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　 　 摘要:　 ＭＹＢ 相关 ＣＤＣ５ (Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ５)蛋白对于细胞周期 Ｇ２ 期的正常进行是必须的ꎬ但是在植物中

对这种蛋白质的研究还较少涉及ꎮ 本试验测量比较野生型拟南芥(Ｃｏｌ￣０ 生态型)和 ＡｔＣＤＣ５ Ｔ￣ＤＮＡ 插入缺失突变

体(ＧＫ＿２７８Ｂ０９)的主根生长速度和长度ꎬ利用瞬时表达 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 研究 ＡｔＣＤＣ５ 在拟南芥叶片叶肉细胞中的定

位ꎬ同时利用 ＡｔＣＤＣ５ Ｎ 端 １４４ 个氨基酸在大肠杆菌中进行原核表达和纯化ꎬ免疫家兔获得针对 ＡｔＣＤＣ５ 的多克隆

特异性抗体ꎬ从表型、细胞和蛋白质水平研究 ＡｔＣＤＣ５ 基因的功能ꎮ 结果表明ꎬＧＫ＿２７８Ｂ０９ 的主根因发育受到抑制

而生长速度缓慢ꎻＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 融合蛋白主要定位于细胞核中ꎻ经过分离得到的 ＡｔＣＤＣ５ 蛋白抗血清能够有效地检

测出 １０ ｎｇ 原核表达的 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４抗原ꎬ并在原生质体 ＡｔＣＤＣ５ 过表达体系中检测出 １ 条分子量约为１２０ ０００的条

带ꎬ此条带与 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 大小相近ꎮ 本研究成功制备出 ＡｔＣＤＣ５ 蛋白的多克隆抗体ꎬ为进一步研究 ＡｔＣＤＣ５ 蛋白

影响细胞周期从而影响植物生长发育提供了研究基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ＭＹＢ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ５ (ＣＤＣ５)ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｇ２ ｐｈａｓｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ ａｂｏｕｔ ＣＤＣ５ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｉｓ ｆｅｗ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣
ａｎａ (Ｃｏｌ￣０ ｅｃｏｔｙｐｅ) ａｎｄ ＡｔＣＤＣ５ Ｔ￣ＤＮＡ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ (ＧＫ＿２７８Ｂ０９) ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏ￣
ｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｔＣＤＣ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｕｓｉｎｇ １４４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｔ ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ. Ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＡｔＣ￣
ＤＣ５ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｉｚｉｎｇ ｒａｂｂｉｔｓ. Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５ ｗａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｄ ａｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅꎬ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｒｏｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＧＫ＿２７８Ｂ０９ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｓｏ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
Ｃｏｌ. Ｔｈｅ ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉ. Ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５ ｃｏｕｌｄ ｔｅｓｔ １０ ｎｇ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５
ａｎｔｉｇｅｎꎬ ａｎｄ ａ ｂａｎｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ １２０ ０００ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｓｙｓｔｅｍ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｂａｎｄ ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ. Ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＡｔＣＤＣ５ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ５ꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

　 　 细胞周期作为细胞生命活动的基本过程ꎬ在生物

体生长发育进程中发挥着极其重要的功能ꎮ 目前已

发现与细胞周期调控有关的分子主要包括三大类:期
蛋白、细胞周期蛋白依赖性激酶(ＣＤＫ)以及细胞周期

６２



蛋白依赖性激酶抑制剂(ＣＫＩ)ꎮ 这三类因子相互作

用ꎬ共同维护细胞周期的顺利进行[１]ꎮ 在拟南芥中ꎬ
ＡｔＣＤＣ５ 属于一种细胞周期蛋白ꎬ它是生物体进行正

常生命活动的根本保证ꎮ ＡｔＣＤＣ５ 表达主要在具有较

高分裂活性的组织中ꎬ并且贯穿于整个胚胎形成过

程ꎮ ＡｔＣＤＣ５ 对于拟南芥 Ｇ２ / Ｍ 期的转换至关重要ꎬ
ＡｔＣＤＣ５ 功能缺失突变体表现为胚胎致死ꎬ该致死表

型也限制了对 ＡｔＣＤＣ５ 功能的研究[２]ꎮ
ＭＹＢ 蛋白家族是生物体中最大的一类转录因

子亚家族ꎬ它们在植物发育进程和防御反应中发挥

着重要功能ꎮ 科学家已经从拟南芥全基因组序列中

鉴定出 ＭＹＢ 超家族的 １９８ 个基因ꎬ其中包括 １２６ 个

Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢꎬ５ 个 Ｒ１Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢꎬ６４ 个 ＭＹＢ 相关基因

和 ３ 个非典型 ＭＹＢ 基因[３]ꎮ ＡｔＣＤＣ５ 属于 ＭＹＢ 相

关蛋白质ꎬ该蛋白质拥有一个特殊的 ＤＮＡ 绑定结构

域(ＣＴＣＡＧＣＧ)ꎬＣ 末端在酵母中具有转录激活活

性ꎮ ＡｔＣＤＣ５ 基因主要在根尖和芽尖分生区等细胞

分裂活跃区域中表达[４]ꎮ Ｌｉｎ 等[５] 观察 ＧＦＰ￣ＡｔＣ￣
ＤＣ５ 融合蛋白在拟南芥根尖分生区细胞中的定位ꎬ
发现 ＡｔＣＤＣ５ 主要定位在根尖分生区细胞的细胞核

上ꎬ这与 ＡｔＣＤＣ５ 调控细胞周期的功能相对应ꎮ
ＡｔＣＤＣ５ 的突变导致细胞分裂无法正常进行ꎬ在宏观

上的体现就是植物发育受到抑制ꎮ
植物抵抗病原体入侵的固有免疫在多细胞组织

中是一个进化上相对保守的进程ꎬＭｏｎａｇｈａｎ 等[６] 利

用自身免疫缺陷突变体 ｓｎｃ１ 筛选到一个分离蛋白

复合物ꎬ其至少含有 ３ 种成员:ＭＯＳ４ (Ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｏｆ
ｓｎｃ１ ４)ꎬＡｔＣＤＣ５ꎬＰＲＬ１ ( Ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｌｏｃｕｓ
１)ꎬ它们对植物固有免疫至关重要ꎮ 此后ꎬＰａｌｍａ 等

纯化出拟南芥 ＭＯＳ４ 相关复合物(ＭＯＳ４￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ＭＡＣ)ꎬ它是一个与剪切体相关且高度保

守的核蛋白复合物ꎬ并通过质谱分析鉴定出它的潜

在组分ꎬ最后发现 ＭＡＣ 复合物中至少存在 ５ 种植物

防御反应所必需的核心组分ꎬ 包括 ＭＡＣ３Ａ 和

ＭＡＣ３Ｂ[７]ꎮ 鉴于 ＡｔＣＤＣ５ 在植物发育和防御反应中

的重要作用ꎬ我们制备 ＡｔＣＤＣ５ 多克隆抗体ꎬ为进一

步研究 ＡｔＣＤＣ５ 功能以及其他与 ＡｔＣＤＣ５ 相互作用

的蛋白功能提供支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 植株、细菌和载体　 野生型拟南芥(Ｃｏｌ￣０ 生

态型 )、 ＡｔＣＤＣ５ Ｔ￣ＤＮＡ 插 入 缺 失 突 变 体 ＧＫ ＿
２７８Ｂ０９、ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 瞬时表达载体由本实验室保

存ꎬ大肠杆菌 ＴＯＰ１０ 和 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株由本实验

室保存ꎬｐＴＦ４８６ 载体和原核表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ 由本

实验室保存ꎮ
１.１.２　 主要工具酶与试剂 　 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、Ｎｃｏ Ｉ
和 Ｘｈｏ Ｉ 限制性内切酶以及 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶等购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎬ质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试

剂盒购自天根生化科技有限公司ꎬＨｉｓ 标签蛋白纯

化柱填料 Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 和 ０.２ μｍ 聚偏二

氟乙烯(ＰＶＤＦ)膜购自 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
蛋白免疫印迹化学发光试剂盒购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎻ弗氏完

全佐剂和不完全佐剂购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＨＲＰ 标记的

羊抗鼠抗体 ＩｇＧ 购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ６ｘＨｉｓ 抗体购自

Ａｂｃａｍ 公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２. １ 　 拟南芥主根长度的测量 　 将 Ｃｏｌ￣０、ＧＫ ＿
２７８Ｂ０９ 种子表面消毒后种植在含 ０.５％ Ｓｉｇｍａ Ａｇａｒ
的 １ / ２ ＭＳ 固体培养基中ꎮ 在温度为 ２０ ℃ꎬ光照度

为 １００ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎬ２４ ｈ 光照条件下竖直生长 ８
ｄꎮ 每天定时使用 Ｃａｎｏｎ Ｇ１２ 数码相机对植物主根

进行拍照ꎬ并利用 ＩｍａｇｅＪ 软件测量 Ｃｏｌ 和 ＧＫ ＿
２７８Ｂ０９ 的主根长度ꎮ
１.２.２ 　 细胞周期蛋白 ＡｔＣＤＣ５ 的亚细胞定位 　 将

ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 瞬时表达载体利用聚乙二醇(Ｐｏｌｙｅｔｈｙ￣
ｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎬＰＥＧ)诱导法转化拟南芥 Ｃｏｌ￣０ 叶片叶肉

细胞原生质体[８]ꎮ 原生质体先在黑暗条件过夜培

养ꎬ然后在激光 ４８８ ｎｍ 下用转盘式激光共聚焦显微

镜观察 ＧＦＰ 荧光信号位置ꎮ 将 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 和 ＮＬＳ
Ｍ￣Ｃｈｅｒｒｙ 共同转化野生型拟南芥叶肉细胞原生质

体ꎬ转化后ꎬ在 ４８８ ｎｍ 和 ５６１ ｎｍ 下观察 ＡｔＣＤＣ５￣
ＧＦＰ 和 Ｍ￣Ｃｈｅｒｒｙ 荧光信号位置ꎮ
１.２.３　 原核表达载体的构建　 ＡｔＣＤＣ５ 蛋白的 Ｎ 端

是 ＤＮＡ 结合结构域ꎬ该区域是 ＡｔＣＤＣ５ 成为转录因

子的结构基础ꎮ 我们选择 ＡｔＣＤＣ５ Ｎ 端 １４４ 个氨基

酸作为表达对象即抗原ꎬ然后将 ＡｔＣＤＣ５１￣４３２连接进

入表达载体 ｐＥＴ２８ａ 的多克隆位点ꎮ 根据 ＴＡＩＲ
(Ｔｈｅ ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅ)数据库发布的

拟南芥 ＡｔＣＤＣ５ 基因序列(ＡＴ１Ｇ０９７７０)以及 ｐＥＴ￣
２８ａ 多克隆位点ꎬ设计特异性上游引物 Ｐ１ ( ５′￣
ＣＡＴＣＣＡＴＧＧＧＣＡＴＧＡＧＧＡＴＴＡＴＧＡＴＴＡＡＧＧＧＡＧＧ￣
３′) 和下游引物 Ｐ２ ( ５′￣ＣＡＴＣＴＣＧＡＧＧＴＣＣＡＴＧＴＣ￣
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ＴＡＣＣＧＧＡＴＣＡＧＧＡＣ￣３′)ꎬ下划线部分分别为 Ｎｃｏ Ｉ
和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎮ 以本实验室保存的 Ｃｏｌ￣０ ｃＤＮＡ
为模板ꎬ利用 Ｐ１ 和 Ｐ２ 引物进行 ＰＣＲ 扩增 ＡｔＣ￣
ＤＣ５１￣４３２片段ꎮ ＰＣＲ 产物 ＡｔＣＤＣ５１￣４３２和 ｐＥＴ￣２８ａ 载体

经 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 限制性内切酶 ３７ ℃酶切 ３０ ｍｉｎ 后

进行电泳ꎬ将目的条带切割后经琼脂糖凝胶回收试

剂盒回收ꎮ 回收后的 ＡｔＣＤＣ５１￣４３２和 ｐＥＴ￣２８ａ 载体经

Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶于 ２２ ℃下连接 １ ｈꎬ连接产物经热激

法转化大肠杆菌克隆菌株 ＴＯＰ１０ꎮ 经卡那霉素筛选

阳性克隆ꎬ并提取质粒进行酶切验证ꎮ 将阳性克隆

送至北京擎科新业生物技术有限公司进行测序ꎬ获
得序列正确的原核表达重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣ￣
ＤＣ５１￣４３２ꎮ
１.２.４　 重组蛋白 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ 的诱导表达 　 将

序列正确的原核表达重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣４３２

转化大肠杆菌表达菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ挑取经卡那霉

素筛选的阳性单克隆ꎬ接种到含有 ５０ μｇ / ｍｌ卡那霉

素 ＬＢ 液体培养基中ꎬ经 ２００ ｒ / ｍｉｎ、３７ ℃培养至菌

液 ＯＤ６００达到 ０􀆰 ８ 左右时ꎬ加入终浓度 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
的异丙基硫代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)于 ２０ ℃诱导表达 ２０
ｈꎮ 分别取 １ ｍｌ 诱导前菌液和诱导后菌液ꎬ利用

１０％ ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶( ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) 电泳检测

Ｈｉｓｘ６￣ ＡｔＣＤＣ５１￣１４４的表达ꎮ
利用上述体系扩大培养 ６００ ｍｌ 菌液ꎬ然后４ ℃ꎬ

８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ菌体沉淀用 Ｌｙｓｉｓ
ｂｕｆｆｅｒ(３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４􀅰７Ｈ２Ｏꎬ
ｐＨ ８.５)重悬ꎮ 将重悬的菌液置于冰中ꎬ经超声波细胞

破碎仪裂解后ꎬ４ ℃、１０ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ上清液转移

至新的离心管中ꎬ沉淀用 Ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 重悬ꎮ 取诱导

前菌液、诱导后菌液、破菌后上清液ꎬ破菌后沉淀各

１０ μｌꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测融合蛋白 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣ￣
ＤＣ５１￣１４４的表达ꎬ并利用 Ｈｉｓｘ６标签抗体进行蛋白质免

疫印迹检测(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬＷＢ)鉴定所诱导蛋白是

否为 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ꎮ 将上清液与 １ ｍｌ Ｎｉ Ｓｅｐｈａ￣
ｒｏｓｅ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 填料孵育 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ转入 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
简易重力柱装置中ꎮ 待上清液全部过柱后ꎬ利用 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ、４００
ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱液各 １ ｍｌ 依次进行洗脱ꎬ洗脱下来

的液体收集在 １.５ ｍｌ 离心管中ꎮ １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳确定重组蛋白浓度较高的咪唑洗脱液ꎮ
１.２.５　 重组蛋白 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ 的纯化 　 大肠杆

菌菌液经诱导后产生一些除重组蛋白 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣ￣

ＤＣ５１￣１４４以外的杂蛋白ꎬ因此我们对诱导产生的总蛋

白质进行纯化ꎮ 取重组蛋白含量较高的咪唑洗脱液

０􀆰 ４ ｍｌ 和 ０􀆰 １ ｍｌ ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 充分混合后进

行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电泳结束后用 ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ
进行染胶 ５~１０ ｍｉｎꎬ此时目的条带呈现乳白色ꎬ用
干净刀片对目的条带进行切割ꎬ置于已灭菌的研砵

中进行研磨ꎬ研磨过程中分次加入总体积为 １ ｍｌ 的
缓冲液(５０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤ￣
ＴＡ、 ０􀆰 １５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 １􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ、 １％
ＳＤＳ)ꎬ最后再用 １ ｍｌ 缓冲液将研磨物全部转移至 ２
ｍｌ 离心管中ꎬ密封管口后置于水平摇床中 ４ ℃ 过

夜ꎬ次日将过夜摇晃的研磨液１４ ０００ｒ / ｍｉｎꎬ离心 １０
ｍｉｎꎬ转移上清液至新离心管中即完成重组蛋白的纯

化ꎮ 利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 及 ＢＳＡ 浓度梯度确定纯化后

Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５ 的纯度和浓度ꎮ
１.２.６　 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４多克隆抗体的制备与检测　 用纯

化后的 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ 蛋白免疫 ３ 只成年家兔ꎮ
首次免疫所用蛋白质按每只 ２００ μｇ 计算ꎬ首次免疫

需要加入等体积弗氏完全佐剂充分混匀后进行背部

多点皮下注射[９]ꎬ此后每 １４ ｄ 进行 １ 次加强免疫ꎬ
加强免疫按每只 １００ μｇ 计算ꎬ需加入等体积的弗氏

不完全佐剂ꎬ３ 次加强免疫之后ꎬ抽取心脏血液置于

３７ ℃凝集 １ ｈꎬ４ ℃过夜后收集分离血清到新 ５０ ｍｌ
离心管中ꎬ利用蛋白质免疫印迹检测抗血清能否识

别 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ꎮ
将纯化后的 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ 抗原进行梯度稀

释ꎬ分别取 １００ ｎｇ、１０ ｎｇ 和 １ ｎｇ 进行 １０％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 蛋白质样品经半干法转移到 ＰＶＤＦ 膜

上(０. ２ μｍ)ꎮ ＰＶＤＦ 膜经封闭液(５％ 脱脂牛奶 /
ＴＢＳＴ)室温封闭 １ ｈ 后ꎬ加入经 ＴＢＳＴ 稀释的抗血清

(１ ∶ ５ ０００ꎬ体积比) 室温孵育 １ ｈꎬ用 ＴＢＳＴ ( ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ｐＨ ７􀆰 ５、１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、０􀆰 １％
Ｔｗｅｅｎ ２０) 洗涤 ３ 次ꎮ ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ
(１ ∶ １０ ０００稀释)室温孵育 １ ｈ 后再经 ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次ꎻ最后经 ＥＣＬ 显色处理[１０]ꎮ
１.２.７　 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４多克隆抗体的纯化　 取约 ０.４ ｍｌ
纯化后的 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４与 ０.１ ｍｌ ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 充
分混合后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电泳结束以后用半

干转膜仪将蛋白质样品转到 ０􀆰 ２ μｍ ＰＶＤＦ 膜上ꎬ室
温条件下ꎬ用含 ０􀆰 ０５ ｇ / ｍｌ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ (２０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ ｐＨ ７􀆰 ４ꎬ ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ０􀆰 ０５％
Ｔｗｅｅｎ ２０)将抗原结合区域封闭 １ ｈꎬ之后将膜切成
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约 ２ ｍｍ２小方块ꎬ装入含有 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４抗血清的离

心管中ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬ次日 ＴＢＳ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎬＰＢＳ(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ３ＰＯ４ꎬｐＨ ７􀆰 ２ꎬ１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ)洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加入 ５００ μｌ Ｇｌｙｃｉｎｅ
(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧｌｙｃｉｎｅꎬｐＨ ２􀆰 ５)ꎬ室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ吸
取洗脱液 Ｇｌｙｃｉｎｅ 于新的 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ加入 ５
μｌ 的 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ ８􀆰 ０)ꎬ弹甩混匀ꎬ测浓度

分装后于－８０ ℃储存备用ꎮ
１.２.８　 纯化后 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４多克隆抗体在 ＡｔＣＤＣ５ 原

生质体过表达体系中的检测　 将 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 瞬时

表达载体转入野生型叶肉细胞原生质体中进行瞬时

表达ꎬ黑暗摇床培养 １０ ｈ 后收集细胞ꎬ加入 ４０ μｌ 蛋
白质提取液 ( ０􀆰 １２５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ ２０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ４％
ＳＤＳꎬｐＨ ６􀆰 ８)以及 １％ ( 体积比)的 β￣巯基乙醇(β￣
Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌꎬβ￣ＭＥ)ꎬ收集后立即将样品置于液

氮中速冻ꎬ速冻后取出放入 ９５ ℃中水浴 ６ ｍｉｎꎮ 利

用纯化的抗体进行蛋白质免疫印迹检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＡｔＣＤＣ５ Ｔ￣ＤＮＡ 插入缺失突变体 ＧＫ＿２７８Ｂ０９
的表型分析

　 　 将 ＡｔＣＤＣ５ Ｔ￣ＤＮＡ 插入缺失突变体 ＧＫ＿２７８Ｂ０９
中ꎬＴ￣ＤＮＡ 插入位置为 ＡｔＣＤＣ５ 的第 ４ 个外显子ꎮ 在

１ / ２ ＭＳ 竖直板上生长 ８ ｄ 后ꎬ观察到 ＧＫ＿２７８Ｂ０９ 的

主根长度与 Ｃｏｌ￣０ 相比明显变短ꎬ种子萌发 ８ ｄ 后

ＧＫ＿２７８Ｂ０９的主根长度仅为 Ｃｏｌ￣０ 的四分之一(图
１Ａ)ꎮ 通过测定主根生长速率(ＲＣｏｌ￣０ ＝ ０􀆰 ５ꎬＲＧＫ＿２７８Ｂ０９ ＝
０􀆰 １)ꎬ发现 ＧＫ＿２７８Ｂ０９ 的主根生长速率显著低于野

生型(图 １Ｂ)ꎮ

Ａ:种子萌发 ８ ｄ 后植物主根长度ꎬ利用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ￣ｔｅｓｔ 进行显著性分析(ｎ ＝ ６０ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎻＢ:Ｃｏｌ￣０ 和 ＧＫ＿２７８Ｂ０９ 突变体在萌发后根长

度随时间的变化曲线ꎮ
图 １　 ＧＫ＿２７８Ｂ０９ 主根的生长

Ｆｉｇ.１　 Ｍａｉｎ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＧＫ＿２７８Ｂ０９

２.２　 细胞周期蛋白 ＡｔＣＤＣ５ 的亚细胞定位

植物中大部分蛋白质在核糖体中合成后经修饰

转运到特定区域后才能发挥正常的生理功能ꎮ 将

ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 融合蛋白表达载体转化拟南芥叶片叶

肉细胞原生质体后ꎬ我们发现 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 呈现出

明显类似细胞核的分布ꎬ这与 ＡｔＣＤＣ５ 蛋白亚细胞

定位预测结果相一致(图 ２Ａ)ꎮ 为了进一步确定

ＡｔＣＤＣ５ 的定位ꎬ我们将 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 和 ＮＬＳ Ｍ￣
Ｃｈｅｒｒｙ 共同转化野生型拟南芥叶片叶肉细胞原生质

体ꎬ结果显示ꎬＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 的绿色荧光信号与细胞

核定位的 Ｍ￣Ｃｈｅｒｒｙ 红色荧光信号位置发生重叠ꎬ因
此进一步确定 ＡｔＣＤＣ５ 在细胞核中的定位(图 ２Ｂ)ꎮ
２.３　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣４３２的构建与鉴定

以实验室保存的 Ｃｏｌ￣０ ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ

扩增ꎮ 扩增条带经 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切后构建至

ｐＥＴ￣２８ａ 的多克隆位点ꎮ 阳性质粒经 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ
双酶切验证获得４ ５００ ｂｐ 的质粒骨架和 ５００ ｂｐ 的

插入片段(图 ３)ꎮ 测序结果表明ꎬ酶切验证后的该

阳性质粒中 ＡｔＣＤＣ５１￣４３２序列完全正确ꎮ
２.４　 重组蛋白 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４的诱导表达与纯化

　 　 将 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣４３２转入大肠杆菌表达菌株

ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ利用 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 于 ２０ ℃
诱导表达 ２０ ｈꎮ 取诱导前后大肠杆菌进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳检测ꎮ 对比诱导前和诱导后菌液(泳道

１ 和泳道 ２)ꎬ在诱导后泳道出现 １ 条分子量介于

２０ ０００和１５ ０００之间的诱导型蛋白质条带(图 ４)ꎮ
为了进一步验证该诱导型蛋白质条带为 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣ￣
ＤＣ５１￣１４４ꎬ采用 Ｈｉｓｘ６标签抗体进行蛋白质免疫印迹检
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Ａ:左图为 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 的亚细胞定位ꎬ右图为明场下观察到的原生质体细胞ꎻＢ:从左至右依次为 ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ、ＮＬＳ Ｍ￣Ｃｈｅｒｒｙ 的亚细胞定位

以及两者亚细胞定位的重叠和明场下的原生质体细胞ꎮ
图 ２　 ＡｔＣＤＣ５ 的亚细胞定位

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ２:ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣４３２ 质粒的 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ
双酶切结果ꎮ
图 ３　 重组质粒酶切鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

测验证ꎬ验证结果表明该诱导性蛋白质含有 Ｈｉｓｘ６标
签(图 ４)ꎮ 泳道 ３ 是诱导后菌液经离心的上清液部

分ꎬ泳道 ４ 为诱导后菌液经离心的沉淀部分ꎬ根据泳

道 ３、泳道 ４ 中蛋白质含量可以看出ꎬ诱导后 Ｈｉｓｘ６￣
ＡｔＣＤＣ５１￣１４４蛋白主要存在于菌液上清液中ꎬ说明该

蛋白质为可溶性ꎮ
　 　 鉴于 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４属于可溶性表达ꎬ在表达

的过程中引入杂质蛋白质ꎬ因此我们采用割胶和电

洗脱的方法对诱导表达蛋白质进行纯化ꎬ并采用牛

血清白蛋白质量浓度梯度 ( ０􀆰 １２５ ｍｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ２５０
ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ５００ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ０００ ｍｇ / ｍｌ)对纯化产物进

行相对定量ꎬ经计算ꎬ纯化后 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４重组

Ｍ:蛋白分子量标准ꎻ１:诱导前菌液ꎻ２:诱导后菌液ꎻ３:超声破碎

后的上清ꎻ４:超声破碎后的沉淀ꎻ５ ~ ８:分别为 ０. １２５ ｍｇ / ｍｌ、
０􀆰 ２５０ ｍｇ / ｍｌ、０.５００ ｍｇ / ｍｌ、１.００ ｍｇ / ｍｌ 牛血清白蛋白ꎮ
图 ４　 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４的原核表达及鉴定

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４

蛋白的质量浓度约为 ０􀆰 ９ ｍｇ / ｍｌ(图 ５)ꎮ
２.５　 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４多克隆抗体的制备与检测

利用纯化得到的 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ 重组蛋白进

行家兔免疫ꎬ收集免疫后血清进行蛋白质免疫印迹

检测ꎮ 泳道 １ 为诱导前菌液ꎬ作为 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４

重组蛋白的负对照ꎮ 与负对照相比ꎬ经过 １ ∶ １ ０００
比例稀释的 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４抗血清能够检测出低

至 １０ ｎｇ 的 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４重组蛋白(图 ６)ꎮ 该结
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Ｍ:蛋白分子量标准ꎻ１:诱导 １ ｈ 后菌液ꎻ２:诱导 ２０ ｈ 后菌液ꎻ３:
２００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱液中的蛋白质ꎻ４ ~ ５:２００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱

液纯化ꎻ６~９:分别为 ０.１２５ ｍｇ / ｍｌ、０.２５０ ｍｇ / ｍｌ、０.５００ ｍｇ / ｍｌ、
１􀆰 ０００ ｍｇ / ｍｌ牛血清白蛋白ꎮ
图 ５　 重组蛋白质的纯化与定量

Ｆｉｇ.５　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ

果表明ꎬ抗血清能成功检测 Ｈｉｓｘ６￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４重组蛋

白的信号ꎮ

Ｍ:蛋白分子量标准ꎻ１:诱导前菌液ꎻ２ ~ ４:１００ ｎｇ、１０ ｎｇ、１ ｎｇ
Ｈｉｓｘ６ ￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４重组蛋白ꎮ

图 ６　 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４多克隆抗体对 Ｈｉｓｘ６ ￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４重组蛋白的

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ. ６ 　 Ｗｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｓｘ６ ￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ ｂｙ ＡｔＣ￣

ＤＣ５１￣１４４ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

２.６　 纯化后 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４多克隆抗体在 ＡｔＣＤＣ５ 原

生质体过表达体系中的检测
　 　 为了去除免疫家兔产生的诸多非特异性抗体ꎬ
我们将抗血清进行纯化ꎮ 并且ꎬ我们构建了拟南芥

原生质体体系来检测纯化后抗体的有效性ꎮ 图 ７ 中

泳道 １ 和泳道 ２ 分别为未转质粒的原生质体和转入

ｐＴＦ４８６￣ＧＦＰ 的原生质体ꎬ共同作为转入 ＡｔＣＤＣ５￣
ＧＦＰ 原生质体的负对照ꎮ 与负对照相比ꎬ在转入

ＡｔＣＤＣ５￣ＧＦＰ 的原生质体中检测到 １ 条分子量约为

１２０ ０００的条带ꎬ该条带大小与 ＡｔＣＤＣ５(９５ ７００) ＋
ＧＦＰ(２１ ０００)大小相近ꎬ而负对照中并未出现此条

带ꎮ 因此在我们构建的原生质体体系中ꎬ对抗体进

行１ ∶ １ ０００的比例稀释后能够有效检测到 ＡｔＣＤＣ５￣
ＧＦＰ 的信号ꎮ

１:空原生质体ꎻ２:转入 ｐＴＦ４８６￣ＧＦＰ 的原生质体ꎻ３:转入 ＡｔＣ￣
ＤＣ５￣ＧＦＰ 的原生质体ꎮ
图 ７　 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４多克隆抗体对原生质体体系中 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４

蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ.７　 Ｗｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

ｓｙｓｔｅｍ ｂｙ ＡｔＣＤＣ５１￣１４４ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

３　 讨 论

作为细胞周期调控子ꎬＭＹＢ 相关蛋白 ＡｔＣＤＣ５
对酵母和动物细胞周期中 Ｇ２ 期的重要作用已经被

报道ꎬ但是它在植物中的功能却鲜为人知ꎮ 有研究

结果表明ꎬＡｔＣＤＣ５ 在植物固有免疫中发挥着重要

的功能ꎬ并且对细胞周期调控起着重要的作用ꎮ 本

研究通过观察统计 ＡｔＣＤＣ５ Ｔ￣ＤＮＡ 插入缺失突变体

的表型ꎬ对 ＡｔＣＤＣ５ 的功能作进一步的研究ꎮ 结果

显示ꎬＡｔＣＤＣ５ 突变在宏观上主要表现为植物主根发

育受到抑制ꎮ 在光下垂直生长 ８ ｄꎬ这种差异已十分

显著ꎬ此时 ＧＫ＿２７８Ｂ０９ 主根长度约为 Ｃｏｌ￣０ 的四分

之一ꎬ因此 ＡｔＣＤＣ５ 在拟南芥主根伸长上起着十分

重要的作用ꎬＡｔＣＤＣ５ 突变直接导致植物主根的生长

减慢甚至停滞ꎮ 细胞周期主要在细胞核中进行ꎬ所
以可以推测 ＡｔＣＤＣ５ 主要在细胞核中发挥作用ꎬ而
我们的亚细胞定位试验也证实了这一假设ꎮ 另外ꎬ
在图 ２ 中可以观察到 ＡｔＣＤＣ５ 在细胞核之外的区域

也有分布ꎮ 通过查阅相关资料得知ꎬ这些区域为叶

绿体、剪接复合体ꎮ
含 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣４３２的大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)

经 ＩＰＴＧ 诱导 ２０ ｈ 后ꎬ产生一些 ＡｔＣＤＣ５１￣１４４之外的

杂蛋白质ꎬ因此我们对诱导总蛋白质进行纯化ꎮ 纯

化的过程即将诱导总蛋白质转移到 １０％ ＰＡＧＥ 胶

上ꎬ选择 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４条带进行切割ꎬ通过缓

冲液将其从 ＰＡＧＥ 胶中提取出来ꎮ 纯化过程中由于

割胶精准度、缓冲液提取效率等问题ꎬＨｉｓｘ６￣ＡｔＣ￣
ＤＣ５１￣１４４重组蛋白的量会有损失ꎬ但是经纯化后的重

组蛋白纯度有了很大的提升ꎬ抗原的单一性大幅提

高ꎮ
作为一种细胞周期基因ꎬＡｔＣＤＣ５ 表达受到植物

生长时期的严格控制ꎬ这就决定了 ＡｔＣＤＣ５ 只在特

定组织即分裂旺盛的组织中表达ꎮ 植物分裂旺盛的
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组织包括根尖分生区和芽尖分生区ꎬ而这 ２ 个组织

的含量相对于植物体来说小之又小ꎬ这就造成了获

取该部分组织的难度ꎮ 因此我们采用在拟南芥原生

质体体系中过表达 ＡｔＣＤＣ５ 以积累过量 ＡｔＣＤＣ５ 来

检测抗体的有效性ꎮ 而在 ＡｔＣＤＣ５ 过表达原生质体

体系下ꎬＡｎｔｉ￣ＡｔＣＤＣ５１￣１４４抗体能够有效检测到 ＡｔＣ￣
ＤＣ５￣ＧＦＰ 的存在ꎮ

本研究比较了拟南芥野生型 Ｃｏｌ￣０ 和 ＡｔＣＤＣ５
突变体 ＧＫ＿２７８Ｂ０９ 的生长发育状态ꎬ同时获得了较

高特异性 ＡｔＣＤＣ５ Ｎ 端的原核表达蛋白质和抗体ꎬ
为后续开展 ＡｔＣＤＣ５ 参与拟南芥细胞分裂的机理研

究提供了基础ꎮ
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