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果蝇中 !"# 蛋白的表达、纯化与抗体制备
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摘 要 获得特异性抗 7@B 多克隆抗体，为进一步研究 %03 的功能奠定基础。利用特异引物，通过 C3/DEC 扩增出

编码 7@B 蛋白的全长 @F+G，克隆至谷胱甘肽 H 转移酶融合蛋白表达载体 BI7J/13/!（K9=）5E 中，转染大肠杆菌 FK
&!，经诱导表达后，利用谷胱甘肽琼脂糖珠从细胞裂解物中特异吸附融合蛋白，经凝血酶裂解，释放出 7@B 蛋白，再

经 +9/+3G 亲和层析，最终获得高纯度的 7@B 蛋白。用纯化的 7@B 蛋白免疫新西兰家兔，亲和层析纯化抗 7@B 抗体。

利用该抗体进行的 L4=M4NA O)(M 结果表明：7@B 蛋白在野生型黑腹果蝇胚胎、三龄幼虫神经系统、成虫、成虫头部组

织中均有明显表达，提示 %03 可能是一个重要的管家基因。
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我们从野生型黑腹果蝇胚胎 @F+G 文库中筛选

得到一个新的未知功能基因，命名为 %03（4QR&E @(A/

M-9A9AS BN(M49A，I4AO-AT 登陆号：GR#$&&$"）。该基因

@F+G 全长 !&6$UB，含有一个 !$5"UB 的开放阅读框，

编码 1$$ 个氨基酸的蛋白质。O)-=M 结果表明：7@B
蛋白与 OVGD1&、O?8$ 及 KHDE%$0 蛋白氨基酸序列

高度同源。这些蛋白在 +/端有一个亮氨酸拉链结

构域，E/端有一个核苷酸（G3D 或 I3D）结合结构域。

OVGD1& 能强烈地激活组蛋白 K1 的表达，推测它是

I!2H 转换过程中的调节因子，在细胞周期调控中具

有重要作用［!］。 456$ 则可能是一个与神经细胞的

增殖和分化有关的基因［$］。根据同源性比较的结

果，我们初步推测：7@B 可能是一个与细胞生长增殖

调控有关的基因，在果蝇的生长发育中具有重要的

意义，其具体功能有待深入研究。本文涉及的工作

主要包括：在大肠杆菌中表达并纯化 7@B 蛋白，免疫

家兔，纯化了高滴度、高特异性的抗 7@B 抗体，并用

该抗体初步检测了 7@B 在果蝇中的表达情况。

$ 材料与方法

$ %$ 材料

$ %$ %$ 实验动物：新西兰家兔购自本校动物房。

$ %$ %& 菌株和质粒：宿主菌 7 * 0(,# FK &!、质粒

BI7J/13/!（K9=）5E 由本室保存。

$ %$ %’ 试剂和工具酶类：本实验中所使用的限制

酶、F+-=4 Q、F+G 连接酶、DEC 扩增试剂盒等均为

DN(84S- 公司产品，凝血酶、QD3I 为 H9S8- 公司产品，

H4BW-N(=4 1O/IHK、+9/+3G -SN(=4 为 DW-N8-@9- 公司产

品，其他常用试剂为进口或国产分析纯试剂。

$ %& 方法

$ %& %$ DEC：按照我们发表的 %03 @F+G 序列（I4A/
U-AT 登录号，GR#$&&$"）设计一对引物如下：

D!： EIIIG3EEG3IGI3EGGGGGGE3GIGEEGI
（画线部分为 .+6K Q 位点）

D$：IIGIE3EE3EIEEG33E3333I33EI3EE（画

线部分为 8"( Q 位点）

在 D! 和 D$ 引物中分别引入 .+6K Q 和 8"( Q
酶切位点。以 %03 @F+G 链为模板，用引物 D! 及 D$
进行 DEC，扩增 %03 全长 @F+G。

$ %& %& 将 %03 @F+G 亚克隆至 BI7J/13/!（K9=）5E：

DEC产 物 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 纯 化 回 收 后，进 行

.+6K"28"("双切，并与经同样酶切的表达质粒

BI7J/13/!（K9=）5E 进行连接，转化 7 * 0(,# FK&!菌

株。次日挑取若干在 G8B 平板中能生长的抗性菌



落，液体培养后用常规碱裂解法提取质粒 !"#，用

!"#$!%$%&!进行酶谱分析，对阳性克隆再通过

测序鉴定。

! "# "$ &’( 蛋白的诱导表达和鉴定：挑取若干鉴定

过的克隆，液体培养 )*，用 +,,-.%/ 0123 诱导 4*，取

+,/ 菌 液 离 心 收 获 菌 体，裂 解 细 菌，取 总 蛋 白 行

5!561#3& 分析，筛选表达融合蛋白的克隆，用于进

一步扩大培养，提取蛋白。

! "# "% !"# 的连接、酶切、细菌的转化、5!561#3&
等：按文献［)］的方法进行。

! "# "& &’( 蛋白的纯化：将 788,/ 经 0123 诱导菌

液经 离 心 收 获 菌 体，重 悬 于 裂 解 液（含 78,,-.%/
29:;6$<.（($ =>8）、+88,,-.%/ "?<.、+,,-.%/ &!2# 和

+@ 29:A-B C6+88）中冰浴超声破菌，离心收集上清，

与谷胱甘肽 5D(*?9-;D EF 珠混合装柱，EG放置 )*，

用 1F5 洗涤 +8 个柱体积后，按 48H%,/ 的量加入凝

血酶，EG酶切过夜，次日用 1F5 洗脱，收集洗脱液，

加咪唑至终浓度 +8,,-.%/，再上样于预先平衡的 ":6
"2# 柱，EG放置 )*，用 48,,-.%/ 咪唑%1F5 洗涤 +8
个柱体积，最后用 +88,,-.%/ 咪唑%1F5 进行洗脱，

’4=8监测洗脱情况，收集蛋白峰。

! "# "’ 动物免疫及抗体纯化：用纯化得到的 &’( 蛋

白溶液按常规免疫新西兰家兔。) 次增强免疫后静

脉取血，分离血清。另外，将约 7,I 纯化的 &’( 蛋白

偶连到经 <"F9 活化的 5D(*?9-;D EF 上（方法参照商

家说明书），做成纯化抗 &’( 抗体的亲和层析柱。再

将约 +,/ 抗血清与 ),/ 1F5 混合后加到柱上，EG
放置过夜，用 1F5、4,-.%/ "?<.%1F5 及 1F5（($ E> 7）

溶液洗柱各约 +8 个柱床体积后，用 8 > +,-.%/ 甘氨

酸（($ 4J=）进行洗脱，’4=8 监测洗脱情况，收集蛋白

峰（+,/%管），每管加 78"/ +,-.%/ 29:;6$<.（($ KJ7）

进行中和。

! "# "( LD;AD9B M.-A 分析 &’( 蛋白在果蝇中的表达：

取野生型黑腹果蝇胚胎、三龄幼虫神经系统、成虫、

成虫头 部 组 织，匀 浆 后 制 备 蛋 白 质 样 品，经 5!56
1#3& 电泳、转膜后，用一、二抗孵育（一抗为制备的

抗 &’( 抗体，+：+888 稀释，二抗为 $N1 标记的抗兔

抗体），化学发光底物显色，C 光片感光。

# 结 果

# "! !"# )*+, 克隆至 -./01%21!（345）’6
以 ()* ’!"# 为模板，1+ 和 14 为引物，扩增得

到约 + > )OM 大小的特异片段，与理论值 +4PPM( 相

符，1<N 产物纯度高，无明显非特异条带。1<N 产物

克隆至表达载体 (3&C6E2，转化 + > )&,- !$7#菌株，

挑取若干抗性菌落，提取质粒，用 !"#$!%$%&!进

行酶谱分析，经鉴定挑取的 = 个克隆酶切后均释放

出一个约 + >)OM 的插入片段，其大小与 ()* ’!"#长

度相符，表明 ()* ’!"# 已被克隆至 (3&C6E2，形成

重组质粒 (3&C6E26D’(。

# "# /)- 蛋白的表达与纯化

从鉴定过的 = 个克隆中取 + Q P 号进行 3526&’(
的诱导表达，用细菌总蛋白进行 5!561#3& 分析。

其中 + Q )，7，P 号克隆经诱导后，有明显的 P7O!
3526&’( 融合蛋白表达（&’( 约 EKO!，352 约 4RO!）。

用 P 号克隆进行大量培养，纯化 &’( 蛋白。细菌超

声裂解液中含有的 P7O! 3526&’( 融合蛋白经谷胱

甘肽 5D(*?9-;D EF 柱纯化后，用凝血酶裂解，用 ":6
"2# 柱去除 352，由图 + 可见，我们的纯化过程是非

常成功的。

图 + &’( 蛋白纯化过程的 5!561#3& 跟踪分析

S:I>+ 1H9:T:’?A:-B -T &’( (9-AD:B
+ > <9HUD DVA9?’A；4 > 5H(D9B?A?BA +；)> S.-W A*9-HI* -T ":6"2# ’-.H,B；E>
S.-W A*9-HI* W?;*DU W:A* 1F5 ’-BA?:B:BI 48,,-.%/ :,:U?X-.D；7 Q P> &.H6
?AD：AHMD; B-> + Q )；=> 19-AD:B 9D,?:B:BI -B A*D B:6"2# MD?U; ?TAD9 A*D
D.HA:-B；K> 19-AD:B ,?9OD9

# "$ 抗 /)- 抗体的制备

将纯化得到的 &’( 蛋白常规免疫新西兰家兔，)
次增强免疫后静脉采血，分离血清，亲和层析纯化抗

&’( 抗体。用该血清与经转化带有 (3&C6E26D’(，并

经 0123 诱导能表达 3526&’( 融合蛋白的 + > )&,- !$
7#菌体裂解液进行 LD;AD9B M.-A，能出现约 P7O! 的

3526&’( 融合蛋白特异条带；纯化的 &’( 蛋白能出

现 EKO! 的特异条带。用纯化的抗体进行 LD;AD9B
M.-A，一抗采用 + Y )888 稀 释，亦 能 出 现 约 P7O! 的

3526&’( 融合蛋白特异条带（结果未显示）。上述结

果表明：我们纯化的抗体特异性和效价都很高。

# "% 78598:; <=>9 观察 /)- 在果蝇中的表达

取野生型黑腹果蝇胚胎、三龄幼虫神经系统、成

虫、成虫头部组织，匀浆后制备组织总蛋白样品，以

本文纯化的抗体为一抗，进行 LD;AD9B M.-A。由图 4
可见，在一抗用 +：+888 稀释的情况下，野生型黑腹

果蝇胚胎、三龄幼虫神经系统、成虫、成虫头部组织
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中均可见 !"#$ 的特异条带，表明在上述组织中均有

%&’ 蛋白的明显表达。

图 ( %&’ 在果蝇中的表达

)*+,( %-’./00*12 13 %&’
%&’ /-’./00*12 *2 45/ 316617*2+ 894/.*96：:,;/9< 13 45/ 9<=64；(, %8>.?1；

@, A<=64；! , B/24.96 2/.C1=0 0?04/8 13 45/ 45*.< *2049. 69.C9/

! 讨 论

我们从野生型黑腹果蝇胚胎 &$DA 文库中克隆

到一个新的未知功能基因 !"#，与 EFAG!H［:］及 $%&(
相似，%&’ 在 DI端有一个亮氨酸拉链结构域，BI端有

一个 核 苷 酸（AJG 或 KJG）结 合 结 构 域。 通 过

ELAMJ，找到了多种同源序列，分布于小鼠、大鼠和

人当中，且在这三者中均存在不只一种同源序列，小

鼠基因组中有 ! 个同源序列，在酵母和线虫基因组

中未检出同源序列。我们初步推测：%&’ 与上述同

源序列可能构成一个新的蛋白家族，就该家族成员

在生物体内的具体功能国内外尚无具体报道。 !"#
可能也是一个与细胞生长增殖调控有关的基因，在

果蝇的生长发育中具有重要作用。进一步阐明其功

能及其如何与其他基因协同作用，对于理解复杂的

真核生物基因表达调控规律及发育相关基因的作用

机制，无疑具有重要理论意义。

为进一步研究 %&’ 的功能，我们首先在大肠杆

菌中表达并纯化了 %&’ 蛋白，并免疫家兔，制备抗

体。我们选用的是 ’K%NI!JI:（;*0）OB 表达载体，由

于采用了两次亲和层析，因而可以获得高纯度的

%&’ 蛋白。从 M$MIGAK% 对纯化过程的追踪来看，我

们对 %&’ 蛋白的纯化是非常成功的。得到纯化蛋白

后，我们一方面用它来免疫家兔，分离抗血清并采用

亲和层析纯化抗体。经检测，该血清及纯化的抗体

具有很高的特异性及效价。该抗体的成功制备，为

进一步研究 !"# 的功能奠定了良好的基础。采用本

文纯化的抗体进行 P/04/.2 >614，结果表明，在一抗以

:Q :RRR 稀释的情况下，野生型黑腹果蝇胚胎、三龄

幼虫神经系统、成虫、成虫头部组织中均可见 !"#$
的特异条带，条带位置与预期结果吻合。表明：%&’
蛋白在果蝇幼虫及成虫中均有明显表达，提示 !"#
可能是一个重要的管家基因。有关该基因功能的进

一步研究正在进行中。
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