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莱茵衣藻IFT22蛋白的原核表达、纯化及

其多克隆抗体的制备
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摘要      纤毛内运输蛋白IFT22是IFT复合物B中(IFT-B)的一个重要组分, 但对其功能研究存在

很大的争议, 为深入研究IFT22功能, 制备一支特异性好的IFT22抗体是必不可少的。该研究首先用

纯度为93%的6×His标签IFT22抗原免疫新西兰大白兔, 采集3次免疫后血清, 间接ELISA法测定效

价为1000 64׃。抗血清经Protein A和抗原抗体纯化后, Western blot检测结果表明, 以Chlamydomonas 
reinhardtii CC125全细胞为抗原时, 孵育IFT22抗体后, 只有一条带出现, 说明anti-IFT22特异性非常

好, 是研究IFT22蛋白功能的绝佳材料。
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Abstract       Intraflagellar transport protein IFT22 is an important component of the IFT-B, but its function is 
controversial. It is indispensable to create a specific anti-IFT22 for its function research. Here, bacterial-expressed 
N-terminal His-tagged full length IFT22 recombinant protein was used as the antigen to immunize the New 
Zealand white rabbits. After the third immunization, the titer was determined to be 64 000 by an indirect ELISA. 
The antiserum was purified by Protein A and antigen, and the Western blot test showed only one band appeared 
when antigen was whole cell of Chlamydomonas reinhardtii CC125. The result showed the anti-IFT22 had a great 
specificify, which was an excellent material of studying function of IFT22.
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莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)是研究

真核生物纤毛功能的主要模式生物之一[1]。纤毛

(cilium)又叫鞭毛(flagellum), 是突起于真核细胞表

面的一类细胞器, 有9+2型(motile cilia, 运动型纤毛)
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或者9+0型(primary cilia, 原发型纤毛)。纤毛没有蛋

白质合成所需要的细胞器如核糖体等, 所以纤毛生

物生成所需蛋白分子进出纤毛均是由纤毛内运送体

(intraflagellar transport, IFT)颗粒进行运送的[2]。纤

毛组装缺陷或者功能紊乱会引发称为“纤毛病”的遗

传性疾病, 如Bardet-Biedl综合征、Joubert综合征和

Alstrom综合征等[3-5]。因此, 研究IFT蛋白的功能对

了解纤毛病的发病机理和预防该疾病的发生具有重

大意义, 而对应的抗体是研究蛋白功能所需的首要

材料。

IFT22是一个非典型的小G蛋白, 缺少小G蛋白

应有的G4域。对于IFT22功能的研究, 人们利用不同

的模式生物得出不同的结论。2006年, Schafer等[6]以

线虫为模式生物的研究表明, IFTA-2(IFT22在线虫

中同源蛋白)不是纤毛形成蛋白, 而是与信号传导有

关。2008年, Adhiambo等[7]以锥虫为模式生物的研

究表明, Rab-like 5(IFT22在锥虫中同源蛋白)参与纤

毛形成。2012年, Qin等[8]以莱茵衣藻为模式生物的

研究表明, IFT22不直接参与鞭毛组装, 但是决定参

与鞭毛组装IFT颗粒的量。莱茵衣藻具有易于培养、

生长周期短和纤毛可分离等优点, 是研究纤毛功能

的理想模式生物。本研究利用原核表达系统表达

IFT22蛋白, 经蛋白纯化、免疫和抗原抗体蛋白纯化

后, 制备了一支特异性高的anti-IFT22抗体, 为后续

IFT22功能的研究提供了理想的材料。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验材料      大肠杆菌(Escherichia coli)XL1-
blue、BL21(DE3)感受态细胞、pMal-c2x和pET-30a
质粒为本实验室保存; 莱茵衣藻CC125藻种购自美

国莱茵衣藻中心(www.chlamy.org); 免疫用雄性大白

兔购自北京市昌扬西山养殖场。动物实验已通过北

京市科学技术伦理委员会审批。

1.1.2   试剂      质粒小提试剂盒购自天根生化科技

(北京)有限公司; 琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒购自

OMEGA公司; 氨苄青霉素、卡那霉素和IPTG购

自北京索莱宝生物科技有限公司; 限制性内切酶、

T4 DNA连接酶、pfu DNA聚合酶和蛋白Marker购
自加拿大Fermentas公司; DNA Marker购自北京全

式金生物技术有限公司; 抗体纯化介质(Protein A 
SepharoseTM CL-4B)及亲和纯化介质(Ni SepharoseTM 

6 Fast Flow)购自美国GE Healthcare公司; 硝酸纤维

素膜(NC膜)购自美国PALL公司; 弗氏完全佐剂及

弗氏不完全佐剂购自美国Sigma公司; HRP标记的羊

抗兔/鼠抗体购自美国Jackson公司; 荧光标记的羊

抗兔二抗、羊抗小鼠二抗购自美国Sigma公司; ECL
化学发光显色液购自德国Millipore公司; 其他药品

试剂均为国产分析纯。

1.2   实验方法

1.2.1   表达载体pET-30a-ift22的构建      ift22基因被

送至苏州金唯智生物科技有限公司合成, 两端酶切

位点为EcoR I和Xho I, 将经过双酶切的ift22基因克

隆至表达载体pET-30a上。

1.2.2   蛋白质诱导表达及纯化      实验方法参考文

献[9], 将构建好的表达载体转入E. coli BL21中, 挑
取单克隆接种至种子培养基中, 37 °C、220 r/min培
养过夜。以5%的接种量接种至发酵培养基中, 当
D600=0.8~1.0时, 加入0.2 mmol/L IPTG, 20 °C、200 r/min
过夜培养。将收集的菌体用PBS洗3次, 超声破碎后, 
取上清和沉淀进行SDS-PAGE分析。确定目标蛋白

在上清或者沉淀后, 将蛋白结合到预先平衡好的镍

柱中, 室温结合1 h, 而后漂洗、洗脱, 最后进行SDS-
PAGE电泳检测, 并进行纯度分析。

1.2.3   动物免疫      实验方法参考文献[10], 免疫用

兔子为2.0 kg左右的新西兰大白兔, 免疫之前耳静脉

取阴性血清。取400 μg免疫原, 用生理盐水稀释到

200~500 μL, 再加入等体积弗氏佐剂(初次免疫用弗

氏完全佐剂, 加强免疫用弗氏不完全佐剂); 用混匀

仪器将溶液和佐剂混匀, 形成油包水。将混匀好的

免疫原进行背部皮下注射免疫, 打8~10个点。

1.2.4   多克隆抗体效价测定      实验方法参考文

献[11], 采用间接ELISA法测定抗血清的效价。以

IFT22蛋白作为包被抗原, 用5%的脱脂乳粉为封闭

液, 产生的抗血清为一抗, 辣根过氧化物酶(HRP)标
记的羊抗兔为二抗, 经TMB(3′,3′,5′,5′-四甲基联苯

胺)显色, 用酶标仪测定D450处的吸光值, 效价为1/2
最大D值所对应的稀释倍数。

1.2.5   Protein A纯化      实验方法参考文献[12], 
将1 mL抗血清与10 mL结合缓冲液混合后, 加入预

先平衡好的含有Protein A填料的结合柱中, 室温结合1 h
后, 用结合缓冲液漂洗至G-250不变色为止, 最后用

洗脱缓冲液洗脱(收集管中提前加入终止液), 加入

甘油和叠氮化钠并于–20 °C保存。
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1.2.6   CNBr-activated Sepharose 4B的抗原抗体纯

化      称取一定量的CNBr-activated Sepharose 4B干
粉, 溶胀于1 mmol/L HCl, 用pH8.3的coupling buffer
洗至pH为8.3。将抗原溶于coupling buffer中, 与洗

好的介质于4 °C结合过夜, 然后用0.1 mol/L Tris-HCl 
(pH8.0)室温结合2~4 h, 最后用100 mmol/L Tris-HCl、
0.5 mol/L NaCl(pH8.5)和50 mmol/L Gly、1 mol/L 
NaCl(pH3.5)交替洗脱至少8次。

1.2.7   免疫荧光实验[13]      取对数生长期的CC125细
胞, 并固定到盖玻片上, 5% BSA室温固定1 h。固定

后, 加入纯化好的Anti-IFT22抗体(150׃稀释) 孵育4 h, 
1×PBST洗10次后, 加入荧光标记羊抗兔二抗, 室温

孵育1 h, 封片后在荧光显微镜下拍照。

2   结果
2.1   表达载体的构建

ift22基因由苏州金唯智生物科技有限公司合

成, 并将其克隆至载体pET-30a-ift22, 两端酶切位点

分别是EcoR I和Xho I。载体经双酶切验证, 结果如

图1所示, 从图中可以看出, 经双酶切后, 分别得到与

载体和目的基因大小一致的两条带, 载体验证正确。

2.2   IFT22蛋白诱导表达及纯化

将上述构建好的pET-30a-ift22载体转入E.coli 
BL21中进行诱导表达, 经镍柱亲和纯化后, 结果如

图2所示。从图中可看, 出IFT22蛋白大部分表达于

上清中, 纯化后IFT22蛋白量占总蛋白量的93%, 是
适合免疫大白兔的抗原。

M: DNA marker; 1、2: 两个转化子酶切验证, 酶切位点为EcoR I和Xho I。
M: DNA marker; 1,2: restriction digestion analysis of two transformants digested with EcoR I and Xho I.

图1   重组质粒双酶切验证

Fig.1   Restriction digestion analysis of recombination plasmids
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M: protein ladder; Control: 诱导前对照; Induction: 诱导后全细胞蛋白; Soluble: 诱导后上清液中蛋白; Insoluble: 诱导后包涵体蛋白; Elution: 亲和

层析纯化后目的蛋白。

M: protein ladder; Control: the total protein lysates before induced; Induction: the total protein lysates after induced; Soluble: the supernatant lysates 
after induced; Insoluble: the sediment lysates after induced; Elution: recombinant protein after affinity purification.  

图2   SDS-PAGE检测重组蛋白在E. coli BL21(DE3)中的表达及纯化

Fig.2   SDS-PAGE analysis of the expression and affinity purification of recombinant protein in E. coli BL21 (DE3)
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2.3   抗体效价的测定

用纯化得到的IFT22蛋白免疫新西兰大白兔, 
经3次免疫之后, 在耳缘静脉少量采血, 利用间接

ELISA法测定抗血清的效价, 结果如图3所示。从图

中可以看出, 抗血清效价达到1000 64׃。
2.4   抗体特异性检测

2.4.1   抗血清Protein A纯化      抗血清中含有除抗体

之外多余的杂蛋白, 因此需要进一步纯化。Protein 
A是来源于金黄色葡萄球菌细胞壁的一种表面蛋白, 
可与哺乳动物IgG的Fc段结合。本实验首先对抗血

清进行Protein A纯化, 结果如图4所示。从图中可以

看出, 抗血清经Protein A纯化后, 仍然有非特异性条

带, 还需抗原抗体进一步纯化。

2.4.2   CNBr-activated Sepharose 4B的抗原抗体纯化       
在免疫大白兔时, 使用6×His标签融合表达的IFT22蛋
白; 而进行抗原抗体纯化时, 使用MBP标签的IFT22融
合蛋白。pMal-c2x-ift22载体构建结果如图5所示。从

图中可以看出, 转化子经过酶切验证后, 载体和目的

基因大小都与预期一致, 载体构建成功。将构建好的

新载体转入E.coli BL21, 经诱导表达和亲和纯化后, 结
果如图6所示。从图中可以看出, 经纯化后得到纯度

较高的目的蛋白。将纯化好的MBP-IFT22蛋白结合

到CNBr-activated Sepharose 4B上, 将经过Protein A纯

化的抗体再进行一次抗原抗体纯化, 检测结果如图7

红色指示线为平台期一半所对应的D值, 相应的抗血清稀释比为抗血清的滴定度。

The red indicator line is the 1/2 D value, and the corresponding antiserum dilution ratio is the titration degree of antiserum.
图3   间接ELISA法测定抗血清效价

Fig.3   ELISA test of anti-IFT22 poplyclonal antiserum
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Pre-immune: 免疫前血清检测莱茵衣藻野生型藻种CC-125中IFT22蛋白; Affinity purified: Protein A纯化后血清检测莱茵衣藻野生型藻种CC-125
中IFT22蛋白。

Pre-immune: IFT22 protein from the wide-type C. reinhardtii CC125 was probed with pre-immune serum; Affinity purified: IFT22 protein from the 
wide-type C. reinhardtii CC125 was probed with protein A purified anti-IFT22.

图4   免疫印迹法验证抗血清特异性

Fig.4   The antibody specificity detected by Western blot中
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M: DNA marker; 1~3: 三个转化子酶切验证, 酶切位点为EcoR I和Xho I。
M: DNA marker; 1-3: restriction digestion analysis of three transformants digested with EcoR I and Xho I.

图5   重组质粒双酶切验证

Fig.5   Restriction digestion analysis of recombination plasmids
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M: protein ladder; Cell pellet: 诱导后沉淀蛋白; Cell lysate: 诱导后上清液中蛋白; Flow through: 流穿液; Washing-1: 漂洗液; Elution 1、2: 洗脱液。

M: protein ladder; Cell pellet: the sediment after induced; Cell lysate: the supernatant after induced; Flow through: flow through solution; Washing-1: 
washing solution; Elution 1,2: elution solution。

图6   SDS-PAGE检测重组蛋白在E. coli BL21(DE3)中的表达及纯化

Fig.6   SDS-PAGE analysis of the expression and affinity purification of recombinant protein in E. coli BL21 (DE3)
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Pre-immune: IFT22 protein from the wide-type C. reinhardtii CC125 was probed with pre-immune serum; Affinity purified: IFT22 protein from the 
wide-type C. reinhardtii CC125 was probed with antigen-antibody purified anti-IFT22.

图7   免疫印迹法验证抗血清特异性

Fig.7   The antibody specificity detected by Western blot
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所示。从结果中可以看到, 抗体经过抗原抗体纯化

后, 只有一条特异性条带, 无其他杂带, 抗体制备成

功。

2.5   IFT22蛋白在莱茵衣藻中的定位

利用免疫荧光技术可以直接观察到蛋白质在

体内的分布, 从而为其生物学功能的确认提供理论

依据。本实验采用免疫荧光技术来研究IFT22在莱

茵衣藻中的定位, 结果如图8所示。从图中可以看出, 
anti-IFT22能够与莱茵衣藻IFT22蛋白特异性结合, 
在细胞基体(白色框内)和鞭毛处都有分布, 与报道

的其他IFT-B复合物(IFT46)[14]一致。

3   讨论
要制备特异性好的抗体, 免疫前抗原的纯度是

关键。本研究利用将纯度为93%的6×His标签IFT22
抗原免疫新西兰大白兔, 采血并经Protein A纯化后, 
仍然检测到非特异性条带, 用该抗体进行后续功能

研究可能出现假阳性。大多数研究者选择膜纯化来

进一步获得特异性更好的抗体, 但是这样会浪费较

多的抗体, 并且得率较低。本研究选择MBP标签的

IFT22抗原, 将其结合到CNBr-activated Sepharose 4B
介质上, 利用抗原抗体纯化, 不仅能得到特异性高的

抗体, 而且结合了抗原的CNBr-activated Sepharose 
4B介质可以反复利用, 很大程度上提高了抗体制备

的效率和得率。

目前, 对IFT22功能的研究存在很大的争议, 不

IFT22多克隆抗体在莱茵衣藻野生型藻种内进行免疫荧光分析, IFT22蛋白在基体内有聚集, 在纤毛内延纤毛呈点状分布。

The polyclonal antibody of IFT22 as the primary antibody, it showed that IFT22 is localized in the base and along the flagella as punctuated dots.
图8   免疫荧光检测IFT22蛋白在莱茵衣藻中的定位

Fig.8   Immunofluorescence analysis the localization of IFT22 in C. reinhardtii

10 μm

同的模式生物得出不同的结论。通过蛋白序列比对

可知, IFT22是一个Rab-like 5非典型的小G蛋白。 小
G蛋白在体内具有GTP-locked和GDP-locked两种状

态。Schafer等[6]的研究表明, 在线虫中, GTP-locked
的IFTA-2进入纤毛, 而GDP-locked的IFTA-2不进入

纤毛。但是, Qin等[8]在以莱茵衣藻为模式生物进行

研究时, 没有对IFT22蛋白功能进行研究, 尚未得知

在莱茵衣藻中IFT22蛋白进出纤毛是否受其GTP-和
GDP-bound状态控制。与其他模式生物相比, 莱茵

衣藻最大的优势是可以将鞭毛与细胞体分开, 这样

可以更加明确地研究纤毛内运输蛋白的功能。本研

究制备的anti-IFT22多克隆抗体, 是研究该部分内容

的前提材料。研究IFT蛋白在纤毛中的定位也是功

能研究中的重要组成部分, 免疫荧光是研究蛋白定

位的主要技术手段, 一支特异性好的抗体能避免假

阳性的出现。

本研究以开发多克隆抗体为起点, 后续将对

IFT22在纤毛内运输的功能进行深入研究, 从而更加

了解IFT22在莱茵衣藻中纤毛形成以及信号传导中

的作用。
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