
 生 物 工 程 学 报                                               Chin J Biotech 2009, September 25; 25(9): 1409-1416           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn © 2009 Institute of Microbiology, CAS & CSM, All rights reserved 

   

                           

Received: May 3, 2009; Accepted: July 13, 2009 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (Nos. 30471212, 30500347). 
Corresponding author: Huiqin Ma. Tel/Fax: +86-10-62731390; E-mail: hqma@cau.edu.cn 
 * These authors contributed equally to this work. 
国家自然科学基金项目(Nos. 30471212, 30500347)资助。 

 

农业生物技术                                                              

拟南芥WUSCHEL蛋白的原核表达、亲和纯化和多克隆
抗体制备 

王增 1*, 代茹 1*, 张江巍 2, 陈尚武 2, 张文 1, 马会勤 1 
1.中国农业大学农学与生物技术学院, 北京 100193  
2.中国农业大学食品科学与营养工程学院, 北京 100083 

摘  要: 本研究构建了带有 His标签的拟南芥(Arabidopsis thaliana)WUSCHEL基因原核表达载体 pET-31b(+)-WUS-His(6), 

优化了大肠杆菌(Escherichia coli)诱导表达体系, 将亲和层析纯化后的 WUS 融合蛋白, 经尿素梯度透析复性溶解, 免疫

新西兰大白兔, 成功制备了 WUS 蛋白多克隆抗体。通过琼脂糖免疫扩散检测确定了抗血清效价和特异性, 并以斑点杂

交和 Western blotting 检验其灵敏性。结果表明, 成功构建的拟南芥 WUS 原核表达载体, 在 E. coli 中以 0.5 mmol/L 异丙

基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)28°C 诱导表达 10 h 后, 融合蛋白得到高水平表达, 亲和纯化后目标蛋白纯度达 96%以上, 

所制备的多克隆抗体具有较高特异性和灵敏性, 可用来检测纳克级蛋白抗原。 

关键词 : 拟南芥 , WUSCHEL, 蛋白质 , 亲和纯化 , 抗体  

Induced expression of Arabidopsis thaliana WUSCHEL in 
Escherichia coli, affinity protein purification and polyclonal 
antibody preparation 
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Abstract: We constructed a His-tagged prokaryotic expression vector of WUSCHEL gene of Arabidopsis thaliana, 
pET-31b(+)-WUS-His(6). The induction condition of the fusion protein expression in Escherichia coli was optimized. After purified 
by affinity chromatography, the recombinant WUS protein was resolved by renaturation of gradient urea dialysis, then used as 
antigen to immune rabbit to prepare polyclonal antibody. The rabbit anti-WUS antibody titer and specificity were analyzed and 
confirmed by agarose immunodiffusion testing; the antiserum sensitivity was assayed by dot blot and Western blotting. The results 
showed that the A. thaliana WUS prokaryotic expression vector was successfully constructed, and the optimized protein expression 
induction condition in E. coli was 0.5 mmol/L IPTG (isopropy-β-D-thiogalactoside) at 28°C for 10 hours. The purity of the affinity 
purified protein was higher than 96%, and the prepared polyclonal antibody was with high specificity and sensitivity, it was able to 
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detect protein antigen at ng level. 

Keywords: Arabidopsis thaliana, WUSCHEL, protein, affinity purification, antibody 

WUSCHEL(WUS)基因被认为是重要的植物干

细胞调控基因, 编码 291 个氨基酸[1]。WUS 是一个

假定的同源结构域转录因子家族—— WOX基因家族

的成员 [2], 在植物干细胞组织中心表达 , 决定干细

胞的存在。 

近年来, 对 WUS 基因的研究逐渐深入。WUS

蛋白在执行干细胞调控功能时, 其表达具有高度的

时空性, 通过与干细胞标志基因 CLAVATA3 精确的

反馈调节环控制着分生组织中干细胞的数目、决定

干细胞群的大小[3-5]。WUS 也和其他基因和蛋白调

控有关, 如与 HAN[6]、ULT1 [7]、STIP[8]、AG[9-10]、

BARD1[11]及亮氨酸拉链转录因子 , 如 CORONA 

(CNA)、PHABULOSA(PHB)和 PHAVOLUTA(PHV)

等协同作用, 通过精确的调控, 使周围细胞具有干

细胞的特征[12-14]。Mayer 等[1]将 WUS::GUS 导入洋

葱表皮细胞中表达, 表明 WUS定位在细胞核内, 进

一步证实了其转录因子功能。 

WUS 对植物干细胞的调控在植物的基础和应

用研究中具有重要的意义, 与生长、分支、成花、

扦插生根、体细胞胚的诱导形成和发育等都具有直

接的关系[15]。例如, 在拟南芥 wus突变体中, 茎尖分

生组织和花分生组织都不能正常形成 , 异位表达

WUS 可形成异位的分生组织和突起 , 而过量表达

WUS 会引起种子在土壤中严重致死, 成活的植株也

表型异常[3,9,16-17]。WUS基因被证实在不添加任何外

源激素的情况下, 可以诱导体细胞胚发生[18]。 

目前有关 WUS 的表达定位研究主要是 RNA 原

位杂交及利用报告基因检测等手段[1,3-4]。为了更方

便地研究 WUS 蛋白在发挥干细胞调控作用时在植

物组织中的定位和定量, 以及与其他相关因子相互

作用的内在机制, 设计了针对拟南芥 WUS基因的特

异性引物, 通过 PCR 的方法克隆入原核表达载体, 

使其在宿主细胞中高效表达, 蛋白纯化后免疫新西

兰大白兔, 制备多克隆抗体, 为 WUS蛋白的检测、

定量和进一步研究奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

pBKB-WUS质粒由中国科学院植物研究所种康

研究员惠赠 [17]。大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α, 

BL21(DE3)感受态细胞为商业菌株 (Tiangen 公司 , 

北京), 工具质粒为 pMD-19-simple-T 载体试剂盒

(TaKaRa, 大连 )和原核表达载体 pET-31b (+) 

(Novagen公司, 美国)。 

1.1.2  主要试剂 

限制性内切酶、DNA 连接酶和 DNA 分子量

Marker等(TaKaRa, 大连); Ni Sepharose 6 fast flow

纯化介质、NC 膜(Hybond C Extra)、胰蛋白酶(GE 

Healthcare公司, 上海); 弗氏完全佐剂、不完全佐剂

和 HRP 标记的羊抗兔抗体 (Sigma 公司 , 美国 ); 

Bradford蛋白质定量试剂盒、HRP-DAB显色试剂盒、

蛋白分子量Marker和预染蛋白Marker(TIANGEN公

司, 北京)。其他试剂均为国产分析纯试剂。 

1.1.3  实验动物 

新西兰大白兔 2只, 体重 1.5~2.0 kg, 由中国农

业大学实验种兔场提供。 

1.2  方法 
1.2.1  pET-31b (+)-WUS-His(6)原核表达载体的 

构建 

为了从 pBKB-WUS质粒中扩增目的片段, 设计

带有 Nde I和 Xho I酶切位点(下划线部分)的引物。

正向引物 Primer-F：5'- TATACATATGGAGCCTCC 

ACAGCAT-3'; 反向引物 Primer-R：5'-TAATTCTCG 

AGGTTCAGACGTAGCT-3'。 

通过 PCR从 pBKB-WUS质粒中扩增目的片段, 

连接至 pMD-19-simple-T 载体扩增后, 用 Nde I 和

Xho I 双酶切回收不带终止密码的 WUS 基因片段, 

与同样双酶切后的表达质粒 pET-31b(+)定向连接 , 

用 CaCl2化学法通过热击转化 E. coli DH5α菌株, 涂

板后挑取单菌落于 Luria-Bertani(LB)液体培基 (含
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100 µg/mL 氨苄青霉素)中培养过夜, 碱裂解法提取

质粒, 进行 PCR和 Nde I、Xho I双酶切验证。 

1.2.2  pET-31b (+)-WUS-His(6)融合蛋白的诱导表

达及鉴定 

经验证正确的质粒 pET-31b(+)-WUS-His 转化

至大肠杆菌 BL21(DE3), 涂板后挑取单菌落进行菌

落 PCR 验证。将带有正确质粒的菌落接种于 LB 液

体培养基(含 100 µg/mL氨苄青霉素)过夜培养, 再按

1：100放大培养至 OD600为 0.6~0.8时, 加入异丙基

-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导 WUS 重组基因的表

达。收集菌体, 悬浮于蛋白质上样缓冲液(20 mmol/L 

Tris-HCl, 0.4% SDS、5%甘油、1% β-巯基乙醇、0.02%

溴酚兰, pH 6.8)中, 煮沸裂解 5 min, 离心(13 000×g,  

5 min), 取上清进行 15% SDS-PAGE(SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳)检测, Blue Silver染色[19]检测重组蛋白

的表达。 

蛋白鉴定参照 Zhang 等[20]的方法, 切取目的条

带, 经水洗、脱色、脱水、真空干燥后, 用 15 ng/μL

的胰蛋白酶液消化, 抽真空离心, 干燥肽段提取液。

用 2 μL 0.5%三氟乙酸充分溶解沉淀, 用于基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱 (MALDI-TOF-MS)分

析。所得肽段用MASCOT软件分析, 进行数据搜索、

比对。 

1.2.3  WUS-His(6)融合蛋白的纯化和复性溶解 

表达有 WUS-His(6)融合蛋白的菌体悬浮于   

20 mmol/L PBS(pH 8.0)中, 加入溶菌酶(1 mg/mL)、

PMSF(1 mmol/L)作用 30 min后, 超声波破碎, 离心

(4°C, 5000× g, 15 min), 取上清再次离心 (4°C,    

10 000×g, 15 min), 参照 Lin等[21]的方法收集包涵

体 , 重悬于洗涤缓冲液 (0.02 mol/L Na2HPO4,    

0.02 mol/L NaH2PO4, 0.05 mol/L NaCl, 4 mol/L尿素, 

pH 7.4)中 , 反复洗涤 3 次 , 再重悬于裂解缓冲液

(0.02 mol/L Na2HPO4, 0.02 mol/L NaH2PO4,     
0.05 mol/L NaCl, 8 mol/L 尿素, 40 mmol/L 咪唑, 

0.1% β-巯基乙醇, pH 7.4)中, 室温溶解 2 h, 离心 

(15 000×g, 15 min)收集上清, 0.45 μm膜过滤, 缓慢

加入到预先平衡的Ni Sepharose 6 fast flow纯化柱上, 

分别用 5倍柱体积的平衡缓冲液、洗脱缓冲液洗脱、 

收集组分, 15% SDS-PAGE检测。 

合并洗脱组分中含有目的蛋白的样品, 先用含

4 mo1/L 尿素的 PBS 缓冲液透析过夜, 然后分别用

含 2、l、0.5、0.2 mol/L 尿素的 PBS 缓冲液梯度透

析各 2 h, 最后用 PBS缓冲液透析 4 h。 

1.2.4  多克隆抗体的制备 

取 1.5 mg经复性溶解的重组蛋白与 2 mL弗氏

完全佐剂混合 , 无菌研钵中充分研磨至乳化完全 , 

免疫新西兰大白兔。10 d 后加强免疫, 每周 1 次。

第 4次加强免疫后, 直接注射 1 mL蛋白抗原溶液于

左右耳缘静脉, 隔 3 d注射 1次, 共 3次。最后一次

注射 5 d 后从耳缘静脉少量取血, 琼脂糖免疫扩散

检测抗血清效价。效价合格后, 颈动脉放血, 4°C放

置过夜, 收集血清, 参照 Page 等[22]的方法用硫酸铵

分级沉淀纯化抗体, 4°C 过夜透析除盐, 然后加入

50%甘油、0.05%叠氮钠, 分装冻存。以斑点杂交和

Western blotting对抗体进行检测。 

2  结果与分析 

2.1  pET-31b (+)-WUS-His(6)表达载体构建 
为了获得 3′-末端携带 6 个 His 标签的 WUS 融

合蛋白基因, 构建 pET-31b(+)-WUS-His(6)表达载体, 

携带来自 pBKB-WUS 质粒的 WUS 基因的 cDNA。

以提取的 pET-31b(+)-WUS-His(6)质粒为模板做 WUS

基因 PCR验证和重组质粒 Nde I和 Xho I双酶切验

证, 获得条带大小约为 880 bp 左右的片段, 与预期

结果一致(图 1), 由图 1 可见 PCR 产物片段大小(图

1A)与质粒经双酶切后切下的片段条带(图 1B)大小

一致, 说明表达载体构建成功, 表达质粒结构是正

确的。 

2.2  WUS-His(6)融合蛋白的诱导表达 
在 IPTG 诱导下, 带有 pET-31b(+)-WUS-His(6)

质粒的大肠杆菌 BL21(DE3)菌株, 经蛋白质提取、

电泳、染色, 在约 37 kD处的蛋白表达量显著增加。

该蛋白的表达量与诱导和表达条件相关。在诱导温

度为 28°C 条件下 , IPTG 的最佳诱导浓度为      

0.5 mmol/L(表 1)。  

在 0.5 mmol/L IPTG、28°C 条件下, 大肠杆菌

BL21(DE3)菌株中诱导蛋白质的表达量随诱导时间

而增加(图 2A), 在 8 h 后诱导蛋白的表达量增加变 
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图 1  pET-31b(+)-WUS-His(6)的 PCR 和酶切验证  
Fig. 1  Identification of plasmid pET-31b(+)-WUS-His(6)

 by 
PCR (A) and enzyme digestion (B). (A) PCR verification of 
plasmid pET-31b(+)-WUS-His(6). M1: DL2000 marker; 1: PCR 
products of WUS gene. (B) Restriction digestion verification of 
plasmid pET-31b(+)-WUS-His(6). M1: DL2000 marker; 1: the 
plasmid pET-31b(+)-WUS-His(6) digested with Nde I and Xho I; 2: 
plasmid pET-31b(+)-WUS-His(6); M2: DL15000 marker. 
 
缓(图 2B)。因此, 可将 28°C下 0.5 mmol/L IPTG诱

导 10 h作为 WUS重组质粒表达的优选条件。 

切取目标条带, 酶解肽段后进行 MALDI-TOF- 

MS, 结合 MASCOT 软件分析, 搜索匹配结果见图

3, 确定优化诱导表达的蛋白为拟南芥 WUSCHEL

蛋白。 

2.3  WUS 蛋白的纯化 

以上述优化诱导条件实现 WUS 蛋白的大量表 

表 1  不同 IPTG 浓度对 WUS-His(6)融合蛋白表达量的影响 
Table 1  Expression of WUS-His(6) fusion protein induced 
with different IPTG concentrations 

IPTG concentration 
(mmol/L) 

Percentage of the recombinant 
protein in host strain (%) 

0.1 31.5 

0.3 36.9 

0.5 40.0 

0.8 37.3 

1.0 34.6 

1.5 36.7 

2.0 32.8 

 
达, 收集菌体, 超声波破碎后差速离心(4°C, 5000~  

10 000×g, 15 min), 分别取上清和洗涤后的沉淀, 

电泳检测上清和沉淀蛋白, 发现目的蛋白在低速离

心后的沉淀中(图 4), 证实 WUS 蛋白在大肠杆菌中

为主要为包涵体表达形式。 

包涵体经洗涤、溶解后即可得到纯度较高的目

的蛋白[23]。因此, 将低速离心收集到的包涵体组分

重悬于洗涤缓冲液中洗涤, 以除去细胞碎片其他杂

质蛋白, 再将其重悬于裂解缓冲液中, 溶解变性后

过镍柱纯化 , 得到纯度较高的目的蛋白 , 含量在

96%以上(图 5)。纯化的蛋白透析 24 h后定量, 含量

为 1.5 mg/mL。 

 

 

 

图 2  重组表达载体 pET-31b(+)-WUS-His(6)在 E. coli BL21(DE3)中的表达 
Fig.2   Expression of recombinant expression vector pET-31b (+)-WUS-His(6) in E. coli BL21(DE3). (A) 1: E. coli BL21/ pET-31b (+) 
vector control; 2: E. coli BL21/ pET-31b (+)-WUS culture without IPTG induction; 3−7: E. coli BL21/ pET-31b (+)-WUS culture 
induced with IPTG for 2, 4, 6, 8 and 10 h, respectively; M: protein molecular weight markers. (B) Percentage of the recombinant protein 
in host strain. 
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图 3  MALDI-TOF-MS 鉴定 pET-31b (+)-WUS-His(6)菌株表达产物 
Fig. 3  MALDI-TOF-MS identification of expressed pET-31b (+)-WUS-His(6) host strain. (A) The matched peptides from the trypsin 
digested protein band by Mascot search. (B) The map protein scores is 67 for gi 4090200, WUSCHEL protein. 

 
2.4  抗血清灵敏性和特异性检测 
2.4.1  琼脂糖免疫扩散 

用纯化得到的 WUS 蛋白免疫新西兰大白兔, 经 

耳缘静脉少量采血, 4°C 过夜, 获得析出血清, 以琼

脂糖免疫扩散法测定抗血清效价。以 0.05 μg/μL WUS

蛋白为中心孔抗原, 周围孔分别为不同稀释倍数的

兔血清, 湿盒中室温扩散 24 h 以上, 生理盐水漂洗 

24 h, 0.5%氨基黑染色 2 min, 脱色至背景清亮。结果

如图 6, 证明所制备的抗血清效价合格, 达 1：16 以

上。沉淀线为单一、不同孔可融合的弧线, 表明抗体

具有很好的抗原特异性。 

2.4.2  免疫斑点杂交与 Western blotting 

将纯化的WUS-His(6)融合蛋白系列稀释为 0.1、

0.01、0.001、0.0001 μg/μL, 分别取 1 μL点到 NC膜

上, 60°C烘烤 1 h, 5%脱脂奶粉(用 TBST溶液配制) 

4°C 封闭过夜, 依次用一抗(用封闭液稀释 1000 倍)

和二抗(用封闭液稀释 1000 倍)孵育后显色。结果表

明, 所制备的多克隆抗体灵敏性高, 1000 倍稀释后

仍可检测出 1 ng抗原蛋白(图 7)。 

诱导表达 WUS 蛋白的大肠杆菌菌液和纯化的

WUS蛋白经 15% SDS-PAGE后, 转移到 NC膜上。

5%脱脂奶粉(用 TBST溶液配制)4°C封闭过夜, 一抗

Mascot search results 
A  Protein view: 

 Match to: gi|4090200 Score: 67 Expect: 0.012.  WUSCHEL protein [Arabidopsis thaliana] 

 Nominal mass (Mr): 33041; Calculated pI value: 7.82 

 NCBI BLAST search of gi|4090200 against nr 

 Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P 

 Number of mass values searched: 28 

 Number of mass values matched: 6 

 Sequence Coverage: 20% 

001 MEPPQHQHHH HQADQESGNN NNKSGSGGYT CRQTSTRWTP TTEQIKILKE  

051 LYYNNAIRSP TADQIQKITA RLRQFGKIEG KNVFYWFQNH KARERQKKRF  

101 NGTNMTTPSS SPNSVMMAAN DHYHPLLHHH HGVPMQRPAN SVNVKLNQDH  

151 HLYHHNKPYP SFNNGNLNHA SSGTECGVVN ASNGYMSSHV YGSMEQDCSM  

201 NYNNVGGGWA NMDHHYSSAP YNFFDRAKPL FGLEGHQDEE ECGGDAYLEH  
251 RRTLPLFPMH GEDHINGGSG AIWKYGQSEV RPCASLELRL N 

B  Probability based mowse score: 
*Top score: 67 for gi|4090200, WUSCHEL protein [Arabidopsis thaliana] 
*Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event. 
*Protein scores greater than 60 are significant (P<0.05). 
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(1：1000, 用封闭液稀释)孵育 1 h, TBST漂洗, 二抗

(1：1000, 用封闭液稀释)孵育, TBST漂洗后显色。

结果如图 8, 抗血清能够与约 37 kD处的 WUS蛋白

特异结合, 证明所制备的多克隆抗体具有较好的特

异性, 可与免疫原特异结合。 
 

 
 
图 4  WUS-His(6)重组蛋白的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the recombinant WUS-His(6) 
protein. 1, 2: the sediment and soluble protein extracts after 
centrifuging at 5000×g for 15 min, respectively; 3, 4: the 
sediment and soluble protein extracts after centrifuging at  
10 000×g of the soluble fraction after 5000×g, respectively. 
Arrow indicates the WUS-His(6) recombinant protein. 
 

 
 

图 5  经 Ni Sepharose 6 fast flow 纯化后 WUS-His(6)重组

蛋白的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of purified recombinant WUS-His(6) 
protein. 1: sample before adding to the Ni Sepharose 6 fast flow 
column; 2: the flow-through fraction; 3: the non-specific 
combined fraction eluted by binding buffer; 4: WUS-His(6) 
recombinant protein eluted by elution buffer; M: protein marker. 
Arrow indicates the recombinant WUS-His(6) protein. 

 

 
 

图 6  琼脂糖免疫扩散检测抗血清效价 
Fig. 6  Detecting the antibody titer by agarose 
immunodiffusion testing. 1: the rabbit serum without dilution; 
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 represent the serial two-fold dilution of 
the rabbit serum, respectively.  
 

 
 
图 7  免疫斑点杂交检测抗体灵敏度 
Fig.7  Detecting the antibody sensitivity by dot blot. 1, 2, 3, 4: 
0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 μg purified WUS-His(6) fusion protein, 
respectively. 
 

 
 

图 8  Western bloting 验证抗体特异性 
Fig.8  Detecting the antibody specificity by Western blotting. 1: 
total protein extracts of E. coli BL21/ pET-31b (+)-WUS-His(6) 
culture induced with IPTG; 2: the purified WUS-His(6) protein; M: 
prestained protein markers. Arrow indicates the detected 
WUS-His(6) recombinant protein. 



王增等: 拟南芥 WUSCHEL蛋白的原核表达、亲和纯化和多克隆抗体制备 1415 

 

Journals.im.ac.cn 

3  讨论 

通过原核表达获得大量的抗原蛋白, 可用于特 

异性抗体制备、蛋白质性质与功能、蛋白质的相互

作用和多种生化功能研究[24]。将 WUS 基因克隆到

pET原核表达载体上, 其表达受噬菌体 T7强转录及

翻译信号控制, 以 0.5 mmol/L IPTG诱导可实现融合

蛋白的表达, 诱导 2 h 后表达量达到菌体总蛋白的

30%以上, 8 h 即可接近饱和的最高表达量, 表明该

体系可以实现 WUS融合蛋白的高效表达。 

为了实现重组蛋白的可溶性表达, 通常是降低

诱导物浓度和诱导温度, 以及利用分子伴侣共表达

等 方 式 [21,25] 。 本 研 究 将 IPTG 浓 度 降 低 到        

0.1 mmol/L, 采用 20°C 低温诱导等手段, 但均没有

达到理想效果。另外, 在包涵体洗涤和溶解的实验

中发现, 能够溶解大多数包涵体蛋白的 8 mol/L尿素

的条件, 对含 WUS蛋白的包涵体作用甚微, 而只有

同时加入浓度大于 0.05%的 β-巯基乙醇才可将其彻

底溶解。因此判断, 在原核表达中, WUS容易形成包

涵体, 一方面是由于表达效率高, 难以正确折叠而

导致蛋白质聚集[23]; 另一方面 WUS 蛋白中所包含

的 5个半胱氨酸残基除了形成蛋白质内的二硫键外, 

单数的半胱氨酸残基很容易形成蛋白质间的二硫键, 

从而促进了聚集态包涵体的形成。 

带有 6 个 His 标签的融合蛋白通过金属螯合色

谱能够达到很好的纯化效果, 是目前常用的亲和纯

化方法[21,23]。通过该亲和层析方法, 纯化得到高纯度

的融合蛋白, 并制备出WUS蛋白的特异性多克隆抗

体, 对进一步研究WUS蛋白在植物不同生长发育期

中的表达模式, 及WUS转基因植株乃至 wus突变体

的研究都具有重要意义, 可进行直接的蛋白质组织

学与细胞学定位和定量分析检测。 
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