最 佳 ＩＰＴＧ 诱 导 浓 度 为 ０. ２
ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

考虑到 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣Ｅ１ 原核表达载体上有 ６
个 Ｈｉｓ 标签ꎬ因此在大量诱导目的蛋白后ꎬ本研究采

用 Ｎｉ 柱进行融合蛋白纯化ꎮ 结果表明ꎬＣＹＳ￣Ｃ１ 融

合蛋白诱导情况较好ꎬ蛋白镍(Ｎｉ)柱纯化结果较理

想ꎮ 目前常用的蛋白质纯化标签是 ＧＳＴ、Ｈｉｓ 和表

位标签(如 ＨＡꎬｃ￣Ｍｙｃ 和 ＦＬＡＧ 等)ꎬ其中 Ｈｉｓ 标签

是目前高通量蛋白质纯化最普遍使用的亲和标签ꎬ
广泛用于多种重组蛋白在各种表达系统的表达与纯

化[２１￣２３]ꎮ 这主要是由于ꎬ其一ꎬＨｉｓ 标签很小ꎬ不会

改变目标蛋白的可溶性ꎬ且有助于融合蛋白的表

达[２４￣２５]ꎮ 其二ꎬＨｉｓ 标签融合蛋白一般采用固定化

金属离子(如 Ｎｉ２＋、Ｃｏ２＋等)亲和层析进行分离纯化ꎬ
具有配体简单、吸附量大、通用性强、纯化条件温和、
上样条件可选择范围广等特点[２４ꎬ ２６]ꎮ Ｎｉ 柱纯化融

合蛋白常用 Ｎｉ￣ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ 和 Ｎｉ￣ＩＤＡ Ａｇａｒｏｓｅ 作为

亲和介质ꎬ其中 Ｎｉ￣ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ 具有结合容量高ꎬ能
够进行多次再生循环和耐受性强等特点ꎮ 本研究
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中ꎬ我们采用 Ｎｉ￣ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ 进行 ＣＹＳ￣Ｃ１ 融合蛋

白纯化ꎬ结果表明蛋白质纯化效果较好ꎬ免疫兔子所

获得抗体效价高ꎮ
总之ꎬ本研究通过构建拟南芥氰丙氨酸合酶关

键基因 ＣＹＳ￣Ｃ１ 的原核表达载体 ｐＥＡＳＹ￣ＣＹＳ￣Ｃ１ꎬ诱
导并纯化目的蛋白后免疫新西兰白兔ꎬ获得了效价

较高的多克隆抗体ꎬ为今后进一步开展 ＣＡＳ 合酶在

植物生长发育及植物逆境响应过程中的功能研究奠

定了基础ꎮ
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