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植物水孔蛋白PIP2表达量快速无标记检测
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摘要:相较于传统的抗体检测,适配体更易于大量快速合成,且可和多种检测技术相结合,

在蛋白检测方面具有巨大的潜力.水孔蛋白作为生物体内水分跨膜运输的主要途径,了解其

表达量的变化在植物水代谢研究中有着重要意义.利用传统的混合列分法构建了8个C端

恒定半胱氨酸残基的类肽适配体文库,结合表面等离激元共振成像技术,筛选得到能特异性

结合高等植物水孔蛋白PIP2的类肽适配体PPA7,其亲和力 KD 高达2.52×10-9mol/L.利
用PPA7检测了石竹玻璃化和正常植株的水孔蛋白表达量,结果表明,石竹玻璃化植株的水

孔蛋白表达量显著高于正常植株.研究提供了一种新的植物蛋白定量检测策略,也为进一步

明确水孔蛋白在组培苗玻璃化发生中的作用奠定了基础.
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0 引 言

水孔蛋白(aquaporin,AQP)是一类膜内在蛋

白[1].植物 AQP既可运输水分,也可运输CO2、

Na+、K+、Ca2+等,在光合作用、蒸腾作用、气孔运

动、种子萌发、受精、果实发育以及环境应答等过

程中都起着重要作用[2-4].根据氨基酸序列及结构

特征,植物AQP通常被分为5类:质膜内在蛋白

(plasmamembraneintrinsicproteins,PIPs)、液
泡 膜 内 在 蛋 白 (tonoplastintrinsicproteins,

TIPs)、类 Nod26膜 内 在 蛋 白(nodulin26-like
intrinsicproteins,NIPs)、小分子碱性膜内在蛋白

(smallandbasicintrinsicproteins,SIPs)和未表

征功 能 的 膜 内 在 蛋 白 (Xintrinsicproteins,

XIPs)[5].其中PIPs位于质膜上,分为PIP1、PIP2
和PIP33个亚类.PIP2较其他种类的水孔蛋白

具有高的水分运输活性及结构保守性[6-8].AQP
的快速定量检测对于其功能研究具有重要的意

义.
目前,植物水孔蛋白定量检测主要采用传统

的 Western方法,但该方法精度较低[9],不能完全

反映植物中水孔蛋白的表达情况.另外,Western
方法需要特异性抗体,由于抗体的制备周期较长、
成本较高,且一些植物的水孔蛋白并没有成熟的

市售抗体,限制了植物水孔蛋白的研究.
类肽是一类以 N-取代甘氨酸作为结构单元

的多肽模拟物,其分子骨架与多肽相同,但侧链连

接在N上,不同于多肽[10].类肽的设计与合成较

多肽更加简便高效,且具有丰富的化学多样性、良
好的稳定性、抗酶解作用和生物活性[11-14],目前已

被广泛应用于药理学、生物学、化学、材料学、生物

传感器等众多领域[15].最新研究表明,类肽在模

拟抗体[10]及生物标志物的检测[16]上具有独特的

优势,其动力学过程充分证明了其作为蛋白识别

探针的高亲和力和高特异性,在药物递送[10]、诊
断试剂[16-17]、抗菌剂[18]、药物等[15]方面显示了其

巨大的应用潜力,但类肽用于植物蛋白定量检测

还鲜有报道.
表面 等 离 激 元 共 振 成 像(surfaceplasmon

resonanceimaging,SPRi)技术是一种用于测量分

子间相互作用及其动力学过程的快速无标记、实
时高通量的生物传感技术[19].其原理是p偏振光



经由棱镜入射金属表面后在金属与玻璃交界面上

发生全反射,并与表面等离子激元发生共振现象,
由于光子将能量转移到了表面等离子激元,从而

产生强烈的光吸收现象,引起反射光能量大量衰

减,进而利用CCD成像系统收集反射光信息并转

化可以得到分子相互作用的动力学信息.SPRi作

为一种新兴的检测技术,越来越广泛地应用于生

物分子相互作用的研究中,被誉为相互作用检测

的金标准.最新研究表明,以类肽分子探针在

SPRi芯片表面构建阵列,作为一种快速有效的高

通量文库筛选、无标记生物标志物检测的新方

法[20-21],引起了广泛的关注.
玻璃化是植物组织培养过程中经常出现的一

种生理失调或生理病变.玻璃化植株水分代谢失

调,组织超度含水,叶片呈半透明水浸状,脆弱易

碎,成活率低,是植物组织培养中亟待解决的一大

难题[22-23].但目前玻璃化发生的机制尚未有统一

的认识.明确植物水孔蛋白表达量与玻璃化发生

的关系对于深入阐明玻璃化机制具有重要意义.
本研究构建8单元的类肽适配体展示肽库,

并通过SPRi技术筛选出与植物水孔蛋白PIP2
具有高亲和力、高特异性的适配体,同时用筛选出

的适配体检测石竹玻璃化植株水孔蛋白表达的变

化,为植物水孔蛋白研究提供新的方法和策略,同
时探讨玻璃化发生机制.

1 实验部分

1.1 类肽库的构建

通过一株一物(OBOC)法进行组合类肽库的

合成[16,24],利用Rink-Amide树脂作为载体引导

固相合成.每个残基采用亚单元法进行合成,即第

一步是酰化反应,卤代乙酸经由二异丙基碳二亚

胺(DIC)活化后与上一步末尾的胺反应;第二步

是取代反应,通过SN2取代反应,让一个伯胺进

攻并取代卤素以形成N-取代甘氨酸单体.在亚单

元法的SN2取代反应中,树脂被分为8等份分置

于8个合成管中,分别与类肽文库中所包含的8
种胺反应.反应完成后充分清洗并混匀,进行下一

步酰化反应.在所有残基合成结束后,利用甲醇收

缩30min,干燥后将树脂与标记有PIP2保守序

列多肽(购自吉尔生化)的磁珠充分混合,在外加

磁场下收集吸附有磁珠的树脂,放入384孔板,每

孔一个树脂,其后加入裂解液(95%三氟乙酸、

2.5%水、2.5%三异丙基硅烷)反应2h,将与

PIP2保守序列多肽有相互作用的类肽分子从树

脂上裂解下来(同时亦可移除侧链保护基团),最
后用氮气将其吹干,并封存384孔板于-80℃备

用.类肽结构由 MALDI-TOF/TOF质谱确定.
1.2 类肽微流控芯片打印

将类肽分子溶于去离子水中配制2mmol/L
浓度的类肽溶液,在40%的湿度条件下,利用生

物芯片点样仪(BioDot,美国)将类肽阵列化地打

印在裸金芯片(PlexeraBioscience,美国)表面.每
种类肽打印3个且每个点包含20nL类肽溶液.
打印完成后,芯片在4℃、80%湿度条件下孵育过

夜,然 后 用10× PBST、1× PBST、去 离 子 水

(2次)依次程序清洗芯片,每次15min.将清洗完

毕的芯片用氮气吹干,之后用50g/L脱脂奶粉封

闭过夜,再按照上述步骤程序清洗并干燥,完成后

盖上芯片盖片形成完整的流道腔室备用.
1.3 表面等离激元共振成像

SPRi方法参照Zhao等的方法[20],将制备完

成的 裸 金 芯 片 装 载 入 PlexArray HT(Plexera
Bioscience,美国)的光路系统中,平行光(660nm)
经由棱镜照射在裸金芯片表面,通过调节入射角

使之发生全反射,反射光被CCD接收.待测样品

用PBST溶解,以梯度浓度依次注入流动腔室内,
每次测量包括4步.基线获得:用PBST作为流动

相,以恒定速度2μL·s-1得到稳定的基线;结
合:样品以2μL·s-1的速度注入,作用300s;洗
脱:用PBST以2μL·s-1的速度洗脱300s;重
生:体积分数0.5% H3PO4 以2μL·s-1的速度

洗脱300s.动力学曲线的拟合及平衡解离常数

(KD)的 计 算 由 BIAevaluation4.1Software
(Biacore,Inc.,美国)完成.
1.4 植物材料的获取与准备

实验材料为石竹(DianthuschinensisL.)继
代培养过程中出现的玻璃化苗与正常苗,培养条

件为 MS+5g·L-1琼脂+25g·L-1蔗糖,培养

室光照强度为30~40μmol·m-2·s-1,光照时

间为16h·d-1,温度为(25±2)℃.分别取等量

玻璃化及正常植株的组织块,1×PBS、ddH2O梯

度充分清洗后滤纸吸干.冰盐浴条件下将植株组

织剪碎,其后1∶4加入匀浆介质(50mmol/L
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Tris-HCl,pH7.4).将变幅杆插入样品液面下,
超声波细胞破碎仪S-250D(Branson,美国)超声

处理2min,将裂解液配制10%匀浆液,4 ℃,

4000r/min离心15min,取上清液备用.

2 结果与讨论

2.1 类肽适配体展示肽库的构建

分子间作用力是分子间相互作用的决定性因

素之一,为了得到与靶标分子具有高亲和力的适

配体,展示肽库的构建需包含氢键、输水相互作

用、静电力、ππ堆积等多种分子间相互作用力,因
此选取图1(b)中展示的8种伯胺单体.OBOC法

进行文库合成时通用结构(图1(a))的C端包含

两个1,4-丁二胺(Nlys)单体,用以增加类肽分子

的溶解性,而N端的6个可变残基再合成时随机

添加8种单体,因此,本研究构建的类肽文库容量

为86.传统的类肽合成有固相合成和液相合成两

种方法:液相合成适用于合成相对分子质量较大

的类肽,其结构与序列不易控制[25];固相合成适

用于相对分子质量较小的类肽,能够更加精确地

控制类肽的序列、结构和性质[26-27].本研究采用固

相合成的方法,并在末端加入半胱氨酸,使所合成

的类肽能够更好地固定在SPRi裸金芯片表面.

(a)类肽的一般结构

(b)类肽的伯胺亚单元

图1 类肽展示肽库的结构

Fig.1 Structureofthecombinatorialpeptoidlibrary

从合成的类肽文库中随机选取10个分子,并
利用 MALDI-TOF/TOF确定其序列结构,以验

证文库的多样性和合成质量,如图2所示,10条

类肽分子序列结构不同,表明所构建的文库可靠.
高等植物PIP蛋白具有两段高度保守序列

GGGANSVATGY和 TGINPARSFGAAVIYN,

分别处于PIP蛋白的N端和C端,其较小的空间

位阻决定了其为良好的与适配体相互作用的靶

点,因此针对该两段多肽作为靶标筛选得到的适

配体,有潜力识别多种高等植物的PIP蛋白.通
过SPRi高通量筛选,得到与其具有高亲和力的

类肽分子PPA165、PPA95、PPA2596和PPA7,
作为植物水孔蛋白 PIP2精筛备选分子.其中

PPA7与两段保守序列亲和力最高,分别为1.13×
10-9mol/L和2.81×10-9mol/L(图3(b)).

2.2 植物水孔蛋白PIP2适配体的筛选

除去保守序列以外,不同高等植物的PIP2
蛋白具有不同的多肽序列,且较保守序列短肽具

有更高级的空间结构,因此适配体与不同高等植

物PIP2蛋白相互作用有所不同.利用SPRi技术

进一步对PPA7与拟南芥水孔蛋白相互作用的动

力学过程进行了表征,如图4所示植物水孔蛋
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       (1)Npip-Nlys-Nser-Nlys-Nleu-Nall-Nlys-Nlys-Cys

(2)Nbza-Nser-Nlys-Nce-Nleu-Npip-Nlys-Nlys-Cys

(3)Npip-Nall-Nlys-Nffa-Nffa-Nce-Nlys-Nlys-Cys

(4)Nlys-Nlys-Nleu-Nbza-Nser-Npip-Nlys-Nlys-Cys

(5)Nleu-Nlys-Nbza-Npip-Nlys-Nall-Nlys-Nlys-Cys

(6)Nall-Npip-Nffa-Nce-Nlys-Nce-Nlys-Nlys-Cys

(7)Nffa-Npip-Nall-Nce-Nleu-Nbza-Nlys-Nlys-Cys

(8)Nlys-Nlys-Nser-Npip-Nser-Nbza-Nlys-Nlys-Cys

(9)Nser-Nbza-Nbza-Npip-Nce-Nce-Nlys-Nlys-Cys

(10)Nlys-Npip-Nce-Nbza-Nall-Nleu-Nlys-Nlys-Cys

图2 随机选取展示肽库中10条类肽序列

Fig.2 Sequencesoftenpeptoidsrandomlyselected

fromthecombinatorialpeptoidlibrary

白PIP2与PPA7具有极高的亲和力,KD 高达

2.52×10-9mol/L.除去亲和力,特异性也是一个

评价适配体优劣的重要指标,对于蛋白的定量检

测,特异性直接影响了检测的灵敏度和信噪比,因
此本研究选取高等植物中常见的脯氨酸转运蛋白

(ProT)、γ-氨基丁酸转运蛋白(GAT),以及G蛋

白(ProteinG)作为对照,与PIP2共同作为流动

相分别与PPA7进行相互作用(流动相浓度为

91.2nmol/L),结果表明,PPA7与PIP2的结合

信号远高于ProT、GAT以及G蛋白,说明PPA7
对于PIP2具有良好的特异性.从而证明了PPA7
分子在植物水孔蛋白PIP2的检测上具有较大的

潜力和应用价值.

PPA165

PPA95

PPA2596

PPA7

(a)分子结构 (b)亲和力

图3 PIP2保守序列亲和力较高4种分子的结构与亲和力

Fig.3 StructuresoftheidentifiedtopfourPIP2-peptidebindingpeptoidsandtheirbindingaffinities
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(a)PPA7与拟南芥PIP2蛋白相互作用动力学过程表征

  (b)PPA7检测PIP2的特异性表征(n=6)

图4 PPA7与PIP2的亲和力与特异性

Fig.4 AffinityandspecificityofPPA7andPIP2

不同种类植物水孔蛋白抗体制备周期长且成

本高昂,因此快速低成本地筛选一种能够针对多

类高等植物水孔蛋白的适配体具有极其重要的意

义.本研究采用的类肽适配体,其结合位点针对

PIP2的N端与C端的高度保守结构,使得其不

同于抗体,具有识别多种高等植物PIP2蛋白的

潜力.筛选过程分为两步:第一步,以两段保守序

列短肽作为靶标,筛选出亲和力为纳摩尔级别的

类肽分子;第二步,利用拟南芥PIP2分子对粗筛

得到的类肽分子进行进一步的筛选鉴定,得到不

仅和PIP2保守序列短肽有高亲和力,同时与具

有更高级结构的PIP2蛋白依然能够高亲和特异

性结合的适配体.
2.3 植物水孔蛋白表达量检测

玻璃化植株组织高度含水,但其水分积累的

原因尚不明确.近年来研究表明,水孔蛋白参与细

胞水分运输,调节渗透势变化,植物含水量、水势

和水力导度的变化与水孔蛋白表达变化直接相

关,改变水孔蛋白表达可直接影响植株水分吸收.
但水孔蛋白表达量的变化与玻璃化的发生是否有

关尚未有相关报道.本研究利用适配体PPA7通

过SPRi法对玻璃化与正常石竹植株(图5)的水

孔蛋白表达量进行了比较,结果发现,玻璃化植株

的水孔蛋白含量显著高于正常植株.水孔蛋白表

达量的提高,可能增强了植株的水分吸收及运输

能力,而密闭的培养容器及较高的湿度使得蒸腾

作用减弱,造成水分在组织细胞内/间积累,引起

了玻璃化症状的发生.

(a)玻璃化植株的形态学特征
 
(b)正常植株的形态学特征

(c)不同稀释比例的石竹裂解液与PPA7的结合信号

(d)玻璃化石竹与正常石竹水孔蛋白表达量

图5 植株形态学特征及结合信号和水孔蛋白

表达量

Fig.5 Themorphologiesofplantsandbindingsignals,

expressionquantityofaquaporin

3 结 语

本文通过SPRi高通量筛选类肽文库的方

法,得到了一种能够高灵敏识别植物水孔蛋白

PIP2的适配体PPA7,与拟南芥PIP2的亲和力

为2.52×10-9mol/L,达到了大部分抗体的亲和
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力水平,且具有较高的特异性,可用于检测植物水

孔蛋白PIP2表达量.利用适配体PPA7成功检测

了石竹玻璃化植株水孔蛋白表达量的变化,为植

物蛋白的定量提供了新方法及策略,同时为玻璃

化试管苗发生机制的研究提供了参考.
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Rapidlabel-freedetectionofexpressionquantityofplantaquaporinPIP2

XU Ming, ZHAO Zijian, XIA Xiuying*

(SchoolofBioengineering,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Comparedwithtraditionalantibodydetectiontechniques,aptamersareeasiertoberapidly
synthesizedinlargequantities,andareeasytobecombinedwithavarietyofdetectiontechniques,

whichhasgreatpotentialinproteindetection.Asthemain wayofwatertransportacrossthe

membraneinorganism,itisofgreatsignificancetounderstandthechangesofaquaporinexpressionin

plantwatermetabolism.Aneight-merpeptoidaptamerlibrarywithoneconstantcysteineresidueon

theC-terminalissynthesizedusingtheconventionalsplit-and-poolmethod,andthepeptoidaptamer

PPA7(PIP2-bindingpeptoidaptamer7)withhighaffinityandspecificbindingtohigherplant

aquaporin(PIP2)isscreenedbysurfaceplasmonresonanceimaging(SPRi)technology.Itsaffinity
KDisupto2.52×10-9 mol/L.PPA7isusedtodetecttheexpressionquantityofaquaporinin

hyperhydricpink(DianthuschinensisL.)andnormalplants.Theresultsshowthattheexpression

quantityofaquaporininhyperhydricpink(DianthuschinensisL.)ishigherthanthatinnormalones,

whichprovidesanewquantitativedetectionstrategyforplantproteinsandlaysafoundationfor

furtherclarifyingtheroleofaquaporininhyperhydricity.

Keywords:aquaporin;PIP2;peptoidaptamers;surfaceplasmonresonanceimaging(SPRi);rapid

label-freedetection
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