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GuPIPl 抗体的制备及其在 GuPIPl 组织

定位上的应用
王芳 * 董乐袁建军

(泉州师范学院化学与生命科学学院，泉州1 362000)

摘要 利用 PCR 技术，从甘草质膜水通道蛋白 1 (plasma membrane intrinsic protein 1 from 

Glycyrrhiza uralensis Fisch, GuPIP1 )的 cDNA 中扩增其保守区段(420 bp) ， 并将其构入pGEX-KG 。

酶切、测序分析表明，重组质粒 pGEX-GuPIPl 结构正确 。 IPTG 诱导表达分子量约 40 kDa 融合蛋

白 GST-GuPIP1，该蛋白质主要以非包涵体的形式存在于大肠杆菌中 。 诱导表达后的菌体超声裂解

液经谷脱甘肤亲和层析纯化得到高纯度的 GST-GuPIP1，以纯化的融合蛋白为抗原免疫兔子制备甘

草质膜水通道蛋白的抗体。 抗血清经过纯化后以酶联免疫吸附法(enzyme- linked immunosorbent 

assay, ELISA)和 Western 印迹检测抗体的效价和特异性。 结果表明 ， 抗体具有高的效价和特异性。

免疫组织细胞化学定位表明， GuPIPl 在胚根根夫的表皮细胞和根冠细胞中强烈表达。
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水通道蛋白(aquaporin， AQP)为水分跨细胞膜的运

输提供了一条选择性通道 。 已经测序的植物基因组

揭示植物水通道蛋白是一个超家族。 根据氨基酸序

列同源性和亚细胞定位将其划分为四个家族[ 1 ，2] . 质膜

内在蛋白 [3] (plasma membrane intrinsic proteins, PIPs) 、

液泡膜内在蛋白 [4] (tonoplas t membrane intrin sic 

proteins, TIPs) 、 类 Nodulin26 (NOD26)膜内在蛋白

[51 (NOD26-1ike intrinsic proteins, NIPs)和小分子碱'性

膜内在蛋白川 (small basic intrinsic proteins, SIPs) 。

PIPs 定位于原生质膜上[6] 。 目 前有关植物水通道蛋

白结构的研究表明水通道蛋白分子的基本结构是一

条单肤链， 包括两个同向重复单元， 每个单元含有一

个高度保守的Asn-Pro-AJa (NPA) 氨基酸组单元[7l， 拓

扑结构表明， 整个分子含有 6 个跨膜结构域(TMl 、

TM 2 , TM3 , TM4 、 TM5 ， TM6) ， 氨基酸链在膜

两侧形成五个环形结构 ( A 、 B 、 C 、 D 、 E ) 。在

所有己知的高等植物 PIPs 中 存在两个高度保守的

区域: GGGANXXXXGY和TGI!fNPARSLIFGAAνVJJ 

VFIYN， 分别位于 C 环和 E环，可能与 PIPs 功能的特

异性有关[7]，两个高度保守序列之间的长度为 420 bp 

左 右 。

植物水通道蛋白单个基因的表达具有器官 、 组

织、细胞的特异性[川，9] 。 一种水通道蛋白基因可能

在不同时间、不同细胞和组织中表达，这是由植物

器官功能发挥的时空差异决定的 [ 1飞植物水通道蛋

白的特异性分布表明， 其所在区域发生了强烈的水分

跨膜流动[ 11 ] 。 植物水通道蛋白在植物种子萌发、 细

胞伸长 、 气孔运动 、 受精等过程中调节水分的快速

跨膜运输 。 大多数植物水通道蛋白还受环境因子，

如干旱 、 盐害 、 激素和光质等诱导表达 。 因此研

究水通道蛋白与植物抗逆性的关系引起了广泛关

注 。 有研究表明， 植物主要通过调控细胞质膜水通

道蛋白 的表达来消除水分供应中的波动 [ 1 2] 。

甘草( Glycy rrhi ze u ral en s is Fi s c h ) 是豆科

(Leguminosae) 、 甘草属(Glycyrrhizalinn)的多年生草

本植物，又称乌拉尔甘草、甜甘草I l 3 l ， 是典型的阳

性旱生植物 。 甘草主要分布在内 蒙古 、 甘肃、 宁

夏 、 新疆等生态环境脆弱的干早 、 半干旱及荒漠、

半荒漠地区， 是荒漠地区维持和保护生态环境的重要

植被[坷。 Wang 等[1 4 ]克隆了甘草质膜水通道蛋白 l 基

因(Glycyrrhiza uralensis Fisch plasma membrane intrin­

sic proteins 1, GuPIPl)全长编码区序列， 并以 Real­

time PCR研究表明，其表达受干旱、 脱落酸(abscisic

acid, ABA)和 NaCl 的胁迫而上调 。
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本研究在 GuPIPl cDNA 的 2个高度保守区段的

上、下游设计 2 个特异引物 利用 PCR 技术扩增植

物质膜水通道蛋白中高度保守的区段，并将它构入原

核表达载体 pGEX-KG，使其在 E. coli 中大量表达， 利

用亲和层析纯化表达蛋白，制备甘草质膜水通道蛋白

保守区段的抗体 。 通过免疫组织细胞化学定位，初

步研究甘草质膜水通道蛋白在胚根中的分布，为探讨

它们在植株水分运输中的作用打下基础 。

1 材料与方法

1.1 材料

研究论文

至终浓度 1 %， 4
0

C温和搅拌 30 min ， 离心， 收集超声

破碎的上清液:ì1Glutathione Sepharose 4B层析柱; PBS

(pH 7 . 3)充分洗脱至基线，然后用 5-10 倍柱床体积的

还原型谷肮甘肤洗脱，浓缩收集成分即为纯化的

GST-GuPIPl 。

1.1.4 GST-GuPIPl 抗血清的制备及效价检测

按文献进行[17 ， 1 8J 。

1.1.5 GST-GuPIPl 抗血清 IgG 的纯化 按文

献进行[ 1 9J 。

1. 1.6 甘草质膜囊泡的制备 按文献进行[20J 。

1.1.7 蛋白质含量测定 按文献[2 1]的方法进行，以

1. 1.1 质粒、菌林 质粒载体 pGEX-KG 、 E. coli BSA 为标准 。

感受态菌株 DH5a、 JMI09 和 GuPIP1 cDNA [ 1 6 ] 由

本实验室保存 。

1. 1.2 实验兔 纯种新西兰兔子 。

1.1 .8 GST-GuPIPl 抗血清的 Westem 印迹 按文

献进行[1 4 J 。

1.1.9 GuPI凹的免疫组织细胞化学定位 按文

1.1.3 PCR 引 物 在 GuPlPl cDNA 的质膜水通 献进行 [22 J 。

道蛋白保守区段附近设计一对引物 5 ' -Primer:

5' GTTGGATCCGTGAAGGCATTT3' ; 3'-Primer: 

5'GGCTAAGCTTCTGAA TGAACCG3'，在5'引物及3'

引物的 5' 端分别引入 BamHI 和 HindIII 识别位点，引

物由上海生工生物工程有限公司合成。

1.1.4 工具酶及试剂 BamHL HindIII 、 T4DNA

连接酶、 λDNA/HindIII 、 PCR marker、溶菌酶等

购自厦门泰京生物技术有限公司 ; TaqDNA 聚合酶、

碱性磷酸酶、低熔点琼脂糖、 IPTG 购自 Promega

公司; Glutathione Sepharose 4B 购自 Pharrnacia 公司;

还原型谷脱甘肤、盐酸肌购自 Boehringer Mannheim 

公司 ， Freund 's 佐剂购自 Gibco BRL 公司， Tris 、

glycine 、 Acr ， Bis 、 DTT 、 Triton X-I00 、 SDS

为 Sigma 公司的产品 ; 蛋白质分子量标准为 Bio-Rad

产品;其它试剂均为国产分析纯。

1.2 方法

1. 1. 1 PCR扩增、表达载体构建等 按文献[巴i进

行; DNA测序由上海生工生物技术工程服务有限公司

完 成 。

1. 1.2 重组质粒在 E. col i 的表达[ 1 6] 重组质粒

pGEX-GuPIP 1 转化 E. coli JMI09 中，挑取阳性单菌

落，活化后用终浓度为 0.1 mmol/L IPTG 37 oc诱导 3

h ， 用 SDS -PAGE 检测表达产物，其中分离胶浓度为

1 2. 5 % 。

1. 1.3 菌体超声 裂解液制备及 GST-GuPIPl 融合蛋

白 的纯化 将离心收集的菌体重悬浮于预冷的

PBS, pH 7 .3 ; 冰浴下超声破碎细胞; 再加Triton X -100 

2 结果

2.1 pGEX-GuPIPl 表达质粒构建

以设计的 GuPIPl 的 5' 端引物及 3' 端引物，从

GuPIP 1 cDNA [归]中扩增出约 420 bp 左右的 DNA 片

段，与引物设计的片段相符(图 1) 。产物回收后，利

用引物所引入的 BamHI 和 HindIII 位点，将其装入

pGEX-KG 的 BamHI和 HindIII位点，得到重组表达质

粒 pGEX-GuPlPl 。 用 BamHI 和 HindIII 对重组质粒

pGEX-GuPIP 1 双酶切，可切出 420 bp 的左右片段，表

明扩增的 GuPIPl 片段已插入到载体质粒中 (图 2) 。

2.2 重组质粒 pGEX-GuPIPl 在 E. coli 中的表达

由 图 3 可见，对照 JM 109 ( 转化有载体质粒

pGEX-KG)可诱导表达分子量为 26 kDa 特异蛋白

(GST 片段)，转化有重组质粒 pGEX-GuPIP 1 的

JMI09 经 IPTG 诱导后在 40 kDa 左右有一条蛋白

质带(箭头所指)， 与预期的分子量大小相吻合，而在

26 kDa 处的蛋白质带消失了 ， 说明插入的外源基因

已经成功地在大肠杆菌中表达， 并与 GST 形成了融

合蛋白。

2.3 重组质粒 pGEX-GuPIPl 的测序鉴定

对酶切及诱导实验挑选出的阳性重组子进行测

序 。 将测序结果与发表的 GuPIPl 序列进行比较[叫，

表明扩增片段序列正确， 构建质粒未出现移码现象。

2.4 GST -GuPIPl 融合蛋白的纯化

由图4可见，表达的融合蛋白以可溶性的形式存在

于大肠杆菌中， 菌体超声裂解液经 Glutathione Sepharose 

、，
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M 

bp 

420 bp 
310 • 

Fig.l A ga rose gel electrophotesis analysis of PCR product of 

GuPIPl cDNA 

M: λ-HindIII+φX 1 74-HaeIII; 1: the PCR product of GuPIPl . 

bp 

436 1 

603 

310 

M 

420 bp 

Fig .2 Identification of recombinant expression plasmid 

kDa M 2 3、

81 • 

47 • 

35 • 

27 • 

19 • 

Fig.3 SDS-PAGE analysis for the product of pGEX -GuPIPl 

M: molecular weight standards; 1: tota l protei ns of induced E. coli 

transformed with pGEX-GuPIPl ; 2: total prote ins of uninduced E. 

coli transformed with pGEX-GuPIP1; 3: total protei ns of induced E 

coli transformed with pGEX-KG. 

kDa 
66.2 

45 

31 

25 

18.4 

14.4 

M 1 2 3 4 

pGEX-GuPIPl b y restriction digestion Fig.4 E xpression a nd purification of GST-G uPIPl fus ion 

Mλ-HindIII+φX I 74-HaeIll ; 1: pGEX-GuPIP 1 by restriction digestion. protein from E. coli JMI09 transfo口nant

4B 层析柱纯化后得到了高纯度的 GST-GuPIPl，面积

定量扫描表明纯化的 GST-GuPIPl 已达电泳纯 。

2.5 抗 GST-GuPIPl 抗血清制备及其效价检测和

特异性分析

以亲和纯化的 GST-GuPIPl 为抗原制备甘草质

膜水通道蛋白的抗血清 。 以未免疫的兔血清作为阴

性对照，将免疫的兔抗血清做不同稀释后，进行ELISA

检测 。 标本孔的吸收值与阴性标本孔的吸收值的比

值(P/N)大于 2 时判断为阳性。 结果显示， GuPIPl 的

兔抗血清效价达到 1: 1. 00xl05 ( 图匀 。

Wes tern 印迹结果显示，用免疫前的血清进行

Western 印迹时不显示条带;未纯化的抗血清由于含

有很多非特异性抗体，所以有非特异性条带;而用纯

M: prote in molecular weight standards; 1: elution following purifica­

tion of bac teria l sonicated supernatant on Glu tath ione Sepharose 

4B; 2: bacteria pro tei ns from JM I09 transformed with pGEX­

GuPIP 1 ind uced with 0 . 1 mmollL IPTG; 3: the su pernatant of 

bac teriallysate; 4: pellet of bacterial lysate . 

化的 GuPIPl 特异性的抗体(1 : 800 稀释)， 则无非特

异性条带(图 6) 。 以上结果初步表明，制备和纯化后

的 GuPIPl 多克隆抗体特异性较强。

2.6 GuPIPl 兔疫组织细胞化学定位

以甘草胚根根尖为材料制作石蜡切片 ， 脱水、

复水后 ， DAB 染色，用苏木精复染 。 实验对照是用

未免疫的兔血清为一抗， 阳性信号为棕色(图 7) 。 结

果表明， GuPIPl 在胚根根尖的表皮细胞和根冠细胞

中强烈表达，其它部位未见表达信号 。
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3.0 

0.5 Dilute times 

F ig.5 The titer of GuPIPl antibody by ELISA 

*P/N>2 , P<O.Ol , compared with positive control 

A 
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Fig.6 Western blot analysis of GuPIPl expressed in E. coli 

A: purified GuPIPl antibody ; B: pre-immuserum; C: no-purified 

GuPIPl antibody. 

Fig.7 Immunocytochemicallocalization of GuPIPl in radicles 

A: non-specific labelling in control ; Al一A2: an enlarged part marked in A; B: high immunolabelling (red arrows) of GuPIPl protein in radicles. 

The expression signal is brown; B I - B2: an enlarged part marked in B ; E: root epidermis ; C: root cap 

3 讨论

已经测序的植物基因组揭示了植物水通道蛋白

是一个超家族:拟南芥中有38个水通道蛋白基因编码

的 35 种水通道蛋白同源物玉米和水稻中分别有 35

和 33 个水通道蛋白基因[ 1 ，2] 。 植物水通道蛋白的单个

基因的表达具有器官、组织、细胞的特异性[23 -川 。

一种水通道蛋白基因可能在不同时间、 不同细胞和

不同组织中表达口， 8 ， 9] 。 植物水分在植株中的运输依

赖于植株中的不同的水通道蛋白的级联反应[26] 。 由

于植物水通道蛋白的多样性，因此每种植物每种水通

道蛋白表达的组织和细胞特异性还不是很详细 。 目

前，根据序列同源性和亚细胞定位，植物水通道蛋白

分为四个家族。 其中 PIPs 和 TIPs 分另别u定位于原生质

膜和液泡膜或液泡形成体上[阶6ιω6， 27刀2η7飞 NIPs 中原始型的

d NOD2却6 定位于细菌和植物的共生体膜(印pe町riba肌ct忧eroid

membrance , PBM) [5 ， 28]上 。 SIPs 定位于内质网膜[约1

上 。 迄今为止，在几乎所有类型的根系细胞中都已

经检测到水通道蛋白的表达。 其中， PIPs 被检测到

在根顶端分生组织和侧根原基[6 ， 30-32] 、伸长和分化

区[25 ， 3 1 -32 ] 、 表皮[丘25 ， 33 ] 、根毛[町、皮层[刃 ， 3 1] 、维管

束(管状分子、木质部、韧皮部、次生韧皮部、韧

皮部相关细胞及形成层附近的细胞) [6，25 ，30-32]的细胞表

达 。 这表明，植物水通道蛋白的表达谱很广泛 。 植

物水通道蛋白除转运水分外，能允许多种中性小分子

的通透。 PIPs 分为 PIPl 和 PIP2 两个亚类[1 ， 34] 。 在

爪蠕卵母细胞中表达时 PIP2 通常比 PIPl 的水通透

活性高 。 PIPl 水通透活性低，但能通透甘油[1ω5J 、

棚酸[11] 、尿素[36 ] 、 二氧化碳[3 7]、甲醒[3 7] 、过氧化

氢[38]和少量的酒精[39] 0 根系原生质膜上的 PIPs 可能

在根系轴向水分和共质体运输中起着重要作用[刊] 。
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免疫组织细胞化学定位表明， GuPIPl在胚根根尖 [6 ] Chaumont F, B凹arn归阳巳u F, Herman EM, et al. Cααh阳ar阳t忧阳阳E町eri川归iza仙tlOn

的表皮细胞中强烈表达。 这与 阻rch 等[25J 、 Chaumont

等[61和 Yamada 等问的研究结果相似。 植物根表皮为

根外表的一层生活细胞， 富有通透性，是植物所需水

分和营养物质进出的屏障 。 GuPIP l 在表皮中表达，

说明 GuPIPl 可能参与营养物质的吸收过程以及生长

环境中突然的水势变化时对渗透平衡的快速调节 ， 因

此在根部水分和共质体离子跨膜吸收中发挥了作

用 。 实验表明， GuPIPl 在胚根根尖的根冠细胞中也

强烈表达 。 目 前尚未见相似结果的其它报道。 根冠

细胞位于根的最顶端，由多层不规则排列的薄壁细胞

组成。当根不断生长时， 根冠易受破坏而脱落， 此

时根冠上方的分生组织可不断分裂产生新的根冠细

胞予 以补充 。 根冠细胞需要水分和物质供应其生

长 、 维持内环境的稳定并保持一定的形态 。 因为根

冠细胞与根的输导组织间无联系，所以对水分和物质

的吸收依赖于自身 。 水分跨膜运输可能在根冠吸水

和物质吸收中起主要作用 。

植物水通道蛋白虽是一个多基因家族，但水通道

蛋白之间有高度的同源性。 因此，不同的水通道蛋白

在器官 、 组织、细胞中特异性表达的同时 ， 也会有

表达模式的重叠。 例如，陈花中的水通道蛋白 PIPl

家族中的 MIPA 和 MIP B 在皮层细胞同时表达[25 J 。

目前，我们只从甘草中克隆了 PIPl 家族中的一个水

通道蛋白基因 GuPIPl ， 因此，本实验中免疫组织细

胞化学定位的结果是一种还是几种蛋白质的表达产

物还有待于进一步的实验证实。
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Preparation of the Antibody against GuPIPl and 

Immunocytochemical Localization 

Fang Wang*, Le Dong, Jian-Jun Yuan 
(School ofChemical & Biology Science, Quanzhou Normal University, Quanzhou 362000, China) 

Abslract Employing PCR, a 420 bp cDNA conserved fragment encoding the plasma membrane intrinsic 

protein 1 from G抄cyrrhiza uralensis Fisch (GuPIPl) was PCR amplified and subcloned into pGEX-KG. Restriction 

endonuclease analysis and sequence confirmed the corrected construction, and IPTG can induce high expression of 

40 kDa GST-GuPIPl fused protein, which mainly existed in E. coli in soluble form. Employing Glutathione Sepharose 

4B column , the expressed GST-GuPIPl fusion protein can be absorbed specifically on the column and thus sepa­

rated from lysates. The purified fusion protein was used to immune rabbits directly. The antisera were purified and 

characterized by ELISA and Western blot. The results showed that the antibodies had high titer and specificity. 

GuPIP l was abundantly expressed in epidermis cells and root cap cells of Glycyrrhiza urale nsis Fisch radicles 

through immunocytochemical method. 

Key words aquaporin; antibody; prokaryotic expression; pGEX-KG; pGEX-GuPIP 1 
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