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摘   要：硝酸转运蛋白(nitrate transporter, NRT)与铵转运蛋白(ammonium transporter, AMT)是小麦

无机氮素吸收、转运、分配的一类重要跨膜蛋白，获得 NRT/AMT 蛋白并制备其抗体有助于了解

其组织定位特点，理解小麦的氮素利用过程。本研究从前期鉴定到的 405 个 TaNRT/TaNPF 基因和

23 个 TaAMT 基因中，筛选并克隆到了 4 个表达量较高的基因：TaNPF4.5、TaNPF8.3、TaNRT3.1、
TaAMT1.2。利用 HMMER 软件对 4 个转运蛋白进行跨膜结构域预测，确定拟表达区段，并进行原

核表达和纯化。在 37 ℃、1 mmol/L IPTG 诱导条件下，非跨膜区段 TaNPF4.5、TaNPF8.3、TaNRT3.1
诱导 4 h 后表达量最大且为包涵体形式，TaAMT1.2 诱导 3 h 后表达量最大，主要是可溶性表达。

非跨膜区段 TaNPF4.5、TaNPF8.3、TaNRT3.1 采用 pH 梯度分离纯化，TaNPF4.5 在 pH 2.0 时蛋白纯

度约为 87%，TaNPF8.3 在 pH 3.0 时纯化蛋白纯度约为 85%，均可用于抗体制备，TaNRT3.1 的蛋

白纯度未达到 85%；TaAMT1.2 采用咪唑梯度分离纯化，在咪唑浓度为 20 mmol/L 时纯度约 95%，

并成功制备了抗体。TaAMT1.2 的表达纯化与抗体制备，为 TaNPF4.5、TaNPF8.3 等膜蛋白表达纯

化及抗体制备提供了思路，为研究小麦膜蛋白表达与定位特点奠定了基础。 
关键词：硝酸转运蛋白；铵转运蛋白；原核表达；蛋白纯化 
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Abstract: The nitrate transporter (NRT) and ammonium transporter (AMT) are crucial 
transmembrane proteins involved in the absorption, transport, and distribution of inorganic 
nitrogen in wheat. Obtaining NRT/AMT and preparing corresponding antibodies are conducive 
to probing into their tissue localization and comprehending the nitrogen utilization process in 
wheat. In this study, four genes (TaNPF4.5, TaNPF8.3, TaNRT3.1, TaAMT1.2) with high 
expression levels were chosen and cloned from 405 genes of the TaNRT/TaNPF family and 23 
genes of the TaAMT family identified previously. The transmembrane domains of the four 
transporters were predicted by HMMER to determine the putative expression segments, 
followed by prokaryotic expression and purification. Under the induction with 1 mmol/L IPTG 
at 37 °C, the non-transmembrane segments of TaNPF4.5, TaNPF8.3, and TaNRT3.1 reached the 
highest expression levels (as inclusion bodies) after 4 h, while TaAMT1.2 was expressed at the 
highest level (as a soluble protein) after 3 h. TaNPF4.5, TaNPF8.3, and TaNRT3.1 were purified 
by a pH gradient. The purity of TaNPF4.5 and TaNPF8.3 reached about 87% and 85% at pH 2.0 
and pH 3.0, respectively, both of which were suitable for antibody preparation. However, the 
purity of TaNRT3.1 did not reach 85%. TaAMT1.2 was purified by an imidazole gradient, 
reaching the purity of about 95% at 20 mmol/L imidazole, and the antibody was prepared 
successfully. The expression, purification, and antibody preparation of TaAMT1.2 not only 
provides insights into the expression, purification, and antibody preparation of membrane 
proteins including TaNPF4.5 and TaNPF8.3 but also lays a foundation for studying the 
expression and localization of membrane proteins in wheat. 
Keywords: nitrate transporter; ammonium transporter; prokaryotic expression; protein 
purification 

 
 

小麦是我国最主要的粮食作物，也是世界

上种植最广泛的粮食作物之一[1]。氮(N)是小麦

生长发育最重要的矿质元素之一，也是影响小

麦产量提高的关键因素[2]。铵态氮(NH4
+-N)和硝

态氮(NO3
−-N)是小麦吸收的主要氮素形式[3]。小

麦根系所吸收的 NO3
−-N 有小部分被根系直接

还原、同化为氨基酸，大部分被转运到地上部，

在绿色组织中被还原为 NH4
+，再被同化为氨基

酸[4-7]，没有被还原的 NO3
−-N 也可被储存在液泡

中[8-9]。小麦根系吸收的 NH4
+-N 则常被直接同化

为氨基酸再转运至地上部分[10]。在以上过程中小

麦主要依赖硝酸转运蛋白 (nitrate transporter, 
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NRT) 和 铵 转 运 蛋 白 (ammonium transporter, 
AMT)参与无机氮的吸收、转运和分配。 

小麦有众多硝酸转运蛋白，可进一步分为

3 个家族，包括硝酸盐转运蛋白 1/肽转运蛋白家

族[nitrate transporter 1 (NRT1)/peptide transporter 
(PTR) family, NPF]、硝酸盐转运蛋白 2 (nitrate 
transporter 2, NRT2)、硝酸盐同化相关 2 (nitrate 
assimilation related 2, NAR2)[11-12]，其中 NPF 又

可分为 NPF1−NPF8 共计 8 个亚家族[13]。在拟

南芥中，AtNRT2 与 AtNRT3 家族成员中除了

AtNRT2.7 外均定位于根系，参与根系 NO3
−-N

的吸收，其中 AtNRT3 是 AtNRT2 的伴侣蛋白，

AtNRT3.1 可以促进 AtNRT2.1 的转运活性[14-15]。

AtNPF1 定位于展开叶主脉的伴胞中[16]，AtNPF2、
AtNPF3、AtNPF5 分布于拟南芥根系、叶片、

花药及花丝等部位 [17-18]，AtNPF4、AtNPF6、
AtNPF8 定位于根系[19-20]。在小麦中鉴定到 23 个

AMT 成员，但关于其详细分类与定位的报道较

少。拟南芥中鉴定到 6 个 AMTs，其中 AtAMT1.1– 
AtAMT1.5 属于 AMT1 亚家族，AtAMT2.1 属于

AMT2 亚家族[21]。植物根系对铵态氮的吸收主

要依赖于 AMT1.1、AMT1.2 和 AMT2.1。在这

些转运体中，植物根系中 AMT1.1 和 AMT1.2
能够吸收约 70%的 NH4

+-N[22]。 
目前，拟南芥 NRT 和 AMT 的定位和功能

已有较多研究，但在小麦中的相关研究还比较

少。阐明小麦中 NRT、AMT 的组织定位，对于

明确小麦的无机氮利用特点至关重要。利用特

异性抗体开展免疫组化实验是对目的蛋白进行

组织定位研究的常用方法，但是目前尚缺少有

效的小麦 NRT、AMT 抗体，因此严重限制了对

小麦无机氮吸收、转运、分配的相关研究。基

于前期的小麦三代转录组测序结果，本课题组

在小麦中共鉴定到了 405 个 TaNRT/TaNPF 基因

和 23 个 TaAMT 基因。为此，本研究应首先筛

选出合适的拟表达基因，再通过原核表达的方

式获取可用于抗体制备的 NRT、AMT 蛋白，从

而为进一步研究 NRT、AMT 的定位和功能奠定

基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和载体 

大肠杆菌菌株 DH5α、Roestta、原核表达

载体 pET-32a 均由本实验室保存。 

1.2  拟表达 TaNRT 及 TaAMT 基因的筛选 
使用两种方法筛选拟表达 TaNRT 与 TaAMT

基因。从网上数据库(https://www.wheatproteome. 
org/)及本实验室小麦不同组织器官三代转录组

数据库[23]查找 TaNRT 与 TaAMT 基因，对小麦

不同组织部位每百万个映射片段的每千碱基外

显子模型片段数(fragments per kilobase of exon 
model per million mapped fragments, FPKM)≥5
的基因进行统计分析，FPKM 值取 log2(FPKM+ 
0.125)后，通过热图进行表达量分析。选取表达

量大的 TaNRT 与 TaAMT 进行克隆与表达。 
1.3  qRT-PCR 验证筛选基因 

对筛选基因进行 qRT-PCR 验证，使用

RNE05 超快速植物 RNA 提取试剂盒(诺贝莱生

物科技有限公司)提取‘周麦 27’根、茎、叶、穗、

籽粒的 RNA，利用 HiscriptⅡ1st Strand cDNA 
Synthesis Kit (诺唯赞生物技术有限公司 )将
RNA 逆转录为 cDNA。设计 qRT-PCR 引物(表 1)，
使用 MonAmpTM SYBR Green qPCR Mix (莫纳

生物科技有限公司)分别进行小麦根、茎、叶、

穗、籽粒不同组织的 qRT-PCR 验证。小麦根、

茎、叶、穗、籽粒 cDNA 等量混匀后，再次进

行 qRT-PCR 验证。qRT-PCR 反应程序：95 ℃预

变性 30 s；95 ℃变性 10 s，62 ℃退火 10 s，72 ℃
延伸 30 s，40 个循环。 

1.4  目的基因扩增和克隆载体构建 
从 NCBI 获得小麦 TaNPF4.5 (GenBank 登录

号: XP_ 044457092.1)、TaNPF8.3 (GenBank 登录号:  
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表 1  qRT-PCR 引物序列 
Table 1  qRT-PCR primer sequences 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Annealing temperature (℃) 
qTaNPF4.5-F AGCAGCAACCTACAAGCAGT 61.2 
qTaNPF4.5-R TGGAAGCTCTCACTCCTCCA 60.8 
qTaNPF8.3-F ATTCCTTCTCCCTCCCCGAA 60.5 
qTaNPF8.3-R GCTGGGATACTCTGCTCGGA 60.3 
qTaNRT3.1-F CCCCCAGCTCTTCTCTTGC 60.2 
qTaNRT3.1-R TCACCGGCAGCTTGGAGA 60.8 
qTaAMT1.2-F GCTCGTTCCTCACCATCCTC 61.0 
qTaAMT1.2-R GTTGCAGACGTCCAGCAC 60.3 
ATPase-F CGAGGCCACCAATGACG 60.5 
ATPase-R AGTATGGTTTCAAGAAGGCGTC 61.3 

 
KAF6995185.1) 、 TaNRT3.1 (GenBank 登 录 号 : 
XP_044409420.1)、TaAMT1.2 (GenBank 登录号: 
XP_044413215.1)基因序列，使用 RNE05 超快

速植物 RNA 提取试剂盒提取‘周麦 27’旗叶

RNA，利用 HiscriptⅡ1st Strand cDNA Synthesis 
Kit 将旗叶 RNA 逆转录为 cDNA。以旗叶 cDNA
为模板，使用特异性克隆引物(表 2)，用 Phanta 
Max Super-Fidelity DNA Polymerase (诺唯赞生

物技术有限公司)进行 PCR 扩增。PCR 扩增反

应程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，
退火 15 s (退火温度见表 2)，72 ℃延伸 1 min 
20s，35 个循环。使用琼脂糖凝胶回收试剂盒(天
根生化科技有限公司)纯化扩增产物，连接 T 载

体，转化 DH5α 感受态细胞，37 ℃倒置培养过

夜。筛选阳性克隆送生工生物工程(上海)股份有

限公司测序鉴定。 

1.5  TaNRT 和 TaAMT 结构预测 
TaNRT、TaAMT 属于跨膜蛋白，其跨膜区

域增加了其原核表达的难度。利用 HMMER 对

TaNPF4.5、TaNPF8.3、TaNRT3.1、TaAMT1.2
蛋白序列的跨膜区域、膜外区域、膜内区域进

行分析预测。 

1.6  非跨膜区 TaNRT 和 TaAMT 抗原性与

特异性预测 
使用 DNAStar-Protean 软件，分别采用

Jameson-Wolf 法、Emini 法、Kyte-Doolittle 法预

测 NPF4.5、NPF8.3、NRT3.1 和 AMT1.2 非跨膜

区段序列的抗原性、表面可及性和亲水性。所选

制备抗体区段氨基酸序列在小麦数据库中进行

BLAST分析，分析比对到蛋白的同源性与特异性。 
 

表 2  TaNRT 与 TaAMT 特异性克隆引物 
Table 2  TaNRT and TaAMT specific cloning primers 
Primer name Primer sequences (5′→3′) Annealing temperature (℃) 
TaNPF4.5-F ACAAGCAGTGCAGAATCTGCTA 56.0 
TaNPF4.5-R TAGTTTGGTCGTGTATCATCATCTA 55.5 
TaNPF8.3-F GGAAGGTGAGGTGAGAGAGAGTCG 60.2 
TaNPF8.3-R CTGTTCCAAAGGCACCTTTTATATT 60.8 
TaNRT3.1-F CTCTTGCCTTGTCCGATCGA 60.9 
TaNRT3.1-R TCATTCGTAGTCATTACACGCTCA 60.3 
TaAMT1.2-F CCTATCAGACACTGCACCTGTCA 60.1 
TaAMT1.2-R CCGAGGTGTATGAAATACGTGTATC 60.1 
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1.7  非跨膜区 TaNRT 和 TaAMT 原核表达

载体构建 
以测序正确 TaNPF4.5、TaNPF8.3、TaNRT3.1、

TaAMT1.2 质粒为模板，设计无缝克隆引物(表 3)，
扩增非跨膜区段 NT-TaNPF4.5、NT-TaNPF8.3、
NT-TaNRT3.1、NT-TaAMT1.2，PCR 扩增程序：

95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 15 s，退火 15 s (退
火温度见表 3)，72 ℃延伸 1 min 20 s，35 个循环。

利用 Hind Ⅲ、Kpn Ⅰ消化 pET-32a 质粒，利用琼

脂糖凝胶纯化回收线性质粒。使用 ClonExpress 
One Step Cloning Kit (诺唯赞生物技术有限公

司)构建 pET-32a 重组载体，转化 DH5α，筛选

阳性克隆并进行 DNA 测序鉴定。提取 pET-32a
重组质粒转化 Rosetta 菌株，挑取阳性单克隆，

接种于 5 mL LB 液体培养基[含 1 mmol/L 羧苄

青霉素(carbenicillin, Car)、34 µg/mL 氯霉素

(chloramphenicol, Cm)]，37 ℃、220 r/min 培养

过夜，将菌种分管保存于−80 ℃。 

1.8  非跨膜区 TaNRT 和 TaAMT 原核表达 
将含有 NT-TaNPF4.5、NT-TaNPF8.3、NT- 

TaNRT3.1、NT-TaAMT1.2 质粒的 Rosetta 菌种活

化，接入 200 mL 含 50 μg/mL Car、34 μg/mL Cm
的 LB 培养基中，37 ℃、220 r/min 培养至 OD600

值约 0.6 时，加入终浓度 1 mmol/L IPTG，37 ℃、

220 r/min 诱导表达，每小时收集 1 mL 培养液的菌

体。菌体中加入 100 μL 裂解液(50 mmol/L NaH2PO4, 
300 mmol/L NaCl, 10 mmol/L imidazole, 0.05% 

Triton X-100, 100 µg/mL PMSF, pH 8.0)，25 μL 
5×SDS loading buffer 混匀煮沸变性。收集剩余

诱导后菌体，每克菌体加入 10 mL 裂解液悬浮沉

淀，高压低温破碎后分离上清与沉淀，加入 SDS 
loading buffer 变性。变性样品进行 SDS-PAGE 电

泳，检测融合蛋白表达量与表达特点。 

1.9  非跨膜区 TaNRT 和 TaAMT 融合蛋白

纯化 
37 ℃、1 mmol/L IPTG、220 r/min 诱导

NT-TaNPF4.5、NT-TaNPF8.3、NT-TaNRT3.1 表达

4 h，NT-TaAMT1.2 表达 3 h，收集菌体。每 g 菌

体加入 10 mL 裂解液悬浮沉淀，然后进行高压

低温破碎。 
离心收集表达 NT-TaAMT1.2 菌液的高压

破碎后上清，将上清转移入 1 mL 50% Ni-NTA，

4 ℃缓慢振荡吸附 2.5 h。加入不同咪唑浓度的

洗脱液(50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L NaCl, 
imidazole, pH 8.0)进行洗脱并收集洗脱液。 

分 别 离 心 收 集 表 达 NT-TaNPF4.5 、

NT-TaNPF8.3、NT-TaNRT3.1 菌液的高压破碎后

沉淀，重悬于 5 mL 包涵体溶解液(100 mmol/L 
NaH2PO4, 10 mmol/L Tris-HCl, 8 mol/L urea, 
pH8.0)中，室温搅拌 60 min。10 000×g 离心

30 min，取上清，加入 1 mL 50% Ni-NTA，在室温

下轻轻摇晃吸附 60 min。加入不同 pH 梯度的洗脱

液(100 mmol/L NaH2PO4, 10 mmol/L Tris-HCl, 
8 mmol/L 尿素)进行洗脱并收集洗脱液。 

 

表 3  非跨膜区 TaNRT 与 TaAMT 无缝克隆引物 
Table 3  TaNRT and TaAMT are seamless cloning primers for non-transmembrane segments 
Primer name Primer sequences (5′→3′) Annealing temperature (℃)
NT-TaNPF4.5-F GACAGCCCAGATCTGGGTACCCCCTGCAGTCCCACTGGC 61.5 
NT-TaNPF4.5-R CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTATCAGGCCGTGTCGAACTG 61.0 
NT-TaNPF8.3-F GACAGCCCAGATCTGGGTACCTACAGGGTTCAACTTCCTACTGGAAG 62.6 
NT-TaNPF8.3-R CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTATCACTCCACCTGAGTTACTGTGC 61.9 
NT-TaNRT3.1-F GACAGCCCAGATCTGGGTACCGCCTCCCCCAGTCCCG 61.1 
NT-TaNRT3.1-R CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTATCAGACGTTGAAGGCGGAG 62.0 
NT-TaAMT1.2-F GACAGCCCAGATCTGGGTACCCGCATCTCCGCCGAGG 61.1 
NT-TaAMT1.2-R CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTATCAGACCGAGCTGCTCGG 62.8 
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1.10  NT-TaAMT1.2 抗体检测 
获取并分析南京钟鼎生物科技有限公司抗

体检测报告。通过免疫印迹实验验证 NT- 
TaAMT1-2 抗体特异性。取液氮研磨小麦根 0.1 g，
加入 200 μL 2×SDS loading buffer 混匀煮沸变

性，离心取上清得到根的总蛋白。取 10 μL 根总

蛋白进行 SDS-PAGE，电泳结束后，分离胶转聚

偏二氟乙烯膜(polyvinylidene fluoride membrane, 
PVDF)，5%脱脂奶粉 4 ℃过夜封闭。NT-TaAMT1.2
一抗 1:1 000 常温孵育 1 h，TBST (20 mmol/L 
Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, 0.5 mL Tween-20, 
pH 7.4)洗 PVDF 膜 3 次，每次 10 min。HRP Goat 
Anti-Rabbit IgG (爱博泰克生物技术有限公司)
二抗 1:20 000 常温孵育 1 h，TBST 洗 PVDF 膜

3 次，每次 10 min，显影仪拍照记录实验结果。 

2  结果与分析 
2.1  筛选高水平表达的 TaNRT 和 TaAMT
基因 

TaNRT 与 TaAMT 作为 NO3
−-N 与 NH4

+-N
的转运蛋白在小麦各组织中表达量与其功能相

对应。选取表达量大的 TaNRT 与 TaAMT 作为

拟表达的抗原蛋白，才能在后续研究中检测到

其在小麦中分布与组织定位，保证制备出的抗

体在小麦组织中具有广泛的抗原分布。从网络

数据库 (https://www.wheatproteome.org/)中鉴定

到 117 个 TaNRT/TaNPF 家族基因，选择 FPKM≥5
的基因进行差异表达分析。网上数据库分析显

示，TaNRT/TaNPF 在小麦不同组织器官中表达

存在差异，根系表达量最高，其次为茎，叶片

中表达量较低，选取根系中表达量高的基因为

TaNRT3.1 (IWGSC 登 录号 : TraesCS6B01G2 
38700.1)。茎中表达量高的 TaNPF4.5 (IWGSC
登录号: TraesCS2A01G264500.1)进行原核表达

(图 1A)。从三代转录组测序中鉴定到 405 个

TaNRT/TaNPF 家族基因、23 个 AMT 家族基

因，选择 FPKM≥5 的基因进行表达量分析。

选择 TaNRT/TaNPF 家族基因中表达量最大的

TaNPF8.3 (IWGSC 登录号: TraesCS1A02G197 
600)，TaAMT 家族基因中表达量最大的 TaAMT1.2 
(IWGSC 登录号: TraesCS6B02G254800)进行原

核表达(图 1B)。 

2.2  候选 TaNRT 和 TaAMT 基因的表达特

点分析 
对筛选基因进行 qRT-PCR 验证，结果如图 2

所示，TaNPF4.5 在茎秆中表达量较高，TaAMT1.2、
TaNRT3.1 在根中表达量大，TaNPF8.3 在茎、叶、

穗中表达量较大(图 2A)。小麦根、茎、叶、穗、

籽粒 cDNA 等量混匀后进行 qRT-PCR，结果显

示 TaNPF8.3 表达量最高(图 2B)。qRT-PCR 结

果与三代转录组测序一致。 

2.3  获取候选 TaNRT 和 TaAMT 基因 
使用特异性克隆引物，以‘周麦 27’叶片的

cDNA 为模板，进行 PCR 扩增，扩增产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳验证检测，分别扩增出大小约

为：1 800、1 950、850 和 1 600 bp 的 4 条带，与

TaNPF4.5、TaNPF8.3、TaNRT3.1、TaAMT1.2 的

预期大小一致(图 3)，且测序结果与原序列一致。 

2.4  选取 TaNRT 和 TaAMT 的待表达非跨

膜区段 
对 TaNPF4.5 、 TaNPF8.3 、 TaNRT3.1 及

TaAMT1.2 跨膜区段进行分析发现：TaNPF4.5 有

膜外区段 6 个，膜内区段 7 个，跨膜区段 12 个；

TaNPF8.3 有膜外区段 6 个，膜内区段 7 个，跨

膜区段 12 个；TaNRT3.1 有膜外区段 1 个，膜

内区段 1 个，跨膜区段 1 个；TaAMT1.2 有膜外

区段 6 个，膜内区段 6 个，跨膜区段 11 个(图 4，
表 4)。因蛋白跨膜区段的疏水性高，难以进行

原核表达，故选取 TaNRT 与 TaAMT 的膜外或

膜内区段进行原核表达。为保证后续制备抗体
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时抗原具有较高的抗原性，选取具有 50 个及

以上氨基酸残基且无卷曲折叠区域的非跨膜区

段进行原核表达。TaNPF4.5 选取 aa121−170 膜

外区段(图 4A)、TaNPF8.3 选取 aa240−330 膜内

区段(图 4B)、TaNRT3.1 选取 aa40−160 膜外区

段(图 4C)，TaAMT1.2 选取 aa440−503 膜外区

段(图 4D)进行原核表达。 

2.5  非跨膜区多肽的抗原性及特异性分析 
使用 Protean 软件分析 TaNRT 与 TaAMT

非跨膜区的抗原性、表面可及性和亲水性。

NT-NPF4.5、NT-NPF8.3、NT-NRT3.1 和 NT-AMT1.2
的抗原性、表面可及性和亲水性(表 5)总体大于

成功制备多克隆抗体谷氨酰胺合成酶(glutamine 
synthetase, GS)同工酶多肽序列的抗原性、表面 

 

 
 

图 1  TaNRT/TaNPF 与 TaAMT 家族基因表达分析 
Figure 1  Expression analysis of TaNRT/TaNPF and TaAMT gene families. A: Data from online databases. 
B: Data from third-generation transcriptome sequencing. 
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图 2  qRT-PCR 测定目的基因表达特点 
Figure 2  The expression characteristics of target gene were determined by qRT-PCR A: qRT-PCR detection 
of target genes in different tissues of wheat. B: qRT-PCR detection of target genes in mixed samples of 
different tissues of wheat. 

 

 
 

图 3  目的基因的扩增 
Figure 3  Amplification of target genes. Lane 1: 
TaNPF4.5; Lane 2: TaNPF8.3; Lane 3: TaNRT3.1; 
Lane 4: TaAMT1.2. M stands for DL2000 DNA 
Marker. Arrows: Target genes. 

 
可及性和亲水性[24]。本研究中 NPF4.5、NPF8.3、
NRT3.1 和 AMT1.2 非跨膜区段的融合蛋白的抗

原性满足制备抗体的条件。 
所选 NT-TaAMT1.2、NT-TaNPF8.3、NT- 

TaNRT3.1 和 NT-TaNPF4.5 的氨基酸区段在 NCBI
小麦数据库中进行 BLAST 分析，NT-TaAMT1.2

比对到 4 个 TaAMT1.2，同源性 100%；4 个

TaAMT1.1，同源性 68%。 
NT-TaNPF4.5 比对到 13 个 TaNPF4.5，其中

同 源 性 98%−100% 只 有 4 个 ； 与 其 余 的

TaNPF4.5、10 个 TaNPF4.6、3 个 TaNPF8.5 和

35 个 TaNPF8.3 的同源性在 34%至 68%之间。

NT-NPF8.3 比对到 40 个 TaNPF8.3，其中同源

性大于 96%的只有 6 个；与其余的 TaNPF8.3、
4 个 TaNPF8.5、6 个 TaNPF8.1 及 9 个 TaNPF8.2
的同源性小于 50%。NT-TaNRT3.1 比对到 7 个

TaNRT3.1 (TaNAR2.1)、4 个 TaNAR2.2，同源性

86%–98%。目标区段是蛋白质的功能域，其同

源性高的蛋白属于同一家族，其特异性与保守性

满足抗体制备的条件。 

2.6  构建非跨膜区多肽的原核表达载体 
以测序正确的重组质粒为模板，用无缝克

隆引物进行 PCR 扩增，扩增产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳验证，分别扩增出大小约为 160、300、
400、200 bp 的目的条带(图 5A)。将 4 个目的片段

纯化后与双酶切后的 pET-32a (图 5B)载体同源重

组，成功构建出 NT-TaNPF4.5、NT-TaNPF8.3、
NT-TaNRT3.1、NT-TaAMT1.2 重组载体。 
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2.7  非跨膜区多肽融合蛋白的诱导表达 
预测 NT-TaNPF4.5、 NT-TaNPF8.3、 NT- 

TaNRT3.1、NT-TaAMT1.2 重组蛋白大小分别为

21.33、26.31、29.52、22.82 kDa。诱导前后菌

体 SDS-PAGE 显示，重组载体的融合蛋白在

37 ℃均有表达，且 NT-TaNPF4.5、NT-TaNPF8.3、
NT-TaNRT3.1 融合表达蛋白与理论值一致，诱

导 4 h 后表达量达最大；NT-TaAMT1.2 融合蛋

白特异表达带约 22 kDa，与理论值一致，诱导

3 h 后表达量达到最大(图 6A、6B)。将菌体超

声破碎后分别将上清和沉淀进行 SDS-PAGE
鉴 定后发现， NT-TaNPF4.5 、 NT-TaNPF8.3 、

NT-TaNRT3.1 诱导蛋白存在于沉淀中，为包涵

体蛋白，NT-TaAMT1.2 在上清和沉淀中都检

测到目的蛋白条带，并且上清液中的蛋白量多

于沉淀中(图 6C)。 
 

 
 

图 4  TaNRT 与 TaAMT 蛋白序列特征 
Figure 4  Sequence characteristics of NRT and AMT proteins. A: TaNPF4.5. B: TaNPF8.3. C: TaNRT3.1. D: 
TaAMT1.2. : Signal peptide; : Transmembrane region; : Folded region. 

 
表 4  TaNRT 与 TaAMT 跨膜区域统计 
Table 4  Statistics of TaNPF and TaAMT transmembrane 
Protein name Transmembrane Inside Outside 
TaNPF4.5 aa21−45，aa65−84，aa91−110，aa182−203，

aa210−231，aa237−255，aa318−339，aa359−379，
aa400−420，aa440−471，aa483−503，aa530−549 

aa1−20，aa85−90，
aa204−209，aa256−317，
aa380−399，aa472−482，
aa550−579 

aa46−64，aa111−181，
aa232−236，aa340−358，
aa421−439，aa504−529 

TaNPF8.3 aa36−58，aa78−97，aa104−125，aa145−166，
aa187−209，aa215−235，aa341−360，aa380−400，
aa421−439，aa459−478，aa490−515，aa535−554 

aa59−103，aa167−186，
aa167−186，aa236−340，
aa401−420，aa479−489，
aa555−566 

aa1−35，aa126−144，
aa210−214，aa361−379，
aa440−458，aa516−534 

TaNRT3.1 aa172−191 aa192−198 aa1−23 (signal peptide)，
aa24−171 

TaAMT1.2 aa38−61，aa73−94，aa114−134，aa146−168，
aa188−212，aa233−251，aa271−295，aa307−324，
aa330−351，aa363−381，aa408−433 

aa62−72，aa135−145，
aa213−232，aa296−306，
aa352−362，aa434−503 

aa1−19 (signal peptide)，
aa20−37，aa95−113，
aa169−187，aa252−270，
aa325−329，aa382−407 

The bolded section indicates the presentation section. 
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表 5  TaNRT 与 TaAMT 非跨膜区序列的抗原性、表面可及性、亲水性 
Table 5  The antigenicity, surface accessibility and hydrophilicity of non-transmembrane regions of TaNRT 
and TaAMT 
Name Length (aa) Antigenicity Surface accessibility Hydrophilicity 

NT-TaNPF4.5 50 1.4 3.4 0.5 

NT-TaNPF8.3 91 1.7 1.1 0.2 

NT-TaNRT3.1 121 1.7 1.6 0.5 

NT-TaAMT1.2 64 1.7 3.9 0.7 

 

 
 

图 5  非跨膜区目的基因扩增(A)与质粒酶切(B) 
Figure 5  Amplification of non-transmembrane region target gene (A) and plasmid enzyme digestion (B). A: 
Lane 1−2: NT-TaNPF4.5; Lane 3−4: NT-TaNPF8.3; Lane 5−6: NT-TaNRT3.1; Lane 7−8: NT-TaAMT1.2. M 
stands for DL2000 DNA marker. B: Lane 1: pET-32a plasmid; Lane 2−3: pET-32a vector digested by Hind III 
and Kpn I. M stands for DL5000 DNA marker. 

 
2.8  非跨膜区多肽融合蛋白纯化 

纯化融合蛋白纯度大于等于 85%时，可用

于抗体的制备。pH 3.0 时有少许 NT-TaNPF4.5
融合蛋白被洗脱下来，pH 2.0 时蛋白洗脱量最

大且纯度高，泳道 23、24、25 目的蛋白纯度分

别为 85%、87%、87%，可用于抗体的制备(图
7A)。pH 4.0 时有少许 NT-TaNPF8.3 被洗脱下

来，pH 3.0 时蛋白洗脱量大且纯度最高，泳道

21 目的蛋白纯度可达到 85%，可制备抗体(图
7B)。NT-TaNRT3.1 在 pH 6.3、pH 5.9 时大部

分杂蛋白被洗脱，pH 4.5 时大量目的蛋白被洗

脱，但可以看到目的蛋白的下方还有一些可能

由于 目的蛋白降解而产生的条带 (图 7C)。
NT-TaAMT1.2 作为可溶蛋白，采用咪唑梯度

分离纯化，在咪唑浓度为 20 mmol/L 时目的

蛋白首先被洗脱下来，泳道 13 目的蛋白纯度

高达 95%。咪唑浓度为 40 mmol/L 时泳道 14
目的蛋白纯度 92%，但当咪唑浓度再升高时，

目的蛋白洗脱量增加的同时，杂蛋白也增多，

对于 NT-TaAMT1.2，咪唑浓度为 40 mmol/L 即

可(图 7D)。 

2.9  非跨膜区 TaAMT.2 抗体检测 
研究分化成熟组织蛋白质定位首选方法

是稳定可靠的基于蛋白质抗体的免疫组化方

法，抗原蛋白的表达与纯化是制备有效抗体的

第一步。已制备获得 NT-TaAMT1-2 抗体，效价

大于 9841.5 K，抗体纯度大于 85% (图 8A)，
抗体效价与纯度达到要求。通过免疫印迹验证

NT-TaAMT1-2 抗体特异性(图 8B)，杂交条带单

一，抗体特异性良好。 
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图 6  非跨膜区 TaNRT 与 TaAMT 重组蛋白诱导表达 
Figure 6  Recombinant expression of non-transmembrane region TaNRT and TaAMT proteins. A, B: 
Induction expression of NT-TaNPF4.5, NT-TaNPF8.3, NT-TaNRT3.1, and NT-TaAMT1.2. C: Identification 
of induced proteins in the supernatant (s) and pellet (p). M stands for protein marker. Arrows: Target proteins. 

 

3  讨论与结论 
NRT 与 AMT 在植物氮素吸收与转运过程

中起关键作用，NRT 通过植物根的表皮和皮层

细胞从土壤中吸收 NO3
−-N，并进入木质部，经

长距离运输至地上部。NO3
−-N 在植株体内的转

运分别由位于根毛及根系表皮细胞质膜和内层

组织细胞质膜上的 NRT 介导[25]。植物主要通过

AMT 吸收、转运 NH4
+-N，调控 AMT 蛋白的表

达可有效控制根系对 NH4
+-N 的吸收。 
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图 7  非跨膜区 TaNRT 与 TaAMT 重组蛋白纯化 
Figure 7  Purification of non-transmembrane region TaNRT and TaAMT recombinant proteins. A: 
NT-TaNPF4.5. Lane 1: Before induction; Lane 2: After induction; Lane 3: After adsorption; Lane 4−7: Wash 
buffer pH 6.3; Lane 8−11: Elution buffer pH 5.9; Lane 12−14: Elution buffer pH 4.5; Lane 16−17: Elution 
buffer pH 4.0; Lane 18−21: Elution buffer pH 3.0; Lane 22−25: Elution buffer pH 2.0. B: NT-TaNPF8.3. 
Lane 1: Before induction; Lane 2: After induction; Lane 3: After adsorption; Lane 4−6: Wash buffer pH 6.3; 
Lane 7−10: Elution buffer pH 5.9; Lane 11−14: Elution buffer pH 4.5; Lane 16−18: Elution buffer pH 4.0; 
Lane 19−21: Elution buffer pH 3.0; Lane 22−24: Elution buffer pH 2.0. C: NT-TaNRT3.1. Lane 1: Before 
induction; Lane 2: After induction; Lane 3: After adsorption; Lane 4−8: Wash buffer pH 6.3; Lane 9−17: 
Elution buffer pH 5.9; Lane 18−24: Elution buffer pH 4.5. D: NT-TaAMT1.2. Lane 1: Before induction; 
Lane 2: After induction; Lane 3: After adsorption; Lane 4−13: Wash buffer 20 mmol/L imidazole; Lane 14: 
Elution buffer 40 mmol/L imidazole; Lane 15−18: Elution buffer 80 mmol/L imidazole; Lane 19−22: Elution 
buffer 120 mmol/L imidazole; Lane 23−24: Elution buffer 200 mmol/L imidazole. M stands for protein 
marker. Arrows: Proteins purity greater than or equal to 85%. 
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图 8  NT-TaAMT1.2 抗体纯度(A)与特异性检测(B) 
Figure 8  Purity (A) and specificity (B) detection of NT-TaAMT1.2 antibody. A: Purity detection of 
NT-TaAMT1.2 antibody. Lane 1: 55 kDa antibody heavy chain, 25 kDa antibody heavy chain. B: Specificity 
validation of NT-TaAMT1.2 antibody. Lane 1: NT-TaAMT1.2. M: Stands for protein marker. Arrows: Target 
proteins. 

 
普通小麦为异源六倍体(2n=6x=42, AABBDD)

的作物，拥有着庞大而复杂的基因组[26]。前期

采用三代转录组测序方法，在小麦中共鉴定到

了 405 个 TaNRT/TaNPF 家族基因和 23 个 TaAMT
家族基因。在网上数据库与三代测序基础上，选取

表达量较大的 TaNPF4.5、TaNPF5.10、TaNRT3.1、
TaAMT1.2 共 4 个基因作为拟表达蛋白。为了特异

扩增基因的氨基酸编码序列 (coding sequence, 
CDS)，首先在其非编码区设计特异性引物，克

隆成功后，再设计引物克隆其 CDS。但 TaNPF4.5、
TaNPF5.10、TaNRT3.1、TaAMT1.2 的 CDS 全长

序列原核表达均未成功，目前尚未见 NRT 与

AMT 的 CDS 全长序列表达成功的报道，但有

研究人员在拟南芥中使用 AtNRT1.7 的 N 末端

非跨膜区 50 个氨基酸的肽产生了抗 AtNRT1.7 兔

多克隆抗体[27]。使用 SIET4 的非跨膜区 16 个氨

基酸免疫家兔获得抗 SIET4 的抗体[28]。转运蛋

白的多段疏水跨膜结构，增加了原核表达的难度。

通过对蛋白跨膜结构的分析，重新扩增了

TaNPF4.5、TaNRT3.1 膜外非跨膜区段，TaNPF5.10、

TaAMT1.2 膜内非跨膜区段，构建了 pET-32a 重组

载体，并成功表达了融合蛋白。其中 NT-TaNPF4.5、

NT-TaNPF8.3、NT-TaNRT3.1 为包涵体蛋白，

NT-TaAMT1.2 在上清液和包涵体均有表达，且

上清液表达量大于沉淀。 
同样作为吸收、转运氮的转运蛋白，转运

NO3
−-N 的 NT-TaNPF4.5 、 NT-TaNPF8.3 、

NT-TaNRT3.1 表达为包涵体，而转运 NH4
+-N 的

NT-TaAMT1.2 则为可溶形式表达。包涵体蛋白

采用 pH 梯度分离纯化。NT-TaNPF4.5 在 pH 2.0
时纯化蛋白纯度可达到 87%。NT-TaNPF8.3 在

pH 3.0时纯化蛋白纯度可达到 85%，但从 pH 2.0
的纯化结果可以看出，杂蛋白洗脱不够充分，

应增加 pH 6.3、pH 5.9 的洗脱液体积，把大部

分杂蛋白洗脱，从而在 pH 2.0 时得到纯度更高

且量更多的目的蛋白。NT-TaNRT3.1 在 pH 4.5
时大量目的蛋白被洗脱，但可以看到目的蛋白

的下方还有可能由于目的蛋白降解而产生的条

带，后续可通过 his 抗体的免疫印迹实验验证，

若为蛋白降解，则不影响抗体的制备。即使同

样对 NO3
−-N 进行吸收、转运的 NRT，其洗脱

目的蛋白的 pH 也不相同。NT-TaAMT1.2 作为

可溶蛋白，采用咪唑梯度分离纯化，咪唑浓度

为 20 mmol/L 时，泳道 13 蛋白纯度高达 95%。
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咪唑浓度为 40 mmol/L 时蛋白纯度 92%，但当

咪唑浓度升高时，目的蛋白洗脱量增加的同时，

杂蛋白也增多，因此对于 NT-TaAMT1.2，咪唑

浓度为 40 mmol/L 即可。纯度达到制备抗体要

求的蛋白，其蛋白量较少，可大量表达纯化后，

NT-TaNPF4.5、NT-TaNPF8.3、NT-TaNRT3.1 可

使用透析袋对包涵体蛋白在磷酸盐缓冲液中进行

复性，NT-TaAMT1.2 使用超滤管进行超滤浓缩。

对于有杂蛋白存在的泳道可通过蛋白胶回收或蛋

白电洗脱的方式直接对目的融合蛋白进行回收。 
膜蛋白的表达与纯化一直是难题，本研究

中 NRT 与 AMT 的表达纯化方法可为膜蛋白的

表达提供一种借鉴思路。获得非跨膜区段纯化

蛋白，为后续制备目的蛋白的多克隆抗体提供

了有效抗原，TaAMT1.2 抗体的成功制备进一

步证明这一思路的可行性，也为深入研究

TaNRT 和 TaAMT 的表达特点与组织定位奠定

了基础。 
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