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斑马鱼 cdk7 和 cyclin H基因的原核表达及

多克隆抗体的制备与鉴定
储琳 1 ， 2 刘清云 l 钱:王 2 严缘昌 1 ， 3 李逸平 1 * 

(' '1 1 1 1、|利学院|二沟生命科学研究院生物化学 IJ细胞生物学研究所， ，--沟 200031; 2 华东师也大学牛命科学

学院， ，--海 200062; 3 上海高校模式生物 E 研究院，上海 200031 ) 

摘要 构建了两个表达斑马鱼 cdk7(基因片段)和 cyclin H(基因全长)的重组质粒，分别转化

大肠杆菌BL21进行原核表达，所得的CDK7和cyclin H两个融合蛋白均以包涵体形式存在。经SDS­
PAGE分禹，切下含有目的蛋白条带的凝肢冻成千粉，分别免疫新西兰大耳兔，告IJ备并纯化了分别

抗 CDK7 和抗 cyclin H 的两个多克隆抗体。经商每联免疫吸附测定、蛋白质印迹分析检测，确定获
得了两种具有较高效价的特异性多克隆抗体。免疫荧光组织化学结果显示， CDK7 和 cyclin H 这

两个蛋白质均普遍存在于斑马鱼胚胎动物极的各个细胞中。

关键词 斑 1 !J 1ÏJ.: CDK7: cyclin H: 原核表达:抗血泊

所 I!J 1It :){ 斗中常见的热带鱼， I~l 于个体小，

养殖花货少，能大规模繁育， jl具有许多其他优

点，受到众多研究者的关注。斑马在1的细胞标记

技术、 fflt)~移柏技术、突变技术、单倍体育科技

术、转且l求|技术、基闵行斗性抖Jj削技术等己经成熟，

且有数以下川的斑 1 !J {rl肝、 H台突变体，是研究胚胎发

育分 f机制的优良资源，有的~pJ 作为人类疾病模

咱[11 fl:为悦式功物，斑 L!J W_为研究脊椎动j物发育

提供了出 ~í气的模 f凹，并被i三 JTIT-其他学科。

细胞问印JtlUI依赖性激酶沾化j敢酶(CAK)是 d

CDK7-cyclin H-MATl二二元复合物，它不仅能磷酸
化细胞};'iJ 月 l蛋白依赖性激酶(CDK时，~可以磷酸化

RNA 果什~IJ II(RNAP ll)大 il!i.辜的援基末端结构域

(CTD) ，创此{i:细胞Jl'iJ JtJJ和发白过程中具有十分重
要的作用，受到广泛的关注和深入的研究。

、'1'1 JjE [ ~ 1Ú. ill入 rj1袁胚转换(midblastula transitio日，

MBT) ，细胞)，'，J 期延长，出现 G 1 期，这与 CDK­

cyclins 复介物的阿拉有关，而这些复合物太多受
CAK 磷酸化而J ftì脚击。在斑弓旬中， MBT 是否与

CAK :ff 关， H 前j圣不洁楚。鉴于 CAK 在细胞周期

以及转求U f!Ê1~1扮演的重要角色，研究 CDK7 和

cyclin HiiJ去E L) 1ft 11'-~归胚胎发育过程中的作用还是很
有意义的， 1 iJ 以为今后研究脊椎动物形态发生的分

子机制虹口飞良好的依据。

{lJ.JL , t"1 前 CDK7 手[1 cyclin H.在斑马鱼中的研

究还处于起始阶段。我们实验在通过己公布的其他

模式动物 cdk7 和 cyclin H基因序列结合斑马鱼 EST
rr:列，首次克隆了这两个某囚的全长序列(GenBank

号分别为: DQ294347 和 DQ294346)。通过分别构

建原核表达质粒，得到了两个高效表达的重组菌，

以原核表达的融合蛋白分别免疫新四兰大耳兔，制

备了两个多克降抗体，并对这两个抗体进行了纯化

和鉴定，为进 4步研究商 1)角 CDK7 和 cyclin H 在

胚胎发育过程中的作用提供了工具。

1 材料与方法

1.1 材料

美国lAB 系斑乌， 111.(Danio rerio) 、 E. coli DH5α、

BL21(DE3)及载体 pET-32a(刊，均由、本实验!辛f呆

在。 TRlzol 试剂购于 lnvitrogen 公司:逆转录酶 M­

MLV 和 pGEM-T 载体购 1二 Promega 公司:蛋白质纯
化系统采用 Novagen 公司的 Bugbuster 手[]Qiagen 公司

的 NF+-NTA 琼脂糖产品:链霉蛋白酶(pronase)购于

Roche 公司。其他化学试剂购自 u每申能博彩生物

科技有限公司豆豆上海化学试剂公司。

根据本实验京巳公布的斑斗角 cdk7 和 cyclin H 

基因序列设计特异性引物。 cdk7 上游引物序列为:

收柏 fl 期 2006-02-06 拔受 11!例 2006-08-17
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5'-GAGAGAATTCGATCAGCTGACGAAG-3' ， 下游

引物序列为: 5'-GAGACTCGAGAAACACCAGCTT­

CTT-3' ， 基因片段长为 390 bp; cyclin H上游引物

序列为 : 5'-GAATTCATGTATCACAACAGCTCA-

3' ，下游引物序列为: 5'-CTCGAGCAATGCAT­

CCAAA TCA TC-3' ，基因片段长为 969 bp 。 其中在

两个上游引物中均加入限制性内切酶 EcoRI 的酶切

位点，在下游引物中也均加入限制性内切酶XhoI 的

酶切位点。

1.2 方法

1.2.1 基因克隆和载体构建 用 TRIzol 试剂提取

4 hpf(hour post-fertilization)斑马鱼胚胎总 RNA，以

Oligo(dT)is 为引物，用 M-MLV逆转录酶合成cDNA

第一链，分别用 cdk7和 cyclinH 的引物进行 PCR扩

增目的 DNA 片段。扩增 cdk7 反应条件为 : 94 .C 

预变性 5 min; 94 .C变性 60 s , 65 .C退火 30 s , 

72 .C延伸 90 s ; 30 个循环后， 72 .C再延伸 10 min 。

扩增 cyclin H 反应条件为 : 94 .C预变性 5 min; 

94 .C变'性 60 s , 65 .C退火 30 s , 72 .C延伸 60 s ; 

30 个循环后 ， 72 .C再延伸 10 min 。

将扩增出来的两个PCR产物经纯化后分别连接

到 pGEM-T 中得到 pGEM-T-cdk7和 pGEM-T -cyclin 

H质粒(图 lA)。通过蓝白斑筛选，挑取阳性克隆 ，

抽提质粒 DNA ， 进行双酶切 、 PCR 及测序鉴定。

将 pGEM-T-cdk7和 pGEM-T-cyclin H及原核表达载

体 pET-32a(+)分别进行 EcoRI 和 XhoI双酶切， 回收

cdk7和 cyclin H片段， 井与酶切后的 pET-32a(+)载
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'i庐少/
/二二夕

。
A 
~ y o 4 

~ 

图 1 质粒构建示意图

A: pGEM-T -cdk7 和 pGEM-T -cyclin H 载体构建示意图 B:

pET-32a( + )-cdk7 和 pET-3 2a( + )-cyclin H载体构建示意图。
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体连接， 分别得到 pET-32a( + )-cdk7和 pET-32a( +)­

cyclin H两个原核表达质粒(图 lB) 。 利用 EcoRI 和

XhoI 对它们分别进行双酶切、 PCR 和测序鉴定 。

1.2.2 诱导表达及融合蛋白纯化 将pET-32a( +)­

cdk7和 pET-32a( + )-cyclin H质粒分别转化原核表达

菌株 BL2 1 (DE3) 。 挑取单菌落，在 LB 液体培养基

(含氨书青霉素 60μg/ml)中置于摇床上 37 .C , 300 

r/min 振荡培养至光密度值A600 为 0.6 左右 。 加入异

丙基硫代半乳糖昔(IPTG)至终浓度为 1 mmol/L ， 继

续于 37.C培养 3 h。在 IPTG 诱导前和诱导后分别

取样，用作 SDS-PAGE 分析 。

用BugBuster蛋白抽提试剂将细菌裂解液分为细

胞质可溶部分和细胞质不溶部分， SDS-PAGE 分析

发现CDK7和 cyclin 日这两个原核表达的融合蛋白均

以包涵体的形式存在， 因此按照纯化包涵体的步骤

用 Bugbuster 试剂纯化这两个融合蛋白(具体步骤参

考Bugbuster 使用说明)。将纯化后的 CDK7 和 cyclin

H 包涵体分别溶解在含尿素的裂解液(100 mmol/L 

NaH2P0 4 , 10 mmol/L Tris-HCl. 8 mol/L 尿素 ，

pH 8.0)中，分别测定这两个蛋白质的浓度，并进

行 SDS-PAGE，分别切下目的蛋白条带， 冻干成粉

末，于 一 70 .C保存，作为抗原。

1.2.3 抗血清的制备和纯化 抗血清制备方法参

考文献[2] 的方法， 具体步骤如下 : 第一天，取 1.5

rnl 未免疫新西兰大耳兔耳静脉血制备血清作为阴性

对照。然后将 200μgCDK7 冻干粉和 200μg cyclin 

H冻干粉分别溶于 0.5 ml PBS 中，各自加入 0.5 ml 

完全福氏佐剂， 通过超声形成油包水的状态，分 5

点对 2 只新西兰大耳兔背部进行皮下注射 ; 第三

天，以同样的方法对新西兰大耳兔进行加强免疫。

第 28 天，用不完全福氏佐剂代替完全福氏佐剂以相

同的剂量对新西兰大耳兔进行免疫;第 35 天取兔颈

动脉血。

将 pET32a(+)空载体 ， pET-32a(+)-cdk7和 pET-

32a( + )-cyclin H的原核表达蛋白和 Ni2+-NTA 琼脂糖

浆液温育，利用 pET32a(+)载体上表达的多聚组氨

酸与 NF+-NTA 的特异性结合制备三种抗原柱。 充分

洗涤以除去非特异性结合的蛋白质。分别将 2 ml 抗

CDK7和抗cyclin H的未纯化的抗血清流过空载体抗

原柱，以去除抗血清中针对空载体表达产物的抗

体。 收集过流液，然后分别流过 CDK7 和 cyclin H 

两根抗原柱， 使相应的抗体与抗原形成复合物结合

在柱上。 用平衡液(2 mol/L NaCl, 50 mmol/L Tris-
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HCl. pH 7.4)洗涤柱 L的抗原抗体复合物后，再用

4 mo1/L MgC12 溶液将抗体从抗原柱上洗脱下来，抗

原仍结合在性 f'.。最后将溶于 4 mo1/L MgC12 溶液
的抗体时 PBS 4 'C透析过夜I坷，从而获得抗 CDK7

和打L cyclin H 两种特异性抗体。

1.2.4 斑马鱼胚胎蛋白质提取 斑弓鱼胚胎蛋白

的捉取参考文献[4] 的方法，并做了-些优化。首

先将斑 L !J旬，胚胎转移至胚胎培养基(10% Hank's 液，

pH 7.2)中，加入链莓蛋白酶使终浓度为 1 mg/m1 , 

缓慢摇晃。各个发育时期的胚胎链霉蛋白酶作用时

间不同。用岐营轻微吹打以去除卵壳膜。用预冷的

林格液清洗 3 次，以去除脱落的卵壳膜。将胚胎转

移到预冷的林格液中，加入 EDTA 和 PMSF，以终

止链霉蛋白酶的作用。再用预冷的林格液将胚胎清

洗 2 次。将胚胎转移到离心管中，尽量去除多余的

水份。加入胚胎裂解液(1% NP-40 , 50 mmo1/L Tris­

HCl. 150 mmo1/L NaCl. 10% 甘油， 50μg PMSF , 

100 mmo1/L N aF) ，用移液器上下吹打使细胞裂解，

置于冰上 15 min 以充分裂解。加入氟利昂，上下

颠倒泪匀，使蛋白质和脂质分层。以 12 000 g 于

4'C 离心 15 min ，收集蛋白质所在的上洁液。

1.2.5 抗血清的检测 采用间接 ELISA 法测定

CDK7 和 cyc1in H 两种抗血泊的效价，步骤如下:

用纯化后的 CDK7 和 cyc1in H 原核表达产物作为抗

原，分别包被两个反应板(抗原浓度为 1μg/μ1，每

抗原孔加 100μ1)0 3%BSA 封闭后以未免疫的兔血

清作为阴性对照，免疫后的抗血洁作为一抗:辣根

过氧化物酶标记羊抗兔 IgG 作为二抗:经 TMB 显

色后用 H2S04 终止反应，用酶标仪在 450nm 处读取

数值[ 5] 。

通过蛋白质印迹分析(Westem 印迹)鉴定这两种

抗体的特异性，步骤如下:经纯化的 CDK7 和 cyc1in

H 原核表达产物及斑马角胚胎蛋白提取物经 SDS­

PAGE 后转移至硝酸纤维素膜， 5% 脱脂奶粉 37 'C 

封闭 1 h; 纯化后的抗体作为一抗(稀释 1 : 5000) , 

4 'C 结合过夜。以免疫前的血清、 CDK7 抗原吸附

后的 CDK7 抗体和 cyc1in H抗原吸附后的 cyc1in H抗

体作为阴性对照。 TBST 主温洗 3 次，每次 10 min; 

以辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG 作为二抗(稀释度

1 : 2 500)37 'C 处理 1 h , TBST 室温洗 3 次，每

次 10 min; 经 ECL 显色后，用 X 光片曝光。

用免疫荧光组织化学分析CDK7和cyc1in H这两

个蛋白质在胚胎中的运位，步骤如 F: 取 7 hpf 斑

马俑l胚胎用 4% 多聚甲醒 4 'C 固定过夜，经 PBS 洗

涤后用 30% 庶糖溶液脱水，再用 PBS 洗涤后:胚

胎用 OCT 包埋，进行冰冻切片，厚度为 5μm;

胚胎切片再用 4% 多聚甲醒固定 10 min 后， PBS 洗

3 次，每次 10 min; 然后用 0.5% Triton-XI00 处理

10 min , PBS 1先 3 次，每次 10 min; 3% BSA 37 

℃封闭 1 h; 分别以纯化后的抗 CDK7 和抗 cyclin H 

的抗血泊为一抗(稀释 1 : 500) ，以免疫前的血洁和

不加一抗作为阴性对照 37 'C温育 2 h，然后用 PBS

洗 3 次，每次 10 min; 以偶连 FITC 的羊抗兔 IgG

为二抗(稀释 1 : 400)37 'C温育 1 h ，然后用 PBS

j先 3 次，每次 10 min; 最后肘 Hoechst33258 对细

胞核进行荧光染色，主温蔽光反应 15 min 后用 PBS

洗涤，封片，荧光显微镜 F进行观察。

2 结果

2.1 cdk7 和 cyclin H 的基因克隆和重组载体的鉴定

以斑马鱼胚胎总 RNA 为模板，用特异性寻|物

进行 RT-PCR 扩增， PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电

泳，结果分别得到 400 bp 左右(cdk7)丰lJ 1 000 bp 左

右(cyclin H)的条带(图 2)0 cdk7 手[J cyclin H特异性

PCR 产物与 pGEM-T 载体连接后，序列测在结果证

实，核昔酸序列与预计的一致。

通过 EcoRI 和 XhoI 双酶切，将 cdk7和 cyclin H 
cDNA从重组质粒pGEM-T-cdk7和 pGEM-T-cyclin H 

亚克隆至原核表达载体 pET翩 32a(+)中。重组质粒

pET -32a( + )-cdk7 和 pET-32a(+ )-cyclin H经 EcoRI 和

XhoI 双酶切鉴定，分别得到 400 bp 左右(cdk7)和

1 000 bp 左右(cyclin H)的条带(图 3) 。

M ? M - -bp 

←皿 2000

‘一 1000 bp 
+一 750 ‘一 2000
-500 叶一 1000

嘈-750

叶一 250 _500 

-250 

+一 100 
等一-100

固 2 cdk7 和 cyclin H 的 PCR产物电泳图谱

M: DNA 分子量标准; 1: cdk7 的 PCRl' 物(3 90 bp); 2: cyclin 
H 的 PCR 产物(969 bp) 。
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图6 原核表达蛋白和UI马鱼胚胎总蛋白的 Western 印迹分析

A: CDK7 抗血清 B : cyc lin H 抗血清 A l 、 A3: 纯化后的 CDK7

原核表达蛋白 Bl 、 B 3 纯化后的 cyc lin H 原核表达蛋白 ; A2 , 

A4 、 B2 ， B4 : 30 hp f J7;f马鱼胚胎总蛋白 。

免疫前血

cyclin H 抗

致 ， 均位于胚胎动物极的各个细胞中(图 7D，图 7H ，

图 7L) 。

3 讨论

在抗原设计上我们采取了两种方式。内源的

CDK7 分子量为 39 kDa ， 在构建原核表达载体时，

我们采用基因特异性片段，即 cdk7在斑马鱼中与其

他物种同源性低的核昔酸序列， 由这段序列表达出

来的蛋白质分子量约为 14 kDa ， 插入到 pET-32a(+)

载体中表达的融合蛋白分子量约为 34 kDa 0 cyclin H 

则采用的是基因全长 ， 分子量为 3 7 kDa ，插入到

pET-32a(+)载体中表的融合蛋白分子量约为 57 kDa o 

pET-32a ( +) 原核表达载体在内部和 C 端均含有

His .Tag ， 并在 N 端含有 Trx .Tag 。 由于该载体为高

表达载体 ， 所以融合蛋白的表达量很高，这里我们

表达的两个蛋白质均以不搭性包涵体形式存在。所

以我们采用包涵体作为抗原制备多克隆抗体。结果

证明这两种方法在制备多克隆抗体时都是可行的 。

我们对抗血清进行了必要的纯化。 未纯化的抗

血清含有多种非特异性抗体 。 pET-32a(+ )载体虽然

是高效表达的载体，但 N 端含有的 Trx.Tag 分子量

很大，足够产生免疫原性 ， 因此在多克隆抗体的制

备过程中会产生针对 Trx 的抗体 。 所以在抗体纯化

过程中 ， 第一步先去除针对 Trx 的抗体 。 其次，用

纯化的 CDK7 和 cyclin H 抗原共价结合于 Ni2+-NTA

琼脂糖柱上 ， 多克隆混合抗血清中的那些对该抗原

Merge 

图 7 111马鱼 7 hpf胚胎 CDK7 和 cyclin H 抗体的兔疫组织荧光

A ，E，I:斑马鱼 7 hpf 胚胎切片光镜照片 B ， F ， G 用 Hoech s t33258 来标示细胞核 ， 蓝色荧光显示动物极细胞所在位置 C ， G ， K 免疫荧

光组织化学染色 ， 绿色荧光显示组织抗原阳性的部位 D ， H ， L: 分别是 B-C ， F-G ，和 J-K 的重叠。
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特异的抗体能和它结合，经过冲洗，将未结合的抗

体除去，然后再将特异性抗体洗脱。

在提取斑马鱼胚胎总蛋白时我们改进了实验方

法。斑马旬早期胚胎外面有一层卵哺，可以用链霉

蛋白酶将卵革肖去除，但作用的时间非常关键。作用

时间不充分，则卵鞠不能完全脱落;如果作用时间

过长，则链霉蛋白酶会将细胞内的蛋白质消化。早

期胚胎分为动物极和植物极，动物极是由分裂的细

胞所组成，而植物极则提供胚胎发育过程中所需的

营养物质，主要成分是脂类。如果不将脂类去除，

则在后续的 SDS-PAGE 巾，蛋白质会在上样孔附近

聚集，不能正常迁移。因此，去除植物极至关重

要。国外有文献报道，用吸管将植物极与动物极分

离。但该机械分离方法操作效率低，且容易将动物

极细胞破坏。而用氟利昂将脂类去除，效率高且得

率高。

蛋白质印迹分析证实了抗体的特异性。用纯化

后的抗体来检测30hpf的斑马角胚胎中内源性CDK7

和 cyclin H，在较高稀释浓度下也可检测到目的条

·研究论文.

带，且无明显的非特异性，证实了这两种抗体的高

亲和性和各自结合 CDK7 和 cyclin H 的特异性，为

深入研究 CDK7 和 cyclin H 打下了基础。

从免疫组织荧光结果来看， CDK7 和 cyclin H 

这两个蛋白质在斑马鱼 7 hpf胚胎中的表达是一致

的，均位于胚胎动物极的细胞中，不行:在 f柏物极

中。这可能是因为这两个蛋白质在体内以复合物的

形式起作用。根据实验室先前的数据表明 ， cdk7和

cyclin H这两个基因普遍存在于斑马俑胚胎发育的各

个阶段和成鱼的各个组织器官。免疫荧光组织化学

结果也显示，这两个蛋白质均普施农达于胚盾期

(shield stage)胚胎的各个细胞中。
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Prokaηrotic Expreesion and Polyclonal Antibodies Preparation of 

cdk7 and cyclin H in Zebrafish 

Lin Chu'气 Qing-Yun Liu', Min Qian2, Yuan-Chang Yanl•3, Yi-Ping Li'* 

('Institute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai Institutesfor Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, 
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Abstract Expression vectors of CDK7 and cyclin H gene in zebrafish were constructed and transformed 

into E. coli BL21 separately for IPTG induced expression. The results showed that both fusion protein were ex­

pressed in the form of inclusion body. Fusion proteins were isolated and then lyophilized to raise the polyclonal 

antisera against CDK7 and cyclin H respectively by immunizing New Zealand rabbits. The antisera were purified and 

characterized by ELISA, Westem blotting and immunofluorescence-staining. The results showed that the antibodies 

had high titer, affinity and specificity. 
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