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果蝇 Bves 蛋白的表达、纯化及多克隆抗体的制备
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心脏发育研究中心,湖南 长沙 410081)

摘摇 要:摇 目的摇 为了进一步研究细胞粘附分子 Bves 在肿瘤的发生及转移过程中的作用,需要获得 Bves 蛋白

并制备其抗体。 摇 方法摇 根据 Flybase 网站所提供的 Bves 基因序列,以果蝇的总 RNA 为模板进行 PCR 扩增,得到

Bves 部分编码序列,随后将其连接到 pET鄄28a 载体上获得原核表达载体。 重组表达质粒经酶切测序鉴定后,转化

入大肠杆菌 BL21 感受态细胞中,并用 IPTG 诱导融合蛋白的表达,使用活化的 Ni鄄IDA 凝胶柱亲和纯化,将纯化后

得到的 His鄄Bves 融合蛋白免疫注射新西兰大白兔制备 Bves 多克隆抗体,并用 Western blot 对抗体效价进行检测。
结果和结论摇 获得了 Bves 原核表达重组融合蛋白及高效价的兔抗 Bves 多克隆抗体,为后期深入研究 Bves 基因的

功能奠定了基础。
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The Expression,Purification of Bves Fusion Protein and
Preparation of Its Polyclonal Antibody

PENG Peiyin,ZHAO Yang,WANG Jing,et al
(The Center for Heart Development,Key Lab of MOE for Development Biology and Protein Chemistry,

Hunan Normal University,Changsha,Hunan 410081,China)

Abstract:摇 Objective摇 The Bves,as cell adhesion molecules,plays a certain role in tumorigenesis and metastasis. In
order to further study the function of Bves,its protein and antibody must be obtained. 摇 Methods摇 According to the Bves
gene sequence provided on Flybase,the Drosophila RNA was constructed and then used for PCR amplification,part of the
coding sequence was got,which could be connected to the prokaryotic expression vector pET鄄28a vector. The recombination
plasmids were digested and sequenced correctly,and transformed into E. coli BL21 competent cells. The fusion protein was
induced with IPTG,and purified by Ni鄄IDA gel column affinity. Then the purified His鄄Bves was immuned and injected to
New Zealand white rabbits to prepare the polyclonal antibodies and its titers were detected by Western blot. 摇 Results and
Conclusion摇 The Bves prokaryotic expression recombination fusion protein and a high titer rabbit polyclonal antibody were
gained. This study laid the foundation for later in鄄depth study for the function of Bves gene.
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摇 摇 Bves ( blood vessel epicardial substance),属于 Popdc 基因家族,该基因家族目前一共有 3 个成

员[1]。 迄今为止,Bevs 是该家族中被研究得最多的

成 员。 Bves 在 FlyBase 中 标 记 为 Dmel \ bves
(CG32513,FBgn0031150),它位于果蝇一号染色体

上,长 1 245 bp,编码 414 个氨基酸。 Bves 基因编码

一个隐形的跨膜糖蛋白,是一种存在于骨骼肌、心肌

和上皮细胞的细胞粘附分子[2]。
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早在 1999 年,在心脏组织的基因克隆研究中,
Reese 等[3 - 4]第一次发现了一种新的蛋白,并将其

命名为 Bves 蛋白,即血管心外膜活性物质。 在心外

膜的前体组织中,心肌间充质细胞及处在早期发育

阶段的心血管系统的平滑肌细胞中都能够检测到

Bves 蛋白的表达[5]。 因此,Bves 作为血管平滑肌细

胞发育的一个早期标志,它可能参与了血管形成过

程中平滑肌细胞的调控过程。 然而,Ripley 等[6 - 7]

研究发现,在眼角膜、视网膜和晶状体等上皮组织中

也有 Bves 的表达,并且它可能参与了上皮细胞的形

成和再生过程。 由于 Bves 在上皮细胞的形成及细

胞相互作用中发挥的功能逐渐被揭示,提示该蛋白

可能作为细胞粘附分子在细胞的增殖、分化、胚胎发

育、炎症细胞的迁移及肿瘤的形成过程中发挥着一

定作用。
目前研究认为 Bves 作为细胞粘附分子在肿瘤

的转移过程中发挥着重要的作用[8];对于 Bves 其他

功能的研究报道并不多见,为了进一步利用果蝇模

型研究 Bves 基因的功能,本文通过生物信息学方

法,选取了编码 Bves 蛋白中亲水性较高的一段核苷

酸序列(481 bp ~ 1 042 bp)进行 PCR 扩增,构建了

可在原核细胞中表达果蝇 Bves 基因的重组质粒

pET鄄28a鄄Bves,并将诱导表达的 His鄄Bves 融合蛋白

纯化后对新西兰大白兔进行免疫注射,制备果蝇

Bves 蛋白的多克隆抗体,并且对免疫血清的特异性

和效价进行了检测。 Bves 多克隆抗体的制备为进

一步探索 Bves 的功能奠定了基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试剂及材料

摇 摇 大肠杆菌 E. coli BL21 菌株和 E. coli DH5琢 菌

株,由本实验室提供保种;pMD18鄄T 克隆表达载体

购自大连宝生物公司;pET鄄28a 空表达载体的菌种

由本实验室提供保种。 限制性内切酶 EcoR玉和

Xho玉、Taq DNA 聚合酶、10 伊 Loading buffer 均购自

深圳晶美公司;RNase 购自 Sangon 公司;T4 连接酶

购自大连宝生物公司;UNIQ鄄10 柱式 DNA 胶回收纯

化试剂盒、Ni鄄IDA 凝胶柱蛋白纯化试剂盒购自上海

生工公司;质粒提取试剂盒(离心柱型)购自 OME鄄
GA 公司;弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自 Sig鄄
ma 公司;其他的实验试剂为国产分析纯;新西兰大

白兔购自中南大学湘雅医院。

1. 2摇 Bves 基因序列生物信息学分析

依据 Flybase 网站所提供的果蝇 Bves 基因序

列,用 Primer Premier 5. 0 软件设计 PCR 引物序列,
外引物:sense:5忆 - AAC TTC ATC TAT CTC GTC
GTG G - 3忆, anti鄄sense:5忆 - GTA TCA ACA TGG
GCT TGT CCT - 3忆,内引物:sense:5忆 - AAC GGA
TCC TAT CTC GTC GTG G - 3忆 (下划线为 BamH玉
酶切位点), anti鄄sense:5忆 - GTC TCG AGA TGG
GCT TGT CCT - 3忆 (下划线为 Xho玉酶切位点),引
物序列由上海生工公司进行合成。
1. 3摇 基因扩增及载体构建

挑选野生型成体果蝇 30 只,放入液氮中冷冻处

理 0. 5 h 后,用 Trizol 法提取总 RNA[9],并以之为模

板进行反转录和 PCR 扩增,得到的 PCR 产物长 562
bp,经纯化回收后连接到 pMD18鄄T 克隆载体上,并
转化入大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞中,酶切检测筛

选出阳性克隆,测序正确后用限制性内切酶 BamH
玉和 Xho玉将目的片段从 pMD18鄄T鄄Bves 质粒上切

下,纯化回收,连入 pET鄄28a 载体的相同酶切位点,
转化入 DH5琢 感受态细胞,挑去单克隆,经 BamH玉
和 Xho玉双酶切检测鉴定及测序分析确定后,获得

重组表达质粒 pET鄄28a鄄Bves。
1. 4摇 Bves 融合蛋白的诱导表达

将构建好的重组表达质粒 pET鄄28a鄄Bves 转化

入大肠杆菌 BL21 感受态细胞中。 挑取单克隆菌落

接种于含 50 mL 卡那霉素的 LB 培养基,37 益封闭

摇床中振荡培养过夜,然后转接扩大培养至菌液

OD600抑0. 6 时,取 1 mL 菌液用作空白对照,然后加

入 0. 2 mmol / L IPTG 进行诱导,37 益 继续培养,诱
导 0、2、4、6、8、10 h 后分别取 1 mL 菌液用于制备电

泳样品进行 SDS鄄PAGE 蛋白电泳分析。
1. 5摇 Bves 融合蛋白的纯化

通过比较各个诱导时间,选取 0. 2 mmol / L
IPTG 诱导 8 h 的条件下进行大量诱导。 离心收集

菌液,经液氮反复冻融 PBS 重悬后超声裂解,离心

取上清。 将上清在 4 益 条件下与经 Binding Buffer
活化后的 Ni鄄IDA 凝胶柱结合过夜,Washing Buffer
漂洗 3 次去除杂蛋白,目的蛋白用 Elution Buffer 洗
脱,由此获得纯化后的 His鄄Bves 融合蛋白, - 80 益
保存备用[10]。
1. 6摇 Bves 多克隆抗体的制备

选取一只成年健康适龄的新西兰大白兔,耳缘

处静脉取血约 5 mL,用于制备免疫前的正常血清,
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作为阴性对照。 将纯化后得到的 His鄄Bves 蛋白按

体积比 1颐 1 的比例与弗氏完全佐剂充分混匀,在注

射器中推成乳剂后,对大白兔分 15 ~ 20 个点进行背

部皮下免疫注射;注射速度应尽量慢而均匀,其分布

位置需尽量均匀分布在大白兔的身体背部各个部

位;在第 14 天、第 21 天、第 28 天分别加强 1 次免

疫,将溶于 0. 5 mL 生理盐水中的 0. 5 mg 抗原蛋白

与弗氏不完全佐剂按体积比 1颐 1 在注射器中推成乳

剂,进行背部皮下多点注射。 第 40 天时主动脉取血

后放入 4 益冰箱静置过夜,3 000 rpm 离心 10 min,
取血清加入 0. 01%NaN3 分装于 - 80 益保存备用。
1. 7摇 Bves 多克隆抗体的效价检测

收获免疫兔血清,将 pET鄄28a鄄Bves 重组表达质

粒转化入大肠杆菌 BL21 菌株,诱导表达的总蛋白

进行 SDS鄄PAGE 电泳,转膜后用免疫兔血清作为一

抗进行 Western blot 检测,抗体的浓度分别设置为

1颐 500、1颐 1 000、1颐 1 500。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 重组表达载体 pET鄄28a鄄Bves 的构建及鉴定

摇 摇 从果蝇中提取总 RNA 作为模板,反转录构建果

蝇 cDNA 文库,随后以该 cDNA 文库为模板进行

PCR 扩增。 纯化出的 Bves 基因片段克隆连接到载

体 pMD18鄄T 中,经测序确定后,通过 BamH玉和 Xho
玉双酶切质粒 pMD18鄄T鄄Bves 得到目的片段后连入

pET鄄28a 载体,转化入大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞

中,挑取单克隆,经 BamH玉与 Xho玉双酶切鉴定

(如图 1A)及测序分析确定后,表明重组表达质粒

pET鄄28a鄄Bves 已构建成功(如图 1B)。

图 1摇 pET鄄28a鄄Bves 质粒鉴定图及其质粒示意图摇 A: BamH玉/ xho玉双酶切鉴定结果;B: pET鄄28a鄄Bves 质粒示意图

2. 2摇 诱导表达 His鄄Bves 融合蛋白

将重组表达质粒 pET鄄28a鄄Bves 转化入 BL21 感

受态细胞后,以 0. 2 mmol / L IPTG 浓度进行不同时

间的诱导表达,并分别对表达产物进行 SDS鄄PAGE
蛋白电泳分析(如图 2),可观察到相对分子量约为

25 kDa 的特异性蛋白条带,与预期的 Bves 融合蛋白

相对分子质量相一致。 融合蛋白经活化的 Ni鄄IDA
凝胶柱亲和纯化后,进行 SDS鄄PAGE 电泳和考马斯

亮蓝染色,纯化后的蛋白纯度有显著提高,为后期

Bves 基因的研究及多克隆抗体的制备提供了良好

的基础。

图 2摇 His鄄Bves 融合蛋白的原核表达 摇 M:Marker # 0671;1:
pET鄄28a鄄Bves 未诱导蛋白表达;2 ~ 6:0. 2 mmol / L IPTG 诱导 pET鄄
28a鄄Bves 蛋白分别表达 2、4、6、8、10 h
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2. 3摇 Bves 多克隆抗体 Western blot 检测效价

将免疫新西兰大白兔后获得的血清作为一抗进

行 Western blot 效价检测,浓度梯度分别设置为

1颐 500、1颐 1 000、1颐 1 500,同时用免疫前获得的血清

作为阴性对照。 结果显示,阴性对照无目的条带,而
其他浓度梯度均有特异性蛋白条带(如图 3),说明

Bves 多克隆抗体制备成功,且在抗体稀释浓度为

1颐 500时效价最好,抗体的特异性和敏感性均达到实

验需要。

图 3摇 Bves 多克隆抗体 Western blot 检测效价

3摇 讨摇 摇 论

果蝇 Bves 基因的表达水平与上皮细胞紧密连

接的形成直接相关[11鄄13]。 2011 年,Russ 等[11] 研究

发现,Bves 基因在上皮细胞的运动、细胞粘附、细胞

分化及组织损伤的愈合修复中起到了一定作用。 近

年来,随着分子生物学技术的不断发展,在肿瘤的致

病因素及发病机理的研究方面有了很大进展[14鄄15]。
最新的研究发现,Bves 这一类细胞粘附分子在癌细

胞的侵入及转移过程中起到了重要作用[16鄄19]。 因

此,对 Bves 基因的深入研究,有助于更有效的寻找

针对于各类粘附分子所介导的肿瘤侵入和转移的抑

制剂,为防治肿瘤的侵入和转移提供更多更完善的

策略。
本研究的目的是为了获得特异性好且效价高的

Bves 多克隆抗体。 本实验室目前常用的载体有

pMD 系列载体和 pET 系列载体。 在 Bves 抗体制备

的过程中,本研究所采用的 pET鄄28a 载体与其他载

体不同之处在于,该载体的 N 端携带有 His 标签、T7
启动子标签序列及凝血酶基因;在 C 端同样具有

His 标签序列。 因此可在 BL21、Rosseta 等表达菌株

中高效表达融合蛋白。
通常在进行融合蛋白诱导时,蛋白极易以包涵

体的形式表达出来,而包涵体形成后的缺点是需经

变性、复性等一系列处理过程后才能得到可溶性融

合蛋白。 为了避免这一复杂处理过程,可通过改变

诱导的时间、温度和 IPTG 的浓度,摸索到最适宜的

条件,即在诱导温度为 37 益、 IPTG 浓度为 0. 2
mmol / L 的条件下诱导表达 8 h,使 Bves 融合蛋白在

上清表达,这样使得利用 Ni鄄IDA 凝胶柱进行融合蛋

白的纯化过程变得更为简单、快捷。
本研究中 Bves 抗体制备成功后,在保存的过程

中加入了 0. 01%NaN3,它具有防霉及血清防腐的作

用,可使抗体保存的更长久[20]。 Western blot 检测

结果显示,制备的 Bves 抗体效价及特异性好。 这为

进一步研究 Bves 基因在果蝇这一模式动物中的功

能打下了基础,同时也为 Bves 基因在肿瘤等方面的

研究工作提供了材料。
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