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拟南芥叶绿体血红素加氧酶 AtHO1
基因的克隆和多克隆抗血清制备

曾海洋 罗美中

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 为研究叶绿体血红素加氧酶 HO1的生物学功能和分子作用机制,构建了拟南芥血红素加氧酶基因

AtHO1的重组融合蛋白表达载体pET28a-AtHO1,质粒转化到EscherichiacoliBL21(DE3)中诱导表达重组蛋

白。经SDS-PAGE电泳检测,AtHO1的重组融合蛋白获得了高效表达,分子质量为28~36ku,且为可溶蛋白。

重组蛋白经Ni-NTA亲和层析法纯化后,得到纯度较高的蛋白。纯化产物免疫新西兰大耳兔获得了专一识别重

组蛋白6×His-AtHO1的抗血清,进一步提取拟南芥和水稻叶片总蛋白,蛋白质印迹检测显示,在分子质量

28~36ku之间出现特异性条带,证明用重组蛋白6×His-AtHO1制备的多克隆抗血清可以与拟南芥和水稻

HO1蛋白特异性结合,说明拟南芥 HO1的抗血清能够用于水稻 HO1的功能分析和应用研究。
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  血红素加氧酶(hemeoxygenase,HO)是Ten-
hunen等[1]首先在动物肝脏微粒体中发现的,是催

化血红素降解的起始酶和限速酶,且在烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸磷酸(NADPH)提供电子的情况下催化

血红素降解为1个分子的胆绿素、1个分子一氧化

碳和自由态的铁。HO在动物和人的肝脏等组织中

有3种同工酶,HO1、HO2和HO3,其中HO1是诱

导酶,而 HO2和 HO3是 组 成 酶[2-3]。随 后 的 研

究[4]还表明,HO在动物细胞内不仅具有抗氧化、抗
炎、凋亡和增生功能,而且在免疫、细胞调节和信号

转导方面起着重要作用。

HO在植物中研究较少,直到1993年,Susek
等[5]从EMS诱变的拟南芥突变体库中筛选出5个

叶绿体反向信号(即叶绿体产生的调控编码叶绿体

蛋白的一类细胞核基因表达的信号)被切断的突变

体,gun(genomeuncoupled)突变体(gun1~5),其
中gun2编码叶绿体中血红素代谢途径的血红素加

氧酶 HO。随后,Maramoto等[6]克隆了拟南芥的

HY1即 HO1基因,并且原核表达得到的E.coli粗

提物具有血红素加氧酶的活性;拟南芥 HO1基因

编码的叶绿体血红素加氧酶,AtHO1(Arabidopsis

hemeoxygenase-1),参与植物光敏色素的生物合

成,AtHO1与血红素形成1∶1复合物,且在铁氧还

原蛋白作为电子供体情况下将血红素转变为胆绿素

(BV-IXa)和CO,于是提出“尽管不同物种的 HO1
功能、亚细胞定位和辅助因子有很大差异,但是血红

素的裂解机制基本保守”[7];拟南芥 HO家族共有4
个成员(HO1,HO2-4),其中 HO1负责大部分BV
的合成,HO3和HO4也具有合成BV的功能,尤其

是在HO1缺失的情况下[8]。拟南芥 HO分为2个

亚族:HO1、HO3和HO4属于同一个亚族,HO2是

单独的1个亚族[9],HO1、HO3和 HO4都是活性

单体,能够把HO降解为BV,即具有血红素加氧酶

的功能;HO2不能结合和降解 HO,而对原卟啉Ⅸ
具有很强的亲和力[10]。有研究表明,HO1和血红

素及HO1催化血红素裂解的产物(BV-IXa和CO)
在植物根的发育、氧化损害和非生物逆境应答等方

面起着重要的作用[11-17]。这些研究为植物抗氧化防

御系统的作用机制提供了新的视角。
水稻不仅是一种重要的粮食作物,也是研究单

子叶植物遗传、代谢及发育等重要生物学问题的模

式生物,水稻中已报道存在2个HO 基因[8],但目前
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关于水稻 HO 的研究还很少。目前,我们发现水稻

HO1的原核表达存在问题(未发表),无法制备抗体

进行下一步研究。拟南芥 HO1与水稻的 HO1含

有相同的保守结构域,同源性很高,本研究拟克隆、
表达拟南芥 HO1基因,制备多克隆抗体,以期为水

稻 HO1基因的功能研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

限制性内切酶、T4连接酶及蛋白分子质量标准

均为Fermentas公司产品;DNA胶回收试剂盒购自

GeneTech公司;高保真DNA聚合酶KODFX和

反转录试剂盒 ReverTraAce-α-为日本 TOYOBO
公司产品;重组蛋白纯化介质Ni-NTA 购买于德国

QIAGEN 公 司;弗 氏 佐 剂 和 弗 氏 不 完 全 佐 剂、

X-gal、IPTG、Ampicillin(Amp)、Kanamycin(Kan)
为美国Sigma公司产品;辣根过氧化物酶(HRP)标
记的羊抗兔二抗及SuperSignalWestPicoChemi-
luminescentSubstrate购买于Pierce公司;超滤管

(30000kuMWCO)为 Millipore公司产品。

pGEM-TEasyT/A克隆载体购买于Promega
公司,pET28a表达载体为Novegen公司产品,大肠

杆菌菌株DH10B用于普通基因克隆及保存,BL21
(DE3)用于蛋白的原核表达。

新西兰大耳白兔,购自华中农业大学实验动物

中心;拟南芥Columbia、水稻Nipponbare为笔者所

在实验室保存。
1.2 引物设计和合成

根据GenBank中 AtHO1(NM_128224.2)开
放阅读框序列,设计带有酶切位点的如下引物:

AtHO1-ex-F:5′-GAATTCGTGGTTGCGGC-
TACTACTGC-3′(下划线表示EcoRⅠ位点)

AtHO1-ex-R: 5′-GCGGCCGCCTGCGCAC-
CAAATCAGGACA-3′(下划线表示NotⅠ位点)
1.3 TRIzol 法提取总 RNA

将100mg新鲜的拟南芥幼嫩叶片用液氮冷冻

研磨后,迅速转到加有1mLTRIzol的离心管中,快
速上下颠倒,使组织与提取液混匀;室温静置5min。
加入200μL的氯仿颠倒混匀,室温静置5min,4℃
12000r/min离心10min,把上清液转移至新的离

心管中,加入0.7倍的异丙醇混匀后,4℃12000
r/min离心15min,向沉淀中加入1mL的75%乙

醇(DEPCddH2O配置)清洗沉淀,4℃7000r/min

离心5min ,弃 上 清,自 然 风 干,溶 解 于 适 量 的

DEPC水中,-80℃保存备用。
1.4 RT-PCR

首先是cDNA第1链合成。于20μL反应体系

中加入5μLRNA(<5μg)溶液、1μLOligo(dT)
(50μmol/L)、2μLdNTP,65℃反应5min,迅速放

冰上冷却2min后短暂离心。再加入4μLbuffer、

2μLDTT、1μLRNaseinhibitor,37℃反应2min
后加入1μL逆转录酶,37℃反应1h。70℃反应

15min终止反应,得到cDNA第1条链。之后于25

μL反应体系中加入1μLcDNA、5μLdNTP、12.5

μL 2×buffer、上 下 游 引 物 各 0.75 μL(10
mmol/L)、4.5μLddH2O和0.5μLKODFX。程

序如下:94℃30s,55℃30s,70℃1min,30个循

环;70℃7min。所获PCR产物经1%琼脂糖电泳

后切胶回收。
1.5 重组质粒构建与鉴定

纯化的PCR产物与pGEM-TEasy载体于4℃
连接过夜。次日将连接产物转化DH10B感受态细

胞,经质粒酶切检测,阳性克隆送公司测序,并命名

为pGEM-TEasy-AtHO1。序列比对正确后,EcoR
Ⅰ/NotⅠ双酶切载体pET28a和pGEM-TEasy-
AtHO1重组质粒,回收线性载体与目标片段,连接

并 转 化 DH10B,酶 切 检 测 重 组 质 粒 pET28a-
AtHO1,并转化E.coliBL21(DE3),菌液PCR与质

粒酶切检测。
1.6 重组蛋白在大肠杆菌中的表达与检测

挑取BL21阳性单克隆摇菌,37℃250r/min
培养过夜。按1∶100的体积比转接新鲜2×YT培

养基(50ng/μL的 Kan),250r/min,37℃摇床培养

至吸光度在0.6~0.8之间,取1mL未诱导菌液后

加异丙 基 硫 代 半 乳 糖 苷(IPTG)至 终 浓 度 0.4
mmol/L,25℃诱导表达,分别于1、3、6、10h收集

1mL菌体。收集的菌体16000r/min离心1min,
弃上 清,向 沉 淀 中 加 入100μL 裂 解 缓 冲 液(50
mmol/LNaH2PO4,300mmol/LNaCl,10mmol/L
咪唑,pH8.0)超声破碎细胞,然后于4℃16000
r/min离心20min,分离上清和沉淀,沉淀用100μL
裂解缓冲液重悬,分别取30μL的上清和沉淀悬浮

液,加入5μL的6×上样buffer,沸水浴5min,短
暂离心后10%SDS-PAGE电泳,考马斯亮蓝R250
染色检测。
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1.7 重组蛋白的纯化、浓缩和质量浓度测定

根据确立的最佳诱导条件大量诱导融合蛋白,
收集菌体后用4mL裂解缓冲液重悬菌体(100mL
菌液),超声破碎细胞,然后16000r/min离心20
min,弃沉淀。与Ni-NTA孵育1h后,收集FT,用
清洗液(50mmol/LNaH2PO4,300mmol/LNaCl,

20mmol/L咪唑,pH8.0)清洗2~3次,之后用洗

脱液(50mmol/LNaH2PO4,300mmol/LNaCl,

250mmol/L咪唑,pH8.0)洗脱3次,分别收集,经

SDS-PAGE检 测 纯 度。纯 化 的 蛋 白 溶 液 首 先 用

Millipore超 滤 管 (30000 MWCO)浓 缩,3000
r/min离心30min,然后用PBS稀释浓缩的蛋白,再

3000r/min离心30min,反复4次。脱盐、浓缩后

的蛋白加入终质量分数为10%甘油保存于-80℃,
同时取1μL,经过10%SDS-PAGE检测浓度。以

上所有操作均于4℃进行。
1.8 多克隆抗体的制备

将纯化好的重组蛋白与弗氏完全佐剂混合乳

化,作为免疫原,按480μg剂量,背部脊柱和腹股沟

注射,之后采用弗氏不完全佐剂加强免疫(相同剂

量)2次,每次间隔14d,第3次免疫后进行试血,然

后再加强免疫1次后第8天颈动脉收集全血,分离

血清,加甘油至10%,保存于-80℃。
1.9 拟南芥和水稻叶片总蛋白的提取

用液氮研磨拟南芥和水稻嫩叶片至粉末,取约

0.1g于500μL的提取液(50mmol/LTris-HCl,

150mmol/LNaCl,1%NP-40,1mmol/LPMSF)中
颠倒混匀,于4℃12000r/min离心15min,上清即

为总蛋白。
1.10 Western blot 检测多克隆抗体

纯化的重组蛋白、拟南芥和水稻叶片总蛋白

SDS-PAGE分 离 后,转 至 PVDF 膜 上(50V,60
min),利用上述制备的免疫血清为一抗(1∶2500),
用辣根 过 氧 化 酶 标 记(HRP)的 羊 抗 兔 为 二 抗

(1∶5000),进行蛋白质印迹检测。

2 结果与分析

2.1 拟南芥 HO1(AtHO1)和水稻(OsHO1)的序列

比较

  从AtHO1和OsHO1的序列比对(图1),可以

看出 AtHO1和 OsHO1都属于 HO家族,它们序

列的同源性很高,达到86%,结构域也很保守。

图1 拟南芥和水稻HO1蛋白的序列比较

Fig.1 ComparisonofHO1proteinsbetweenArabidopsisandrice

2.2 拟南芥 RNA 的提取,HO1 的 RT-PCR 扩增

从拟南芥叶片中提取总RNA(图2-A),反转录

后,以cDNA为模板,依据设定条件通过PCR扩增

目的片段,扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳,得到大

小约为705bp的单一条带,与预期目的片段大小相

符(图2-B)。
2.3 重组质粒构建与鉴定

纯化的PCR产物与pGEM-TEasy载体连接,
转化E.coliDH10B,提取的质粒双酶切,1%琼脂糖

凝胶电泳后,得到目的条带的大小与PCR产物大小

相符(图3-1)。测 序 结 果 也 表 明 重 组 克 隆 载 体

pGEM-TEasy-AtHO1中 HO1序 列 及 阅 读 框 正

确,无任何突变。阳性质粒pGEM-TEasy-AtHO1
双酶切后回收的产物与同样双酶切回收的线性载体

pET28a连接,连接产物转化E.coliDH10B后提取

质粒,双酶切检测,结果(图3-2)显示目的片段(约

700bp)已 克 隆 至 表 达 载 体,被 命 名 为 pET28a-
AtHO1。pET28a-AtHO1质粒转化表达菌株E.coli
BL21(DE3)后,通过菌液PCR检测筛选阳性克隆。
2.4 重组蛋白在 E.coli BL21(DE3)中的表达

将带有pET28a-AtHO1的BL21阳性单克隆

接 种到2×YT培养基中,培养至D600=0.6~0.8
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 A:拟南芥幼苗RNA的电泳图ElectrophoresismapofArabidopsis

seedlings’totalRNA;M:1kbDNAladder;1:拟南芥幼苗的RNA

Arabidopsis(ecotypeColumbia)seedlings’RNA;B:AtHO1的 RT-

PCR产物电泳图ElectrophoresismapofAtHO1amplificationproduct

byRT-PCR;M:DNAmarker;1:AtHO1的 RT-PCR产物 AtHO1

RT-PCRproduct.

图2 拟南芥总RNA的提取(A)

和AtHO1的RT-PCR扩增(B)

Fig.2 IsolationofArabidopsistotalRNA(A)

andamplificationofAtHO1byRT-PCR(B)

 M:Trans2KPlusIIDNA Marker;1:载 体 pGEM-TEasy-
AtHO1的 EcoRⅠ 和 NotⅠ双 酶 切 产 物 Digestedproductsof

pGEM-TEasy-AtHO1byEcoRⅠandNotⅠ;2:载体pET28a-
AtHO1的 EcoRⅠ 和 NotⅠ双 酶 切 产 物 Digestedproductsof

pET28a-AtHO1byEcoRⅠandNotⅠ.

图3 pGEM-TEasy-AtHO1
和pET28a-AtHO1载体的限制性酶切鉴定

Fig.3 IdentificationofpGEM-TEasy-AtHO1
andpET28a-AtHO1byrestrictionenzymedigestion

时,加IPTG至终浓度0.4mmol/L,分别于1、3、6
和10h后取样,菌液裂解后经SDS-PAGE检测,与
未诱导的大肠杆菌总蛋白相比,诱导1h后,在28~
36ku即有目的蛋白条带的出现,随着诱导时间的

延 长,该蛋白质表达量逐步增加(图4)。进一步小

 M:Stainedproteinmarker;1:未诱导的细菌总蛋白 Totalbac-
terialproteinsbeforeIPTGadded;2~5:诱导1、3、6、10h时的总

蛋白 Totalbacterialproteinsat1h,3h,6hand10hafterIPTG

added.

图4 SDS-PAGE检测分析重组蛋白

在BL21(DE3)中的诱导表达

Fig.4 SDS-PAGEanalysisofrecombinant

proteinsinBL21(DE3)

量纯化蛋白,发现该蛋白为可溶蛋白。
2.5 重组蛋白的分离纯化和质量浓度测定

融合蛋白的纯化表达结果(图5)显示:第2次清

洗后几乎没有杂蛋白条带,说明已经基本将杂蛋白洗

去;洗脱收集液中6×His-AtHO1融合蛋白在28~36
ku之间基本呈现单一条带;脱盐及浓缩后的6×
His-AtHO1重组蛋白质量浓度大约为6μg/μL。

 M:Stainedproteinmarker;1:过柱后的收集液 Flowthrough;

2:清洗液1Washbuffer1;3:清洗液2Washbuffer2;4:菌体沉

淀Bacteriumpellet;5:洗脱液1Elution1;6:洗脱液2Elution2;

7:洗脱液3Elution3.

图5 SDS-PAGE检测重组蛋白6×His-AtHO1的纯化

Fig.5 SDS-PAGEanalysisofpurified
recombinantprotein6×His-AtHO1

2.6 AtHO1 抗血清的免疫印记分析

纯化的重组蛋白6×His-AtHO1作为免疫原

免疫新西兰兔,得到 AtHO1的抗血清。为了检测

抗血清识别抗原的特异性,对纯化的重组蛋白6×
His-AtHO1、拟南芥和水稻叶片总蛋白进行免疫印

记分析(图6),结果表明:重组蛋白、拟南芥和水稻

总蛋白泳道在28~36ku之间都呈现单一条带,且
大小一致,表明AtHO1抗血清能够识别拟南芥和
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 A:1:6μg6×His-AtHO1纯化重组蛋白6μgpurified6×His-
AtHO1;2:60μg6×His-AtHO1纯化重组蛋白60μgpurified6×

His-AtHO1;3:100μg拟南芥嫩叶总蛋白100μgArabidopsissee-
dingtotalproteins;B:1:6μg6×His-AtHO1纯化重组蛋白6μg

purified6×His-AtHO1;2:60μg6×His-AtHO1纯化重组蛋白

60μgpurified6×His-AtHO1;3:100μg水稻嫩叶总蛋白100μg

riceseedingtotalproteins.

图6 AtHO1抗血清的蛋白印记分析

Fig.6 Westernblotanalysisofanti-AtHO1antiserum

水稻内源的HO1蛋白。

3 讨 论

本试验成功克隆了拟南芥 HO1基因,通过在

大肠杆菌中表达 HO1重组蛋白并利用镍离子亲和

层析纯化得到 HO1重组蛋白,获得了兔抗AtHO1
的抗血清。分别取拟南芥和水稻幼嫩叶片总蛋白以

及纯化的拟南芥 HO1重组蛋白作为检测样本,用
此抗血清作为 Western一抗,结果表明此抗血清能

够成功识别纯化的拟南芥 HO1重组蛋白,并且在

拟南芥和水稻幼嫩叶片总蛋白这2个待测样本中也

观察到1条在28~36ku之间的特异性信号条带。
这说明此抗血清的免疫效果较好,没有交叉反应。

目前发现在拟南芥中编码血红素加氧酶 HO
基因总共有4个,分别为 HO1(HY1)、HO2、HO3
和HO4,其中HO1,HO3和HO4属于同一个亚族,

HO2是单独的一个亚族[9]。它们氨基酸同源性分

别为:HO3与 HO1相似性是90%,HO4与 HO1
相似性是79%,而 HO2与 HO1相似性是55%。
根据软件预测拟南芥血红素加氧酶 HO全长蛋白

质分子质量分别为:HO1,32.7ku;HO3,32.4ku;

HO4,32.9ku和HO2,41.2ku,去掉预测叶绿体信

号肽后分子质量分别为:HO1,26.7ku;HO3,30.3
ku;HO4,29.8ku和 HO2,31.5ku。在水稻中发

现存在2个 HO 基因[8],根据软件预测 OsHO1和

OsHO2蛋白质全长分子质量分别为31.9、36.5
ku,去掉 预 测 叶 绿 体 信 号 肽 后 分 子 质 量 分 别 为

25.6、31.6ku,它们氨基酸序列相似性是73%。拟

南芥HO1和水稻HO1氨基酸相似性是86%,具有

相同的保守结构域(图1),在以AtHO1抗血清为一

抗的 Western实验中,拟南芥和水稻叶片总蛋白中

呈现单一信号条带并且分子质量与拟南芥 HO1重

组蛋白相似(图6),笔者推测原因可能是:(1)软件

预测的叶绿体信号肽不够准确,预测的叶绿体信号

肽的长度比实际的长度要长,所以纯化的拟南芥

HO1重组蛋白加上表达载体标签上的分子质量才

与拟南芥和水稻中内源蛋白相似;(2)拟南芥和水稻

中HO蛋白同源性都比较高而且分子质量差异很

小,本试验中分离蛋白用的是10%的SDS-PAGE
mini分离胶,分辨率不够,几个 HO蛋白在胶上很

难分离开,所以只杂交出单一条带;(3)文献中报道

拟南芥中 HO3和 HO4基因在转录水平上的表达

量远低于 HO1[8],有可能是它们的杂交信号非常

弱,不能在胶片上显示出来。拟南芥 HO2与 HO1
同源性较低,HO1抗血清可能不能识别它。

综上所述,笔者认为本试验制备的兔抗AtHO1
抗血清能够识别拟南芥和水稻的 HO1蛋白,其免

疫性和特异性都很好。研究表明 HO1蛋白是光敏

色素原合成途径中的重要蛋白,而且最近的研究发

现 它 还 与 植 物 在 氧 化 逆 境 中 的 保 护 作 用 有 关。

Balestrasse等 [13-14]通过检测大豆经过重金属镉处

理后节结和根中 HO1和CAT(过氧化氢酶基因)

mRNA和蛋白质水平的变化,提出诱导的 HO和

CAT是植物组织应对氧化损害的一种细胞自我保

护措施。Liu等[15]通过研究发现外源的血色素和

CO水溶液有利于高盐逆境下的水稻种子的发芽和

幼苗生长。这些研究进展可为我们下一步的试验提

供思路,而且本研究制备的兔抗 AtHO1抗血清为

水稻和拟南芥这2种模式植物提供了联系的桥梁,
同时 HO1基因在拟南芥中的研究进展[6,8,10]也可为

笔者所在实验室后期对于 HO1在水稻中的功能研

究和应用研究提供理论依据。
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Genecloningandpolyclonalantiserumpreparationof
theArabidopsischloroplasthemeoxygenaseHO1

ZENGHai-yang LUOMei-zhong

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Forfurtherinvestigationofitsbiologicalfunctionsandmolecularmechanismofchloro-
plasthemeoxygenaseHO1,therecombinantproteinexpressionvectorpET28a-AtHO1wasconstructed
andtransformedintoE.coliBL21(DE3)toexpresstherecombinantprotein.AtHO1fusionproteinwas
highlyexpressedasasolubleproteinof28-36ku.AfterpurificationwithNi-NTAaffinitychromatogra-
phyanddesalting,thefusionproteinwasusedasantigentopreparepolyclonalantiseruminNewZealand
rabbits.Westernblotanalysisshowedthattheantiserumcouldrecognizetherecombinantprotein6×
His-AtHO1specificallyandabandbetween28kuand36kuofArabidopsisandricetotalproteins,indi-
catingthattheantiserumcouldreacttotheArabidopsisandricenativeproteinspecifically.Therefore,

thepolyclonalantiserumobtainedbyimmunizingrabbitswiththepurifiedfusionprotein6×His-AtHO1
canbeusedforfunctionalanalysisofHO1inrice.

Keywords Arabidopsis;rice;chloroplasthemeoxygenase;prokaryoticexpression;Westernblot
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