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斑马鱼 ISL1 蛋白多克隆抗体的制备

任摇 恋,唐摇 超,刘宪楚,李摇 容,戴摇 悦,彭佩莹,莫小阳

(湖南师范大学蛋白质化学及鱼类发育生物学教育部重点实验室

心脏发育研究中心,湖南 长沙 410081)

摘摇 要:摇 目的摇 为了进一步研究 ISL1 作为第二生心区心脏前体细胞的分子标志在心脏发育中的功能,需要

获得 ISL1 蛋白并制备其抗体。 摇 方法摇 根据已报道的 ISL1 基因序列,以斑马鱼 mRNA 为模板进行 PCR 扩增得到

ISL1 部分编码区序列,然后将其连接到 pET鄄28a 载体上获得原核表达载体。 将重组质粒进行酶切测序鉴定,然后

利用大肠杆菌 E. coli BL21 对该重组质粒进行表达。 经过 IPTG 诱导,采用 Ni鄄IDA 凝胶柱亲和纯化,将纯化的 his鄄
ISL1 融合蛋白免疫新西兰大白兔制备 ISL1 多克隆抗体,并用 Western Blot 检测抗体效价。 摇 结果摇 获得了 ISL1 原

核表达重组融合蛋白及高效价的特异性兔抗 ISL1 多克隆抗体。 摇 结论摇 本实验为 ISL1 在斑马鱼心脏发育中的新

功能的进一步研究奠定了基础。
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The Expression,Purification of ISL1 Zerbrafish Protein and
Preparation of Its Polyclonal Antibody
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(The Center for Heart Development,Key Lab of MOE for Development Biology and
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Abstract:摇 Objective摇 ISL1 is a molecular marker of precursor cells in Second Heart Field. In order to further study
the function of ISL1 in heart development,we need to get the ISL1 protein and it謘s antibody. 摇 Methods and Results摇 Ac鄄
cording to the reported ISL1 gene sequences,using the zebrafish mRNA as the template for PCR amplification,we got part of
the coding sequence of ISL1. after that,we connected the fragment to pET鄄28a vector to construct a prokaryotic expression
vector and identified it with restriction enzyme digestion and sequencing identification,then using the E. coli BL21 to ex鄄
press the recombinant plasmid. In the end,after the IPTG induction and Ni 鄄 IDA affinity gel column purification,we have fi鄄
nally got the prokaryotic expression recombinant fusion protein of ISL1 and its polyclonal antibody of high potency and spe鄄
cificity against rabbit by using the purified fusion protein to immune the New Zealand white rabbit and testing the valence of
antibody with Western Blot detection. 摇 Conclusion摇 This research lays a solid foundation for further study on the function
of ISL1.

Key words:摇 ISL1;摇 Zerbrafish;摇 fusion protein;摇 polyclonal antibody

摇 摇 胰岛素因子 1,亦称胰岛素增强子结合蛋白( in鄄 sulin gene enhancer binding protein 1,ISL1),于 1990
年由瑞典的 Karlsson 等[1] 在大鼠胰岛素瘤细胞系

RIN 的 cDNA 文库中发现,并克隆测序。 Isl1 基因具

有高度的种属保守性,在人、大鼠和仓鼠中编码的氨

基序列完全一致[2]。 Isl1 属于 LIM 同源框蛋白家

族,具有 3 个高度保守的结构域、两个串联 LIM 结

构域和一个同源结构域。 LIM 结构域介导蛋白质与
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蛋白质间的相互作用,所以 ISL1 能够介导蛋白质与

DNA 之间的相互作用。 ISL1 是一种多效转录因子,
在不同的时间、不同的组织细胞中作用于多种下游

靶基因,产生不同的调控作用。 在胚胎时期,ISL1
通过影响细胞的增殖、分化或迁移功能,对运动神经

元的分化、心肌的发育及胰腺形成发挥重要作

用[3]。 在出生后,ISL1 在神经系统、胰岛组织中继

续发挥维持细胞表型的作用,而表达异常与糖尿病

或神经系统疾病相关[4]。
ISL1 对心脏发育具有重要的作用。 利用小鼠

基因敲除等实验证实,ISL1 是第二生心区心脏前体

细胞的分子标志[5],心脏中三分之二以上的各种类

型细胞,包括心脏起搏细胞、血管内皮细胞、血管平

滑肌细胞和心肌细胞等均由 ISL1 心脏前体细胞产

生[6鄄8]。 ISL1 的正常表达对心肌前体细胞的增殖、
迁移和存活必不可少,ISL1 基因变异与患有先天性

心脏病风险密切相关[9]。
为了研究 ISL1 基因在斑马鱼心脏发育和生长

中的生理功能,本研究在 NCBI 数据库中对 ISL1 基

因进行生物信息学方法,进行亲水性和疏水性的分

析,选取亲水性的一段核苷酸序列(65 ~ 365 bp)进
行 PCR 扩增,构建在原核细胞中表达斑马鱼 ISL1
基因的重组质粒 PET鄄28a鄄ISL1,将诱导表达的 His.
ISL1 融合蛋白对新西兰大白兔进行免疫,制备斑马

鱼的多克隆抗体,并用 Western blotting 对免疫血清

的特异性和效价进行了检测。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验试剂

摇 摇 大肠杆菌 E. coli DH5a,E. coli BL21 菌株,由本

实验室保种;斑马鱼由本实验室提供;pMD18鄄T 克

隆载体购自大连宝生物公司;pET28a 空表达载体菌

种由本实验室提供。 限制性内切酶 EcoR玉和 Sal I,
Taq DNA 聚 合 酶, 10 伊 Loading buffer; 连 接 酶;
RNase;UNIQ鄄10 柱式 DNA 胶回收纯化试剂盒;柱式

DNA 胶回收纯化试剂盒;质粒提取试剂盒(离心柱

型);Ni鄄IDA 凝胶柱蛋白纯化试剂盒;蛋白胨、酵母

提取物、氯化钠、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸

铵、IPTG(异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷);弗氏佐剂。
新西兰大白兔购自中南大学湘雅附一医院。
1郾 2摇 生物信息学分析

用 Primer Premier 5. 0 软件设计根据酶切位点

的分析和 PCR 引物分析,对 ISL1 基因的序列设计

引物,第一对引物:正义引物:5忆 - ACG TTG TCG
CGG TGG CAC GTC G -3忆,反义引物:5忆 - CAG TTG
CGC CGC TGG GTA CA - 3忆,第二对为带有酶切位

点的引物:正义引物:5忆 - ACG AAT TCA TGT CTT
CCA CAT CGG CCT C - 3忆 EcoR玉,反义引物:5忆 -
TGT CGA CGA TGT TGC TGC TGC TGC TGT T - 3忆
sall,由上海生工公司合成。
1郾 3摇 基因扩增及载体构建

以斑马鱼卵为材料,置于液氮中冷冻 0. 5 h,用
Trizol 法提取总 RNA[10],并以之为模板进行反转录

并进行 PCR 扩增,再将所得 PCR 产物(长 300 bp),
经纯化后连入 pMD18鄄T 克隆载体,通过 DH5琢 感受

态细胞转入,经测序鉴定后,利用 EcoR1 和 Sal I 从
PMD18鄄T鄄ISL1 质粒上切下目的基因,连入带有相同

粘性末端的线性化的 PET鄄28a 载体。 转入 DH5琢 菌

株,筛选正确克隆,经 EcoR1 和 Sal I 双酶切鉴定后,
得到重组表达质粒 PET鄄28a鄄ISL1。
1郾 4摇 融合蛋 SLI1 的原核表达

将构建好的表达质粒 pET鄄28a鄄ISL1 转化大肠

杆菌 BL21 感受态细胞。 挑取阳性克隆菌落接种于

50 mL 卡纳氯霉素的 LB 培养基中,在 37 益条件下

摇荡培养 12 h,转接扩大培养至菌液 OD600 抑0. 6
时,取 1 mL 菌液作为空白对照,加 0. 1 mmol / L 和 1
mmol / L IPTG 诱导,37 益和 25 益培养,分别诱导 0
h、3 h、5 h、6 h,各取 1 mL 菌液制备电泳样品,进行

SDS鄄PAGE 分析。
1郾 5摇 ISL1 融合蛋白的纯化

通过各时段取样比较,选取 1 mmol / L IPTG 浓

度诱导 5 h 的进行大量诱导。 经液氮反复冻融 PBS
重悬后超声裂解,离心取上清。 4益下与经 Binding
Buffer 漂洗活化后的 Ni鄄IDA 凝胶柱结合,分别用

Washing Buffer 洗去杂蛋白和 Elution Buffer 洗脱目

的蛋白。 纯化后的融合 蛋 白, 在 - 80 益 保 存

备用[11]。
1郾 6摇 ISL1 多克隆抗体的制备

选一只健康新西兰大白兔,制备免疫前正常血

清,作阴性对照。 将纯化得到的 His鄄ISL1 蛋白质

0郾 6 mg 按体积比 1颐 1 与弗氏完全佐剂(购自 Sigma
公司)混合后,对大白兔进行背部皮下多点免疫注

射;注射速度尽量慢而均匀;在第 14 天、第 21 天、第
28 天再将溶于 0郾 15 mL 生理盐水中的 0郾 5 mg 抗原

蛋白与弗氏不完全佐剂按体积比 1颐 1 在注射,背部
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皮下多点注射。 第 35 天主动脉放血。 兔血放在 4
益冰箱静置 1 h,随后离心,取血清加入 0郾 01%NaN3
分装保存于 - 80 益。
1郾 7摇 Western blotting 分析抗体特异性

将 PMD18鄄T鄄ISL1 重组子 BL21 菌株在 LB 培养

液中扩大中扩大培养,用 IPTG 诱导后,跑 SDS鄄
PAGE 胶,用兔血清进行 Western bolt 检测,设置的

抗体浓度分别为 1颐 100、1颐 500、1颐 1 000、1颐 2 000。

2摇 结摇 摇 果

2郾 1摇 ISL1 基因表达载体的构建与鉴定

摇 摇 提取斑马鱼 RNA 反转录为 cDNA,通过 PCR 扩

增纯化出 ISL1 基因片段,连入一级载体 pMD18鄄T
中,经测序鉴定后,目的片段通过 EcoR1 和 Sal I 双
酶切连入具有相同粘性末端的 PET鄄28a 载体后,转
入 DH5琢 感受态细胞。 EcoR玉与 sall 双酶切鉴定

(如图 1),然后测序分析显示已成功构建了质粒

PET鄄28a鄄ISL1,得到能够原核表达 ISL1 的载体。

图 1摇 EcoR玉/ sall1 双酶切鉴定 PET鄄28a鄄ISL1 质粒

2郾 2摇 SL1 融合蛋白诱导表达

将重组质粒 pET28a鄄ISL1 转化到大肠杆菌

BL21 感受态细胞后,以 0郾 1 mmol / L 和 1 mmol / L
IPTG 浓度进行诱导表达,并在 0 h、3 h、5 h、6 h 取样

1 mL,分别在 37毅C 和 25毅C 对其表达产物进行 SDS鄄
PAGE 电泳分析(如图 2),出现一条相对分子量约

为 13 kDa 的特异蛋白条带,与预期的 ISL1 融合蛋

白相相同。 用 Ni鄄IDA 凝胶柱亲和纯化,用 SDS鄄
PAGE 电泳,用考马斯亮蓝染色,纯度为 80% 以上。
载体在大肠杆菌中的成功转染,诱导了 ISL1 蛋白的

表达,获得目的蛋白。
2郾 3摇 ISL1 多克隆抗体 Western Blot 检测效价

用免疫新西兰大白兔 3 次后,获得的总蛋白作

为一抗进行 Western blot 检测[11], 分别检测了

1颐 100、1颐 500、1颐 l 000、1颐 2 000 的效价,在 His鄄ISL1
蛋白所在位置存在特异性条带(如图 3),以空白兔

血清为阴性对照。 结果显示在抗体稀释浓度为

1颐 100时的特异信号最好。 特异性良好的抗体为后

面在蛋白水平研究 ISL1 基因在心脏发育中调控的

功能提供的实验材料。

图 2摇 PET鄄28a鄄ISL1 蛋白的原核表达 摇 1:PET鄄28a鄄ISL1 未诱

导蛋白表达;2:0郾 1 mmol / L IPTG、37毅C、3 h;3:1 mmol / L IPTG、37毅C、
3 h;4:1 mmol / L IPTG、25毅C 、3 h;5:0郾 1 mmol / L IPTG、37毅C、5 h;6:1
mmol / L IPTG、37毅C、5 h;7:1 mmol / L IPTG、25毅C、5 h;8:0郾 1 mmol / L
IPTG、37毅C、6 h;9:1 mmol / L IPTG 37毅C、6 h;M:maker

图 3摇 ISL1 多克隆抗体 Western鄄blotting 鉴定 摇 1:免疫前空

白对照;2:1颐 2 000;3:1颐 l 000;4:1颐 500;5:1颐 100

3摇 讨摇 摇 论

从 Karlsson 首次在胰岛素细胞的 cDNA 文库中

发现 Islet,到现在已经有 20 年的历史,这期间,多项

研究证实了 Isl1 在多种种属的不同组织中发挥重要

的生物学功能。 Isl1 在胚胎发育时期对运动神经元

的分化,心脏和胰腺的形成发挥重要的作用。
近期研究发现,在鸡胚时期 ISL1 能够促使脊髓

中的运动神经元轴突沿身体同侧导向[12];而在鸡胚

垂体前叶发育后期 ISL1 的表达上调[13],并伴有

BMP2 表达的下调,提示 ISL1 可能参与垂体发育调

控。 在斑马鱼中,ISL1 通过维持 dpysl3(dihydropyri鄄
midinase鄄like 3)表达,促进 Rohon鄄Beard 初级感觉神

经元的外周轴突生长[14]。 最近,Moretti 等[15] 又从
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诱导多能干细胞中分离出 ISL1 的心血管前体细胞,
并且可在体内诱导分化为心肌细胞、血管平滑肌细

胞以及内皮细胞,而没有产生畸胎瘤。 Watanabe
等[16]通过定量 PCR 法检测,Islet1 在人肺癌细胞的

4 种病理亚型中,包括肺腺癌、鳞癌、大细胞癌、小细

胞癌,均有显著的增高;通过对上述 4 种肺癌细胞亚

型的基因表达谱主要成分分析(principal component
analysis,PCA)和基因通路分析,认为 Islet1 与这 4
种肺癌亚型细胞的粘附、增殖和侵袭相关。 另外,
ISL1 能提高间充质干细胞及内皮细胞的增殖、迁
移,进而促进组织中的血管新生和血管生成[17]。

出生后,Isl1 标记一群具有增殖分化能力的神

经元和心脏前体细胞。 这些研究为将来的临床诊断

和治疗提供理论依据和新的手段。 制备高效的 Isl1
的抗体对斑马鱼心脏发育的未来进一步研究有意

义。 实验室目前常用的载体有 pMD 系列载体和

pET 系列载体。 本研究采用的 PET鄄28a 载体与其他

载体不同之处在于在载体的含有 His 标签、凝血酶

基因及 T7 启动子标签序列,表达产物可在 BL21 菌

株中高表达。 表达蛋白以包涵体的形式存在,则可

以通过优化条件来使可溶性蛋白最大表达,如改变

诱导时间、温度和 IPTG 浓度,大大提高了抗体制备

的质量。 在制备的抗体中加入了 0郾 01%的 NaN3,它
具有防霉、血清防腐的功效。 因此可确保抗体保存

的更长久。
Western blot 结果显示该抗体效价及特异性较

好。 为以后进一步研究该基因在斑马鱼心脏发育过

程中的作用打下了基础,也为进一步研究斑马鱼心

脏发育机制提供了材料。
关于 ISL1 多种作用的具体分子机制以及自身

的表达调控规律有可能成为今后研究的重点,已经

有研究表明斑马鱼中,ISL1 通过维持 dpysl3( dihy鄄
dropyrimidinase鄄like 3)表达,促进 Rohon鄄Beard 初级

感觉神经元的外周轴突生长,而在小鼠心脏中 ISL1
受到 WNT / 茁鄄catenin,FGF8 信号通路的调节,能被

BMP4 和 BMP2 信号通路介导,从而在心肌细胞分

化后期抑制 Islet1 和 Tbx1 等表达[18],通过制备斑马

鱼 Isl1 多克隆抗体,可以更好的对 Isl1 在斑马鱼心

脏发育中的调控机制进行研究。
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