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莱茵衣藻 ChR2多克隆抗体的制备
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摘要：【目的】制备一支莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii，C. reinhardtii）光敏通道蛋白 2（ChR2）多克隆抗

体，研究 ChR2 在鞭毛内通过感应光信号来影响细胞趋光性的应答机制。【方法】将构建的表达载体

pET-28a（+）-chr2转化至大肠杆菌（Escherichia coli，E. coli）BL21（DE3）感受态细胞，诱导表达 6×His-ChR2融

合蛋白，用镍柱对其进行亲和纯化。以此融合蛋白作为抗原进行动物免疫，产生相应抗体，再采用 Protien A

处理抗血清，使得抗体富集，获得纯度较高的莱茵衣藻 ChR2 多克隆抗体。通过免疫印迹检测莱茵衣藻

ChR2 多克隆抗体的特异性，并通过免疫荧光试验来确定 ChR2 在鞭毛中的位置。【结果】6×His-ChR2 融合蛋

白纯化结果表明其纯度>85%；间接 ELISA 法检测莱茵衣藻 ChR2 多克隆抗体的效价为 1∶25 600；在野生型

莱茵衣藻 CC-125 细胞的全蛋白质提取物中出现了目的条带（相对分子质量 93 000），而在突变型莱茵衣藻

CC-5499（chr1 和 chr2 双基因敲除的突变体）细胞的全蛋白质提取物中未出现目的条带，说明所得到的莱茵

衣藻 ChR2 多克隆抗体特异性较高；ChR2 定位于莱茵衣藻细胞的眼点和鞭毛。【结论】该研究为后续探索

ChR2在鞭毛内通过感应光信号影响细胞趋光性的机制奠定了基础。
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Abstract: [Objective] This study prepared the polyclonal antibodies against Chlamydomonas reinhardtii 

(C. reinhardtii) channelrhodopsin 2 (ChR2) to study the mechanism by which ChR2 in flagella guides cell 

phototaxis by sensing light signals. [Method] The constructed expression vector pET-28a(+ ) -chr2 was 

transformed into Escherichia coli BL21(DE3) competent cells to induce the expression of the 6×His-ChR2 fusion 

protein, which was then purified through a nickel column. The fusion protein was used as an antigen to immunize 

animals for the production of corresponding antibodies. The antiserum was treated with Protien A to enrich the 

antibodies, and thus high-purity polyclonal antibodies against C. reinhardtii ChR2 were obtained. Western blot 

was employed to assess the specificity of the prepared antibodies, and immunofluorescence was used to 

determine the localization of ChR2 in flagella. [Result] The purification results of the 6×His-ChR2 fusion protein 

demonstrated a purity exceeding 85% after purification. The indirect ELISA results showed that the titer of the 
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polyclonal antibodies against C. reinhardtii ChR2 reached 1: 25 600. The target band (relative molecular mass 

93 000) appeared in electrophoresis of the whole protein extract of wild-type C. reinhardtii CC-125 cells but did 

not appear in that of the whole protein extract of mutant C. reinhardtii CC-5499 (a mutant with knockout of both 

chr1 and chr2) cells, indicating that the obtained polyclonal antibodies had high specificity. The localization of 

ChR2 was in the eyespots and flagella of C. reinhardtii cells. [Conclusion] The findings lay a foundation for 

subsequent studies on the mechanism by which ChR2 in flagella guides cell phototaxis by sensing light signals.

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii; ChR2; prokaryotic expression; polyclonal antibody

光信号的感应和传导是一个相对复杂的生理

过程。在人和脊椎动物眼睛中的光感受细胞都具

有特化的感光鞭毛，在这些感光鞭毛上存在视紫

红质和视紫蓝质的光受体。ChR2 在感应不同光

强 和 波 谱 的 光 照 刺 激 后 ，通 过 激 活 胞 内 的

Gt-PDE-cGMP 途径打开位于视觉细胞质膜表面

的 cGMP 门控通道，形成膜电位差，从而将胞外光

信号转化为胞内电信号，并通过视神经将该电信

号传递到大脑视觉中枢，进行相应的生理应答［1-3］。

与人和脊椎动物相比，低等生物如莱茵衣藻则拥

有不同的感光和信号传导系统，这一套视觉系统

可以使细胞在最佳的光条件下进行光合作用［4-5］。

莱茵衣藻拥有 8 种不同细菌类型的视紫红质

（Cop1、Cop2、Cop3、Cop4、Cop5、Cop6、Cop7、

Cop8）［6］，其中仅有 Cop3 和 Cop4 调控细胞的趋光

性。由于 Cop3 和 Cop4 是光诱导的离子通道受

体，因此研究者又将 Cop3 和 Cop4 命名为光敏通

道蛋白 1（ChR1）和 ChR2［7］。ChR2 是一种 7 次跨

膜的非选择性阳离子通道蛋白，对 350~550 nm 的

光谱比较敏感，其中心敏感波长为 470 nm，在 470 

nm 光谱下，ChR2 通过改变蛋白质分子构象形成

非选择性的阳离子通道，从而使 ChR2 对 Na+、K+、

H+、Ca2+等阳离子有更好的通透性，其生理表征为

改变细胞膜电位内正外负状态，改变细胞的膜电

势产生感应电流［8-9］。

莱茵衣藻是以眼点为感光系统的单细胞真核

生物，其利用眼点感光，通过鞭毛摆动进行趋弱避

强［10］。自从 ChR2被发现以来，莱茵衣藻光敏通道

蛋白广泛用于光遗传学研究，并且以 ChR2 为基

础，开发出 ChR2（H134R）、ChETA、CoChR 等多种

光敏通道蛋白。虽然目前光遗传技术取得了较大

突破，但仍有一些科学问题亟待解决：光照条件

下，光敏蛋白质为何在神经元群体中的分布不均

匀；光敏蛋白质的响应如何干扰周边的神经细胞；

目前我国在微藻领域的技术水平能否支持对该类

生物进行充分的基础生物学研究；光敏蛋白质的

鞭毛定位是否为其趋光性机理的前提。因此，作

者拟制备高纯度的莱茵衣藻 ChR2多克隆抗体，为

研究莱茵衣藻 ChR2 调控细胞趋光性的分子机理

奠定基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

1.1.1　载体和菌株　

野 生 型 莱 茵 衣 藻 CC-125 细 胞 、大 肠 杆 菌

XL1-blue、大肠杆菌BL21（DE3）、相关原核表达载体

等 ：由作者所在实验室保存 ；突变型莱茵衣藻

CC-5499（chr1和 chr2双基因敲除的突变体）：莱茵

衣藻资源中心。

1.1.2　试验试剂　

分子生物学试验试剂：北京全式金生物技术

股 份 有 限 公 司 ；蛋 白 质 纯 化 试 剂 ：美 国 GE 

Healthcare 公司；免疫印迹试验试剂：美国 Sigma

公司；免疫试验由华大（北京）蛋白质研发中心有

限公司完成。

1.1.3　仪器与设备　

电子天平：JA12002型，绍兴上虞艾科仪器设备

有限公司；PCR 仪：HM-P16 型，山东恒美电子科技

有限公司；超高压破碎仪：AH-NANO 型，郑州科泰

实验设备有限公司；蛋白质微量测定仪：Nano-600

型 ，上 海 嘉 鹏 科 技 有 限 公 司 ；水 平 电 泳 仪 ：

BAYGENE型，美国 Heofer公司；免疫印迹成像分析

仪：ChampGE 5000型，北京赛智创业科技公司；垂直

电泳仪：SE-300-10A-1.0型，天津伊诺白晶生物科技

有限公司；湿电转膜仪：PS300-B 型，美国 Heofer

公司。
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1.2　方法

1.2.1　chr2基因序列分析及抗原识别位点预测　

利用 SWISS Model 和 DNAMAN 对莱茵衣藻

chr2 基因进行核苷酸和氨基酸序列分析，预测其

跨膜区、亲疏水性及抗原识别位点，筛选 ChR1 的

抗原表位区。以莱茵衣藻 cDNA 为模板 ，采用

PCR 技术扩增筛选 5′端和 3′端中分别添加了

BamH Ⅰ、Hind Ⅲ限制性核酸内切酶位点的抗原表

位区。

1.2.2　原核表达载体 pET-28a（+）-chr2的构建　

将 PCR 扩 增 的 chr2 与 原 核 表 达 载 体

pET-28a（+）分别使用 BamH Ⅰ、Hind Ⅲ限制性核酸

内切酶进行双酶切，用 PCR 产物纯化试剂盒回收

目的基因［11-12］。在 T4连接酶的作用下使目的基因

与载体连接 1 h。随后转化至大肠杆菌 XL1-blue感

受态细胞，均匀涂至 LBK 平板（含 100 μg/mL 卡那

霉素的 LB 平板）中，于 37 ℃ 下倒置培养 14~16 

h［13-14］。挑取单克隆菌株至 LBK 液体培养基中，过

夜培养并收集菌体，提取质粒，用 BamH Ⅰ、Hind Ⅲ

限制性核酸内切酶对质粒进行双酶切验证，由苏

州金唯智生物科技有限公司完成测序［15-16］。

1.2.3　重组蛋白诱导表达　

参照作者所在课题组前期的研究［17-19］，按照

1.2.2的方法处理测序正确的质粒 pET-28a（+）-chr2，

待长出阳性克隆后，转入 LBK 液体培养基中，培养

至 OD600 值为 0.6~0.8，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的

IPTG 诱导表达 6×His-ChR2融合蛋白，于 25 ℃、220 

r/min条件下培养 8~10 h［15，20］。8 000 r/min离心 2 min

收集菌体，4 ℃下用超高压破碎仪使菌体充分破碎。

8 000 r/min 离心 10 min 后，分别取少量上清液和沉

淀样品进行 SDS-PAGE分析，确定目的蛋白质是否

表达及其水溶性［15，20］。

1.2.4　蛋白质纯化　

参照作者所在课题组前期的研究［17-21］，将扩

大培养后表达目的蛋白质的菌体加到结合液

中［21］，高压破碎后收集沉淀（目的蛋白质以包涵体

形式存在于沉淀中），用添加了 1 mol/L 尿素的结

合液清洗沉淀 2 次，最后溶于 8 mol/L 尿素结合液

中。用 8 mol/L 尿素结合液清洗 Ni SepharoseTM 6 

Fast Flow 填料，平衡柱子。将溶解后的沉淀与填

料混合均匀，于摇床上室温结合 2 h。结合完毕

后，先用 8 mol/L 尿素结合液漂洗，并用蛋白质微

量测定仪测定漂洗液蛋白质质量浓度，直至无蛋

白质洗出，用含 20 mmol/L咪唑的漂洗液继续漂洗

至蛋白质质量浓度为 0。最后用含 500 mmol/L 咪

唑的洗脱液洗脱目的蛋白质，收集并采用 SDS-

PAGE分析其纯度。

1.2.5　动物免疫　

将纯化合格的蛋白质（纯度>85%，质量浓度>

0.5 mg/mL）送至北京华大蛋白质研发中心有限公

司进行动物免疫［18］。将 2.0 kg 的新西兰大白兔作

为免疫动物，首次免疫前用体积分数 75% 的乙醇

擦拭兔子耳部静脉，采集 100~200 μL 阴性血，全血

室温静置 30~120 min 后 ，于 1 500 r/min 离心 10 

min，收集血清作为阴性对照。初期免疫时用质量

分数 0.9% 的 NaCl 溶液将 400 μg 免疫原进行稀释

（体积为 200~500 μL），加入等体积的弗式完全佐

剂混匀，形成油包水型乳化液，进行背部多点皮下

注射。初免 14 d 后，取 200 μg 抗原进行第二次加

强免疫，再经过 14 d 后进行第三次加强免疫。免

疫完成后耳静脉采血测定效价，收集血清，分装后

储存于-80 ℃冰箱。

1.2.6　ChR2多克隆抗体效价测定　

采用间接 ELISA 法检测 ChR2 多克隆抗体的

效价［19］。以 6×His-ChR2 融合蛋白作为包被抗原，

用包被液（碳酸钠-碳酸氢钠缓冲液，pH 9.6）稀释

抗原至终质量浓度为 2 μg/mL，以 100 μL/孔包被

于酶标板中，4 ℃过夜后用 PBS 缓冲液清洗 2 次。

用质量分数 5% 的脱脂牛奶室温封闭抗原 1 h，用

清洗液洗涤 3 次，加入抗血清作为一抗，室温孵化

1 h，洗涤液清洗 3 次。加入辣根过氧化物酶

（HRP）标记的羊抗兔作为二抗，室温孵化 30 min，

洗涤液清洗 3次，最后经 3’，3’，5’，5’-四甲基联苯

胺（TMB）显色，酶标仪检测其在 450 nm 处的 OD

值，最大 OD 值的 1/2 处所对应的稀释比为 ChR2

多克隆抗体的效价。

1.2.7　ChR2多克隆抗体纯化　

称取所需的 Protein A SepharoseTM CL-4B 干粉，

加入蒸馏水使其溶胀（终质量浓度为 0.25 g/mL），再

用过量蒸馏水清洗 3 次。首先用结合缓冲液

（50 mmol/L Tris-HCl，pH 7.0）平衡柱子，然后在
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1 mL 抗血清中加入 10 mL 结合液进行稀释，过

0.45 μm 滤膜，并与填料结合，室温结合 1~2 h 后

继续用结合液冲洗柱子，直至漂洗液中无蛋白

质［15］。最后用酸性洗脱液（0.1 mol/L 甘氨酸，pH 

2.7）冲洗柱子，收集洗脱下来的抗体，每 1 mL 抗

体 中 加 入 30 μL 中 和 液（1 mol/L Tris-HCl，pH 

9.0），保存备用。

1.2.8　免疫印迹检测 ChR2多克隆抗体　

利用免疫印迹检测莱茵衣藻 ChR2 多克隆抗

体的特异性。取 20 μL 野生型莱茵衣藻 CC-125 与

突变型莱茵衣藻 CC-5499（chr1 和 chr2 双基因敲

除的突变体）的细胞全蛋白质进行定量分析［22］。向

20 μL细胞全蛋白质中加入 5×上样缓冲液，混匀，煮

沸 5 min，进行 SDS-PAGE分析，结束后转至醋酸纤

维素薄膜上。用质量分数 10% 的脱脂奶粉封闭 2 

h，按照体积比 1∶1 000 加入 ChR2 多克隆抗体孵育

1 h，TBST缓冲液洗涤 3次后，加入 HRP标记的羊抗

兔二抗孵育 1 h，再用 TBST 缓冲液洗涤 3 次，最后

采用 ECL显色曝光。

1.2.9　免疫荧光试验　

通过免疫荧光法测定莱茵衣藻 ChR2 多克隆

抗体的特异性［17，23-24］。取 30~50 μL 对数生长期的

野生型莱茵衣藻 CC-125 细胞藻液，将细胞固定在

盖玻片上，向盖玻片中滴加 25 μL 封闭液（体积分

数 5% BSA、体积分数 10% 山羊血清、体积分数

0.3% TritonTMX-100），25 ℃ 封闭 2 h。再加入 25 

μL稀释后的抗体，室温孵育 4 h后用体积分数 50%

的 PBS 缓冲液（含有体积分数 0.2% 的 Tween-20）

冲洗 10 次 ，每次 5 min，然后加入红外荧光素

Alexa Fluor 594标记的羊抗兔二抗（稀释体积比为

1∶400），室温孵育 1 h 后再用体积分数 50% 的 PBS

缓冲液（含有体积分数 0.2% 的 Tween-20）冲洗 10

次，每次 5 min，最后一次用 ddH2O 洗去盐分。清

洗完毕后封片，避光干燥 2 h 以上使其凝固，用荧

光显微镜拍照留存。

2　结果与讨论

2.1　原核表达载体 pET-28a（+）-chr2的构建

利用 SWISS Model 和 DNAMAN 对莱茵衣藻

chr2 基因进行核苷酸和氨基酸序列分析。如图 1

所示，ChR2 为跨膜蛋白，因此表现出较强的疏水

性。通过 DNAMAN 分析其抗原表位，共有 22 个

较强的抗原识别位点，且 C 端抗原识别位点分布

较多。因此结合以上序列分析结果，选择 C 端

325—733的氨基酸制备多克隆抗体。

以莱茵衣藻 cDNA 为模板 ，设计并合成引

物（F：GGAATTCATGCGCGACAAGATGAAGG；

R：CCCAAGCTTTTAATTCTGCAGCATCTCCGC），

用 25 μL PCR 体系扩增大小为 1 239 bp 的 chr2 目

的基因，见图 2（a）。用 BamH Ⅰ、Hind Ⅲ限制性核

酸内切酶对 pET-28a（+）、chr2 基因进行双酶切，

采用琼脂糖回收载体片段和目的基因。连接转

化获得重组质粒，并将提取出的质粒进行双酶切

验证。如图 2（b）所示 ，双酶切后得到大小为

5 369 bp 的载体条带及大小为 1 239 bp 的目的基

因条带。将质粒送至苏州金唯智生物科技有限

公 司 进 行 测 序 ，将 测 序 正 确 的 质 粒 命 名 为

pET-28a（+）-chr2。

2.2　6×His-ChR2融合蛋白的纯化

6×His-ChR2 融合蛋白的表达情况见图 3，经

过 DNAMAN 与 SDS-PAGE 分析，目的蛋白质相对

图 1　chr2序列分析

Fig. 1　Analysis of chr2 sequence
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分子质量为 53 000，并且以包涵体的形式存在于

沉 淀 中 。 镍 柱 纯 化 6×His-ChR2 融 合 蛋 白 后 ，

6×His-ChR2 融合蛋白质量浓度为 2.5 mg/mL，纯

度大于 85%，符合免疫要求，可进行后续的免疫。

2.3　ChR2多克隆抗体效价的检测

用纯化后的 6×His-ChR2 融合蛋白免疫新西

兰大白兔，免疫 3 次以后进行耳静脉采血，室温静

置 2 h 后析出血清，用间接 ELISA 法测定其效价。

ChR2 多克隆抗体的效价为 OD450 最大值的 1/2 处

所对应的稀释比。如图 4 所示，ChR2 多克隆抗体

的效价为 1∶25 600。

2.4　IgG 抗体富集及莱茵衣藻 ChR2 多克隆抗体特

异性检测

免疫后得到的抗血清中含有多种成分，如抗

体 IgA、IgG、IgM 等，以及其他生长因子和激素等，

因此需要进一步处理来提高抗体的纯度和特异

性。用能特异性与人和哺乳动物抗体（主要是

IgG）结合的 Protien A 纯化抗血清，用富集的 ChR2

多克隆抗体对野生型莱茵衣藻 CC-125 和突变型

莱茵衣藻 CC-5499（chr1 和 chr2 双基因敲除的突

变体）的全细胞蛋白质提取物进行免疫印迹分析。

如图 5 所示，ChR2 抗血清经过 Protien A 富集后，

能够识别野生型莱茵衣藻 CC-125 全细胞蛋白质

提取物中的内源性 ChR2，在 93 000 处出现目的条

带；突变型莱茵衣藻 CC-5499 由于缺失 chr2 基因，

无法表达 ChR2，与抗体无法结合，所以未出现目

的条带。结果表明，经过 Protien A 纯化后的 ChR2

多克隆抗体经免疫印迹检测显示无杂带且目的条

带清晰，表明所制备的莱茵衣藻 ChR2多克隆抗体

图 2　pET-28a（+）-chr2原核表达载体的构建

Fig. 2　Construction of the prokaryotic expression vector pET-28a（+）-chr2

图 3　6×His-ChR2融合蛋白表达及纯化

Fig. 3　Expression and purification of 6×His-ChR2 fusion 

protein

图 4　间接 ELISA 法测定莱茵衣藻 ChR2多克隆抗体的效价

Fig. 4　Polyclonal antibodies against C.  reinhardtii ChR2 titer 

determined by indirect ELISA
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纯度较高、特异性较强，因此不需要再进行抗原抗

体纯化，可用于 ChR2的后续功能研究。

为了检测所制备莱茵衣藻 ChR2 多克隆抗体

的稳定性，对纯化后的抗体采用了 3 种储存方式：

将纯化后的抗体置于 4 ℃短时间（1 周）保存；将

抗体冻干，以固体粉末储存于-80 ℃；直接将抗体

储存于-80℃。对不同储存方式下的抗体进行免

疫印迹检测，并未表现出显著性差异，均能检测

到目的蛋白质，说明莱茵衣藻 ChR2 多克隆抗体

具有较强的稳定性。此外，使用该抗体进行了多

次免疫印迹检测，检测结果均保持一致，在 100 

000 处出现特异性条带，表明该抗体具有较高特

异性，且试验数据具有可重复性。当使用该抗体

分别检测全细胞和纤毛蛋白质（蛋白质总量均为

20 μg）时，在同样的抗体稀释体积比（1∶1 000）

下，全细胞样品最终的目的蛋白质显示时间显著

少于纤毛样品的显示时间。因此，ChR2 在纤毛

内的丰度可能较低，后续开展功能研究时应注意

避免由于表达量低导致的试验失败。此外，在后

期使用过程中，抗体制备人员与抗体使用人员间

仍存在差异，但根据多克隆抗体制备及使用经

验，严格遵守试验方法、熟练掌握试验技能可使

这种因人员差异而导致的结果差异降至可控范

围内。

2.5　ChR2在莱茵衣藻中的定位

为了研究 ChR2在莱茵衣藻鞭毛内的功能，首

先需要明确 ChR2 能否定位于鞭毛。通过免疫荧

光和免疫印迹分析来确定 ChR2 在细胞鞭毛中的

定位，也可进一步确定该抗体是否具有生物活性。

按照 1.2.9 的方法，利用纯化的莱茵衣藻 ChR2 多

克隆抗体对野生型莱茵衣藻 CC-125 进行免疫染

色，因为荧光素发出的信号可以在荧光显微镜下

检测到，所以可通过荧光信号来检测 ChR2多克隆

抗体与 ChR2 的结合情况。如图 6（a）所示。ChR2

的抗体可以与野生型莱茵衣藻 CC-125 藻种中的

ChR2 发生特异性结合，且结合处主要位于莱茵衣

藻的眼点处，证明了所制备的莱茵衣藻 ChR2多克

隆抗体具有较高的特异性与生物活性。

但对于 ChR2在鞭毛内的定位，并不能通过免

疫荧光得到验证。如图 6（a）所示，鞭毛内 ChR2的

荧光强度极低。考虑到鞭毛内 ChR2 本身丰度较

低的原因，通过分离莱茵衣藻 CC-125 和 CC-5499

鞭毛蛋白，对其进行免疫印迹分析。如图 6（b）所

示，在野生型莱茵衣藻 CC-125 细胞的鞭毛样品中

能够检测到 ChR2，而在突变型莱茵衣藻 CC-5499

中未发现目的蛋白质 ，表明了 ChR2 能够进入

鞭毛。

3　结论

目前，以 ChR1和 ChR2等光敏蛋白质为基础，

衍生出对光产生应答的细胞控制器，促进了光遗传

学的诞生，并在基础研究和医学领域中有较大的应

用潜力。ChR2 作为光诱导的离子通道受体，对光

信号感应和光应答至关重要，莱茵衣藻是研究鞭毛

信号转导和细胞趋光性的模式生物，但对于 ChR2

在鞭毛的定位以及如何调控细胞趋光性尚不明确。

因此，该研究采用经典的多克隆抗体制备方法，通

过基因克隆构建 pET-28a（+）-chr2 表达载体，转入

大肠杆菌 BL21（DE3）中，经 IPTG诱导 6×His-ChR2

融合蛋白，通过尿素溶解沉淀纯化后获得高纯度的

图 5　免疫印迹法检测抗血清富集 IgG 识别 ChR2的特异性

Fig. 5　Western blot of the specificity of the antiserum-enriched 

IgG for recognizing ChR2

图 6　免疫荧光和免疫印迹检测 ChR2 在莱茵衣藻鞭毛中的

定位

Fig. 6　Immunofluorescence and Western blot detection of 

ChR2 localization in C.  reinhardtii flagella
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抗原蛋白（6×His-ChR2），以该融合蛋白免疫新西

兰大白兔获得抗血清，抗血清经 Protien A富集制备

高纯度、高特异性的莱茵衣藻 ChR2 多克隆抗体。

利用该抗体对野生型莱茵衣藻 CC-125藻种进行免

疫荧光染色，进一步明确了 ChR2定位于莱茵衣藻

眼点和鞭毛，再次验证了所制备的 ChR2多克隆抗

体具有较高的特异性和生物活性，也可用于后续的

免疫印迹及免疫荧光分析，为后续 ChR2在光遗传

学领域的应用奠定了基础。
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