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!"#$%&’()特异性片段的原核表达及其抗血清的制备
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+ + 摘+ 要：目的+ 原核表达 -./012#34（-./$4）蛋白并纯化，制备小鼠、家兔多克隆抗体，为探索 -./$4在病毒感染中的
作用提供研究工具。方法+ 采用 56#785方法从人胃粘膜组织中克隆编码 -./$4特异性蛋白的基因片段，构建该片段与
) 9 :10标签的融合蛋白表达质粒 ;<=#*! > -./$4，原核表达与蛋白纯化后，分别免疫 ?@A? > 4小鼠和新西兰兔，制备 -./$4
抗血清。采用 =ABC@检测抗体效价，DE0FEG2 HI/F和间接免疫荧光染色检验抗体特异性。结果+ 获得-./$4特异性片段约
%& 9 !"* 的纯化蛋白。=ABC@检测小鼠和家兔抗血清效价分别为 !J !& ’""、!J ) %""。DE0FEG2 HI/F和间接免疫荧光染色显
示所制备的抗体能特异性识别 -./$4。结论+ 获得 -./$4特异性蛋白，并成功地制备了 -./$4特异性的小鼠和家兔抗血清。
+ + 关键词：-./012#34；原核表达；多克隆抗体
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+ + -./012#34（-./$4）是肌球蛋白（Q./012）超家族中
-./012#3类中的一员，是依赖微丝（ O4F12）运动、参与
细胞内物质运输的“摩托蛋白”。一般认为 -./012#3
类蛋白在细胞内物质运输中发挥重要作用［!］。虽然

-./$4的相关研究相对于 -./$O、-./$H 少，但随着研
究的深入，-./$4在细胞器之间物质运输中的作用越
来越受到重视［&］。

"")
第 *" 卷第 ( 期
&""’ 年 % 月

+ + 第+ 三+ 军+ 医+ 大+ 学+ 学+ 报
@86@+ @8@X=-B@=+ -=XB8BL@=+ -BAB6@5BC+ 6=56B@=

+ + 3/IK *"，L/K (
@;GK &""’



第 ! 期" 陈宗涛，等# $%&’()*+,特异性片段的原核表达及其抗血清的制备"

" " $%&-,广泛存在于真核细胞内，它由 . 条重链组
成，每条重链又由摩托接合区（/&0&1 2&/3()，$4）、颈
区（ )5,6 157(&)）、!*螺旋区（ !*859(,39 ,&(952*,&(9 03(9
4&/3()）和货物绑定区（,317& :()2()7 2&/3()，;<4）组
成［=］。而在$%&’()*+类蛋白中，$%&-,区别于$%&-3、
$%&-:等的特异性区域位于 !*螺旋区内［>］。
" " 因此，本研究构建了表达 $%&-, 特异性蛋白片段
（!*螺旋区中的 .?! 个氨基酸）的原核表达质粒 @AB*
=C D $%&-,，表达并纯化该蛋白，制备了 $%&-, 的小鼠
和兔的特异性抗血清，为后续研究 $%&-, 的在病毒感
染过程中的作用奠定基础。

!" 材料与方法

C# C" 菌株、质粒、细胞、动物和主要试剂
" " 大肠杆菌 E$CF? 为本实验室保存；@AB*=C 质粒购自 AGH*
IBJ公司；<HK< D ,小鼠、新西兰大耳白兔由重庆医科大学动物
所提供；镍离子亲和层析柱购自 <(&*L32 公司；各种 4JH 限制
性内切酶、M> 连接酶、高保真 !"# 4JH聚合酶等以及引物合成
及序列测定由 M36313公司完成。
C# ." 引物的设计和 $%&-,大小片段的扩增
" " 根据 I5)<3)6（HN.!.=?F# C，IG：O!F-.=?）的人类 $%&-,
/LJH全序列，设计合成一对引物来扩增 $%&-,特异性的 !*螺
旋区，=C!? P >FQ? 共 O?C :@ 的片段：上游引物 -R*IIHM;;M*
M;MIHMII;MMIHHII;I*=R，下游引物 -R*IM;IH;HM;HMMI*
I;MMMM;;HHMM*=R，其中上游引物含有 $"%S"酶切位点，下
游引物含有 &"’"酶切位点。从人胃黏膜组织中提取总 /LJH
作为模板，通过 LM*T;L，获得目的片段。
C# =" @AB*=C D $%&-,表达质粒的构建
" " 将带有 Q U S(’ 的原核表达载体 @AB*=C 和 $%&-, T;L 产
物经 $"%S" D &"’"双酶切后，从琼脂糖凝胶回收 @AB*=C 约
= -FF :@片段和 $%&-, 约 ?FF :@ 片段，M> 连接酶连接反应

CQ V、CQ 8，构建重组质粒 @AB*=C D $%&-,［-］。
C# >" E$CF? 菌的转化及重组质粒的鉴定
" " 制备感受态 E$CF? 细菌，化学转化重组质粒 @AB*=C D
$%&-,。挑取转化菌落培养后，提取质粒经 $"%S" D &"’"双酶
切，通过限制性内切酶图谱分析，鉴定载体中是否插入目的基

因。将含目的基因的重组质粒送 M3W3L3公司测序。
C# -" $%&-,融合蛋白的表达纯化
C# -# C" 融合蛋白 $%&-, Q U S(’的诱导表达" " @AB*=C D $%&-,
质粒和 @AB*=C空质粒的菌株分别在含氨苄青霉素的 . U XM 培
养基中 =! V过夜摇菌培养，次日按 CY CFF稀释菌液，培养约 = 8，
当菌液的 (（QFF）ZC时，加入 GTMI至终浓度为 F# - //&9 D K，诱导
表达 .> 8后收获菌液。进行 [4[*THIB分析，积层胶 -\，分离
胶 CF\，稳压 OF+电泳 = 8。通过 ]5’051) :9&0（抗 Q U S(’小鼠
单克隆抗体为一抗、SLT 标记的羊抗小鼠 G7I为二抗）检测融
合蛋白的特异性和相对分子质量大小。

C# -# ." 表达蛋白的纯化 " " .FF /9 菌体培养液离心收集菌
体，用 M<[洗涤 . 次并重悬，加入 T$[N 和 M1(0&)^*CFF，超声破
碎后于 > V、C. FFF U )离心 .F /()，收集沉淀，用含 C\ M1(0&)

^*CFF 的 M<[洗涤沉淀 = 次，最后用含 C /&9 D K 4MM 的O /&9 D K
尿素悬浮沉淀。采用镍亲和层析柱，用 @S _ ># - 的 O /&9 D K 尿
素液洗脱目的蛋白。经透析去除尿素，获得纯化 $%&-,复性蛋
白。 P OF V储存备用。

C# Q" $%&-,多克隆抗体的制备及鉴定
C# Q# C" 多克隆抗体的制备" " 将 .FF #7 D /9 的目的蛋白与等
体积的弗氏（不）完全佐剂充分混合，皮下、腹股沟、腹腔、肌肉

多点注射 <HK< D ,小鼠和新西兰大耳白兔。小鼠 F# - /9 D只、兔
= /9 D只，间隔 = 周免疫。腹腔注射蛋白加强免疫 C 周后采血。
分离血清，BKG[H检测抗体效价。
C# Q# ." ]5’051) :9&0 检测抗血清 " " 将纯化的 $%&-, 蛋白和
S5@I. 细胞的裂解物（作为含有 $%&-, 完整蛋白的代表）经
[4[*THIB、半干转印，转移至硝酸纤维素滤膜上（ C- +，
=F /()）。用制备的鼠抗、兔抗 $%&-,血清与膜 > V孵育过夜。
以 SLT标记的羊抗小鼠、羊抗兔 G7I为二抗，4H<显色观察。
C# Q# =" 间接免疫荧光染色鉴定 " " 取人十二指肠黏膜切片，
>\多聚甲醛固定后，加制备的小鼠抗 $%&-, 血清 > V孵育过
夜，正常小鼠血清为对照。分别以 NGM; 标记的羊抗鼠 G7I 为
第二抗体，=! V孵育 =F/()后洗涤，荧光显微镜观察。

#" 结果

.# C" $%&-, 4JH片段的获得与亚克隆
" " 经电泳观察，用设计的引物从人胃组织总 /LJH中扩增出
约 ?FF :@ 的 4JH 片段。以 $"%S D &"’"双酶切 @AB*=C 和
$%&-,约 ?FF :@片段，胶回收后 M> 连接酶连接。产物 @AB*=C D
$%&-,经 $"%S" D &"’"双酶切鉴定，酶切产物含 ?FF :@ 的目
的片段。

.# ." @AB*=C D $%&-,表达质粒的获得
" " @AB*=C D $%&-,重组质粒转化 E$CF? 菌，挑取菌落摇菌、提
质粒。经 $"%S" D &"’"双酶切出约 ?FF:@的目标片段（图 C）。
M36313公司测序结果表明，目的基因正确插入 @AB*=C，并保持
正确的读码框架。
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!% &’’ ()!# &’’ ()

!! ’’’ ()
! *&’ ()

$：C6: 4JH 932251；C：@AB*=C D $%&-, T;L 扩增；.：$"%S"和
&"’"双酶切 @AB*=C D $%&-,产物；=：@AB*=C D $%&-,重组质粒
图 !" 重组质粒 $%&’(! ) *+,-.的 /01及酶切鉴定

.# =" $%&-,蛋白的原核表达
" " 按前述方法进行 $%&-,蛋白的诱导表达，收获的菌液中有
相对分子质量约 >. U CF= 的蛋白表达。通过对目的蛋白的可

溶性分析，目的蛋白以包涵体的形式存在。用镍亲和层析柱纯

化，得到电泳均一的目的蛋白（图 .H），并通过抗 S(’*037 单克
隆抗体染色鉴定（图 .<）。
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%$’"($"#+ #,
!："#$%& 蛋白纯化 ’(’)*!+, 图 - - "：蛋白分子量标记；
.、/：. 00$1 2 3 4*5+诱导 67,8. 2 "#$%&表达 ./、/9 :；8：诱导前的
67,8. 2 "#$%&；9：纯化的 "#$%&融合蛋白；%：冷冻干燥后的 "#$%&
;："#$%&纯化蛋白 <=>?=@A B1$? 验证图 - - .："#$%& 融合蛋白；
"：蛋白分子量标记

图 !" #$%&’&()*+,分析表达和纯化-./01

/C 9- "#$%&抗血清的检测
- - 分别收获鼠抗、兔抗血清后，经间接 ,34’!检测，效价分别
达 .D ./ EFF、.D G 9FF。<=>?=@A B1$?证明 .D . FFF 稀释的自制抗
体与诱导表达的 "#$%&蛋白有特异的抗原抗体反应，并且也能
识别 H=6+/ 细胞裂解液中约 /F8 I .F8 的 "#$%&蛋白（图 8）。
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"：蛋白分子量标记；.：H=6+/ 细胞裂解液；/：重组 "#$%&
图 2" 3456478 9:/6检测鼠抗-./01血清

/C %- 间接免疫荧光染色鉴定
- - 荧光显微镜观察显示肠腺体细胞由于有丰富的 "#$%& 蛋
白而出现强染。证实小鼠抗 "#$%& 血清该抗血清能特异地识
别天然的 "#$%&蛋白（图 9!）。而对照组无特异显色（图 9;）。
家兔抗血清免疫荧光染色结果与小鼠的一致。

!! !"
!：小鼠抗 "#$%&血清染色后的十二指肠黏膜；
;：正常小鼠血清染色后的十二指肠黏膜

图 ;" 十二指肠黏膜切片免疫荧光染色"（荧光显微镜 I 9FF）

2" 讨论

- - 越来越多的证据显示 "#$>JA)K 类蛋白在膜运输
中发挥着重要作用，其被广泛认为是 L&?JA依赖的细胞
器运输中的主要分子基础。人类 "#$%& 是 /FF/ 年才
发现"#$>JA K家族中的新成员，他与同家族的"#$%L、
"#$%B有近 %FM的相同基因序列。在分布上，"#$%&

主要存在于非神经组织，并且在上皮细胞和腺体组织

中最为丰富。在许多重要生理组织的 L&?JA 依赖运输
中，"#$%&可能发挥着重要作用。
- - "#$>JA、驱动蛋白（NJA=>JA）和动力蛋白（(#A=JA）
等“摩托”蛋白是实现细胞器运输的基本分子单位［G］。

它们之间的关系复杂。"#$>JA)K与其他 "$?$@ 蛋白在
有的情况下是竞争关系，如在黑色素运输中，"#$>JA)K
能阻碍微管运输；而在从微管到微丝的运输转换过程

中则是协同效应［O］。有研究证实 "#$>JA)K 类蛋白在
缺少中间丝的情况下，运动“步伐”加大、运动速度加

快，提示中间丝的网状结构所形成的粘滞曳力可能阻

碍了细胞器之间的运输［E，P］。

- - 近年来对 "#$>JA)K在 L&?JA 上的运动和循环都进
行了较深入的研究，如其运动方式为“ :LAQ $R=@
:LAQ”，每一步跨越 8G A0 等［.F，..］。而 "#$%& 作为新
发现的成员，为相关研究提供了新的方向。加之

"#$%&在上皮细胞和腺体组织最活跃，因此，"#$%& 在
细胞内运输的相关功能研究，以及在病毒感染时是否

为病毒所利用等成为我们关注的新焦点。本实验克隆

出人 "#$%& 特异性的基因片段，原核表达蛋白，并制
备出能特异性识别人 "#$%& 的小鼠、兔抗血清，为后
续研究其功能提供了有利的工具。
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