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摘要! 钠A葡萄糖共转运载体 %"\5MGRFAK6RO5\QO5P:9J\U5:PQ:%!0K6P%#是协助葡萄糖吸收的主

要蛋白$ 实验首先采用*DEB3*获取,564% 基因全长!克隆至 B̀ 82ED载体进行序列及免疫原

性分析!选择长度为 C# 个氨基酸"<@@ _"!?#的多肽作为目的片段",564%#E##!扩增,564%#E!引

入双酶切位点;&'*

'

和@/%<

$

后!连接至 U2DE!#9" l#上!构建表达载体 U2DE!#9" l#E,564%#

E!转化至;C&'6/*5\QPP9中!获得重组基因工程菌!通过 /BD̀ 诱导表达!获得目标多肽!并以

此为抗原制备0K6P% 特异性抗体$ 0>0EB,̀ 2电泳分析表明!目标多肽分子量约为 !$ SR$ 采

用耳缘静脉结合皮下注射!免疫新西兰长耳兔!免疫总时长为 != M$ 制备了鲤 0K6P% 抗体!

2-/0,测得效价为 %m%$

<

&免疫组化结果表明!抗体具有较高亲和力和特异性!可以应用于鲤

0K6P% 的表达定位研究$ 该抗体的获得为鲤肠道 0K6P% 表达及转运活性的系统研究奠定了基

础!同时!获取的0K6P% 抗体亦可用于其它鱼类0K6P% 转运蛋白表达定位和定量研究$

关键词! 鲤& 钠A葡萄糖共转运载体 %& 原核表达& 2-/0,& 抗体效价

中图分类号! 0C%?& X?=C&&&&&&&文献标志码',

&&糖是动物生命活动必不可少的营养素"动物

对糖的利用离不开转运载体( 研究表明"动物通

过肠粘膜吸收的单糖主要是葡萄糖)半乳糖和果

糖"其中葡萄糖占 =$W( 因此"葡萄糖的吸收在

动物生产中有着非常重要的作用( 研究证实"肠

上皮细胞刷状缘膜上的钠A葡萄糖共转运载体 %

#\5MGRFAK6RO5\QO5P:9J\U5:PQ:%"0K6P%$是协助葡

萄糖吸收的主要蛋白"在动物的生命活动中具有

重要意义*% ;!+

(

0K6P% 是00.家族成员*@ ;<+

"主要在小肠上皮

刷状缘及肾脏近曲小管表达( 在小肠上皮细胞中

表达丰度较高*" ;?+

"在肾脏中表达丰度稍低*=+

"在

腮腺)颌下腺)唾液腺)甚至心脏中也有少量

表达*C ;%%+

(

0K6P%作为葡萄糖转运的主要载体"主要负责

小肠粘膜上皮细胞 ZZ8侧的葡萄糖吸收与转

运*%#+

( 鱼类肠道对葡萄糖的吸收与高等动物相

似"主要经0K6P%运输进小肠( 0K6P% 作为钠依赖的

转运载体"葡萄糖与钠协同转运*%!+

"结合 % F56葡

萄糖和 # F56钠离子"形成 +9

l

E载体,葡萄糖复

合物"顺+9

l浓度梯度进入细胞*%@ ;%<+

"随后由位于

基底膜的 6̀RP#将葡萄糖协助转运至血液*%"+

(

关于,564% 基因组成)分子结构及家族成员研

究较多*%? ;#$+

"而对其转运活性的调控因素及调控

机理研究较少"现有报道多集中在哺乳类和禽类(

目前"鱼类利用糖类的相关研究已引起国内外学

者的广泛关注( 本研究以鲤#0*1(/%+,&2(1/'$研

究对象"拟在已经获得的鲤肠道 ,564% 基因 O>+,

全长的基础上*#%+

"表达0K6P% 载体蛋白"以其为抗

原制备0K6P% 特异性抗体"为从分子水平研究鱼类

肠道葡萄糖的代谢奠定基础(

%&材料与方法

!&!'材料

实验材料&&实验用鱼为鲤"免疫动物选用

新西兰长耳兔#约 ! SK$(
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试剂&&,84第一链 O>+,合成试剂盒"

)+/XE%$柱式通用>+,纯化试剂盒等购自生工生

物工程#上海$有限公司'U6R\>+,聚合酶";&'*

'

"@/%<

$

和B:5PQGJ 8e 89:SQ:#-5b$等购自大连

宝生物公司'B69\FGM 8GJGhGP/购自 (82̀ ,公

司' 5̀9P9JPGE*9TTGP/K #̀1*BO5JjRK9PQM$和丙烯

酰胺等购自鼎国生物技术有限责任公司'D

@

>+,

连接酶购自美国.Q:FQJP9\公司'完全弗氏佐剂)不

完全弗氏佐剂等购自德国0/̀8,公司'其他生化

试剂均为国产分析纯( B3*扩增引物合成由生工

生物工程#上海$有限公司完成"序列测定由中美

泰和生物技术#北京$有限公司完成(

仪器&&B3*仪购自 ZG5FQP:9公司">+,

序列分析使用 >+,8,+软件"酶标测定仪和微

孔板恒温振荡器购自DIQ:F5公司(

质粒与菌株 & & B̀ 28ED 4QOP5:购 自

B*(82̀ , 公 司" U8>

D8

%CED 4QOP5:购 自

D9h9*9公司'受体菌'8E%$C)*5\QPP9和表达质粒

U2DE!#9# l$4QOP5:本实验室保存(

!&('12)引物设计及)/012)

利用B:GFQ:B:QFGQ:<7$ 设计两对引物"基于

本实验室已获得的鲤肠道,564% 基因的全长序列"

设计一对特异性引物,564%E.和,564%E*!

,564%E.!<VE,D̀ `̀ D̀ ,,̀ ,,D,DDDD̀ È!V

,564%E*!<VEDD,̀ 33,,,̀ ,,,33,D̀ È!V

另一对为含;&'*

'

及@/%<

$

双酶切位点的

特异性引物,564%E.# 和,564%È#!

,564%E.#! <VÈ ,̀,DD3,,,333,DD̀ ,3̀ E

,3,,,E!V

,564%È#! <VE333,,̀ 3DD̀ DDD3D33,D,E

3̀̀ D̀E!V

划线部分分别为 ;&'*

'

及 @/%<

$

的酶切

位点(

采用 D:GH56法提取鲤前肠组织总 *+,"用

(6GK5# MD$

%=

引物进行反转录合成 O>+,( 以

O>+,为模板"采用 ,564%E.和 ,564%E*引物进行

B3*扩增"反应条件为 C< a ! FGJ"C@ a <$ \"

<#7@ a <$ \"?# a # FGJ %$ \"!$ 个循环"?# a

%$ FGJ"%@ a保存( B3*产物进行 %7$W琼脂糖

凝胶电泳分析(

!&* '12)产物的克隆$鉴定以及重组质粒

IN#

/N

!R0/0/65,!#7的构建

B3*产物经 %W琼脂糖凝胶电泳鉴定后用凝胶

回收试剂盒回收"将回收产物与 U 2̀8ED载体连接

过夜"连接产物转化大肠杆菌'8%$C"随机挑取细菌"

进行菌液B3*验证"将阳性克隆的菌液进行测序(

采用 ,564%E.# 和 ,564%È# 引物"以 U 2̀8EDE

,564% 质粒为模板进行 B3*扩增"引入 ;&'*

'

及

@/%<

$

双酶切位点"反应条件为 C< a ! FGJ"

C@ a <$ \"<#7@ a <$ \"?# a % FGJ"!$ 个循环"

?# a %$ FGJ"%@ a保存( B3*产物经 %W琼脂糖

凝胶电泳鉴定后用凝胶回收试剂盒回收"将回收

产物与 U8>

D8

%CED载体连接过夜"连接产物转化

大肠杆菌'8%$C"选取阳性克隆菌株扩大培养"用

B69\FGM 8GJGhGP/质粒提取试剂盒提取 U8>

D8

%CEDE,564%#E质粒(

!&+'原核表达载体 IS/0*(3" T#0/65,!#7的构

建$鉴定

将阳性克隆 U8>

D8

%CEDE,564%#E与原核表达

质粒 U2DE!#9# l$分别用;&'*

'

)@/%<

$

"!? a

双酶切"用凝胶回收试剂盒回收,564%#E片段和线

性化 U2DE!#9# l$质粒"按照 D

@

>+,连接酶的

说明书设计连接反应体系"构建表达质粒 U2DE

!#9# l$E,564%#E"并转化;C&'6/*5\QPP9"筛选阳性

克隆"进行单双酶切鉴定(

!&,'目的基因的诱导表达及鉴定

将构建的基因工程菌按 %W接种量接种于新

鲜的含有,8B的DZ培养液中"!? a"#$$ :AFGJ

振荡培养至菌液(>

"$$

达到 $7< _$7""加入 /BD̀

#终浓度 % FF56A-$"!? a"#$$ :AFGJ 振荡诱导

培养 = _%$ I( 诱导表达后的菌液 < $$$ :AFGJ离

心 ! FGJ得到菌体"弃上清"加适量 MM1

#

("与 # ]

0>0EB,̀ 2上样缓冲液 %m% 在 %7< F-2UUQJM5:[

管中混合( 沸水浴 %$ FGJ"< $$$ :AFGJ离心 !$ \(

取 !<

#

-样品进行 0>0EB,̀ 2电泳分析"以未经

/BD̀ 诱导的对照菌体样品和诱导的含有空载体

U2DE!#9# l$表达菌体为对照(

!&.'融合蛋白的获得$纯化

将诱导表达的菌液离心"弃上清"按照 % K 菌

体#湿重$加 " F-蒸馏水"吹打混匀"再加等体积

的 # ]0>0EB,̀ 2上样缓冲液"混匀"沸水浴

%$ FGJ"使蛋白变性( 进行 0>0EB,̀ 2"电泳结束

后将分离胶放入 $7! F56A-h36染色"显示目的

条带( 切下胶上的目的蛋白条带"放入 MM1

#

(清

洗( 将胶条剪碎放入塑料培养皿中"冷冻干燥

#% M$"放入研钵中磨成粉末"每 #$$ 毫克目的蛋

(""
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白粉加 ! F-生理盐水溶解蛋白"离心"取上清"

用超微量分光光度计检测蛋白浓度(

!&U'表达产物抗血清的制备以及抗血清效价的

测定

将回收的蛋白用生理盐水稀释成一定的浓度"

采用耳缘静脉#约含 !$$

#

K抗原$结合皮内注射法

#约含 #$$

#

K抗原$免疫兔子"每隔 %$天加强免疫

一次( 第 @次免疫后 = M颈动脉采血#兔子在采血

前禁食 % M$( 采集血样收集于经灭菌并不含抗凝

剂的离心管中"室温放置 # I"待血液凝块后"放

@ a过夜"使之凝固"析出淡黄色抗血清"将抗血清

转移至另一管中"血凝块以 % <$$ :AFGJ 离心 %$

FGJ"吸出上清液合并于收集到的抗血清管中"分装

冷冻干燥保存"部分放于 @ a备用(

采用酶联免疫吸附测定 #QJHdFQ6GJSQM

GFFRJ5\5:TQJP9\\9d"2-/0,$!将抗原#纯化过的

0K6P% 融合蛋白$稀释于包被缓冲液#$7$< F56A-

碳酸盐缓冲液"U1C7"$中"终浓度为 %$

#

KAF-"

每孔加 %$$

#

-"并设立空白对照#只加包被缓冲

液$"@ a包被过夜后"用 % ]BZ0D*% ]BZ0l

#$7$<W$DbQQJ #$+"于室温下洗涤 ! 次"每次 !

FGJ"然后每孔加 %$$

#

-封闭液#$7<W Z0,$"!?

a孵育 # I"% ]BZ0D洗涤 ! 次"加入一抗"血清样

品按 %$

#

_%$

C 倍比稀释于 % ]BZ0D中"每孔 %$$

#

-"!? a孵育 % I"% ]BZ0D洗涤 ! 次"加入酶标

二抗"酶标二抗按说明书"%m% $$$ 稀释于 % ]

BZ0D中"每孔 %$$

#

-"!? a"% I"% ]BZ0D洗涤

! 次"每孔加 %$$

#

-显色液#D8Z溶液$"室温放

置 %$ _%< FGJ"加入 <$

#

-"# F56A-1

#

0(

@

终止"

酶标仪上判读结果(

!&K'L@>A! 抗体的免疫组化检测

采用石蜡包埋法包埋鲤的前肠"进行石蜡切

片"片厚 <

#

F"%W的蛋清展片"进行脱蜡复水"免

疫组织化学染色"苏木精伊红复染"脱水透明及树

胶封片( 免疫组织化学染色的步骤!内源性过氧

化物酶阻断)羊血清封闭)一抗孵化)二抗孵化)

>,Z显色)终止(

#&结果

(&!'免疫原性在线分析

根据鲤肠道,564% B3*扩增片段的测序结果"

用ZQUGB:QM %7$ 在线服务器预测抗原表位"通过

分析"得知0K6P% 蛋白的 <@" _"!? 氨基酸免疫原

性较高"可作为原核表达的目的片段"采用B:GFQ:

B:QFGQ:<7$ 引物设计软件"以,564% 全长基因为模

板"设计一对含 ;&'*

'

及 @/%<

$

酶切位点的引

物,564%E.# 和 ,564%È# 来扩增含有抗原决定簇的

目的片段,564%#E##?" TU$(

(&('克隆/65,! 基因的V)E

以鲤前肠提取的总 *+,作反转录模板"经

*DEB3*获得了 ,564% 全长的目的片段"%W琼脂

糖凝胶电泳表明"扩增到了大约 # $$$ TU的>+,

片段#图 %$"对获得的阳性克隆 ,564%EU 2̀8ED

4QOP5:进行序列测定"结果表明"该核酸片段长度

为 % C?? TU"经序列比对显示"该 >+,片段即为

鲤肠道,564% 的(*.区(

图 !'鲤/65,! 12)扩增产物的电泳分析

87# $$$ TU >+,89:SQ:' % _#7B3*产物(

E6@&!'W8>8>8"A5=IH=589693?3>F969=<12)I5=;:"A

87# $$$ TU >+,89:SQ:' -9JQ% ;#7,564% B3*U:5MROP7

(&*'扩增抗原决定簇片段

用获得的 ,564% 全长 >+,片段为模板"以

,564%E.# 和,564%È# 为引物进行B3*扩增"在 #<$

TU附近获得一条特异性条带#,564%#E"实际大小

为 #?" TU$#图 #$(

图 ('鲤/65,!抗原决定簇区域12)扩增产物的电泳分析

87# $$$ TU >+,89:SQ:' % _!7,564% 抗原决定簇区域 B3*

U:5MROP(

E6@&('W8>8>8"A5=IH=589693?3>F969=<12)I5=;:"A

87# $$$ TU >+,89:SQ:' -9JQ% ;!7,564% QUGP5UQ:QKG5J B3*

U:5MROP7

)""
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(&+'构建表达载体IS/0*(3" T#0/65,!#7并进行

酶切验证

根据,564% (*.序列设计引物,564%E.#),564%E

#̀"引物限制性酶切位点 ;&'*

'

和 @/%<

$

(

B3*产物纯化后"与 U8>

D8

%CED4QOP5:连接"提

取质粒"用;&'*

'

和 @/%<

$

双酶切"并与相同酶

酶切的载体 U2DE!#9# l$相连接"得到重组表达

质粒 U2DE!#9# l$E,564%#E( 对筛选到的阳性克

隆 U2DE!#9# l$E,564%#E进行 ;&'*

'

单酶切及

;&'*

'

和 @/%<

$

双酶切#图 !$"%W琼脂糖凝胶

电泳分析酶切结果( % 号泳道为单酶切结果"位

于 " $$$ TU附近有一条清晰的条带"# 号泳道为

双酶切结果"可以观察到在约 " $$$ TU 附近和

<$$ TU下游有两条电泳带"分别与 U2DE!#9# l$

和,564%#E目的片段长度相同"可知 U2DE!#9# l$E

,564%#E为阳性重组表达质粒(

图 *'重组表达质粒IS/0*(3" T#0/65,!

"(U. 4I#的电泳图谱

87% ST >+,69MMQ:' %7U2DE!#9# l$E,564%#E##?" TU$单酶切

电泳图谱' #7U2DE!#9# l$E,564%##?" TU$双酶切电泳图谱(

E6@&*'S>8"A5=IH=58969I3AA85?=<58"=746?3?AI>3976;

IS/0*(3" T#0/65,!#7"(U. 4I#

87% ST >+, 69MMQ:' %7Q6QOP:5UI5:Q\G\U9PPQ:J 5[U2DE!#9

# l$E,564%#E##?" TU$\GJK6QMGKQ\P' #7Q6QOP:5UI5:Q\G\U9PPQ:J 5[

U2DE!#9# l$E,564%##?" TU$M5RT6QMGKQ\P\7

(&,'融合蛋白的表达及鉴定

以含空质粒 U2DE!#9# l$的菌液和无 /BD̀

诱导的 U2DE!#9# l$E,564%#E菌液做阴性对照"用

/BD̀ 对 U2DE!#9# l$E,564% 重组表达载体在大肠

杆菌*5\QPP9中诱导表达"0>0EB,̀ 2显示 % 条特

异性表达条带"大小约 !$ SR#图 @$"而阴性对照

组在此位置没有特异性条带(

图 +'重组/65,! L#L01%WS电泳分析

87低分子量蛋白89:SQ:' %7U2DE!#9# l$转化;C&'6/*5\QPP9

对照组' #7表达组没有 /BD̀ 诱导' ! _@7表达组有 /BD̀

诱导(

E6@&+'L#L01%WS3?3>F969<=5AH858"=746?3?A/65,!

87B:5PQGJ F56QOR69:bQGKIPF9:SQ:#65b$' %7;C&'6/*5\QPP9

bGPI U2DE!#9# l$9\9O5JP:56' #7QcU:Q\\QM U:5PQGJ GJ ;C&'6/

*5\QPP9bGPI5RP/BD̀ GJMROQFQJP' ! ;@7QcU:Q\\QM U:5PQGJ GJ ;C

&'6/*5\QPP9GJMROQFQJPTd /BD̀ 7

(&.'L@>A! 抗血清效价测定结果

抗血清效价测定结果见表 %( ,)Z)3分别是

不同稀释倍数抗血清#序号 % _=$的 ! 个平行试

验'>为正常兔子的血清'.是没有包被抗原的阴

性对照( 通过酶标仪测定 0K6P% 抗血清 (>

@<$

值"

采用终点%滴度&表示法判断结果"0K6P% 抗血清的

效价为 %m%$

<

(

表 !'SDCL%测定抗体效价

/34&!'#8A8576?3A6=?=<3?A64=;F A6A854F SDCL%

稀释倍数 MG6RPG5J

%$

#

%$

!

%$

@

%$

<

%$

"

%$

?

%$

=

%$

C

% # ! @ < " ? =

, $7C%$ $ %7$!# $ $7=@? ! $7"%? ! $7#$# % $7%$? ? $7%$? < $7$== ?

Z $7C%# $ %7$@% ! $7=<? $ $7"#< = $7#$# # $7%$C C $7%$? < $7$== "

3 $7C#" " $7CC< ? $7=<@ ! $7"%C " $7%CC % $7%$= C $7%$? ! $7$== "

> $7%@% < $7$C# < $7$?C < $7$?" # $7$=% ! $7$?" C $7$?@ = $7$?" $

. $7$=$ ! $7$=$ #

!""
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! 期 聂国兴"等!鲤肠道,564% 基因的表达与抗体制备 &&

(&U'L@>A! 的应用效果

研究表明"0K6P% 主要在小肠绒毛刷状缘细胞

中表达( 免疫组织化学方法鉴定"以辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 /K`为二抗进行染色"显微

镜下观察 0K6P% 抗体在鲤前肠中的结合情况#图

<$( 0K6P% 主要定位于前肠刷状缘上"图 <E9中可

见刷状缘呈现明显的棕黄色阳性染色条带"显著

区别于阴性对照#图 <ET$(

图 ,'鲤前肠L@>A! 表达的免疫组织化学检测结果

#9$ 阳性染色' #T$ 阴性染色(

E6@&,'C77:?=H69A="H8769A5F ;8A8"A6=?=<L@>A! 6?<=58@:A=<8%(')+4*

#9$ U5\GPĜQ\P9GJGJK 5[[5:QKRP' #T$ JQK9PĜQO5JP:56\P9GJGJK 5[[5:QKRPTd 5FGPPGJK U:GF9:d7

!&讨论

葡萄糖转运载体#葡萄糖共转运载体和葡萄

糖逆转运载体$在膜转运系统中占据重要位置"

肠上皮细胞刷状缘上的 0K6P% 负责吸收肠腔内的

葡萄糖和半乳糖"此转运过程是动物利用糖的决

定性步骤( 研究表明"0K6P% 的突变会引发葡萄糖

半 乳 糖 吸 收 障 碍 疾 病 # K6RO5\QEK969OP5\Q

F969T\5:UPG5J"`̀ 8$

*##+

"其基因调控)表达)蛋白

合成)修饰等出现异常都会引起0K6P% 蛋白数量和

功能的异常"导致机体出现相应的病理变化"因此

0K6P% 在动物的生命活动中具有重要意义( 鱼类

肠道对葡萄糖的吸收与高等动物相似"主要经

0K6P% 运输进小肠( 而鱼类对糖的利用能力较哺

乳类动物差"限制了饲料中糖类的利用( 因此对

鱼类0K6P% 机理的研究显得尤为重要( 本研究采

用原核表达系统获得具有免疫原性的 0K6P% 融合

蛋白"以其为基础制备了 0K6P% 的抗体"该抗体为

开展鲤其他器官中0K6P% 的定位提供了条件"并为

在不同生理)病理和毒理条件下"肠道和肾脏等器

官中0K6P% 的表达奠定了基础(

目前"不能有效地超量表达及纯化具有生物

活性的膜转运蛋白成了膜蛋白结构和功能研究的

瓶颈( 在构建和表达重组膜蛋白时"必须考虑蛋

白质的拓扑学结构"即蛋白质序的跨膜片段在膜

上的取向"尤其是所表达的膜蛋白的+端和3端

同时位于胞质或者胞外一侧时*#!+

"重组膜蛋白将

不能得到有效的表达( 鲤肠道 ,564% 基因全长

% C?? TU"其0K6P% 蛋白具有 %@ 个跨膜域"且其 +

端和3端位于胞外一侧"所以重组表达,564% 基因

全长存在一定的困难( 因此"在前期成功克隆得

到,564% 基因的基础上"通过分析其免疫原性选取

含有抗原决定簇的片段"大小为 #?" TU"插入表达

载体 U2DE!#9# l$的多克隆位点中"构建重组表

达质粒 U2DE!#9# l$E,564%#E"通过 /BD̀ 诱导"表

达出 !$ SR的融合蛋白( 以融合蛋白作为抗原免

疫新西兰长耳兔"获得 0K6P% 抗体血清"2-/0,检

测抗血清效价"抗血清的效价达到 %m%$

<

"免疫组

织化学结果显示 0K6P% 抗体具有较高亲和力和特

异性(
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^56P9KQ \QJ\GPĜGPd GJ F5R\Q +9

l

AK6RO5\Q

O5P:9J\U5:PQ:0̀ -D% * '+7'5R:J965[8QFT:9JQ

ZG565Kd"#$$C"##?##$!<? ;""7

*#$+&1G:5\IG8" 'RJ >" gR\RSQ 8" 84267 3dO6GO

MG9:d6IQUP9J5GM\ 9\ +9

l

EK6RO5\Q O5P:9J\U5:PQ:

# 0̀ -D$ GJIGTGP5:\ [:5F 3&8( %/.'8%,8* '+7

ZG55:K9JGOi8QMGOGJ963IQFG\P:d -QPPQ:\"#$%$"#$

#!$!%$?$ ;%$?@7

*#%+&+GQ̀ k"15R 3 k" e9JK '-" 84267856QOR69:

O65JGJK 9JM \QLRQJOQ9J96d\G\5[,564% 9JM PQ:PG9:d

\P:ROPR:QU:QMGOPG5J 5[MQMROQM U:5PQGJ GJ 0*1(/%+,

&2(1/' -*'+7-G[Q0OGQJOQ'5R:J96" #$%%" = # # $!

#$@ ;#%#7

*##+&89:PGJ `8"DR:S 2"-5\P95 8 B"84267>Q[QOP\GJ

+9

l

AK6RO5\QO5P:9J\U5:PQ:# 0̀ -D%$ P:9[[GOSGJK 9JM

[RJOPG5J O9R\QK6RO5\QEK969OP5\QF969T\5:UPG5J*'+7

+9PR:Q̀ QJQPGO\"%CC""%###$!#%" ;##$7

*#!+&谢浩"李其昌"郭小明7膜转运蛋白的功能性超表

达和纯化 *'+7中国生物化学与分子生物学报"

#$$?"#!#%#$!%$<% ;%$<=7

#""



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

! 期 聂国兴"等!鲤肠道,564% 基因的表达与抗体制备 &&

SMI58996=?=</65,! @8?86?82+)49./(')+4* 3?;

I58I353A6=?=<6A9I=>F">=?3>3?A64=;F

+/2 R̀5EcGJK

"

" e,+̀ ZQG" g,+kG95" 1()39GEcG9" Y1,+̀ 'G9JEcGJ"

Y1,+̀ kGJE\IQJK" Y12+̀ 'RJE6GJ" e,+̀ 'RJE6G

#D(99#?#(+%0+#C50#65#-"F#6&6 J():&9E608#)-0*$"K06L0&6?&@<!$$?"D.06&$

%49A53"A! DIQIGKIE9[[GJGPd +9

l

AK6RO5\QO5JP:9J\U5:PQ:0K6P% G\5JQ5[PIQGFU5:P9JPFQFTQ:\5[PIQ

\5MGRF!\56RPQ\dFU5:PQ:[9FG6d#00.$"TQ65JKGJK P5 PIQI5F565K5R\[9FG6d <#0-3<$7DIQ0K6P% U69d\9J

GFU5:P9JP:56QGJ 9OORFR69PGJK K6RO5\Q\[:5F GJPQ\PGJ965:SGMJQd QUGPIQ6G96OQ66\9K9GJ\P9J 9M^Q:\Q

O5JOQJP:9PG5J K:9MGQJP9JM F9GJP9GJGJK PIQ9MjR\PFQJP5[FQP9T56G\F705 [9:"[Qb\PRMGQ\5J +9

l

AK6RO5\Q

O5P:9J\U5:PQ:I9̂QTQQJ :QU5:PQM GJ PIQ[:Q\Ib9PQ:[G\IQ\7DIG\:Q\Q9:OI b5R6M MQ̂Q65U \UQOG969JPGT5MGQ\5[

0K6P%"bIGOI O5R6M \RUU6d PIQ[5RJM9PG5J [5:PIQ:Q\Q9:OI 5[K6RO5\QFQP9T56G\FGJ 0*1(/%+,&2(1/' GJPQ\PGJQ\

5J F56QOR69:6Q̂Q67D5 \PRMd PIQF56QOR69:FQOI9JG\F5[K6RO5\QFQP9T56G\FGJ [:Q\Ib9PQ:[G\IQ\"PIQ[R66E

6QJKPI O>+,5[,564% GJ 0C&2(1/' bGPI 9J (*.5[% C?? TU b9\O65JQM 9JM PIQ9JPGKQJGOGPd 5[0K6P% b9\

[G:\PU:QMGOPQM7C# #<@@ ;"!?$9FGJ5 9OGM\bGPI \P:5JK 9JPGKQJGOGPd 9JM GFFRJ5KQJGOGPd bQ:Q\Q6QOPQM 9\

P9:KQP\QOPG5J 5[,564% GJ 0C&2(1/' 9JM bQ:QO65JQM GJP5 U69\FGM U2DE!#9# l$^QOP5:bIGOI I9M :Q\P:GOPG5J

\GPQ\[5:;&'*

'

9JM @/%<

$

7DIQ:O5FTGJ9JPU69\FGM J9FQM U2DE!#9# l$E,564%#Eb9\P:9J\[5:FQM GJP5 ;C

&'6/*5\QPP97DIQ0K6P%EB[R\G5J U:5PQGJ 5[9UU:5cGF9PQ6d !$ SR b9\IGKI6d QcU:Q\\QM GJ ;C&'6/*5\QPP99[PQ:

TQGJK GJMROQM bGPI /BD̀ 7DIQUR:G[GQM [R\G5J U:5PQGJ b9\R\QM 9\9JPGKQJ P5 GFFRJGHQ+QbYQ969JM *9TTGP\

bGPI Q9:F9:KGJ ^QGJ\Td \RTORP9JQ5R\GJjQOPG5J bGPI U5bQ:7DIQ:Q\R6P\5[2-/0,\I5bQM PI9PPIQPGPQ:5[

PIQ9JPG\Q:RFb9\9T5RP%m%$

<

7DIQ0K6P%EBU56dO65J969JPGT5Md b9\R\QM P5 MQPQ:FGJQPIQQcU:Q\\G5J 5[

0K6P% U:5PQGJ GJ 0C&2(1/' GJPQ\PGJQ\PI:5RKI GFFRJ5IG\P5OIQFGO96FQPI5M7DIQ:Q\R6P:Q̂Q96QM PI9PPIQ

9JPGT5Md UQ:[5:FQM IGKI 9[[GJGPd 9JM \UQOG[GOGPd 9JM O5R6M TQ9UU6GQM P5 \PRMd PIQQcU:Q\\G5J 9JM 65O9PGJK 5[

0K6P% GJ PIQ0C&2(1/'7DIQ0K6P%EBU56dO65J969JPGT5Md 96\5 O5R6M \Q:̂Q9\9J GFU5:P9JP:Q\Q9:OI P556P5
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