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摘要： 旨在制备猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清， 为研究 Ｊ 链的免疫学功能提供材料。 运用 ＰＣＲ 扩增 Ｊ 链开放阅读框， 并将其克隆至原核表达载体

ｐＥＴ３０ａ， 选择测序成功的 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 重组质粒转化到大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞中进行蛋白表达验证； 将 Ｊ 链与弗氏完全佐剂混合后经背

部皮下免疫新西兰大白兔制备抗血清； 采用 ＥＬＩＳＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 对获得的抗血清进行功能验证。 结果： 猪免疫球蛋

白 Ｊ 链在大肠杆菌中以包涵体形式表达， 经变性复性后通过 ＮＩ－ＮＴＡ 亲和层析的方法纯化出纯净的目的蛋白； ＥＬＩＳＡ 检测结果显示， 四免后兔血

清中抗体效价可达 １ ∶ ６ ４００； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 获得的抗血清能与原核表达的 Ｊ 链特异性结合； 为进一步验证抗血清的反应性， 构建了

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 重组载体， 将其转染 ２９３Ｔ 细胞， ＩＦＡ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示， 本研究制备的抗血清能与真核表达的猪免疫球蛋白 Ｊ 链特异性结

合， 通过 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测抗血清与猪乳中 Ｊ 链的反应性， 结果显示能与猪乳中的 Ｊ 链反应。 综上表明， 本研究成功制备出猪免疫球蛋白

Ｊ 链抗血清。
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　 　 免疫球蛋白 （Ｉｇ） Ｊ 链由成熟的浆细胞产生， 于

１９７１ 年在分泌型免疫球蛋白 Ａ （ｓＩｇＡ） 和 Ｍ （ｓＩｇＭ）
抗体中首次被分离鉴定［１］。 免疫球蛋白 Ｊ 链基因在系

统发育上表现出高度的保守性， 已发现的物种中存在

８ 个保守的半胱氨酸位点［２］。 Ｊ 链除了氨基酸序列的

高度保守外， 在功能方面也展现出相当程度的一

致性［３］。
免疫球蛋白 Ｊ 链仅包含一个 Ｉｇ 样结构域［４］， 蛋

白质大小约为 １８ ｋＤａ。 与免疫球蛋白重链和轻链功

能不同， Ｊ 链不具备针对特定抗原的识别能力［５－６］，
该链的主要功能是通过共价键将 ２ 个或多个 Ｉｇ 单体

连接形成二聚体或多聚体结构， Ｊ 链 Ｃ 末端的发夹状

结构能够通过疏水作用与 ＩｇＡ 或 ＩｇＭ 的 Ｆｃ 区域结

合［７］， 可使 ２ 个单体 ＩｇＡ 通过 Ｊ 链相连组成二聚体，
５ 个单体 ＩｇＭ 形成五聚体［２］。

Ｊ 链不仅在 Ｉｇ 单体形成多聚体过程中扮演关键角

色， 对分泌型抗体的分泌过程也至关重要。 它通过与

上皮细胞下层表达的多聚免疫球蛋白受体 （ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＰＩｇＲ） 结合形成受体配体复

合物 （ｓＩｇＡ 前体） ［８］， 随后该复合物通过内吞作用进

入细胞形成囊泡， 最终经由这些囊泡运输至黏膜相关

组织释放［９］。 在此过程中， ＰＩｇＲ 受到硫醇依赖性蛋

白酶作用降 解 为 分 泌 片 段 （ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，
ＳＣ） ［１０］， ＳＣ 通过非共价键与 ＩｇＡ 二聚体结合， 形成

分泌型 ＩｇＡ 抗体［１１］。 只有结合 Ｊ 链的二聚体才能与

ＰＩｇＲ 结合， 随后转运到黏膜表面执行免疫功能。 有

研究发现， 某些前 Ｂ 细胞［１２］ 和分泌 ＩｇＧ 抗体的细

胞［１３］也能表达 Ｊ 链， 这表明 Ｊ 链可能参与更广泛的

免疫应答过程， 但其确切作用及机制仍待进一步

探索。
鉴于目前关于 Ｊ 链的研究相对较少， Ｊ 链在 Ｉｇ 单

体多聚化过程及分泌型抗体的分泌过程中十分重要，
因此本研究致力于制备猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清， 为

Ｊ 链的结构特征及免疫学功能的研究提供材料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂材料

ＰＣＲ 酶购自诺唯赞公司； ＰＣＲ 产物纯化试剂盒、

限制性内切酶 ＸｈｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均购

自赛默飞世尔科技中国有限公司； 透析袋、 弗氏完全

佐剂、 弗氏不完全佐剂、 尿素、 卡那霉素、 氨苄青霉

素、 ＩＰＴＧ 均购自索莱宝生物科技有限公司； 鼠源 Ｈｉｓ
标签抗体 ＩｇＧ 购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 辣

根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体和

山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＨＲＰ 标记的

山羊抗猪 ＩｇＡ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司； Ａｌｅｘａ Ｆｌｏｕｒ ４８８
标记的山羊抗鼠、 山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自上海碧云天

生物技术股份有限公司。
１􀆰 ２　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链原核表达载体的构建

根据 ＮＣＢＩ 已报道的猪免疫球蛋白 Ｊ 链基因序列

（基因号： ＸＭ＿ ００３３５６９６１􀆰 ３） 设计扩增引物， 上游

引物： ｃｃｇＣＴＣＧＡＧａｔｇａａｇａａｃｔｃｔｔｔｇｃｔｃｔｔｃｔｇｇ （下划线为

ＸｈｏⅠ酶切位点）， 下游引物： ｇｃｇＡＡＧＣＴＴｇｔｃａｇｇａｔａｇ⁃
ｃａｇｇａａｔｃｃｇ （下划线为 ＨｉｎｄⅢ酶切位点）， 并将编码 Ｊ
链的开放阅读框 （ＯＲＦ） 基因和扩增引物交由擎科

生物科技有限公司合成。 以合成的猪免疫球蛋白 Ｊ 链

ＯＲＦ 基因为模板， 利用 Ｖａｚｙｍｅ Ｐ５１５－０１ ２ × Ｐｈａｎｔａ®

Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒扩增 Ｊ 链基因。 扩增体系为

５０ μＬ， 其中： ＰＣＲ 高保真酶 ２５ μＬ， 上游和下游引

物 （１０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ， 无酶水 ２２ μＬ， ｃＤＮＡ
１ μＬ。 利用 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒将扩增的 Ｊ 链基因

片段进行纯化， 之后配置 ＸｈｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切体系，
将 ｐＥＴ３０ａ－Ｈｉｓ 载体和目的片段进行双酶切。 酶切纯

化后利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将目的基因连接到 ｐＥＴ３０ａ－
Ｈｉｓ 载体上， ２５ ℃连接 ２ ｈ 后转化到 ＤＨ５α 感受态细

胞中， 向转化产物中加入 １ ｍＬ ＬＢ 液体培养基， 待细

菌恢复正常生长状态后涂布至 ＬＢ 固体培养基上， 次

日挑取单克隆置于含有卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中

培养 ４～６ ｈ， 然后进行菌液 ＰＣＲ 鉴定。 阳性菌液交

由擎科生物科技有限公司测序， 测序结果正确的样品

提取质粒并命名为 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ。
１􀆰 ３　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链的原核表达和纯化

将 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 质粒导入到大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）
感受态细胞， 挑选单克隆并将其置于含有卡那霉素的

ＬＢ 液体培养基中进行培养。 当菌液达到最佳生长状

态时， 加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导表达。
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诱导 ８ ｈ 后将菌体超声裂解， 分别制备上清液和沉淀

蛋白样品， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定蛋白是以可溶性或包

涵体形式表达。 将以包涵体形式表达的 Ｊ 链利用尿素

进行变性复性后， 通过 ＮＩ－ＮＴＡ 亲和层析的方法进行

纯化， 纯化后的 Ｊ 链经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴
定， 经 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度后分装于 － ８０ ℃ 冻存

备用。
１􀆰 ４　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清的制备

本试验涉及的所有动物均依据 《中华人民共和

国动物伦理程序和指导原则》 严格按照良好动物规

范进行处理， 并得到中国农业科学院兰州兽医研究所

动物管理与伦理委员会的批准 （批准号： ＬＶＲＩＡＥＣ－
２０２０－０３０）。 将纯化后的目的蛋白与弗氏完全佐剂充

分乳化后免疫 １ 只雌性新西兰大白兔， 免疫剂量为

２００ μｇ ／只， 间隔 ２ 周免疫 １ 次， 在第 ２ 次、 第 ３ 次

及第 ４ 次免疫时， Ｊ 链与弗氏不完全佐剂充分乳化后

进行免疫。 在免疫前和每次免疫后第 １０ 天， 采集新

西兰大白兔的耳缘静脉血 ２００ μＬ， 离心分离出血清，
分装于－８０ ℃冻存。 完成 ４ 次免疫后， 经 ＥＬＩＳＡ 检测

每次免疫后抗体水平的变化和抗体滴度， Ｊ 链以

１００ ｎｇ ／孔的量 ４ ℃ 过夜包被 ＥＬＩＳＡ 板， ＰＢＳＴ 洗 ３
遍； 以 ２００ μＬ ／孔的 ２􀆰 ５％ ＢＳＡ 于 ３７ ℃ 封闭 ＥＬＩＳＡ
板 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 遍； 加入阴性血清及每次免疫后收

集的血清于 ３７ ℃孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次； 加入 ５ ０００
倍稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体于 ３７ ℃孵育

１ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次； 加入 ＴＭＢ （ ５０ μＬ ／孔） 显色

８ ｍｉｎ， 再加入终止液 （５０ μＬ ／孔） 终止反应。 利用

酶标仪读取样品的 ＯＤ４５０ ｎｍ值。
１􀆰 ５　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链真核表达载体的构建

根据 １􀆰 ２ 中所述方法扩增 Ｊ 链 ＯＲＦ 基因， 经酶

切连接将 Ｊ 链基因克隆到 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｈｉｓ 载体中， 经

测序 鉴 定 后 将 成 功 构 建 的 重 组 质 粒 命 名 为

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ。
１􀆰 ６　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链的真核表达鉴定

１􀆰 ６􀆰 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定猪免疫球蛋白 Ｊ 链在 ２９３Ｔ
细胞中的表达

将 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种到 ６ 孔板中， 待细胞密

度达到 ７０％时， 按每 １ μｇ ＤＮＡ 加入 ３ μＬ 转染试剂

ＰＥＩ 的比例配制转染液， 将重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 转

染至 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， ４８ ｈ 后处理细胞并制备蛋白

样， 凝胶电泳结束后将分离的蛋白转移到 ０􀆰 ４５ μｍ
的 ＰＶＤＦ 膜上， ５％脱脂乳室温封闭 ＰＶＤＦ 膜 ２ ｈ，
５ ０００ 倍稀释的鼠源 Ｈｉｓ 标签 ＩｇＧ 抗体作为一抗，
４ ℃过夜孵育， ５ ０００ 倍稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠

ＩｇＧ 抗体作为二抗， 室温孵育 ２ ｈ， 最后利用 ＥＣＬ 显

色液检测目的蛋白的表达水平。
１􀆰 ６􀆰 ２　 间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 鉴定猪免疫球蛋

白 Ｊ 链在 ２９３Ｔ 细胞中的表达

将 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种到 ４８ 孔板中， 待细胞密

度达到 ７０％时， 按每 １ μｇ ＤＮＡ 加入 ３ μＬ 转染试剂

ＰＥＩ 的比例配制转染液， 将重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 转

染至 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 转染后 ３６ ｈ 弃掉 ４８ 孔板中

ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞培养液， ４％多聚甲醛固定细胞 １ ｈ，
１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 通透细胞 １０ ｍｉｎ， ２􀆰 ５％ ＢＳＡ 封闭

１ ｈ， ５００ 倍稀释的鼠抗 Ｈｉｓ 标签 ＩｇＧ 抗体作为一抗，
４ ℃过夜孵育， １ ０００ 倍稀释的 Ａｌｅｘａ Ｆｌｏｕｒ ４８８ 标记

的山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体作为二抗， 室温孵育 １ ｈ， ＤＡＰＩ
避光染核 １０ ｍｉｎ， 利用徕卡荧光显微镜检测目的蛋白

的表达情况。
１􀆰 ７　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清反应性验证

１􀆰 ７􀆰 １　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清与 ２９３Ｔ 细胞表达的

Ｊ 链反应性验证

按照 １􀆰 ６ 中所述使用 ＰＥＩ 将重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ
转染至铺有 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞的 ６ 孔板中， ４８ ｈ 后处

理细胞并制备蛋白样， 凝胶电泳结束后将蛋白湿转到

ＰＶＤＦ 膜上， 转印完成后用 ５％ 脱脂乳进行封闭，
２ ０００ 倍稀释的抗 Ｊ 链血清作为一抗 ４ ℃ 过夜孵育，
５ ０００ 倍稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体室温孵

育 ２ ｈ， 最后添加 ＥＣＬ 检测制备的抗血清与生理状态

的猪免疫球蛋白 Ｊ 链的反应性。 转染后 ３６ ｈ 弃掉细

胞培养液， 按照 １􀆰 ６ 中所述方法进行固定， 通透， 封

闭， ５００ 倍稀释的抗 Ｊ 链血清作为一抗 ４ ℃ 过夜孵

育， １ ０００ 倍稀释的 Ａｌｅｘａ Ｆｌｏｕｒ ４８８ 标记的山羊抗兔

ＩｇＧ 抗体作为二抗， 室温孵育 ２ ｈ， ＤＡＰＩ 避光染核

１０ ｍｉｎ， 置于荧光显微镜下观察荧光信号强度。
１􀆰 ７􀆰 ２　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清与猪乳中 Ｊ 链的反

应性验证

为更进一步验证所制备的抗血清与猪免疫球蛋白

Ｊ 链的反应性， 分别采用 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

制备的抗血清与猪乳中 Ｊ 链的反应。 将本实验室保存

纯化的猪流行性腹泻病毒 （ ＰＥＤＶ） Ｓ１ 蛋 白 以

１００ ｎｇ ／孔的量 ４ ℃ 过夜包被 ＥＬＩＳＡ 板， ＰＢＳＴ 洗 ３
遍； 以 ２００ μＬ ／孔的 ２􀆰 ５％ ＢＳＡ 于 ３７ ℃ 封闭 ＥＬＩＳＡ
板 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 遍； 以 １００ μＬ ／孔的量加入本实验

室验证保存的 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阳性乳汁样品和阴性

乳汁样品 （乳汁稀释 ２００ 倍） 于 ３７ ℃ 孵育 １ ｈ，
ＰＢＳＴ 洗 ３ 次； 加入 １ ０００ 倍稀释的抗血清 （ １００
μＬ ／孔） 于 ３７ ℃孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次； 加入 ５ ０００
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倍稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体 （ １００
μＬ ／孔） 于 ３７ ℃孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次； 加入 ＴＭＢ
（５０ μＬ ／孔） 显色 ８ ｍｉｎ， 再加入终止液 （５０ μＬ ／孔）
终止反应。 利用酶标仪读取样品的 ＯＤ４５０ ｎｍ值。 采用

ＨＲＰ 标记的山羊抗猪 ＩｇＡ 抗体检测 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体

阳性和阴性乳汁作为对照。 将 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阳性

乳汁样品用 ＰＢＳ 稀释 ２０ 倍， 取 ３０ μＬ 稀释后的乳汁

样品并加入蛋白 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 于１００ ℃煮样 １０ ｍｉｎ
制备蛋白样品， 凝胶电泳后按 １􀆰 ６ 中所述方法进行转

膜和封闭， ２ ０００ 倍稀释的抗血清和阴性兔血清分别

作为一抗 ４ ℃过夜孵育， ５ ０００ 倍稀释的 ＨＲＰ 标记的

山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体于室温孵育１ ｈ， 最后添加 ＥＣＬ 进

行曝光检测。

２　 结果

２􀆰 １　 重组质粒 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 的构建

用特异性引物经 ＰＣＲ 扩增 Ｊ 链基因， 核酸电泳

可见 ４７７ ｂｐ 条带， 符合预期大小 （图 １Ａ）。 将目的

片段经酶切连接后转化至 ＤＨ５α 感受态细胞中， 在

ＬＢ 平板上挑取单个菌落， 增菌培养后使用 ｐＥＴ３０ａ－
Ｈｉｓ 载体通用引物对菌液进行 ＰＣＲ 鉴定， 核酸电泳可

见预期条带 （图 １Ｂ）。 阳性质粒进行酶切鉴定，
ｐＥＴ３０ａ 载体大小为 ５ ４２２ ｂｐ， 片段大小为 ４７７ ｂｐ，
符合预期 （图 １Ｃ）。 将 ＰＣＲ 阳性菌液送由擎科生物

科技有限公司进行测序鉴定， 经序列比对与参考序列

完全一致， 表明已成功构建 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 重组质粒。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 Ｊ 链基因的 ＰＣＲ 产物； ２、 ５􀆰 阴性对照； ３、 ４􀆰 含 ｐＥＴ３０ａ － Ｊ 重组质粒菌液的 ＰＣＲ 鉴定； ６􀆰 ｐＥＴ３０ａ 空载体对照；
７􀆰 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 重组质粒的双酶切鉴定。

Ａ． ＰＣＲ 扩增 Ｊ 链基因； Ｂ． 阳性菌液 ＰＣＲ 鉴定； Ｃ． 酶切鉴定。

图 １　 重组质粒 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 的构建

２􀆰 ２　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链的原核表达

ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 在大肠杆菌中诱导表达 ８ ｈ 后， 制备

诱导前和诱导后的蛋白样， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示 Ｊ 链

（２２ ｋＤａ） 在大肠杆菌中成功表达， 符合预期 （图

２Ａ）。 随后将诱导后的菌液进行超声破碎后制备上清

液和沉淀蛋白样， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定蛋白表达形式，
结果显示 Ｊ 链以包涵体形式表达 （图 ２Ｂ）。 将大肠杆

菌表达的 Ｊ 链蛋白， 超声破碎后取沉淀， 用 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ

尿素在 ４ ℃条件下洗沉淀样品 ２ 次， 每次 ８ ｈ， 离心

收集沉淀用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶解包涵体， 利用尿素浓度

逐级降低复性蛋白， 之后利用镍柱纯化蛋白， 用 ３００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑进行洗脱， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定得到纯净

的目的蛋白 （图 ２Ｃ）， 符合预期， 经 ＢＣＡ 法测定纯

化后的蛋白浓度为 ２􀆰 ５ μｇ ／ μＬ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示

该蛋白可与 Ｈｉｓ 单抗特异性结合 （图 ２Ｄ）。 上述结果

表明本研究成功表达并纯化出猪免疫球蛋白 Ｊ 链。
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Ｍ． 蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ； １、 ６􀆰 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 未诱导； ２􀆰 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 诱导后； ３􀆰 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 裂解后上清液； ４􀆰 ｐＥＴ３０ａ－Ｊ 裂解后沉淀； ５、 ７􀆰 纯化后的

Ｊ 链。
Ａ． Ｊ 链的表达鉴定； Ｂ． Ｊ 链可溶性表达的鉴定； Ｃ． Ｊ 链蛋白的纯化； Ｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 Ｊ 链纯化。

图 ２　 Ｊ 链的原核表达和纯化

２􀆰 ３　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清的制备

ＥＬＩＳＡ 检测免疫前及各次免疫后血清中 Ｊ 链的抗

体滴度， 结果显示随着免疫次数的增加， 血清

ＯＤ４５０ ｎｍ值逐渐升高， 说明抗体的滴度随免疫次数增

加逐渐上升 （图 ３Ａ）； 将四免后第 １０ 天采集的血清

按不同的稀释比例进行 ＥＬＩＳＡ， 结果显示制备的抗血

清稀释至 １ ∶ ６ ４００ 时仍具有良好的反应性 （图 ３Ｂ）。

Ａ． 抗 Ｊ 链抗体水平的检测； Ｂ． 抗 Ｊ 链抗体滴度的测定。

图 ３　 抗 Ｊ 链血清的制备

２􀆰 ４　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清的反应性验证

２􀆰 ４􀆰 １　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清与真核细胞中 Ｊ 链

的反应性验证

用特异性引物经 ＰＣＲ 扩增 Ｊ 链基因， 核酸电泳

可见符合预期大小的条带 （４７７ ｂｐ， 图 ４Ａ）； 经酶切

连接法将 Ｊ 链基因克隆至 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｈｉｓ 载体， 使用

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｈｉｓ 载体通用引物经 ＰＣＲ 鉴定有预期条带

（图 ４Ｂ）； 阳性质粒进行酶切鉴定， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －Ｈｉｓ
载体大小为 ５ ５２２ ｂｐ， 片段大小为 ４７７ ｂｐ， 符合预期

（图 ４Ｃ）； 测序证明克隆到 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｈｉｓ 载体中的
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序列与参考序列完全一致， 证明成功构建重组质粒

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ。 将构建的重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 利用

ＰＥＩ 转染 ２９３Ｔ 细胞， 转染 ４８ ｈ 后收集细胞制备蛋白

样， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果显示有预期条带 （图 ５Ａ）；

３６ ｈ 后进行 ＩＦＡ 验证， 置于荧光显微镜下观察到有

特异性绿色荧光出现 （ 图 ５Ｂ）， 说明重组质粒

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 在 ２９３Ｔ 细胞中成功表达。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 Ｊ 链基因的 ＰＣＲ 产物； ２􀆰 阴性对照； ３、 ４􀆰 含 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － Ｊ 重组质粒菌液的 ＰＣＲ 鉴定； ５􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 空载体对照；
６􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 重组质粒的双酶切鉴定。

Ａ． ＰＣＲ 扩增 Ｊ 链基因； Ｂ． 阳性菌液 ＰＣＲ 鉴定； Ｃ． 酶切鉴定。

图 ４　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 构建

Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 Ｊ 链在 ２９３Ｔ 细胞中的表达； Ｂ． ＩＦＡ 鉴定 Ｊ 链在 ２９３Ｔ 细胞中的表达 （标尺＝ ２００ μｍ）。

图 ５　 Ｊ 链在 ２９３Ｔ 细胞中的表达鉴定

　 　 将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 转染细胞， 分别采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
和 ＩＦＡ 验证抗血清的反应性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，
所制备的抗血清可成功用于检测 Ｊ 链的表达 （图

６Ａ）； ＩＦＡ 结果显示， Ｈｉｓ 抗体检测有特异性荧光，

说明转染的重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 在 ２９３Ｔ 细胞中成

功表达； 制备的抗血清检测有特异性荧光， 而兔阴性

血清未见绿色荧光， 说明所制备的抗血清可成功检出

２９３Ｔ 细胞内表达的 Ｊ 链 （图 ６Ｂ）。
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Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证抗血清与真核细胞中 Ｊ 链的反应性； Ｂ． ＩＦＡ 验证抗血清与真核细胞中 Ｊ 链的反应性 （标尺＝ ２００ μｍ）。

图 ６　 抗血清与真核细胞中 Ｊ 链的反应性验证

２􀆰 ４􀆰 ２　 猪免疫球蛋白 Ｊ 链抗血清与猪乳中 Ｊ 链的反

应性验证

ＥＬＩＳＡ 结果显示， 制备的抗血清与 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗

体阳性乳汁反应， 说明所制备的抗血清可与猪乳中的

Ｊ 链结合 （图 ７Ａ）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示抗血清可与

猪乳中的 Ｊ 链特异性结合， 目的条带大小与预期相符

（图 ７Ｂ）。

注： 第 １ 组为 ＨＲＰ 标记的山羊抗猪 ＩｇＡ 抗体检测 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阴性乳汁； 第 ２ 组为制备的抗血清检测 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阴性乳汁； 第 ３ 组为

ＨＲＰ 标记的山羊抗猪 ＩｇＡ 抗体检测 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阳性乳汁； 第 ４ 组为制备的抗血清检测 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阳性乳汁； 泳道 Ｍ 为蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ； 泳

道 １ 为制备的抗血清检测 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阳性乳汁； 泳道 ２ 为阴性兔血清检测 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阳性乳汁。

图 ７　 ＥＬＩＳＡ （Ａ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ｂ） 验证抗 Ｊ 链血清与猪乳中的 Ｊ 链反应性

３　 讨论

在科学研究和生物医药领域， 通过原核表达系统

来表达目标蛋白已成为一种广泛应用的技术［１４］。 与

真核表达系统相比， 原核表达系统具有明确的遗传背

景、 短时间内高效生产大量蛋白质以及操作简便等优

点。 然而， 在利用原核系统表达源自真核生物的蛋白

过程中， 往往会遇到一系列问题， 比如： 难以有效表
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达含有大量稀有密码子的蛋白质， 外源性蛋白质容易

被原核生物胞质内的蛋白酶降解， 外源蛋白质往往以

不溶包涵体形式存在［１５］。 本研究尝试使用原核表达

系统制备 Ｊ 链， 并在试验初期阶段探索了低温诱导、
减少 ＩＰＴＧ 浓度、 更换标签序列等多种策略以期获得

可溶性产物， 但试验结果显示 Ｊ 链仍以包涵体形式存

在。 造成这一现象的主要原因是 Ｊ 链结构中含有 ３ 个

对维持其正确折叠及生物学功能至关重要的链内二硫

键［３］， 但大肠杆菌内部环境不利于二硫键的生成， Ｊ
链无法形成固有结构， 因此聚集在一起形成无活性的

包涵体［１６］。 为了解决 Ｊ 链不溶问题以便后续纯化过

程， 本研究采用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素处理 Ｊ 链， 经过变性复

性后转变为可溶蛋白， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示成功实

现了 Ｊ 链的纯化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示纯化出的蛋

白为目的蛋白。
本研究构建了 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｊ 真核表达载体， 并将

其转染至 ２９３Ｔ 细胞中， 分别利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ
试验验证制备的抗血清能与在真核细胞中表达的 Ｊ 链

特异性结合， 说明制备的抗血清具有良好的反应性。
猪乳中含大量的 ｓＩｇＡ 和 ｓＩｇＭ 抗体［１７］， ｓＩｇＡ 和 ｓＩｇＭ
抗体的形成需要 Ｊ 链发挥聚合作用， 为进一步验证抗

血清与猪免疫球蛋白 Ｊ 链的反应性， 本研究利用实验

室收集验证的 ＰＥＤＶ ｓＩｇＡ 抗体阳性乳汁， 采用 ＥＬＩＳＡ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行进一步验证， 结果显示制备的抗

血清可与乳汁中的 Ｊ 链反应， 证明制备的抗血清具有

良好的应用潜力。
免疫球蛋白 Ｊ 链是 ｓＩｇＡ 形成过程中所必需的一

个分子， 在黏膜免疫中发挥至关重要的作用。 关于 Ｊ
链的免疫学功能尚未完全明确， 仍需进行广泛而深入

的研究解析其具体机制， 抗体是研究蛋白功能的重要

材料， 本研究制备了猪免疫球蛋白 Ｊ 链的抗血清， 为

Ｊ 链免疫学功能的探究提供了材料。

参考文献：

［１］ 　 ＭＥＳＴＥＣＫＹ Ｊ， ＺＩＫＡＮ Ｊ， ＢＵＴＬＥＲ Ｗ Ｔ． Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｍ ａｎｄ
ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ａ： ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ
ｃｈａｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９７１， １７１
（３９７６）： １１６３－１１６５．

［２］ 　 ＧＩＡＮＮＯＮＥ Ｃ， ＭＥＳＳ Ｘ， ＨＥ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｈｏｗ Ｊ－ｃｈａｉｎ ｅｎｓｕｒｅｓ ｔｈｅ

ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ＩｇＭ ｐｅｎｔａｍｅｒｓ ［ Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ， ２０２５，
４４ （２）： ５０５－５３３．

［３］ 　 ＫＡＷＡＳＡＫＩ Ｋ， ＯＨＴＡ Ｙ， ＣＡＳＴＲＯ Ｃ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂ⁃
ｕｌｉｎ Ｊ ｃｈａｉｎ ｉｓ ａｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙ ｃｏ－ｏｐｔｅｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， ２０２４， １２１ （３）： ｅ２３１８９９５１２１．

［４］ 　 ＪＯＨＡＮＳＥＮ， ＢＲＡＡＴＨＥＮ， ＢＲＡＮＤＴＺＡＥＧ． Ｒｏｌｅ ｏｆ Ｊ ｃｈａｉｎ ｉｎ ｓｅ⁃
ｃｒｅｔｏｒｙ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｓｃａｎｄ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０００，
５２ （３）： ２４０－２４８．

［５］ 　 ＭＥＳＴＥＣＫＹ Ｊ， ＳＣＨＲＯＨＥＮＬＯＨＥＲ Ｒ Ｅ． Ｓｉｔｅ ｏｆ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｏｆ Ｊ
ｃｈａｉｎ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｍ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， １９７４， ２４９
（４５８）： ６５０－６５２．

［６］ 　 ＭＥＳＴＥＣＫＹ Ｊ， ＳＣＨＲＯＨＥＮＬＯＨＥＲ Ｒ Ｅ， ＫＵＬＨＡＶＹ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｉｔｅ ｏｆ Ｊ ｃｈａｉｎ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ＩｇＡ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， １９７４， ７１ （２）： ５４４－５４８．

［７］ 　 ＸＩＯＮＧ Ｅ， ＬＩ Ｙ， ＭＩＮ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＭＺＢ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ
Ｊ－ｃｈａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｍｅｒｉｃ ＩｇＡ ａｎｄ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｇｕｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， ２０１９， １１６
（２７）： １３４８０－１３４８９．

［８］ 　 ＷＥＩ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｊ Ｙ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ
ＩｇＡ ａｎｄ ＩｇＭ ｔｒａｎｓｃｙｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２ （ ５）：
２２８４． 　

［９］ 　 ＢＥＹＥＲ Ｈ， ＳＯＭＭＥＲＦＥＬＤ Ｍ， ＧＲＡＮＤＩＥＮ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ＩｇＭ ａｎｄ ＩｇＡ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ： ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｐＩｇＲ，
ＦｃαμＲ， ＦｃμＲ， ａｎｄ ＣＤＣ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ［ Ｊ ］ ． ＡＰＭＩＳ， ２０２４， １３２
（４）： ２７７－２８８．

［１０］ 刘建国， 赵玉洁． ｐＩｇＲ ／ ｓＩｇＡ 与口腔疾病 ［ Ｊ］ ． 口腔医学研究，
２０２１， ３７ （８）： ６７７－６８１．

［１１］ ＬＩ Ｙ， ＪＩＮ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｔ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ＩｇＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ
ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ ］ ． ＢｉｏＭｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０２０， ２０２０ （ １ ）：
２０３２０５７． 　

［１２］ ＫＬＩＭＯＶＩＣＨ Ｖ Ｂ， ＳＡＭＯＩˇＬＯＶＩＣＨ Ｍ Ｐ， ＫＬＩＭＯＶＩＣＨ Ｂ Ｖ． Ｐｒｏｂ⁃
ｌｅｍ ｏｆ Ｊ－ｃｈａｉｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｚｈ Ｅｖｏｌ Ｂｉｏｋｈｉｍ Ｆｉｚｉｏｌ，
２００８， ４４ （２）： １３１－１４３．

［１３］ ＣＡＳＴＲＯ Ｃ Ｄ， ＦＬＡＪＮＩＫ Ｍ Ｆ． Ｐｕｔｔｉｎｇ Ｊ ｃｈａｉｎ ｂａｃｋ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｐ：
ｈｏｗ ｍｉｇｈｔ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｆｉｎｅ ｐｌａｓｍａ ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｌ， ２０１４， １９３ （７）： ３２４８－３２５５．

［１４］ 吴珊珊， 朱芸， 陈珊珊， 等． 融合标签在蛋白质可溶性表达中

的应用进展 ［Ｊ］ ． 化工进展， ２０１４， ３３ （４）： ９９３－９９８．
［１５］ ＫＥＳＩＤＩＳ Ａ， ＤＥＰＰＩＮＧ Ｐ， ＬＯＤÉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ

ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｈｏｓｔｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０２０， １８０： ３－１８．

［１６］ 苗朝悦， 杜乐， 王佳琦， 等． 重组蛋白质在大肠杆菌体系中的

可溶性表达策略 ［ Ｊ］ ． 中国生物工程杂志， ２０２３， ４３ （ ９）：
３３－４５．

［１７］ 刘妍君． 大约克猪乳蛋白质： 初乳和常乳中的差异表达、 遗传

多态性和初步纯化 ［Ｄ］． 成都： 西南民族大学， ２０２２．

·２５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １０




