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达及多克隆抗体制备
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摘要:乙醇酸氧化酶是光呼吸代谢的关键酶.以水稻 Oryzαsatim 叶片 cDNA 为模板，利用 RT-PCR 扩增水稻乙醇酸

氧化酶基因(OsGL01) ，并构建了该基因的原核表达载体 pET23d-OsGLOl ，转化 E. coli BL21 ( DE3 ) ，经 IPTG 诱导表

达融合蛋白.以纯化的 OsGLOl融合蛋白为抗原免疫新西兰白兔，制备兔抗 OsGLOl 的多克隆抗体. Westem-blot 分

析表明，制备的多克隆抗体能有效地检测水稻、菜心 Brassica ca叩est巾、拟南芥 Arabidopsis thaliana 和程菜 Spinacia ol­

er，配ea 中乙醇酸氧化酶的表达，为进一步深入研究乙醇酸氧化酶在调控光呼吸及抗逆性等方面的作用奠定了基础.
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Prokaryotic Expression and Preparation of Polyclonal Antibody of 
Glycolate Oxidase Gene OsGLOl from Rice 
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Abstract: Glycolate oxidase (GLO) is a key enzyme in photorespiratory metaholism. OsGLOl was ampli­

fied by RT-PCR from rice leaf cDNA and cloned into a prokaryotic expression vector pET23d. The recom­

binant plasmid was transformed into Escherichiα coli B121 (DE3) and the expression ofrecombinant pro­

tein was induced by IPTG. After purification , it was used as the antigen to immune a rabbit and then poly­

clonal antibody was obtained. Western-blot analysis confirmed that the polyclonal antibody was able to 

recognize the GLO proteins from different plant species , such as rice , cabbage , arabidopsis and spinach. 

This work laid a foundation for functional studies of GLO in regulating photosynthesis under stresses. 

Key words: rice; glycolate oxidase; prokaryotic expression; polyclonal antibody 

乙醇酸氧化酶(Glycolate oxidase , GLO) 是光呼
吸代谢的关键酶l13] ， GLO 催化乙醇酸氧化生成乙醒

酸，也可以催化乙醒酸氧化生成草酸[l]. 自 1948 年

苏联学者首次报道 GLO 以来，对 GLO 的研究主要集

中在其分子结构和催化特性方面[何].光呼吸途径中

通过 GLO 反应产生大量 H202 ， H2 02 在植物信号转
导及诱导抗逆性等方面都具有重要作用[6]; 生物信
息学的分析表明，水稻中存在着多个可能编码 GLO
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的基因，华南农业大学分子植物生理实验室利用诱

导反义 RNA 技术研究了水稻乙醇酸氧化酶基因

(OsGLOl )的表达，发现 GLO 活性的下调会导致光合

速率的下降，且二者呈明显的线性关系[7] ，说明 OsG­

LOl 是调控 GLO 的关键基因之一.为了深入研究

GLO 的功能，本研究构建了。'sGLOl 的原核表达载

体，在大肠杆菌中表达并纯化后免疫新西兰白兔，制

备相应的多克隆抗体，以水稻 Oryzαsαtiuα、拟南芥
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Arabidopsis thaliana 等植物蛋白进行 Weste口由lot 检

测，结果表明该抗体的特异性强，可真实反应植物体

内 GLO 的表达情况.该特异性抗体的获得为进一步

深入研究 GLO 在调控光呼吸及抗逆性等方面的作用

奠定了基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

限制性内切酶、飞 DNA 连接酶、DNA Marker Dl2ffi)、

低相对分子质量蛋白标准和 RNasin 为 TaKaRa 公司

产品;逆转录酶 MMLV 和高保真 T叫酶 KOD-PLUS

为 Toyobo 公司产品;弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐

剂、氨节青霉素、IPTG、碱性磷酸酶标记的羊抗兔二抗

为 Sigma 公司产品;Gel Extraction Mini Kit 为上海生物

工程有限公司产品;原核表达质粒 pEη3d( + )及宿

主菌 Escherichia coli B121 (DE3) 由本研究室保存.

1. 2 引物设计与合成
根据预测的 OsGLOl 的序列( GenBank 登录号为

AF022740 )设计引物， OsGL01·F:5'-GATAGMT­

卫CAωCTTCACAA∞CAGGAG-3'(下划线处为 EcoR 1 
的酶切位点)， OsGLOI-R: 5'-TCACCTCGAGGATTA­

AGAGCATGAACGACC-3' (下划线处为 Xho 1 的酶切

位点) ，引物由上海生物工程有限公司合成.

1. 3 原核表达载体的构建、鉴定及序列分析

以梗稻品种中花 11 叶片为材料，通过 RT-PCR

扩增目的片段，PCR 反应条件为:94 ℃预变'性 3 min; 

94 "C变性 30 s ,58 "C退火 40 s ,68 "C延伸1. 5 min , 

28 个循环. PCR 产物和 pEη3d( + )分别以 EcoR 1 
和 Xho 1 双酶切后连接并转化 E. coli B121 ( DE3 ) 

感受态细胞，经酶切筛选鉴定阳性菌落，含阳性重组

质粒的菌液送交上海生物工程有限公司进行测序，

构建的重组表达质粒命名为 pET23d-OsGL01.

1. 4 重组蛋白的诱导表达及重组蛋白的纯化
l 3刀7 "C条件下，将含有重组质粒 p词E凹1η'23刊d-OωsGLO创

的 E. coli BI口21川(DE臼3) 培养至D翩m约为 0.5 ，加入终

浓度为 1 mmoνL 的 IP阿fG 开始诱导目的蛋白的表

达，于 3如O "C分别培养 1 、， 2 、升4 、ρ6 和 1口2 h ，分别取适量

菌液于60∞O∞o r.ν./、、IHmI

体并进行超声波破碎，然后 4 "C条件下， 1口20∞O∞o r.ν/min 

离心 1臼5 min 分别收集上清液和沉淀，各取少量进行

SDS-PAGE 分析.将超声波破碎后离心收集的沉淀进

行 SDS-PAGE 电泳，切下目的条带并于电洗脱仪上

低温洗脱后透析，最终得到纯化的重组蛋白.

1. 5 抗体制备

用考马斯亮蓝 G_250[8 l 对纯化后的重组蛋白进
行定量，然后加入等体积的 2 xSDS 上样缓冲液， 100

℃处理 5 min 后上样进行 SDS-PAGE.将纯化回收的

目的蛋白与弗氏完全佐剂以体积比 1: 1 71昆合，充分

乳化后采用皮下多点注射进行初次免疫;然后每隔 7

d，将纯化的蛋白与弗氏不完全佐剂以体积比 1: 1 混

合，充分乳化后进行加强免疫，共免疫 4 次;免疫结

束后 10 -15 d 取血，分离出血清， - 20 "C保存备用.

1. 6 Western-blot 分析

分别称取水稻、菠菜 Spinαcia olerαcea 、克莱 Ama­

ranthω palmeri、拟南芥和菜心 Brαssica campestris 

叶片1 g，加人一定体积的提取缓冲液 (0.1 moVL 

Tris-HCl ,25 mmoVL EDTA , pH7. 5) ，匀浆后， 12000

r/min离心 10 min，上清液中的蛋白先定量，然后取适

当体积的蛋白样品与等体积的 2 x SDS 上样缓冲液

混匀， 100 "C处理 5 min 后进行 SDS-PAGE 电泳.电

泳结束后将蛋白电转移至硝酸纤维膜( NC) 上，并按

照常规方法进行 Westem -blot. 

2 结果与分析

2.1 目的基因的克隆与原核表达载体 pET23d-Os-

GLOl 的构建

所扩增片段为仇GLOl 的完整编码框，用 RT­

PCR 方法扩增出长度约为 1 100 坤的目的条带(图

1 ) ，与预测大小相符.将 PCR 产物回收后，以 EcoR

I 和 Xho 1 双酶切目的片段和 pET23d 质粒，连接后

转化 B口1 感受态细胞，构建重组表达载体词T23d­

OsGL01.酶切鉴定(图 2) 和测序结果表明，重组表

达载体上的基因片段与己报道的 OsGL01 ( GenBank 

登录号为 AF022740) 的相似性为 100% ，表明己成

功构建 OsGL01 的原核表达载体.
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M: DNA Marker DU∞051 和 2;OsGLOl 的 PCR 产物.

图 1 RT-PCR 扩增 OsGLOl 产物的凝胶电泳分析

Fig. 1 Electrophoresis of OsGLOl amplified by RT -PCR 
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M; DNA Marker DUOOO; 1 和 2;EcoR I/Xho 1 酶切 pET23d-OsGLOl

的产物.

图 2 重组质粒 pET23d-OsGLOl 的限制性酶切分析

Fig. 2 Restriction digestion analysis of recombinant plasmid 
pET23d-OsGLOl 
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2.2 水稻 OsGLOl 融合蛋白的诱导表达与纯化

含有重组表达载体的 E. coli B121 ( DE3 )加人

0.5 mmoVL IPTG 诱导不同时间，收集菌体并进行超

声波破碎后，分别收集上清和沉淀，进行 SDS-PAGE

检测，结果显示沉淀中有明显的重组蛋白特异条带，

而上清中则无此条带;IFTG 诱导 2 h 后即有目的蛋

白被诱导(图 3 ) ;重组蛋白的理论相对分子质量约

为40 000 ( OsGL01 相对分子质量38000 ， His 标签蛋

白相对分子质量约为1 500). 表明该 OsGLOl 基因在

诱导条件下得到了表达，且以包涵体的形式存在.进

而利用超声波破碎法反复破碎诱导的菌体，然后收

集包涵体，利用 SDS-PAGE 纯化 OsGLOl 融合蛋白后

进行透析，获得纯度较高的重组蛋白(图 3) . 

97200 
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44 
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M:低相对分子质量蛋白质标准; 1 - 6: pET23d-OsGω1 重组质粒在

B121 (DE3) 中经 IPTG 诱导 0 、 1 ，2 、4 、6 和 12 h 的菌体蛋白 :7 和 8:

pET23d-OsGLOl 重组质粒诱导后超声裂解液的上清和沉淀;9 和 10:

纯化后的融合蛋白

图 3 重组蛋白的诱导表达和纯化的 SDS-PAGE 分析

Fig.3 SDS-PAGE analysis of induced and purified recombinant 

protems 

2.3 OsGLOl 融合蛋白的多克隆抗体制备和特异

性分析

以 OsGL01 融合蛋白免疫新西兰白兔 4 次后采

集血液，制备抗血清. Western-blot 检验 OsGL01 融合

蛋白多克隆抗体的特异性和效果，结果(图 4) 表明

未经 IPTG 诱导的菌体蛋白没有免疫印迹，而经 IPTG

诱导 12 h 的菌体蛋白，在相对分子质量约 39 ∞0 的

位置有一条明显的印迹，说明该抗体的特异性较强.

用不同植物材料叶片蛋白进行的 Western-blot 结果

显示 C3 植物材料均有免疫印迹，并且相对分子质量
大小吻合;在 C4 植物克莱中检测不到乙醇酸氧化酶
蛋白，可能与 ι 植物光呼吸较弱，乙醇酸氧化酶蛋
白含量较低有关，进一步说明该抗体对乙醇酸氧化

酶蛋白具有较强的特异性.乙醇酸氧化酶是光呼吸

代谢的关键酶[M]. 目前对 GLO 生理功能的认识尚
停留在"它是植物光呼吸代谢步骤中的一个关键酶，

是光合组织中光促耗氧的主要酶.. [时].此外，乙醇酸

氧化酶可催化乙醇酸氧化生成乙醒酸，也可催化乙

醒酸氧化生成草酸，这 2 步反应都伴随着 HzOz 的产

生[I]. 有报道显示，光呼吸所产生的 HzOz 可占植物
体中总 HzOz 含量的 70% 以上 • HzOz 参与信号转导

及诱导抗逆性己被广泛认同[6] ， GLO 催化所产生的
HzOz 很可能在植物体内发挥着重要的作用[9]; 并有

报道表明干旱和铝毒胁迫可提高 GLO 活性和诱导基

因表达[lO-IU. 因此，制备 OsGL01 特异性抗体为进一
步了解乙醇酸氧化酶在光呼吸中的生理功能以及在

植物抗逆性中的作用打下坚实的基础.
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M:低相对分子质量蛋白质标准(丽春红染色 );I:pET23d-OsGL01/

B121 元 IPTG 诱导的菌体蛋白 ;2:pET23d-OsGL01/B121 经 IPTG 诱

导 12 h 的菌体蛋白 ;3:水稻 Oryza sativa; 4 :菜心 Brassica campestris; 5 : 

菠菜 Spinacia olen配阳 ;6:克莱 Amαranthus pa l，阳ri; 7 :拟南芥 Arabidopsis

thaliana. 

图 4 Western-blot 分析不同物种中 GLO 的表达

Fig.4 日ρexpression of different species analysed by Western-blot 
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