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Abstract: 【Objective】In our previous study, a small heat shock protein gene OsSHSP17.6 was cloned from Oryza sativa 

and its expression was shown to be significantly up-regulated by heat shock or viral infection, suggesting that the 

OsSHSP17.6 could play an important role in both biotic and abiotic stress responses. In this study, our objective is to further 

identify the characteristics of OsSHSP17.6. 【Method】 The OsSHSP17.6 gene was sub-cloned into the plasmid pET-32a, 

a prokaryotic expression vector, and transformed into Escherichia coli BL21(DE3)pLysS for inducible expression. Then 

the recombinant protein was purified with affinity chromatography and used for native PAGE and Western-blotting assays. 

【Result】Its heterologous expression appeared to alleviate the poisonous effect of IPTG on the host E. coli. Native PAGE 

and Western-blotting assays showed that the purified recombinant OsSHSP17.6 could form homological dimers and 

oligomer in vitro. 【Conclusion】 Taken together, these findings supported the hypothesis that the protein should be 

functional molecular chaperone in vivo and indicated that OsSHPS17.6 could be involved in the stress response by its 

homological oligomerization, which could contribute to the functional identification of OsSHSP17.6. 
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摘  要：【目的】在前期研究中，本实验室已克隆了一个水稻小热休克蛋白基因(OsSHSP17.6)，并发现该基因的

表达明显受到热激和病毒侵染调控，表明该蛋白可能在逆境胁迫过程中起重要作用。本研究的目的在于进一步明

确 OsSHSP17.6 的特性。【方法】在本研究中，进一步将该基因亚克隆至原核表达载体 pET-32a 并导入大肠杆菌

E. coli BL21(DE3)pLysS 诱导表达，通过亲和层析的方法纯化了该重组蛋白，进一步用于非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳和 Western blotting 分析。【结果】异源表达的重组 OsSHSP17.6 能减轻 IPTG 对宿主菌的毒害。非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳和 Western blotting 分析显示纯化的重组 OsSHSP17.6 蛋白在体外能形成同源二聚体和寡聚体。【结

论】这些结果支持 OsSHSP17.6 是一个有功能的分子伴侣蛋白并表明该蛋白可能通过形成同源寡聚体的方式参与

逆境胁迫反应，这为进一步明确 OsSHSP17.6 的功能机制奠定基础。 
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热休克蛋白(heat shock protein，HSP)是一类高

度保守的、分子量在 10~200 kD 之间的分子伴侣蛋

白，其中小热休克蛋白(small heat shock protein，

SHSP)的分子量大小一般在 15~30 kD，且在充当分

子伴侣时不依赖 ATP[1,2]。SHSP 广泛存在于各类生

物细胞中且含量丰富，在重金属、干旱、冷冻和氧

化胁迫等诸多非生物逆境以及细胞凋亡、分化等发

育过程中发挥重要功能[3-5]。作为动植物抗逆过程中

的一道防线，SHSP 在进化过程中呈现复杂性。据

统计，哺乳动物中含有 4 个 SHSP，果蝇中有 4 个
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SHSP，细菌中有 2 个 SHSP [6]，而拟南芥中至少有

19 个 SHSP[7]，表明植物 SHSP 种类更为丰富多样。

根据进化树分析，植物 SHSP 至少被分为 14 个亚类

(subfamilies)，亚细胞定位预测显示，这些 SHSP 可

能定位于不同的细胞器，包括细胞质、细胞核、叶

绿体、线粒体、内质网、过氧化物体[7]。SHSP 在不

同细胞器中定位至少在一定程度上反应植物 SHSP

的功能多样性。最近的报道显示，植物 SHSP 不仅

参与保护植物免受非生物逆境的伤害，还可能参与

病毒等生物逆境响应过程[8]，但对于它们的功能机

制仍然了解很少。 

在前期的研究中，本实验室在研究水稻条纹病

毒与水稻互作的过程中首次发现病毒侵染可改变

SHSP 在水稻细胞内的定位和分布模式，并且水稻

条纹病毒复制酶可特异性地与水稻中一个 SHSP 在

细胞质中相互作用，表明 SHSP 参与病毒与水稻间

的互作过程[8]。基因克隆鉴定显示，该 SHSP 分子

量大小约 17.6 kD；序列分析显示该类 SHSP 在不同

的植物中是保守的，在分类上隶属于 CI 类；实时

定量RT-PCR和Western blotting分析显示热激处理

和病毒侵染都显著影响该基因的表达，且该蛋白可

能存在寡聚体的形式[9]。为了进一步确定该 SHSP

的生物学功能，本研究进一步通过异源重组表达并

利用纯化蛋白分析该蛋白的寡聚特性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

所用的水稻品种为日本晴。大肠杆菌菌株

DH5α 由北京全式金生物有限公司提供；pGEM-T 

Easy 载体购自 Promega 公司；SDS-PAGE 低分子量

蛋白标准购自 Invitrogen 公司；T4 DNA 连接酶购自

TaKaRa 公司；质粒小提试剂盒购自康为世纪生物

科技有限公司；HSP20 抗体由本实验室制备保存；

表达载体 pET-32a(+)购自 Novagen 公司；本实验所

需的引物由上海博尚生物技术有限公司合成。 

1.2  三维结构分析 

通过 HOMCOS 程序(http://homcos.pdbj.org/)对

蛋白进行三维结构预测，并采用 Rasmol 软件

(http://www.openRasmol.org)对模型结构进行分析。 

1.3  原核表达载体构建 

OsSHSP17.6 扩增及其克隆参照项聪英等[9]。取

水稻 cDNA(约 1~5 ng)作模板，采用基因特异性上

游 引 物 OsSHSP-F(CGCGGATCCATGTCGCTG 

ATCCGCCGCAG，划线部位为 BamH Ⅰ识别位点)

和下游引物 OsSHSP-R(GCGAGCTCCTAGCCGG 

AGATCTGGATG，划线部位为 SacⅠ识别位点)，

按项聪英等[9]的方法和反应条件进行PCR并构建克

隆载体。获得克隆载体后取 1~2 μg，依次加入 2 μL 

10 ×酶切反应缓冲液、1 μL BamH Ⅰ和 Sac Ⅰ及

ddH2O 至终体积为 20 μL，在 37℃水浴条件下酶切

3 h，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳检测后回收纯化目

的基因片段，然后将其连接至同样双酶切的原核表

达载体 pET-32a 质粒上，连接反应体系如下：7 μL

目的片段(50~200 ng)、1 μL 表达载体 pET-32a 质粒

(约 50 ng)、1 μL 10×连接反应缓冲液、1 μL T4 DNA 

连接酶，总体系 10 μL，4℃下连接反应约 12 h；并

将连接产物转化大肠杆菌 DH5α，通过菌液 PCR、

双酶切和测序鉴定筛选含有目的基因片段的重组

子。 

1.4  原核表达及重组蛋白纯化 

将含有目的基因的表达载体质粒导入表达菌

株 E. coli BL21(DE3)pLysS，接种于含氨苄抗生素

的固体 LB 培养基中，37℃下培养过夜；第 2 天转

接至液体培养基振荡培养，当 OD600 值约 0.6 时加

入异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)继续振荡培养

1~3 h。然后离心收集菌体，加入苯甲基磺酰氟

(Phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF)至其终浓度

为 1 mmol/L；菌体经超声波裂解后，4℃、12 000 

r/min 下离心 25 min，收集上清；再按照商家说明

使用 Ni 柱从上清液中亲和层析纯化目的重组蛋白。 

1.5  非变性 PAGE、SDS-PAGE 和 Western blot

分析 

ProtParam 程序分析 (http://web. expasy. org/ 

protparam/)显示 OsSHSP17.6 蛋白为酸性蛋白，因

此我们选用分离酸性蛋白的缓冲液[10× Tris-Gly 电

泳缓冲液： 0.25 mol/L 三羟甲基氨基甲烷(Trisbase)， 

1.92 mol/L 甘氨酸，pH 8.8]、4%浓缩胶[0.5 mL 丙

烯酰胺(30%)、1.25 mL Tris-HCl(0.5 mol/L，pH 6.8)、

3.2 mL ddH2O、50 μL 10%过硫酸铵、5 μL 四甲基

乙二胺]、9%分离胶[3 mL 丙烯酰胺(30%)、2.5 mL 

Tris-HCl (1.5 mol/L，pH 8.8)、4.5 mL ddH2O、50 μL 

10%过硫酸铵、5 μL 四甲基乙二胺]进行非变性凝胶

电泳；SDS-PAGE 参照梁国栋[10]的方法进行。总蛋

白或纯化的重组蛋白经电泳分离后，通过电转移法

将蛋白质转印到硝酸纤维素膜上，用 OsSHSP17.6

兔抗作为一抗，参照梁国栋[10]的方法进行蛋白质印

迹分析，利用 eECL Western Blot 试剂盒按照商家说

明进行显色反应，应用 Amersham imager 600(美国

GE 公司)成像系统获取图像信号。 
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2  结果与分析 

2.1  OsSHSP17.6 结构预测 

为了研究 OsSHSP17.6 蛋白的特性，首先利用

该蛋白的一级结构序列(158 aa)进行二级结构分析，

结果显示该蛋白含有 3 个 α-螺旋，8 个 β-折叠；其

C- 端 部 分 (52-143 aa) 的 α- 晶 体 蛋 白 结 构 域

(α-crystallin domain，ACD)(92 aa)[11]中含有 7 个 β-

折叠(图 1-A)，这与其他小热休克蛋白的二级结构

相似[6]；因此，我们进一步采用同源建模方式分析

该蛋白的三维结构(图 1-B~D)，表明 OsSHSP17.6

蛋白中不仅存在 α-螺旋(红色部分)、β-折叠(黄色部

分)结构，还存在 β-转角(Turn)(淡蓝色部分)以及其

他无定形结构(白色部分)。在结构模型中，该蛋白

还能够形成同源二聚体(图 1-C)或寡聚体(图 1-D)，

表明该蛋白可能以同源聚合的方式发挥作用。在二

聚体结构模型中，邻近的 2 个 OsSHSP17.6 蛋白分

子的 ACD 结构域均形成反向平行的 β-折叠且相互

靠近，表明 ACD 结构域及其中的 β-折叠在同源互

作形成二聚体过程中可能起关键作用；在同源十二

聚体中，一个单体 N-端的 α-螺旋和 C-端无规则区

域和相邻单体也相互靠近，表明 OsSHSP17.6 蛋白

的 N-和 C-端也可能在形成寡聚体过程中起一定作

用。 

2.2  OsSHSP17.6 载体构建及其重组蛋白的表达分

析 

为了构建 OsSHSP17.6 基因的原核表达载体，

我们首先通过双酶切实验从其克隆载体上切下目

的片段，再亚克隆至原核表达载体质粒 pET-32a 并

导入大肠杆菌 DH5α，双酶切、PCR 鉴定(图 2-A)

一致表明插入片段大小与预期一致，测序分析进一

步表明所筛选的重组子含有目的基因片段，且阅读

框架正确，表明我们获得正确的重组原核表达载体

质粒 pET-OsSHSP17.6。为了表达 OsSHSP17.6 重组

蛋白，重组质粒 pET-OsSHSP17.6 转化至表达菌株

E coli BL21 (DE3) pLysS，并且在含有 IPTG 的条件

下诱导表达 1-3 h；收集诱导表达后的菌液用于提取

总蛋白，采用SDS-PAGE进行检测分析结果显示(图

2-B)，在含重组质粒 pET-OsSHSP17.6 的表达菌株

样品中均存在一条分子量约 36 kD 的条带，这与预

期重组蛋白的大小一致(推测的目的蛋白分子量约

为 17.6 kDa，此外表达载体 pET-32a 载体上还有一

段包含有 Trx-、His-、S-Tag 分子量近 18.2 kD 的融

合肽段，因此，重组蛋白的分子量约 36 kD)，表明

重组 OsSHSP17.6 蛋白已在大肠杆菌中高水平表达。

随着诱导时间的增加，重组蛋白的表达量也略有增

加(图 2-B，第 7~9 泳道)。 

2.3  重组OsSHSP17.6蛋白对宿主菌的保护作用分

析 

为了确定原核表达重组 OsSHSP17.6 蛋白是否

有活性，我们进一步比较分析 IPTG 处理条件下含

载体 pET-32a 和 pET-OsSHSP17.6 宿主菌的生长特

点。当液体培养基中不加 IPTG 时，含 pET-32a 的

宿主菌和含 pET-OsSHSP17.6 宿主菌的生长曲线基

A－二级结构示意图；B－单体结构；C－二聚体结构；D－十二聚体结构。 

A, Secondary structure; B, Monomer; C, Homodimer; D, 12-mer. 

图 1  OsSHSP17.6 二级及高级结构预测 

Fig. 1. Secondary and tertiary structure predictions of OsSHSP17.6. 
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本一致；当加入 IPTG 时，二者的生长受到不同程

度的抑制 ( 图 3-A) ，很显然携带载体 pET- 

OsSHSP17.6 宿主菌要比含 pET-32a 的宿主菌生长

得快。利用固体培养基进行 IPTG 的处理实验也得

到相似结果(图 3-B)，以上表明原核表达的重组

OsSHSP17.6 蛋白具有生物学活性，且可大幅减轻

IPTG 对宿主菌的生长抑制作用；证实 OsSHSP17.6

蛋白和其他植物小热休克蛋白相似[2,12-14]，具有增

强细胞抗逆境胁迫能力的推测[9]。 

2.4  重组 OsSHSP17.6 蛋白的聚合特性分析 

重组表达的 OsSHSP17.6 具有生物活性，且结

构预测显示该蛋白可能具有形成寡聚体的特性。为

了确定该蛋白的存在形式，我们又采用亲和层析的

方法从宿主菌超声波裂解液的上清液中提取并纯

A－液体 LB 培养中 OsSHSP17.6 蛋白表达菌株的生长曲线；B－LB 平板培养中 OsSHSP17.6 蛋白表达菌株生长情形。1~3－在无 IPTG 条件

下平板培养含 pET-32a(+)质粒的菌株生长；4~6－在无 IPTG 条件下平板培养含 pET-OsSHSP17.6 质粒的菌株；7~9－在 1 mmol/L IPTG 条件

下平板培养含 pET-32a(+)质粒的菌株；10~12－在 1 mmol/L IPTG 条件下平板培养含 pET-OsSHSP17.6 质粒的菌株。 

A, Growth curves of E. coli expressing the recombinant OsSHSP17.6 proteins in liquid LB medium; B, Growth of E. coli expressing the recombinant

OsSHSP17.6 proteins on LB plates. 1 to 3, E. coli containing the plasmid pET-32a(+) on plates without IPTG; 4 to 6, E. coli containing the plasmid

pET- OsSHSP17.6 on plates without IPTG; 7 to 9, E. coli containing the plasmid pET-32a(+) on plates with 1 mmol/L IPTG; 10 to 12, E. coli

containing the plasmid pET-OsSHSP17.6 on plates with 1 mmol/L IPTG.  

图 3  重组 OsSHSP17.6 蛋白的活性分析 

Fig. 3. Activity assays of recombinant OsSHSP17.6 protein in E. coli. 

第 1 泳道为 DNA 标记；第 2 泳道为质粒 pET-OsSHSP17.6 的 BamHⅠ和 Sac I 双酶切鉴定; 第 3 泳道为载体特异性上游引物 T7 与基因特异

性下游引物 OsSHSP-R 的 PCR 扩增鉴定; 第 4 泳道为用基因特异引物对 OsSHSP-F/-R 的 PCR 扩增鉴定；第 5 泳道为蛋白标记; 第 6 泳道为

仅含 pET-32a(+)载体的 E. coli BL21 (DE3) pLysS 宿主菌; 第 7、8、9 泳道分别为诱导 1、2、3 h 含 pET-OsSHSP17.6 的宿主菌。 

Lane 1, DNA marker; Lane 2, Digestion of pET-OsSHSP17.6 by BamHⅠand Sac I; Lane 3, PCR products amplified with upstream vector-specific

primer T7 and downstream OsSHSP17.6-specific primer OsSHSP-R; Lane 4, PCR products amplified with OsSHSP17.6-specific primers OsSHSP-F/-R;

Lane 5, Protein marker; Lanes 6, E. coli BL21(DE3) pLysS transformed with plasmid pET-32a(+); Lanes 7-9, E. coli BL21 (DE3) pLysS harboring

recombinant plasmid pET-OsSHSP17.6 induced by IPTG for 1, 2, and 3 h, respectively. 

图 2  重组质粒 pET-OsSHSP17.6 的鉴定(A)及其重组表达分析(B) 

Fig. 2. Identification of recombinant plasmid pET-OsSHSP17.6(A) and detection of recombinant OsSHSP17.6 (B) in E. coli.
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化重组表达的蛋白。检测结果显示纯化产物在

SDS-PAGE中仅有一条与预期大小一致的特异条带

(图 4-A)，进一步通过 Western blot 分析显示该条带

可与 OsSHSP17.6 特异性多克隆抗体发生强烈的免

疫学反应(图 4-B)，表明我们获得了纯化的重组

OsSHSP17.6 蛋白。为了验证该重组蛋白是否具有

同源聚合活性，我们又对纯化产物进行了非变性

(native)PAGE 分析，结果显示该产物在约 70 kD 处

存在一条特异性条带(图 4-C)，但在约 36 kD 处并没

有条带；当通过 Western blotting 检测时，发现在纯

化产物中在 36 kD处也未发现条带，除了在约 70 kD

处存在一条特异性主要条带之外，还在高分子量(约

200 kD)处存在一条弱带(图 4-D)，根据分子量估计，

推测可能是少量的同源六聚体。这些结果一致性地

表明在纯化的重组 OsSHSP17.6 蛋白不是以单体形

式存在，而是主要以同源二聚体形式存在，小部分

以更高同源聚合体形式存在。这与其他有关小热休

克蛋白寡聚体特性的报道一致[6,7,15]，表明异源表达

的重组 OsSHSP17.6 蛋白具有自发的同源聚合特性。

但是从本研究结果来看，异源表达的重组

OsSHSP17.6 蛋白主要形成同源二聚体(图 4-D)；根

据三维结构模型预测的同源十二聚体却未检测到。

有研究表明小热休克 N-和 C-端的氨基酸组成及其

构型在小热休克分子聚合物形成过程中发挥重要

功能 [6,11,16-20]；前面的三维结构模型预测表明

OsSHSP17.6 的 N-和 C-端可能在十二聚体中起重要

作用，推测该重组蛋白 N-端融合的 Tag 可能影响

OsSHSP17.6 的正确折叠，从而阻碍了十二聚体的

形成，但确切的机制仍有待进一步鉴定。 
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