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　　摘要：探索优化并构建Ｓ１００Ａ１６原核表达载体、制备Ｓ１００Ａ１６蛋白多克隆抗体的条件。试验方法为，将ＲＴ－ＰＣＲ
扩增得到的小鼠肝脏组织的Ｓ１００Ａ１６基因克隆片段连接到带有Ｈｉｓ标签的原核表达载体ｐＥＴ－２８ａ多克隆位点，并转
化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），用不同温度、不同浓度ＩＰＴＧ（异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷）诱导融合蛋白表达，通过亲和
层析柱纯化获得纯化的蛋白质。经免疫动物得到Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６抗血清，通过免疫亲和层析获得了具有高度特异性抗
体，通过ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ和Ｅｌｉｓａ检测抗体的特异性和效价，结果表明，在温度２５℃、ＩＰＴＧ浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下，
可溶性蛋白的表达效果较好。
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　　Ｓ１００Ａ１６基因是在应用全基因组微阵列芯片技术筛查代
谢性疾病相关基因的研究中新获得的差异表达基因，是钙调

蛋白Ｓ１００家族的新成员，除了具有 Ｓ１００家族的基本结构特
征，还存在更复杂的调节机制。Ｓ１００家族在细胞的增生、分
化、迁移与凋亡，神经轴突的生长与认知形成及肿瘤发展中均

发挥着重要作用［１］。关于其新成员Ｓ１００Ａ１６基因与疾病发展
的研究尚浅，目前尚无明确结论，经有关科研机构研究，初步

阐明Ｓ１００Ａ１６基因在代谢性疾病的发生发展中发挥作用。本
研究拟探讨并优化Ｓ１００Ａ１６多克隆抗体的制备条件与方法。

１　材料与方法

１．１　试验动物
新西兰白兔，购自江苏省农业科学院，成年公兔体质量

４～５ｋｇ，母兔体质量４．５～５５ｋｇ。
１．２　试验仪器

主要试验仪器有：Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ５８１０冷冻离心机，凝胶成像
仪，ＢｉｏＴｅｋ酶标仪，ＢｉｏＴｅｋ洗板机，普通ＰＣＲ仪，冷冻离心机，
Ｔｈｅｒｍｏ电动移液器，Ｎｕａｉｒｅ生物安全柜，三洋高压灭菌锅，
Ｒｅｖｃｏ超低温冰箱，Ｍｉｌｉｐｏｒｅ纯水仪，制冰机，振荡器，分光光
度计，电泳设备，国产大龙移液器。

１．３　试验试剂
ＰＢＳ（磷酸盐缓冲液，含蛋白酶抑制剂、１％ＴｒｉｔｉｏｎＸ－１００、

５％甘油）、ＰＢＳＴ（磷酸盐吐温缓冲液）、１ＬＴＢＳ（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓
冲盐溶液）、ＴＢＳＴ洗脱液（１ＬＴＢＳ溶液中加 ０．５ｍＬ
Ｔｗｅｅｎ２０）、ＬＢ培养基、ＳＤＳ（十二烷基磺酸钠）电泳液、
转膜液、封闭液、１０％ ＳＤＳ、１０％ ＡＰＳ、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸二钠）、ＵＲＥＡ（尿

素）、ＰＭＳＦ（苯甲基磺酰氟）、ＩＰＴＧ（异丙基－β－Ｄ－硫代半乳
糖苷）、ＡＭＰ（氨苄西林）、卡那霉素（Ｋａｎａ）、曝光显色剂、
０２５％考马斯亮蓝Ｇ２５０、脱色液等。
１．４　试验方法
１．４．１　接种活化　接种活化方法按常规方法进行。
１．４．２　传代培养　于灭菌三角摇瓶内加 ５０ｍＬＬＢ（含
５０μｇ／ｍＬＫａｎａ），接种１ｍＬ已转化 Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６的大肠杆
菌ＢＬ２１（ＤＥ３）过夜活化，于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养５～６ｈ。
１．４．３　扩大培养　在１Ｌ灭菌三角摇瓶内加４５０ｍＬＬＢ（含
５０μｇ／ｍＬＫａｎａ），接种５０ｍＬ传代Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６转化的大肠
杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件培养１～２ｈ。
１．４．４　诱导培养　待扩大培养的 Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６的 Ｄ６００ｎｍ约
为０．６时，取５００μＬ菌液留样，再加诱导剂 ＩＰＴＧ，１５０ｒ／ｍｉｎ
下过夜诱导。为了使蛋白尽量以可溶性形式表达，试验设５
个温度条件，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组分别为１６、２０、２５、３０、３７℃，每个
组的ＩＰＴＧ浓度均设４个梯度：０．２、０．４、０．６、０．８ｍｍｏｌ／Ｌ。
１．４．５　菌体收集处理　（１）菌体收集：先取５００μＬ菌液，于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清，加１００μＬ１×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，
用漩涡器将ＥＰ管底部菌体打散，在干式恒温器中９６℃变性
１０ｍｉｎ；然后于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，转移上清到新的 ＥＰ
管中，作标记后－２０℃保存；取出后于４℃、６０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，弃上清。（２）破碎（冰上操作）：加３０ｍＬＰＢＳ混匀菌
体沉淀［２］。（３）超声：在冰水混合物中进行，超声条件：６５％
Ａｍｐ，超声 ３ｓ，间歇 ５ｓ，累计 １０ｍｉｎ，超声后离心：４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清，０．２２μｍ滤器过滤。（４）
ＳＤＳ电泳检测。
１．４．６　过柱纯化和超滤　（１）Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６蛋白纯化（冰上
操作）。（２）稀 ＨＣｌ清洗系统 ２０ｍｉｎ，７５％乙醇清洗系统
２０ｍｉｎ，水洗系统２０ｍｉｎ，绑定５ｍｉｎ，调节流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，
连接Ｈｉｓ－Ｔｒａｐ柱，绑定１５ｍｉｎ，平衡柱，上样；过滤，绑定洗
杂蛋白２０ｍｉｎ，洗脱，接 ８管，每管 １ｍＬ，绑定，加 ２０％乙
醇［３］。（３）超滤Ｓ１００Ａ１６蛋白：根据蛋白电泳的结果，混合纯
化的Ｓ１００Ａ１６，用ＰＢＳ置换ｂｕｆｆｅｒ（向加入样品的超滤管中加
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入ＰＢＳ，几乎加满后离心，保留滤液，洗２次；用考马斯亮蓝
Ｇ２５０测蛋白浓度，如果还有蛋白则收集后再次超滤，超滤至
考马斯亮蓝Ｇ２５０测蛋白浓度颜色较深为止），收集 Ｓ１００Ａ１６
蛋白，ＳＤＳ电泳检测Ｓ１００Ａ１６。
１．４．７　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳　电泳时间一般为３～５ｈ，电压为
５０～１２０Ｖ，以溴酚蓝为指示。
１．４．８　转膜　转膜按常规方法进行。
１．４．９　免疫反应　（１）将聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜用ＴＢＳ浸湿
后，移至封闭液的平皿中，室温下摇床封闭１ｈ；注意蛋白面朝
上，接触封闭液。（２）将一抗用封闭液稀释至适当浓度，放入
ＰＶＤＦ膜，蛋白面朝内摇于垂直混悬仪，室温下孵育１～２ｈ或
者４℃过夜，后移至干净肥皂盒中，于室温下用 ＴＢＳＴ清洗，
在摇床上洗３次，每次１５ｍｉｎ。（３）同上方法准备二抗稀释
液，并与膜接触，室温下孵育１～２ｈ后，同样在 ＴＢＳＴ摇床上
洗３次，每次１５ｍｉｎ。（４）电化学发光（ＥＣＬ）反应及曝光、显
影。将制备的血清纯化，并稀释作为一抗进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
鉴定（按１∶３０００比例稀释），检测纯化的 Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６融
合蛋白（带有Ｈｉｓ标签）。
１．４．１０　蛋白浓度测定　（１）将蛋白浓度测定试剂盒中Ａ液
和Ｂ液以５０∶１比例混合后加入ＥＬＩＳＡ板孔中，Ａ与Ｂ混合
液的 总 量 为 ２００μＬ／孔。分 别 取 ０．２５、０．５０、１．００、
２．００ｍｇ／ｍＬ标准蛋白，按Ｂ至Ｇ（第２至第７孔）依次加入到
孔内，其中Ｂ为ＰＢＳ，Ｈ为空白，标准品各２５μＬ／孔。（２）加
入待检样品，首先原液上样，做复孔，然后根据颜色反应深浅

做梯度稀释（一般２～３个梯度）后读板，根据数值判断蛋白

浓度。（３）纯化过程中，Ｅｌｕｔｉｏｎ洗脱过程用考马斯亮蓝Ｇ２５０
检测，１、２、３颜色较深，４颜色较浅，后面没有颜色变化。将
１、２、３、４管合并后超滤，超滤得到约４．５ｍＬ。
１．４．１１　免疫兔子　采用多点皮下注射的方法进行免疫。１
个月免疫２次，共免疫４～６次，具体看抗体在体内的效价情
况。初免兔子的抗原用完全佐剂乳化，抗原量０．５ｍｇ／ｍＬ；次
免兔子的抗原用不完全佐剂乳化，抗原量０．２５ｍｇ／ｍＬ；乳化
后的抗原注射量１．２ｍＬ／只。
１．４．１２　ＥＬＩＳＡ检测　ＥＬＩＳＡ抗血清效价，第４次免疫１０ｄ
后，采血制备多克隆抗体血清，用梯度稀释进行 ＥＬＩＳＡ检测，
以免疫前正常血清为阴性对照，计算 Ｐ／Ｎ值（Ｐ为阳性值，Ｎ
为阴性对照值），以Ｐ／Ｎ≥２．１时的稀释度作为抗血清效价。
１．４．１３　血清纯化　亲和层析法，使用ｐｒｏｔｅｉｎＡ柱子的纯化
过程得到Ｓ１００Ａ１６的多克隆抗体。

２　结果与分析

２．１　Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６蛋白的分离、鉴定结果
图１为超声破碎后的 Ｓ１００Ａ１６蛋白电泳结果，图 ２为

ＳＤＳ电泳检测Ｓ１００Ａ１６蛋白结果，可知蛋白在上清中，为可溶
性蛋白，且用ＳＤＳ法可成功收集。图３为Ｓ１００Ａ１６抗血清的
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定结果，表明以免疫前血清为对照，所制备的
多克隆抗血清与Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６纯化蛋白在大约１７ｋｕ的位置
出现特异性的杂交条带，而免疫前正常血清按同样稀释度在相

同位置处无相应条带出现，表明所制备的抗血清可以高效地检

测到Ｓ１００Ａ１６蛋白。

　　由表１可知，Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６浓度约为１．１０ｍｇ／ｍＬ时，可
用于兔子免疫。

表１　Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６免疫浓度试验结果

组别
不同样品的吸光度Ｄ４５０ｎｍ

１ ２ ３ ４
Ａ ＜０．０００ ＜０．０００ ＜０．０００ ＜０．０００
Ｂ ０．２７８ ０．２３８ １．１１４ １．２７９
Ｃ ０．５６０ ０．５２０ １．２４９ １．２６４
Ｄ １．０５５ ０．９９２ １．１９９ １．２７４
Ｅ ２．００６ １．９４９ １．１５４ １．２５８

　　注：Ａ孔至Ｅ孔为蛋白标准品，浓度依次为：０、０．２５、０．５０、１．００、
２．００ｍｇ／ｍＬ，２个复孔；１、２号为标准样品；３、４号为样品
（Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６）。　

２．２　融合蛋白表达结果
在温度２５℃、ＩＰＴＧ浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下，可溶

性蛋白的表达效果好，条带清晰，详见图３。
２．３　ＥＬＩＳＡ检测结果

第４次免疫后，家兔血清效价可达１∶１０６，详见表２。

表２　兔血清效价ＥＬＩＳＡ检测结果

稀释度 Ｄ６００ｎｍ
１∶１０３ １．２２
１∶１０４ １．１７
１∶１０５ １．０６
１∶１０６ ０．４３
１∶１０７ ０．１４
１∶１０８ ０．０９
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２．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果

经双酶切和核酸序列分析证实，本试验成功构建

ｐＥＴ－２８ａ－Ｓ１００Ａ１６原核表达质粒。考马斯亮兰染色结果证
实，ＩＰＴＧ可以有效诱导融合蛋白表达。用纯化融合蛋白免疫
新西兰白兔得到的 Ｓ１００Ａ１６抗体血清，经 ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ检测结果显示，该抗体效价高、特异性好（图３）。

３　结论与讨论

３．１　探索Ｓ１００Ａ１６的高表达条件
为了使得蛋白尽量以可溶性蛋白的形式表达，可以从不

同的诱导温度、诱导时间、ＩＰＴＧ浓度条件出发进行试验，探寻
最佳的可溶性蛋白表达的条件，通过超声破碎、ＳＤＳ检测来确
定获得更高表达效果的条件。

３．２　优化对组氨酸标签的纯化条件
Ｈｉｓ标记蛋白对于 Ｎｉ２＋等金属离子具有高亲和性，使用

螯合配体能够将这些金属离子固定在色谱层析介质上。Ｈｉｓ
标记蛋白能够特异性地结合而大多数其他胞内蛋白不能结

合。由于咪唑具有组氨酸基团，利用竞争机制，提高咪唑的浓

度可以将蛋白洗脱下来。

优化的目的在于最大限度地洗涤杂蛋白，但不影响目的

蛋白或较少影响目的蛋白的结合，通过 ＳＤＳ确定在哪一个浓
度下洗涤后没有杂蛋白带或者很少，同时目的蛋白很少被洗

脱，结果表明：Ａ组用１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱，绑定中不加咪唑，
洗脱留样；Ｂ组用２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱，绑定中不加咪唑，洗
脱留样；Ｃ组用３０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱，绑定中不加咪唑，洗脱
留样；Ｄ组用４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱，绑定中不加咪唑，洗脱留
样；Ｅ组用５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱，绑定中不加咪唑，洗脱留样。

总体看出，本研究构建出了带有 Ｈｉｓ标签的 Ｓ１００Ａ１６原
核表达载体，并获得高纯度的Ｈｉｓ－Ｓ１００Ａ１６融合蛋白及多克
隆抗体，为进一步研究Ｓ１００Ａ１６的生物学功能奠定了基础。
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　　摘要：利用ＰＣＲ测序及生物信息学分析技术，测定中国境内８个品种（系）鸽１０８份样本 ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区部分
序列，研究中国部分肉鸽品种（系）的遗传多态性与系统进化关系。结果表明，在扩增的７６１ｂｐｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区序
列间发现３个变异位点，约占分析位点总数的０．３９，具４个单倍型；８个群体内单倍型多样度为０．３３３～０．８６７，总体单
倍型变异度为０．５５９，总体核苷酸多样度为０．０００８５，表现出较为贫瘠的遗传多态性，未表现出显著的遗传分化；石岐
鸽与欧洲肉鸽Ⅰ、银羽王鸽与欧洲肉鸽Ⅰ、泰深鸽与银羽王鸽间呈现出较大的遗传距离，在后期配套系培育及杂交优
势利用方面具较大遗传选育空间。
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　　高等动物的线粒体 ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）为共价闭合的环状双
链ＤＮＡ分子，大小为１６３５５～１６３５９ｂｐ，其结构简单稳定，由
３７个基因和１段 Ｄ－ｌｏｏｐ区（控制区）组成，符合母系遗传，
不受引进品种杂交改良的影响，可以真实地反映当地物种起

源［１］。哺乳动物及鸟类在ｍｔＤＮＡ中进化速度最快、多态性最

丰富，在动物起源演化、遗传距离测算生物地理学、系统发育

等方面得到广泛的应用［２］。从已公布的序列来看，鸽线粒体

ＤＮＡ由１７２２９对碱基构成［３］，分布有１３个基因位点，其中，
第１５５７３～１７２２９ｂｐ序列为 Ｄ－ｌｏｏｐ区，全长１６５６ｂｐ。本
研究对中国鸽ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区多态性及系统进化进行取样
分析研究，以推进我国肉鸽的系统选育工作。

１　材料与方法

１．１　材料
石岐鸽和银羽王鸽血样各１２份，采自广东省中山市石岐

鸽场；２００２年引自法国的欧洲肉鸽Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ系血样各１２份、
源自美国的白羽王鸽和银羽王鸽血样各１２份、源自深圳天翔
达祖代种鸽场的卡奴鸽和泰深鸽血样各１２份，均采自江苏省

—１４—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期


