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兔抗鸡碱性氨基酸转运载体 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体的
制备及其效价和特异性分析
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摘　要：为了获得兔抗鸡碱性氨基酸转运载体 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体，并对多克隆抗体进行特异
性分析，本试验利用鸡 ｂ０，＋ＡＴｃＤＮＡ全序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＨＱ３３８７１３）进行生物信息学分
析，预测其蛋白质理化性质、跨膜区域、二级结构及抗原表位，并设计出１段抗原多肽；构建鸡
ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ质粒，原核表达融合蛋白经纯化后，注射于新西兰大白兔，经３次加强免疫
后，制备兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体，并采用酶联免疫分析（ＥＬＩＳＡ）和蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）技术分析其效价和特异性。结果如下：１）鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴ分子质量为 ５３．８ｋｕ，等电点为
８．２７，编码４９３个氨基酸，其中含３３个强碱性氨基酸残基（Ｋ、Ｒ）、２８个强酸性氨基酸残基（Ｄ、
Ｅ）、２３５个疏水性氨基酸残基（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｆ、Ｗ、Ｖ）、１２２个极性氨基酸残基（Ｎ、Ｃ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ）；经推
测，ｂ０，＋ＡＴ有１２个跨膜螺旋结构，由３２．０５％ α－螺旋、２５．９６％延伸链和４１．９９％无规则卷曲
组成。２）成功构建了鸡 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ质粒并获得兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体，抗体效价
可达到１∶２０４８００，且特异性较好。３）利用制备的兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体作为一抗，肠道组
织膜蛋白为抗原，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证获得预期的特异性条带，一抗稀释比例为１∶４０００。结果
提示，本试验成功制备了与膜蛋白 ｂ０，＋ＡＴ特异性较好的多克隆抗体，同时其在鸡肠道组织中具
有较好的应用效果。
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　　动物的氨基酸营养一直以来是动物营养领域
所关注的重点问题，其中氨基酸在肠道的吸收转

运及其分子机制则是近年来的研究热点。氨基酸

在体内的吸收过程是由肠道刷状缘和基底膜的许

多特异性转运载体跨膜转运完成的［１］。碱性氨基

酸包括赖氨酸、精氨酸、组氨酸，其中赖氨酸作为

家禽常规饲粮中的第二限制性氨基酸而备受关

注。碱性氨基酸的吸收有 ４个转运系统，即 Ｎａ＋

依赖性 ｂ０，＋和 Ｎａ＋非依赖性 ｙ＋、ｙ＋Ｌ、ｂ０，＋系统。
其中，ｂ０，＋系统由重链 ｒＢＡＴ和轻链 ｂ０，＋ＡＴ通过
二硫键的结合而成，发挥反向交换转运的功能，起

到向细胞内转入碱性氨基酸和胱氨酸的作用。大

部分研究认为重链 ｒＢＡＴ和轻链 ｂ０，＋ＡＴ对于发挥
ｂ０，＋系统的功能来说必不可少［２－３］，尤其是 ｂ０，＋

ＡＴ甚至可以独立完成 ｂ０，＋系统的功能［４］。因此

研究制备鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体对 ｂ０，＋ＡＴ在肠道
的基因表达、定位和生物学功能的研究具有非常

重要的意义。研究表明，肠道对碱性氨基酸的吸

收主要通过 ｂ０，＋系统在刷状缘转运吸收碱性氨基
酸到上皮细胞，经基底膜上的 ｙ＋Ｌ转运进入机体
循环利用。ｂ０，＋系统是 １９８８年被 ＶａｎＷｉｎｋｌｅ
等［５］在小鼠胚泡中分离鉴定、对中性和碱性氨基
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酸有广泛底物特异性的一个 Ｎａ＋非依赖性异二聚
体，在刷状缘发挥氨基酸交换体的角色［５］。随着

人和鼠的氨基酸转运载体 ｃＤＮＡ被克隆，先后有
多种动物的多种氨基酸转运载体 ｃＤＮＡ被克隆。
目前，大鼠、兔和猪的ｂ０，＋ＡＴｃＤＮＡ已相继被克隆
出来［５－７］。但是，就鸡的氨基酸特别是碱性氨基酸

载体而言，研究工作相对滞后，至目前鸡碱性氨基

酸转运载体只有 ｙ＋系统的氯霉素乙酰基转移酶１
（ＣＡＴ１）［８］和氯霉素乙酰基转移酶２（ＣＡＴ２）［９］

的 ｃＤＮＡ全序列得到克隆，而鸡 ｂ０，＋ＡＴ抗体的制
备尚未见报道。因此，本试验首先利用鸡碱性氨

基酸转运载体 ｂ０，＋ＡＴ的 ｃＤＮＡ全序列进行蛋白
质结构预测分析，并设计出一段抗原多肽，同时通

过构建鸡原核表达载体，制备兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克
隆抗体，并采用蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）技
术检测制备的多克隆抗体在鸡肠道组织的特异

性，为从蛋白质水平深入探讨碱性氨基酸的吸收

转运机制提供更可靠的理论基础。

１　材料与方法
１．１　材料
　　选取７只７日龄常规饲养的健康黄羽肉鸡，颈
部静脉放血致死，无菌条件下采取空肠、回肠、十

二指肠组织样，并制作成混合样。磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）清洗后放入１．５ｍＬ离心管中，置液氮速冻
后，－８０℃冷冻保存。大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细
胞、大肠杆菌 ＢＬ２１和原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）
为华南农业大学动物科学学院生理生化实验室惠

赠；载 体 ｐＭＤ１８Ｔ和 ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ为 日 本
ＴａＫａＲａ公司产品。总ＲＮＡ抽提试剂盒ＴｒｉｚｏｌＲｅ
ａｇｅｎｔＫｉｔ为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、ＲＮＡ酶抑制剂（ＲＮａｓｉｎ）、ＤＮａｓｅⅠ、
ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ分子质量标准、限制性核酸内切酶等
ＰＣＲ反应试剂均购自日本 ＴａＫａＲａ公司。凝胶回
收试剂盒和质粒抽提试剂盒购自天根生化科技

（北京）有限公司。ＭＭＬＶ反转录酶购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。酶标抗体、对二甲胺基偶氮苯
（ＤＡＢ）显色试剂盒、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）酶标
二抗、增强化学发光（ＥＣＬ）试剂盒及双金鸡宁酸
（ＢＣＡ）试剂盒购自广州威佳科技有限公司。蛋白
胨、酵母粉、溶菌酶、考马斯亮蓝 Ｒ２５０、牛血清白
蛋白（ＢＳＡ）、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、醋酸纤维
素膜（ＰＶＤＦ）、脱脂牛奶、Ｘ光片及显影、定影浓缩

液等购自广州健阳生物科技有限公司。大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞和弗氏（不）完全佐剂购自广州合
达生物科技有限公司。Ｈｉｓ标记蛋白纯化柱购自
美国 Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ公司。膜蛋白提取试剂盒购自南京
凯基生物科技发展有限公司。

１．２　鸡 ｂ０，＋ＡＴ二级结构及抗原表位的预测分析
　　通过在 ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）上检索获得本课题组成功克隆的
鸡 ｂ０，＋ ＡＴ ｃＤＮＡ 全 序 列 （Ｇｅｎｂａｎｋ登 录 号
ＨＱ３３８７１３）。采用 ＤＮＡＳｔａｒ软件对鸡肠道 ｂ０，＋

ＡＴ的物理化学性质进行分析；采用 ＴＭＨＭＭ软
件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ
２．０／）预测鸡 ｂ０，＋ＡＴ的跨膜区；采用 ＰＲＥＤＡＴＯＲ
（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｐｒｅｄａ．
ｐｌ）预测鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴ的二级结构；采用 ＢｅｐｉＰｒｅｄ
１．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＢｅｐｉＰｒｅｄ／）分析 ｂ０，＋ＡＴ的抗原表位。
１．３　多克隆抗体的制备
１．３．１　鸡 ｂ０，＋ＡＴ基因原核表达质粒的构建
　　通过分析鸡 ｂ０，＋ＡＴ的抗原表位，根据鸡 ｂ０，＋

ＡＴ基因的序列及原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）多克
隆位点序列，应用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计１对引物：
上游引物［含 ＢａｍＨⅠ酶切位点和相应保护碱基
（带下划线的碱基）］：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＡＡＡＧ
ＧＡＧＧＡＴＧＧＡＣＡＡＴ３′；下游引物［含 ＳａｌⅠ酶切
位点和相应保护碱基，（带下划线的碱基）］：５′
ＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＣＣＡＡＡＣＣＡＡＴＡＧＡＧＣ３′，引物
由上海生工生物工程公司合成。

　　利用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取鸡肠道组织总 ＲＮＡ，并
利用反转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ）对总 ＲＮＡ进行
反转录，然后以反转录的 ｃＤＮＡ为模板对目的基
因进行 ＰＣＲ扩增，反应体系：ＰＣＲ缓冲液（１０×，
含 Ｍｇ２＋）２．０μＬ、ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、ｃＤ
ＮＡ模板 １μＬ、上游和下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
０．５μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，超纯水补足至
２０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，
５３℃，３０ｓ，７２℃，４０ｓ，３５个循环；７２℃，１０ｍｉｎ；
４℃保存。取 ＰＣＲ产物用１．２％琼脂糖凝胶电泳
检测。ＰＣＲ产物用 ＤＮＡ凝胶提取试剂盒进行纯
化回收，再与 ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ载体连接，转化到大
肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞中构建重组质粒。挑取
阳性克隆菌液扩大培养并用质粒小量提取试剂盒

抽提质粒 ｂ０，＋ＡＴｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ。质粒 ｂ０，＋ＡＴ
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ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ经 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切后获取
纯化 ｂ０，＋ＡＴ目的基因片段再与原核表达载体
ｐＥＴ３２ａ（＋）连接并转化大肠杆菌 ＢＬ２１，构建
ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ阳性重组表达质粒。
１．３．２　鸡 ｂ０，＋ＡＴ基因的原核表达与鉴定
　　经测序鉴定为阳性重组表达质粒命名为 ｐＥＴ
３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ，然后将其转化大肠杆菌 ＢＬ２１感
受态细胞，涂在含氨苄青霉素（Ａｍｐ，１００μｇ／ｍＬ）
的 ＬＢ平板上，３７℃培养１２～１４ｈ。
　　对照菌［ｐＥＴ３２ａ（＋）转化阳性的大肠杆菌
ＢＬ２１］和重组菌［ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ转化阳性
的大肠杆菌 ＢＬ２１］分别挑取单菌落，接入３ｍＬ含
Ａｍｐ的ＬＢ培养液，３７℃静置培养过夜。取５０μＬ
过夜培养物接种于 ５ｍＬ含 Ａｍｐ的 ＬＢ培养液，
３７℃振荡培养２～３ｈ，至对数中期［６００ｎｍ吸光
度值（ＯＤ６００ｎｍ）＝０．６～０．８］。在培养物中加入异
丙基 －β－Ｄ－硫代吡喃半乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓
度１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃继续培养，６ｈ后收集诱导培
养的细菌，并设未诱导对照。各管诱导菌及未诱

导菌各取 １ｍＬ，室温高速离心 １ｍｉｎ。沉淀悬于
１００μＬ去离子水中，加入１００μＬ十二烷基四乙酸
二钠（ＳＤＳ）上样缓冲液（１×），１００℃加热５ｍｉｎ，
室温高速离心 １ｍｉｎ，取上清样于 １０％ ＳＤＳ聚丙
烯酰胺凝胶中，６０Ｖ条件下电泳２～５ｈ。
１．３．３　Ｈｉｓｂ０，＋ＡＴ融合蛋白的可溶性鉴定
　　ＩＰＴＧ诱导培养 １０ｍＬ含重组质粒 ｐＥＴ３２ａ
（＋）ｂ０，＋ＡＴ的大肠杆菌 ＢＬ２１菌液，诱导 ４ｈ后
收集菌液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，加入１ｍＬ结
合缓冲液（１×）重悬菌体，４００Ｗ脉冲破碎７ｓ、间
隔 ９ｓ冰浴超声 ５０次。超声结束后于 ４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。离心完毕，分别收集上
清及沉淀，取上清５０μＬ，加入５０μＬＳＤＳ上样缓
冲液（２×）；沉淀加入 ２５０μＬ去离子水，加入
２５０μＬＳＤＳ上样缓冲液（２×），１００℃加热５ｍｉｎ，
室温高速离心１ｍｉｎ，进行 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶
电泳（ＰＡＧＥ）检测。
１．３．４　Ｈｉｓｂ０，＋ＡＴ融合蛋白的大量提取与纯化
　　挑取含重组质粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ的大肠
杆菌 ＢＬ２１单菌落接入 ５ｍＬ含 Ａｍｐ的 ＬＢ培养
液，于３７℃静置过夜。取５ｍＬ过夜培养物接入
５００ｍＬ含 Ａｍｐ的 ＬＢ培养液，在 ２Ｌ摇瓶中于
３７℃振荡培养 ２～３ｈ，至对数中期（ＯＤ６００ｎｍ ＝
０．６～０．８）。于 培 养 物 加 ＩＰＴＧ至 终 浓 度 为
０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃振摇培养４ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心 １０ｍｉｎ收集菌体。每克湿重细菌用 ５ｍＬ
８ｍｏｌ／Ｌ尿素的结合缓冲液（１×）重新悬浮，在室
温条件下置摇床上温和摇动 １ｈ。然后将菌液用
超声波４００Ｗ，脉冲破碎７ｓ，间隔９ｓ，冰浴超声５０
次，取上清并用 ０．４５μｍ滤膜过滤。Ｈｉｓｂ０，＋ＡＴ
融合蛋白经层析柱纯化后再进行透析，将透析袋

放入２０％聚乙二醇溶液中进行蛋白质透析，将纯
化蛋白质浓缩至一定体积，取出透析袋，用蒸馏水

冲洗４～５次后吸出浓缩的蛋白质，再用蒸馏水冲
洗透析袋内壁２次。以稀释的 ＢＳＡ为对照，将浓
缩后的蛋白质进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析，用核酸蛋白
测定仪测定浓度，置于 －２０℃保存。
１．３．５　兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体的制备及鉴定
　　取３ｍＬ透析纯化浓缩后的 Ｈｉｓｂ０，＋ＡＴ融合
蛋白抗原与等体积弗氏完全佐剂进行充分乳化后

免疫３只家兔（抗原１ｍｇ／只），于背部皮下多点注
射。间隔２周后加强免疫 ２次（第 ２次用弗氏完
全佐 剂，第 ３次 用 弗 氏 不 完 全 佐 剂，抗 原
０．５ｍｇ／只），第３次免疫１周后耳静脉采血，酶联
免疫分析（ＥＬＩＳＡ）检测抗体效价，若达到抗体效
价要求［阳性与阴性比值（Ｐ／Ｎ）≥２．１为阳性，效
价≥１∶１００００］则心脏采血，分离血清，ＥＬＩＳＡ测定
抗体效价，若未达到抗体效价则继续加强免疫直

至达到要求。

　　取免疫血清１０ｍＬ，加等量生理盐水稀释，加
入饱和硫酸铵溶液２０ｍＬ，至５０％饱和度，４℃放
置１ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心３０ｍｉｎ，弃上清，沉淀
物加生理盐水２０ｍＬ溶解。再次加入饱和硫酸铵
溶液 １０ｍＬ，至饱和硫酸铵浓度大于 ３３％，
４０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心３０ｍｉｎ，弃上清，重复此步骤
２次。然后将离心沉淀物加生理盐水４ｍＬ溶解，
装入透析袋，蒸馏水４℃下透析４ｈ，换用生理盐
水透析４８ｈ，反复换液数次以去除 ＮＨ＋４ 及 ＳＯ

２－
４ 。

透析后可用４０％蔗糖浓缩溶液。
　　用 ＥＬＩＳＡ检测多克隆抗体的效价。ＥＬＩＳＡ检
测板用上述的纯化好的 Ｈｉｓｂ０，＋ＡＴ融合蛋白抗原
溶解液包被，每孔 １００μＬ，４℃孵育过夜后，用
１００ｇ／Ｌ的 ＢＳＡ封闭，每孔１００μＬ，３７℃封闭２ｈ
后，洗涤备用。取出包被好的检测板，每孔加入

１００μＬ稀释后的待测纯化血清（对照为正常兔血
清），３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，洗涤 ３次后每孔加入
１∶１００００稀释的羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）ＨＲＰ
１００μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤３次后进行四甲基
联苯胺（ＴＭＢ）显色，３７℃孵育 １５ｍｉｎ，中止反应
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后，测定样品检测４５０ｎｍ吸光度值（ＯＤ４５０ｎｍ）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定抗体特异性。取纯化好的
Ｈｉｓｂ０，＋ＡＴ融合蛋白１６μＬ（含融合蛋白５μｇ）加
入等体积 ＳＤＳ上样缓冲液（２×），于 １００℃加热
５ｍｉｎ后，进行常规 ＳＤＳＰＡＧＥ，分离胶浓度为
１０％，浓缩胶浓度为 ５％，２２０Ｖ电泳 ４５ｍｉｎ。以
１５Ｖ恒压转运 １．５ｈ，使目的蛋白转印至 ＰＶＤＦ
上。用５％脱脂奶粉室温下封闭 １ｈ；然后加入
１∶４０００稀释的兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体，室温下
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液洗膜后，加入羊抗兔 ＩｇＧ
ＨＲＰ（１∶４０００稀释）室温下孵育１ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液
洗膜后，ＥＣＬ法显色。
１．４　鸡抗 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体在肠道组织的
特异性验证

　　鸡肠道组织中总膜蛋白的提取步骤参考凯基
生物膜蛋白质提取试剂盒。蛋白质含量采用 ＢＣＡ
法测定。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定鸡抗ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗

体在肠道组织的特异性，具体操作同１．３．５。

２　结果与分析
２．１　鸡 ｂ０，＋ＡＴ的生物信息学预测分析
２．１．１　鸡 ｂ０，＋ＡＴ理化性质预测分析
　　采用 ＤＮＡＳｔａｒ软件对鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴ的物理
化学性质进行分析，结果发现鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴ分子
质量为５３．８ｋｕ，等电点为８．２７，含３３个强碱性氨
基酸残基（Ｋ、Ｒ）、２８个强酸性氨基酸残基（Ｄ、
Ｅ）、２３５个疏水性氨基酸残基（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｆ、Ｗ、Ｖ）、
１２２个极性氨基酸残基（Ｎ、Ｃ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ）。
２．１．２　鸡 ｂ０，＋ＡＴ跨膜区预测和分析
　　采用ＴＭＨＭＭ软件预测鸡ｂ０，＋ＡＴ的跨膜区，
经过分析 ｂ０，＋ＡＴ含有 １２个跨膜螺旋结构，分别
位于第３６～５５、７２～９０、１１５～１３８、１５５～１７４、１８７～
２０５、２２２～２４１、２５９～２８４、３１１～３３０、３５５～３７４、３８３～
４０２、４１５～４３６和４４１～４６０位氨基酸（图１）。

图１　鸡ｂ０，＋ＡＴ跨膜区预测

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｈｅｌｉｃｅｓｉｎｃｈｉｃｋｅｎｂ０，＋ＡＴ

２．１．３　鸡 ｂ０，＋ＡＴ二级结构的预测和分析
　　二级结构主要指多肽链依赖氢键排列成在一
维方向上具有周期性结构的构象，对其进行预测

与分析有助于认识蛋白质的空间结构。采用

ＰＲＥＤＡＴＯＲ在线预测鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴ的二级结
构，结果发现鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴ由３２．０５％ α－螺旋、
２５．９６％延伸链和４１．９９％无规则卷曲组成，其中
无规则卷曲占主要部分（图２）。

　　长竖线表示α－螺旋，中竖线表示延伸链，短竖线表示无规则卷曲。
　　Ｌｏｎｇｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓαｈｅｌｉｘ，ｍｅｄｉｕｍｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｅｘｔｅｎｄｉｎｇｃｈａｉｎ，ａｎｄｓｈｏｒｔｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｒａｎｄｏｍ
ｃｏｉｌ．

图２　鸡ｂ０，＋ＡＴ二级结构预测

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｈｉｃｋｅｎｂ０，＋ＡＴ
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２．２　鸡 ｂ０，＋ＡＴ的原核表达
２．２．１　鸡 ｂ０，＋ＡＴ胞外区部分抗原表位基因的
扩增

　　以鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴｃＤＮＡ为模板，用加酶切位
点的特异性引物进行 ＰＣＲ扩增，得到 ｂ０，＋ＡＴ胞外
区部分抗原表位基因片段，约为６４８ｂｐ，与预期片
段大小一致（图３）。
２．２．２　原核表达质粒 ｂ０，＋ＡＴｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ的
双酶切

　　将纯化的 ＰＣＲ产物与 ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ载体
连接，转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，进行 ＰＣＲ
鉴定。将阳性克隆菌液扩大培养，抽提 ｂ０，＋ＡＴ
ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ质粒后用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ进行双
酶切（图 ４）。结果表明，条带大小正确且酶切效
果好。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准，Ｓ：ＰＣＲ产物。
　　Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，Ｓ：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ．

图３　鸡ｂ０，＋ＡＴ部分抗原表位基因ＰＣＲ产物电泳图
Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍｐａｒｔｏｆ

ｃｈｉｃｋｅｎｂ０，＋ＡＴａｎｔｉｇｅｎｅｐｉｔｏｐｅｇｅｎｅ

　　Ｍ１、Ｍ２：ＤＮＡ分子质量标准，１：ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ，２～５：ＢａｍＨⅠ和ＳａｌⅠ酶切后的ｂ０，＋ＡＴｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ。
　　Ｍ１ａｎｄＭ２：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅ１：ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ，ｌａｎｅｓ２ｔｏ５：ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｂ０，＋ＡＴｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠ ａｎｄＳａｌⅠ．

图４　ｂ０，＋ＡＴｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ质粒的双酶切图

Ｆｉｇ．４　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｍａｐｏｆｂ０，＋ＡＴｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅｐｌａｓｍｉｄ

２．２．３　重组表达载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）的双酶切
　　以 ｐＥＴ３２ａ（＋）表达菌培养于若干支 ４ｍＬ
ＬＢ液体培养基中，３７℃振摇培养过夜，用质粒小
量抽提试剂盒抽提质粒，用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ进行
双酶切（图 ５）。结果表明，条带大小正确且酶切
效果好。

２．２．４　鸡 ｂ０，＋ＡＴ基因片段与 ｐＥＴ３２ａ（＋）的重
组表达

　　用ＢａｍＨⅠ和ＳａｌⅠ对ｂ０，＋ＡＴｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ
和 ｐＥＴ３２ａ（＋）进行酶切回收后，在１６℃条件下
连接过夜，转化大肠杆菌 ＢＬ２１感受态细胞，３７℃
培养过夜。取菌液为模板，用 ｂ０，＋ＡＴ特异性引物
进行 ＰＣＲ菌液鉴定，１．２％琼脂糖凝胶电泳结果见
图６。选择ＰＣＲ结果为阳性的重组菌培养于４ｍＬ

ＬＢ液体培养基中，３７℃振摇培养过夜，用质粒小
量抽提试剂盒抽提质粒，重组质粒命名为 ｐＥＴ３２ａ
（＋）ｂ０，＋ＡＴ。选取阳性克隆的ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋

ＡＴ送上海英骏生物技术有限公司进行测序，经
ＤＮＡＭＡＮ软件比对，结果表明与试验所克隆基因
的相似性为１００％，表明构建的载体正确，可用于
融合蛋白的诱导表达。

２．３　ｂ０，＋ＡＴ蛋白原核表达及其纯化
２．３．１　ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ诱导表达后 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ结果
　　将重组质粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ转化大肠杆
菌 ＢＬ２１，经 ＩＰＴＧ诱导后，获得高效表达，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ结果显示，在目的蛋白的泳道处出现约
２５ｋｕ的条带，而对照均无该条带，条带大小与预测
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相差１０ｋｕ左右（图７）。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准，１：ｐＥＴ３２ａ（＋），２～５：
ＢａｍＨⅠ和ＳａｌⅠ酶切后的ｐＥＴ３２ａ（＋）产物。
　　Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅ１：ｐＥＴ３２ａ
（＋），ｌａｎｅｓ２ｔｏ５：ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ
ＢａｍＨⅠ ａｎｄＳａｌⅠ．

图５　ｐＥＴ３２ａ（＋）载体的双酶切图
Ｆｉｇ．５　ＤｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｍａｐｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｖｅｃｔｏｒ

２．３．２　表达产物的可溶性分析
　　将 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ进行诱导表达后，收
集菌体进行超声破碎，离心后分离上清和沉淀进

行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。结果表明，该表达产物在包

涵体中含量极低，目的蛋白主要以可溶性上清的

形式存在（图８）。
２．３．３　融合蛋白纯化条件的优化
　　基于 ｐＥＴ３２ａ（＋）系统的表达产物有６个组
氨酸标签，因此选择 Ｎｉ柱进行纯化，结果见图９。
结果表明，１０和２０ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑浓度的洗脱液
不能有效地把目的蛋白洗脱下来，但可以去除细

菌杂蛋白，当经过 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的洗脱液洗脱
后，再用３０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑时，可以有效地把目的蛋
白洗脱，而用４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的洗脱液时，只有很
少残余的目的蛋白被洗脱下来，故本试验采用

２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的洗脱液漂洗后再用 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑洗脱液洗脱细菌蛋白，从而达到纯化目的蛋

白的目的。

２．３．４　融合蛋白纯化、透析及浓缩后电泳检测
　　将经过纯化和透析的蛋白质进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
分析，可见１条清晰的条带（图１０），其分子质量约
为２５ｋｕ，纯度约为７６．８％，说明该融合蛋白已经
得到了较好的纯化和浓缩。与 ＢＳＡ进行对比，并
用核酸蛋白测定仪确定目的融合蛋白的浓度。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准，１～９：ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ。
　　Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅｓ１ｔｏ９：ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ．

图６　重组菌液ＰＣＲ鉴定结果
Ｆｉｇ．６　ＰＣＲｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｉｑｕｉｄ

２．４　多克隆抗体制备
２．４．１　多克隆抗体效价的测定
　　初次免疫后加强了３次免疫，经 ＥＬＩＳＡ检测
效价达到要求后，心脏采血，得到的抗血清用饱和

硫酸铵分３次沉淀免疫球蛋白，纯化后的血清进
行 ＥＬＩＳＡ检测血清效价（Ｐ／Ｎ≥２．１时为阳性）。
３次加强免疫后抗血清抗体效价都可达１∶２０４８００
（图１１）。

２．４．２　多克隆抗体的特异性检测
　　以 ｂ０，＋ＡＴ重组蛋白作为抗原进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测，通过 ＤＡＢ法显色，可以在２５ｋｕ附近看
到明显的条带。而以 ｐＥＴ３２ａ（＋）空载体蛋白为
抗原进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，则没有任何条带（图
１２）。结果表明，制备的 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体特异
性较好。

２．５　多克隆抗体在肠道组织的特异性验证
　　为了进一步验证所制备的多克隆抗体的特异
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性，提取了目的融合蛋白高表达的肠道组织中的

总膜蛋白，以总膜蛋白作为抗原进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测，通过 ＥＣＬ曝光法，可以在５０ｋｕ附近看到明
显的条带，且没有杂带（图 １３）。结果表明，制备
的 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体与鸡肠道组织中 ｂ０，＋ＡＴ有
很好的亲和力，且特异性较好。

　　Ｍ：蛋白质分子质量标准，１：ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ未
加 ＩＰＴＧ诱导表达产物，２：ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ加 ＩＰＴＧ
诱导表达产物，３：ｐＥＴ３２ａ（＋）诱导表达产物未加 ＩＰＴＧ，
４：ｐＥＴ３２ａ（＋）加ＩＰＴＧ诱导表达产物。
　　Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅ１：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ，ｌａｎｅ２：ｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴｗｉｔｈＩＰＴＧ，ｌａｎｅ３：ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＥＴ３２ａ（＋），ｌａｎｅ４：ｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｗｉｔｈＩＰＴＧ．

图７　重组菌诱导表达产物分析
Ｆｉｇ．７　Ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ

　　Ｍ：蛋白质分子质量标准，１～２：裂解菌体离心上清，
３～４：裂解菌体沉淀。
　　Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅｓ１ｔｏ２：ｓｕ
ｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｓａｔｅｓ，ｌａｎｅｓ３ｔｏ４：ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｓａｔｅ．

图８　目的蛋白的可溶性分析
Ｆｉｇ．８　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｂｊｅｃｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　Ｍ：蛋白质分子质量标准，１、２：诱导表达菌液，３：裂解
菌体离心上清，４：裂解菌体沉淀，５：１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱
液，６：２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液，７：３０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液，
８：４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液。
　　Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅｓ１ａｎｄ２：ｉｎ
ｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｉｑｕｉｄ，ｌａｎｅ３：ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｓａｔｅｓ，
ｌａｎｅ４：ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｓａｔｅ，ｌａｎｅ５：１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｅｌｕｅｎｔｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｌａｎｅ６：２０ｍｍｏｌ／Ｌｅｌｕｅｎｔｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ，
ｌａｎｅ７：３０ｍｍｏｌ／Ｌｅｌｕｅｎｔｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｌａｎｅ８：４０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｅｌｕｅｎｔｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ．

图９　目的蛋白纯化条件优化
Ｆｉｇ．９　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｆｏｒｏｂｊｅｃｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　Ｍ：蛋白质分子质量标准，１～６：ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ
融合蛋白浓缩样。

　　Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅｓ１ｔｏ６：ｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ．

图１０　融合蛋白纯化、透析及浓缩后电泳检测
Ｆｉｇ．１０　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｅｄｂｙ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｄｉａｌｙｓｉｓａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３　讨　论
３．１　ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ的原核表达和多克隆
抗体的制备

　　本试验通过对 ｂ０，＋ＡＴ基因进行了扩增与克
隆，连接到 ｐＥＴ３２ａ（＋）载体上，构建了可高效表
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达目标蛋白的重组质粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ。用
已确定的最佳诱导条件，实现了对大肠杆菌 ＢＬ２１
中 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ重组融合蛋白的高效表

达和纯化，为下一步制备免疫原，进行动物免疫试

验奠定了基础。

图１１　ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ融合蛋白免疫兔后抗血清效价

Ｆｉｇ．１１　ＴｈｅｔｉｔｒｅｏｆｒａｂｂｉｔａｎｔｉｓｅｒｕｍａｇａｉｎｓｔｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ

　　Ｍ：蛋白质分子质量标准，１～３：ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ
融合蛋白，４～５：ｐＥＴ３２ａ（＋）。
　　Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅｓ１ｔｏ３：ｆｕ
ｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ，ｌａｎｅｓ４ｔｏ５：ｐＥＴ３２ａ
（＋）．

图１２　多克隆抗体的特异性检测
Ｆｉｇ．１２　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

图１３　以组织膜蛋白为抗原 的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

Ｆｉｇ．１３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｏｆ

ｔｉｓｓｕｅｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ

　　抗原和抗体是免疫学检验的两大重要因素，
也是整个免疫反应的基本条件。特异性抗体是免

疫应答中的重要产物，也是免疫学试验中常用的

试剂，对于抗原的分析鉴定和定量检测极为重要，

在各种免疫学诊断中应用极为广泛。目前人工制

备的特异性抗体分多克隆抗体、单克隆抗体和基

因工程抗体３种类型。单克隆抗体用杂交瘤技术
制 备，多 克 隆 抗 体 存 在 于 免 疫 动 物 抗 血 清

中［１０－１１］，前者生产成本高、周期长，试验技术要求

高，故本研究选择制备多克隆抗体。

　　本试验利用融合蛋白与弗氏（不）完全佐剂混
合对新西兰兔进行免疫，并制备获得高效价的抗

血清。在多克隆抗体制备中以弗氏完全佐剂和弗

氏不完全佐剂最为常用。通常佐剂与抗原等量混

合，充分乳化。弗氏不完全佐剂不含卡介苗，其他

同弗氏完全佐剂［１２］。免疫原合适剂量的选择应考

虑抗原性强弱、分子质量大小、动物大小和免疫时

间，本研究使用的重组蛋白的免疫剂量为基础免

疫１ｍｇ／只，加强免疫每次为０．５ｍｇ／只。
　　免疫注射的途径也很重要，根据抗体产生的
时间规律，一般在初次接触抗原后的 ７～１０ｄ，动
物血清才有抗体产生，并在１４～２１ｄ内达到高峰，
称初次免疫。此后一定时间内，如再次接触同一

抗原，则特异性抗体的生成量将会超过初次反应

的许多倍，称再次免疫。本试验采用初次免疫１５ｄ
后进行再次免疫，加强免疫３次，每次间隔时间也
为１５ｄ，最后一次加强免疫采用直接耳缘静脉注
射，且不加任何辅助佐剂，制备出抗 ｂ０，＋ＡＴ多克
隆抗体。在每次免疫前采血２ｍＬ，最后一次采用
颈动脉放血，分离血清时要避免溶血，以免影响抗

血清效价的测定。

　　蛋白质抗原免疫动物制备的抗血清中，主要
的特异性抗体是 ＩｇＧ，抗血清的纯化即从血清中分
离 ＩｇＧ，本试验采用饱和硫酸铵盐析的方法分离纯
化ＩｇＧ。由于不同蛋白质析出时所要求盐类浓度
不同，因此可利用不同浓度的盐溶液，使各个蛋白

质成分分别析出，以达到分离提纯的目的。血清
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球蛋白在硫酸铵饱和度为３３％ ～５０％时能较好地
析出沉淀，而白蛋白不易沉淀，从而达到分离纯化

的目的。因此，选择５０％和３３％饱和硫酸铵分 ２
次沉淀免疫球蛋白，可获得较纯的免疫球蛋白。

　　对所获得的抗血清纯化后进行间接 ＥＬＩＳＡ检
测发现，３只新西兰兔产生的抗血清效价基本相
同，且效价相当高，均达到 １∶２０４８００。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测表明，所制备的抗 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体具
有较强的反应特异性，能够与表达的重组蛋白发

生特异性反应。

３．２　兔抗 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体的特异性验证及
应用

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术是用来检测蛋白质表达比较
灵敏的方法，由蛋白质 ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜、膜封闭，
靶蛋白与第一抗体的反应，结合靶蛋白的一抗和

二抗的反应，显色等组成。其原理是将凝胶上的

蛋白质转移到膜上，用其他蛋白质作为封闭液，加

入与检测蛋白质特异性的第一抗体及酶标二抗，

经免疫反应，一抗和二抗与靶蛋白结合，通过酶标

反应，在显色液中，膜上结合靶蛋白、一抗和二抗

的位置呈现一定的颜色，或者产生荧光。目前特

异性一抗主要有单克隆抗体和多克隆抗体，但各

有优缺点。

　　单克隆抗体是通过识别单个抗原表位达到分
析目的，表现出很好的特异性。但如果所识别的

抗原表位被破坏，则会影响试验结果，反应强度不

如多克隆抗体［１３］。另外，由于单克隆抗体不能进

行沉淀和凝集反应，所以很多检测方法不能用单

克隆抗体完成，从而限制了它的应用范围［１４］。而

多克隆抗体虽然存在交叉反应的问题，但由于识

别多个抗原表位，所以即使有少数几个抗原表位

被破坏，仍然不会影响试验结果，表现出很好的反

应强度，这就是其优点［１５］。同时，目前单克隆抗体

种类尤其是畜禽的不多，且制备技术复杂，费时费

工，多需从国外进口，价格十分昂贵，所以多克隆

抗体在畜禽的应用仍具有一定优势［１３，１６］。

　　虽然关于多克隆抗体的应用的研究报道不是
很多，尤其是畜禽应用方面，但在国外较早就有相

关的报道，Ｒｕｆｆ等［１７］通过注射１种小肽到新西兰
大白兔，纯化后获得多克隆抗体，用制备的多克隆

抗体成功检测到该基因在小鼠各组织部位的表

达，且有很好的特异性。Ｐａｇｌｉｎｉ等［１８］分别用单克

隆抗体和多克隆抗体作为一抗分析 １０胚龄鸡胚

皮春纳病毒细胞受体时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光
检测结果都显示多抗和单抗出现相同的试验结

果。在肉鸡试验中，制备了抗鸡肌肉生长抑制素

（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ）基因多克隆抗体，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析该
抗体对鸡骨骼肌 ｍｙｏｓｔａｔｉｎ前肽表现出很高的亲
和力［１９－２０］。

　　国内也有相关的研究报道。王弘臖等［２１］通过

克隆小鼠叉头蛋白 Ｐ３（Ｆｏｘｐ３）基因片段，采用基
因重组方法构建重组表达载体，在大肠杆菌中诱

导产生融合蛋白质免疫家兔后，获得兔抗 Ｆｏｘｐ３
多克隆抗体，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，转染了 Ｆｏｘｐ３
基因的Ｍｉｇｒ载体的细胞蛋白质中表现有特异性蛋
白质条带，而转染 Ｍｉｇｒ空载体的细胞中没有目的
条带，证明制备多克隆抗体的特异较好。姜飞

等［２２］利用纯化后的三结构域蛋白５９（Ｔｒｉｍ５９）多
克隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分析在小鼠成纤
维细胞中对 Ｔｒｉｍ５９蛋白的特异性及其表达，结果
在预期位置获得了单一蛋白质条带，表明制备的

Ｔｒｉｍ５９多克隆抗体特异性良好，也进一步说明了
制备获得的多克隆抗体可特异性识别目的蛋白

质。万里川等［２３］采用制备的膜糖蛋白 －１（ＰＣ１）
多克隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，结果表明可以
检测到昆明小白鼠结肠中存在目的蛋白质，在肾

脏中量少，而在心脏、肺、肝脏、胃、脾脏未检测出，

这也为进一步研究目的蛋白质的功能提供了良好

的检测用抗体。李明堂等［２４］应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技
术分析获得了特异性较强的多克隆抗体，同时发

现目的蛋白质在心肌细胞、脾索和脾被膜的单层

上皮细胞、肺成纤维细胞中均能少量检出。孔卫

青等［２５］采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定抗体特异性，同时用
免疫荧光染色鉴定抗体特异性并观察 ＤＮＡ裂解
因子４５（ＤＦＦ４５）的细胞定位，进一步检测ＤＦＦ４５
在人类几种细胞系的表达差异情况，结果显示，制

备的多克隆抗体不与将谷胱甘肽 Ｓ转移酶（ＧＳＴ）
相互作用，表明该抗体经纯化后，其中几乎不含抗

ＧＳＴ成分，从而排除了 ＧＳＴ抗体非特异性干扰结
果的可能性。进一步检测发现，该抗体可与原核

表达的 ＤＦＦ４５融合蛋白特异性结合，并且可与真
核细胞中内源性与外源性的 ＤＦＦ４５蛋白特异性
结合，表明制备的抗体具有高度特异性和很好的

应用价值。

　　在本试验中，通过构建鸡 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋

ＡＴ载体，原核表达蛋白纯化后注射新西兰大白兔，
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加强免疫后获得了兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体，制
备的多克隆抗体不与空载体 Ｈｉｓ蛋白发生结合，表
明该抗体经纯化后，其中基本不含抗 Ｈｉｓ成分，从
而排除了 Ｈｉｓ抗体非特异性干扰结果的可能性。
进一步检测发现，该抗体可与重组的 ｂ０，＋ＡＴ融合
蛋白特异性结合，表明制备的抗体具有高度特异

性。而制备一种效价高、特异性好的抗体，是研究

相关基因的表达、定位和生物学功能非常重要的

一步。为了进一步验证制备的多克隆抗体的特异

性，本试验也运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术分析其多克隆
抗体在鸡肠道粘膜组织中对膜蛋白 ｂ０，＋ＡＴ的特
异性验证，结果显示在分子质量５０ｋｕ处出现了预
期的特异性条带。结果提示，本试验制备了与膜

蛋白 ｂ０，＋ＡＴ特异性较好的多克隆抗体。除本试
验之外，有关氨基酸转运载体抗体制备的研究至

今报道很少，仅见 Ｏｈｎｏ等［２６］和 Ｓｈｉｒａｉｓｈｉ等［２７］分

别报道过 Ｌ型氨基酸转运蛋白１（ＬＡＴ１）和中性
氨基酸转运蛋白 ２（ＡＳＣＴ２）的单克隆抗体制备，
且均为医学诊断为目的。所以，本试验成功制备

鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体、并在机体肠道组织中得到
验证和开展了初步应用研究，为下一步在活体组

织 ｂ０，＋ＡＴ蛋白质水平上研究以探讨动物氨基酸
营养吸收的分子机制打下了坚实的基础。

４　结　论
　　① 鸡肠道 ｂ０，＋ＡＴ分子质量为５３．８ｋｕ，等电
点为８．２７，编码４９３个氨基酸，其中含３３个强碱
性氨基酸残基（Ｋ、Ｒ）、２８个强酸性氨基酸残基
（Ｄ、Ｅ）、２３５个疏水性氨基酸残基（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｆ、Ｗ、
Ｖ）、１２２个极性氨基酸残基（Ｎ、Ｃ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ），经
推测 ｂ０，＋ＡＴ蛋白有 １２个跨膜螺旋结构，由
３２．０５％ α－螺旋、２５．９６％延伸链和４１．９９％无规
则卷曲组成。

　　② 成功构建了鸡 ｐＥＴ３２ａ（＋）ｂ０，＋ＡＴ质粒
并获得兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体，抗体效价可达
到１∶２０４８００，且特异性较好。
　　③ 利用制备的兔抗鸡 ｂ０，＋ＡＴ多克隆抗体作
为一抗，肠道组织膜蛋白为抗原，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
验证获得预期的特异性条带，一抗稀释比例为

１∶４０００。
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