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　　摘要：构建拟南芥自噬相关基因ＡＴＧ８ｅ的原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ，转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，
并用异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导得到融合蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ。ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ蛋白首先用谷胱甘肽琼脂
糖凝胶树脂亲和纯化，然后用凝血酶酶切去除谷胱甘肽Ｓ移换酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简称ＧＳＴ）标签，最后十二
烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）割胶
纯化，用纯化后１４ｋｕ的ＡＴＧ８ｅ蛋白免疫家兔４次得到抗血清，纯化抗血清制备高效 ＡＴＧ８ｅ多克隆抗体。提取野生
型拟南芥和 ＡＴＧ８ｅ超表达植株叶片总蛋白做免疫印迹检测，结果在２种基因型植物叶片蛋白样品中均能检测到与
ＡＴＧ８ｅ分子量大小一致的条带，且ＡＴＧ８ｅ超表达植物中ＡＴＧ８ｅ积累量明显高于野生型。成功制备了拟南芥ＡＴＧ８ｅ蛋
白多克隆抗体，为研究ＡＴＧ８ｅ在自噬中的作用奠定了试验基础。
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　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是真核生物中进化保守的、对细胞内物
质如蛋白质或细胞器进行降解、促进物质循环利用的重要过

程［１－２］。在自噬发生的过程中，生物体先形成１个自噬吞噬
泡（ｐｈａｇｏｐｈｏｒｅ），将细胞质物质包裹起来，吞噬泡逐渐形成１
个双层膜自噬体（ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ），其外膜会与液泡膜融合，
内膜及其包裹物（ａｕｔｏｐｈａｇｉｃｂｏｄｙ）进入到液泡腔被水解酶分
解［３］。研究表明，一系列自噬基因（ａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，
简称ＡＴＧ）会组成功能单元参与自噬进程，如其中参与成膜
过程的２个类泛素化系统———ＡＴＧ８耦合系统［４］和ＡＴＧ１２耦
合系统［５－６］。ＡＴＧ８蛋白在自噬中发挥作用是一个类泛素化
的过程，ＡＴＧ８蛋白前体的Ｃ端被 ＡＴＧ４剪切，使其 Ｃ端甘氨
酸残基暴露，接着被剪切后的 ＡＴＧ８会在 ＡＴＧ７（Ｅ１类似酶）
催化下结合 ＡＴＧ３（Ｅ２类似酶），然后在 ＡＴＧ１２－ＡＴＧ５·
ＡＴＧ１６（“－”代表共价结合，“·”代表非共价结合）复合物
（Ｅ３类似酶）作用下，ＡＴＧ８可以与磷脂酰乙醇胺（ＰＥ）连接组
成ＡＴＧ８－ＰＥ［４］。ＡＴＧ８－ＰＥ锚定于自噬体膜上，参与自噬体
膜的形成［７］。因此可根据ＡＴＧ８－ＰＥ的积累量来衡量植物的
自噬程度，从而比较不同基因型植物之间自噬发生的差异，筛

选能参与自噬调控途径的新基因，对于揭示植物自噬的分子

途径具有重要意义。

自噬在植物的生长发育和胁迫响应中发挥重要作用。研

究表明，拟南芥中至少有３６个基因与酵母 ＡＴＧ基因同源且
具有相似作用，参与植物的免疫反应［８］、叶片衰老及环境胁

迫应答等［９］。为了研究植物自噬，以 ＡＴＧ８家族 ９个成员

（ＡＴＧ８ａ～ＡＴＧ８ｉ）［１０］之一的 ＡＴＧ８ｅ作为切入点，构建 ＡＴＧ８ｅ
基因的原核表达载体，转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３），用异丙基
硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称ＩＰＴＧ）诱
导产生融合蛋白 ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ，最后用切去谷胱甘肽 Ｓ移换
酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简称 ＧＳＴ）标签并纯化过的
ＡＴＧ８ｅ免疫家兔，心脏采血后收集血清，制备多克隆抗体。
为证明制备的多克隆抗体的有效性，构建重组质粒ｐＢＩ１１１Ｌ－
ＡＴＧ８ｅ，利用花序侵染法［１１］转化野生型拟南芥，得到 ＡＴＧ８ｅ
超表达植物，提取野生型拟南芥和 ＡＴＧ８ｅ超表达植物叶片总
蛋白，用于免疫印迹检测。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　植物、细菌和载体　野生型拟南芥Ｃｏｌｕｍｂｉａ（Ｃｏｌ）、大
肠杆菌ＴＯＰ１０菌株、大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株、野生型拟南
芥ｃＤＮＡ、农杆菌ＧＶ３１０１菌株、二元载体 ｐＢＩ１１１Ｌ［１２］、原核表
达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１均由笔者所在实验室留存。
１．１．２　试剂　高保真 ＤＮＡ聚合酶（ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ），ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购于
ＴａＫａＲａ公 司；ＤＮＡ 纯 化 回 收 试 剂 盒 （ＵｎｉｖｅｒｓａｌＤＮＡ
ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ）、质粒小提试剂盒（ＴＩＡＮｐｒｅｐＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄ
Ｋｉｔ）购于天根生化科技（北京）有限公司；异丙基－β－Ｄ－硫
代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）、弗氏完全佐剂 （Ｆｒｅｕｎｄｓａｄｊｕｖａｎｔ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ）和弗氏不完全佐剂（Ｆｒｅｕｎｄｓａｄｊｕｖａｎｔｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ）购
于Ｓｉｇｍａ公司；ＧＳＴ标签蛋白纯化柱填料 ｐｒｏｔｅｉｎＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦａｓｔＦｌｏｗ、凝血酶 （Ｔｈｒｏｍｂｉｎ）、表面活性剂
（ＳＩＬＷＥＴ Ｌ－７７）、０４５μｍ硝酸纤维素（ＮｉｔｒｏＣｅｌｌｕｌｏｓｅ）膜
购于ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记
的羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，简称 ＩｇＧ）购于北
京康为世纪生物科技有限公司；尿素购于 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＥＣＬ
工作液（Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ１，Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ２）购于 Ｂｉｏ－
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Ｒａｄ公司；特异性引物由上海立菲生物技术有限公司合成。
１．２　试验方法
１．２．１　原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ的构建　根据
拟南芥官方网站ＴＡＩＲ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／）公布的
ＡＴＧ８ｅ基因序列，设计引物：

Ｆ：５′－ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＴＡＡＡＧＧＡＡＧＣＡＴＣＴＴＴ－３′；
Ｒ：５′－ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＡＴＴＧＡＡＧＡＡＧＣＡＣＣＧＡＡ－３′。
Ｆ和Ｒ中下划线的碱基序列为ＢａｍＨⅠ的酶切位点。以

野生型拟南芥 ｃＤＮＡ为模板，以 Ｆ和 Ｒ为上下游引物扩增
ＡＴＧ８ｅ片段。ＰＣＲ程序：９４℃ ２ｍｉｎ；９８℃ １０ｓ，５３℃ １５ｓ，
７２℃３０ｓ，４０个循环；７２℃ ２ｍｉｎ。将 ＰＣＲ扩增产物 ＡＴＧ８ｅ
用ＢａｍＨＩ酶切后连至原核表达载体 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１，用转化
ＣａＣｌ２法制备大肠杆菌感受态细胞ＴＯＰ１０，挑取生长正常的单
菌落摇菌，提质粒进行酶切验证，将鉴定结果正确的质粒送华

大基因测序。

１．２．２　融合蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ的诱导表达和纯化　将测序
正确的重组质粒ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ转化大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３），挑取生长正常的单克隆于含有１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉
素的２×ＹＴ（１６ｇ／Ｌ胰蛋白胨，１０ｇ／Ｌ酵母提取物，１５ｇ／Ｌ
ＮａＣｌ）液体培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养至菌液Ｄ６００ｎｍ约为
０．８时，加诱导剂ＩＰＴＧ，使其在菌液中的终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，
２０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ诱导表达约 ２０ｈ；４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ收菌，菌体沉淀用磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅ，简称 ＰＢＳ）（１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
１０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．８ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ值
７３）重悬；超声破菌后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，分别
收集上清液和沉淀，后者用 ＰＢＳ重悬。取诱导前菌液、诱导
后菌液、破菌后上清液、破菌后沉淀各５０μＬ，十二烷基硫酸
钠 －聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－
ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）检测融合
蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ的表达情况。电泳结束后，用半干转膜仪
将蛋白样品转到 ０．４５μｍＮＣ膜上并用丽春红对膜瞬时染
色，之后用 ＴＢＳＴ缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值 ７．５，
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０）洗去浮色，室温条件下用
封闭液（含０．０５ｇ／ｍＬ脱脂奶粉的ＴＢＳＴ缓冲液）封闭１ｈ，加
入用封闭液稀释的Ａｎｔｉ－ＧＳＴ（１∶５０００）４℃过夜孵育，次日
用ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次，每次５ｍｉｎ，加入用封闭液稀释的羊
抗兔ＩｇＧ（１∶１００００）室温孵育１ｈ，用ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次，
每次１０ｍｉｎ，加入ＥＣＬ显色液用化学发光凝胶成像系统成像。

收集同样条件下用 ＩＰＴＧ诱导的菌液 ４００ｍＬ，４℃、
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；菌体沉淀用２０ｍＬＰＢＳ重悬；超声破
菌后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，收集上清液并用
０．４５μｍ滤膜过滤；将过滤后的上清液与１ｍＬＧＳＴ标签蛋白
纯化柱填料ｐｒｏｔｅｉｎＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦａｓｔＦｌｏｗ于室温孵
育１ｈ，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；用１０个柱体积的 ＰＢＳ
洗涤柱上杂蛋白，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；加入５０μＬ
凝血酶（１Ｕ／μＬ）于９５０μＬＰＢＳ中，柱上切除标签蛋白（室温
１２～１６ｈ），４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集酶切后的蛋白；
用１ｍＬ还原型谷胱甘肽（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）洗脱液洗脱标签蛋白。
收集每步样品５０μＬ进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定［１３］。为了得到更

纯净的目的蛋白，后续对ＡＴＧ８ｅ进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ割胶纯化，

并以牛血清白蛋白（ＢＳＡ，质量浓度梯度依次为 １．０、０．５、
０．２５、０．１２５ｍｇ／ｍＬ）为对照，对其浓度进行分析评估［１４］。

１．２．３　ＡＴＧ８ｅ抗血清的制备及验证　购买３只饲养２个月
的健康成年家兔，初免家兔的抗原是等体积ＡＴＧ８ｅ蛋白与弗
氏完全佐剂的混合物，免疫剂量为２００μｇ／只。第１４天后进
行第２次免疫，第２８、第４２天分别进行第３、第４次免疫，第
２、３、４次加强免疫家兔所用抗原是等体积ＡＴＧ８ｅ蛋白与弗氏
不完全佐剂的混合物［１５］，免疫剂量为１００μｇ／只。３次加强
免疫之后，对家兔心脏采血，将其血液于３７℃放置１ｈ，４℃
冰箱过夜，４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集血清并分装，
于 －８０℃ 储存备用。

分别吸取０．３、３、３０ｎｇ纯化后的ＡＴＧ８ｅ蛋白进行ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ。以ＡＴＧ８ｅ兔抗血清（１∶１０００）为一抗，羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶１００００）为二抗，进行免疫印迹检测。
１．２．４　纯化 ＡＴＧ８ｅ兔抗血清　取约 ０．６ｍｇ纯化后的
ＡＴＧ８ｅ进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；电泳结束以后，用半干转膜仪将蛋
白样品转到 ０．４５μｍ ＮＣ膜上；在室温条件下，用含
０．０５ｇ／ｍＬ脱脂奶粉的ＴＢＳ缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ
值 ７．４，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０）将抗原结合区
域封闭 １ｈ；之后将膜切成约为 ２ｍｍ２小方块，装入含有
ＡＴＧ８ｅ抗血清的离心管中，４℃过夜孵育；次日用ＴＢＳ缓冲液
洗膜３次，每次５ｍｉｎ；用ＰＢＳ（２０ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４，ｐＨ值７．２，
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）洗膜３次，每次５ｍｉｎ；加入５００μＬ洗脱液
（１００ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，ｐＨ值２．５），室温孵育１０ｍｉｎ；吸取洗脱
液甘氨酸于新的１．５ｍＬ离心管中，加入５０μＬ１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ值８．０），弹甩混匀，测浓度并分装后于 －８０℃储存
备用。

１．２．５　ＡＴＧ８ｅ超表达植物的获得
１．２．５．１　构建ｐＢＩ１１１Ｌ－ＡＴＧ８ｅ重组载体　用限制性内切酶
ＢａｍＨⅠ从ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ上切下ＡＴＧ８ｅ基因片段，连
接到同样用ＢａｍＨⅠ酶切的载体ｐＢＩ１１１Ｌ上，用转化ＣａＣｌ２法
制备大肠杆菌感受态细胞 ＴＯＰ１０，挑取生长正常的单菌落摇
菌，提质粒酶切验证。

１．２．５．２　花序侵染法转化野生型拟南芥植株　将重组质粒
ｐＢＩ１１１Ｌ－ＡＴＧ８ｅ电击转化农杆菌ＧＶ３１０１菌株，挑取单克隆
于加入５０μｇ／ｍＬ庆大霉素、５０μｇ／ｍＬ卡那霉素、２５μｇ／ｍＬ
利福平的ＬＢ液体培养基中，２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养，至 Ｄ６００ｎｍ
约为１．２时收菌；菌体用５００ｍＬ渗透缓冲液［５％蔗糖（质量
浓度），０．０５％（体积分数）ＳＩＬＷＥＴ Ｌ－７７］重悬；将侧枝丰
富的野生型拟南芥植株进行蘸花，时间约为４５ｓ；蘸花后植物
上收取的种子为转基因Ｔ１代。
１．２．５．３　ＡＴＧ８ｅ超表达Ｔ３代植物的获得　Ｔ１代植株用含有
５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＭＳ培养基初筛，将挑出的绿色植物移
栽到基质土上继续生长，待植物果荚成熟后，单颗收取 Ｔ２代
种子；Ｔ２代转基因植株的鉴定主要从蛋白水平上检测 ＡＴＧ８ｅ
的表达，挑选出ＡＴＧ８ｅ高表达植株单株收取Ｔ３代种子；对Ｔ３
代植株分别从ＡＴＧ８ｅＲＮＡ转录水平以及蛋白表达水平进行
检测。

１．２．６　ＡＴＧ８ｅ多克隆抗体特异性检测　取在基质土上生长３
周龄的野生型拟南芥和 ＡＴＧ８ｅ超表达 Ｔ３代植株叶片于
１．５ｍＬ离心管内并称质量。将各组植物样品研磨成粉末，
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１ｍｇ植物量加入１０μＬ蛋白提取液（１２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
ｐＨ值６．８，２０％甘油，４％ ＳＤＳ，１％ β－巯基乙醇），６５℃干浴
处理２ｈ，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸上清液于新的１．５ｍＬ
离心管内，－８０℃储存备用。取１０μＬ植物蛋白样品进行尿
素－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（６ｍｏｌ／Ｌ尿素），用已制备的 ＡＴＧ８ｅ多克隆
抗体进行免疫印迹检测。

２　结果与分析

２．１　鉴定ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ原核表达载体
将构建的原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ用ＢａｍＨ

Ⅰ酶切鉴定插入，得到５０００ｂｐ的载体骨架和约为３７０ｂｐ的
目的片段（图１的泳道１和泳道２）。之后用 ＥｃｏＲⅠ鉴定插
入方向，琼脂糖凝胶电泳呈现５０００ｂｐ的载体骨架以及为约
为３００ｂｐ的片段插入（图１的泳道３和泳道４），对插入方向
为正向的２号重组质粒测序。测序结果完全准确，表明成功
构建了ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ载体。

２．２　重组蛋白的诱导表达和纯化
对诱导前菌液、诱导后菌液、破菌后上清液、破菌后沉淀

４个样品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（图２）。在诱导后菌液和破菌后的
上清液样品中均检测到高表达量的蛋白条带（３７～５０ｋｕ）
（图２的泳道２和泳道３），说明该蛋白在试验条件下是可诱
导的，且大部分是以可溶性形式存在的。已知 ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ
分子量理论值为４０ｋｕ，根据胶图结果推测极有可能成功诱导
表达了融合蛋白 ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ；为进一步确定诱导高表达的
为融合蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ，用 Ａｎｔｉ－ＧＳＴ做免疫印迹，检测到
大小和融合蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ分子量吻合的特异性条带，说
明融合蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ在大肠杆菌中成功表达。

　　将融合蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ经谷胱甘肽琼脂糖凝胶树脂亲
和纯化，用凝血酶酶切去除 ＧＳＴ标签，之后对 ＡＴＧ８ｅ进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ割胶再纯化。用 ＢＳＡ（质量浓度依次为 １．０、
０．５、０．２５、０．１２５ｍｇ／ｍＬ）定量，测得 ＡＴＧ８ｅ质量浓度约为
０．３ｍｇ／ｍＬ（图３）。
２．３　ＡＴＧ８ｅ多克隆抗体的效价检测和制备

用分离纯化得到的ＡＴＧ８ｅ蛋白免疫家兔，收集免疫４次
后的兔抗血清做免疫印迹检测。结果显示，１∶１０００稀释后
的ＡＴＧ８ｅ兔抗血清能清晰检测到３ｎｇＡＴＧ８ｅ蛋白（图４）。
证明兔抗血清效价比较高，后续可以纯化抗血清制备高质量

的ＡＴＧ８ｅ多克隆抗体。

２．４　ＡＴＧ８ｅ多克隆抗体对拟南芥内源ＡＴＧ８ｅ蛋白的特异性
检测

提取３周龄野生型拟南芥和２＃、３＃ＡＴＧ８ｅＯＥ（ＯＥ表示基
因过表达）Ｔ３代植株叶片 ｃＤＮＡ，做半定量 ＰＣＲ检测 ＡＴＧ８ｅ
在２种基因型植株中的表达水平（图 ５），以 ＵＢＱ１０作为内
参。结果显示，２＃、３＃ＡＴＧ８ｅＯＥＴ３代植株ＡＴＧ８ｅ的表达量相
较于野生型拟南芥植株明显增多。之后提取野生型拟南芥和

２＃、３＃ＡＴＧ８ｅＯＥＴ３代植株叶片蛋白，每孔上样 １０μＬ进行
Ｕｒｅａ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（６ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ）电泳，Ａｎｔｉ－ＡＴＧ８ｅ多克隆
抗体免疫印迹检测结果如图 ６所示。以野生型拟南芥为对
照，２＃、３＃ＡＴＧ８ｅＯＥ Ｔ３代植株叶片蛋白样品中 ＡＴＧ８ｅ和
ＡＴＧ８ｅ－ＰＥ的积累量明显上调，尽管 ＡＴＧ８ｅ－ＰＥ分子质量
比ＡＴＧ８ｅ大，但是由于ＡＴＧ８ｅ－ＰＥ疏水性极强，其迁移率较
ＡＴＧ８ｅ快［１６］；对应的是其考马斯亮蓝染液染胶结果，表明样

品上样量一致性很高。这说明制备的 ＡＴＧ８ｅ多克隆抗体能
够特异性识别拟南芥内源ＡＴＧ８ｅ。

３　讨论与结论

已有报道表明，自噬相关基因在真核生物进化中高度保

守［１０］，说明自噬对于机体正常有序的生命活动具有重要意

义。在动物中，自噬与癌症、神经衰退型疾病、长寿有关［１７］。
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在植物体中，自噬与胁迫响应［８］、病原体侵害［１８］、衰老［１９］相

关。ＡＴＧ８基因在细胞自噬过程中发挥了重要作用，由于
ＡＴＧ８家族的ＡＴＧ８ｅ在细胞内主要以 ＡＴＧ８ｅ和 ＡＴＧ８ｅ－ＰＥ
这２种形式存在，后者可以通过ＰＥ基团锚定在自噬体膜上，
参与自噬体成膜过程［７］，ＡＴＧ８ｅ－ＰＥ的积累量能够表征植物
个体自噬发生的程度。通常检测植物体自噬的分子标记有２
种，一是单丹磺酰尸胺染色［２０］，它的缺点是可以使自噬体及

所有酸性液泡都被染色，属于非特异性的，不是最佳自噬检测

方法。二是ＡＴＧ８蛋白的Ｎ端加绿色荧光蛋白ＧＦＰ［２０－２２］，可
以在荧光显微镜下观察ＡＴＧ８的定位，也可以利用 ＧＦＰ多克
隆抗体做免疫印迹检测ＧＦＰ－ＡＴＧ８和剪切后游离的ＧＦＰ积
累量，间接估计自噬的程度，还可以用 ＡＴＧ８ｅ蛋白多克隆抗
体检测植物内源 ＡＴＧ８ｅ和 ＡＴＧ８ｅ－ＰＥ积累量，这对于研究
自噬很有价值。另外，利用制备的ＡＴＧ８ｅ多克隆抗体做免疫
印迹，可检测不同基因型拟南芥植株在非生物胁迫响应，如营

养饥饿、氧胁迫、干旱等条件下，不同药物如刀豆素 Ａ
（ｃｏｎｃａｎａｍｙｃｉｎＡ）、Ｅ－６４ｄ、ＢＴＨ 等 处 理 时 ＡＴＧ８ｅ和
ＡＴＧ８ｅ－ＰＥ的积累量，从而表征植物自噬发生的程度，是研
究植物体自噬的有效工具。

本研究构建重组质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＡＴＧ８ｅ，在大肠杆
菌系统下诱导表达融合蛋白 ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ，但引进标签 ＧＳＴ
所占比例过大，可能会影响目的蛋白活性，决定用切除标签

ＧＳＴ的ＡＴＧ８ｅ蛋白免疫健康成年家兔制备多克隆抗体。本
试验采用凝血酶酶切４０ｋｕ融合蛋白ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ，将其分为
１４ｋｕ的ＡＴＧ８ｅ和２６ｋｕ的ＧＳＴ２个部分，１４ｋｕ的ＡＴＧ８ｅ因
无ＧＳＴ结合位点，故从ＧＳＴ柱上流穿，而带有２６ｋｕＧＳＴ标签
的融合蛋白会结合在柱子上，这样就可以将目的蛋白 ＡＴＧ８ｅ

与融合蛋白 ＧＳＴ－ＡＴＧ８ｅ成功分离［２３］。为了得到高效价的

ＡＴＧ８ｅ蛋白，不仅先用 ＧＳＴ柱亲和纯化，还将凝血酶处理的
目的蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ割胶再纯化。最后在检测植物内
源ＡＴＧ８ｅ表达量时，不仅用了野生型拟南芥植株，还采用
ＡＴＧ８ｅ过表达材料 ＡＴＧ８ｅＯＥＴ３代充分证实制备的 ＡＴＧ８ｅ多
克隆抗体有效。
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张世乔，王瑞峥，江　洪，等．中国水稻产量受水分胁迫影响的Ｍｅｔａ分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１８）：５１－５４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．１８．０１３

中国水稻产量受水分胁迫影响的 Ｍｅｔａ分析
张世乔，王瑞峥，江　洪，张林静，张金梦

（江苏省地理信息技术重点实验室／南京大学国际地球系统科学研究所，江苏南京２１００９３）

　　摘要：运用整合分析（Ｍｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ）方法，定量研究大尺度空间和时间范围内不同程度水分胁迫对我国水稻产
量与千粒质量的影响，同时定量研究水稻在不同生长阶段受到水分胁迫所造成的减产效果，用科学手段应对季节性干

旱或突发性旱灾，从而在最大程度上避免水稻大量减产。通过检索并收集国内外主流期刊的共９３篇文献的试验数
据，完成水稻产量和水分胁迫数据库的建立，从而实现了运用Ｍｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ方法比较分析水分胁迫对中国水稻产量
的影响。与常规灌溉相比，不同生长期水分胁迫对水稻产量均有不同程度的减产效果，且土壤水势越低，减产效果越

明显。在营养生长阶段，水分胁迫造成水稻平均减产１９．１１％（９５％置信区间减产１６．８６％～２１．３０％）；在营养生长与
生殖生长并进阶段，水稻平均减产 ２６．０７％（９５％置信区间减产 ２４．７３％ ～２７．３８％）；在生殖生长阶段，平均减产
１３．７１％（９５％置信区间减产７．９０％ ～１９．１５％）。可以看出，营养生长与生殖生长并进阶段是影响水稻结实的关键时
期，保证该阶段水稻供水充足是确保水稻产量的重要措施，避免水稻在该时期遭遇旱灾是降低水稻减产量的有效手段。
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作者简介：张世乔（１９９２—），男，江西景德镇人，硕士研究生，研究方
向为大数据与粮食安全。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｓｈｉｑｉａｏ３０３９＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：江　洪，博士，教授，主要从事全球变化、生态模拟、大气遥
感、碳氮循环、生态水文等方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉａｎｇｈｏｎｇ＿ｃｈｉｎａ＠
ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　粮食是人类生存的物质基础，也是一个国家社会稳定、经
济发展的重要组成部分。７０００多年前水稻便开始在我国长
江流域被人们种植，目前，世界上近一半人口以大米为主食。

作为水稻的原产区，我国水稻主产区主要是东北地区、长江流

域、珠江流域等。２１世纪以来，随着人类活动的加剧，全球环
境发生了巨大的变化，环境的巨大变化影响并改变了全球生

态系统的结构组成和服务功能，同时也影响了水稻的生长和

发育。水稻喜高温、多湿、短日照，其耐旱性介于旱生植物和

水生植物之间，它们对水分胁迫的感应较为敏感。因此，有必

要研究一定程度的水分胁迫对我国主要水稻产区中水稻种植

的影响，从而为评估干旱对水稻产量的影响以及如何进行精

细农业耕作和预防干旱提供科学理论依据。

生态试验的目的在于验证某一类或者某个特定的假说，

其试验结果往往局限于某一特定时间、地点、环境和试验对

象，事实上，通过单个试验无法验证一类假说的正确与否［１］。

在生态学中，绝对重复试验是无法实现的，但是利用大量独立

试验得出一般结论是十分必要的。Ｍｅｔａ分析方法是一种对
同一主题下大量独立试验结果进行综合归纳的统计方法［２］，

简单来说，Ｍｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ是运用统计学原理，通过收集、整理
与分析之前学者、专家针对某个主题所作的众多研究数据，从

而找出需要研究的问题或所关注的变量之间的明确关系模

式。Ｍｅｔａ分析的雏形可以追溯到 １９０４年英国统计学家
Ｐｅａｒｓｏｎ用统计的方法分析１１份有关伤寒疫苗效果的研究，
他期望用此方法归纳出明确的结论［３］，１９７６年，美国教育学
家ＧｅｎｅＧｌａｓｓ（是Ｍｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ这个名词的首创者）创造了
效应值（ｅｆｆｅｃｔｓｉｚｅ）这一指标来代表通过统计分析去整合与
分析众多相同主题的实证研究，以期获得最有代表性的结论

的过程与方法［４］，同时，他也是真正意义上最早提出 Ｍｅｔａ分
析的科学家。Ｍｅｔａ分析方法在９０年代才开始被生态学家应
用于生态学领域，第一部生态学 Ｍｅｔａ分析专著是 Ｇｕｒｅｖｉｔｃｈ
于１９９３年出版的［５］，并同时发行了第一版 ＭｅｔａＷｉｎ软件包。

—１５—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１８期


