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　 　 摘要:　 为制备尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 多克隆抗体ꎬ采用同源重组技术构建尼罗罗非鱼 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ￣ＴＧＦ￣β１ 原核表

达载体ꎬ转入大肠杆菌 Ｂ２１ 中诱导表达ꎬ将重组表达蛋白质纯化后免疫大耳兔制备多克隆抗体ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
和 ＥＬＩＳＡ 检测抗体的特异性和效价ꎮ 结果表明ꎬ构建的 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ￣ＴＧＦ￣β１ 原核表达载体经诱导表达获得了分子量

为５.２×１０４的重组蛋白质ꎬ免疫大耳兔获得效价为１ ∶ ２ ０４８ ０００的抗尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 多克隆抗血清ꎬ该抗体能够

特异性地识别原核表达的 ＴＧＦ￣β１ 蛋白ꎮ
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　 　 ＴＧＦ￣β 超家族是由一类结构相关ꎬ具有共同生

物学特性的细胞因子组成[１]ꎬ在免疫细胞功能调

节[２]ꎬ细胞增殖、分化和迁移[３￣５]ꎬ细胞衰老和凋

亡[６￣７]ꎬ骨、血管及脂肪生成[８￣１０]ꎬ以及组织重塑和修

复中 发 挥 重 要 的 作 用[１１￣１３]ꎬ 且 与 许 多 疾 病 有

关[３ꎬ１４￣１５]ꎮ 目前鉴定的 ＴＧＦ￣β 超家族成员已超过 ３０
多个ꎬ而且在无脊椎动物中有十几种结构和功能相

关的成员[１６￣１７]ꎮ 基于结构的同源性ꎬＴＧＦ￣β 超家族

成员被分为多个亚型ꎮ 目前已在哺乳动物和鸟类中

鉴定了 ３ 种 ＴＧＦ￣β 亚型ꎬ在非洲爪蟾中鉴定了 ２ 种ꎬ

７０４１



在硬骨鱼中鉴定了 ４ 种ꎮ 在这些亚型中ꎬＴＧＦ￣β１ 可

能是免疫系统中起主要作用的亚型[１８]ꎬＴＧＦ￣β１ 可

刺激促炎细胞因子(Ｔｎｆα 和 Ｉｆｎγ)、Ｔ / Ｂ 细胞标记物

(Ｃｄ４ｌ、Ｃｄ８α、Ｃｄ８β 和 Ｉｇμ)ꎬ以及 ＩＬ￣１０ 与ＭＨＣ 的表

达[１９￣２１]ꎬ抑制 ＡＬＫ５ 的表达[２０]ꎬ诱导外周血淋巴细

胞(ＰＢＬ)增殖[１９]ꎬ抑制炎症反应中的 ＩＬ￣１β 信号的

传导[２２]ꎬ响应免疫调节剂[２３]ꎬ而且可抑制细菌诱导

的 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 表达ꎬ在控制鱼类炎症过程中发挥

重要的作用[２２]ꎮ
尼罗罗非鱼(Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ)是中国最重

要的经济养殖鱼类之一ꎮ 然而ꎬ近年来无乳链球菌

的爆发对罗非鱼的养殖产业造成了巨大的经济损

失ꎬ严重阻碍了中国罗非鱼产业的健康发展[２３]ꎮ 因

此ꎬ加强罗非鱼免疫学相关研究ꎬ探讨细胞因子在罗

非鱼免疫防御机制中的作用ꎬ对利用免疫控制技术

控制罗非鱼疾病意义重大ꎮ 尼罗罗非鱼的 ＴＧＦ￣β１
基因已经被克隆与鉴定[２４]ꎬ然而由于缺乏相应的特

异性抗体ꎬＴＧＦ￣β１ 在罗非鱼免疫中的功能研究受到

了许多限制ꎮ 本研究对尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 基因进

行原核表达ꎬ并通过免疫大耳兔制备罗非鱼 ＴＧＦ￣β１
多克隆抗体ꎬ为研究罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 蛋白的功能和

免疫机制提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

质粒 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ 与表达载体 Ｂ２１ 购自武汉金开

瑞生物工程有限公司ꎬ内切酶ＢａｍＨ Ｉ、Ｓａｌ Ｉ、ＤＮＡ 聚

合酶、蛋白质 ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司(美国)ꎬ
Ｉｎ￣Ｆｕｓｉｏｎ􀅸 ＨＤ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ质粒

提取试剂盒、ＤＮＡ 回收试剂盒购自天根生物技术公

司ꎬＩＰＴＧ 购自 Ｍｅｒｃｋ 公司 (德国)ꎬ硝酸纤维素膜

(Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ＰＶＤＦ)购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司(美国)ꎬ弗式完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自

Ｓｉｇｍａ 公司 (美国)ꎬ辣根过氧化物酶 (Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＲＰ)标记的羊抗兔抗体购自 Ｊａｃｋｓｏｎ 公

司(美国)ꎬ亲和层析柱购自 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司(美
国)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 蛋白质结构分析及抗原表位预测　 采用 Ｅｘ￣
ＰＡＳｙ 中 的 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )预测尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 蛋白的疏水性ꎬ
采用 ＴＭＨＭＭ ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /

ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２.０ / )预测跨膜区ꎬ采用 ＤＮＡｓｔａｒ ７.
１ 软件预测分析亲水性、抗原指数等ꎮ
１.２.２　 目的基因的扩增与表达质粒的构建 　 利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件ꎬ根据尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 基

因序列(ＮＣＢＩ Ｎｏ. ＮＭ＿００１３１１３２５)设计 １ 对特异性

ＰＣＲ 引物ꎬ引物上、下游序列(Ｐ１、Ｐ２)分别为 ５′￣ＴＣ￣
ＣＡＣＴＧＧＧＴＴＣＴＣＧＧＡＣＴＡＴＧＣＴＧＡＧＣＡＣＣＴＧＴＡＡＴ￣
３′ 和 ５′￣ＴＡＡＧＧＣＣＧＣＡＣＴＣＧＡＧＣＡＣＣＡＣＴＴＡＧＣＴＧ￣
ＣＡＴＴＴＡＣＡＧＣＴ￣３′ꎮ 尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 基因１ ０８６
ｂｐ 序列由上海生工生物公司合成ꎬ以此为模板进行

ＰＣＲ 扩增获得目的基因片段ꎮ 载体 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ 经 Ｓａｌ
Ｉ 与ＢａｍＨ Ｉ双酶切处理后ꎬ采用同源重组的方法构

建重组质粒 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ￣ＴＧＦ￣β１ꎬ转化感受态大肠杆菌

Ｂ２１ꎬ挑选阳性克隆进行 ＰＣＲ 扩增、电泳检测及测

序ꎬ采用 ｍｅｇａ Ｘ 进行序列比对分析ꎬ以确认目的基

因正确插入载体ꎮ
１.２.３　 重组蛋白质的诱导表达　 参考文献[２５]ꎬ将
构建的重组菌阳性克隆接入 ＬＢ 培养基进行小量诱

导表达ꎬ取部分菌液作为对照ꎬ剩余菌液加入 ＩＰＴＧ
诱导剂进行诱导培养ꎬ然后取菌体 １ ｍｌ 进行离心及

破菌处理ꎬ以空菌株作为对照ꎬ对总菌、沉淀及上清

液进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测分析ꎮ 经检测ꎬ目的基

因显著表达后ꎬ取过夜培养的菌液 ２ ｍｌ 加入２ ０００
ｍｌ ＬＢ 培养基中进行大量诱导表达ꎬ然后收集发酵

液ꎬ离心收集菌体ꎮ 菌体经超声波破碎后ꎬ收集上清

液以及沉淀ꎬ分别取少量样品进行电泳检测ꎮ
１.２.４　 多克隆抗体的制备及鉴定　 采用 Ｎｉ￣ＮＴＡ 树

脂层析柱对收集的上清液及沉淀进行纯化ꎬ将纯化

的重组蛋白质免疫大耳兔制备抗血清ꎮ 以重组

ＴＧＦ￣β１ 蛋白作为抗原ꎬ与以１ ∶ ２ ０００、１ ∶ ４ ０００、１ ∶
８ ０００作二倍梯度稀释至１ ∶ ８ １９２ ０００的待检血清进

行抗原抗体反应ꎬ最后加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ
(１ ∶ ５ ０００)作为二抗进行 ＥＬＩＳＡ 反应ꎬ确定待测样

品的效价ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检测 ＴＧＦ￣β１ 日

本大耳兔抗血清特异性ꎬ最后以 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和层析

柱进行抗体纯化ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＴＧＦ￣β１ 蛋白结构及抗原表位分析

尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 基因编码 ３８１ 个氨基酸ꎮ
抗原表位分析结果显示ꎬＴＧＦ￣β１ 蛋白亲水性平均值

(ＧＲＡＶＹ)为－０.５４５ꎬ表明该蛋白质为亲水性蛋白质ꎮ
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ＴＧＦ￣β１ 蛋白无跨膜区ꎬ其 ３８１ 个氨基酸均位于细胞

膜表面ꎬ可降低跨膜区疏水性氨基酸折叠蛋白质几

率ꎬ有利于该蛋白质的表达和纯化研究ꎮ ＴＧＦ￣β１ 蛋

白存在丰富的潜在抗原表位位点ꎬ说明利用该蛋白

质进行抗体制备是可行的ꎮ
２.２　 ＴＧＦ￣β１ 表达载体的构建与鉴定

以 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ￣ＴＧＦ￣β１ 质粒为模板ꎬ对 ＴＧＦ￣β１ 基

因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物经 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶电

泳检测ꎬ获得一大小约为１ ０８６ ｂｐ 的目的片段(图
１)ꎬ与预期片段大小一致ꎮ 将 ＰＣＲ 扩增产物纯化测

序ꎬ经序列比对分析ꎬ确定 ＴＧＦ￣β１ 基因已正确插入

载体 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ 中ꎮ

１:ＤＬ２ ０００ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ ２:ＴＧＦ￣β１ 扩增产物ꎮ
图 １　 尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 基因表达载体的 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎ
Ｎｉｌｅ ｔｉｌａｐｉａ

２.３　 ＴＧＦ￣β１ 重组蛋白的表达与鉴定

对转入的尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 基因进行小量

诱导表达ꎬ经破菌分离及电泳检测分析ꎬ分离的沉

淀与总菌中均在分子量５.２×１０４处出现 １ 条显著的

蛋白质条带ꎬ与重组蛋白质的预期大小一致ꎬ而对

照组与上清液中未检测到显著的蛋白质条带(图

２)ꎮ 随后对重组蛋白质进行了大量诱导表达及

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ结果显示ꎬ与上清液中的蛋白质

条带相比ꎬ沉淀中的蛋白质条带更粗ꎬ染色更深ꎬ
说明重组蛋白质主要处于沉淀中ꎬ以包涵体的形

式存在(图 ３)ꎮ
２.４　 ＴＧＦ￣β１ 重组蛋白的提取与纯化

对原核表达的尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 重组蛋白进

行破菌提取与纯化ꎬ经 １０ 倍稀释后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
电泳ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ检测样品于５.２×１０４处有一

清晰的带纹ꎬ与预期蛋白质大小吻合ꎮ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ１:空质粒菌株ꎻ２:上清液ꎻ３:沉淀ꎻ４:重组菌总

菌ꎮ
图 ２　 ＴＧＦ￣β１ 重组蛋白的小量表达 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳结果

Ｆｉｇ. ２ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＧＦ￣β１ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｑｕａｎｔｉｙ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ１:沉淀中的 ＴＧＦ￣β１ 蛋白ꎻ２:上清液中的 ＴＧＦ￣
β１ 蛋白ꎮ
图 ３　 ＴＧＦ￣β１ 重组蛋白的大量表达及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳结果

Ｆｉｇ.３ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ １:纯化的 ＴＧＦ￣β１ 重组蛋白ꎮ
图 ４　 尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 重组蛋白纯化产物的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检

测

Ｆｉｇ.４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｎｉｌｅ ｔｉｌａｐｉａ ＴＧＦ￣β１ ｒｅ￣
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 ＴＧＦ￣β１ 蛋白血清抗体的免疫效价

纯化后的重组蛋白质经碳酸盐缓冲液包被后免
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疫日本大耳兔制备罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 多克隆抗体ꎬ采
用 ＥＬＩＳＡ 法检测抗体效价ꎮ 结果显示ꎬＴＧＦ￣β１ 多克

隆抗体的效价为１ ∶ ２ ０４８ ０００(图 ５)ꎮ 表明采用该

重组蛋白质诱导日本大耳兔产生了良好的免疫反

应ꎬ获得了效价较高的 ＴＧＦ￣β１ 多克隆抗体ꎮ

ａ:１ ∶ ２ ０００ꎻｂ:１ ∶ ４ ０００ꎻｃ:１ ∶ ８ ０００ꎻｄ:１ ∶ １６ ０００ꎻｅ:１ ∶ ３２ ０００ꎻ
ｆ:１ ∶ ６４ ０００ꎻｇ:１ ∶ １２８ ０００ꎻｈ:１ ∶ ２５６ ０００ꎻｉ:１ ∶ ５１２ ０００ꎻｊ:１ ∶
１ ０２４ ０００ꎻｋ:１ ∶ ２ ０４８ ０００ꎻｌ:１ ∶ ４ ０９６ ０００ꎻｍ:１ ∶ ８ １９２ ０００ꎻｎ:
稀释液ꎮ
图 ５　 尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 蛋白多克隆抗体效价

Ｆｉｇ.５　 Ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＴＧＦ￣β１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
Ｎｉｌｅ ｔｉｌａｐｉａ

２.６　 重组蛋白 ＴＧＦ￣β１ 抗血清的特异性

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检测 ＴＧＦ￣β１ 抗血清特

异性ꎮ 结果(图 ６)表明ꎬ２５ ｎｇ 和 １０ ｎｇ 重组蛋白质

组均出现一条清晰的反应条带ꎬ蛋白质大小均约为

５.２×１０４ꎬ其中 ２５ ｎｇ 组蛋白质条带更清晰ꎬ而对照组

相应位置未见反应条带ꎬ说明 ＴＧＦ￣β１ 抗原与血清

中的抗体可以特异性地结合ꎬ且其特异性较强ꎮ
２.７　 ＴＧＦ￣β１ 抗体的纯度

对收集到的抗血清以 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和层析柱进

行 ２ 次纯化ꎬ收集抗体ꎬ经 ４ 倍稀释后采用 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳检测ꎮ 检测结果(图 ７)显示 ２ 条清晰的

带纹ꎬ其中一条带纹大小约为５.０×１０４ꎬ另一条带纹

约为２.５×１０４ꎬ片段大小与抗体的重链与轻链大小相

符合ꎬ未见杂带ꎮ 经检测ꎬ纯化后的抗体质量浓度达

１０ ｍｇ / ｍｌ以上ꎬ纯度约为 ９５％ꎬ抗体纯度较高ꎮ

３　 讨 论

ＴＧＦ￣β１ 蛋白在机体中具有多种重要的生理作

用ꎬ其结构和功能受到了越来越多的关注ꎮ 然而ꎬ机
体组织中蛋白质的低丰度致使不能从天然来源获得

令人满意的 ＴＧＦ￣β１ 蛋白的量ꎬ这就限制了对其更

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ １:２５ ｎｇ 纯化的重组蛋白ꎻ ２:１０ ｎｇ 纯化的重

组蛋白ꎻ ３:阴性对照ꎮ
图 ６　 尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ
Ｎｉｌｅ ｔｉｌａｐｉａ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ １:纯化的 ＴＧＦ￣β１ 抗体ꎮ
图 ７　 纯化的 ＴＧＦ￣β１ 抗体 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测

Ｆｉｇ.７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＴＧＦ￣β１ ａｎｔｉｂｏｄｙ

深入的研究ꎮ 显然ꎬ异源表达是天然获取的有效替

代方法[２６]ꎬ而且是生产大量所需重组蛋白质的简单

而廉价的手段ꎮ 尼罗罗非鱼 ＴＧＦ￣β１ 蛋白编码 ３８１
个氨基酸ꎬ通过对该蛋白质结构分析及抗原表位预

测发现ꎬ该蛋白质理论分子量为４.４１５×１０４ꎬ理论等

电点为 ８.０５ꎬＧＲＡＶＹ 为－０.５４５ꎬ为亲水性蛋白质ꎬ亲
水性较强ꎬ无典型的跨膜区ꎬ这些结果都表明ꎬ该蛋

白质适合进行原核表达和抗体的制备ꎮ
ＰＣＲ 技术的不断发展和完善ꎬ使得具有已知核

酸序列基因的克隆已变得非常容易ꎮ 相比之下ꎬ蛋
白质的表达和纯化更难ꎬ因为它涉及许多问题ꎬ如最

佳表达生物体的选择ꎬ高效表达载体的选择和构建ꎬ
最适生长条件的筛选ꎬ有效的纯化策略等ꎬ这些取决

于蛋白质的特征和下游需求[２７]ꎮ 本研究采用武汉

金开瑞生物公司提供的表达载体 ｐＥＴ￣Ｂ２ｍ 进行无
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缝克隆和原核表达ꎬ结果表明ꎬ采用该载体ꎬＴＧＦ￣β１
可以高效表达ꎬ但沉淀中蛋白质含量显著高于上清

液中蛋白质含量ꎮ 利用 Ｎｉ￣ＮＴＡ 树脂层析柱进行重

组蛋白质纯化ꎬ结果表明纯化效果较好ꎮ ＴＧＦ￣β１ 重

组蛋白的获得ꎬ不仅是制备抗体的基础ꎬ也为进一步

深入研究该蛋白质提供了研究素材ꎮ
胞内表达的重组蛋白质ꎬ在胞质中或以可溶性

形式存在ꎬ或聚集成不溶性的包涵体ꎬ或以两种形式

存在[２８]ꎮ 其中可溶性蛋白质通常是有活性的ꎬ而包

涵体中的蛋白质常常被错误折叠而失活[２９]ꎮ 然而ꎬ
最近的研究结果表明ꎬ包涵体中的大部分蛋白质是

有功能的ꎬ可以用于多种应用而不用溶解和重新折

叠[３０]ꎮ 本研究结果表明ꎬ大量表达的 ＴＧＦ￣β１ 蛋白

多以包涵体形式存在ꎬ超声破碎后存在于沉淀中ꎬ而
上清液中的蛋白质或未检测到或含量较少ꎮ 形成包

涵体的主要原因可能是高转化率使得细胞质内蛋白

质保持高浓度并允许部分折叠的蛋白质分子彼此相

互作用形成聚集体[３１]ꎻ另外ꎬ包涵体的形成还与蛋

白质的氨基酸序列有关ꎬ高度疏水性的蛋白质具有

更多聚集成包涵体的机会[３２]ꎮ 本研究的主要目的

是获得特异性的 ＴＧＦ￣β１ 抗体ꎬ因此ꎬ包涵体的存在

对抗体的形成影响不大ꎮ
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