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摘要： 旨在真核表达牛妊娠相关糖蛋白 ２０ （ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ２０， ＢｏＰＡＧ２０）， 并对蛋白质结构与功能进行预测。 参考

ＧｅｎＢａｎｋ中 ＢｏＰＡＧ２０ 基因密码子进行优化并合成， 构建真核表达载体 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０， 转染至 ２９３Ｆ 细胞中进行瞬时表达。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测表达效果， Ｎｉ２＋亲和磁珠纯化蛋白， 用纯化后的蛋白免疫小鼠验证免疫原性， 并对 ＢｏＰＡＧ２０ 结构与功能进行预测分析。 结果： 优化后的

ＢｏＰＡＧ２０ 基因长度为 １ １４３ ｂｐ， 编码 ３８０ 个氨基酸残基， 密码子适用指数 （ＣＡＩ） 由原来的 ０􀆰 ７７ 提高到 ０􀆰 ９６， ＧＣ 含量由 ４８􀆰 ９１％提高到 ５５􀆰 ２９％；
成功构建了 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０ 真核表达载体， 转染至 ２９３Ｆ 细胞中成功表达， 获得 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白相对分子量约为 ５８ ｋＤａ； 纯化后 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白免

疫小鼠， ３４ ｄ 后测定血清效价达到 １ ∶ １０５； ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白无跨膜螺旋区， 为分泌性蛋白， 信号肽是 Ｎ 端 １５ 个氨基酸， 存在 ６ 个糖基化位点

（Ｓｅｒ３６、 Ｓｅｒ５６、 Ｓｅｒ５７、 Ｓｅｒ７６、 Ｓｅｒ８０、 Ｔｈｒ１１５） 和 ８ 个 Ｂ 细胞抗原表位， 二级结构由 α－螺旋 （１８􀆰 ６８％）、 无规则卷曲 （４５％） 和延伸链 （３０􀆰 ７９％），
无 β－转角； 与 ＢｏＰＡＧ２０ 互作蛋白包括 β－淀粉样蛋白 （ＡＰＰ） 和 β－淀粉样前体样蛋白 ２ （ＡＰＬＰ２）。 本研究成功表达并纯化出 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白， 证

实其具有良好的免疫原性， 并进行了结构和功能预测， 为该蛋白的结构和功能研究奠定基础。
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　 　 牛妊娠相关糖蛋白 （Ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＢｏＰＡＧｓ） 是母牛授精怀孕后胎盘组织

中的滋养层细胞合成的一类糖蛋白， 属于天冬氨酸蛋

白酶家族［１］， 具有至少 ２２ 个不同的转录本以及变异

体， 且孕期持续存在， 对维持牛妊娠具有重要作

用［２］。 在怀孕早期的母牛外周血中可以检测到妊娠

相 关 糖 蛋 白 （ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＰＡＧｓ）， 因此， 常作为牛早期妊娠诊断的一种标志

物［３－５］。 根据系统发育， ＰＡＧｓ 可以分为： “古代” 和

“现代” 组， 而大多数 ＰＡＧｓ 属于 “现代” 组， 相关

研究表明， “现代” ＰＡＧｓ 组的成员可以作为牛血清

或牛奶中的生化妊娠指标［６－７］。 ＢｏＰＡＧ２０ 属于 “现
代” 组， 基因全长为 １ １４０ ｂｐ 有 １ 个 ＣＤＳ 区， 编码

３８０ 个 氨 基 酸。 在 国 内， 已 有 学 者 对 ＢｏＰＡＧ１、
ＢｏＰＡＧ４、 ＢｏＰＡＧ６、 ＢｏＰＡＧ７、 ＢｏＰＡＧ８、 ＢｏＰＡＧ９、
ＢｏＰＡＧ１６ 和 ＢｏＰＡＧ１９ 等进行蛋白的表达研究［８－１４］，
而对 ＢｏＰＡＧ２０ 在 ２９３Ｆ 细胞中表达纯化以及结构功能

预测未见报道。 通过化学方法从组织中提取天然的

ＰＡＧ２０ 蛋白非常困难， 但可以通过基因合成并在细

胞中表达的方法获得。 因此， 本研究主要是通过密码

子偏好性优化 ＢｏＰＡＧ２０ 基因序列并合成， 构建出真

核表达载体 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０， 并成功在 ２９３Ｆ 细胞中

进行表达并纯化； 通过免疫小鼠测定蛋白的免疫原

性， 通过在线软件对其蛋白结构和功能进行预测， 为

其结构功能研究以及建立牛早孕快速检测方法提供

帮助。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

凝胶回收和小提试剂盒购自南京诺唯赞生物科技

有限公司； 蛋白彩虹 Ｍａｒｋｅｒ 购自武汉赛维尔生物科

技有限公司； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自莱尔生物；
ＤＨ５α 感受态细胞、 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶和 ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自上海源叶科技有限公司； 限制性内切酶

ＫｐｎⅠ、 ＸｂａⅠ和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自北京全式金生物

公司； Ａｎｔｉ－６×Ｈｉｓ－Ｔａｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ 和 ＨＲＰ 标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ 购 自 武 汉 菲 恩 生 物 科 技 有 限 公 司；
ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ ＨｉＰｕｒｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｄｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； Ｓｕｐｅｒ ＥＣＬ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购
自翌圣生物科技 （上海） 股份有限公司； 转染试剂

购自北京义翘神州科技股份有限公司； ｐｃＭＶ３ 真核

表达载体和 ２９３Ｆ 悬浮细胞由本中心－８０ ℃冻存。
１􀆰 ２　 目的基因密码子的优化和合成

利用在线软件 ＭａｘＣｏｄｏｎＴＭ对 ＢｏＰＡＧ２０ 基因密码

子 （ＮＣＢＩ： ＮＭ＿１７６６２９􀆰 １） 进行优化， 提高密码子

适用指数 （ＣＡＩ）， 降低序列中碱基重复结构， 优化

后的 ＢｏＰＡＧ２０ 基因 ５′端插入 ＫｐｎⅠ酶切位点和 ６×Ｈｉｓ
标签序列， ３′端插入 ＸｂａⅠ酶切位点， 并进行基因

合成。
１􀆰 ３　 真核表达载体的构建

提取 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢｏＰＡＧ２０ 和 ｐＣＭＶ３ 质粒， 加入

各 ０􀆰 ５ μＬ ＫｐｎⅠ和 ＸｂａⅠ限制性内切酶进行双酶切，
琼脂糖凝胶电泳切胶回收目的片段， 用 Ｔ４ 连接酶将

载体与目的基因连接。 总反应体积 １０ μＬ： 载体

０􀆰 ２ μＬ， 目的基因 ０􀆰 ５ μＬ， Ｔ４ 连接酶 １ μＬ， １０×连
接酶 ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， Ｈ２Ｏ ７􀆰 ３ μＬ。 １６ ℃反应 １２ ｈ。 吸

取连接后产物加入到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中

进行 ４２ ℃热激转化， 培养 ４ ｈ 后离心将菌液涂于氨

苄抗性的固体平板上， ３７ ℃培养 １２ ｈ， 挑取平板上

的单个菌落接入液体 ＬＢ 培养基中培养并进行菌液

ＰＣＲ 鉴定， 小提质粒后采用双酶切鉴定。 鉴定后进

行质粒的大量制备， 并分装－２０ ℃冻存。
１􀆰 ４　 质粒瞬时转染和目的基因表达

在 ３７ ℃水浴中快速融化冻存的 ２９３Ｆ 细胞， 加入

到 ２５０ ｍＬ 细胞培养瓶中含有预热的 ５０ ｍＬ Ｔｒａｎｓｐｒｏ
ＣＤ０１ 培养基， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２， １１５ ｒ ／ ｍｉｎ 培养， 每

天计数并观察活率， ４ ｄ 后当细胞浓度达到 ２ × １０６

ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 以上时进行传代。 连续传代 ４ 次， 当活率＞
９５％时， 以 ２×１０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 密度传代， 第 ２ 天细胞密

度达到 ４􀆰 ０×１０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 时进行瞬时转染。 将 ５０ μｇ
质粒和 ３００ μＬ 转染试剂分别加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 中，
５ ｍｉｎ 后进行混合， 室温静止 ５ ｍｉｎ 后缓慢滴加到细

胞中， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２， １１５ ｒ ／ ｍｉｎ 培养， １８ ｈ 后加入

Ｔｒａｎｓｐｒｏ ｆｅｅｄ １ 补料 ２􀆰 ５ ｍＬ， ４ ｄ 后进行活细胞计数，
当活细胞＜６０％时停止培养， 离心收集上清液， 并进

行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。
１􀆰 ５　 重组蛋白的纯化

取 ４～６ ｍＬ 亲和纯化磁珠， 用磁力架将磁珠和上

清液 分 离， 用 平 衡 液 （ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ ＨＣｌ， ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 洗涤磁珠 ２ 次， 然后将磁

珠加入到细胞上清液中， 室温晃动结合 ４ ｈ， 分离磁

珠， 加平衡液洗涤磁珠 ２ 次， 然后加入 １ ｍＬ 洗脱液
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（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ ＨＣｌ， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
咪唑， ｐＨ＝ ７􀆰 ４） 洗涤磁珠， 收集洗涤液， 进行ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 检测。
１􀆰 ６　 目的蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

先按照凝胶大小裁剪好 ＰＶＤＦ 膜， 并用甲醇活化

１ ｍｉｎ， 然后按照 ＢＩＯ－ＲＡＤ 半干式电转仪转印说明书

进行转印。 转印后 ＰＶＤＦ 膜用 ５％ ＢＳＡ 室温封闭 ２ ｈ
后， 加入 １ μＬ 抗 ６×Ｈｉｓ 标签小鼠单克隆抗体， ４ ℃
孵育过夜， 第 ２ 天用 １×ＰＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ，
二抗用 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ， 最后用 ＥＣＬ 化

学发光液在凝胶成像仪上进行显色。

１􀆰 ７　 小鼠免疫及抗体效价测定

选择 ６ ～ ８ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ４ 只， 体重

（２０±２） ｇ， 用弗氏完全佐剂与蛋白等体积混合并乳

化， 一免进行腹腔注射 （１００ μｇ ／只）， ２１ ｄ 改用与

弗氏不完全佐剂混合乳化进行二免， ３１ ｄ 进行三免。
三免后 ３ ｄ 采小鼠尾静脉血， 并用 ＥＬＩＳＡ 方法测定抗

体效价。
１􀆰 ８　 结构和功能预测分析

通过在线软件进行蛋白结构与功能预测分析， 详

见表 １。

表 １　 蛋白质结构功能预测软件

预测 在线软件 　 　 　 　 　 　 　 　 网址

理化性质 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／

跨膜结构 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ􀆰 ２􀆰 ０ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ ／

信号肽 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／

糖基化位点 ＹｉｎＯＹａｎｇ １􀆰 ２ Ｓｅｒｖｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＹｉｎＯＹａｎｇ ／

Ｂ 细胞线性表位 ＩＥＤＢ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ ／

二级结构 ＰＳＩＰＲＥＤ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ ／

三级结构 Ｐｈｙｒｅ ２ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２ ／ ｈｔ－ｍｌ ／ ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ

蛋白质互作 ＳＴＲＩＮＧ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ ／

２　 结果

２􀆰 １　 ＢｏＰＡＧ２０ 基因的序列优化合成

利用在线优化软件 ＭａｘＣｏｄｏｎＴＭ对 ＢｏＰＡＧ２０ 基因

密码子进行优化， 优化后 ＢｏＰＡＧ２０ 基因密码子 ＣＡＩ
由 ０􀆰 ８０ 提高到 ０􀆰 ９６， Ｇ ＋Ｃ 含量由 ４８􀆰 ９１％提高到

５５􀆰 ２９％。 优化前后 ＢｏＰＡＧ２０ 基因的核苷酸序列全长

１ １４３ ｂｐ， 共编码 ３８０ 个氨基酸残基。
２􀆰 ２　 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０ 载体鉴定

将提取的质粒进行 ＰＣＲ 鉴定和 ＫｐｎⅠ和 ＸｂａⅠ双

酶切鉴定， 如图 １ 所示， 质粒 ＰＣＲ 后获得 １ １４３ ｂｐ
目的片段， 酶切后载体片段大小为 ３ ３００ ｂｐ， 目的基

因片段为 １ １４３ ｂｐ， 大小正确， 表明成功构建了真核

表达质粒 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０。
２􀆰 ３　 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０ 的瞬时转染

转染后收集细胞上清液， 然后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析， 结果如图 ２ 所示， 出现大小为 ５８􀆰 ０ ｋＤａ 的目

标蛋白条带。
２􀆰 ４　 目的蛋白的纯化

将磁珠纯化后的蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，

在 ５８􀆰 ０ ｋＤａ 处出现目标条带， 大小正确， 表明纯化

出目的蛋白 （图 ３）。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ２： ＰＣＲ 扩增产物； ３􀆰 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０；
４􀆰 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０ 双酶切产物。

图 １　 重组质粒 ＰＣＲ （Ａ） 和双酶切鉴定 （Ｂ）
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Ｍ． 标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐｃＭＶ３ －ＢｏＰＡＧ２０ 转染后细胞上清液；
２􀆰 空载体转染后细胞上清液。

图 ２　 ｐｃＭＶ３－ＢｏＰＡＧ２０ 瞬时转染结果

Ｍ． 蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 纯化后 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白。

图 ３　 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白纯化结果

２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果显示， 纯化后 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋

白在 ５８􀆰 ０ ｋＤａ， 与预期大小相符 （图 ４）。

Ｍ． 预染蛋白标准； １􀆰 纯化后蛋白。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ６　 抗体水平检测

重组蛋白免疫小鼠后采集血清， ＥＬＩＳＡ 检测结果

表明， 在免疫后 ３５ ｄ 抗体水平达到峰值， 达到 １０５以

上， 抗体水平较高 （图 ５）。 表明纯化后的 ＢｏＰＡＧ２０
重组蛋白免疫原性较好。

图 ５　 小鼠血清中抗 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白抗体滴度检测

２􀆰 ７　 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白理化性质预测

通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件在线分析表明， ＢｏＰＡＧ２０ 蛋

白分子量为 ４２ ６０５􀆰 ２７， 等电点为 ９􀆰 ６７， 不稳定性指

数计算为 ３９􀆰 ８９， 脂肪族指数为 ８６􀆰 ８７， 消光系数为

５２ ７４５ Ｌ ／ （ｍｏｌ·ｃｍ）， 体外半衰期为 ３０ ｈ。
２􀆰 ８　 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白结构和功能预测

通过 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 和 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ􀆰 ２􀆰 ０
预测信号肽和跨膜结构域， 结果 Ｎ 端 １５ 个氨基酸序

列为信号肽 （图 ６Ａ）， 没有跨膜结构区 （图 ６Ｂ）。
糖基化位点分析结果表明， ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白有 ６ 处糖

基化位点， 分别是 Ｓｅｒ３６、 Ｓｅｒ５６、 Ｓｅｒ５７、 Ｓｅｒ７６、 Ｓｅｒ８０和
Ｔｈｒ１１５位点 （图 ６Ｃ）。 发现 ８ 段优势表位多肽为 Ｂ 细

胞抗原表位 （图 ６Ｄ）。 通过 ＰＳＩＰＲＥＤ 和 Ｐｈｙｒｅ ２ 软件

进行二级结构和三级结构预测， 结果显示， α－螺旋

占 １８􀆰 ６８％， 无规则卷曲占 ４５％， 延伸链占 ３０􀆰 ７９％，
无 β－转角 （图 ６Ｅ）。 蛋白的三级结构预测结果如图

６Ｆ。 在 ＳＴＲＩＮＧ 软件中输入蛋白的氨基酸序列， 选择

物种， 进行蛋白－蛋白互作预测， 结果显示， β－淀粉

样蛋白 （ＡＰＰ） 和 β－淀粉样前体样蛋白 ２ （ＡＰＬＰ２）
与 ＢｏＰＡＧ２０ 互作 （图 ６Ｇ）。
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Ａ． 信号肽预测； Ｂ． 跨膜预测； Ｃ． 糖基化位点预测； Ｄ． Ｂ 细胞表位预测； Ｅ． 二级结构预测； Ｆ． 三级结构预测； Ｇ． 互作蛋白预测。

图 ６　 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白结构和功能预测
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３　 讨论

目前， 在母牛妊娠诊断方面， 直肠触诊和超声诊

断是比较常用的方法， 但是需要有成熟的技术人员，
并且仪器设备价格昂贵， 限制了在牛场中的广泛应

用［１５］。 而以 ＰＡＧｓ 为检测标志物的进口试剂盒已经

大规模推广应用， 并具有较高的准确率［１６］， 但其价

格较高， 使大多数牛场望而却步。 而在国内 ＰＡＧｓ 的

研究起步较晚， 在 ＰＡＧｓ 蛋白和抗体相关方面研究较

少， 从而限制了其在国内的发展。 因此， 如何才能够

获取高纯度 ＰＡＧｓ 蛋白， 制备出用于检测用单克隆抗

体， 建立快速的检测方法迫在眉睫。
目前， 已有学者从多种哺乳动物胎盘胎子叶中分

离出 ＰＡＧｓ 天然蛋白［１７－１８］， 但是步骤繁琐并且得到的

蛋白纯度不高， 不能够满足后续的研究需要， 而体外

重组蛋白技术可以解决这一问题。 因此， 本研究通过

体外合成 ＢｏＰＡＧ２０ 基因， 构建真核表达载体， 并在

２９３Ｆ 细胞中表达出 ＰＡＧ２０ 蛋白。 另外相关研究表

明， 分泌到血清中 ＰＡＧｓ 蛋白存在着糖基化修饰， 导

致蛋白的分子量增加， 本研究是在哺乳动物细胞

２９３Ｆ 中表达 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白， 得到蛋白的分子量大于

其理论分子质量， 为 ５８ ｋＤａ， 发生了糖基化修饰，
这与 Ｐａｔｅｌ 等［１９］和刘长彬等［１２］ 研究发现 Ｎ－糖基化位

点修饰导致 ＢｏＰＡＧｓ 蛋白的分子量增加结果一致。
本试验得到的 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白免疫小鼠后可以引

起良好的免疫应答， 表明纯化后 ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白可以

作为 抗 原 免 疫 小 鼠 进 行 杂 交 瘤 细 胞 制 备， 为

ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白单克隆抗体的制备奠 定 基 础。 对

ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白进行蛋白互作分析结 果 显 示， 与

ＢｏＰＡＧ２０ 互作的蛋白有 ２ 个， 分别是 ＡＰＰ 和 ＡＰＬＰ２
蛋白， 其中 ＡＰＰ 代谢异常与阿尔茨海默疾病等神经

退行性疾病的发生密切相关［２０］， 而另一种 ＡＰＬＰ２ 蛋

白具有促进哺乳动物神经细胞迁移的作用［２１］， 但是

ＢｏＰＡＧ２０ 是否参与早期神经发育， 以及能否作为牛

早期妊娠诊断标志物还需要进一步的试验研究。

４　 结论

本研究通过对 ＢｏＰＡＧ２０ 基因密码子进行优化，
并成功在 ２９３Ｆ 细胞中表达， 纯化后蛋白免疫小鼠具

有良好的免疫原性。 对其蛋白进行结构和功能预测分

析， ＢｏＰＡＧ２０ 蛋白具有 ６ 处糖基化位点和 ８ 个 Ｂ 细

胞优势表位， Ｎ 端 １５ 个氨基酸序列为信号肽， 且无

跨膜结构， 其互作蛋白为 ＡＰＰ 和 ＡＰＬＰ２。
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