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　 　 摘要:　 为了原核表达兔源抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ꎬ并诱导表达纯化该蛋白后制备多抗ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 Ｂｃｌ￣２ 编码

序列ꎬ并将该序列克隆至 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体ꎬ获得重组 ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｂｃｌ￣２ 质粒转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ筛选最佳表达条件ꎬ通过

亲和层析纯化目的蛋白质ꎬ最后经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定后免疫小鼠ꎮ 结果显示ꎬ成功扩增 Ｂｃｌ￣２ 编码序列并构建了 ｐＥＴ￣
３２ａ￣Ｂｃｌ￣２ 表达载体ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果显示ꎬ在 １６ ℃ꎬ５ ｈꎬ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 的表达条件下ꎬ重组蛋白 Ｂｃｌ￣２ 能够高效可

溶性表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明纯化后的表达产物为高纯度的 Ｂｃｌ￣２ 重组蛋白ꎬ将该蛋白质免疫小鼠后获得了特异

性抗体ꎬ该抗体能够特异性识别重组 Ｂｃｌ￣２ 蛋白ꎬ并应用该抗体鉴定 ＲＫ１３￣Ｂ 细胞中 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的过表达ꎮ
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　 　 细胞凋亡是机体细胞为了维持内环境的稳定ꎬ
由基因调控的自主程序性死亡ꎬ是宿主抵御各种外

界刺激的固有自我防御ꎮ 细胞凋亡过度则会造成机

体紊乱ꎬ导致各种疾病的发生ꎮ 机体线粒体细胞凋

亡通路(内源性)受多种保守分子的严密掌控ꎬ其中

Ｂｃｌ￣２ 家族发挥着主要作用ꎬ该家族包含抗凋亡分子

(Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂｃｌ￣ｘＬ 等)及促凋亡分子(Ｂａｋ 和 Ｂａｘ 等)
２ 大类[１]ꎮ Ｂｃｌ￣２ 属于抗凋亡分子ꎬ主要在机体促凋

亡基因发动细胞凋亡时发挥抑制作用ꎮ 随着对各类

病毒感染研究的不断推进ꎬ研究人员逐渐发现细胞

凋亡在病毒性疾病的发病中起着重要作用ꎬ这暗示

着研究病毒与细胞凋亡之间的关系或许对揭示疾病

的发生发展及转归机制起着至关重要的作用ꎮ 长期

进化中病毒与宿主相互作用ꎬ病毒产生了多种多样

的调控细胞策略[２￣４]ꎬ病毒在侵入机体后可以通过编

码各种蛋白质或模仿凋亡相关成分来干扰细胞凋亡

途径ꎬ如通过调节 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的转录或表达水平来

达到调控细胞凋亡的目的[５￣７]ꎮ 总的来说动物病毒

诱导细胞凋亡有两重作用ꎬ一方面可以增强病毒的

致病性ꎬ另一方面也会产生抑制效果[８]ꎮ 近来ꎬ本
实验室研究结果表明ꎬ由兔出血症病毒(ＲＨＤＶ)感
染引发的兔病毒性出血症可以上调 Ｂｃｌ￣２ 基因的表

达ꎬ但 ＲＨＤＶ 感染家兔诱导细胞凋亡的具体机制仍

不清楚ꎮ 本试验利用 ＰＣＲ 方法扩增欧洲兔的全长

Ｂｃｌ￣２ 基因ꎬ将正确的 Ｂｃｌ￣２ 基因序列克隆至 ｐＥＴ￣
３２ａ ( ＋)中ꎬ并将获得的重组 ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 质粒转化

ＢＬ２１ 进行原核表达ꎬ改进表达条件ꎬ纯化鉴定表达

产物ꎬ最后将鉴定的蛋白质免疫小鼠ꎬ制备小鼠抗

Ｂｃｌ￣２ 蛋白的多克隆抗体ꎬ为研究 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的生物

学功能提供工具ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材 料

健康新西兰成年兔购自南京金陵种兔场ꎮ Ｔｒ￣
ｉｚｏｌＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ、反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａ￣
ｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ、Ｔ４￣ＤＮＡ 连接酶、限制性

内切酶、胶回收试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬｐＭＤ１８￣ Ｔ
ｖｅｃｔｏｒ 和大肠杆菌 ＢＬ２１、大肠杆菌 ＤＨ５α、质粒

ｐＥＴ３２ａ(＋)、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白胶试剂盒购自南京基

天生物公司ꎬＨｉｓ 蛋白纯化柱购自 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公

司ꎮ 应用慢病毒包装技术构建的稳定过表达 Ｂｃｌ￣２
的 ＲＫ１３ 细胞系(ＲＫ１３￣Ｂ)由本实验室制备ꎮ

１.２　 ＰＣＲ 扩增和载体构建

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取健康家兔肝脏的总 ＲＮＡꎬ利
用反转录试剂盒反转录ꎬ以获得的 ｃＤＮＡ 为模板进

行目的条带扩增ꎮ 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 序

列中的编码序列(ＮＭ＿００１０８２１３５.１)ꎬ设计合成 Ｂｃｌ￣
２ 基因的 ＰＣＲ 扩增引物(表 １)ꎬ引入酶切位点 ＥｃｏＲ
Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩꎮ

表 １　 Ｂｃｌ￣２基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｇｅｎｅ

引物名称 序列(５′→３′)

Ｂｃｌ￣２￣Ｆｗｄ(ＥｃｏＲ Ｉ) ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＴＣＡＧＡＧＣＡＡＣＣＧ

Ｂｃｌ￣２￣Ｒｅｖ(Ｈｉｎｄ ＩＩＩ) ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＴＴＣＣＧＡＣＴＧＡＡＧＡＧＧ

以制备的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎮ ５０ μｌ
的 ＰＣＲ 反应体系:２× Ｔａｇ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ ２５ μｌꎬ上、下游

引物各 ２ μｌꎬ模板 ｃＤＮＡ １ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ２０ μｌꎮ ＰＣＲ 反

应条件:９６ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４ ℃ ３０ ｓꎬ ５５ ℃ ３０ ｓꎬ
７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 胶

回收目的条带ꎬ将目的基因连接 Ｔ / Ａ 克隆载体ꎬ获
得 Ｔ￣Ｂｃｌ￣２ 阳性质粒ꎬ送测序公司测序ꎮ 双酶切 Ｔ￣
Ｂｃｌ￣２ 和 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)质粒ꎬ回收酶切产物ꎬ将酶切的

目的基因连接到 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体中ꎬ利用双酶切鉴

定 ＰＣＲ 筛选的阳性克隆ꎬ挑选阳性质粒测序ꎬ鉴定

正确的质粒并命名为 ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ꎮ
１.３　 原核表达与纯化鉴定

１.３.１　 原核表达　 ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受

态细胞ꎬ用 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 分别在 １６ ℃和 ３７ ℃
下诱导表达 ５ ｈꎬ收集处理样品ꎬ然后进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分析ꎮ
１.３.２　 纯化鉴定　 诱导完成后离心弃上清液ꎬ沉淀

用无菌 ＰＢＳ 重悬ꎮ 超声破碎菌液 ２０ ｍｉｎꎬ ４ ℃、
１３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ沉淀与上清液用

等体积的冰 ＰＢＳ 重悬ꎮ 变性后将上清液和沉淀分

别进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ分析表达形式ꎮ 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 方法进行特异性鉴定ꎮ ０.４５ μｍ 滤膜过滤上清

液ꎬｈｉｓ 柱纯化ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检

测ꎮ
１.４　 动物试验

取纯化的 Ｂｃｌ￣２ 蛋白 １００ μｇ(稀释到 １００ μｌ)ꎬ
与 １００ μｌ 佐剂混合乳化ꎬ皮下多点注射小鼠ꎬ免疫 ３
次(每隔 １４ ｄ 免疫 １ 次)ꎮ 第 １ 次免疫选用弗氏完
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全佐剂ꎬ第 ２、３ 次免疫选用弗氏不完全佐剂ꎮ 第 ３
次免疫后 １４ ｄꎬ摘眼球采血ꎬ收集血清ꎬ－２０ ℃保存ꎮ
１.５　 多克隆抗体的特异性分析及初步应用

１.５.１　 多克隆抗体的特异性分析 　 将表达产物进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验ꎬ湿法转膜ꎬ３２０ ｍＡ 恒流转 １.５
ｈꎮ 一抗为制备的鼠抗 Ｂｃｌ￣２ 蛋白多克隆抗体ꎬ正常

小鼠血清 (未被免疫)ꎻ二抗为辣根过氧化物酶

(ＨＲＰ)标记的羊抗鼠 ＩｇＧꎬＨＲＰ 标记的兔抗羊 ＩｇＧꎮ
１.５.２　 多克隆抗体的初步应用 　 为了研究兔源抗

凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 在兔出血症病毒致病过程中发挥的

作用ꎬ本实验室将 Ｂｃｌ￣２ 序列同源重组克隆入 ｐＬＶＸ￣
ｍＣｈｅｒｒｙ 慢病毒表达载体ꎬ通过将重组质粒 ｐＬＶＸ￣
ｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｂｃｌ￣２ 与慢病毒包装质粒共转染 ２９３Ｔ 获得

重组慢病毒ꎬ然后将该病毒感染 ＲＫ１３ 细胞ꎬ筛选出

过表达 Ｂｃｌ￣２ 的阳性细胞ꎮ 本试验用制备的多克隆

抗体检测过表达 Ｂｃｌ￣２ 的 ＲＫ１３ 细胞(ＲＫ１３￣Ｂ)的

Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量ꎬ同时ꎬ选取正常的 ＲＫ１３ 细胞为

对照ꎮ 用动物细胞裂解液处理相应细胞后ꎬ利用抗

Ｂｃｌ￣２ 的多克隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ同时孵

育 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 的抗体ꎬ作为内参对照ꎮ 最后用化学发

光方法检测 Ｂｃｌ￣２ 在细胞内的表达情况ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＰＣＲ 扩增 Ｂｃｌ￣２ 基因和重组质粒的双酶切鉴

定

　 　 以制备的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增得到 ７０４ ｂｐ
的 Ｂｃｌ￣２ 基因(图 １)ꎮ 将目的基因插入载体 ｐＥＴ３２ａ
(＋)ꎬ重组质粒 ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 进行 ＥｃｏＲ Ｉ 及 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 的
双酶切鉴定ꎮ 结果显示ꎬ出现的 ７０４ ｂｐ 的条带与目

的基因 Ｂｃｌ￣２ 序列大小相一致(图 ２)ꎮ 经测序证实

该序列与 Ｂｃｌ￣２ 编码序列一致ꎬｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 构建成功ꎮ
２.２　 重组蛋白 Ｂｃｌ￣２的表达纯化

为避免重组蛋白形成包涵体ꎬ采用 １６ ℃低温

诱导可溶性表达[９] ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果显示ꎬ１６ ℃
诱导条件下蛋白质主要表达在上清液ꎬ大小与 Ｂｃｌ￣
２ 蛋白的４６ ０００相符ꎬ而 ３７ ℃ 诱导条件下的蛋白

质则主要以包涵体形式表达(图 ３)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
进一步鉴定结果与 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果相一致(图 ４)ꎮ
因此ꎬ确定采用 １６ ℃低温诱导目的蛋白可溶性表

达ꎮ
２.３　 重组蛋白 Ｂｃｌ￣２的纯化鉴定

重组蛋白 Ｂｃｌ￣２ 携带组氨酸残基ꎬ因此采用 Ｈｉｓ

Ｍ１:ＤＬ２０００ ｌａｄｄｅｒꎻ １:ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 Ｂｃｌ￣２基因 ＰＣＲ 产物鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ

Ｍ１:ＤＬ２０００ ｌａｄｄｅｒꎻ Ｍ２: ＤＬ５０００ ｌａｄｄｅｒꎻ １: ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 质粒ꎻ ２:
双酶切 ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 质粒ꎮ
图 ２　 重组载体 ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２的双酶切鉴定

Ｆｉｇ.２ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅ￣
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２

Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 菌液上清液ꎻ２:１６ ℃
低温诱导菌体裂解上清液ꎻ３:１６ ℃低温诱导菌体裂解沉淀ꎻ４:
ｐＥＴ￣Ｂｃｌ￣２ 菌液上清液ꎻ５:３７ ℃诱导菌体裂解上清液ꎻ６:３７ ℃诱

导菌体裂解沉淀ꎮ
图 ３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析 Ｂｃｌ￣２重组蛋白的表达形式

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｃｌ￣２ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ

柱进行纯化ꎬ用咪唑洗脱结合的目的蛋白质ꎮ ＳＤＳ￣
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１:１６ ℃低温诱导菌体裂解上清液ꎻ２:１６ ℃低温诱导菌体裂解沉

淀ꎻ３:３７ ℃诱导菌体裂解上清液ꎻ４:３７ ℃诱导菌体裂解沉淀ꎮ
图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析重组蛋白 Ｂｃｌ￣２的表达形式

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｃｌ￣２ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

ＰＡＧＥ 结果显示纯化后的重组蛋白质纯度较高ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法进一步鉴定结果表明获得的纯化

蛋白质是表达的重组蛋白 Ｂｃｌ￣２(图 ５)ꎮ

Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱液ꎻ２:５００
ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱液ꎻ３:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定纯化蛋白ꎮ
图 ５　 Ｂｃｌ￣２蛋白的纯化以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ

２.４　 抗 Ｂｃｌ￣２多克隆抗体的特异性

将纯化得到的 Ｂｃｌ￣２ 蛋白作为免疫原ꎬ以每只

１００ μｇ 剂量通过皮下多点注射 ＩＣＲ 小鼠ꎬ用 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法鉴定 Ｂｃｌ￣２ 抗血清对原核表达系统中获

得的重组全长 Ｂｃｌ￣２ 蛋白识别的特异性ꎮ 结果表明

抗血清均能特异性识别大小约 ４６ ｋｂ 的重组蛋白

Ｂｃｌ￣２ꎬ并且与正常小鼠血清无特异性反应(图 ６)ꎮ
２.５　 抗 Ｂｃｌ￣２多克隆抗体的应用

利用抗 Ｂｃｌ￣２ 的多克隆抗体检测过表达 Ｂｃｌ￣２
的 ＲＫ１３ 细胞 ( ＲＫ１３￣Ｂ) 的 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ抗 Ｂｃｌ￣２ 多克隆抗体能特异

性识别细胞系中 Ｂｃｌ￣２ 蛋白(图 ７)ꎬ同时ꎬ与对照组

ＲＫ１３ 细胞相比ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白在 ＲＫ１３￣Ｂ 中的表达量

明显较高ꎮ

Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:重组蛋白 Ｂｃｌ￣２ 与多克隆抗体

的特异性结果ꎻ２:重组蛋白 Ｂｃｌ￣２ 与正常小鼠血清的特异性结

果ꎮ
图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定抗 Ｂｃｌ￣２多克隆抗体的特异性

Ｆｉｇ.６　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｂｃｌ￣２ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

ＲＫ１３￣Ｂ:过表达 Ｂｃｌ￣２ 的 ＲＫ１３ 细胞ꎻＲＫ１３:对照ꎮ
图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＫ１３￣Ｂ 细胞中 Ｂｃｌ￣２的表达情况

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ＲＫ１３￣Ｂ ｃｅｌｌｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨 论

细胞凋亡是机体抵御外界各种刺激的一种有效

的固有防御ꎬ是由基因调控的细胞自我破坏(自主

程序性死亡)ꎮ Ｂｃｌ￣２ 家族蛋白是调控细胞凋亡信

号通路所涉及的重要蛋白质分子之一ꎮ Ｂｃｌ￣２ 家族

可以分为具有抗凋亡作用的分子 ( Ｂｃｌ￣２、Ｂｃｌ￣ｘＬ、
Ｂｃｌ￣Ｗ、Ｍｃｌ￣１ 等)和促凋亡作用的分子(Ｂａｘ、Ｂａｋ、
Ｂａｄ、Ｂｉｋ、Ｂｉｄ 等)ꎮ Ｃｚａｂｏｔａｒ 等指出采用小分子或多

肽调节 Ｂｃｌ￣２ 家族的蛋白质活性来治疗平衡失调性

疾病ꎬ如癌症、自身免疫疾病[１０]ꎮ 病毒的复制和致

病性与细胞凋亡之间有着密切关系[１１]ꎮ Ｒｅｓｈｉ 等的

研究结果表明ꎬ过表达抗凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂｃｌ￣ｘＬ
能够阻碍 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的激活ꎬ抑制虹彩

病毒诱导的 ＧＦ￣１ 细胞死亡[１２]ꎮ 抗凋亡基因 Ｂｃｌ￣２
的表达量以及与凋亡基因之间的表达比例对细胞存

活与否十分关键[１３]ꎮ 研究发现 Ｂｃｌ￣２ 在高表达状态

下凋亡率下降ꎬ而当 Ｂｃｌ￣２ 低表达或不表达时凋亡

率上升[１４]ꎮ
本实验室前期研究发现兔病毒性出血症病毒感

染可以引发家兔抗凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 显著上调[１５]ꎮ 由

此可见ꎬＢｃｌ￣２ 在家兔病毒病发生发展过程中发挥着

重要的作用ꎮ 为了解析 Ｂｃｌ￣２ 在疾病发生中的具体
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作用ꎬ本试验首先通过 ＰＣＲ 获取了家兔的全部模板

ｃＤＮＡꎬ设计包含双酶切位点的引物ꎬ并通过大量扩

增获得了 Ｂｃｌ￣２ 目的基因ꎬ之后利用载体重组技术

构建了完备的原核表达系统ꎬ确定了最佳的诱导表

达条件ꎮ 对表达产物进行纯化鉴定ꎬ制备重组 Ｂｃｌ￣２
蛋白的多克隆抗体并鉴定其特异性ꎮ 初步应用抗

Ｂｃｌ￣２ 的多克隆抗体检测过表达 Ｂｃｌ￣２ 的 ＲＫ１３ 细胞

(ＲＫ１３￣Ｂ) 中 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量ꎬ证实了构建的

ＲＫ１３￣Ｂ 细胞系 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量明显较高ꎬ为深入

研究 Ｂｃｌ￣２ 蛋白在家兔病毒性疾病的发生发展中的

作用奠定了基础ꎮ 通过表达与纯化成功获得了 Ｂｃｌ￣
２ 重组蛋白ꎬ纯化鉴定后采用常规方法对小鼠进行

免疫ꎬ最终获得了 Ｂｃｌ￣２ 抗血清ꎬ为研究 Ｂｃｌ￣２ 在家

兔病毒病发病进程中作用ꎬ寻找疾病治疗靶点提供

了基础ꎮ

参考文献:

[１] 　 ＯＬＡ ＭＳꎬ ＮＡＷＡＺ Ｍꎬ ＡＨＳＡＮ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [Ｊ] Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏ￣
ｃｈｅｍꎬ ２０１１ꎬ ３５１: ４１￣５８.

[２] 　 ＢＡＲＢＥＲ Ｇ Ｎ. Ｈｏｓｔ ｄｅｆｅｎｓｅꎬ ｖｉｒｕｓｅｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ
Ｄｅａｔｈ ａｎｄ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ２００１ꎬ８(２):１１３.

[３] 　 ＹＩ Ｅꎬ ＯＨ Ｊꎬ ＫＡＮＧ Ｈ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. ＢＳＴ２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌｕ￣
ｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ￣
Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１９ꎬ ５０９(２): ４１４￣４２０.

[４] 　 ＯＨＭＥＲ Ｍꎬ ＷＥＢＥＲ Ａꎬ ＳＵＴＴＥＲ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ Ｂｃｌ￣
ＸＬ ｂｕｔ ｎｏｔ Ｍｃｌ￣１ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓꎬ ２０１６ꎬ ７(８): ｅ２３４０.
[５] 　 涂梦雨ꎬ刘　 菲ꎬ陈　 舜ꎬ等.细小病毒非结构蛋白诱导细胞凋

亡研究进展[Ｊ] .病毒学报ꎬ２０１５ꎬ３１(６):６７９￣６８４.
[６] 　 侯　 宁. ＲＥＶ 感染对 ＳＰＦ 雏鸡免疫器官细胞凋亡及 Ｂｃｌ￣２、Ｃ￣

ｍｙｃ 基因表达的影响[Ｄ].哈尔滨:东北农业大学ꎬ２０１６.
[７] 　 ＲＥＥＤ Ｊ Ｃ. Ｂｃｌ￣２￣ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ:

ｈｉｓｔｏｒｙ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ[Ｊ] . Ｂｌｏｏｄꎬ２００８ꎬ１１１: ３３２２￣３３３０.
[８] 　 单士刚ꎬ姚　 青ꎬ彭建新ꎬ等.动物病毒诱导的细胞凋亡及其生

理意义[Ｊ] .病毒学报ꎬ２００６ꎬ２２(３):２３３￣２３６.
[９] 　 李娇阳ꎬ董　 虎ꎬ郭慧琛ꎬ等. 伪狂犬病病毒 ｇＢ 抗原的可溶性

原核表达及纯化条件的优化[Ｊ] . 中国兽医科学ꎬ２０１８ꎬ４８(２):
１７５￣１８１.

[１０] ＣＺＡＢＯＴＡＲ Ｐ Ｅꎬ ＬＥＳＳＥＮＥ Ｇꎬ ＳＴＲＡＳＳＥＲ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｔｈｅ ＢＣＬ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１４ꎬ １５(１): ４９￣６３.

[１１] ＢＡＲＢＥＲ Ｇ Ｎ. Ｈｏｓｔ ｄｅｆｅｎｓｅꎬ ｖｉｒｕｓｅｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ
Ｄｅａｔｈ ａｎｄ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ２００１ꎬ ８(２): １１３.

[１２] ＲＥＳＨＩ Ｌꎬ ＷＡＮＧ Ｈ Ｖꎬ ＨＵＩ Ｃ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｇｅｎｅｓ Ｂｃｌ￣
２ ａｎｄ Ｂｃｌ￣ｘＬ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｎ ｂｌｏｃｋ ｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ Ｂａｘ / ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ＧＦ￣１
ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｆｉｓｈ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１７ꎬ ６１: １２０￣１２９.

[１３] ＦＲＡＮＫ Ｅ. ＢＣＬ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ: Ｒｅｃｅｎｔ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ａｎｄ ｕｎ￣
ｋｎｏｗｎｓ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａ￣
ｔｉｏｎｓꎬ ２０１８ꎬ ５００(１): ２６￣３４.

[１４] ＡＬＭＡＷＩ Ｗ Ｙꎬ ＭＥＬＥＭＥＤＪＩＡＮ Ｏ Ｋꎬ ＪＡＯＵＤＥ Ｍ Ｍ. Ｏｎ ｔｈｅ
ｌｉｎｋ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂｃｌ￣２ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐ￣
ｏｐｔｏｓｉｓ[Ｊ] . Ｊ ＬｅｕｋｏｃＢｉｏｌꎬ２００４ꎬ７６(１) : ７￣１４.

[１５] ＣＨＥＮ Ｍꎬ ＬＩＵ Ｘꎬ ＨＵ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ
ｎｏｎ￣ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ６ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌｓ
[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ ９: ３３０８.

(责任编辑:张震林)

１０４１陈萌萌等:兔源抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 的表达、抗体的制备及初步应用


