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摘要： 旨在制备针对高邮鸭整合素 α８ 亚基 （ＩＴＧＡ８） 蛋白的多克隆抗体， 以研究其在卵巢发育过程中的作用机制。 通过生物信息学分析， 筛选

ＩＴＧＡ８ 的高免疫原区域， 克隆高邮鸭 ＩＴＧＡ８ 基因， 并在原核表达系统中成功表达与纯化 ＩＴＧＡ８ 蛋白免疫原。 利用该免疫原免疫新西兰白兔， 制备

出效价达 １ ∶ １０２ ４００ 的多克隆抗体。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光试验结果验证了该抗体的高特异性。 综上， 本试验制备的 ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体具

有良好的特异性和应用潜力， 为深入探讨 ＩＴＧＡ８ 在高邮鸭卵巢发育中的作用机制提供了重要的试验工具。
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　 　 高邮鸭是我国著名的肉蛋兼用型地方麻鸭品种，
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具有生长快、 肉质优良和高产蛋的特点， 尤其以双黄

蛋的高产率而闻名。 高邮鸭蛋因其丰富的氨基酸和不

饱和脂肪酸， 尤其富含对健康有益的花生四烯酸

（ＡＲＡ） 和二十二碳六烯酸 （ＤＨＡ）， 展现出卓越的

营养价值和独特风味， 已成为市场上的高端产品［１］。
然而， 产蛋性能的表型差异限制了该品种的充分开发

与利用。 前期研究表明， 高产与低产高邮鸭在卵巢结

构、 卵泡发育、 生殖激素水平以及相关基因和长链非

编码 ＲＮＡ 表达方面存在显著差异， 这些差异可能共
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同影响卵泡成熟与排卵过程， 进而决定产蛋性

能［２－５］。 基于此， Ｚｈａｎｇ 等［６］ 通过对高、 低产高邮鸭

卵巢组织的全转录组分析发现， ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路

可能与高邮鸭的卵巢功能密切相关， 进而影响总产蛋

量和双黄蛋的产量。
整合素 （ ｉｎｔｅｇｒｉｎｓ， ＩＴＧｓ） 作为 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号

通路的上游因子， 由 α 和 β 亚基组成的异二聚体跨

膜蛋白包括至少 １８ 种 α 亚基和 ８ 种 β 亚基。 它们在

细胞与细胞外基质之间的黏附和信号传导中起关键作

用， 调节细胞的黏附、 迁移、 增殖、 分化等生物学过

程［７－８］。 整合素 α８ 亚基 （ ｉｎｔｅｇｒｉｎ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ ８，
ＩＴＧＡ８） 作为一种关键的细胞黏附分子， 在多个生物

学过程中发挥重要作用， 近年来受到广泛的关注。 有

研究表明， ＩＴＧＡ８ 通过减少成纤维细胞激活和免疫细

胞浸润， 减轻了慢性肾间质纤维化［９］； 在肿瘤细胞

的增殖、 迁移、 侵袭和转移调控中起重要作用［１０－１２］；
同时它还对家禽的生长性能产生显著影响［１３－１５］。 此

外， Ｓｕｎ 等［１６］ 研究发现， ＩＴＧＡ８ 在高产与低产麻鸭

卵巢组织中差异表达， 通过调控肌动蛋白细胞骨架的

形成， 参与卵的生产调控， 表明 ＩＴＧＡ８ 在卵泡发育

中发挥了重要作用。 然而， 迄今为止， 关于 ＩＴＧＡ８
在卵泡发育调控中的分子机制尚未深入研究。 因此，
本研究从高邮鸭卵巢组织中克隆 ＩＴＧＡ８ 基因， 并利

用原核表达系统重组表达 ＩＴＧＡ８ 蛋白， 制备特异性

良好的兔多克隆抗体， 为下一步探讨 ＩＴＧＡ８ 在卵泡

发育过程中的生物学功能提供重要的试验材料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物

４～５ 周龄 ＳＰＦ 级雄性新西兰白兔， 购自邳州市

东方养殖有限公司； ２４０ 日龄高邮鸭母鸭由泰州丰达

农牧科技有限公司提供。
１􀆰 ２　 主要试剂

ｐＣＡＧＧＳ 和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 质粒均由江苏省兽用生物

制药高技术研究重点实验室保存； ２ × Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）、 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏ⁃
ｎｉｎｇ Ｋｉｔ 和 ＤＬ１５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自南京诺维赞生

物科技股份有限公司； ＢＬ２１ 感受态、 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒、 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记山羊抗

兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 小鼠抗 ＧＡＰＤＨ 抗体、 ＨＲＰ 标记山

羊 抗 小 鼠 ＩｇＧ 抗 体、 Ａｎｔｉ － ＧＦＰ Ｔａｇ （ ＨＲＰ ）
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 和抗荧光淬灭封片液 （含 ＤＡＰＩ）
均购自上海碧云天生物技术有限公司； Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
５５５ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； Ａｎｔｉ－Ｈｉｓ Ｔａｇ （ＨＲＰ） Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎ⁃
ｔｉｂｏｄｙ 购自北京索莱宝科技有限公司； ＨｉｓＳｅｐ Ｎｉ －
ＮＴＡ ＭａｇＢｅａｄｓ 购自翌圣生物科技 （上海） 股份有限

公司； 兔多抗制备佐剂 ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ－Ｒａｂｂｉｔ８Ｗ 购自

苏州博奥龙科技有限公司； ＨＢ－ＰＥＴ 自诱导培养基购

自青岛高科园海博生物有限公司； 转染试剂 Ｘ －
ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｒｏｃｈｅ
公司。
１􀆰 ３　 高邮鸭 ＩＴＧＡ８ 基因克隆及重组表达载体构建

参考 ＮＣＢＩ 数据库 ＩＴＧＡ８ 基因序列 （ＧｅｎＢａｎｋ：
ＸＭ＿０３８１７４２６７􀆰 １） 分别设计 ＰＣＲ 特异性扩增引物

（表 １）。 ＴＲＩｚｏｌ 法提取高邮鸭卵巢组织总 ＲＮＡ 并反

转录成 ｃＤＮＡ， 通过不同引物 ＰＣＲ 扩增 ＩＴＧＡ８ 基因，
利用同源重组方法将 ＰＣＲ 扩增的目的片段分别克隆

至相应的真核表达载体中， 经菌液 ＰＣＲ 和质粒单酶

切、 双酶切鉴定正确后送苏州金唯智生物科技有限公

司测序， 测序正确的重组载体分别命名为 ｐＣＡＧＧＳ－
ＩＴＧＡ８ 和 ｐＥＧＦＰ－ＩＴＧＡ８。

表 １　 ＰＣＲ 扩增引物

　 　 　 引物名称 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 酶切位点

Ｐ１
ｐＣＡＧＧＳ－ＩＴＧＡ８－Ｆ ａｇｃｔｃａｔｃｇａｔｇｃａｔｇｇｔａｃｃＡＴＧＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＣＡＧ ＫｐｎⅠ

ｐＣＡＧＧＳ－ＩＴＧＡ８－Ｒ ｇｇｇａａａａａａｇａｔｃｔｇｃｔａｇｃｔｃｇａｇＣＴＡＴＧＣＡＴＣＡＧＴＡＧＴＣＴＴＧＴＴＡＴＴＴＧＴＣＡＧ ＴＴＧ ＸｈｏⅠ

Ｐ２
ｐＥＧＦＰ－ＩＴＧＡ８－Ｆ ａｇｃｇｃｔａｃｃｇｇａｃｔｃａｇａｔｃｔｃｇａｇＡＴＧＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＣＡＧ ＸｈｏⅠ

ｐＥＧＦＰ－ＩＴＧＡ８－Ｒ ｇｇａｔｃｃｃｇｇｇｃｃｃｇｃｇｇｔａｃｃｇｔＴＧＣＡＴＣＡＧＴＡＧＴＣＴＴＧＴＴＡＴ ＴＴＧＴＣＡＧＴＴＧ ＫｐｎⅠ

　 　 注： 小写字母表示同源臂序列， 大写字母表示 ＩＴＧＡ８ 基因序列， 下划线表示酶切位点。

１􀆰 ４　 生物信息学分析

采用在线工具对高邮鸭 ＩＴＧＡ８ 蛋白等电点、 信

号肽、 跨膜结构和蛋白三维模型等进行生物信息学分

析 （表 ２）， 通过 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件进行蛋白亲水性和

抗原性预测。
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表 ２　 生物信息学分析在线工具

在线工具 用途 网址

ＩＰＣ ｐｒｏｔｅｉｎ 蛋白等电点分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ．ｏｒｇ ／ ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ

ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０ 信号肽预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０ ／

ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ 蛋白跨膜结构预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ ／

ＡｌｐｈａＦｏｌｄ３ 蛋白三维结构建模 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｌｐｈａｆｏｌｄｓｅｒｖｅｒ．ｃｏｍ ／

ＰＳＯＲＴ Ⅱ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 亚细胞定位预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ ／ ｆｏｒｍ２􀆰 ｈｔｍｌ

１􀆰 ５　 ＩＴＧＡ８ 蛋白原核表达、 鉴定和纯化

根据 １􀆰 ３ 中 ＩＴＧＡ８ 基因的测序结果， 推导其蛋

白氨基酸序列， 将选定的 ＩＴＧＡ８ 免疫原序列送至苏

州泓迅生物科技股份有限公司进行大肠杆菌偏好性密

码子优化、 合成并提供 ｐＥＴ３０ａ （＋） －ＩＴＧＡ８ 重组质

粒。 将重组质粒转化至 ＢＬ２１ 感受态， 在 ＨＢ－ＰＥＴ 自

诱导培养基中培养至对数生长期后转 ２０ ℃继续诱导

培养 ２０ ｈ。 收集超声破碎前全菌、 破碎后上清液， 用

含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的结合液重悬破碎后沉淀， 离心后收

集上清液， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测上述各组

分中 ＩＴＧＡ８ 蛋白表达情况 （使用 ＨＲＰ 标记的 Ａｎｔｉ－
Ｈｉｓ Ｔａｇ 直标抗体进行鉴定）。 根据 ＨｉｓＳｅｐ Ｎｉ －ＮＴＡ
Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｓｉｎ 使用说明书， 将沉淀重悬后的上清液与

磁珠 ４ ℃结合过夜； 用含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
咪唑的洗涤液洗涤 ３ 次； 用含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素和 ２００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的洗脱液洗脱目的蛋白； 梯度透析法去

除蛋白洗脱液中的咪唑和尿素， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤器过

滤后利用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 于 － ７０ ℃ 冻存

备用。
１􀆰 ６　 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体的制备

设置免疫组和生理盐水对照组， 每组 ３ 只新西兰

白兔。 将纯化后的 ＩＴＧＡ８ 蛋白经生理盐水稀释至 ５００
μｇ ／ ｍＬ， 与 ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ－Ｒａｂｂｉｔ ８Ｗ 佐剂进行 １ ∶ １
混匀， 以 ２００ μＬ ／只剂量经肌肉注射进行初次免疫，
初免后第 ２１ 天和第 ４２ 天以相同免疫方式进行加强免

疫； 第 １４ 天和第 ３５ 天经耳缘静脉采血， 第 ５６ 天经

心脏采血， 分别收集血清并进行效价检测 （免疫流

程见图 １）。 以生理盐水对照组的血清作为阴性对照。
所有动物实验操作均严格遵守科学技术部发布的

《实验动物饲养与使用指南》 以及江苏农牧科技职业

学院动物伦理委员会的管理规定 （批准号： ｊｓａｈｖｃ－
２０２４－７０）。

图 １　 免疫流程示意

１􀆰 ７　 间接 ＥＬＩＳＡ 测定抗体效价

将 ＩＴＧＡ８ 蛋白调整至 ２ μｇ ／ ｍＬ， ０􀆰 １ ｍＬ ／孔，
４ ℃包被过夜， ３％的脱脂乳 ３７ ℃封闭 ２ ｈ。 将待检

血清和阴性对照血清进行 ２ 倍倍比稀释， １００ μＬ ／孔，
３７ ℃孵育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后每孔加入 １００ μＬ
ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ５ ０００）， ３７ ℃ 孵育

１ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 遍， ＴＭＢ 室温显色 １５ ｍｉｎ， 终止显

色后检测 Ｄ４５０ ｎｍ值。 以待测血清 Ｄ４５０ ｎｍ值高于阴性对

照血清 Ｄ４５０ ｎｍ值 ２􀆰 １ 倍作为阳性血清的判定标准。 每

个样品均进行了 ３ 次独立的生物学重复， 利用 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５ 绘图并计算 “平均值±标准差”。
１􀆰 ８　 细胞转染

转染前 ２０～２４ ｈ 将生长状态良好的 ＣＯＳ－１ 细胞

接种于 １２ 孔板， 待细胞丰度约 ８０％时， 按照 Ｘ －
ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书操作

分别 转 染 重 组 载 体 ｐＣＡＧＧＳ － ＩＴＧＡ８ 和 ｐＥＧＦＰ －
ＩＴＧＡ８， 同时设置 ｐＣＡＧＧＳ 和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 转染组作为

阴性对照， 未转染的细胞作为空白对照。 转染后 ３６ ｈ
收集 细 胞 蛋 白， 同 时 用 ４％ 多 聚 甲 醛 固 定 细 胞

３０ ｍｉｎ。
１􀆰 ９　 间接免疫荧光检测 （ＩＦＡ）

４％多聚甲醛固定后的细胞， 含 １０％胎牛血清的

ＰＢＳ ４ ℃ 封闭过夜， 分别加入 １ ∶ ５００ 比例稀释的

ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体 ３７ ℃孵育 ２ ｈ。 以 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
５５５ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 为二抗 （１ ∶ １ ０００） ３７ ℃孵

育 １ ｈ， ＤＡＰＩ 染色后置于荧光显微镜下观察。
１􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将蛋白样品在 １００ Ｖ 条件下进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 其

中一块凝胶进行考马斯亮蓝染色， 检测细胞总蛋白的

表达情况； 同时另一块凝胶在 ４００ ｍＡ 条件下转膜
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３０ ｍｉｎ， 将转印后的 ＮＣ 膜用 ５％脱脂乳室温封闭

２ ｈ。 以 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体 （１ ∶ ４ ０００） 和小鼠

抗 ＧＡＰＤＨ 抗体为一抗 （１ ∶ １ ０００）， 室温孵育 １ ｈ；
以 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 和山羊抗小鼠 ＩｇＧ 为二

抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 利用 ＥＣＬ 发光成像系

统显色。 使用 ＨＲＰ 标记的标签抗体 （Ａｎｔｉ －Ｈｉｓ Ｔａｇ
和 Ａｎｔｉ－ＧＦＰ Ｔａｇ 抗体） 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 室温孵育

１ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤后直接进行 ＥＣＬ 显色。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 高邮鸭 ＩＴＧＡ８ 基因扩增及重组载体构建

以高邮鸭卵巢组织 ｃＤＮＡ 为模板， 分别使用 Ｐ１
和 Ｐ２ 引物对进行 ＰＣＲ 扩增。 琼脂糖凝胶电泳显示，
Ｐ１ 和 Ｐ２ 引物对的 ＰＣＲ 扩增均获得了约 ３ １５３ ｂｐ 的

特异性片段 （图 ２Ａ）， 结果与预期一致。 通过同源

重组方法， 将 ＰＣＲ 扩增产物分别克隆到 ｐＣＡＧＧＳ 和

ｐＥＧＦＰ 载体中。 酶切结果显示， 重组载体 ｐＥＧＦＰ －
ＩＴＧＡ８ 经 ＫｐｎⅠ或 ＸｈｏⅠ单酶切后， 在 ８ ７０２ ｂｐ 处出

现单一条带； 双酶切后， 在 ５ ５４０ 和 ３ １６２ ｂｐ 处分别

出现线性化载体和目的片段， 符合预期 （图 ２Ｂ）。 重

组载体 ｐＣＡＧＧＳ－ＩＴＧＡ８ 经 ＸｈｏⅠ或 ＫｐｎⅠ单酶切后，
在 ８ ７４８ ｂｐ 处观察到单一条带； 双酶切后， 在 ５ ５８３
和 ３ １６５ ｂｐ 处分别观察到线性化载体和目的片段， 结

果与预期一致 （图 ２Ｃ）。 测序结果显示， 所构建载体

中的序列与 ＮＣＢＩ 数据库中公布的绿头鸭 （ Ａｎａｓ
ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓ） ＩＴＧＡ８ 基因序列的相似性为 １００％。 以

上结果表明， 重组载体 ｐＥＧＦＰ －ＩＴＧＡ８ 和 ｐＣＡＧＧＳ－
ＩＴＧＡ８ 已成功构建。

Ｍ１􀆰 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 Ｐ１ 引物对 ＰＣＲ 扩增产物； ２􀆰 Ｐ２ 引物对 ＰＣＲ 扩增产物； Ｍ２􀆰 ＤＬ１５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ３􀆰 ＫｐｎⅠ单酶切鉴定；
４􀆰 ＸｈｏⅠ单酶切鉴定； ５􀆰 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切鉴定； ６􀆰 质粒。

Ａ． 高邮鸭 ＩＴＧＡ８ 基因 ＰＣＲ 扩增； Ｂ． ｐＥＧＦＰ－ＩＴＧＡ８ 质粒酶切鉴定； Ｃ． ｐＣＡＧＧＳ－ＩＴＧＡ８ 酶切鉴定。

图 ２　 高邮鸭 ＩＴＧＡ８ 基因扩增及重组载体构建

２􀆰 ２　 ＩＴＧＡ８ 蛋白生物信息学分析

为了 设 计 ＩＴＧＡ８ 蛋 白 的 免 疫 原， 利 用 ＩＰＣ
ｐｒｏｔｅｉｎ、 ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０ 和 ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ 等生物信息学

工具对 ＩＴＧＡ８ 蛋白的等电点、 信号肽和跨膜结构等

进行 预 测。 结 果 显 示， ＩＴＧＡ８ 蛋 白 分 子 质 量 为

１１６􀆰 ８ ｋＤａ， 由 １ ０５０ 个氨基酸组成， 等电点为 ５􀆰 ３７。
信号肽位于 １～２９ 位氨基酸处 （图 ３Ａ）， 跨膜结构域

分别位于 １３ ～ ３０ 位和 ９９９ ～ １ ０２１ 位氨基酸处 （图
３Ｂ）。 亚细胞定位预测结果显示， 该蛋白可能定位于

细胞质中， 其中内质网和高尔基体各占 ３３􀆰 ３％， 线

粒体和细胞膜各占 １１􀆰 １％； 蛋白三维结构模型显示，
ＩＴＧＡ８ 蛋白由多个 α 螺旋和 β 折叠组成， 形成了复

杂 的 三 级 结 构， 包 含 多 个 结 构 域 （ 图 ３Ｃ ）。
ＤＮＡＳＴＡＲ 软件分析结果显示， ＩＴＧＡ８ 蛋白整体具有

良好的抗原性和亲水性 （图 ３Ｄ）。 鉴于 ＩＴＧＡ８ 蛋白

的分子量较大且结构复杂， 选择了具有良好抗原性并

包含一个完整结构域的氨基酸序列 （第 ３５９ ～ ７２６ 位

氨基酸） （图 ３Ｃ 绿色区域和图 ３Ｄ 绿色框内序列） 进

行后续的原核表达。 该区域编码 ３６８ 个氨基酸， 分子

质量为４０􀆰 ８ ｋＤａ， 等电点为 ４􀆰 ６４。

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



Ａ． 信号肽结构预测； Ｂ． 跨膜结构预测； Ｃ． 蛋白三维结构模型预测 （黄色区域表示信号肽和跨膜结构重叠部分， 橙色区域表示跨膜结构， 绿

色区域表示设计的 ＩＴＧＡ８ 蛋白免疫原， 蓝色区域表示 ＩＴＧＡ８ 蛋白其他部分）； Ｄ． 蛋白抗原性和亲水性预测 （绿色框内的序列表示设计的 ＩＴＧＡ８ 蛋

白免疫原序列）。

图 ３　 ＩＴＧＡ８ 蛋白生物信息学分析

２􀆰 ３　 ＩＴＧＡ８ 免疫原的表达、 纯化及鉴定

为了获得 ＩＴＧＡ８ 免疫原， 将 ＩＴＧＡ８ 蛋白第 ３５９～
７２６ 位氨基酸的基因序列进行密码子优化后构建

ｐＥＴ３０ａ （ ＋ ） － ＩＴＧＡ８ 原 核 表 达 载 体， 并 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 菌株中进行蛋白表达。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测结果

显示 （图 ４）， 破碎菌体的沉淀经 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素变性

重悬的上清液样品中观察到 １ 条约 ４８ ｋＤａ 的显著条

带， 与重组 ＩＴＧＡ８ 蛋白的理论分子量 （４７􀆰 ８ ｋＤａ）
相符。 这表明 ＩＴＧＡ８ 蛋白在 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中主要以

不溶性包涵体形式表达， 且经尿素变性处理后能够有

效溶解。 沉淀重悬后的上清液经 Ｎｉ－ＮＴＡ 磁珠亲和

后， 获得了较高纯度的目的蛋白； 纯化后的蛋白经透

析复 性， 最 终 获 得 可 溶 性 ＩＴＧＡ８ 免 疫 原 蛋 白。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 中的目的蛋白条

带能被抗 Ｈｉｓ 标签抗体特异性识别， 表明成功制备了

重组 ＩＴＧＡ８ 蛋白免疫原。
２􀆰 ４　 ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体效价检测

以 ＩＴＧＡ８ 蛋白免疫原作为底物， 采用间接 ＥＬＩＳＡ
方法检测免疫后不同时间点的多克隆抗体效价。 结果

显示 （图 ５）， 首次免疫后 ２ 周， ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体

的效价约为 １ ∶ １ ２００ （起始稀释比为 １ ∶ ３００）； 在加

强免疫后 ２ 周 （首次免疫后第 ３５ 天）， 抗体效价显

著提高至 １ ∶ ２５ ６００ （起始稀释比为 １ ∶ ４００）； 再次

加强免疫后 ２ 周 （首次免疫后第 ５６ 天）， 抗体效价

进一步升至 １ ∶ １０２ ４００ （起始稀释比为 １ ∶ ８００）。 这

些结果表明， 加强免疫有效提高了抗体效价， 且三免

后具有良好的效价， 具备作为工具抗体的潜力， 并可

用于后续试验。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １． 破碎菌体的沉淀； ２． 纯化后的

ＩＴＧＡ８ 蛋白； ３． 透析复性后的 ＩＴＧＡ８ 蛋白。

图 ４　 ＩＴＧＡ８ 免疫原的表达、 纯化及鉴定
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图 ５　 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体分别在首免 （Ａ）、 二免 （Ｂ） 和三免 （Ｃ） 后 ２ 周的效价检测

２􀆰 ５　 ＩＦＡ 检测 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体特异性

通过利用 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体标记 ＣＯＳ－１ 细

胞中外源表达的 ＩＴＧＡ８ 蛋白以及 ＩＴＧＡ８－ＧＦＰ 融合蛋

白， 并通过荧光显微镜观察蛋白的表达情况， 以评估

ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体的特异性。 结果显示， ｐＣＡＧＧＳ－
ＩＴＧＡ８ 转染组在细胞质中呈现出明显的橙色荧光， 而

ｐＣＡＧＧＳ 空载体转染组和 ＭＯＣＫ 对照组均未观察到橙

色荧光信号。 此外， ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 转染组观察到绿色荧

光均匀分布在整个细胞中， 而 ｐＥＧＦＰ－ＩＴＧＡ８ 转染组

的绿色荧光则仅限于细胞质中， 且 ＧＦＰ 蛋白的绿色

荧光与 ＩＴＧＡ８ 蛋白的橙色荧光几乎完全重叠 （图 ６）。
这些结果表明， 所制备的 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体具

有良好的特异性， 可应用于 ＩＦＡ 检测， 同时证实了

ＩＴＧＡ８ 蛋白和 ＩＴＧＡ８－ＧＦＰ 融合蛋白的表达定位于细

胞膜上。

注： 橙色荧光表示 ＩＴＧＡ８ 蛋白， 绿色荧光表示 ＧＦＰ 蛋白， 蓝色荧光表示细胞核。

图 ６　 ＩＦＡ 检测 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体特异性 （标尺＝５０ μｍ）
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２􀆰 ６　 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验， 利用 ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体

检测 ＣＯＳ－１ 细胞中外源表达的 ＩＴＧＡ８ 蛋白及 ＩＴＧＡ８－
ＧＦＰ 融合蛋白， 以评估其特异性， 并以前期制备的

ＩＴＧＡ８ 免疫原作为阳性对照。 结果显示， ＧＦＰ 抗体分

别在 １５０ ｋＤａ 和 ２７ ｋＤａ 处特异性标记了 ｐＥＧＦＰ －
ＩＴＧＡ８ 转染组中 ＩＴＧＡ８－ＧＦＰ 融合蛋白和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１
转染组中 ＧＦＰ 蛋白 （图 ７Ａ）。 ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体在

４８、 １２１ 和 １５０ ｋＤａ 处特异性标记了 ＩＴＧＡ８ 免疫原

组、 ｐＣＡＧＧＳ－ＩＴＧＡ８ 转染组和 ｐＥＧＦＰ－ＩＴＧＡ８ 转染组

中的 ＩＴＧＡ８ 蛋白 （图 ７Ｂ）。 同时， ＧＡＰＤＨ 抗体在

３６ ｋＤａ 处特异性标记了 ＣＯＳ－１ 细胞中的 ＧＡＰＤＨ 蛋

白 （图 ７Ｃ）。 结果表明， ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体具有良好

的特异性， 可用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ＩＴＧＡ８ 免疫原； ２􀆰 ｐＣＡＧＧＳ－ＩＴＧＡ８
转染组细胞总蛋白样品； ３􀆰 ｐＣＡＧＧＳ 转 染 组 细 胞 总 蛋 白 样 品；
４􀆰 ｐＥＧＦＰ－ＩＴＧＡ８ 转染组细胞总蛋白样品； ５􀆰 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 转染组细胞

总蛋白样品； ６􀆰 未转染的 ＣＯＳ－１ 细胞总蛋白样品。
Ａ． 小鼠抗 ＧＦＰ 抗体 （ＨＲＰ 标记）； Ｂ． ＩＴＧＡ８ 多克隆抗体； Ｃ． 小

鼠抗 ＧＡＰＤＨ 蛋白抗体。

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＴＧＡ８ 蛋白多克隆抗体特异性

３　 讨论

ＩＴＧＡ８ 可能在卵巢发育过程中通过调控卵泡成

熟、 细胞外基质的相互作用及信号传导发挥重要的生

理作用［１６］。 深入研究 ＩＴＧＡ８ 蛋白的分子调控机制，
离不开优质工具抗体的支持。 本研究成功克隆了高邮

鸭 ＩＴＧＡ８ 基因， 利用原核表达系统重组表达 ＩＴＧＡ８
蛋白， 并制备了多克隆抗体。 该抗体在 ＥＬＩＳＡ 检测

中效价达到 １ ∶ １０２ ４００， 且在 ＩＦＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试

验中展现了良好的特异性。 此抗体为进一步研究

ＩＴＧＡ８ 在高邮鸭卵巢发育及繁殖性能中的分子机制提

供了关键的试验工具。
利用生物信息学手段预测并针对性优化免疫原以

增强免疫效果的策略在抗体制备研究中被广泛应

用［１７－１９］。 本研究中， ＩＴＧＡ８ 蛋白由 １ ０５０ 个氨基酸组

成， 分子质量为 １１６􀆰 ７９ ｋＤａ， 结构较复杂， 包含信

号肽、 跨膜结构以及多个功能结构域。 本研究基于

ＩＴＧＡ８ 蛋白的氨基酸序列， 通过生物信息学分析预测

其亲水性、 抗原性、 跨膜结构和信号肽特征， 选择了

第 ３５９～７２６ 位氨基酸序列作为免疫原， 以避免全长

蛋白分子量过大、 结构复杂引起的免疫难度［２０］。 免

疫效果监测结果表明， 选取的部分 ＩＴＧＡ８ 蛋白具有

良好的免疫原性， 成功获得了理想的抗体效价。
ＩＴＧＡ８ 蛋白的亚细胞定位结果显示， ＩＴＧＡ８ 蛋白

和 ＩＴＧＡ８ －ＧＦＰ 融合蛋白均主要定位于细胞质。 然

而， 这与 ＩＴＧＡ８ 作为跨膜蛋白的功能并不一致。 推

测该现象可能与 ＩＴＧＡ８ 的异源表达有关。 研究表明，
跨膜蛋白的正确折叠和亚细胞定位通常依赖宿主细胞

的内源性伴侣蛋白及折叠机制［２１－２３］。 由于 ＣＯＳ－１ 细

胞来源于猴， 而 ＩＴＧＡ８ 蛋白来源于高邮鸭， 所以可

能在 ＣＯＳ－１ 细胞中无法获得足够的分子伴侣支持，
或者未能正确折叠、 修饰和转运， 导致其定位异常于

细胞质。 该推测符合 ＩＴＧＡ８ 蛋白亚细胞定位于内质

网、 高尔基体、 线粒体和细胞膜的生物信息学预测

结果。
本研究中， 在转染 ＣＯＳ － １ 细胞后， ｐＥＧＦＰ －

ＩＴＧＡ８ 和 ｐＣＡＧＧＳ － ＩＴＧＡ８ 质粒的表达水平较低，
ＩＴＧＡ８－ＧＦＰ 融合蛋白和 ＩＴＧＡ８ 蛋白的表达水平显著

低于 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 质粒转染后 ＧＦＰ 蛋白。 鸭源跨膜蛋

白 ＩＴＧＡ８ 及其融合蛋白 ＩＴＧＡ８－ＧＦＰ 在 ＣＯＳ－１ 细胞中

的低表达可能源于其较大的分子量 （约１５０ ｋＤａ） 和

复杂的跨膜结构， 导致折叠效率低， 容易被蛋白酶降

解， 同时翻译后修饰可能不充分或发生错误［２４－２５］。
此外， 异源表达系统中可能缺乏适当的分子伴侣， 进

一步加剧了蛋白质的错误折叠和降解［２６］。 相比之下，
ＧＦＰ 蛋白由于其结构简单、 折叠效率高， 且对翻译

后修饰的依赖性较低， 因而在ＣＯＳ－１ 细胞中的表达

水平显著高于 ＩＴＧＡ８ 及其融合蛋白。
综上， 本研究成功制备了针对高邮鸭 ＩＴＧＡ８ 蛋

白的多克隆抗体， ＥＬＩＳＡ 检测效价达 １ ∶ １０２ ４００，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 试验均验证了其良好的特异性。
本研究结果为深入探讨 ＩＴＧＡ８ 蛋白在高邮鸭卵巢发

育中的功能提供了关键试验工具， 并为进一步研究高

邮鸭繁殖性能的遗传改良奠定了坚实基础。
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