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生物技术与方法                                                              

PHD finger protein 8 蛋白多克隆抗体的制备、纯化与

检测 

蔡荣，叶昕 
中国科学院微生物研究所，北京 100101 

摘  要: PHD finger8 (PHF8) 蛋白是最新发现的一种带有 PHD 结构域和 Jmjc 结构域的蛋白。现有研究表明其可能在基

因转录、组蛋白去甲基化等方面发挥重要作用。为研究其功能，本研究构建原核表达载体 pET41b-PHF8 (aa886-936)，

在大肠杆菌 Escherichia coli BL21 中诱导表达带有 GST 标签的 PHF8 (aa886-936) 亲水片段融合蛋白，并纯化该片段作

为抗原免疫家兔，再以 CNBr 活化 Sepharose 4B 微珠纯化抗血清制备 PHF8 特异性多克隆抗体。Western blotting 以及免

疫荧光检测表明该抗体具有很好的特异性，同时免疫荧光染色的结果也表明 PHF8 蛋白定位于细胞核。 

关键词 : PHF8，多克隆抗体，亲和纯化  

Preparation, purification and identification of the polyclonal  
antibody of PHD finger protein 8 

Rong Cai, and Xin Ye 

Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract:  PHD finger protein 8 (PHF8) is a novel protein with PHD domain and Jmjc domain, which may play important role in 
regulating transcription and histone demethylation. It is necessary to generate the antibody against PHF8 in order to further study its 
biological function. First we constructed plasmid pET41b-PHF8 (aa886-936) and expressed the GST-PHF8 (aa886-936) fusion 
protein in Escherichia coli BL21. We then purified the fusion protein by Glutathione Sepharose 4B beads and subjected to immunize 
the rabbits for acquiring antiserum. We obtained PHF8 polyclonal antibody by affinity purifying the antiserum with CNBr-activated 
Sepharose 4B beads. The antibody was effective in Western blotting and immunofluorescence with high specificity. 
Immunofluorescence also showed that PHF8 protein was located in nucleus in HeLa cells. 

Keywords:  PHF8, polyclonal antibody, affinity purification 

为维持生物体正常的结构与功能，细胞分裂以

一个周期的形式有序进行。多种蛋白参与这一过程

的调控，以维持细胞周期的正常稳定。Cdk2 (细胞

周期素依赖激酶 2) 在 G1 期到 S 期的转换中发挥至

关重要的作用[1]。它与细胞周期素 Cyclin E 结合，

通过磷酸化下游一系列底物如 Rb、NPAT、Cdc6 等，
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启动 DNA 的合成，使细胞不可逆地进入 S 期[2]。前

期的工作表明 PHD finger 8 (PHF8)蛋白和 Cdk2存在

相互作用 [3]。PHF8 是最新发现的含有 PHD[4-7]和

Jmjc[8-10]结构域的蛋白。目前的研究表明这两个结构

域的功能和组蛋白去甲基化以及基因转录调控有关。

目前在神经发育迟缓病例中发现其多种突变体的存

在[11-12]，最新研究发现其具有去甲基化的功能[13]。

为了研究 PHF8 蛋白在细胞中的定位，也为进一步

功能研究奠定基础，本实验制备了 GST-PHF8 

(aa886-936) 融合蛋白作为抗原免疫家兔获取抗血

清，并通过 CNBr 活化 Sepharose 4B 微珠亲和纯化

抗血清得到了 PHF8 特异性多克隆抗体。该抗体用

于 PHF8 蛋白的 Western blotting 检测以及在 HeLa

细胞的免疫荧光染色。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
E. coli Top10、BL21 菌株和 HeLa 细胞株由实验

室 保 存 ； pCMV-SPORT6-PHF8 质 粒 购 于

Openbiosystem。CNBr 活化 Sepharose 4B 微珠和

Glutathione Sepharose 4B 微珠购于 GE Health 公司；

限制性内切酶、Pyrobest 酶、dNTPs 购于 TaKaRa 公

司；IPTG 购于 Merck 公司；多聚甲醛购于 Sigma

公司。 

1.2  表达载体构建 
在 GenBank 查得此基因序列信息，用 BioEdit

软件分析其疏水性和抗原性，选取 aa886-936 这一段

作为免疫家兔的抗原。以购买的 pCMV-SPORT6- 

PHF8 载体为模板，用上游引物 (5′-cgGAATTCgcaaaa 

gaagaaatatatc-3′) 和下游引物 (5′-tacgGTCGACttcact 

caggaggaggcagggg-3′) PCR 扩增 PHF8 (aa886-936) 

片段。扩增条件为：94  1 min℃ ，55  45 s℃ ，72  ℃ 20 s，

24 个循环。PCR 产物经纯化后和 pET41b 载体分别

经 EcoR I 和 Sal I 双酶切并回收。回收的载体和片

段经 T4 DNA 连接酶 16℃连接过夜，转化入 E. coli 

Top10 菌株。挑取的阳性克隆经测序证实为所要的

克隆。 

1.3  抗原蛋白的表达与纯化 
将以上构建的质粒转入 E. coli BL21 菌株。用终

浓度 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导 GST 融合蛋白表达。

离心收集菌体后用 10 倍菌体积的 PBS 将其重悬，

在终浓度 2 mmol/L PMSF 下超声裂解。裂解液经

12 000 × g，4℃离心 10 min 后取上清。诱导表达的

蛋白在 N 端带有 GST 标签，可以用 Glutathione 

Sepharose 4B 微珠亲和纯化。将适量 Glutathione 

Sepharose 4B 微珠加入上清中，4℃结合 4 h 后，用

10 倍微珠体积的 PBS 洗去非特异性结合。洗过的微

珠用 100 mmol/L 的谷胱甘肽 4℃洗脱。洗脱下的蛋

白用 PBS 透析后经 SDS-PAGE 电泳检测其纯度和浓

度，符合要求即可用于家兔的免疫。 

1.4  兔抗 PHF8 蛋白抗体血清的制备 
将上述抗原混入同等体积的弗氏完全佐剂免疫

家兔。雌性家兔背部皮下取三点注射，每次免疫使

用抗原 0.5 mg，体积 1 mL。每隔 2 周免疫 1 次，免

疫 3 次后用间接 ELISA 法检测抗血清效价。效价符

合要求后按常规方法采集血清，血清中加入 0.01％

的叠氮化钠分装，−20℃保存。 

1.5  抗体亲和纯化 
CNBr 活化 Sepharose 4B 微珠各 400 μL 分别结

合 GST 蛋白和 GST-PHF8 (aa886-936) 融合蛋白形

成共价偶联。偶联后的微珠用于后续的亲和纯化。 

首先用 Sepharose 4B-GST 微珠除去抗血清中的

GST 抗体。400 μL 微珠加入 6 mL 兔抗血清在纯化

柱中 4℃孵育过夜，然后过柱子收集上清用于下一步

纯化。Sepharose 4B-GST 柱子用 100 mmol/L 甘氨酸

(pH 2.7) 洗脱 GST 抗体之后按说明书以高盐缓冲液

和低盐缓冲液平衡。收集的上清再次通过平衡后的

柱子以彻底除去血清中的 GST 抗体。 

除去抗血清中的 GST 抗体后，再用 CNBr 活化

的 Sepharose 4B-GST-PHF8 (aa886-936) 微珠亲和纯

化其中的 PHF8 抗体。室温下将该上清 3 次通过

400 μL 柱子，使其中的 PHF8 抗体与微珠上共价偶

联的抗原充分结合。然后 10 倍体积 PBS 过柱子 3

次除去非特异性结合。再用3 mL pH 2.7的100 mmol/L

甘氨酸洗脱 PHF8 抗体，600 μL 分装 1 管。最后用

pH 8.0 的 Tris-HCl 调 pH 至 7.0，加入 0.01％的叠氮

化钠 4℃保存。 
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1.6  免疫印迹法检测 
取 转 染 质 粒 pFLAG-CMV2-PHF8 过 表 达

FLAG-PHF8 蛋白以及 pFLAG-CMV2 空载体的 293T

细胞裂解液和未转染质粒的 293T 细胞裂解液

SDS-PAGE 电泳、转膜之后进行 Western blotting 实

验。实验中，一抗为纯化得到的抗体，二抗为带辣

根过氧化物酶的羊抗兔抗体。 

1.7  免疫荧光染色检测 
将 HeLa 细胞置于玻片上，24 h 后收样，PBS

洗过之后用 4％多聚甲醛室温固定 10 min。固定后

的细胞用 1％TritonX-100 PBS 打孔 1 min，然后以

10％山羊血清 0.5％NP-40 PBS 室温封闭 1 h。随后

一抗 37℃室温孵育 1 h，荧光二抗避光室温孵育 1 h。

最后 DAPI 染色后封片在荧光显微镜下观察。 

2  实验结果 

2.1  抗原蛋白的制备 
将构建好的 pET41b-PHF8 (aa886-936) 质粒转

化到 E. coli BL21 工程菌株，扩大化培养。菌体经

IPTG 诱导后取样进行 SDS-PAGE 蛋白电泳，考马

斯亮蓝染色结果表明该融合蛋白表达正常。将菌

体 超 声 裂 解 后 取 上 清 ， 加 入 适 量 Glutathione 

Sepharose 4B 微珠进行亲和纯化，获得纯度较高

的 GST 融合蛋白。获得的蛋白溶液经透析之后取

5 μL 样进行 SDS-PAGE 电泳和考马斯亮蓝染色检

测，结果表明已制得纯度和浓度都较高的融合蛋

白  (图 1)。  

2.2  抗血清的获得 
将纯化后的抗原加入等体积弗氏完全佐剂，免

疫家兔。3 次免疫之后血清采样用于 ELISA 检测。

结果表明免疫 2 只家兔获得的抗血清效价均大于

100 000，效价较高。 

2.3  PHF8 抗体亲和纯化 
通过 GST-Sepharose 4B 微珠除去抗血清中的

GST 抗体之后，结合在 Sepharose 4B 微珠上的

GST-PHF8 (aa886-936) 抗原特异性地和抗血清中的

PHF8 抗体相结合。用 3 mL 的 pH 2.7 的甘氨酸洗脱

PHF8 抗体，每 600 μL 分装 1 管。每管分别取 1 μL

样进行 SDS-PAGE 电泳，并进行考马斯亮蓝染色 

(图 2)。染色结果表明通过实验得到了纯度较高的

PHF8 抗体，其中第 2 管的纯度和浓度都最高。 

2.4  纯化抗体的免疫印迹检测 
为 检 测 纯 化 抗 体 的 特 异 性 ， 取 转 染 质 粒

pFLAG-CMV2-PHF8 过表达 PHF8 蛋白的 293T 细胞

裂解液和未转染质粒的 293T 细胞裂解液，用制得的

抗体进行免疫印迹检测。制得的抗体分别检测到了

内源以及外源过表达的 PHF8 蛋白，条带清晰，表

明抗体具有很好的特异性 (图 3)。 

2.5  免疫荧光染色 
将 HeLa 细胞置于玻片上再转染质粒 pFLAG- 

CMV2-PHF8，收样后依照上述方法分别以 FLAG

抗体和 PHF8 抗体为一抗进行免疫荧光染色分析。

未转染质粒的 HeLa 细胞也同样固定进行了染色

分析。结果显示 PHF8 蛋白广泛分布在细胞核中，

并在某些区域形成致密的点状结构  (图 4)。PHF8

抗体和 FLAG 抗体所得到的结果一致，而兔 IgG 染

色未检测到信号，也表明制得的抗体具有很好的特

异性。 

 

图 1  GST-PHF8 (aa886-936) 蛋白的纯化 
Fig. 1  Purification of GST-PHF8 (aa886-936) fusion protein. 
M: protein marker; 1: GST protein; 2: GST-PHF8 (aa886-936) 
fusion protein; 3−9: BSA proteins, they were loaded in the order 
of 0.5 μg, 1.0 μg, 2.0 μg, 2.5 μg, 3.0 μg and 3.5 μg. 

 

图 2  亲和纯化后的 PHF8 抗体 
Fig. 2  Affinity Purified PFH8 antibody. M: protein marker; 
1−5: purified PHF8 antibody, elution 1 to 5; 6−9: BSA proteins 
were loaded in the order of 1 μg, 2 μg, 3 μg and 4 μg. 
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图 3  免疫印迹检测 293T 细胞中的 PHF8 蛋白 
Fig. 3  Detection of PHF8 protein in 293T cells by Western 
blotting. 1: cell lysate from 293T cells transfected with 
pFLAG-CMV2-PHF8; 2: 293T cells transfected with 
pFLAG-CMV2; 3: 293T cell lysate. 

 

图 4  纯化的抗体以及 FLAG 抗体对 PHF8 的免疫荧光

染色  
Fig. 4  Immunofluorescence of PHF8 protein in HeLa cells 
with purified antibody. 1: HeLa cells were transfected with 
pFLAG-CMV2-PHF8 and immunostained with FLAG antibody 
as a positive control; 2: HeLa cells were transfected with 
pFLAG-CMV2-PHF8 and immunostained with PHF8 antibody; 
3: HeLa cells were immunostained with Rabbit IgG as a 
negative control; 4: HeLa cells were immunostained with PHF8 
antibody. Nuclei were labeled with DAPI (blue). 

3  讨论 

为研究 PHF8 蛋白的功能，本实验以免疫家兔

获得抗血清，再亲和纯化抗血清制备 PHF8 多克隆

抗体。实验所选取的抗原具有较好的免疫原性和亲

水性，免疫家兔得到了效价较高的抗血清。抗血清

的成分比较复杂，直接用于实验往往非特异性信号

较多而影响观察。为得到高特异性的抗体，需要对

抗血清中的抗体进行纯化。 

实验室一般使用膜纯化、柱纯化或者分级沉淀[14]

的方法进行亲和纯化。膜纯化是较早出现的一种方

法[15]，即将抗原通过 SDS-PAGE 电泳之后转移到硝

酸纤维膜上，然后使膜和抗血清充分结合使抗血清

中的抗体和膜上的抗原在膜上形成复合物，再将结

合到膜上的抗体洗脱下来。这种方法由于抗原量的

限制，得到的抗体量较少，而且抗原也可能从硝酸

纤维膜上洗脱下来掺入抗体之中，影响抗体的纯度。

柱纯化因使用填料的种类也分为不同的类型。如使

用 A 蛋白珠子[16]结合抗血清中的抗体进行初步的纯

化。或者使用 Sepharose 微珠[17]结合抗原作为填料

以增加抗体的特异性。但这种方法里微珠和抗原也

是以氢键、疏水堆积等作用力结合，与抗原抗体结

合作用力类似，因而对洗脱抗体的条件要求较苛刻，

否则抗原依然会一起洗脱下来。柱纯化的方法能制

得大量的抗体，其难点在于提高抗体的纯度。 

本实验中使用 CNBr 活化 Sepharose 4B 微珠[18]

作为填料进行柱纯化。抗原能和这种微珠形成稳定

的共价结合，因而不会随抗体一起洗脱下来。这种

方法不仅提高了抗原的纯度，也能使抗体更彻底地

洗脱下来，提高了抗体的总量。本实验通过这种方

法得到了大量 PHF8 多克隆抗体，并用免疫印迹的

方法验证其特异性。用该抗体进行免疫荧光染色的

结果则表明 PHF8 蛋白定位在细胞核内。它在核内

有着广泛的分布，并在某些地方形成致密的点状结

构。制得高特异性抗体为 PHF8 蛋白的功能研究打

下了良好的基础。 
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