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摘要"

$%&'(

是纤毛内运送蛋白
$%& )

复合物的一个重要组分!在鞭毛组装中发挥着重要作用"

利用莱茵衣藻
)(234

基因中一段编码亲水性氨基酸序列的片段构建了带有
*!+,-

标签的原核表

达载体
./&0"12

#

3

$

0)(234

!并转入大肠杆菌
)4"!

#

5/#

$!通过
$6&7

诱导表达蛋白质!以
!" 89:4

;5;06<7/

鉴定!获得相对分子质量大小为
!( "==

的
$&%'(

重组蛋白质片段% 对
*!+,-0$%&'(

融合蛋白质进行纯化! 并用其免疫新西兰大白兔! 采集第
'

次免疫后血液并分离血清" 利用

>?-@?AB CDE@@,B8

对所获抗体进行特异性鉴定"

/4$;<

测定结果表明!抗血清效价为
'!" ===

" 在

抗血清经
6AE@?,B <

纯化后!

>?-@?AB CDE@@,B8

检测显示所制备的
$%&'(

多克隆抗体能够特异性识

别莱茵衣藻中的
$%&'(

蛋白质" 这一结果表明!为表达纯化溶解性较差的蛋白质抗体制备提供

了借鉴意义!所获抗体为深入研究
$%&'(

在鞭毛组装中的作用机理奠定了基础"

关键词" 莱茵衣藻&纤毛&

$%&'(

&原核表达&多克隆抗体
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韩鹏飞!等" 莱茵衣藻纤毛内运送蛋白
!"#$%

抗原的原核表达#纯化及其多克隆抗体的制备
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+,-./0-1-234,510260102,173/,8./6+14,9:20-13;102,1;.-93<1=+30,9<1>!?9-#@ABCD146-1

EDF)1G"6F1%;0,+1 =.+9;9,51 HI1 6;;9<90I1 82+3760,:+6=2I

#

02,1 ;.-93<1 =+30,9<1 >!?9-J@ABCD146-1 .-,51 6-1

6<09:,<1 031 977.<,1 +6HH90-1 031=+,=6+,1=3/I8/3<6/1 6<09H35IF1%;0,+1C123.+-14,183//,80,51 02,1 977.<,1

H/335

#
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=+30,9<

#

6<516<09H35I1=+,=6+6093<13;1=3/I8/3<6/16<09H35IF1@01 /695102,1;3.<56093<103183<09<.,1031-0.5I1

02,1;.<8093<6/17,826<9-713;1@ABCD19<189/9.716--,7H/IF
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莱茵衣藻!

!'+(,-).,.&(/ #$%&'(#)*%%

"是一种单

细胞真核藻类#它属于绿藻门!

&'()*)+',-./.

"#等鞭

毛纲 !

!0)1)23/.

"# 团藻目 !

4)(5)-/(.0

"# 衣藻属

!

!'+(,-).,.&(/

"% 衣藻属约
677

多种#其中莱茵衣

藻在遗传学方面研究得较为全面869

% 其细胞一侧具

有两条等长的纤毛#赋予莱茵衣藻游动的能力8:9

% 纤

毛是由细胞微管为主构成的#一种细胞表面突起的

亚细胞结构% 纤毛的进化非常保守#广泛分布于原

生生物到脊椎动物的真核细胞的细胞表面8;9

%

&鞭毛内运输 ' !

<23*/=(/>.((/* 3*/20+)*3

# 简称

!"#

"是发生于纤毛轴丝和纤毛膜之间#由
!"#

蛋白

颗粒的两个亚蛋白复合物
!"#?@

和
!"#?A

#经其不

同偶联的马达蛋白作用#从纤毛基部到顶端的一种

蛋白质复合体的双向运输过程8B?C9

%

!"#

对纤毛的组

装(维持和解聚起到决定性作用% 纤毛具有极高的

复杂性#在调控繁多的细胞生理活动和复杂的动物

发育过程中具有重要作用% 纤毛亚基蛋白
!"#?@

和

!"#?A

的突变# 会引起纤毛运动性的丧失或纤毛的

缺陷#从而导致人类出现肥胖(糖尿病(内脏转移(

多囊肾病(色素性视网膜炎(复性呼吸道感染(不育

症(智力迟钝(多趾等症状8%9

% 因此#研究
!"#

蛋白颗

粒复合物相关作用对纤毛病的发病机理和预防显

得尤为重要%

最近#生物学研究发现
!"#?A

由两个亚基复合

物
!"#?A6

和
!"#?A:

构成#

!"#?A:

中的蛋白
!"#$%

位于
!"#?A6

和
!"#?A:

之间8D?E9

%

!"#$%

是与运动有

关的蛋白质#

!"#$%

在鞭毛内运输中起到阻止
!"#

颗粒复合物降解的功能#在鞭毛组装中发挥着重要

作用#它的缺失会导致纤毛的缺陷#影响细胞的游

动8679

% 因此#制备莱茵衣藻
!"#$%

抗体#为进一步研

究其维持纤毛长度和功能提供了前提%

原核表达系统具有表达量高( 培养成本低(方

法简单(稳定性好等优点#利用该系统表达蛋白质(

制备抗体已经相当成熟866?6:9

% 作者利用该系统表达

%0*12

基因中一段编码亲水性氨基酸序列的片段#进

行蛋白质的亲和纯化和抗原抗体的反应#比表达全

基因序列具有快捷(高效(经济的优势#为原核表达

一系列溶解性差(高相对分子质量(难纯化蛋白质

提供了一定的借鉴意义% 为深入研究
!"#$%

在鞭毛

内运输中的作用机理#为营养代谢纤毛病的研究奠

定了基础%

)*)

材料

)*)*)

菌株和质粒 大肠杆菌 !
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"

FG6?H(I.

#

AG:6

!

JK;

"感受态细胞#

+K#?:D/

!

L

"质

粒$均为作者所在实验室保存)莱茵衣藻
&&?6:$

藻

种$为作者所在实验室保存%

)*)*+

主要试剂 限制性内切酶 (

5#(&/5(6 M<"<

JN@

聚合酶(

#

B

JN@

连接酶和彩色预染蛋白
O/*1.*

等$均购自美国
".*P.23/0

公司)质粒小提试剂盒(

琼脂糖凝胶
JN@

回收试剂盒(

Q&R

产物纯化试剂

盒(

N&

膜$购自北京索来宝公司)

JN@ O/*1.*

!

6777

H+

(

677 H+

"(

SN#Q0

$购自全式金公司)

N< T.+'/*)0.

#O

C "/03 "()U

蛋 白 质 纯 化 介 质 以 及
Q*)3.<2 @

T.+'/*)0.

#O

&G?BA

抗体纯化介质$ 均购自美国
VK

M./(3'-/*.

公司)弗式完全佐剂和不完全佐剂$购自

美国
T<>P/

公司)辣根过氧化物酶!

MRQ

"标记的山
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羊抗兔
!"#

抗体!购自美国
$%&& '(")*&()"

公司"

!"!"#

实验动物 新西兰大白兔
+

只# 两月龄大$

体重
+,- ."

$由天津欧阳实验种兔场提供%

!"$

方法

!"$"! !/0-1

蛋白质亲水性分析 运用
234543

软件对
!/0-1

表达蛋白质进行亲水性分析$见图
+

"

选取
3

端
6+789:7 **

作为抗原$在大肠杆菌中进

行表达 ;+6<

"

图
! %&'()

表达蛋白质的亲水性分析

&*+" ! ,-./012*3*4 5653-7*7 829 9:1/9779. 0; %&'()

1/089*6

!"$"$

原核表达载体构建 作者所在实验室保存的

=>0?@A*

&

B

' 表达载体用
!"#C!

(

$%&'!!!

进行双酶

切$利用琼脂糖凝胶回收试剂盒进行纯化回收)根据

引物设计原则设计带有
!"#C!

和
(%&'!!!

酶切位点

的
D$E

引物$上游引物
-

*

?04##40$$40##0#40

$4#$4 4##$$0##?6

*$下游引物
-

*

?4$44#$00

0$4 $04 #0$$0$$0$$0$#0$# ?6

*% 通过菌落

D$E

扩增目的片段$利用产物纯化试剂盒回收扩增

产物%用
!"#C!

(

(%&'!!!

进行双酶切$利用琼脂糖凝

胶回收试剂盒纯化回收目的基因)将目的基因与载

体用
0

9

234

连接酶连接后$ 转化到大肠杆菌
FG+?

H&I%

中$涂到含卡那霉素&

-J !"KLG

'的
GM

平板上)

挑选阳性菌落进行培养$提取重组质粒$进行酶切

和测序验证%

!"$"#

重组质粒在大肠杆菌中诱导表达验证 将

验证正确的重组质粒用热激法转化到大肠杆菌

MG@+

&

2>6

'中$在含卡那霉素&

-J !"KLG

'的
GM

平

板上筛选含
=>0?@A*

&

B

'

?%)*+,

质粒的阳性菌落)挑

取阳性菌落于
GM

液体培养基&含
-J !"KLG

卡那霉

素'过夜培养$然后按照
+!@J

接种体积分数转接扩

大培养到含卡那霉素&

-J !"KLG

'的
GM

培养基中$

61 "

(

@@- NKL()

培养至
O2

:JJ

值到
J,:8J,A

$ 加入终

浓度
J,@ LLP&KG

的
!D0#

$

@A "

(

@JJ NKL()

诱导表达

: Q

$同时设置不加
!D0#

对照组% 离心收集菌体并

进行超声破碎$分别取未诱导(全蛋白质(上清液和

沉淀与
@#

蛋白质上样缓冲液混合煮沸$ 用
+@ "KRG

'2'?D4#>

电泳检测蛋白质表达情况%

!"$"<

融合蛋白质
:#C(S?!/0-1

的纯化 诱导表达

后的菌体加入
+- LG C(S M()"R()" HITT

&

@J LLP&KG

3*C

@

DO

9

$

-JJ LLP&KG 3*$&

$

=C 1,9

'$超声破碎菌体

细胞至澄清$离心&

9 "

$

+@ JJJ NKL()

$

+- L()

'收集

上清液$经过
J,9- !L

滤膜过滤后加入到预先平衡

好的
3( '%=Q*NPS%05 : /*SU /&PV

纯化柱中$经过常温

结合(洗涤和洗脱等步骤得到纯化后的目的蛋白质%

纯化条件为!常温结合
+ Q

$洗涤缓冲液
4

&

@J LLP&KG

咪唑$

@J LLP&KG 3*C

@

DO

9

$

-JJ LLP&KG 3*$&

$

=C 1,9

'$

洗脱缓冲液
4

&

-JJ LLP&KG

咪唑$

@J LLP&KG 3*C

@

DO

9

$

-JJ LLP&KG 3*$&

$

=C 1,9

'$将上述收集的流穿液组

分(洗涤组分以及洗脱组分分别用
+@ "KRG '2'?D4#>

检测分析$利用酶标仪$结合标准曲线测定融合表

达蛋白质浓度;+9<

% 通过不断优化所用溶液的
=C

(盐

离子浓度(咪唑的含量等条件得到了纯度较高的融

合蛋白质%

!"$"(

多克隆抗体的制备 实验动物是两月龄大

的新西兰雄性大白兔$ 适应一周后进行第一次免

疫% 初次免疫前在耳源静脉取血$分离血清$在后续

试验中作为阴性血清;+-?+:<

)取
+ L"

纯化后的融合蛋

白质与同剂量弗氏完全佐剂混合后充分乳化$采用

颈背部皮下多点注射法免疫实验动物) 之后每隔

+J$+9 R

取
+ L" :#C(S?!/0-1

蛋白质与同剂量的弗

氏不完全佐剂进行乳化$加强免疫大白兔$每次加

强免疫前进行耳源取血$利用间接
>G!'4

法测定抗

血清的效价$当效价满足试验要求$加强免疫后一

周取血分离抗血清$分装冻存;+1?+A<

%

!"$"=

间接
>G!'4

法测定抗血清效价 本实验采

用间接
>G!'4

法测定抗血清的效价 $ 以
:#C(S?

!/0-1

蛋白质作为包被抗原$用
-W

的脱脂乳粉封闭

后$以所得的抗血清为一抗$抗血清和阴性血清设定

稀释梯度
+!+ JJJ

(

+!@ JJJ

(

+!9 JJJ

(

+!A JJJ

(

+!+: JJJ

(

+!6@ JJJ

(

+!:9 JJJ

(

+!+@A JJJ

(

+!@-: JJJ

(

+!-+@ JJJ

$

二抗为
CDE

标记的山羊抗兔
!"#

&

+!+J JJJ

'$经过

05M

&

6%

$

6%

$

-%

$

-%

$

?

四甲基联苯胺'显色并经
J,- LP&KG

C

@

'O

9

终止$测定
O2

9-J

处的吸光值$对照实验组血

清
O2

9-J

与阴性组血清
O2

9-J

的数值$确定抗血清的

效价;+7<

%

!"$")

抗血清的纯化 分离完的抗血清用
DNPU%()

4 '%=Q*NPS%

05进行纯化$纯化条件为;+@<

!结合缓冲液

����
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&

!

'( ))*+,- ./

(

012

3

"

4 ))*+,- ./0

(

12

3

"

50 %67

#"

洗脱缓冲液
&

!

768 )*+,-

甘氨酸"

50 96%

$%收集洗脱

液"用
' )*+,- #:;<=0>+

!

50 ?67

$将洗脱液
50

值调

至中性"进行后续
@A<BA:C D+*BB;CE

检测%

!"#"$ @A<BA:C D+*BB;CE

检测多克隆抗体的特异性 将

处理好的莱茵衣藻
>>=8($

藻种进行蛋白质定量F97G

"

取
4 !-

!

97 CE

$衣藻上清液加入
9 !- $!

上样缓冲

液混匀"进行
HIH=1JKL

和电转印后"衣藻蛋白质

转移到
1MI"

膜上" 用
$N

的脱脂奶粉封闭
8 O

&多

克隆抗体稀释度
8"$77

"二抗为
0P1

标记的山羊抗

兔
!EK

'

8"$ 777

$"加入显色液后曝光照相%

#"!

原核表达载体的构建及鉴定

1>P

扩增获得
3$Q D5

片段" 与预期大小一致"

见图
9

!

/

$% 将重组的质粒进行
!"#0!

和
$%&'!!!

双

酶切验证" 获得条带大小约为
3$7 D5

左右的片段"

与预期结果一致"见图
9

!

D

$% 将重组质粒送到金唯

智公司测序"经过测序验证后序列完全正确"说明

表达载体构建成功"表达质粒结构正确"并将其命

名为
5L#=94/

!

R

$

=%()*+

%

图
# !"#$%

的
%&'

扩增和重组表达载体的双酶切验证

()*" # %&' +,-.)/+0)12 13 !"#$% +24 )4520)3)/+0)12 13

65/1,7)2+20 58-6599)12 -.+9,)4 7: 65906)/0)12

52;:,5 4)*590)124

#"#

融合蛋白质的诱导表达及可溶性分析

5L# =94/

!

R

$

=%()*+

转化到大肠杆菌
&-9'

!

ILS

$中"菌体经过
769 ))*+,- !1#K

诱导!同时设

置不含
!1#K

的对照组$"经过
HIH=1JKL

在
'% 977

处出现目的条带" 对照组菌体蛋白质没有此带"说

明目的蛋白质
Q!0;<=!"#$%

成功表达" 见图
S

!

/

$&

将诱导完的菌体经过超声破碎"取全蛋白质和上清

液以及沉淀"经过
HIH=1JKL

发现"目的条带主要

出现在上清液中"而沉淀中则几乎没有"说明融合

蛋白质呈水可溶性"见图
S

!

D

$%

图
< =>=?%@AB

检测重组蛋白质在
&' ()*! CD#!

!

>B<

"中

的表达

()*" < =>= ?%@AB +2+.:9)9 13 0E5 58-6599)12 13

65/1,7)2+20 -6105)2 )2 &' ()*! CD#!

!

>B<

"

#"<

融合蛋白质的纯化

融合蛋白质
Q!0;<=!"#$%

经过
0;<

亲和层析纯

化后"用
HIH=1JKL

进行分析%结果表明"融合蛋白

质的相对分子质量大小正确" 且纯度达
?$N

以上"

见图
3

%

#"F

抗血清效价的测定

用纯化得到的
Q!0;<=!"#$%

融合蛋白质作为抗

原免疫新西兰大白兔"第五次免疫后经耳缘静脉少

量采血" 室温静置
' O

后获得析出血清" 以间接

L-!HJ

法测定抗血清的效价"利用酶标仪测定
2I

3$7

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

�

�

�

�

'''



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -4699 :;9<

&$- =>?@A>B

!

>C D5

"

=E4FDEG4CBH "IJE>KKB4? D?L =MEBABHDCB4? 4A !"#$%&'(%()*+

,-.)"*,'/.. (?CEDA5D@>55DE 'ED?KJ4EC =E4C>B? NO

#

(.'NO

$

P?CB@>?

D?L =E>JDEDCB4? 4A =45GH54?D5 $?CBQ4LG

处的吸光值后计算出抗血清的效价!结果见图
!

"可

知!新西兰大白兔抗血清效价大于
!"# $$$

"

%&

蛋白质
'()*+)

#

"& ,-./

诱导后全蛋白质#

#& ,-./

诱导后

上清液#

0&

流穿液#

123&

洗涤液
4

!洗涤液
#

!洗涤液
0

#

526&

洗脱液
4

!洗脱液
#

!洗脱液
07

图
!

经
"# $%&'()*+%

,-

. /(+0 /1*2

纯化后
.!3#+45/,67

融合蛋白质的
$8$49:;<

检测

/#=> ! $8$ 49:;< (?(1@A%B 0'% &C)#D#%B . !3#+ 45/,67

)%E*FG#?(?0 &)*0%#?

图
6

间接
<H5$:

法测定抗血清的效价

/#=> 6 I%+C10+ *D <H5$: 0%+0 *D (?0# 45/,67 &*1@E1*?(1

(?0#+%)CF

J>6 K%+0%)? G1*00#?=

抗体特性检测

于第五次免疫后一周取兔子血分离抗血清" 将

抗血清首先经过
-)89+:; <

纯化! 再进行抗原
=

抗体

膜纯化" 用
>+?9+); @A899:;B

检测其识别莱茵衣藻中

,C.!5

蛋白质的特异性!经过显色可以在
!5 $$$

附

近识别出单一条带!条带相对分子质量大小符合预

期! 见图
3

" 即制备的多克隆抗体可以特异性识别

,C.!5

蛋白质!可以直接用于后续对
,C.!5

的研究"

目前对纤毛的结构$组装机制$功能的研究和

对%纤毛相关疾病&相关机理的了解主要来自于对

莱 茵 衣 藻 $ 四 膜 虫 '

!"#$%&'("%)

($ 锥 体 虫

'

!$'*%)+,+("

($ 线 虫 '

-. "/"0%),

($ 斑 马 鱼

'

1$%2&'3%)4+$"$4+

(和小鼠 '

56,(6,26/6,

(等各种模

式生物的研究" 莱茵衣藻以其特有的细胞培养优

势$实验系统优势$生化研究优势和经典遗传优势

等成为研究最广的一个DE"F

"目前!对纤毛的研究起步

较晚!我们对%纤毛内运输&调控机制$马达蛋白的

活性调剂!以及纤毛解聚和细胞周期之间的相互关

系等认识有限!对%纤毛相关疾病&的发病机理的研

究!以及对该类病的预防$诊断和治疗还有一定差

距D#4=##F

" 因此!继续对%纤毛内运输&中不同蛋白质颗

粒的研究!将会给这些问题带来答案!对%纤毛相关

疾病&机理的研究和预防治疗!带来一定的理论基

础和指导意义"

本研究的
47#89

基因!虽然在对纤毛的形成中不

起重要作用!但是在阻碍纤毛降解过程中发挥重要

作用!从而避免了纤毛的缺失D4GF

"为进一步研究
47#:9

基因对纤毛缺失的影响!我们制备了高特异性和高

灵敏度的抗体" 作者利用大肠杆菌!经原核表达系

统表达
47#:9

部分亲水性序列!采用小标签
H:?

纯化

标签和目的蛋白质融合表达出纯度极高'

6!I

以上(

的可溶性蛋白质!作为抗原免疫动物获得相应抗血

清" 该抗体灵敏度强$特异性高!仅经过一步纯化便

可以经过
JKL

曝光! 充分验证其特异性和灵敏度"

该方法极大的节省了融合蛋白质纯化和抗血清纯

花步骤!带来了一定经济效益" 该方法为多克隆抗

体的制备提供了一种新型手段! 为大相对分子质

量$水不溶性蛋白质的纯化提供了借鉴意义" 该抗

体的制备为
:M9!5

在纤毛运输的作用机制和有关纤

毛病的研究提供了有利的支持"

结结结结结 语语语语语
7777

7

%

) 蛋白质
'()*+)

#

4&

亲和纯化后的
,C.!5

抗体检测野生型

莱茵衣藻中的
,C.!5

蛋白质
7

图
. K%+0%)? G1*00#?= <LH

曝光法验证
5/,67

抗体特异性

/#=> . 5/,67 (?0#G*B@ +&%E#D#E#0@ 2(+ B%0%E0%B G@

K%+0%)? G1*00#?= 0')*C=' <LH F%0'*B
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会 议 消 息

会议名称"首届全国食品生物技术大会

会议时间!

!"#$

年
##

月
!$

日
%&!

月
!

日

会议地点!广州市白云国际会议中心

主办单位!中国生物工程学会"广州市科学技术协会"广州大学"江南大学

协办单位!烘焙食品安全粤港创新平台#暨南大学$%华南农业大学食品学院"华南理工大学食品科学与工程学院

会议简介!随着现代生物技术的快速发展&生物技术逐渐发展成为包括基因工程%细胞工程%蛋白质工程%酶工程以及发

酵工程等学科的综合性技术&在食品领域发挥着越来越重要的作用&具有广阔的发展前景' 食品生物技术作

为生物技术的重要组成部分&是生物技术在食品原料生产"加工和制造中应用的一个重要学科( 食品生物技

术作为目前食品产业领域最具发展前景的前沿核心技术之一& 其对于有效改变我国食品产业经济增长方式

和实现食品产业的可持续发展具有重要意义(

!'&(

年
&&

月中国生物工程学会决定正式筹建)中国生物工程学

会食品生物技术专业委员会*筹$+&旨为汇聚食品生物技术领域的科技工作者,科技企业%科技管理和科技服务

人员&构建高层次学术交流和人才培养平台( 为进一步贯彻国家-

)

健康中国
!"*+)

规划纲要.&促进食品生物技

术学术交流与合作&加强我国食品生物技术领域的原始创新能力&提升我国食品生物技术研究水平和国际影响

力&中国生物工程学会定于
!"&$

年
&&

月
!$

日
%&!

月
!

日在广州举行首届全国食品生物技术大会'

会议内容!

&

,中国生物工程学会食品生物技术专业委员会成立大会!食品生物技术专业委员会第一次会议&探讨未来一

年的工作计划&并讨论专业委员会未来五年的发展目标和规划/

!

,首届全国食品生物技术大会!以食品生物

技术研究进展及未来发展为主题&就食品生物技术目前国内外研究进展,未来学科发展以及产业驱动进行学

术交流' 设大会报告,分会场报告,研究生论坛,墙报及论文交流等'

会议网站!

,--./01,23456-646378934:147:;1<:=>?@<:;7@&!$*

联系人!李思齐&手机!

&($$((!A&$A

邮箱!

B9CD6EF&!G347H

王玉林&手机!

&((&I&IG!*(

邮箱!

I&I(A!$(*FEE347H
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