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转录因子 XBP21的融合表达、纯化及多克隆抗体的制备
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摘要　人 X盒结合蛋白 1 (XBP21)为一种转录因子 ,与多种肿瘤的发生、发展有密切关系. XBP21有

2种剪切形式 ,即 XBP21S和 XBP21U.将这 2种剪切形式中的一段相同编码序列 (编码 82～147位氨

基酸)重组于谷胱甘肽 S转移酶 ( GST)融合蛋白表达载体 p GEX2KG中 ,构建成重组质粒 p GST2XB P2
1(82～147位氨基酸) .将该重组质粒转化 E. coli DH5α后 ,表达 GST2XBP21 (82～147位氨基酸) 融

合蛋白 ,经谷胱甘肽2Sepharose 4B亲和层析获得纯化的融合蛋白.用此融合蛋白免疫家兔制备多克

隆抗体.利用制备的抗体分别用Western印迹和免疫细胞化学检测 XBP21的 2种剪切形式在哺乳动

物细胞中的表达.结果表明 ,该抗体对 XBP21的 2种剪切形式均具有反应原性 ,效价高 ,特异性好 ,

可以用于进一步研究 XBP21的功能.
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Expression and Purif ication of XBP21 Fusion Protein and

Preparation of Polyclonal Antibody Against Protein
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Abstract　X2box binding protein21 (XBP21) is a transcription factor that plays an important role in regulating
proliferation of cancer cells. XBP21 has two splicing variants that were designated XBP21S and XBP21U. The
coding sequences(82～147 residues) of XBP21S and XBP21U were cloned into the expression vector p GEX2
KG, which directs expression of glutathione S2transferase ( GST) fusion protein. The GST2XBP21 (82～147
residues) fusion protein expression vector was constructed. The recombinant plasmid was then transformed into
E. coli DH5α. The GST2XBP21 ( 82～ 147 residues) fusion protein was expressed and then purified by

glutathione2Sepharose 4B affinity chromatography. The polyclonal antibody against GST2XBP21 ( 82～ 147
residues) fusion protein was prepared by immunizing rabbit with the purified protein. The ectopic expression of
XBP21S and XBP21U in 293T cells were confirmed by Western blotting and immunocytochemistry with the
antiserum. The polyclonal antibody recognized both of the splicing variants of XBP21 with high titer and
specificity. These results suggest that the polyclonal antibody can be used for further studies of XBP21 function.
Key words　X2box binding protein21 (XBP21) , fusion expression , polyclonal antibody



　　人 X盒结合蛋白 1 (XBP21)是一种转录因子 ,通

过与靶基因启动子序列中的 X盒结合激活靶基因

的转录 ,故称为 X盒结合蛋白. XBP21是一个碱性亮

氨酸拉链 (b2zip)蛋白 ,由 Liou 等于 1990 年克隆得

到[1 ]
,并一直认为只存在一种形式 ,即 XBP21U.最近

发现了 XBP21 的另外一种剪切形式 ,即 XBP21S.

XBP21S是在内质网应激时[2 ,3 ]
,由 Ⅰ型跨膜蛋白激

酶Π核糖核酸内切酶 ( type Ⅰ transmembrane protein

kinaseΠendoribonuclease , IRE1 ) 剪切 XBP21U mRNA

产生.

XBP21 在成人正常组织中广泛存在 ,在胚胎期

的外分泌腺体、成骨细胞、成软骨细胞和肝脏中高表

达[1 ,4 ] . XBP21 是肝细胞生长必需的转录因子[5 ] .研

究表明 ,XBP21参与调控 IL26的生成 ,并通过非折叠

蛋白质应答 (unfolded protein response ,UPR)途径促进

B细胞向浆细胞的分化[6 ]
.在人多骨髓瘤细胞中 ,

XBP21 的异常活动可能促进恶性浆细胞分化[7 ]
.在

肝细胞癌及原发性乳腺癌时均发现 XBP21 过表

达[8 ,9 ]
.在人类前列腺癌时 XBP21表达的负调控与肿

瘤进展相关[10 ]
.

由于 XBP21在正常生理及病理过程中均起到重

要作用 ,因此对 XBP21功能的深入研究具有重要意

义.本文成功地构建了 GST2XBP21 融合蛋白表达载

体 ,以 GST融合的方式表达了 XBP21 部分序列 ,并

获得高特异性抗体.为进一步研究 XBP21的功能提

供了有力的工具.

1　材料和方法

111　质粒和菌株

克隆载体 p GEX2KG、E. coli DH5α均为本实验

室保存. pcDNA32FLAG2XB P21 S 和 pcDNA32FLAG2
XB P21 U重组质粒由本实验室构建及保存[11 ]

.

112　细胞和细胞培养

293T细胞和 HeLa 细胞采用 10 % 胎牛血清的

DMEM培养基于 37℃, 5 % CO2 培养箱内常规培养.

113　抗体

抗 FLAG的单克隆抗体购自 Sigma公司.用于对

照的抗 XBP21多克隆抗体购自 Santa Cruz公司.辣根

过氧化物酶偶联的羊抗鼠 IgG购自 Vector公司.

114　分子生物试剂

限制性内切酶 BamHⅠ和 Xho Ⅰ购自 NEB 公

司 ,高保真 pfu DNA聚合酶、T4 DNA连接酶及 IPTG

购自 Promega 公司 ,质粒提取试剂盒 (包括小量提

取、大量制备两种)购自 Qiagen公司 ,DNA胶回收试

剂盒及 PCR产物回收试剂盒购自 Promega公司.

115　重组质粒的构建

以用于酵母双杂交的乳腺 cDNA文库 (Clontech)

为 模 板 ,以 P1 (5’2C GGGA TCC GTA GCA GC TCA

GA C T GCCA G23’)和 P2 (5’2CC GC TC GA GT TA C T

C C T C T TCA GCAA C CA G23’)为引物 ,PCR扩增编

码 82～147位氨基酸 的 XBP21片段.以 BamHⅠ和

XhoⅠ双酶切 PCR产物 ,将 PCR产物插入到同样双

酶切的 p GEX2KG载体中 ,即得重组质粒 p GST2XB P2
1 (82～147位氨基酸) .

上述克隆所用 PCR扩增条件为 : 94 ℃变性 1

min后 ,按以下参数进行 25 次循环 : 94 ℃变性 1

min ,55 ℃复性 1 min ,72 ℃延伸 2 min.最后 72 ℃延

伸 7 min. PCR扩增所用酶为 pfu DNA聚合酶.重组

质粒经载体上的通用引物测序.

116　GST融合蛋白的诱导表达及纯化

将上述构建的表达 GST的融合蛋白的重组质

粒和表达 GST的空载体 p GEX2KG转化到 E. coli

DH5α中.转化子 37 ℃振荡过夜 ,再按 2 % 的接种

量转接 ,30 ℃培养 6 h后 ,加入 IPTG至终浓度为 011

mmolΠL , 20 ℃继续诱导培养过夜.收集上述诱导菌 ,

用谷胱甘肽2Sepharose 4B 小颗粒亲和层析法纯化

GST融合蛋白 ,基本按 Pharmacia公司提供的方法进

行.即按 10∶1 (VΠV) 的比例加入细胞裂解液 ( 50

mmolΠL Tris2HCl、pH715、150 mmolΠL NaCl、1 mmolΠL
EDTA、013 mmolΠL DTT、011 % NP240及蛋白酶抑制

剂) ,超声破碎 ,离心收集上清液 ,加入适量谷胱甘肽

2Sepharose 4B 小颗粒 ,结合 3 h. 再收集谷胱甘肽2
Sepharose 4B小颗粒 ,用细胞裂解液充分洗脱未结合

蛋白质后 ,即得到结合有 GST2XBP21 (82～147 位氨

基酸)融合蛋白或 GST蛋白的谷胱甘肽2Sepharose 4B

小颗粒.

117　多克隆抗体的制备

将纯化的 GST2XBP21 (82～147 位氨基酸)融合

蛋白与福氏完全佐剂 1∶1混匀后 ,皮内多点注射家

兔 ,初次免疫后每 3周加强免疫一次 ,末次免疫后第

10 d心脏取血 ,免疫血清于 - 70 ℃保存.

118　哺乳动物细胞的转染

用无双抗的DMEM培养基 (含 10 %FBS)将 293T

细胞接种在 12 孔板中.接种后 24 h ,将总量为 110

μg DNA 与 80μl DMEM 培养基混合 ,再将 215μl

Lipofectamine 2000 ( Invitrogen)与 80μl DMEM培养基

混合 ,然后将上述两种溶液混合 ,室温放置 20 min ,

加入到细胞中.
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119　Western 印迹检测

293T细胞转染 24 h后 ,收集细胞 ,加入 SDS加

样缓冲液 ,煮沸 10 min ,离心后取上清液进行 SDS2
PAGE后电转移至硝酸纤维素膜上 ,分别用自制免

疫血清和 FLAG抗体进行Western 印迹检测.用自制

免疫血清进行 Western 印迹检测时 ,用 100 gΠL 脱脂
奶粉 4 ℃封闭过夜 ,加入用 100 gΠL脱脂奶粉 1∶2000

稀释的免疫血清 ,室温轻摇 1 h ,TBST洗膜 5次 ,每

次 10 min ,加入用 50 gΠL 脱脂奶粉稀释的辣根过氧
化物酶偶联的羊抗兔 IgG,室温轻摇 1 h ,TBST洗膜 3

次 ,每次 7 min ,用化学发光法显色 5 min ,压片显影.

用 FLAG抗体进行Western 印迹检测时 ,用 50 gΠL脱
脂奶粉室温封闭 1 h ,加入用 50 gΠL脱脂奶粉 1∶2000

稀释的 FLAG抗体 ,室温轻摇 1 h ,TBST洗膜 3次 ,每

次 7 min ,加入用 50 gΠL脱脂奶粉稀释的辣根过氧化
物酶偶联的羊抗鼠 IgG,室温轻摇 1 h , TBST洗膜 3

次 ,每次 7 min ,用化学发光法显色 5 min ,压片显影.

1110　免疫细胞化学分析

293T细胞转染 24 h后 ,弃去培养基 ,用 3 % 新

鲜配制多聚甲醛固定.经 015 % Triton X2100处理和

1 %羊血清封闭后加自制免疫血清 (1∶100) ,室温温

育 2 h ,用含 1 %羊血清的 PBS洗 3次 ,每次 10 min.

然后加入荧光素标记的羊抗兔 IgG室温温育 1 h ,

PBS洗 3次 ,每次 10 min ,最后用 Hoechst33258进行

核染色 ,并于荧光显微镜下观察.

1111　内源性 XBP21表达的检测

用无双抗的DMEM培养基 (含 10 %FBS)将 HeLa

细胞接种在 12孔板中.接种后 24 h ,加入 tunicamycin

至终浓度 2μgΠml ,分别于 5 h、6 h 收集细胞进行

Western印迹检测 ,并以 119 中收集的转染后 293T

细胞作为对照.方法同 119所述.

2　结果

211　GST2XBP21( 82～147 位氨基酸) 融合蛋白在

大肠杆菌中的表达

将重组质粒 p GST2XB P21 (82～147位氨基酸)转

化到 E. coli DH5α中 ,转化菌经 IPTG诱导后进行

SDS2PAGE.结果表明 (Fig. 1A) ,与阴性对照 DH5α相

比 ,DH5α(p GEX2KG)特异地表达了分子量约为 26

kD的蛋白 ,而 DH5α(p GST2XB P21 (82～147 位氨基

酸) )特异地表达了分子量约为 33 kD的预期蛋白.

Western 印迹检测表明 ( Fig. 1B) ,这些特异表达带均

可与 GST抗体发生特异反应 ,说明 GST2XBP21 (82～

147位氨基酸) 融合蛋白的构建及表达获得成功.

212　GST2XBP21( 82～147 位氨基酸) 融合蛋白的

纯化

GST2XBP21 (82～147 位氨基酸) 融合蛋白在大

肠杆菌中经低温诱导表达后 ,获得了较大量的可溶

性蛋白.这些可溶性蛋白经谷胱甘肽2Sepharose 4B

小颗粒亲和层析后进行 SDS2PAGE.结果表明 ( Fig.

2A) ,GST2XBP21 (82～147 位氨基酸)和 GST分别为

纯的单一蛋白条带. Western 印迹进一步检测表明

(Fig. 2B) ,这些蛋白条带均可与 GST抗体发生特异

反应.

Fig. 1　Expression of GST2XBP21 (82～147 residues)fusion protein in E. coli DH5α

(A) SDS2PAGE of GST2XBP21 (82～147 residues) expression.

(B) Western blot analysis of GST2XBP21 (82～147 residues)fusion protein.

M:protein marker ;1 :Lysate from E. coli DH5α;2 :Lysate from E. coli DH5αcontaining empty vector ;

3 :Lysate from E. coli DH5αcontainng p GST2XB P21 (82～147 residues)

213　XBP21在哺乳动物细胞中的表达及多克隆抗

体的鉴定

为便于 XBP21抗体特异性的验证 ,本文以带有

FLAG标签的 XBP21 蛋白作为对照. 将 pcDNA32
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Fig. 2　Purification of GST2XBP21 (82～147 residues) fusion protein

(A) SDS2PAGE of purified GST2XBP21 ( 82～ 147 residues) fusion

protein.

(B) Western blot analysis of purified GST2XBP21 (82～147 residues)

fusion protein.

M:protein marker ;1 : GST protein ;2 : GST2XBP21 fusion protein

FLAG2XB P21 S 和 pcDNA32FLAG2XB P21 U 重组质粒

分别转染 293T细胞 ,收集细胞总蛋白质进行 SDS2
PAGE ,用 FLAG抗体 (Sigma)进行Western 印迹分析.

结果表明 ( Fig. 3A) ,转染 pcDNA32FLAG2XB P21 S 的

293T细胞表达了分子量约 50 kD的 FLAG2XBP21S蛋

白 ,转染 pcDNA32FLAG2XB P21 U的 293T细胞表达了

　　

分子量约 35 kD的 FLAG2XBP21U蛋白 ,而 293T细胞

无蛋白质条带 ,与预期结果相同.用自制免疫血清进

行Western印迹分析 ,结果表明 (Fig. 3B) ,转染 XBP21

两种剪切形式重组质粒的 293T细胞均可检测到分

子量正确的蛋白条带 ,且条带位置与用 FLAG抗体

检测的条带的位置相同 ,而 293T细胞未检测到任何

条带 ,说明 293T细胞无内源性 XBP21或其表达水平

很低. SDS2PAGE结果 ( Fig. 3C) 表明 ,转染 pcDNA32
FLAG2XB P21 的 293T细胞与 293T细胞相比在分子

量 35 kD及 50 kD处均未见明显单一条带 ,这些结果

说明制备的多克隆抗体能特异地与 FLAG2XBP21S

和 FLAG2XBP21U蛋白反应.

214　免疫细胞化学分析

按材料和方法所述 ,用自制免疫血清对转染

pcDNA32FLAG2XB P21 S 和 pcDNA32FLAG2XB P21 U 的

293T细胞进行免疫细胞化学分析.结果 ( Fig. 4)表

明 ,在转染 XBP21两种剪切形式重组质粒的 293T细

胞中均可观察到荧光 ,且主要为核染色 ,而 293T细

胞无荧光.说明制备的多克隆抗体完全可以用于免

疫细胞化学分析.

Fig. 3　Expression of FLAG2XBP21 in 293T cells

(A) Western blot analysis of FLAG2XBP21 with anti2FLAG2antibody.

(B) Western blot analysis of FLAG2XBP21 with anti2XBP21 antibody.

(C) SDS2PAGE of FLAG2XBP21.

M:protein marker ;1 :293T cells ;2 :293T cells transfected with pcDNA2FLAG2XB P21 U ;3 :293T cells transfected with pcDNA2FLAG2XB P21 S

215　内源性 XBP21表达的检测

目前对内源性 XBP21U 的检测大多局限于

mRNA水平的检测[2 ]
,主要原因可能是 XBP21U蛋白

在体内极易降解. XBP21S为一内质网应激蛋白 ,在

内质网应激试剂 (如 tunicamycin)作用下 ,可检测到

XBP21S蛋白.用自制的免疫血清进行 Western 印迹

分析检测内源性 XBP21的表达表明 ( Fig. 5) ,Hela细

胞用 tunicamycin 处理 5 h、6 h后即可检测到 XBP21S

的表达 ,但在 XBP21U相应位置未见到任何条带.

3　讨论

虽然目前发现了 XBP21在多种肿瘤发展过程中

起重要作用 ,但其具体机制尚不清楚. XBP21作为一

种转录因子 ,必然参与许多基因的表达. MHCⅡ类基

因 Aα、DRα、DPρ 中的 cAMP 反应元件 ( cAMP

responsive element ,CRE)是 XBP21的结合序列 ,XBP21

还可以与含有 ACGT核心的 CRE样元件及一些 TPA

反应元件 (TPA response element ,TRE)结合[12 ]
. XBP21
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可以激活人类 T细胞白血病Π淋巴瘤病毒 Ⅰ(human

T2cell leukemiaΠlymphoma virusⅠ,HTLV21)的转录[12 ]
,

而 HTLV21是与人类肿瘤发生密切相关的一种 RNA

病毒.本实验室的研究表明 ,XBP21能提高雌激素受

体 ERα转录活性[11 ]
.但 XBP21如何影响乳腺癌的发

生发展尚不清楚.因此深入了解 XBP21的表达分布、

上下游分子及其在细胞调控中的作用具有重要

意义.

Fig. 4　Immunocytochemistry analysis of XBP21 expression in 293T cells with anti2XBP21 antibody

(A1) 293T cells stained with normal serum.

(A2) 293T cells stained with Hoechst 33258.

(B1) FLAG2XBP21S2transfected 293T cells stained with anti2XBP21 antibody.

(B2) FLAG2XBP21S2transfected 293T cells stained with anti2XBP21 antibody.

(C1) FLAG2XBP21U2transfected 293T cells stained with anti2XBP21 antibody.

(C2) FLAG2XBP21U2transfected 293T cells stained with Hoechst 33258

Fig. 5　Western blot analysis of endogenous XBP21 expression

1 :HeLa cells treated with 2μgΠml tunicamycin for 5 hours ;

2 :HeLa cells treated with 2μgΠml tunicamycin for 6 hours ;

3 :293T cells transfected with pcDNA2FLAG2XB P21 S ;

4 :293T cells transfected with pcDNA2FLAG2XB P21 U

　　抗体是研究基因功能的重要工具.尽管越来越

多的证据表明 ,XBP21 在生理和病理过程中均起重

要作用 ,但出售 XBP21抗体的公司极少.即使有商业

化抗体 (如 Santa Cruz公司的 XBP21抗体) ,其滴度也

不高.如商业化 XBP21 抗体用于真核表达的 FLAG2
XBP21S和 FLAG2XBP21U蛋白检测的稀释度仅为 1∶

200 (数据略) ,而我们所用的稀释度为 1∶2000 ,且信

号强于商业化抗体.由于我们所用的 XBP21的抗原

区 (82～147位氨基酸)不同于商业化抗体的抗原区

(76～260 位氨基酸) ,因此我们选择的抗原区也许

更合适.

XBP21有两种剪切形式 ,即 XBP21U和 XBP21S.

两者分别由 260和 376个氨基酸组成 , 且 N端具有

相同的 b2zip 结构域.为了获得对 XBP21两种剪切形

式均有反应原性的抗体 ,我们选择两者中的一段相

同序列 (82～147 位氨基酸)进行融合表达 ,用来制

备 XBP21的特异性抗体.

GST蛋白分子量约为 26 kD ,用此衍生的融合蛋

白免疫家兔所产生的抗体会有部分是针对 GST蛋

白的.为了鉴定所得抗体的特异性 ,我们将 XBP21S、

XBP21U的编码序列克隆到带有 FLAG标签的真核

表达载体中 ,使其在哺乳动物细胞中表达 ,并用

FLAG抗体和自制的免疫血清进行比较鉴定.避免了

用 GST融合蛋白鉴定会导致免疫血清与 GST蛋白

交叉反应的问题 ,同时也证明了此免疫血清既能识
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别原核表达 XBP21又能识别真核表达 XBP21 ( Fig. 3

和数据略) ,表明了免疫血清对 XBP21蛋白的良好特

异性.该策略也适用于其它抗体的鉴定.

本文成功制备了特异性和效价良好的抗 XBP21

多克隆抗体 ,并可用于 Western 印迹分析和免疫细

胞化学研究 ,为今后 XBP21的表达分布检测、细胞内

定位及与其它蛋白质间相互作用等许多研究工作的

开展奠定了基础.
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