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生物技术与方法                                                               

五个水稻类受体激酶的抗体制备及检测 

王博，李莉云，曹英豪，刘子光，刘国振 
河北农业大学生命科学学院，保定 071001 

摘  要: 类受体激酶在植物发育、自交不亲和、雄性不育、抗逆和抗病等生命过程中起着重要的调控作用。为了对水

稻类受体激酶的功能及生物学特性进行深入研究，本实验克隆表达了水稻中 5 个类受体激酶抗原表位片段，以纯化的

蛋白质为抗原免疫新西兰兔，获得了特异性较高的多克隆抗体。Western blotting 检测结果表明，5 个类受体激酶均在叶

片中表达。 
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Abstract:  Receptor-like kinase involves self-incompatibility, male sterility, stress responses, and disease resistance. To better 
understand the physiological function and biological characteristics of rice receptor-like kinase, we cloned five predicted epitope 
fragments of rice receptor-like kinase. The purified fusion protein was used as antigen to immunize rabbit to get specific polyclonal 
antibodies. Western blotting analysis shows that the five receptor-like kinases were expressed in rice leaves. 
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水稻 Oryza sativa L.是世界上最重要的谷类作

物之一，是研究作物产量、转基因、杂种优势、植

物病虫害抗性和其他抗逆等方面的重要遗传材料。

近年来，随着水稻基因组的测序完成，越来越多的

研究者将目光投向了这一模式植物。 

植物类受体激酶  (Receptor-like kinase，RLK) 

在真核生物中广泛存在，水稻中已经发现了约 1 130

个类受体激酶，其数目大约是拟南芥的 2 倍[1]，它

们在抗病、发育、自交不亲和性、植物激素的信号

传递、器官脱落、细胞分裂和生长等过程中发挥重

要作用。目前克隆的植物类受体激酶数目不多，主

要来源于拟南芥、水稻、油菜和烟草等植物 [1]，对

植物类受体激酶的功能更是知之甚少。 

植物类受体激酶主要由胞外结构域、跨膜结构
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域和胞内激酶结构域 3 部分组成。根据胞外受体结

构域的特点，植物类受体蛋白激酶可分为以下几类：

含 S-结构域类 (S-Domain Kinase，SRK)、富含亮氨

酸类  (LRR-RLK)、细胞壁连接类  (Wall-associated 

kinase，WAK)、表皮生长因子类 (Epidermal growth 

factor，EGF)、肿瘤坏死因子受体类 (Tumor necrosis 

factor receptor，TNFR) 和组氨酸类受体蛋白激酶[1]。

其中，WAK 通过细胞的伸长生长，调控侧根的生长

发育[2]；对玉米的 Crinkly4 (TNFR 类) 基因研究发

现，它编码的激酶参与调控叶表皮细胞和胚乳中糊

粉细胞的分化[3]；LRR-RLKs，其胞外受体部分具有

重复出现的富含亮氨酸的结构域，在分子识别中起

重要作用[4]，如抗病基因 Xa21[5]、Xa26[6]、Pi-d2[7]

等属于此类；S 位点受体激酶与自交不亲和反应

相关 [8]。  

目前，采用纯化蛋白质或合成多肽作为抗原免

疫动物制备抗体，并用于植物中的蛋白质功能研究

这一实验手段已很常见 [9-10]，但是针对植物类受体

激酶的抗体还为数不多[11-12]，本研究室在对水稻类

受体激酶的克隆、表达和磷酸化活性等研究的基础

上[13]，从中挑选出 5 个功能和类别不同的类受体激

酶，分析了它们的抗原表位片段，并克隆到细菌表达

载体上，进行体外的表达和纯化，以纯化蛋白质为抗

原免疫新西兰兔，制备抗体，为进一步研究类受体

激酶的生化特性及其生物学功能提供了有力工具。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
水稻 93-11、水稻根 cDNA 文库、pET-30a 质粒

为本实验室保存。限制性内切酶 EcoR I、Bgl II、

Hind III 购自 NEB 公司。Ex Taq DNA 聚合酶购自

TaKaRa 公司。大肠杆菌菌株 DH5α、ER2566 为本实

验室保存。 

1.2  抗原决定簇预测 
用 BEPITOPE 软件[14]对候选 RLKs 基因编码的

蛋白质进行抗原表位预测，根据不同表位预测方法 

(疏水性、可及性、二级结构等) 加和修正之后得到

的一致峰图，选出峰值较高的片段后，用 BLASTP 

对水稻蛋白质库进行唯一性检测后选出目标片段。 

1.3  细菌表达载体的构建   
根据 NCBI 公布的水稻序列设计引物，见表

1。PCR 扩增条件为：94  4 min℃ ；94  1 min℃ ，

58℃ 1 min，72  1 min℃ ，30 个循环；72  10 min℃ 。 

将 pET-30a 载体进行双酶切，与 PCR 产物连接。

连接产物转化大肠杆菌 DH5α，提取质粒进行酶切验

证。挑选出正确的重组子送北京华大基因研究中心

测序验证。 

1.4  融合蛋白质的诱导表达及其大量纯化   
将 测 序 正 确 的 重 组 子 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌

ER2566，挑取单菌落到 LB+Kan (50 μg/mL) 培养基

中，37℃振荡培养，次日将过夜菌转接至 LB+Kan+ 

 
表 1  Gene ID 及扩增引物信息 
Table 1  Gene ID and information of primers 

Gene ID Length (bp) Forward primer (5′−3′) Reverse primer (5′−3′) 

Os04g49460 513 GAGATCT 
GCCCAACAAGGCCGATTTCAACT 

CCCAAGCTT 
TAAAATTGCCACCAGTACTTGCTC 

Os01g06280 453 GGAATTC 
CCAGTAGACAACTACCTCATCAG 

CCCAAGCTT 
CGTGACGACGAGCGTGTCGC 

Os03g21540 423 GGAATTC GTCGTCTCCTCCCCCGAC CCCAAGCTT 
GATCCCAGACTGTATTTCACAGA 

Os03g43670 513 GGAATTC TGTGGCTTATTTGCACGGAA CCCAAGCTT 
ATAGTAGCCATGGCTGCATGA 

Os01g48000 543 GGAATTC CACGACGGCGAGCTGGCCCT CCCAAGCTT GCACGGCTGGCTGAGCGCC

The Os04g49460 gene was inserted into Bgl II and Hind III sites (underline); the Os01g06280 gene was inserted into EcoR I and Hind III sites 
(underline); the Os03g21540 gene was inserted into EcoR I and Hind III sites (underline); the Os03g43670 gene was inserted into EcoR I and 
Hind III sites (underline); the Os01g48000 gene was inserted into EcoR I and Hind III sites (underline). 
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1％葡萄糖培养基中，培养至 OD600 约为 0.7，加入

1 mmol/L 的 IPTG，37℃振荡培养 3 h。收集细胞沉

淀，超声后分别取上清和沉淀进行 15％ SDS-PAGE

检测，考马斯亮蓝染色观察。 

将诱导的菌液离心，在沉淀中加入 10 mmol/L 

Tris；再加 2 mol/L 尿素和 10 mmol/L Tris，吹匀沉

淀后离心，于沉淀中加入 0.5~1 mL 10 mmol/L 

Tris；再加 5~10 mL 8 mol/L 尿素+0.5 mol/L NaCl+ 

10 mmol/L Tris，冰水浴超声。4℃放置 30 min，离

心，弃上清，向沉淀中加入 10 mmol/L Tris，将溶解

后的样品上样，过镍柱进行亲和层析。上样结束后，

分别用 15 mmol/L 和 60 mmol/L 咪唑溶液洗去杂蛋

白质，最后，用 300 mmol/L 咪唑溶液，洗脱目的蛋

白质。利用 15％ SDS-PAGE 电泳检测，考马斯亮蓝

染色观察。 

1.5  抗体的制备与检测 
将纯化后并富集的重组蛋白质送至北京华大蛋

白质研发中心有限公司，免疫新西兰兔，获得多克

隆抗体。 

将免疫新西兰兔得到的抗体血清，按 1∶1 加入

100％甘油稀释后，以 1∶5 000 和 1∶2 500 的一抗

稀释倍数，分别与纯化的重组抗原和水稻叶片蛋白

质进行免疫印记检测。 

1.6  水稻叶片蛋白质的提取 
用液氮研磨新鲜水稻组织至粉末状，加入蛋白

质裂解液 (62.5 mmol/L Tris，pH 7.4，10％甘油，2％ 

SDS，20 mmol/L NaF，2 mmol/L EDTA，1 mmol/L 

PMSF，1 mmol/L DTT)，冰水混合物中孵育 10 min，

4℃，12 000 r/min 离心 15 min，取上清，转移到新

的 1.5 mL 离心管中。 

1.7  Western blotting 检测 
将提取的水稻蛋白质进行 SDS-PAGE 后，电转

移到 PVDF 膜上，用 5％脱脂奶粉封闭 PVDF 膜，

用制备的抗体室温孵育 3 h，TTBS (2 mmol/L Tris 

(pH 7.6)，13.6 mmol/L NaCl，0.1％ Tween-20) 洗膜

3 次，每次 10 min，之后加入羊抗兔二抗室温孵育

1 h，TTBS 洗膜 3 次，每次 10 min，加 ECL Plus 检

测液检测，暗室 X 光片曝光。 

2  结果 

2.1  水稻 RLKs 基因序列的获得和抗原决定簇的

预测 
根据前期工作，挑取不同类别和功能各异的 5

个水稻类受体激酶，分别为 WAKs (Os04g49460)、

Calcium-regulated protein kinase (CRPK1L-1) 
(Os01g06280 、 Os03g21540) 、 Crinkly 4_Like 

(Os03g43670) 和 SRKs (Os01g48000)。 

使用 BEPITOPE 软件对 5 个 RLKs 的抗原表位

进行了预测分析，选取抗原表位峰值较高的蛋白片

段进行研究，由于胞外区在激酶调控过程中具有重

要作用，我们最终确定的克隆片段均位于胞外区。

然后进行蛋白质的唯一性检测，确定了在 CDS 上的

位置依次为 115~627 bp (Os04g49460)；79~531 bp 

(Os01g06280)；601~1023 bp (Os03g21540)；511~ 

1 023 bp (Os03g43670)；310~852 bp (Os01g48000) 

(图 1)。  

2.2  水稻 RLKs 基因片段的克隆 
用水稻根的 cDNA 为模板，进行 PCR，结果

表明，扩增产物的片段大小与预测的类受体激酶

基因片段的大小相符合。从转化平板上挑取单菌

落，提取质粒 DNA，酶切后琼脂糖电泳检测。将酶

切正确的重组质粒送到北京华大基因研究中心进

行测序，结果证明重组子的序列是正确的 (结果未

显示)。 

2.3  融合蛋白质的诱导表达及其纯化 
对克隆得到的融合蛋白质进行了体外的诱导表

达，SDS-PAGE 电泳检测结果显示，融合蛋白质在

工作浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 的诱导条件下，在沉

淀中均有大量表达 (图 2)，且融合蛋白质的大小符

合预测大小 (22、19、17、22、25 kDa)。 

通过特异识别 His-Tag 的 beads 获得了体外纯化

的类受体激酶胞外区域表位片段与 6×His 融合蛋白

质，融合蛋白质的大小符合预测值。将纯化的蛋白

质过大量蛋白纯化柱进行富集，当抗原的量积累到

约 5~10 mg 时，进行洗脱，得到较纯的高浓度目的

蛋白质 (图 3)，并用其对新西兰兔进行免疫，制备

抗体。 
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图 1  五个类受体激酶的抗原表位分析及克隆片段的选择 
Fig. 1  Epitope prediction and fragment selection of RLKs. The domain structure predicted and analyzed by SMART (http://smart.embl- 
heidelberg.de/) and BEPITOPE. 
 

 

图 2   融合蛋白质的体外诱导表达 
Fig. 2  Expression of recombinant proteins in vitro. 0 h: 
control of without IPTG; S: supernatant by ultrasonic; P: 
pellet by ultrasonic. Os04g49460-P (22 kDa); Os01g06280-P 
(19 kDa) ;  Os03g21540-S(P)  (17 kDa) ;  Os03g43670-P 
(22 kDa); Os01g48000-P (25 kDa). 

 
2.4  RLKs 抗体能识别重组抗原 

使用制备的多克隆抗体按 1∶5 000 的稀释倍

数，对细菌表达的融合蛋白质进行免疫印迹检测。

结果显示，抗体能够特异识别目标抗原 (图 4)。 

 

图 3  融合蛋白质的大量纯化 
Fig. 3  Purification of fusion proteins in vitro. Os04g49460 
(22 kDa); Os01g06280 (19 kDa); Os03g21540 (17 kDa); 
Os03g43670 (22 kDa); Os01g48000 (25 kDa). 

 

2.5  RLKs 抗体在水稻叶片组织中的表达 
使用 RLKs 抗体按 1∶2 500 的稀释倍数，对水

稻苗期叶片中的蛋白质进行了检测。结果显示，5

个抗体均可识别水稻中的蛋白质。其中，抗体

Os04g49460 可观察到清晰的主带，大小与全长蛋白
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质的预测值 80 kDa 基本相符，还有一条分子量稍大

的弱带出现；抗体 Os01g06280 检测到单一的特异条

带，大小略高于全长蛋白质的预测值 97 kDa；抗体

Os03g21540 检测到单一的特异条带，大小约为

60 kDa，低于全长蛋白质的预测值 97 kDa；抗体

Os03g43670 可见有 3 条清晰的条带，其中 2 条带分

子量略大于全长蛋白质的预测值 99 kDa，一条带分

子量较小约为 50 kDa；抗体 Os01g48000 检测到单

一的特异条带，大小约为 60 kDa，低于全长蛋白质

的预测值 89 kDa (图 5)。 

 

图 4  RLKs 抗体的重组抗原检测 
Fig. 4  Western blotting of RLKs antibodies with recombinant 
proteins. Os04g49460 (22 kDa); Os01g06280 (19 kDa); 
Os03g21540 (17 kDa); Os03g43670 (22 kDa); Os01g48000 
(25 kDa). 

 

图 5  RLKs 抗体在水稻苗期叶片中的表达 
Fig. 5  Expression of RLKs in shoot of rice 93-11. Os04g49460 
(95 kDa, 80 kDa and 60 kDa); Os01g06280 (130 kDa); 
Os03g21540 (60 kDa); Os03g43670 (130 kDa, 120 kDa and 
50 kDa); Os01g48000 (60 kDa). 

造成抗体在水稻苗期叶片组织中检测结果与其

全长蛋白质预测分子量不符这一结果的原因，很可

能与蛋白质在植物体内不同的翻译后修饰[15]以及不

同的剪切形式有关。当然，这其中也不能排除蛋白

质降解的因素。 

3  讨论 

通常来讲，抗体制备可以用全长的蛋白质、片

段蛋白或合成多肽作免疫原，若对全长蛋白质进行

克隆，难度较大，甚至有些蛋白质很难在体外表达。

因此，本实验从 5 个 RLKs 蛋白质出发，选取部分片

段进行克隆表达，并获得了纯化的蛋白质。结果表

明，采用这一方法可以获得足量的高纯度蛋白质用

于动物免疫，得到具有较高特异性的抗体，证明了

这一技术路线的可靠性 [9-12]。本实验制备完成的 5

个抗体，均能特异性识别水稻叶片中的蛋白质，其

中 Os03g43670 与马云所做的抗体[12]一致，只是克隆

的位置不同，马云等检测到水稻组织中的蛋白质分

子量约 120 kDa，与预测分子量约 99 kDa 存在一些

差异，这主要是由于蛋白质的翻译后修饰造成的。 

细胞壁在植物的生长过程以及在遭受病原菌侵

染或其他胁迫处理时发挥着重要作用，然而目前对

植物细胞壁与细胞质之间信号传递途径还知之甚

少，WAK 提供了一个研究此过程的很好的候选对

象，相信深入解析 WAK 的作用机制将有助于我们

了解细胞壁信号的传递过程，也为我们了解植物细

胞在生长发育和对环境刺激应答过程中的调控提供

帮助[2]。SRK 位于柱头表面乳突细胞的原生质膜上，

是甘蓝等芸薹属作物柱头识别自花花粉、启动自交

不亲和信号传导和最终导致自花花粉萌发受阻的核

心关键酶[8,16]。已报告的 LRR-RLKs 参与调节的发

育过程有花器官的脱落  (HAESA)、表皮细胞特化

(CRINKLY4)、调控长角果的成熟发育 (TMKL1)、

雄性器官的发育 (RPK1) 等等[1]。 

随着水稻基因组序列信息的阐释和转录谱数据

的积累，基于抗体的蛋白质组学研究将成为现实。

本研究以水稻为材料，克隆和表达蛋白激酶片段，

纯化蛋白质并进行抗体的制备，为进一步研究激酶

的生化特性和功能提供了实验依据。目前利用 5 个
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抗体对水稻不同组织和发育时期的表达研究正在进

行中。同时本实验体系的构建对于其他植物类受体

激酶的抗体制备及其功能研究具有重要的意义。 
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