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摘 要 ε-COP 蛋白是真核生物分泌途径中 COPⅠ有被小泡的一个亚基。本研究利用 PCR 技术扩增水稻

ε-cop 基因(Osε-cop1)的 ORF(开放阅读框)，并克隆到原核表达载体 pET-23d 上，将表达载体 pET-Osε-cop1
转入大肠杆菌 BL21 (DE3)，以 1.0 mmol/L 的 IPTG (isopropyl β-D-thiogalactoside)诱导表达重组蛋白，然后以

重组蛋白作为抗原免疫家兔，制备多克隆抗体。SDS-PAGE 电泳分析结果表明，成功诱导表达了分子量约为

35 kD 的重组蛋白，Western blot 检测表明，免疫家兔的抗血清与水稻幼穗总蛋白杂交信号较好。Osε-COP1
抗体的制备有助于研究该基因及 COPI 小泡在水稻中的功能。
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Abstract The ε-COP is one of the subunits of COPⅠ vesicle in secret pathway of eukaryotic cells. The ORF
(open reading frame) of ε-cop gene in rice (Osε-cop1) was obtained by PCR and cloned into the prokaryotic expres-
sion vector pET-23d. The resulting plasmid was then introduced into E. coli strain BL21 (DE3) and induced to ex-
press the recombinant Osε-COP1 protein by 1.0 mmol/L isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG). Afterwards, the re-
combinant Osε-COP1 protein was used as antigen to immune rabbits. The results demonstrated a 35 kD protein was
expressed successfully inducing by IPTG. Western blot analysis showed that the antiserum immunological recog-
nized rice Osε-COP1 protein with high specificity, indicating that the polyclonal antibody was prepared successful-
ly. This work would contribute to study the function of Osε-cop1 gene and COPⅠ vesicle in rice.
Keywords Osε-cop1, Rice (Oryza sativa L.), Prokaryotic expression, Antibody
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膜泡运输是介导真核细胞蛋白质分泌途径的主

要方式(Gerdes, 2008)。到目前为止，已经成功鉴定出

三种运输小泡：网格蛋白有被小泡，COPⅠ有被小泡

和 COPⅡ有被小泡(Kirchhausen, 2000)。其中，COPⅠ
有被小泡出芽于顺面高尔基体网络结构，主要涉及

高尔基体内部以及高尔基体与内质网之间的逆向蛋

白运输，同时还可影响从内质网至高尔基体间的顺

向蛋白运输过程(Hsu and Yang, 2009)。COPⅠ有被小

泡的外被含有 8 个亚基，为一个 ARF 和七个 COP 蛋

白：α-COP、β-COP、β'-COP、γ-COP、δ-COP、ε-COP
和 ζ-COP (Waters et al., 1991)。七个 COP 蛋白按等分

子比例在胞浆中以复合体的形式存在，称为外被体

(coatomer)，分子量为 650~700 kD (Waters et al., 1991;
Eugster et al., 2000)。

利用脉冲追踪和免疫共沉淀的方法发现体内

coatomer 的形成是一个有序的过程，ε-COP 是最后一

个组装上去的亚基(Lowe and Kreis, 1996; Hara-kuge et
al., 1994)。该蛋白有一个保守功能域TPR，典型的结构



含有 34 个氨基酸残基，其一致序列为 [WLF]-X(2)-
[LIM]-[GAS]-X (2)-[YLF]-X(8)-[ASE]-X (3)-[FYL]
-X (2)- [ASL]-X (4)-[PKE]。该结构域广泛存在于细

菌、真菌、植物及高等动物中，主要用来与 WD40 重

复结构域相互作用(Hsia and Hoelz, 2010)。在酵母中

的研究显示，该亚基可与 α-COP 特异性互作，维持

α-COP 及 coatomer 的稳定。适宜温度条件下(34℃)，
ε-COP 的缺失不会对酵母的生长带来明显的影响。
但是，将缺乏 ε-COP 的酵母转移至 37℃培养时，

α-COP 蛋白发生降解，其它六个亚基形成的复合体

也发生解聚，酵母无法生长(Duden et al., 1998)。此外，

在中国仓鼠卵巢(CHO)细胞中的研究也发现 α- COP
突变会导致细胞条件性致死(Guo et al., 1996)。由此可

见，该基因对细胞的生长发育起着重要的作用。
尽管在酵母和动物细胞中，关于 COPⅠ小泡及其

各亚基的结构与功能的研究很多(Spang, 2002; Beck
et al., 2009)，但是，COPⅠ在植物中的研究却相当少。
而且，关于 ε-COP 在植物中的生物学功能更是未见

报导。本研究利用 PCR 扩增得到水稻 ε-cop 基因的

ORF (开放阅读框)，构建该基因的原核表达载体后导

入大肠杆菌，表达重组蛋白，纯化重组蛋白后免疫家

兔制备了水稻 ε-COP 蛋白的多克隆抗体，为将来研

究水稻 ε-COP 蛋白及 COPⅠ有被小泡的表达特征与

功能打下基础。

1 结果与分析

1.1 Osε-COP1 蛋白抗原表位分析

搜索 NCBI 水稻基因数据库，发现一个编码

COPⅠ 运 输 小 泡 ε-COP 亚 基 的 基 因 序 列 (NM_
001060595.1)，命名为 Osε-cop1。该基因 ORF 长度为

894 bp，编码一个含 297 个氨基酸的蛋白，预测其分

子质量为 32 kD。利用 DNAStar 软件对该蛋白序列

进行抗原表位分析，结果显示(图 1)，Osε-CO P1 蛋

白从 N 端至 C 末端均匀分布着多个潜在的抗原表位

位点，可能的抗原表位区很多且很分散，如：36~50 aa、
88~110 aa、156~169 aa 等。因此，本研究下一步将通

过原核表达该基因全长作为抗原免疫家兔制备多克

隆抗体。

1.2 Osε-cop1 基因扩增与表达载体构建

对 Osε-cop1 基因序列分析发现其 5' 端 GC 含

量较高，直接以水稻幼穗 cDNA 为模板扩增 ORF 未

能得到条带。故先从 5' UTR 和 3' 末端设计引物对

Osε-cop1-1F 和 Osε-cop1-1R，扩增得到 900 bp 左

右的片段(图 2A)，连接 T 载体，酶切鉴定正确(图 2B)
后送 Invitrogen 公司测序。测序正确后，利用引物

Osε-cop1-2F 和 Osε-cop1-2R，以此载体为模板扩增

Osε-cop1 基因 ORF (图 3A)，将目的片段克隆到原核

表达载体 pET-23d 中，酶切鉴定(图 3B)正确后，将重

组质粒转化到表达菌株 BL21 (DE3)中。

图 2 Osε-cop1 扩增及 pMD-18T-Osε-cop1 重组载体的构建

注: A: Osε-cop1 目的片段的 PCR 扩增; B: 重组质粒酶切检

测, 编号 1~4 为不同单克隆

Figure 2 PCR amplification of Osε-cop1 and construction of re-
combinant vector pMD-18T-Osε-cop1
Note: A: PCR amplification of Osε-cop1; B: Identification of the
recombinant plasmid, numbers 1~4 represents different mono-
clones

1.3 Osε-COP 重组蛋白的原核表达

取 pET-23d 重组表达菌株划板，挑单菌落摇菌

培养至 OD550 为 0.5~0.6，分别在加 IPTG 诱导前和诱

导后 1 h、2 h、3 h 时取菌液 1 mL，超声波破碎后进行

SDS-PAGE 电泳检测。结果显示(图 4)，和诱导前相

比，含有重组质粒的菌株在诱导 1 h 时就能看到明显

的重组蛋白条带，大小为 35 kD 左右，与理论值相

符。该蛋白在诱导 3 h 时就能达到很高的表达量，故

后续实验均以 IPTG 诱导 3 h 来获得目的蛋白。将

IPTG 诱导 3 h 后表达的重组蛋白使用 Ni-NTA 纯化

备用，纯化方法参见文献(周玲艳等, 2012)。
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图 1 Osε-COP1 蛋白抗原表位分析

Figure 1 Antigenic index of Osε-COP1
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图 3 表达载体 pET-Osε-cop1 的构建

注: A: Osε-cop1 目的片段的 PCR 扩增; B: 重组质粒酶切检

测, 编号 1~4 为不同单克隆

Figure 3 Construction of expression vector pET-Osε-cop1
Note: A: PCR amplification of the target fragment Osε-cop1; B:
Identification of the recombinant plasmid, numbers 1~4 repre-
sents different mono-clones

图 4 Osε-COP 蛋白的原核表达

注: 0 h: 含重组子菌株在未诱导时的总蛋白; 1~3 h: 含重组子

菌株在诱导 1 h, 2 h, 3 h 后的总蛋白; 箭头所示为 Osε-COP1
重组蛋白

Figure 4 Expression of Osε-COP in E. coli
Note: 0 h: Proteins of bacteria before IPTG induction; 1~3 h: Pro-
teins of bacteria induced by IPTG for 1 h, 2 h, 3 h, respectively;
Arrow shows the recombinant Osε-COP1

1.4 Osε-COP1 多 克 隆 抗 体 的 制 备 与 Western blot
检测

将纯化后的蛋白免疫家兔制备抗体，在第 3 次

注射家兔一周后，小量取血并收集抗血清，Western
blot 验证抗体是否制备成功。分别将含重组子菌株诱

导后的总蛋白和水稻幼穗总蛋白进行 SDS-PAGE 电

泳，抗血清按 1:2 000 稀释比例进行 Western-blot 分

析。结果显示(图 5)，在水稻幼穗蛋白中检测到了约

30 kD 大小的条带。细菌中的重组蛋白由于带有其 N
末端和 C 末端均带有标签，故检测到了约 35 kD 大

小的蛋白，这些结果表明抗体制备成功。此外，免疫

印迹图片未见明显的杂带，表明抗体特异性较好。

2 讨论

随着基因工程技术的发展，利用各种宿主系统来

大量表达重组蛋白已被广泛应用(Frandsen and Ghan-
dehari, 2012; Young et al., 2012)。目前，用于表达重组

蛋白的外源系统主要有大肠杆菌表达系统、酵母表达

系统及动物细胞表达系统(Waegeman et al., 2011; Bo-
nander et al., 2012; Chen, 2012; Cox, 2012; Mat-
tanovich et al., 2012)。其中，大肠杆菌由于结构简单，

遗传背景清楚，基因表达调控机制明确，以及外源蛋

白表达量高等优点，成为现阶段最常用的表达宿主

(谢磊等 , 2004; Waegeman and Soetaert, 2011; Chen,
2012)。pET 系统是在大肠杆菌中表达重组蛋白的最

强大系统。该系统中目标基因被克隆到不为大肠杆

菌 RNA 聚合酶识别的 T7 启动子下游，在加入诱导

剂前几乎没有表达，而在诱导后几小时目标产物就

可超过细胞总蛋白的 50% (Hoffman et al., 1997; Pan
and Malcolm, 2000)。同时，本研究选用的 pET-23d 载

体表达的重组蛋白 C 端带有六聚组氨酸标签，由于该

标签与 Ni2+ 有很高的亲和性，因此可方便的使用 Ni2+

亲和层析柱对重组蛋白进行纯化(周玲艳等, 2012)。
在构建原核表达载体时，设计 PCR 引物应注意

表达载体上起始密码子 ATG 的位置，须保证插入的

外源片段 ORF 与载体的编码框架正确对应，否则易

产生移码，表达出错误的蛋白甚至导致翻译提前终

止。本研究用的 pET-23d 载体上的起始密码子 ATG
与所用的 5' 酶切位点 BamH Ⅰ间隔碱基数目并不是

3 的倍数，而是多出了一个碱基“C”，因此设计上游

引物时，去掉了原基因 ORF 的第一个碱基“A”。为利

用 C 端的 His tag 纯化重组蛋白，下游引物序列去掉

了基因的终止密码子。此外，由于 Osε-cop1 ORF 的

5' 端由于 GC 含量较高，设计引物直接从 cDNA 中

图 5 Osε-COP1 多克隆抗体的 Western blot 检测

注: 1: 细菌总蛋白; 2: 水稻蛋白

Figure 5 Analysis of Osε-COP1 polyclonal antibody by Western
blot
Note: 1: Proteins of E. coli carrying recombinant vector; 2: Rice
proteins
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扩增未能得到目的 ORF 片段(结果未显示)，因此，选

择 从 基 因 的 5' UTR 区 设 计 引 物 扩 增 后 克 隆 到

pMD-18T 载体上，再以此为模板，获得了完整的

Osε-cop1 ORF 区。
尽管在动物细胞和酵母中，ε-COP 蛋白的结构和

功能已基本了解(Hsu andYang, 2009;Beck et al., 2009)，
但该蛋白在植物中的表达模式及生物学功能未见报

导。制备抗体是研究基因在翻译水平的表达特性、蛋
白 - 蛋白互作以及蛋白质功能的基础。利用重组蛋

白免疫家兔制备多克隆抗体由于方法成熟、过程简

单、制备周期短，因此被广泛应用(谭才邓等, 2009;
赵芹等, 2011; 周玲艳等, 2012)。本研究利用此方法

制备的 Osε-COP 多克隆抗体效价为 1:2 000，效价高

且特异性强，印迹背景清晰。在本研究室的前期工作

中，已经利用 RNA 干涉技术下调表达了水稻中

Osε-cop1 基因的表达，并观察到了一定的表型变化

(未发表数据)。因此，Osε-COP 多克隆抗体的制备为

进一步研究 Osε-COP 蛋白在水稻中蛋白质运输过

程中的作用下了基础。

3 材料与方法

3.1 材料

3.1.1 动物材料

广东省实验动物中心提供普通级雄性新西兰

兔，体重 2 kg 左右。

3.1.2 植物材料

本研究所用的水稻(Oryza sativa L.)品种中花 11
由华南农业大学遗传工程实验室保存。

3.1.3 原核表达载体与菌株

表达载体 pET-23d 于 Novagen 公司购买；克隆载

体 pMD-18T 购买于 TaKaRa 公司；大肠杆菌表达菌

株 BL21 (DE3)由华南农业大学遗传工程实验室保存。

3.1.4 引物序列

引物序列见表 1。

引物序列(5 'to 3')
Primer sequence (5' to 3')
CACGTAGTGAGGTACGTGAG
TTCATGATATCGCTTGGCAG
AAAAGGATCCTGGCGGGTGCGGCGTCGC
AAAACTCGAGTGATATCGCTTGGCAGGCTC

引物名称

Name of primers
Osε-cop1-1F
Osε-cop1-1R
Osε-cop1-2F
Osε-cop1-2R

酶切位点

Restriction enzyme site

BamH Ⅰ

Xho Ⅰ

表 1 引物序列

Table 1 Sequences of primers

3.2 方法

3.2.1Osε-cop1 生物信息学分析

Osε-cop1 核酸序列 GC 含量分析使用 DNAStar
Editseq 软件，Osε-COP1 蛋白抗原表位分析采用软

件 DNAStar Protean 软件。

3.2.2 原核表达载体 pET-Osε-cop1 的构建

先从 Osε-cop1 序列的 5' UTR 和 3' 端设计引物

对 Osε-cop1-1F 和 Osε-cop1-1R，以中花 11 幼穗

cDNA 为模板进行 PCR 扩增得到目的片段，连接 T
载体，送 Invitrogen 公司测序正确后，设计原核表达

的引物 Osε-cop1-2F 和 Osε-cop1-2R，以 T 载体为

模板扩增 Osε-cop1 基因 ORF。用 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ

限制性内切酶酶切重组载体，将目的片段克隆到原

核表达载体 pET-23d 中，重组载体构建图示如图 6，

提取阳性克隆的质粒转化大肠菌株 BL21(DE3)进行

蛋白表达。

3.2.3 Osε-COP1 重组蛋白的原核表达

重组蛋白的诱导方法参见文献(谭才邓等, 2009;张

晓茹等, 2011)并进行适当改进。取 pET-23d 重组表达

菌株，于含氨苄青霉素钠(Amp)的 LB 平板划线，37℃
培养过夜(约 16 h)后挑取单菌落于 2 mLLB 液体培养

基(100 μg/mLAmp)，37℃摇床培养过夜(约 12 h)。取

图 6 原核表达载体构建示意图

Figurre 6 Schematic presentation of prokaryotic expression
plasmid
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0.4 mL 菌液于 10 mL LB 培养基中(100μg/mLAmp)，
37℃，200 r/min 培养至 OD550 为 0.5~0.6 (约 3~4 h)时，

取 1 mL 菌 液 作 为 对 照 备 用。加 IPTG (isopropyl
β-D-thiogalactoside)至终浓度为 1.0 mmol/L，分别在

加入 IPTG1 h、2 h、3 h 后取菌液 1mL。离心菌液收集

菌体后悬浮于 200 μL ddH2O 中，超声波破碎后，取

20 μL 样品加入 2×SDS (sodium dodecyl sulfate)样品

缓冲液，100℃加热 5 min 后，聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测重组蛋白的表达情况。

3.2.4 Osε-COP1 多克隆抗体制备

利用重组蛋白 C 末端的 His tag 进行重组蛋白

的纯化，纯化程序参见文献(周玲艳等, 2012)。取约含

1 mg 左右纯化的重组蛋白溶液加等体积的弗氏完全

佐剂进行乳化，乳化好的匀浆于皮下多点注射家兔。
10 d 后，取约 0.5 mg 左右重组蛋白与等体积的弗氏

不完全佐剂乳化进行第二次注射，7 d 后用同样剂量

的重组蛋白进行第 3 次注射，间隔 7 d 后小量取血进

行 Western blot 检测，同时进行第 4 次注射，第 4 次

注射 10 d 后大量采血收集抗血清，分装后 -80℃保

存待用。

3.2.5 多克隆抗体的 Western blot 检测

取约 0.3 g 水稻中花 11 幼穗，加入 1 mL 的蛋白

提取液研磨后，12 000 r/min 离心 12 min，吸取上清

备用。取 30 μL 蛋白与等体积 2×SDS 样品缓冲液混

匀，100℃处理 5 min，将处理后的蛋白样品点入上样

孔，60 V 左右电泳，当样品进入分离胶(约 0.5 h)后将

电压调至 10 V 左右，当溴酚蓝跑至胶底部时停止电

泳。剪与凝胶大小等同的硝酸纤维膜和 4 块滤纸，在

转移缓冲液中按照从负极到正极的顺序进行以下组

装：海绵垫－滤纸－凝胶－硝酸纤维膜－滤纸－海

绵垫，注意要赶走气泡，然后夹紧置于电转仪中，添

加转移缓冲液，恒流 200 mA 转移 1~2 h。将膜用

TBS 清洗 1 次(5 min)，浸入 5%脱脂奶粉(TBS 溶解)
中 37℃封闭 1 h (或 4℃封闭过夜)，将膜取出，TBS 清

洗 1 次(5 min)；在 5%脱脂奶粉(TBS 溶解)中按照 1:
2 000 的稀释比例加入一抗，放入膜后 37℃缓慢摇

动 1 h 后，用 1×TTBS 洗膜 5 次，每次 5 min；在 5%
脱脂奶粉中按照 1:10 000 的稀释比例加入二抗(辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG)，放入膜后 37℃缓慢

摇动 1 h 后，用 1×TTBS 洗膜 5 次，每次 5 min；最后

用 1×TBS 洗膜 15 min；将洗好的膜加入 CST 化学发

光试剂进行发光，在暗室中压胶片，最后将胶片依次

置于显影液和定影液中，胶片干燥后照相。
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