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摘　要：据ＮＣＢＩ上已发表的序列设计引物，通过ＲＴＰＣＲ从北京鸭脾脏的总ＲＮＡ中扩增得到犕犎犆Ⅱβ基因，将

其克隆至ｐＭＤ１８Ｔ载体上，经酶切分析及测序鉴定后，进一步亚克隆至原核表达载体ｐＧＥＸＫＧ中，转化大肠杆

菌ＢＬ２１中诱导表达。蛋白纯化后，免疫昆明小鼠制备多克隆抗体，经１∶１００倍稀释后用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。

结果表明：克隆得到了鸭犕犎犆Ⅱβ链基因，大小为７９８ｂｐ，经核苷酸测序与已登录的基因序列同源性为９２％；成功构

建了原核表达载体，融合蛋白得到了高效表达且纯化后纯度达９５％。制备的鼠抗鸭 ＭＨＣⅡβ多克隆抗体，经酶联免

疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）与免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）证实抗体的效价高、特异性强，为深入研究鸭 ＭＨＣⅡ奠定了基础。
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　　主要组织相容性复合体（Ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉ

ｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）是脊椎动物中发现的编码免

疫球蛋白样受体（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ）的

高度多态的基因群，与机体抗病力和免疫应答相关。
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ＭＨＣ分为 ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ和 ＭＨＣⅢ等３类，其

中 ＭＨＣⅡ类分子存在于免疫细胞表面，由α链和β
链以非共价键相连组成的一组高度多态性的跨膜糖

蛋白［１］，在细胞介导免疫和体液免疫中起重要作

用［２］。ＭＨＣ的３类分子提呈经过加工的外来抗原

给辅助性Ｔ细胞的抗原受体（ＴＣＲ），导致辅助性Ｔ

细胞激活和分化，从而在诱发免疫应答中起重要的

作用［３］。在一定意义上，ＭＨＣⅡ类分子表达与否及

其表达水平，直接决定免疫应答的发生及其强度。

另外，ＭＨＣⅡ类分子表达水平的改变还参与某些自

身免疫病、肿瘤、免疫缺陷等疾病过程的发生和发

展［４］。它的缺陷可能引起自身免疫疾病的发生，因

此它在免疫学上具有重要的研究价值。本研究旨在

克隆犕犎犆Ⅱβ基因，构建原核表达载体，使其得到

高效表达并进行纯化，获得效价高、特异性强的多克

隆抗体，为深入研究鸭犕犎犆Ⅱβ基因的分子结构及

免疫学功能奠定基础。

１　材料与方法

１１　试验材料

１．１．１　菌株和质粒　犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，犈．犮狅犾犻ＢＬ２１

菌株及表达载体ｐＧＥＸＫＧ由华中农业大学动物医

学院提供。

１．１．２　主要工具酶及试剂　ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＴＭ Ｆｉｒｓｔ

ＳｔａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔｃＤＮＡ第一链反转录试

剂盒，犅犪犿Ｈ Ⅰ、犎犻狀ｄ Ⅲ 及 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶为

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品；ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ为ＴａＫａＲａ

公司产品；Ｔｒｉｚｏｌ为百泰克生物技术有限公司产品；

ＩＰＴＧ、ＤＴＴ、考马斯亮蓝为Ｓｉｇｍａ公司产品；羊抗

鼠ＩｇＧ购于博士德生物技术有限公司；其他试剂为

国产分析纯。

１．１．３　实验动物　４周龄健康雌性昆明小鼠购于

武汉市动物疾病控制中心。

１２　试验方法

１．２．１　引物设计　参照ＧｅｎＢａｎｋ中鸭犕犎犆ＩＩβ基

因（ＡＦ：３９０５８９）的 ｍＲＮＡ序列以及ｐＧＥＸＫＧ的

多克隆位点，应用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计１对引

物，ＰＲ：５′ＡＴＧＧＡＴＣＣＧＣＡＧＣＣＡＴＧＧＧＧＡＧＣ３′

（引入犅犪犿ＨⅠ位点），ＰＦ：５′ＡＴＡＡＧＣＴＴＧＧＡＧＣＴ

ＧＣＴＴＣＡＧＧＡＧＣＣ３′（引入犎犻狀ｄⅢ 位点）。预期扩

增片段为７９８ｂｐ（包含完整的编码区）。

１．２．２　鸭犕犎犆Ⅱβ链基因的扩增　用Ｔｒｉｚｏｌ法从

鸭脾脏中提取总 ＲＮＡ，并用反转录试剂盒对总

ＲＮＡ进行反转录，然后以反转录的ｃＤＮＡ为模板

对目的基因在６５℃进行ＰＣＲ扩增。

１．２．３　犕犎犆Ⅱβ基因的克隆与重组质粒的构建　

将ＰＣＲ扩增产物经１．０％ 琼脂糖凝胶电泳鉴定并

用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收，然后连入ｐＭＤ１８Ｔ

克隆载体，１６℃ 水浴过夜，转化感受态大肠杆菌

ＤＨ５α，涂布于含Ａｍｐ的ＬＢ琼脂平板上，３７℃ 温

箱培养过夜，初步筛选阳性克隆，并用小量碱法提取

质粒。用犅犪犿Ｈ Ⅰ 和犎犻狀ｄⅢ 双酶切鉴定犕犎犆

Ⅱβ基因，同时用设计的引物进行ＰＣＲ鉴定。构建

的阳性质粒命名为ｐＭＤ１８Ｔβ。阳性重组质粒测

序，测序结果用Ｂｌａｓｔ软件与已报道的相应基因序

列比对。用同样的方法将 犕犎犆Ⅱβ基因亚克隆于

表达载体ｐＧＥＸＫＧ中，构建的阳性重组质粒命名

为ｐＧＥＸＫＧβ。

１．２．４　重组质粒的原核表达　挑取ｐＧＥＸＫＧβ

阳性克隆单菌落，接种于１ｍＬ含Ａｍｐ的ＬＢ培养

基中，３７℃静置培养过夜。取５０μＬ过夜培养物接

种于５ｍＬ的ＬＢ培养基中，３７℃培养２～３ｈ，使其

ＯＤ６００值在０．４～０．６。每管吸出１ｍＬ未经诱导的

培养物分别放于微量离心管中，在剩余的培养物中

加入异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度 １

ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃继续培养；在诱导１、２、３、４及５ｈ后

取１ｍＬ样品放于微量离心管中，测定ＯＤ值，室温

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。沉淀悬于１００μＬ１×

ＳＤＳ凝胶加样缓冲液，１００ ℃加热５ｍｉｎ，室温

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，取上清进行１２％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，用考马斯亮蓝染色。凝胶制备方法参

照《分子克隆实验指南》［５］。

１．２．５　融合蛋白纯化　从ＳＤＳＰＡＧＥ胶上切取目

的蛋白，放入透析袋中，加入适量的电洗脱液后，在

水平电泳槽中衡压６０Ｖ进行电洗脱，至凝胶无色时

再反转电泳５ｍｉｎ。在洗脱液中按１∶１５加入冷丙

酮，在－２０℃静置３０ｍｉｎ后于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，沉淀在室温下放置至丙酮完全挥发，

加入ＰＢＳ溶解，取少量进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
［６］。

１．２．６　鸭 ＭＨＣⅡβ多克隆抗体的制备　切下含有目

的蛋白的凝胶条带研碎后免疫５周龄的雌性昆明小

鼠。初免用１００μｇ的抗原与等体积的完全弗氏佐剂

乳化后，背部多点皮下注射；每１４ｄ加强免疫一次，

１００μｇ的抗原与等体积的不完全弗氏佐剂乳化后腹

腔注射。三免１周后眼球采血分离血清。

１．２．７　抗体检测　用间接ＥＬＩＳＡ法测定效价，以

３１６１
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终浓度为１０ｍｇ／Ｌ的ＭＨＣⅡβ蛋白包被ＥＬＩＳＡ检

测板，一抗为不同稀释度的抗血清、未经免疫的小鼠

血清、ＰＢＳ，以ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ（１∶１００００）作为二

抗，最后以 ＴＭＢ 底物液显色后，用酶标仪测定

Ａ４５０。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定特异性，将表达的ＭＨＣ

Ⅱβ蛋白用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转移至硝酸纤维素

膜上，用制备的抗血清１∶１００稀释后作为一抗３７

℃孵育２ｈ，１∶５０００稀释的ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ为二

抗孵育２ｈ，充分洗涤后，加入３，３二氨基联苯胺

（ＤＡＢ）显色。

２　结果与分析

２１　犚犜犘犆犚扩增的鸭犕犎犆Ⅱβ基因

　　用ＭＨＣⅡβ特异性引物进行ＲＴＰＣＲ扩增，产

物经１．０％ 琼脂糖凝胶电泳，可见约７９８ｂｐ的扩增

片段，与预期大小相符（图１）。

Ｍ．ＤＬ１００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图１　犚犜犘犆犚扩增结果

犉犻犵．１　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犚犜犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

２２　犕犎犆Ⅱβ基因的测序与重组质粒的鉴定

　　重组质粒ｐＭＤ１８Ｔβ经犅犪犿Ｈ Ⅰ 和犎犻狀ｄⅢ

双酶切及１．０％ 琼脂糖凝胶电泳，可见２．７ｋｂ和

７９８ｂｐ２条带。对质粒ｐＭＤ１８Ｔβ进行测序及

Ｂｌａｓｔ比对分析，证实所克隆的 ＭＨＣⅡβ片段与已

报道的序列同源性为９２％，预测氨基酸同源性为

９１％。结果证明 ＭＨＣⅡβ基因已成功克隆到

ｐＭＤ１８Ｔ 载 体 上。重 组 质 粒 ｐＧＥＸＫＧβ 经

犅犪犿ＨＩ和犎犻狀犱Ⅲ 双酶切，可见５．０ｋｂ和７９８ｂｐ

２条带（图２，泳道４）。用特异性引物扩增分别可见

约７９８ｂｐ的片段（图２，泳道５）。酶切及ＰＣＲ扩增

结果表明 犕犎犆Ⅱβ基因已被插入到表达载体

ｐＧＥＸＫＧ内，成功构建了重组质粒ｐＧＥＸＫＧβ。

２３　融合蛋白的表达

　　将诱导前后的菌液收集，ＳＤＳＰＡＧＥ结果显

Ｍ．ＤＮＡ 相对分子质量标准；１．ｐＧＥＸＫＧ质

粒；２．ｐＧＥＸＫＧβ重组质粒；３．ｐＧＥＸＫＧ质

粒双酶切鉴定；４．ｐＧＥＸＫＧβ重组质粒经

犅犪犿ＨＩ和犎犻狀ｄⅢ 双酶切鉴定；５．ＰＣＲ产物

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＧＥＸＫＧｐｌａｓｍｉｄ；２．Ｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＸＫＧβ；３．ｐＧＥＸＫＧ

ｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿ＨⅠａｎｄ犎犻狀ｄⅢ；４．

ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＸＫＧβｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ

犅犪犿ＨⅠａｎｄ犎犻狀ｄⅢ；５．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图２　重组质粒狆犌犈犡犓犌β的酶切鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

狆犌犈犡犓犌β

示，诱导后在５５ｋｕ处出现１条特异性蛋白条带，大

小与预期的相同，经凝胶薄层扫描分析，融合蛋白占

菌体总蛋白的２４．８％（图３）。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．空载体对照；２．未诱

导对照；３～７．诱导１、２、３、４和５ｈ

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｈｏｌｌｏｗｖｅｃｔｏｒ；２．Ｃｏｎ

ｔｒｏｌｏｆｕｎｉｎｄｕｃｅｄ；３－７．Ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ１，２，３，４ａｎｄ５ｈ

图３　犕犎犆Ⅱβ总蛋白的犛犇犛犘犃犌犈

犉犻犵．３　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋狅狋犪犾狆狉狅狋犲犻狀狅犳犕犎犆Ⅱβ

２４　融合蛋白的纯化

　　融合蛋白经电洗脱纯化后，凝胶薄层扫描分析，

纯度为９５％（图４，泳道１和２）。

２５　抗体效价与特异性的鉴定

　　用纯化的蛋白以１０μｇ／ｍＬ包被酶标板，用间

接 ＥＬＩＳＡ 法检 测抗体滴 度，抗 体 滴 度 为 １∶

１０２４００。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，其他对照均无条带，

而用 ＭＨＣⅡβ蛋白可检测到特异性条带（图４，泳

道６），结果表明制备的抗体效价高，特异性强。
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　１１期 张舒婕等：鸭犕犎犆Ⅱβ基因的克隆、表达及多克隆抗体的制备

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１－２．纯化蛋白；

３．空载体；４．阴性血清；５．鸭 ＭＨＣⅡα蛋白；

６．鸭 ＭＨＣⅡβ蛋白

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１－２．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ；

３．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｈｏｌｌｏｗｖｅｃｔｏｒ；４．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｒｕｍ；５．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆＭＨＣⅡα

ｐｒｏｔｅｉｎ；６．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆＭＨＣⅡβｐｒｏｔｅｉｎ

图４　纯化的 犕犎犆Ⅱβ融合蛋白及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

分析

犉犻犵．４　犘狌狉犻犳犻犲犱狋犺犲犕犎犆Ⅱβ犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱

犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犲狊

３　讨　论

　　ＭＨＣⅡ类分子的分布比较局限，主要表达于Ｂ

细胞、单核巨噬细胞和树突状细胞等抗原递呈细胞

上［７］，所以本研究以富含淋巴细胞的鸭脾脏为材料。

在扩增鸭 犕犎犆Ⅱβ基因时，退火温度是影响ＰＣＲ

特异性的重要因素。笔者采用的退火温度为６５℃，

徐志本等［８］扩增鸡 ＭＨＣⅡβ时的退火温度是６７

℃；而Ａｌｂｅｒｔｏ等
［９］扩增硬骨鱼犕犎犆Ⅱ基因的退火

温度为５５℃，说明退火温度与物种有关。扩增的鸭

犕犎犆Ⅱβ链基因含有完整的编码框，预测其蛋白相

对分子质量约２９ｋｕ，因其与２６ｋｕ的ＧＳＴ标签蛋

白融合表达，故本试验得到的蛋白为５５ｋｕ。

　　鸭 ＭＨＣⅡβ融合蛋白主要以包涵体的形式表

达，有研究表明低温诱导能降低蛋白质合成的速率，

改变多肽折叠的动力学，从而导致正确折叠的蛋白

增加。笔者通过降低诱导表达时的温度试图将蛋白

表达于上清中，但结果表明无论在什么样的温度下

该蛋白都是以包涵体的形式存在。因包涵体表达量

较高，所以采用切胶后电洗脱的方式进行纯化，这种

纯化方式与常用的亲和层析、凝胶过滤层析、离子交

换层析和疏水层析［１０］相比操作简单、快速，成本低，

效率比较高。

　　据研究鸡的 ＭＨＣⅡ与马立克氏病
［１１］、劳斯氏

肉瘤［１２］疾病的抵抗性和易感性有密切关系，推断

ＭＨＣⅡ分子对鸭抗病性也应起着很重要的作用，然

而目前在鸭中还没有报道它与疾病的相关性。本试

验克隆了鸭的犕犎犆Ⅱβ基因且构建了原核表达载

体，成功表达了融合蛋白，用成本低、效率高的电洗

脱的方法对蛋白进行了纯化，纯化的蛋白免疫小鼠

后得到了效价高、特异性强的多克隆抗体，为深入研

究蛋白性质及抗病育种打下了坚实的基础。
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