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� � 摘要: MAPK蛋白激酶是一类重要的植物胁迫信号调控因子。为了研究小麦 MAPK 基因的功能, 本试验克隆了小麦

MAPK蛋白激酶基因 TaMAPK2。为了制备 TaMAPK2基因的多克隆抗体, TaMAPK2 的非保守区段的 DNA序列 anti�MAPK2被

构建到原核表达载体 pET�28a- ( + )上,表达融合蛋白 H is�an tMi APK2。在终浓度为 1 mmo l/L IPTG诱导 1h的条件下,融合蛋

白 H is�antMi APK2表达量达到最大。通过蛋白标记亲和层析柱 ( H isT rapTM HP)得到纯化的 H is�antMi APK2融合蛋白。利用新

西兰大白兔制备了 TaMAPK2 基因的多克隆抗体, EL ISA竞争抑制法检测抗体效价检测,效价为 1: 80000,能满足后续试验要求

的效价值, 为进一步分析 TaMAPK2 的蛋白定位、表达等提供基础。
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� � Abstract: MAPK s are important in stress signa l transduction process of plan.t In order to invest igate the func�
t ion of wheatMAPK s, aMAPK gene namedTaMAPK2, w as iso lated from whea.t To obtain the po lydonal ant ibody o f

TaMAPK2, the non�conservat ion fraction o fTaMAPK2 gene w as constructed in to prokaryo tic expression vecto r pET�
28a�( + ) . Under the condit ion o f1mmol /L o f IPTG, the expression o f the fusion prote inH is�antiMAPK2w as up to
the peak. The fusion pro teinH is�antMi APK2w as purif ied byH isTrap

TM
HP and used to prepare ant ibody. The t iter o f

the rabb it s̀ ant i�serum was measured by EL ISA method. The rabb it `ant iserum w ith high titer ( > 80000) w as ob�
tained. The po lyclonal antibodies can be used for further investigat ion, w hich estab lish the foundation for investiga�
t ing the funct ion of theMAPK2 gene in pro tein leve.l
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� � 在逆境条件下, 植物可以感受外界胁迫信号并
通过激活一系列的代谢反应,产生生理以及形态的

变化来适应不利的环境因素
[ 1]
。MAPK级联系统是

目前了解比较清楚的细胞内信号调节途径。在真核

生物中, MAPK级联系统高度保守
[ 2�3]
。MAPK在细

胞凋亡、转录调控、细胞骨架形成以及细胞生长中发

挥重要功能
[ 4�5]
。

Fatma等
[ 6]
研究表明,植物 MAPK在乙烯信号传
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导途径中起重要的调节作用。苜蓿和拟南芥中不同

的 MAPK蛋白激酶受到乙烯前体 ACC的诱导表达。

在苜蓿中, 由 ACC激活的 MAPKs被称为 SIMK 和

MMK3,在拟南芥中为 MPK6。过表达 SIMKK的转基

因拟南芥株系保持 MPK6的高活性以及乙烯诱导的

基因表达。SIMKK的过表达株系在缺少 ACC的条件

下表现出乙烯的三重反应 (即乙烯对植物的生长具有

抑制茎的伸长生长、促进茎或根的增粗和使茎横向生

长 )。而在 etr1、ein2和 ein3突变株系中MPK6则不被

激活。Seo等
[ 7]
证明烟草 MAPK蛋白激酶参与了损伤

信号转导过程。将编码 MAPK蛋白基因的反向 DNA

转入烟草,使其内源同源基因反式失活,结果伤诱导的

茉莉酸以及伤诱导基因的转录都被抑制;相反,水杨酸

以及病原体诱导的基因被上调。以上研究表明, MAPK

蛋白激酶位于植物损伤响应信号途径的起始位置。

小麦是我国重要的粮食作物, 如何提高小麦对

不利环境的适应能力, 提高小麦的产量是一个重要

的研究领域。本实验室从小白麦中克隆得到一个

TaMAPK2基因。为了进一步研究 TaMAPK2基因的

功能, 将 TaMAPK2基因的一个特异片段 antMi APK2

克隆到 pET�28 - a( + )表达载体上, 表达 H is�ant i�
MAPK2融合蛋白,并且获得 TaMAPK2抗体,为进一

步在蛋白水平上研究 TaMAPK2基因功能提供基础。

1� 材料与方法

1�1� TaMAPK2基因特异片段 antMi APK2的扩增

根据 TaMAPK2 基因的 cDNA序列 (序列号:

ABC54585) ,在两条引物上引入 BamH I、XhoI酶切

位点, N端引物为 TaMAPK2F: 5��CATGGATCCTTT�
GAGAGACGAAGAAT�3�, C端引物为 TaMAPK2R:

5��ACTCTCGAGTACCAGGTGTTGAACAAT�3�, 高保
真酶 primer star( TaKaR a) PCR扩增 TaMAPK2基因

ORF非保守区段的一个特异片段 an tMi APK2, 大小

为 462 bp。将 antMi APK2 片段插入到中间载体

pEASY�B lunt测序, 然后使用 BamH I和 XhoI酶切,

得到酶切后的 an tMi APK2片段。

1�2� 构建 pET: : antMi APK2原核表达载体

回收 antMi APK2目的片段,纯化,连接到原核表达

载体 pET�28�a(+ )上,热激转入 E. coli BL21(DE3)感受

态细胞,通过 PCR、酶切筛选阳性克隆, 并对阳性克

隆进行测序验证。

1�3� IPTG不同诱导时间对融合蛋白表达量的

影响

37 预培养过夜, 将含有 pET: : antMi APK2重

组质粒的菌液按 1!50的比例转接到 5m l LB (含

100mg /L 的 Amp ) 液体培养基中, 37 培养至
OD600值至 0�5左右,加入 IPTG (终浓度为 1mmo l/

L )诱导, 37 分别诱导 1、2、4h后收集菌液;阴性对

照不 加 IPTG, 1h 后 收集菌 液 ( 8000rpm 离心

10m in)。菌液样品加入 20� l ddH2 O, 90 加热
5m in,取 10� l进行 SDS�PAGE电泳, 分析蛋白诱导
表达结果,选取 IPTG的最佳诱导时间。

1�4� 融合蛋白 H is�antMi APK2的纯化

37 过夜培养菌液至 OD600值达到 0�6, 加入
IPTG,诱导 1h后收集菌体。用 5m l 1 ∀ PBS悬浮,按

100!1加入菌液裂解酶,用 10�l /m lDNase消化残留

DNA, 室温放置 15m in, 用冰融法反复冻融 10次,

12000 rpm离心 10m in,吸取上清液。H is�antMi APK2
融合蛋白在上清液中。

将收集的含有 antMi APK2蛋白的上清液用亲

和层析柱 ( H isTrap
TM
HP) ( GE Healthcare)的方法纯

化。测定蛋白浓度, - 80 冰箱保存。

1�5� TaMAPK2多克隆抗体的制备

对一只 2�5kg左右的新西兰大白兔进行皮下多
点注射,按照每 kg体重 1mg进行免疫。初次免疫

时, 将抗原与等量的弗氏完全佐剂混合乳化,后续免

疫时将抗原与等量的弗氏不完全佐剂混合乳化免

疫。免疫间隔为 2周。第 3次免疫后第 10天耳缘

静脉采血,后续也按照免疫后 10d采血。

采用棋盘滴定法进行效价测定。将免疫原用

PBS溶液稀释至一定浓度以 100� l每孔包被 96孔

酶标板, 37 包被 2h, 甩干, 洗板, 37 封闭 1h。洗

板, 甩干备用。将抗体以 PBS梯度稀释后, 以 50� l

每孔加入包被好的酶标板孔, 37 反应 30m in后, 取

出洗板。加入 3000倍稀释的 HRP标记的羊抗兔二

抗, 37 反应 15m in, 取出洗板, 加入显色液, 显色反

应 15m in,以 2mol /L硫酸中止反应。以酶标仪测定

450nm处吸光度值。

2� 结果与分析

2�1� antMi APK2片段的获得

利用设计的特异性引物, PCR扩增 TaMAPK2

基因片段 antMi APK2 (图 1) ,并克隆到 pEASY�B lunt
载体上、测序。使用 BamH I和 Xho I双酶切中间载

体 pEASY: : antMi APK2, 得到目的片段 antMi APK2,

大小为 462 bp, 编码 154个氨基酸。

2�2� 融合表达载体的构建
将 BamH I和 Xho I双酶切后的 antMi APK2片段
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连接到 pET�28�a(+ ) ,构建融合表达载体 pET: : anti�
MAPK2 (图 2)。酶切验证构建好的原核表达载体,

如图 3所示,酶切获得的片段与目的片段大小一致。

图 1� 基因片段 an tMi APK2的扩增

F ig� 1� The am plification of an tMi APK2

M: DL2000 m arke r; 1: antMi APK2片段

图 2� 融合蛋白原核表达载体

pET: : an tMi APK2 构建过程示意图

F ig�2� Sketch map of construction of fu sion protein

expression vector pET: : an tMi APK

2�3� IPTG不同诱导时间对融合表达的影响

为了确定融合蛋白 H is�antMi APK2最佳表达时
间,终浓度 1mmo l的 IPTG分别诱导 1、2、4h。图 4

所示, 融合蛋白 H is�antMi APK2(大小约为 16�9kD)
在 1、2、4h都能被诱导, 但在 1h以后没有诱导量的

增加。因此, 后续诱导蛋白实验的诱导时间采

用 1h。

图 3� BamH I和 Xho I双酶切重组载体 pET: : an tMi APK2

F ig� 3� Doub le restr ic tion digestion analysis of

recom b ination vector pET: : antMi APK2

M: DL2000 m arker; 1:重组载体 pET: : antMi APK2

双酶切; 2: 未切重组载体 pET: : antMi APK2 对照

图 4� 不同诱导时间下 H is�antMi APK2蛋白的表达情况

F ig� 4� The expre ssion analysis of an tMi APK2

at d ifferen t tim e

M: P ro teinM o lecu larW e ightM arker ( Low );

1: antMi APK2蛋白 1h诱导; 2: antMi APK2蛋白 2h诱导;

3: antMi APK2蛋白 4h诱导; 4: pET对照载体 1h诱导

2�4� antMi APK2蛋白纯化、检测及多克隆抗体的

制备

通过液氮反复冻融法分离总蛋白上清液和沉

淀, 经过 SDS�PAGE分析, H is�antMi APK2以可溶性
蛋白的形式在上清液中。将分离的上清液用镍离子

标记的组蛋白亲和层析柱 (H isTrap
TM
HP)纯化蛋白,

SDS�PAGE检测结果显示蛋白条带大小约为 17kD

(图 5), 无杂带出现, 纯度较高, 测得纯化蛋白的浓

度为 0�5mg /m ,l可以用作免疫原。
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图 5 an tMi APK2蛋白纯化

F ig� 5� Purif ication of pro tein an tMi APK2

M: P ro tein M o lecu larW e ightM arker( Low );

1: antMi APK2蛋白纯化

将纯化的 H is�antMi APK2免疫新西兰白兔, 制
备抗体。用 EL ISA竞争抑制法检测纯化血清和

纯化血清效价, 结果显示: 当抗原稀释比例为 3000

倍时,纯化血清抗体效价和零标准 OD值为 1!80000
和 1�552; 非纯化血清抗体效价和零标准 OD值为

1!80000和 1�765。说明被免疫的兔子产生了抗体,
且抗血清中抗体浓度能够满足后续实验 (如Western

b lo t)要求的效价值 (表 1)。

3� 讨论

植物在长期的进化过程中形成精细而复杂的信

号传递网络。近年来的研究发现, MAPK信号级联

系统在植物响应多种生物及非生物胁迫过程中起到

重要作用
[ 8]
。目前已经鉴定了多种植物 MAPK在

细胞信号转导中的功能。然而, 信号转导途径组分

众多, 且各种信号转导路径之间存在平衡调控,

MAPK在响应逆境过程中所起的可能的正向或反向

调控还不是十分清楚
[ 9]
。

表 1 ELISA竞争抑制法检测抗体效价检测

Table 1� Determ ine of antibody titer by com petit ive ELISA m ethod

标准品

S tandard

substan ce

纯化血清 Pu rified serum 未纯化血清 Unpurified serum

5K 10K 20K 40K 80K 5K 10K 20K 40K 80K

阴性

Negative

0 2�828 2�886 2�649 2�292 1�612 2�631 2�706 2�525 2�426 1�796 0�365

2�711 2�861 2�681 2�236 1�492 2�703 2�732 2�568 2�406 1�734 0�332

2000 2�752 2�792 2�383 1�645 1�018 2�587 2�770 2�520 1�758 1�331 0�328

2�716 2�817 2�417 1�684 1�035 2�694 2�811 2�481 1�783 1�083 0�321

1000 2�776 2�630 2�165 1�217 1�169 1�718 2�718 2�157 1�352 0�845 0�331

2�925 2�807 2�085 1�259 1�122 2�807 2�939 2�179 1�469 0�930 0�332

500 2�778 2�633 1�547 0�907 0�609 2�706 2�467 1�715 1�033 0�662 0�364

2�734 2�306 1�264 0�975 0�624 2�719 2�616 1�806 1�090 0�722 0�358

目前, 已知有 3个 MAPK亚家族: extrace llular

signa l�regulated k inases ( ERK s)、c�Jun N�term ina l k i�
nases ( JNK s)以及 p38�MAPKs[ 10�15]。其中 JNK s和

p38�MAPK在细胞响应胁迫过程中发挥重要作用。
X iong等

[ 16]
的研究表明, 水稻 O sMAPK5 (属于 p38

蛋白家族成员 )在各种胁迫条件下, 如低温、病害、

干旱以及高盐等, O sMAPK5在转录水平、蛋白水平

以及其蛋白激酶的活性水平都被诱导提高; O s�
MAPK5提高转基因水稻对干旱、盐以及低温的抗

性, 同时增强了转基因水稻对多种病害的抗性。

Jammes等
[ 17]
报道, 拟南芥 MPK9和 MPK12 (MPK9

和 MPK12属于 JNK s亚家族成员 )参与调节活性氧

介导的 ABA信号通路。在MPK9和MPK12的基因

沉默突变株系中, ABA介导的气孔关闭过程异常。

MPK 9 /MPK12双突变株系对失水、ABA及 H 2O2等

外界信号引起的气孔关闭更加迟钝,同时 ABA和钙

离子不能够激活阴离子通道, 证明 MPK9 /MPK12激

酶位于阴离子通道的上游途径。

研究从小麦中得到一个 TaMAPK2 基因, 属于

MAPK的 JNKs亚家族成员。为了深入了解其在细

胞中的功能以及植物响应逆境过程中的地位和作

用, 制备了 TaMAPK2的抗体。获得高纯度的、足量

的蛋白是制备抗体、研究蛋白质功能所必需的。本

研究诱导表达了大量的融合蛋白 H is�antMi APK 2,并
对目的蛋白进行了亲和层析纯化, 获得了高纯度的

H is�an tMi APK 2融合蛋白, 用得到的蛋白抗原制备
了高效价、高特异性抗体,为在蛋白水平上研究小麦

TaMAPK 2蛋白激酶参与细胞信号传导、结构与功能

奠定了基础。
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