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摘要： 旨在制备猪滤泡辅助性 Ｔ （Ｔｆｈ） 细胞转录因子 Ｂ 细胞淋巴瘤 ６ （ＢＣＬ６） 抗血清。 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中猪 ＢＣＬ６ 开放阅读框， 优化设计并合成

ｐＥＴ３０ａ－ＢＣＬ６ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 重组表达载体， 将重组载体 ｐＥＴ３０ａ－ＢＣＬ６ 转化入大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 加入 ＩＰＴＧ 诱导表达 ＢＣＬ６
蛋白， 将纯化的目的蛋白与 ２０６ 佐剂混合乳化后经背部皮下免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 经过 ４ 次免疫后收集获得抗血清。 采用 ＥＬＩＳＡ 检测血清抗体滴度，
结果显示抗体水平随着免疫次数的增加而逐步升高， 抗血清稀释至 １ ∶ １６ ０００ 倍仍能与原核表达的 ＢＣＬ６ 蛋白反应； 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 评价抗血清

与原核表达 ＢＣＬ６ 蛋白的反应性， 分析结果显示制备的抗血清可与原核表达 ＢＣＬ６ 蛋白特异性结合。 为进一步验证抗血清与 ＢＣＬ６ 蛋白的反应性，
将重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 转染 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 评价抗血清的反应性， 结果显示所制备的抗血清可与真核表达的 ＢＣＬ６ 蛋白

特异性结合； 采用间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 评价抗血清的反应性， ＩＦＡ 结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果一致， 显示所制备的抗血清可与真核表达的 ＢＣＬ６ 蛋

白特异性结合。 综上， 本研究成功制备了猪 ＢＣＬ６ 抗血清， 为后期制备猪 ＢＣＬ６ 单克隆抗体及研究黏膜免疫过程中 Ｔｆｈ 细胞的相关功能奠定了

基础。
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　 　 滤泡辅助性 Ｔ （Ｔｆｈ） 细胞于 ２０００ 年首次在人类

扁桃体中被发现， 其特征为高表达趋化因子受体 ５
（ＣＸＣＲ５） 分子［１－３］， 是区别于辅助性 Ｔ 细胞 １ 型

（Ｔｈ１）、 辅助性 Ｔ 细胞 ２ 型 （Ｔｈ２）、 辅助性 Ｔ 细胞

１７ 型 （Ｔｈ１７） 及调节性 Ｔ 细胞 （Ｔｒｅｇ） 的另一亚群

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞［４－６］。 Ｔｆｈ 细胞主要分布于机体的淋巴组

织中， 对免疫应答具有调节作用， 并在生发中心

（ＧＣ） 形成、 Ｂ 细胞活化和抗体型别转换中发挥着至

关重要的作用。 转录因子 Ｂ 细胞淋巴瘤 ６ （ＢＣＬ６）
是 Ｔｆｈ 细胞分化的关键调控因子， ＢＣＬ６ 分子缺失后，
机体不发生 Ｔｆｈ 细胞的分化， 而其他 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞亚

群的分化不易受其影响［７－９］。 ＢＣＬ６ 蛋白由 ７０６ 个氨

基酸组成， 属于 ＢＴＢ－ＰＯＺ 结构域 （ＢＴＢ－ＰＯＺ） 转录

因子家族， 是一种含锌指结构的序列特异性转录共抑

制因子。 ＢＣＬ６ 蛋白 Ｎ 端具有 ＢＴＢ ／ ＰＯＺ， ＢＣＬ６ 可通

过该结构域招募其他转录共抑制因子， 或与其他锌指

结构蛋白相互作用， 然后结合特异性 ＤＮＡ 序列， 发

挥转录抑制作用。 同时也有研究表明， 转录因子

ＢＣＬ６ 对于 ＧＣ Ｂ 细胞和 Ｔｆｈ 的成熟和发育起调控作

用［１０－１１］。 在 Ｔｆｈ 细胞相关免疫反应发生的整个过程

中， 转录因子 ＢＣＬ６ 都受到严格的调控， 参与这种调

控的信号包括细胞因子、 介导细胞间直接相互作用的

表面共刺激分子以及细胞内其他转录因子［９，１２］。
Ｔｆｈ 细 胞 的 分 化 是 一 个 多 步 骤 且 精 细 的 过

程［１３－１５］。 初始 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞在树突状细胞及特定的细

胞因子作用下增殖分化， 上调表达转录因子 ＢＣＬ６ 并

诱导其向 Ｔｆｈ 细胞分化［１６］。 上调表达的转录因子

ＢＣＬ６ 抑制 Ｂ 淋巴细胞诱导成熟蛋白 １ （Ｂｌｉｍｐ１） 分

子的表达从而抑制初始 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞向非 Ｔｆｈ 细胞分

化［１７］。 随着 Ｔｆｈ 细胞的启始分 化， 膜 表 面 分 子

ＣＸＣＲ５ 上调表达， 在其作用下初始分化的 Ｔｆｈ 细胞

迁移至 Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞交界区域， 在 Ｂ 细胞的作用

下介导 Ｔｆｈ 细胞进入 Ｂ 细胞淋巴滤泡， 最终促进 Ｔｆｈ
细胞的完全成熟［１６，１８］。 成熟的 Ｔｆｈ 细胞辅助 Ｂ 细胞

成熟并分化为浆母细胞。
ＢＣＬ６ 作为 Ｔｆｈ 细胞分化的关键调节因子， 与 Ｔ

细胞因子 １ （ＴＣＦ１） 等转录因子共同抑制 Ｂｌｉｍｐ１ 的

表达， 对 Ｔｆｈ 细胞的成熟至关重要［１９－２１］。 研究表明，
人类和小鼠的 ＧＣ－Ｔｆｈ 细胞在表面蛋白标记、 基因表

达和 ＢＣＬ６ 表达上具有相似性， 暗示出 Ｔｆｈ 细胞生物

学特性的进化保守性。 目前， Ｔｆｈ 细胞分化和功能研

究主要集中在人类和小鼠， 而关于猪 Ｔｆｈ 细胞的分化

及生物学功能研究鲜见报道， 其分化过程中涉及的细

胞因子及机制尚不清楚， 需要进一步深入研究。 鉴于

ＢＣＬ６ 作为 Ｔｆｈ 细胞分化的标志性转录因子， 开发针

对性的抗体对于探索猪 Ｔｆｈ 细胞的分化和功能至关

重要。
基于此， 本研究成功制备了猪源 Ｔｆｈ 细胞关键转

录因子 ＢＣＬ６ 的抗血清， 并对其功能进行了验证， 为

深入研究猪 Ｔｆｈ 细胞的分化和生物学功能提供物质

材料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂和仪器

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、 大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞皆由本实验室制备保存。 重组载

体 ｐＥＴ－３０ａ－ＢＣＬ６ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 由擎科生物技

术有限公司合成。 ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂购自

诺唯赞公司； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 质粒提取试剂盒购自

ＯＭＥＧＡ公司； ＩＰＴＧ 购自 ＳＩＧＭＡ 公司； 限制性内切

酶 Ｋｐｎ Ⅰ、 Ｘｈｏ Ⅰ、 ＥｃｏＲ Ⅰ 和 Ｘｂａ Ⅰ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司； ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体购自中杉

金桥生物技术有限公司； ＣｏｒａＬｉｔｅ® ４８８ 标记的山羊抗

小鼠 ＩｇＧ 抗体购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司； 牛血清白蛋

白 （ＢＳＡ） 购自 Ｂｉｏｆｒｏｘｘ 公司； ＴＭＢ 底物显色液购自

Ｓｕｒｍｏｄｉｃｓ 公司； Ｎｉ －ＮＴＡ 蛋白纯化试剂购自 ＧＥ 公

司； 二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒 （ＢＣＡ） 购自碧云

天公司。 ＰＣＲ 反应仪购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司； ＶＡＲＩ⁃
ＯＳＫＡＮ ＬＵＸ 多功能酶标仪购自赛默飞公司； Ｃｈｅｍｉ⁃
ＤｏｃＴＭＸＲＳ＋型高分辨率图像采集系统购自美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ２　 实验动物

６～８ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 （购自中国

农业科学院兰州兽医研究所实验动物中心） 严格按

照 《中华人民共和国动物伦理程序和指导原则》 进

行饲养与处理， 且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）。
１􀆰 ３　 ＢＣＬ６ 蛋白原核表达及鉴定

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中猪 ＢＣＬ６ 开放阅读框 （ ＸＭ ＿
００３３５８７４８􀆰 ４） 提供的氨基酸序列， 以限制性内切酶

ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ为酶切位点， 由擎科生物技术有限公

司优化密码子并合成重组载体。 使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件

设计引物， 上游引物 （５′→３′）： ＣＣＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧ⁃
ＧＣＧＴＣＴＣＣＡＧＣＴＧＡＴＡＧＣＴ， 下 游 引 物 （ ５′ → ３′）：
ＧＧＣＧＡＧＣＴＣＣＧＴＧＣＧＡＡＡＧＣＣＧＴＣＡＡ， 下划线处分

别为 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点。 ＰＣＲ 扩增体系： ２×
Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 上、 下游引物 （ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μＬ， ＢＣＬ６ ｃＤＮＡ １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
８ μＬ。 反应程序： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５２ ℃
１５ ｓ， ７２ ℃ ２２ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 产物进行

琼脂糖凝胶电泳。 ｐＥＴ － ３０ａ 载体和纯化产物均用
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ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ进行酶切， 纯化后的产物连接， 转化，
接种卡那霉素 ＬＢ 平板。 挑单菌落鉴定， 将阳性菌液

测序， 测序正确， 将其命名为 ｐＥＴ－３０ａ－ＢＣＬ６。 将重

组载体 ｐＥＴ－３０ａ－ＢＣＬ６ 转入 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细

胞， 挑取单克隆菌落摇菌， 当菌液 ＯＤ６００ ｎｍ值为 ０􀆰 ６ ～
０􀆰 ８ 时加入 ＩＰＴＧ 进行诱导。 诱导 ８ ｈ 后经 ８ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收集菌体， 超声破碎菌体， 经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定蛋白的表达。 将包涵体形式表达的

蛋白用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶解， 再经尿素浓度逐级降低透

析复性蛋白。 采用 Ｎｉ－ＮＴＡ 方法纯化蛋白， 一是将纯

化的 ＢＣＬ６ 蛋白经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 胶转印至 ＰＶＤＦ 膜上，
考马斯亮蓝染色鉴定纯化的重组蛋白； 二是将纯化的

ＢＣＬ６ 蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 胶转印至 ＰＶＤＦ 膜上， ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 后转膜 １ ｈ， 使用 ＴＢＳＴ 封闭 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３
遍， 利用一抗 Ｈｉｓ 抗体 （１ ∶ ５ ０００） ４ ℃ 过夜孵育，
ＰＢＳＴ 洗 ３ 遍， 二抗使用抗鼠 ＩｇＧ 抗体 （１ ∶ １ ０００）
室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 遍， 使用高分辨率图像采集

系统显影并采集图像， 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法鉴定纯

化的重组蛋白。
１􀆰 ４　 ＢＣＬ６ 蛋白多克隆抗血清的制备

将纯化的蛋白 ＢＣＬ６ 与 ２０６ 佐剂等体积混合并利

用三通装置乳化后经背部皮下多点免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠， 每只注射 １００ μｇ， 每 ２ 周免疫 １ 次， 共免疫 ４
次， 在第 ４ 次免疫后 １ 周经眼球采血收集抗血清。 首

次免疫前经断尾收集血清作为阴性对照， 二免、 三免

和四免前断尾收集血清分别作为一免、 二免和三免后

血清样品。 四免后 １ 周通过眼球采血收集抗血清， 采

用 ＥＬＩＳＡ 检测抗血清的抗体水平变化， 及四免后抗

血清的抗体滴度。
１􀆰 ５　 ＢＣＬ６ 蛋白的真核表达鉴定

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中猪 ＢＣＬ６ 开放阅读框 （ ＸＭ ＿
００３３５８７４８􀆰 ４） 提供的氨基酸序列， 以限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ为酶切位点， 由擎科生物技术有限公

司优化密码子并合成重组载体。 使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件

设计引物， 上游引物 （５′→３′）： ＣＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧ⁃
ＧＣＧＴＣＴＣＣＡＧＣＴＧＡＴＡＧＣＴ， 下 游 引 物 （ ５′ → ３′）：
ＧＧＣＡＧＡＴＣＴＣＧＴＧＣＧＡＡＡＧＣＣＧＴＣＡＡ， 下划线处 分

别为 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ酶切位点。 ＰＣＲ 扩增体系： ２×
Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 上、 下游引物 （ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μＬ， ＢＣＬ６ ｃＤＮＡ １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
８ μＬ。 反应程序： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５５ ℃
１５ ｓ， ７２ ℃ ２２ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 产物进行

琼脂糖凝胶电泳。 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 载体和纯化产物均用

ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ进行酶切， 纯化后的产物连接， 转化，
接种卡那霉素 ＬＢ 平板。 挑单菌落鉴定， 将阳性菌液

测序， 测序正确， 将其命名为 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６。 将

鉴定正确的重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 转化入 ＤＨ５α
感受 态 细 胞， 挑 取 单 菌 落 摇 菌， 提 取 质 粒， 将

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 转染 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 转染 ３６ ｈ 后

弃掉细胞培养液， 用 ＰＢＳＴ 洗细胞 ３ 遍， 加入 ４％多

聚甲醛室温固定细胞 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ 洗细胞 ３ 遍， 加

入 １％ Ｔｒｉｔｏｎｘ－１００ 室温透膜 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ 洗细胞 ３
遍， 加入 ２％ ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ， 加入小鼠抗 Ｈｉｓ 抗

体 （１ ∶ ５ ０００） 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 遍， 加入

ＣｏｒａＬｉｔｅ® ４８８ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体 （ １ ∶
１ ０００） 室温孵育１ ｈ， 利用荧光显微镜观察荧光信

号。 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞于转染后 ４８ ｈ 弃掉培养液， 用

ＰＢＳ 洗 ３ 遍， 利用 ＮＰ４０ 在冰上裂解细胞， 在 ４ ℃条

件下经 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心去除细胞碎片收集上清液，
加入 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 煮沸 １０ ｍｉｎ 以制备蛋白样品。 将

获得的蛋白样品经 ＳＤＳ－ＰＡＥＧ 后转印至 ＰＶＤＦ 膜上，
利用 ５％的脱脂乳于 ４ ℃过夜封闭 ＰＶＤＦ 膜， 利用小

鼠抗 Ｈｉｓ 抗体 （１ ∶ ５ ０００） 室温孵育膜 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗

３ 遍， 加入 ＨＲＰ 标记的抗小鼠 ＩｇＧ 抗体 （１ ∶ ５ ０００）
室温孵育膜 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 遍， 利用 ＥＣＬ 显色检测

目的蛋白。
１􀆰 ６　 抗血清特异反应性的验证

将重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 转染 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细

胞， 分别利用间接免疫荧光 （ ＩＦＡ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测抗血清的反应性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验步骤如 １􀆰 ３
中所述， ＩＦＡ 试验步骤如 １􀆰 ５ 中所述。 ＩＦＡ 试验中一

抗为制备的抗血清， 稀释比例为１ ∶ ５００， 二抗为 Ｃｏｒ⁃
ａＬｉｔｅ® ４８８ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体， 稀释度为１ ∶
２ ０００。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验中一抗为 １ ∶ ２ ０００ 稀释的所

制备抗血清， 二抗为 １ ∶ ５ ０００ 稀释 ＨＲＰ 标记的山羊

抗小鼠 ＩｇＧ 抗体。
１􀆰 ７　 数据与统计分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 ０ 进行数据的统计分

析， 当 Ｐ 值大于 ０􀆰 ０５ 时， 表明具有统计学意义。 数

据以 “平均数士标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＢＣＬ６ 蛋白的原核表达载体鉴定

对 ＢＣＬ６ 基因进行大肠杆菌密码子优化， 然后合

成重组载体 ｐＥＴ－３０ａ－ＢＣＬ６。 利用 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ进

行双酶切鉴定， 琼脂糖核酸电泳结果显示， 重组载体

被切成 ２ 条带， ＢＣＬ６ 的条带大小为 ２ １２１ ｂｐ， 与预

期相符 （图 １）。 测序结果显示， 克隆入载体的 ＢＣＬ６
序列与参考序列完全一致 （图 ２）， 证实重组载体构

建成功。
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Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 空载体 ｐＥＴ－３０ａ （ ＋）； ２􀆰 重组载体

ｐＥＴ－３０ａ－ＢＣＬ６。

图 １　 重组载体 ｐＥＴ－３０ａ－ＢＣＬ６ 的酶切鉴定

２􀆰 ２　 ＢＣＬ６ 蛋白的原核表达及纯化

重组载体 ｐＥＴ－３０ａ－ＢＣＬ６ 转化 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感

受态细胞， 收集 ＩＰＴＧ 诱导前后菌体， 将菌体超声裂

解后离心制备上清液和沉淀样品， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后经

考马斯亮蓝染色， 蛋白大小预期为 １００ ｋＤａ。 结果显

示， 经 ＩＰＴＧ 诱导后沉淀中有与预期大小相符的目的

条带 （图 ３）， 表明 ＢＣＬ６ 蛋白在大肠杆菌中以包涵

体形式成功表达。

１􀆰 ＢＣＬ６－１ 为优化前 ＢＣＬ６ 氨基酸序列； ２􀆰 ＢＣＬ６－２ 为优化后 ＢＣＬ６ 氨基酸序列。

图 ２　 ＢＣＬ６ 核苷酸编码的氨基酸序列优化前后比对

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 诱导前菌体裂解上清液； ２􀆰 诱导前

菌体裂解沉淀； ３􀆰 诱导后菌体裂解上清液； ４􀆰 诱导后菌体裂解沉淀。

图 ３　 ＢＣＬ６ 蛋白的原核表达鉴定

　 　 将以包涵体形式表达的 ＢＣＬ６ 蛋白溶解于

８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素中， 再逐级降低尿素浓度透析复性蛋

白。 将复性后的蛋白通过 Ｎｉ－ＮＴＡ 亲和层析的方式进

行纯化， 采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测蛋白纯化效果。 结果

显示成功得到相对纯净的目的蛋白 （图 ４Ａ）， 用

ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度， 显示纯化后的 ＢＣＬ６ 重组

蛋白浓度为 ０􀆰 ６５ ｍｇ ／ ｍＬ。 将纯化的 ＢＣＬ６ 蛋白经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 胶转印至 ＰＶＤＦ 膜上， 利用 Ｈｉｓ 标签抗体

进行孵育， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示纯化后的 ＢＣＬ６ 蛋白

在 １００ ｋＤａ 处出现特异条带， 大小与预期相符 （图
４Ｂ）。
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Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 纯化前 ＢＣＬ６ 蛋白； ２􀆰 纯化后 ＢＣＬ６ 蛋白； ３􀆰 ｐＥＴ－３０ａ 空载体蛋白。

图 ４　 ＢＣＬ６ 纯化蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ａ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ｂ） 鉴定

２􀆰 ３　 抗血清的制备

按照时间点收集免疫前后的小鼠血清， 将纯化后

的 ＢＣＬ６ 蛋白作为抗原， 采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清抗

体滴度的变化。 结果显示， 血清抗体水平随着免疫次

数的增加而逐渐上升 （图 ５Ａ）。 在第 ４ 次免疫后 １

周， 通过眼球采血收集血清， 采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测

血清抗体滴度， 以 Ｐ ／ Ｎ 值≥２􀆰 １ 判定为阳性。 如图

５Ｂ 所示， 血清稀释度为 １ ∶ ３２ ０００ 时 Ｐ ／ Ｎ 值＜２􀆰 １，
因此判定血清中抗体效价为 １ ∶ １６ ０００。

Ａ． 血清中抗体水平变化检测； Ｂ． 血清中抗体滴度鉴定。

图 ５　 猪 Ｔｆｈ 细胞转录因子 ＢＣＬ６ 抗血清的鉴定

２􀆰 ４　 ＢＣＬ６ 蛋白的真核表达鉴定

对 ＢＣＬ６ 基因进行人源 ２９３Ｔ 细胞系密码子优化

后， 合成重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６， 利用 ＥｃｏＲⅠ和

ＸｂａⅠ酶进行双酶切验证， 结果显示重组载体被切成

２ 条带， ＢＣＬ６ 条带大小为２ １２１ ｂｐ， 与预期相符 （图
６Ａ）。 测序结果显示克隆入重组载体的 ＢＣＬ６ 序列与

参考序列完全一致 （图 ６Ｂ）。 将验证正确的重组载体

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 转染 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 经 ＩＦＡ 检测

ＢＣＬ６ 蛋白的表达 （抗 Ｈｉｓ 抗体为一抗）， 结果显示

重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 转染组有特异性荧光 （图
６Ｃ）。 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＣＬ６ 蛋白的表达 （抗 Ｈｉｓ
抗体为一抗）， 试验组重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 在

１００ ｋＤａ 处出现特异性目的条带 （图 ６Ｄ）， 证明

ＢＣＬ６ 蛋白在 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞中成功表达。
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Ａ． ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 的双酶切鉴定： Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 空载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １； ２􀆰 重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６。
Ｂ． ＢＣＬ６ 核苷酸编码的氨基酸优化前后序列比对： １􀆰 优化前 ＢＣＬ６ 氨基酸序列； ２􀆰 优化后 ＢＣＬ６ 氨基酸序列。
Ｃ． 重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 表达的 ＩＦＡ 验证 （标尺＝ ５０ μｍ）。
Ｄ． 重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证： １􀆰 重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６； ２􀆰 空载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １。

图 ６　 ＢＣＬ６ 蛋白在 ２９３Ｔ 细胞中的表达鉴定

２􀆰 ５　 抗血清特异反应性的鉴定

为验证制备的抗血清的特异反应性， 将验证成功

表达 ＢＣＬ６ 蛋白的重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ＢＣＬ６ 转染

ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 检测抗血清

的特异反应性 （抗血清为一抗）。 结果显示， Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 检测试验组重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 在 １００ ｋＤａ
处出 现 特 异 性 目 的 条 带 （ 图 ７Ａ ）， 重 组 载 体

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６ 转染组有特异性荧光 （图 ７Ｂ）， 表

明抗血清与 ＢＣＬ６ 蛋白具有良好的反应性。
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Ａ． 抗血清特异反应性的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证； １􀆰 细胞对照； ２􀆰 空载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １； ３􀆰 重组载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＢＣＬ６；
Ｂ． 抗血清特异反应性的 ＩＦＡ 验证 （标尺＝ ５０ μｍ）。

图 ７　 猪 Ｔｆｈ 细胞转录因子 ＢＣＬ６ 抗血清特异反应性验证

３　 讨论

早在 １９６８ 年有研究就发现机体有效产生抗体需

要 Ｔ 细胞的帮助。 约 ３０ 年后， 有研究报道 ＣＸＣＲ５＋ Ｔ
细胞会迁移至 Ｂ 细胞滤泡， 可以促进 Ｂ 细胞产生抗

体。 经过近几年的研究， 特别是谱系转录因子 ＢＣＬ６
的发现， 被作为 Ｔｆｈ 的细胞标志物被广泛关注， 其在

小鼠和人体内的发育过程、 功能作用等逐渐被揭示。
相关研究表明， Ｔｆｈ 细胞通过表达趋化因子受体

ＣＸＣＲ５ 以及表面分子等来维持其功能， 并参与体液

免疫的调节过程。 在 ＧＣ 内， Ｔｆｈ 细胞对 Ｂ 细胞的增

殖分化和产生的效应抗体起到辅助作用， 并调控免疫

应答， 这对 Ｂ 细胞的完整反应至关重要［２０］。 转录因

子 ＢＣＬ６ 被认定为 Ｔｆｈ 细胞的特征性功能标志物， 抑

制 ＢＣＬ６ 有改善 Ｔｆｈ 介导的自身免疫性疾病的潜

能［２２］。 越来越多的研究表明， 抑制 ＢＣＬ６ 的小分子

调节剂可有效抑制多种淋巴瘤、 急性髓系白血病以及

肺癌等实体瘤的发生发展或缓解其化学耐药， 这充分

说明 ＢＣＬ６ 调节剂在肿瘤治疗中具有很大潜力。 研究

表明， 在 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中 ＢＣＬ６ 缺失后， 该细胞不能

分化为 Ｔｆｈ 细胞［７，２３］， 这表明 ＢＣＬ６ 在 Ｔ 细胞分化和

发育过程中起着至关重要的作用。
ＢＣＬ６ 可精细调控 Ｔｆｈ 细胞的分化和极化， 确保

Ｔｆｈ 细胞在免疫应答中正常发挥功能。 ＢＣＬ６ 的异常

表达或缺失均会导致 Ｔｆｈ 细胞的异常增殖和分化。 同

时， 研究证实 Ｂｌｉｍｐ１ 和 ＢＣＬ６ 是有效的相互拮抗

剂［７］。 当前， 研究人员在 Ｔｆｈ 细胞研究领域取得了诸

多关键性发现， 这些发现将有助于深入了解 Ｔｆｈ 细胞

的作用机制， 以及区别正常和异常的 Ｔｆｈ 细胞生物学

特征。 然而， 目前对于猪 Ｔｆｈ 细胞的生物学特征仍缺

乏清晰的认识， 亟待进一步研究和探索。
在本研究中 ＢＣＬ６ 蛋白以包涵体的形式表达， 通

过利用尿素溶解包涵体蛋白对蛋白进行变性， 再用浓

度逐级减小的尿素溶液透析， 得到具有一定活性的目

的蛋白。 免疫小鼠后收集血清， ＥＬＩＳＡ 检测结果显示

ＢＣＬ６ 蛋白均具有较好的免疫原性， 可以有效刺激小

鼠机体产生抗体。 为验证本研究所制备多克隆抗体的

应用性， 利用 ＢＣＬ６ 基因的真核表达载体， 在 ２９３Ｔ
细胞中表达 ＢＣＬ６ 蛋白， 经 ＩＦＡ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，
发现与 ＢＣＬ６ 蛋白制备的多抗隆抗体有良好的反

应性。
综上， 鉴于 ＢＣＬ６ 在 Ｔｆｈ 细胞分化和功能中关键

调控作用， 为深入探究猪 Ｔｆｈ 细胞分化和功能机制，
本研究利用表达的猪 ＢＣＬ６ 蛋白， 通过免疫小鼠后制

备了针对猪 ＢＣＬ６ 蛋白的特异性抗血清， 并对抗血清

进行了验证。 本研究成功制备猪 ＢＣＬ６ 的抗血清， 为

猪 Ｔｆｈ 细胞的相关研究提供了物质材料。
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Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１０， １２６ （５）： ８９８－９０７．

［１１］ ＫＩＴＡＮＯ Ｍ， ＭＯＲＩＹＡＭＡ Ｓ， ＡＮＤＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂｃｌ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｓｈａｐｅｓ ｐｒｅ－ｇｅｒｍｉｎａｌ ｃｅｎｔｅｒ Ｂ ｃｅｌｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ
Ｔ ｃｅｌｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１１， ３４ （６）： ９６１－９７２．

［１２］ ＣＨＯＩ Ｊ， ＣＲＯＴＴＹ Ｓ． Ｂｃｌ６ －ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ （ＴＦＨ） ［ Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， ４２
（４）： ３３６－３４９．

［１３］ ＮＵＲＩＥＶＡ Ｒ Ｉ， ＣＨＵＮＧ Ｙ， ＨＷＡＮＧ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ
ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２１ ｂｕｔ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｏｆ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ １， ２， ｏｒ １７ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅａｇｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２００８， ２９
（１）： １３８－１４９．

［１４］ ＦＡＺＩＬＬＥＡＵ Ｎ， ＭＣＨＥＹＺＥＲ－ＷＩＬＬＩＡＭＳ Ｌ Ｊ， ＲＯＳＥＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ
Ｔ ｃｅｌｌ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００９， １０
（４）： ３７５－３８４．

［１５］ ＤＥＥＮＩＣＫ Ｅ Ｋ， ＣＨＡＮ Ａ， ＭＡ Ｃ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｉｓ ｉｎｄｅ⁃
ｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ｕｎｉｑｕｅ Ｂ ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ ］ ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１０， ３３
（２）： ２４１－２５３．

［１６］ ＷＥＢＥＲ Ｊ Ｐ， ＦＵＨＲＭＡＮＮ Ｆ， ＦＥＩＳＴ Ｒ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ＩＣＯＳ ｍａｉｎｔａｉｎｓ
ｔｈｅ Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｂｙ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｋｒüｐｐｅｌ－

ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ２ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０１５， ２１２ （２）： ２１７－２３３．
［１７］ ＣＨＯＩ Ｊ， ＤＩＡＯ Ｈ， ＦＡＬＩＴＩ Ｃ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｂｃｌ－ ６ ｉｓ ｔｈｅ ｎｅｘｕｓ ｔｒａｎ⁃

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ－ｏｆ－ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ
ｃｉｒｃｕｉｔｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２０， ２１ （７）： ７７７－７８９．

［１８］ ＣＲＯＴＴＹ Ｓ． Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｙ： ａ ｄｅｃａｄｅ ｏｆ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１９， ５０ （５）： １１３２－１１４８．

［１９］ ＣＨＯＩ Ｙ Ｓ， ＧＵＬＬＩＣＫＳＲＵＤ Ｊ Ａ， ＸＩＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＬＥＦ － １ ａｎｄ
ＴＣＦ－ １ ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅ Ｔ （ ＦＨ ） ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ Ｂｃｌ６
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１５， １６ （９）： ９８０－９９０．

［２０］ ＷＵ Ｔ， ＳＨＩＮ Ｈ Ｍ， ＭＯＳＥＭＡＮ Ｅ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＴＣＦ１ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
ｔｈｅ Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ，
２０１５， １２ （１２）： ２０９９－２１１０．

［２１］ ＸＵ Ｌ， ＣＡＯ Ｙ， ＸＩＥ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＴＣＦ－１ ｉｎｉｔｉ⁃
ａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＦＨ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｃｕｔｅ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１５， １６ （９）： ９９１－９９９．

［２２］ ＳＵＮ Ｑ， ＣＡＩ Ｄ， ＬＩＵ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＢＣＬ６ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａ ｓｔｅｍ－ｌｉｋｅ ＣＤ８＋ Ｔ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｇｒａｍ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ ＢＬＩＭＰ１ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｉｍｍｕｎｏｌ，
２０２３， ８ （８８）： ｅａｄｈ１３０６．

［２３］ ＬＩ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｚ， ＬＩＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｂｃｌ６ ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ ｔｈｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｌ， ２０２０， １１： ８０６．
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