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摘　要：为进一步分析鱼类干细胞多能性转录因子 Ｏｃｔ４的功能，将团头鲂（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）Ｏｃｔ４
进行原核表达并制备了兔抗Ｏｃｔ４多克隆抗体。采用ＲＴＰＣＲ方法从团头鲂卵巢中扩增Ｏｃｔ４基因的部分编码
片段，插入载体ｐＥＴ３２ａ中构建重组原核表达载体 ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４；将表达载体转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）
ｐＬｙｓＳ，经ＩＰＴＧ诱导、Ｎｉ２＋亲和柱层析纯化获得分子量约４９ｋｕ的可溶性重组蛋白；以纯化的重组蛋白为抗原
免疫新西兰兔制备抗体，通过ＥＬＩＳＡ法测定其效价，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定其特异性。实验结果表明：该重组载体
在３７℃，０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ条件下诱导４ｈ可获得ＭａＯｃｔ４重组蛋白的高效表达；制备的团头鲂Ｏｃｔ４多克隆
抗体能够分别与纯化的Ｏｃｔ４蛋白、原核表达的Ｏｃｔ４蛋白、团头鲂胚胎中的内源Ｏｃｔ４蛋白以及ＨｅｐＧ２细胞中
过表达的ＭａＯｃｔ４：ＤｓＲｅｄ融合蛋白特异结合。为后续深入研究团头鲂Ｏｃｔ４在干细胞多能性调控中的作用提
供了有效的分子工具。
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　　胚胎干细胞（Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）从
囊胚的内细胞团分离而来［１］，具有自我更新和多

向分化潜能，可用于胚胎早期发育机制、药物筛

选、再生医学、细胞毒理以及转基因动物生产等

多方面的研究，应用前景广阔［２］。在此过程中，

一些转录因子如Ｏｃｔ４，Ｓｏｘ２和Ｎａｎｏｇ等对于维持
ＥＳＣｓ的自我更新和多能性起着非常重要的作用。
其中Ｏｃｔ４在维持ＥＳＣｓ自我更新和分化为特定细
胞系过程中处于中心地位［３］，是一种细胞全能性

标志基因［４］，可以促进斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）神经
系统［５］、脑部［６］、外胚层［７］等的发育和背腹轴［８］

的建立，还是形成诱导多潜能干细胞唯一不可缺

少的转录因子［９］。因此，Ｏｃｔ４在干细胞多能性维
持、胚胎早期发育及体细胞重编程过程中均具有

非常重要的作用。

关于Ｏｃｔ４的研究多集中在哺乳动物［１０１４］，在

鱼类中的研究相对较少［１５１８］，鱼类Ｏｃｔ４的相关功
能尚有待深入探讨，而制备特异性强的Ｏｃｔ４抗体
对于进一步研究其生物学功能十分必要。目前

关 于 Ｏｃｔ４抗 体 的 报 道 主 要 在 人 （Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ）［１９］、小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）［２０］和模式鱼类
青

"

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）［１７］与斑马鱼［２１］，其中多使

用短肽作为抗原制备抗体。由于鱼类与哺乳动

物的Ｏｃｔ４蛋白相似性较低，仅为３１％ ～３４％，而
青

"

与斑马鱼的 Ｏｃｔ４蛋白相似性也只有
６３％［２２］，现有 Ｏｃｔ４抗体往往具有针对其物种抗
原的特异性而无法满足不同鱼类的研究需要。

ＨＵＡＮＧ等［１８］在罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）和
高金宁［２３］在牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）中通过
自制特异性抗体进一步研究了鱼类 Ｏｃｔ４基因的
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功能，但在淡水鱼类中以原核表达诱导蛋白进行

Ｏｃｔ４抗体的研究尚未见报道。
团头鲂（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）是我国

大宗淡水鱼类之一，具有重要的经济价值和科学

研究意义，获得团头鲂Ｏｃｔ４蛋白的特异性抗体可
为研究鱼类 Ｏｃｔ４基因功能提供有力工具。目前
已经克隆了团头鲂 Ｏｃｔ４基因（ＭａＯｃｔ４，ＮＣＢＩ序
列号 ＫＹ９９４５７１），本文进一步表达了 ＭａＯｃｔ４蛋
白并制备了特异性的抗体，为进一步研究鱼类

Ｏｃｔ４的功能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
菌种、载体与细胞系：感受态大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＴＯＰ１０和 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ购
自北京全式金生物技术有限公司；载体 ｐＥＴ３２ａ、
ｐＣＶｐｒ及人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２均由本实验室保
存。

主要试剂包括胶回收试剂盒和质粒提取试

剂盒（Ｏｍｅｇａ，美国）；限制性内切酶（ＮＥＢ，美国）；
Ｔ４ＤＮＡ连接酶（ＴａＫａＲａ，日本）；蛋白制备及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂包括 ＳＤＳＰＡＧＥＧｅｌＫｉｔ、蛋白提
取试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、蛋白印迹膜再
生液（康为世纪，北京）；抗体包括 Ｈｉｓ一抗、羊抗
兔及羊抗鼠二抗（Ｖａｚｙｍｅ，南京），Ａｃｔｉｎ一抗（博
奥森，北京），ＲＦＰ一抗（Ａｂｂｋｉｎｅ，美国），羊抗鼠
荧光二抗（ＬＩＣＯＲＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美国）；细胞培养
及转染试剂包括 ＤＭＥＭ培养基及胎牛血清
（Ｇｉｂｃｏ，美国），ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
美国）；引物由武汉擎科生物技术有限公司合成，

其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　原核表达载体的构建与鉴定

使用ＰＣＲ方法从本实验室克隆的 ＭａＯｃｔ４
ＣＤＳ序列获得编码 Ｃ端２３５个氨基酸的目的片
段ＣＭａＯｃｔ４。所用引物为 ＣＭａＯｃｔ４Ｆ：５′ＡＡＡ
ＧＡＴＡＴＣＴＣＣＴＣＡＡＧＴＧＧＡＧＧＣＴＧＣ３′，ＣＭａＯｃｔ４
Ｒ：５′ＴＴＴＡＡＧＣＴＴＧＣＴＧＧＴＧＡＧＧＴＧＡＣＣＣＡＣ３′，
包含酶切位点ＥｃｏＲⅤ和ＨｉｎｄⅢ。反应条件为９４
℃预变性３ｍｉｎ，９４℃２０ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃７０ｓ
，２５个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物与

ｐＥＴ３２ａ分别用ＥｃｏＲⅤ和ＨｉｎｄⅢ酶切后构建重组
表达载体ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４。质粒经测序正确后转
化表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ。
１．２．２　重组蛋白的诱导表达与表达条件优化

挑取含有ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４质粒的单克隆接种
于ＬＢ（Ａｍｐｒ，１００μｇ／ｍＬ）液体培养基中，按常规
方法诱导３ｈ，取１ｍＬ菌液离心处理后进行ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分析和染色后拍照；蛋白样通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨｉｓＯｃｔ４标签的融合蛋白。表
达条件优化如下。（１）诱导前接菌浓度和菌液培
养时间：将过夜培养菌液分别按以下不同浓度和

培养时间组合０．５‰ ＋１ｈ、１％ ＋１ｈ、０．５‰ ＋２
ｈ、１％＋２ｈ，在３７℃、０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导３ｈ
后取样；（２）诱导时间：根据优化后的（１）中条件，
分别诱导２、４、６、８ｈ后取样。
１．２．３　Ｏｃｔ４抗体的制备

取诱导后菌液１００ｍＬ，经离心和ＰＢＳ重悬沉
淀后置冰浴中超声波破碎菌体，分别取全菌、上

清和沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳以鉴定蛋白表达形
式。鉴定结果显示ＭａＯｃｔ４蛋白主要以包涵体形
式表达。往包涵体中加入 ８ｍｏｌ／Ｌ尿素悬浮沉
淀，冰浴 ２ｈ后在 ４℃以 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 １５
ｍｉｎ，收集上清；利用高亲和性 Ｎｉ树脂纯化，收集
流穿液、洗脱液，经 ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定蛋白纯化效
果；纯化后蛋白再通过梯度透析除去咪唑，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ鉴定蛋白复性效果。用复性后的纯化蛋白
免疫新西兰兔产生抗体，抗体的制备与效价检测

方法参照文献［２４］，其中效价判定标准为ＯＤ阳／
ＯＤ阴 ＞２．５。实验中的蛋白纯化和免疫等工作
由上海佑隆生物科技有限公司完成。

１．２．４　Ｏｃｔ４抗体的特异性检测与应用
制备不同来源的ＭａＯｃｔ４蛋白，采用Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ方法检测多克隆抗体的反应性。将 ＭａＯｃｔ４
纯化重组蛋白逐级稀释后按上样量４５０、４５、４．５、
０．４５、０ｎｇ作为抗原进行进行检测；诱导表达
ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４菌液中的蛋白提取液来检测抗
体；提取团头鲂１细胞期和３２细胞期的胚胎蛋白
溶液来测试抗体；用 ｐＣＭＶＭａＯｃｔ４Ｒｅｄ和对照
ｐＣＭＶＰｕｒｏＤｓＲｅｄ质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞并制备
细胞蛋白提取液来检测抗体与 ＭａＯｃｔ４：ＤｓＲｅｄ
融合蛋白的反应，具体实验步骤参考文献［２４］。

９
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２　结果

２．１　原核表达载体的构建
将ＰＣＲ扩增得到的 ＭａＯｃｔ４Ｃ端７２３ｂｐ目

的序列插入到 ｐＥＴ３２ａ构建原核表达载体
ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４（图１ａ），经酶切后分别得到大小
为６５８０ｂｐ和５３４４＋１２３６ｂｐ的预期片段（图
１ｂ），载体经测序确认读码框无突变及移码。
２．２　Ｏｃｔ４重组蛋白的表达与鉴定

ｐＥＴ３２ａ载体上的标签蛋白分子量约为 ２３
ｋｕ［２５］，Ｏｃｔ４目的蛋白为２３５个氨基酸，因此预期
重组蛋白的分子量约 ４９ｋｕ。转入 ｐＥＴ３２ａ
ＭａＯｃｔ４载体的表达菌在 ＩＰＴＧ诱导后经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分析，结果显示有约４９ｋｕ的预期条
带；用 Ｈｉｓ抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，能检测到约２３
ｋｕ的空载体及４９ｋｕ的特异性目的条带（图１ｃ），
说明Ｏｃｔ４融合蛋白在 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ中正确
表达。

图１　ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４原核表达载体构建及融合蛋白的表达与鉴定
Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
（ａ）ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４质粒图谱；（ｂ）ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４质粒酶切鉴定，１．ＸｂａⅠ；２．ＸｂａⅠ＋ＨｉｎｄⅢ；（ｃ）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测融合蛋白Ｈｉｓ

标签的表达，１．ｐＥＴ３２ａ空载体对照；２．ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４；Ｍ．ＤＬ１００００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ或预染蛋白ｍａｒｋｅｒ，箭头示目的条带

（ａ）ｍａｐｏｆｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４ｖｅｃｔｏｒ；（ｂ）ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４ｖｅｃｔｏｒ，１．ＸｂａⅠ；２．ＸｂａⅠ＋ＨｉｎｄⅢ；（ｃ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨｉｓｔａｇ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，１．ｐＥＴ３２ａ；２．ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４；Ｍ．ＤＬ１００００ＤＮＡｍａｒｋｅｒｏｒｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ，ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓ

ｔｈｅｉｎｔｅｒｅｓｔｅｄｂａｎｄｓ

２．３　Ｏｃｔ４重组蛋白诱导条件优化和重组蛋白的
纯化

根据前期预实验结果，ＩＰＴＧ浓度选用 ０．５
ｍｍｏｌ／Ｌ诱导外源蛋白表达合适。不同接菌浓度
和培养时间优化结果表明，ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４在接
菌浓度０．５‰条件下培养２ｈ后进行诱导得到的
蛋白量最大并且目的蛋白相对含量最高（图２ａ）。
ＩＰＴＧ诱导时间优化结果显示，在诱导２、４、６、８ｈ
后各融合蛋白均有表达，其中诱导４ｈ目的蛋白

表达量最大且占总蛋白比例最大（图２ｂ），而且重
组蛋白主要存在于包涵体中（图２ｃ）。经 Ｎｉ２＋亲
和层析纯化和８０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱能得到较高纯
度的重组蛋白（图２ｃ）。实验获得纯度达８５％的
目的蛋白５ｍｇ用于后续抗体的制备。
２．４　Ｏｃｔ４抗体效价检测

所得兔抗团头鲂 Ｏｃｔ４多克隆抗体经 ＥＬＩＳＡ
检测效价为１∶８１０００（表１），可以进行抗原的特
异性识别。
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图２　ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４融合蛋白诱导条件优化及其表达形式鉴定与纯化
Ｆｉｇ．２　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｔｙｐｅａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

（ａ）诱导前接菌浓度和摇菌时间对ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４蛋白表达的影响，１．空载体对照；２．０．５‰，１ｈ；３．１％，１ｈ；４．０．５‰，２ｈ；５．

１％，２ｈ；（ｂ）ＩＰＴＧ诱导时间对ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４蛋白表达的影响，１．空载体对照；２～５．诱导时间２、４、６、８ｈ；（ｃ）ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４融

合蛋白的表达形式与纯化，１．全菌；２．沉淀；３．上清；４～６．４０、８０、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液；Ｍ．预染蛋白ｍａｒｋｅｒ，箭头表示目的条带

（ａ）ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｗａｖｉｎｇｔｉｍｅｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，１．ｐＥＴ３２ａａｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ，１％，１ｈ；２．０．５‰，１ｈ；３．１％，１ｈ；４．０．５‰，２ｈ；５．１％，２ｈ；（ｂ）ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢＬ２１ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅ，１．ｐＥＴ３２ａａｓｃｏｎｔｒｏｌ；２～５．ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｉｎ２，４，６，８ｈ；（ｃ）ｔｈｅｔｙｐｅａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，１．ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ；２．ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ；３．ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；４６．ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒｗｉｔｈ４０，８０，１５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；

Ｍ．ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ，ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｉｎｔｅｒｅｓｔｅｄｂａｎｄｓ

表１　ＥＬＩＳＡ检测Ｏｃｔ４抗体效价
Ｔａｂ．１　ＥＬＩＳＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯｃｔ４ａｎｔｉｂｏｄｙ

稀释倍数 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ １∶１００ １∶１０００ １∶３０００ １∶９０００ １∶２７０００ １∶８１０００ １∶２４３０００ 空白Ｂｌａｎｋ

ＯＤ值Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ ２．７３９ ２．５９９ ２．１４９ １．３４１ ０．９８９ ０．６２５ ０．２２０ ０．１７７

２．５　多克隆抗体特异性检测及应用
实验进一步采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测抗体

特异性。首先，所制备多克隆抗体可有效识别

Ｏｃｔ４纯化重组蛋白，在４９ｋｕ处有预期条带且条
带随蛋白浓度降低而逐渐减弱，最低检出量约为

４．５ｎｇ（图 ３ａ）。其次，该多抗能有效识别
ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４菌体裂解液中的目的蛋白，在约
４９ｋｕ处检测到预期大小的特异条带（图３ｂ）。再
次，该抗体能有效识别团头鲂早期胚胎中的内源

Ｏｃｔ４蛋白（分子量预计为５２ｋｕ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示的条带与该内源蛋白大小一致（图 ３ｃ，
３ｄ），而使用免疫前阴性血清作为抗体检测不到
预期条带（图 ３ｅ）。最后将 ｐＣＶｐｒ和 ｐＣＭＶ

ＭａＯｃｔ４Ｒｅｄ质粒分别转染 ＨｅｐＧ２（图 ４ａ，４ｂ）。
细胞蛋白用Ｏｃｔ４多克隆抗体的杂交结果显示，转
染ｐＣＭＶＭａＯｃｔ４Ｒｅｄ的蛋白有预期为 ７８ｋｕ的
目的条带，而转染 ｐＣＶｐｒ及未转染质粒的蛋白提
取液中仅有偏小而微弱的非特异性条带（图４ｃ）；
用ＲＦＰ抗体检测相同的蛋白提取液，转染ｐＣＭＶ
ＭａＯｃｔ４Ｒｅｄ组出现与Ｏｃｔ４多抗检测时大小一致
的７８ｋｕ条带；转染 ｐＣＶｐｒ组有 ｐｒ（ｐｕｒｏｒｆｐ）融
合表达的４８ｋｕ蛋白条带，而未转染组无条带（图
４ｄ）；Ａｃｔｉｎ作内参均能检测出目的条带（图４ｅ）。
因此，以上结果均证明制备的兔抗团头鲂Ｏｃｔ４多
克隆抗体能够有效识别以上几种形式的 Ｏｃｔ４蛋
白，可以用于后续实验。
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图３　多克隆抗体特异性检测
Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

（ａ）纯化Ｏｃｔ４重组蛋白检测，１～５．纯化蛋白上样量分别为４５０、４５、４．５、０．４５、０ｎｇ；６．Ｈ２Ｏ作阴性对照；（ｂ）原核诱导表达菌体蛋

白检测，１．ＭａＯｃｔ４多克隆抗体识别ｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４原核表达菌体蛋白；（ｃ）团头鲂胚胎内源 Ｏｃｔ４蛋白检测，１．１ｃｅｌｌ；２．３２ｃｅｌｌ；

（ｄ）Ａｃｔｉｎ抗体作内参；（ｅ）免疫前血清作阴性对照；Ｍ．预染蛋白ｍａｒｋｅｒ，箭头表示目的条带

（ａ）ｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎＯｃｔ４ｐｒｏｔｅｉｎ，１５．ｔｈｅｌｏａｄｉｎｇａｍｏｕｎｔｗａｓ４５０，４５，４．５，０．４５，０ｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；６．Ｈ２Ｏ；（ｂ）ｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ，１．ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐＥＴ３２ａＭａＯｃｔ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＢＬ２１ｗｉｔｈｔｈｅＭａＯｃｔ４ａｎｔｉｂｏｄｙ；（ｃ）ｔｈｅｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＯｃｔ４

ｐｒｏｔｅｉｎ，１．１ｃｅｌｌ；２．３２ｃｅｌｌ；（ｄ）ｔｈｅＡｃｔｉｎａｎｔｉｂｏｄｙａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ；（ｅ）ｔｈｅｐｒｅｉｍｍｕｎｅｓｅｒｕｍａｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．

ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ，ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｉｎｔｅｒｅｓｔｅｄｂａｎｄｓ

３　讨论

Ｏｃｔ４是迄今发现最早也是最重要的维持胚
胎干细胞多潜能性和自我更新的关键基因之

一［１２］，在人和鼠的研究较为深入［３４］，但是在低等

脊椎动物中的作用有明显的分歧［６，１６１７］。鉴于不

同物种的 Ｏｃｔ４序列保守性偏低［１４，１８］，本研究通

过克隆团头鲂的Ｏｃｔ４基因，表达了原核蛋白并制
备了特异性抗体。

团头鲂Ｏｃｔ４蛋白全长４７２个氨基酸残基，包
括保守的ＰＯＵ结构域，选用了包含该结构域的片
段（２３３ａａ）作抗原。ＡＲＡＫＡＷＡ等［２０］报道的小

鼠Ｏｃｔ４单克隆抗体制备选用的肽段靠近 Ｃ端，
ＨＵＡＮＧ等［１８］则选用位于２个 ＰＯＵ亚结构域之
间的肽段 ＥＮＳＥＮＰＱＤＭＹＫＩＥＲＶＦ制备了尼罗罗
非鱼Ｏｃｔ４抗体，但有报道人工合成多肽作为免疫
物质在动物体内易降解和自身免疫原性差［２６］。

高金宁［２３］将 ＰｏＯｃｔ４基因编码区片段连入
ｐＥＴ３２ａ载体，得到了包涵体形式的 Ｏｃｔ４重组蛋
白，并制备了可用于后续免疫组化分析的兔抗牙

鲆Ｏｃｔ４（ＰｏＯｃｔ４）多克隆抗体。本研究用团头鲂
Ｏｃｔ４包含ＰＯＵ结构域的片段构建了原核表达载

体，诱导的ＭａＯｃｔ４重组蛋白主要存在于包涵体
中，制备的兔抗团头鲂Ｏｃｔ４多克隆抗体可识别不
同来源的ＭａＯｃｔ４蛋白。这些抗体均为进一步分
析鱼类Ｏｃｔ４基因的功能奠定了基础。不同的是，
ＰｏＯｃｔ４蛋白的最佳诱导条件为：Ｔｒａｎｓｅｔｔａ（ＤＥ３）
菌株，２５℃，１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导 ８ｈ或更长时
间，而 ＭａＯｃｔ４蛋白的最佳诱导条件为：ＢＬ２１
（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ菌株，３７℃，０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导
４ｈ。造成这种蛋白诱导条件差异的原因较多，影
响外源基因在大肠杆菌中表达的因素主要有载

体类型、目的基因的量、宿主菌特征、营养状况和

培养条件等［２７］；使用相同的原核表达体系也需要

摸索不同的蛋白诱导条件，而优化的诱导条件能

显著提高外源蛋白的表达［２８２９］。

实验结果表明制备的团头鲂 Ｏｃｔ４抗体能够
有效识别纯化的 ＭａＯｃｔ４蛋白、原核表达的 Ｍａ
Ｏｃｔ４蛋白、团头鲂胚胎内源表达的 ＭａＯｃｔ４蛋白
以及ＨｅｐＧ２细胞中融合表达的 ＭａＯｃｔ４蛋白。
用团头鲂早期胚胎的蛋白提取液进行实验时能

检测到约 ５２ｋｕ理论大小的条带，与用 ＲＴＰＣＲ
证明的团头鲂 Ｏｃｔ４转录本在早期胚胎中表达的
结果一致，这也说明了 Ｏｃｔ４的 ＲＮＡ和蛋白都存
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在于早期胚胎中；在目的条带上方还出现了非特

异性条带，可能是抗体识别Ｏｃｔ４异构体或假基因
所致［３０３１］，或者是提取液中含有免疫原区段类似

的其他蛋白。本研究中通过建立融合表达 Ｍａ
Ｏｃｔ４：ＤｓＲｅｄ的细胞系来验证抗体的特异性，证
实用Ｏｃｔ４抗体检测到的目的条带与 ＲＦＰ抗体识
别的条带位置一致，这说明制备的抗体能特异地

识别Ｏｃｔ４融合蛋白。
综上所述，本研究成功构建了团头鲂Ｏｃｔ４基

因原核表达载体，优化了蛋白原核表达条件，获

得了纯化的原核表达重组蛋白，制备了蛋白的多

克隆抗体，并应用该抗体对不同来源Ｏｃｔ４蛋白进
行了有效识别，这些工作为进一步研究团头鲂转

录因子Ｏｃｔ４的功能奠定了基础。

图４　多克隆抗体应用于转染细胞蛋白检测
Ｆｉｇ．４　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｔｈｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

（ａ）ｐＣＶｐｒ质粒转染ＨｅｐＧ２细胞后表达红色荧光图像；（ｂ）ｐＣＭＶＭａＯｃｔ４Ｒｅｄ质粒转染ＨｅｐＧ２细胞后表达红色荧光图像，标尺＝

１００μｍ；（ｃ）Ｏｃｔ４多克隆抗体检测；１．未转染阴性对照；２．ｐＣＶｐｒ；３．ｐＣＭＶＭａＯｃｔ４Ｒｅｄ；（ｄ）ＲＦＰ抗体检测；（ｅ）Ａｃｔｉｎ抗体作内

参；Ｍ．预染蛋白ｍａｒｋｅｒ，箭头表示目的条带

（ａ）ｔｈｅｍｅｒｇｅｉｍａｇｅｏｆＨｅｐＧ２ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＣＶｐｒ；（ｂ）ｔｈｅｍｅｒｇｅｉｍａｇｅｏｆＨｅｐＧ２ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＣＭＶＭａＯｃｔ４Ｒｅｄ，

ｓｃａｌｅｂａｒｓ＝１００μｍ；（ｃ）ＨｅｐＧ２ｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇｔｈｅＭａＯｃｔ４ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２．ｐＣＶｐｒ；３．ｐＣＭＶ
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