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莱茵衣藻 TLP2多克隆抗体制备及其突变体鉴定
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摘要：【目的】制备兔抗莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii，C. reinhardtii）类 Tubby 家族蛋白 2（TLP2）多克

隆抗体来鉴定莱茵衣藻 tlp2 突变体，研究莱茵衣藻 TLP2 的生物学功能。【方法】通过聚合酶链式反应（PCR）

获得 tlp2 目的基因片段，构建原核表达载体 pET-28a（+）-tlp2、pMAL-c2x-tlp2。将 2 种重组质粒通过化学转

化的方法转至大肠杆菌（Escherichia coli，E. coli）BL21（DE3），经异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷（isopropyl β-D-

thiogalactoside，IPTG）诱导表达融合蛋白 6×His-TLP2及 MBP-TLP2。将纯化后的 6×His-TLP2融合蛋白免疫

新西兰大白兔来获得抗血清。【结果】通过间接 ELISA 法测定抗血清效价达 1∶51 200，对抗血清进行 protein A

和抗原抗体纯化，在 1∶500 的稀释条件下，蛋白质免疫印迹表明 TLP2 抗体能够特异性识别莱茵衣藻 TLP2。

【结论】作者制备出了高特异性、高灵敏度的兔抗莱茵衣藻 TLP2多克隆抗体，并鉴定出一株 tlp2突变体，可用

于后续莱茵衣藻 TLP2在纤毛生成和纤毛信号转导中的功能研究。
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Abstract: [Objective] This study aimed to prepare rabbit anti-Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) Tubby-

like protein 2 (TLP2) polyclonal antibodies for the identification of C. reinhardtii tlp2 mutants and to investigate 

the biological functions of TLP2 of C. reinhardtii. [Method] The tlp2 gene fragment was obtained by polymerase 

chain reaction (PCR), and the prokaryotic expression vectors pET-28a(+)-tlp2 and pMAL-c2x-tlp2 were 

constructed. The two recombinant plasmids were transferred to Escherichia coli (E. coli) BL21(DE3) by chemical 

transformation, and the expression of the fusion proteins 6×His-TLP2 and MBP-TLP2 was induced by isopropyl β-D-

thiogalactoside (IPTG). New Zealand white rabbits were immunized with the purified 6×His-TLP2. [Result] The 

antiserum titer determined by indirect ELISA method reached 1:51 200. The antiserum was purified by protein A 

and antigen affinity chromatography. The TLP2 antibodies specifically recognized TLP2 of C. reinhardtii at a 

dilution factor of 1:500. [Conclusion] Highly specific and sensitive rabbit polyclonal antibodies against TLP2 of 

C. reinhardtii were prepared, and a tlp2 mutant was identified. The mutant can be used for subsequent study on 
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the role of TLP2 of C. reinhardtii of in cilium formation and cilium signal transduction.
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纤毛是突起于真核细胞表面并沿微管轴丝外

延的感觉细胞器，纤毛作为信号中枢系统在细胞

分离、组织分化和器官发育等生命活动中发挥重

要作用［1］。纤毛功能的紊乱会导致纤毛病，如梅

克尔-格鲁伯综合征（MKS）、巴德毕氏综合征

（BBS）和朱伯特综合征（JBTS）等，其临床症状常

表现为发育障碍多囊肾病、色素性视网膜炎、神经

发育障碍、肥胖、雄性不育等［2-3］。而 Tubby 小鼠表

现出的肥胖、视网膜变性等症状是典型的纤毛病

症状，表明 Tubby 家族蛋白质极有可能在纤毛生

成、纤毛信号转导等过程发挥重要作用。相关研

究也表明，Tulp3 能够与纤毛内运输系统的 IFT-A

结合调控 GPCR 纤毛内稳态［4-7］。

莱茵衣藻是一种有纤毛的单细胞真核生物，

因具有适应性强、生长速度快、纤毛可再生、纤毛

易分离提取、纤毛组装和稳态维持机制与哺乳动

物细胞高度同源且保守性强等特征，成为研究纤

毛组装与纤毛信号转导的良好模式生物［5-6］。莱茵

衣藻的纤毛结构与精子细胞的纤毛结构相似，均

为“9+2”型运动纤毛，且在莱茵衣藻内存在 Tulp2

的同源蛋白质 TLP2。因此以莱茵衣藻为模式生

物，研究 TLP2 对纤毛生成和纤毛运动影响的分子

机制，可阐明其导致哺乳动物不育的分子机制［7-8］。

目前作者所在实验室利用莱茵衣藻为模式生物，

阐明了纤毛内信号蛋白质依赖 IFT/BBS 信号通路

维持纤毛稳态的分子机理，证实了利用莱茵衣藻

纤毛进行生化研究、解析纤毛内蛋白质参与纤毛

信号转导的可行性与独特性［9-15］。因此，作者以莱

茵衣藻为模型，阐明 TLP2 在纤毛生成和信号转导

中的功能，将有助于解释 Tulp2 在哺乳动物细胞中

出现的相关纤毛病表型。

莱茵衣藻 TLP2为哺乳动物细胞中 Tulp2的同

源蛋白质，属于 Tubby 家族蛋白质。Tubby 家族蛋

白质最早发现于肥胖小鼠中，因其 C 末端含高度

保守的 TUB 结构而命名，目前在动物细胞中已发

现 5 个 Tubby 家族蛋白质 ，分别为 Tub、Tulp1、

Tulp2、Tulp3 和 Tulp4［16］。Tubby 小鼠通常表现为

成熟期肥胖和神经感觉缺陷，这些表型均为常见

的纤毛病性状［17］。另外在哺乳动物中关于 Tulp2

的研究表明，其对精子细胞纤毛生成、分化和雄性

生育至关重要，tulp2 基因敲除的小鼠会表现为少

畸精子症或弱畸精子症，最终导致小鼠不育［18-20］。

但由于哺乳动物细胞难以分离纤毛进行生化研

究，因此目前尚不清楚 Tulp2调控精子纤毛生成和

精子细胞运动的分子机理。

作者利用 PCR 技术扩增莱茵衣藻 tlp2 基因片

段，构建了原核表达载体 pET-28a（+）-tlp2和 pMAL-

c2x-tlp2，分别用于表达免疫原蛋白质 6×His-TLP2

和后期用于抗原抗体纯化的抗原蛋白质 MBP-

TLP2，通过 Protein A 和抗原抗体纯化，制备高灵敏

度和强特异性的莱茵衣藻 TLP2 多克隆抗体，用于

后续研究。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大肠杆菌 DH5α 和 BL21（DE3）、原核表达载

体 pET-28a（+）和 pMAL-c2x、莱茵衣藻 CC-125：作

者 所 在 实 验 室 保 存 ； tlp2-713 （LMJ.

RY0402.087713）：美 国 莱 茵 衣 藻 遗 传 中 心

（Chlamydomonas Genetic Center）。

Pfu DNA聚合酶、DNA Marker、蛋白质 Marker、

限制性内切酶、T4 连接酶、质粒小提试剂盒、PCR

产物回收试剂盒等：全式金（北京）生物公司；抗生

素（卡那霉素、氨苄霉素）、诱导剂：北京索莱宝科

技有限公司；亲和纯化填料、抗体纯化填料：美国

GE 公司；硝酸纤维素膜：美国 Millipore 公司；二

抗：美国 Sigma公司。

动物免疫过程由北京华大蛋白质研发中心有

限公司完成。

1.2　仪器与设备

PCR 仪：CFXConnect型，美国伯乐公司；电泳

仪 ：056 型 ，美 国 伯 乐 公 司 ；凝 胶 成 像 仪 ：

ChampGEL 5000型，北京赛智创业科技有限公司；

电子天平：STX222 型，奥豪斯仪器有限公司；化学

转化仪：H2O3-100C 型，卡尤迪生物科技宜兴有限

公司；高压破碎仪：HL2000 型，郑州科泰实验设备

有限公司；pH 计：ABPH-FZH 型，奥豪斯仪器有限

公司；台式离心机：TDL-40B 型，上海安亭科学仪

器厂；恒温摇床：CHZY-78B 型，旻泉生物技术（上
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海）有限公司；恒温培养箱：SPX-70BE 型，旻泉生

物技术（上海）有限公司；涡旋混匀仪：QL-901 型，

海门市其林贝尔仪器制造有限公司。

1.3　方法

1.3.1　生物信息学分析　

通过 Phytozome （doe. gov）查找 tlp2 基因序

列，并在 DNAMAN 分析其开放阅读框、编码蛋白

质、蛋白质相对分子质量、等电点、亲疏水性及抗

原表位，并用 SWISS Model预测其蛋白质结构。

1.3.2　tlp2基因克隆及载体构建　

参照以往研究［21-22］，以作者所在实验室保存的

莱茵衣藻 cDNA为模板，参照生物信息学分析结果，

设计一对引物（tlp2-F：CCGGATCCATGGTGGCC

CCCTCGGACGGC；tlp2-R：GGAAGCTTTTACTT

TGTGTCGGTGC）用于扩增 tlp2基因序列，扩增程

序为：98 ℃预变性 10 min；98 ℃变性 20 s，62 ℃退

火 20 s，72 ℃延伸 1 min，32 个循环；72 ℃终延伸

15 min。将扩增的目的基因进行琼脂糖凝胶

（1 g/dL）电泳鉴定。

将鉴定大小正确的目的基因通过琼脂糖凝胶

回收试剂盒纯化后，使用限制性内切酶 BamH Ⅰ和

Hind Ⅲ切除目的基因与原核表达载体的黏性末

端，通过 T4 DNA 连接酶在室温条件下连接 1~2 h

后转化 DH5α。待长出转化子后，挑取至液体培养

基（LBA 或 LBK，含氨苄或卡那抗性的 LB 培养

基）中扩大培养，提取质粒，并通过双酶切验证目

的基因是否成功连接至原核表达载体。当验证大

小正确时，将质粒送至苏州金唯智生物科技有限

公司进行测序分析，将测序结果正确的质粒分别

命名为 pET-28a（+）-tlp2和 pMAL-c2x-tlp2。

1.3.3　重组蛋白质的表达与纯化　

参照以往研究［23-24］，将上述质粒转化至大肠

杆菌 BL21（DE3），待长出克隆后，挑取单克隆至

LBA 或 LBK 液体培养基中，在 220 r/min、37 ℃条

件下培养 12~16 h，接着按体积比 1∶20扩大培养至

OD600值为 0.6，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，

于 25 ℃条件下培养 6~8 h，诱导表达 6×His-TLP2

和 MBP-TLP2 重组蛋白质，于室温下、8 000 r/min

离心收集菌体，每 200 mL菌体收集 1次。

使用 PBS缓冲液清洗菌体 2次，以去除残留的

培养基 ，加入 20 mL Tris-HCl 缓冲液（50 mmol/L 

Tris、150 mmol/L NaCl，pH 8.0），经高压破碎仪破

碎 1~2 min后，取 200 μL破碎菌体作为诱导后全细

胞样品 ，200 μL 破碎菌体经 12 000 r/min 离心 5 

min，分 别 取 上 清 液 和 沉 淀 进 行 SDS-PAGE

分析［25］。

室温下以 12 000 r/min 离心 15 min，收集含有

目的蛋白质的上清液，将带 His 标签蛋白质的 Ni 

Sepharose 6 Fast Flow 填料和带 MBP 标签蛋白质

的 Dextrin MBP蛋白质纯化层析介质与其结合，结

合条件为室温下、110 r/min 离心 1 h。用 Tris-HCl

缓冲液漂洗至无蛋白质后 ，继续使用低浓度

（20 mmol/L）咪唑和低浓度（1 mmol/L）麦芽糖的

Tris-HCl缓冲液漂洗至无蛋白质检出，最终使用含

300 mmol/L 咪唑和 10 mmol/L 麦芽糖的 Tris-HCl

缓冲液洗脱目的蛋白质。每次加入洗脱液后静止

3 min，使其充分洗脱目的蛋白质。

1.3.4　动物免疫与效价检测　

动物免疫过程由北京华大蛋白质研发中心有

限公司完成，免疫流程见表 1。加强免疫 2 次后进

行耳静脉采血，通过间接 ELISA 法测定抗血清效

价，以 PBS作为空白组，以免疫前血清作为阴性组。

1.3.5　莱茵衣藻 TLP2多克隆抗体纯化　

将抗血清于室温下、1 500 r/min离心，每管分装

1 mL，于-80 ℃ 保存。取 1 mL 血清加入 10 mL 

Tris-HCl缓冲液，过 0.22 μm滤膜后与 Protein A填料

室温结合 1 h，用 Tris-HCl 缓冲液漂洗至无蛋白质

检 出 ，最 后 用 50 mmol/L Gly（pH 2.5）洗 脱 ，用

50 mmol/L Tris （pH 9.0）将洗脱的抗体 pH 调节至

中性。

表 1　免疫流程

Table 1　Immunization process

免疫次数

初次免疫（0 d）

加强免疫（初免后 10 d）

加强免疫（初免后 20 d）

最终免疫（初免后 30 d）

免疫原

6×His-TLP2重组蛋白质+弗氏完全佐剂

6×His-TLP2重组蛋白质+弗氏不完全佐剂

6×His-TLP2重组蛋白质+弗氏不完全佐剂

6×His-TLP2重组蛋白质+弗氏不完全佐剂

免疫剂量

200 μg重组蛋白质

200 μg重组蛋白质

200 μg重组蛋白质

200 μg重组蛋白质

免疫途径

背部皮下多点注射

背部皮下多点注射

背部皮下多点注射

背部皮下多点注射
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利用抗原抗体特异性结合的原理，继续纯化经

Protein A 纯化过的抗体。将纯化后的 MBP-TLP2

重组蛋白质与活化的溴化氰填料室温结合 2~4 h，

使用 Tris-HCl缓冲液封闭未结合抗原的位点后，再

用酸性溶液（50 mmol/L Gly、1 mol/L NaCl，pH 3.5）

和碱性溶液（50 mmol/L Tris-HCl、1 mol/L NaCl，

pH 8.0）交替漂洗填料 10次。后续操作步骤类似于

Protein A 纯化，将洗脱的抗体使用 Tris-HCl缓冲液

补齐至 10 mL，与结合 MBP-TLP2重组蛋白质的填

料室温结合 1 h，漂洗后，使用 Gly洗脱，并将洗脱的

抗体调节至中性。使用超滤管将抗体浓缩至 1 

mg/mL，加入质量分数 0.3% 的叠氮化钠和体积分

数 30%的甘油，每 200 μL分装 1管，于-80 ℃保存。

1.3.6　tlp2突变体鉴定　

取 1 mL 对数期的莱茵衣藻 CC-125 细胞和

LMJ. RY0402.087713 细胞，室温下以 2 500 r/min

离心 3 min，收集细胞，加入 108 μL 蛋白质提取液

A（10 mmol/L 碳酸钠）和 12 μL 的 DTT（1 mol/L），

充分混匀后，加入 80 μL 蛋白质提取液 B（质量分

数 5% 的 SDS，质量分数 30% 的蔗糖溶液），剧烈振

荡 45 min后，室温下以 12 000 r/min 离心 5 min，取

上清液测定蛋白质质量浓度。取 20 μg 蛋白质进

行 SDS-PAGE 分析，分别进行考马斯亮蓝染色和

免疫印迹分析。将免疫印迹分析的样品转至硝

酸纤维素膜，使用质量分数 10% 的脱脂牛奶室温

封闭 1 h，按照 1∶500 的稀释比加入经抗原抗体纯

化后的莱茵衣藻 TLP2 多克隆抗体 ，室温孵育

2 h，使用 TBST 缓冲液清洗 3 次后，按照 1∶10 000

的稀释比加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二

抗，室温孵育 1 h，使用 TBST 缓冲液清洗 3 次，在

ECL 显色液作用下自动曝光，使用 ImageJ 分析

结果。

2　结果与讨论

2.1　tlp2生物信息学分析

如 图 1（a）所 示 ，莱 茵 衣 藻 tlp2 基 因 全 长

3 399 bp，包含 4 个外显子区域，3 个内含子区域，

其编码区域全长 1 476 bp，编码 491 个氨基酸。如

图 1（b）所示，经 DNAMAN 分析，TLP2 蛋白质相

对分子质量为 52 600，等电点为 8.93，含有 25 个抗

原识别位点，亲水性较强，说明 TLP2 蛋白质可能

以可溶性蛋白的形式存在于上清液中。经预测的

莱茵衣藻 TLP2蛋白质 C 端是由疏水性 α螺旋和围

绕其周围的 β 折叠构成的 β 桶形结构，与 Tubby 家

族蛋白质高度相似，见图 1（c）。根据以上生物信

息学分析，其 N 端 1~222 个氨基酸的 GC 占比（>

65%）较高，且仅有 3个较强的抗原识别位点，因此

选取 TLP2 的第 222~485 个氨基酸制备多克隆抗

体，其碱基序列为第 666 bp 到第 1 458 bp，总长

792 bp，编码 264 个氨基酸，预测蛋白质相对分子

质量为 30 000。

2.2　tlp2基因克隆及载体构建

通过 RT-PCR 参照上述方法扩增获得 792 bp

的目的条带，用琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行

鉴定。如图 2（a）所示，在 800 bp 处有单一目的

条带，表明成功获得目的基因。将剩余 PCR 产

物经 PCR 产物纯化试剂盒回收后，连同载体按

照上述载体构建的方法进行双酶切、连接、转化、

扩大试验，最后提取质粒进行双酶切验证。如

图 2（b）~（c）所示，pET-28a（+）-tlp2 经 BamH Ⅰ和

Hind Ⅲ 双 酶 切 后 ，在 琼 脂 糖 凝 胶 上 显 示 为

5 369 bp 的载体片段和 792 bp 的目的基因片段，

pMAL-c2x-tlp2 为 6 646 bp 的载体片段和 792 bp

的目的基因片段，均与理论值一致。将酶切验证

正确的质粒送至安升达（天津）生物科技有限公

图 1　tlp2生物信息学分析

Fig. 1　Bioinformatic analysis of tlp2
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司进行测序，测序结果无误，可进行蛋白质诱导、 表达与纯化。

2.3　TLP2重组蛋白质表达与纯化

由 pET-28a（ + ）-tlp2 原 核 表 达 载 体 表 达 的

6×His-TLP2 重组蛋白质预测的相对分子质量约

为 34 000，由 pMAL-c2x-tlp2 原核表达载体表达的

MBP-TLP2 重组蛋白质预测的相对分子质量约

为 70 000。参照上述诱导、表达与纯化的方法，

在 IPTG 终浓度为 0.2 mmol/L 时，25 ℃ 下对菌体

诱导 8 h，并高压破碎。由图 3 可知，重组蛋白质

6×His-TLP2 主要以包涵体形式存在于沉淀中，实

际表达蛋白质的相对分子质量与预测值 34 000

一致，经亲和层析纯化后，通过 ImageJ 分析蛋白

质纯度达 94.8%，符合免疫原≥85% 的免疫要求。

因 His 标签相对分子质量仅为 4 300，形成融合

蛋白质后不会对原蛋白质结构造成破坏，且 His-Tag

的免疫原性较低，对目的蛋白质的特异性几乎

没有影响，且免疫原蛋白质的纯度越高，后期产

生的抗血清质量越高，6×His-TLP2 融合蛋白质在

纯化之后纯度可达 94.8%，因此将 6×His-TLP2 作

为免疫原进行后续免疫试验。而 MBP-TLP2 主

要以可溶性蛋白的形式存在于上清液中，其表

达后实际蛋白质相对分子质量约 70 000，与理论

值一致，但经亲和层析后其纯度仅为 78%，未达

到免疫标准，因此将 MBP-TLP2 作为后续抗原，

用于纯化抗血清。

2.4　抗血清效价及抗体灵敏度与特异性检测

通过间接 ELISA 法检测抗血清效价［26-28］，1/2

平台期所对应的抗血清稀释倍数为该抗血清的效

价。如图 4（a）所示，TLP2抗血清效价为 1∶51 200。

通过 Protein A 和抗原抗体纯化后，利用莱茵衣藻

CC-125 细胞体蛋白质检测抗体的灵敏度与特异

性。如图 4（b）所示，经 Protein A 纯化后的抗血清

在相对分子质量 55 000 以下出现目的蛋白质条

带，但在相对分子质量 40 000 处仍有非特异性条

带。如图 4（c）所示，经 Protein A 和抗原抗体纯化

后的抗体，仅在相对分子质量 55 000 以下出现单

一目的蛋白质条带，表明通过 2 步纯化后，获得了

特异性强、灵敏度高的莱茵衣藻 TLP2 多克隆

抗体。

图 2　原核表达载体构建

Fig. 2　Construction of prokaryotic expression vectors

图 3　重组蛋白质表达与纯化

Fig. 3　Expression and purification of recombinant proteins
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2.5　tlp2突变体鉴定

为研究 TLP2 对纤毛功能的影响，于莱茵衣藻

资 源 中 心 购 买 tlp2 突 变 体（ 编 号 ：LMJ.

RY0402.087713），用制备的莱茵衣藻 TLP2 多克

隆 抗 体 鉴 定 TLP2 是 否 表 达 。 提 取 莱 茵 衣 藻

CC-125 和 LMJ.RY0402.087713细胞蛋白质，其质

量浓度分别为 2.0、2.5 mg/mL，各取 20 µg 蛋白质

进行 SDS-PAGE 分析，通过考马斯亮蓝染色分析

蛋白质上样量是否一致，经 Image J分析确定两者

蛋白质上样量一致，见图 5（a）。用 TLP2抗体检测

CC-125 细胞和 LMJ. RY0402.087713 突 变 体 时 ，

CC-125 细胞中在相对分子质量 55 000 处出现目

的条带，而 LMJ.RY0402.087713 突变体中无特异

性条带，见图 5（b）。说明该突变体为 tlp2 完全突

变体 ，随后将其命名为 tlp2-713，用于莱茵衣藻

TLP2 对纤毛生成和运动的调控功能研究。

此 外 ，提 取 莱 茵 衣 藻 CC-125 和 LMJ.

RY0402.087713细胞总 RNA，并进行体外转录为

cDNA，以此为模板使用引物（F：5′-ATGGCCAAGCT

CATTAAG-3′；R：5′-TTACAACGCGTAGCACAG-3′）

进行 PCR 验证，从基因水平鉴定 tlp2-713 是否能

够转录。如图 6 所示，当以莱茵衣藻 CC-125 的

cDNA 为模板时，在约 1 500 bp 处有明显单一条带

（泳道 1），而以莱茵衣藻 LMJ. RY0402.087713 的

cDNA为模板的 PCR产物中，无目的条带（泳道 2），

说明突变体转录异常，最终导致其无法翻译为正

确的 TLP2蛋白质。

3　结论

为了研究 TLP2 在纤毛中的调控机制，作者利

用原核表达系统成功表达了不同标签标记的

TLP2 融合蛋白，使用 6×His-TLP2 进行免疫，使用

MBP-TLP2 进行抗原抗体纯化，成功制备了特异

性强、灵敏度高的兔抗莱茵衣藻 TLP2 多克隆抗

图 4　抗体效价及特异性检测

Fig. 4　Titer and specificity of antibodies

图 5　tlp2突变体鉴定

Fig. 5　Identification of tlp2 mutant

图 6　基因水平鉴定 tlp2突变体

Fig. 6　Identification of tlp2 mutant at the gene level
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体，并成功鉴定出一株 tlp2 突变体，后续可对该突

变体进行表型、分子和生化分析，从分子水平上阐

明莱茵衣藻中 TLP2 在纤毛生成和信号转导中的

功能，有助于解释 Tulp2在哺乳动物细胞中所出现

的相关纤毛病表型。
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