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紫贻贝LC3B蛋白的原核表达及抗血清制备

余振兴，  朱    倩，  姚翠鸾*

(集美大学水产学院，福建 厦门    361021)

摘要：LC3B是检测自噬程度的标志性分子，但是在低等动物体内缺少特异性强的
LC3B抗体。为研究贝类的自噬性细胞死亡，本研究通过将紫贻贝的LC3B编码序列克隆
到pET-32a原核表达载体中构建重组表达载体，进而对IPTG诱导浓度、诱导表达时间进
行摸索；采用亲和层析对重组蛋白进行纯化，并采用SDS-PAGE检测及Western blot进行
验证；利用获得的重组蛋白免疫新西兰兔，制备其多克隆抗体。结果显示，在20 °C，
转速为150 r/min条件下，当IPTG浓度为0.6 mmol/L，诱导表达10 h后，可以得到高表达
量、可溶性的重组MgLC3B-His融合蛋白，亲和层析纯化后，获得单一条带的MgLC3B-His
可溶性重组蛋白；采用纯化后的MgLC3B-His融合蛋白对新西兰兔进行多次免疫，采集
分离兔抗血清并利用protein A纯化，获得紫贻贝的LC3B多克隆抗体，效价为25 600。紫
贻贝LC3B多克隆抗体的成功制备，为今后深入开展紫贻贝及相近物种的细胞自噬研究
奠定了基础。
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细胞自噬是细胞死亡的重要调控方式之

一。细胞通过形成自噬体降解胞内多余或者受

损蛋白及细胞器，在调控机体的生理及病理状

态过程中发挥重要作用。当机体处于营养缺乏、

饥饿等胁迫状态下，细胞自噬可以将机体内非

基本生命活动必须的物质降解回收用来维持细

胞生命活动 [1]；另外，细胞自噬还可以通过清除

体内功能受损、老化的蛋白分子和细胞器，在

机体的多种生命活动中发挥重要作用 [2]。研究表

明，从单细胞生物酵母到高等哺乳动物中都存

在细胞自噬及相关的调控机制 [3]，这提示细胞自

噬在不同类型的生物中，可能都具有重要的作

用。以往学者及本实验团队前期研究发现，贝

类及对虾等海洋无脊椎动物中也存在细胞自噬

及相关的调控 [4-5]，但是生理作用及调控机制还

需深入研究。

目前在模式生物中鉴定出的自噬相关基因

(autophagy-related genes, Atgs)共有40余个 [6]，根据

功能不同，可将其分为5类：  Atg1亚家族(包括

Atg1，Atg13，Atg17，Atg29与Atg31)，主要负责

在自噬体形成起始位点PAS(phagophore assembly
site)引发自噬体的形成；Atg9亚家族(包括Atg23，
Atg27，Atg2与Atg18)，负责将构成初始自噬体膜

的膜碎片传递给Atg1复合物；磷脂酰肌醇—激酶

(PtdIns3K)亚家族 (包括Vps34，Atg6，Vps15，
Atg14与Atg38)，负责招募PtdIns3K结合蛋白向自

噬起始位点聚集；Atg12-Atg5亚家族(包括Atg5，
Atg7，Atg10，Atg12与Atg16)，主要参与前自噬

体外膜的延伸；Atg8亚家族(包括Atg3，Atg4，Atg7
与Atg8)，主要参与自噬体膜的形成。前期研究

已经在贻贝中鉴定出多种Atgs，并发现在机体受

到胁迫后，相关基因表达水平发生显著改变。

LC3 (microtubule-associated protein 1 light
chain 3)是Atg8亚家族的一个重要成员，包括
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LC3A、LC3B、LC3C 3个基因 [7-8]。在细胞自噬过

程中，LC3B前体蛋白proLC3B在胞浆中被Atg4蛋
白酶切割，暴露出羧基末端的甘氨酸残基，形

成可溶性的LC3B-I，分子量为 16 ku；随后，

LC3B-I蛋白被E1样酶Atg7活化后传递给E2样酶

Atg3，在Atg3的作用下通过泛素样修饰与磷脂酰

乙醇胺(PE)结合形成脂溶性的LC3B-II[9]，LC3B因

而被认为在自噬体膜形成过程中发挥重要作

用。由于LC3B-II的含量与自噬程度呈正比，因

此，LC3-I和LC3-II比例的变化已经被用来作为检

测细胞自噬程度的一个分子标志[10-11]。

目前，细胞自噬的检测方法包括电子显微

镜、单丹磺酰尸胺(dansylcadaverine, MDC)染色、

泛素样结合蛋白p62表达水平、LC3B荧光融合蛋

白的点状聚集实验以及LC3B I/II表达变化的检

测 [12-15]。上述方法中，电镜法因为对自噬体辨识

困难，容易造成主观臆断，而且对硬件设备和

操作技术要求较高等原因难以得到广泛应用；

MDC及p62的检测因为自噬检测特异性不强而受

到限制；LC3B-GFP荧光融合蛋白的点状聚集实

验受到细胞系的局限，难以在无成熟细胞系的

动物中应用。因此，对LC3B I/II比例变化的检测

仍然是自噬研究中最常用的方法。但是，由于

机体内LC3表达丰度较低，保守性不高，市场上

商品化的LC3B抗体主要针对人及小鼠等模式生

物，通用性不强，对低等海洋动物的自噬性细

胞死亡研究造成很大局限。

本研究在实验室前期获得紫贻贝 (Mytilus
galloprovincialis)LC3B序列的基础上，将其克隆

连接到原核表达载体pET-32a，通过摸索诱导表

达条件得到较高表达量的MgLC3B-His重组蛋

白，经纯化获得单一条带的重组蛋白，将得到的

MgLC3B-His重组蛋白注射新西兰兔，经过多次

免疫然后采血得到效价较高的抗血清，为紫贻贝

及相近物种自噬性细胞死亡的研究奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

载体与菌种        pMD-19T载体购于TaKaRa公
司，pET-32a载体购于Novagen，BL21(DE3)和
TOP10菌株为本实验室保存。

引物设计        根据实验室前期克隆得到的紫

贻贝MgLC3B序列，设计了一对带酶切位点的引

物用于 MgLC3B全长 ORF的扩增：上游引物

MgLC3Bexp-F：5′-CATGCCATGGG TATGAAT-
AAAATCAC-3′(斜体部分为保护碱基，粗体加

下 划 线 部 分 为 N c o  I 酶 切 位 点 ) ； 下 游 引 物

M g L C 3 B e x p - R ： 5 ′ - C C G C T C G A G C C C -
AAAAGTTTCT-3′(斜体部分为保护碱基，粗体

加下划线部分为Xho I酶切位点)，引物由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。

1.2    实验方法

原核表达质粒构建         以实验室保存的

pMD-19T-MgLC3B质粒为模板，以MgLC3Bexp-F
和MgLC3Bexp-R为引物，在20 μL体系中进行

PCR扩增。具体条件：10×Buffer (含20 mmol/L的

Mg2+)2 μL，dNTPs(2.5 mmol/L) 1.6 μL，引物(10
μmol/L) MgLC3Bexp-F1和MgLC3Bexp-R1各1 μL，

Taq酶0.2 μL (5 U/μL)，无菌双蒸水13.2 μL。

PCR反应条件：预变性94 °C，5 min；变性94 °C，

30 s；退火56 °C，30 s；延伸72 °C，45 s；共35个
循环；终延伸72 °C，10 min。

用1.5%琼脂糖凝胶电泳分离PCR产物，切胶

回收目的条带，测定浓度，进行酶切。MgLC3B
酶切体系：10×Tango Buffer 2 μL，Xho I酶1 μL，

Nco I酶1 μL，胶回收产物200 ng，无菌dd H2O补

足至20 μL；同时，对原核表达载体pET-32a进行

酶切，空载体  800 ng，其他体系同上；37 °C酶

切  1 h，85 °C灭活10 min。酶切结束后，纯化酶

切产物并测定浓度，进行连接。连接体系：10×T4

Buffer 1 μL，T4 DNA连接酶1 μL，MgLC3B与

pET-32a酶切产物摩尔比为5∶1(总体积为10 μL)，
用水补足至10 μL，16 °C连接过夜。

连接产物转化TOP10大肠杆菌感受态，氨苄

抗性平板筛选挑取单克隆摇菌，菌液PCR鉴定阳

性重组子pET32a-MgLC3B。扩大培养后，提取质

粒，一部分进行酶切验证，一部分转化表达菌

BL21(DE3)，菌液PCR鉴定阳性重组子，送至生

工生物工程(上海)股份有限公司进行测序验证。

重组蛋白的诱导表达        将测序正确的含

pET32a-MgLC3B重组质粒的BL21(DE3)表达菌扩

大培养，待菌液浓度达到OD600 值为0.8~1.0，加

入不同浓度IPTG(0、0.2、0.4、0.6和0.8 mmol/L)
摸索诱导条件。诱导时间设定为8 h，温度为20 °C，

转速150 r/min。再根据获得的IPTG最适浓度，摸

索最适诱导时间(0、2、4、6、8和10 h)。
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重组蛋白的纯化        于5000×g，4 °C离心

5 min收集菌体。菌体用4 °C预冷的10 mmol/L
PBS洗涤3次，每0.8 g菌体(湿重)对应加入10 mL
洗脱缓冲液1(300 mmol/L KCl，50 mmol/L KH2PO4，

5 mmol/L咪唑，pH 8.0)，冰浴超声破碎20 min(功
率300 W，超声3 s，间隔5 s)，12 000×g ，4 °C离

心20 min，收集上清液，用0.45 μm滤膜过滤。重

组蛋白按照Bio-Rad Profinia蛋白质纯化系统进行

纯化：先以5个柱体积的平衡缓冲液进行平衡；

上样蛋白粗提液8 mL (蛋白浓度4.3 mg/mL)；分

别用 10个柱体积洗脱缓冲液 1与洗脱缓冲液 2
(300 mmol/L KCl，50 mmol/L KH2PO4，10 mmol/L
咪唑，pH 8.0)洗脱；最后以2个柱体积洗脱缓冲

液(300 mmol/L KCl，50 mmol/L KH2PO4，250 mmol/L
咪唑，pH 8.0)进行洗脱，收集洗脱液。

总蛋白浓度测定按照南京建成蛋白定量

(BCA法)测试盒(A045-3)说明书进行。

SDS聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE)及

Western blot对MgLC3B重组蛋白的检测及验证      
 MgLC3B重组蛋白的诱导表达采用SDS-PAGE进

行检测[16]，分离胶浓度为12%。

MgLC3B重组蛋白的验证采用Western blot
法：恒压80 V湿转40 min至PVDF膜，封闭、洗脱

按照标准方法进行，His标签抗体 (上海生工，

A B 1 0 0 0 2， 1∶2 0 0 0 )  4  ° C孵育过夜，二抗

(Transgen，1∶6000)室温孵育1 h。ECL显色液

(Advansta, R-03025-C50)显色。

多克隆抗体的制备        免疫之前，SPF级新

西兰兔耳缘静脉取血1.5 mL，于37 °C 恒温箱中

放置 1 h，4 °C冰箱过夜，3000×g 离心15 min，吸

取上清血清作为阴性对照。第1次免疫：将纯化

获得单一条带的重组MgLC3B-His纯化蛋白1 mL
(1 mg/mL)与1 mL弗氏佐剂混匀，背部皮下多点

注射；每隔1周进行1次增强免疫注射，注射方法

同前，总共4次。最后一次免疫后 10 d 耳缘静脉

取血1.5 mL，分离采集血清通过间接ELISA方法

测定抗体效价，达到要求后，心脏取血，按上述

方法分离血清。

抗体的纯化        利用Transgen公司的Protein
A进行多抗纯化。用10倍柱体积的平衡Buffer
(20 mmol/L PB, 0.15 mol/L KCl, pH 7.0)进行平衡；

抗血清用0.45 μm滤膜过滤处理后，轻轻转移至

纯化介质中；用10倍柱体积的平衡Buffe(20 mmol/L
PBS, 0.15 mol/L KCl, pH 7.0)洗涤；用10 mL的洗

脱缓冲液(20 mmol/L柠檬酸，pH 3.5)进行洗脱，

收集到的抗体立即用1 mol/L Tris-HCl中和。

OD¡ OD
OD¡ OD

抗体效价测定        纯化后多抗用间接ELISA
法测定效价 [17]。  蛋白包被后，每孔分别加入按

1∶100、1∶200、1∶400、1∶800、1∶1600、
1∶3200、1∶6400、1∶12 800、1∶25 600稀释的

多抗100 μL、免疫前血清1∶100稀释100 μL作为

阴性对照、不含血清的稀释液100 μL作为空白对

照 ， 3 7  ° C 孵 育 1  h 。 洗 板 3 次 后 每 孔 加 入

1∶5000稀释的HRP标记羊抗兔二抗100 μL，37 °C
孵育 1  h。洗板 3次后每孔加入四甲基联苯胺

TMB显色液100 μL，避光静置反应10 min，加入

100 μL 2 mol/L H2SO4终止。酶标仪450 nm处测定

吸光值，并计算P/N值 ( )，

P/N>2.1为阳性，以出现阳性结果的最高稀释倍

数作为待检测抗体效价。

2    结果

2.1    MgLC3B-pET32a原核表达质粒的构建

本实验克隆获得特异性紫贻贝MgLC3B单一

条带，分子量约370 bp，与预期大小相符。将克隆

得到的带酶切位点的MgLC3B片段构建到pET32a
载体上 (图 1 )，双酶切验证获得与 p E T 3 2 a、
MgLC3B预期大小相符的2个特异性条带。随后

测序验证质粒序列及是否插入正确。

2.2    MgLC3B重组蛋白表达条件的摸索

在IPTG浓度为0~0.6 mmol/L时，随着其浓度

增加，MgLC3B-His重组蛋白表达量也逐渐增

加，当 IPTG浓度达0.6 mmol/L以上，MgLC3B-
His重组蛋白的表达量没有显著增加 (图2)，因

此，确定IPTG诱导浓度为0.6 mmol/L。
根据摸索的IPTG浓度确定诱导时间，结果

表明在诱导10 h内，MgLC3B-His重组蛋白的表达

量随诱导时间的延长而增加(图3)。  在诱导超过

10 h后，表达量没有显著增加，因此最终确定表

达条件：500 mL锥形瓶中加入200 mL无菌LB液

体培养基 (胰蛋白胨10 g/L，酵母提取物5 g/L，

NaCl 10 g/L)，IPTG浓度为0.6 mmol/L，诱导时间

为10 h，温度为20 °C，转速为150 r/min。

2.3    MgLC3B-His重组蛋白的纯化及Western
blot验证

经过扩大培养得到大量可溶性重组蛋白。

500 水    产    学    报 41 卷

 

http://www.scxuebao.cn



利用Bio-Rad Profinia蛋白质纯化系统进行纯化，

经分离胶浓度为12%的SDS-PAGE检测，得到纯

化的重组蛋白单一条带(图4)。利用His标签抗体

对重组蛋白进行检测，在预期大小位置得到单

一条带(图5)，说明得到的蛋白为MgLC3B-His重
组蛋白。

 
图 1    MgLC3B-pET32a表达质粒的构建

M. 100 bp plus Marker；1. 克隆的带酶切位点的MgLC3B；2.
MgLC3B-pET32a的双酶切验证，经过酶切，成功切开为 2 条带，分

别为MgLC3B和pET32a；3. 完整的MgLC3B-pET32a表达载体

Fig. 1    Construction of MgLC3B-pET32a
recombinant vector

M. 100 bp plus Marker; 1. agarose gel electrophoresis of MgLC3B with
the restriction enzyme cutting site; 2. double enzyme digestion of
MgLC3B-pET32a, MgLC3B and pET32a were shown on agarose gel
electrophoresis， respectively; 3. MgLC3B-pET32a recombinant
expression vector

 
图 2    IPTG浓度对MgLC3B-His重组蛋白表达的影响

1. 空载pET-32a；2. 重组未诱导；3. IPTG浓度0.2 mmol/L；4.
IPTG浓度0.4 mmol/L；5. IPTG浓度0.6 mmol/L；6. IPTG浓度0.8
mmol/L ；M. 蛋白标准分子量

Fig. 2    Effect of IPTG concentration on the production
of recombinant MgLC3B-His

1. empty vector pET-32a; 2. 0 mmol/L IPTG; 3. 0.2 mmol/L IPTG; 4.
0.4 mmol/L IPTG; 5. 0.6 mmol/L IPTG; 5. 0.8 mmol/L IPTG; M.
standard protein molecular weight marker

 
图 3    诱导时间对MgLC3B-His重组蛋白表达的影响

1. 空载pET-32a；2. 诱导时间0 h；3. 诱导时间2 h；4. 诱导时间4
h；5. 诱导时间6 h；6. 诱导时间8 h；7. 诱导时间10 h；M为蛋白

标准分子量

Fig. 3    Effect of induction time on the production of
recombinant MgLC3B-His

1. empty vector; 2. induction for 0 h; 3. induction for 2 h; 4. induction for
4 h; 5. induction for 6 h; 5. induction for 8 h; induction for 10 h; M.
standard protein molecular weight marker

 
图 4    MgLC3B-His重组蛋白的纯化

1. 重组未诱导；2. 重组诱导；3. 纯化蛋白；M. 蛋白标准分子量

Fig. 4    Purification of recombinant MgLC3B-His
1. before induction; 2. recombinant protein expression after induction; 3.
purified recombinant protein; M. standard protein molecular weight
marker
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2.4    MgLC3B-His抗血清的制备、纯化及效价

测定

将纯化后的重组MgLC3B-His蛋白注射新西

兰兔，经过多次注射加强免疫，采集分离得到

血清；经Protein A纯化后，利用ELISA间接法测

定效价，稀释倍数1∶100~1∶25 600的P/N值分别

为12.56、11.74、9.82、7.66、6.38、5.20、4.45、
3.12、2.21。因此，制备的紫贻贝MgLC3B-His多
克隆抗体效价为25 600(图6)。

3    讨论

细胞凋亡和自噬在机体的生理及病理调控

中具有重要作用，是细胞死亡领域的研究热点

之一。以往的研究发现坏死、细胞凋亡及相关

调控在贻贝应对温度胁迫中发挥重要作用 [18-21]，

细胞自噬作为细胞死亡的重要方式，已经引起

广泛关注。随着自噬研究的增多，细胞自噬电

子显微镜、荧光染色定位、自噬降解底物、自

噬体膜上LC3B-II/LC3B-I的比例等多种自噬检测

方法也逐渐建立。其中，LC3B-II/LC3B-I的比例

的检测方法由于特异性强、准确性高，得到广

泛使用。但是，LC3B的商业化抗体目前主要针

对人及小鼠开发，而贻贝的LC3B序列与其他物

种的LC3B相似性较低，大约只有60%~70%，在

低等动物自噬研究中通用性较差[22]，采用多个公

司的商业化LC3B抗体，均不能在贻贝中检测到

特异性强的目的条带。

吴洪波等 [23]将小麦（Triticum aestivum）的

Atg8基因构建到pET-28b原核表达载体上；赵振

东等 [24]将大鼠（Rattus norvegicus）的LC3B构建

到pET-28a原核表达载体上，都获得了可溶性表

达重组蛋白。但是pET-28原核表达载体带的标签

只有4 ku左右，MgLC3B蛋白包含120个氨基酸，

分子量预测为14.3 ku，分子量较小，免疫原性较

低，经过pET-32a重组表达后加上载体上的标

签，大小约为30 ku，重组蛋白的免疫原性较

高，有助于得到效价较高的抗体。因此，本实

验将紫贻贝的MgLC3B基因克隆构建到pET-32a原
核表达载体上。pET系列载体含有强启动子，在

重组表达的过程中容易产生包涵体蛋白，但是

pET-32a载体含有Trx标签，有助于提高重组蛋白

的可溶性和产量。由于可溶性蛋白对天然蛋白

的不连续性表位有较好的展示，刺激实验动物

产生的多克隆抗体的抗原性特异性较高。因此

在本实验中为了得到更多的可溶性蛋白，在较

低温度及较低转速下，对IPTG的诱导浓度和诱

导时间进行摸索优化，确保在保持重组蛋白可

溶性的情况下得到较高表达量的重组蛋白。

在重组蛋白的诱导表达过程中，IPTG浓度

与重组蛋白的表达量密切相关。倪志华等[25]选用

IPTG浓度为1 mmol/L，37 °C诱导6 h，发现大鼠

的LC3重组蛋白主要以包涵体形式存在。包涵体

蛋白是因为在表达菌株中蛋白大量表达，来不

及折叠形成的蛋白质聚集体 [26]。已有研究证明，

诱导表达的时候，低的培养温度和培养转速有

助于减缓蛋白表达，有助于蛋白折叠[27]。本研究

在诱导MgLC3B-His重组蛋白表达的过程中，为

了获得更多的可溶性蛋白，根据实验室前期经

 
图 5    MgLC3B-His重组蛋白His标签抗体

Western blot检测

1. 空载未诱导；2. 空载诱导；3. 重组未诱导；4. 重组诱导；5.
纯化蛋白

Fig. 5    Western-blot analysis of recombinant
MgLC3B-His with anti-His antibody

1. empty vector before induction; 2. empty vector after induction; 3.
recombinant vector before induction; 4. recombinant vector after
induction; 5. purified recombinant protein

 
图 6    MgLC3B-His多克隆抗体的效价测定

Fig. 6    Titer of the MgLC3B-His polyclonal antibody
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验，选用诱导温度为20 °C，摇床转速为150 r/min。
通过对不同IPTG浓度摸索，发现当IPTG浓度为

0.6 mmol/L时MgLC3B-His重组蛋白的诱导表达量

最高，但随着浓度增加，并不能显著提升表达

量。进而对诱导表达时间进行摸索，发现在10 h
内，重组蛋白产量与诱导时间正相关，因此确

定诱导时间为10 h。
赵振东等 [24]利用His-bind树脂柱纯化  LC3B

重组蛋白，40 mmol/L咪唑的洗脱液可以洗去大

部分杂蛋白，50 mmol/L咪唑的洗脱液洗脱的目

的蛋白纯度最高，80 mmol/L咪唑的洗脱液的目

的蛋白洗脱量最大。本实验使用的是Bio-Rad
Profinia蛋白纯化系统，选用的平衡缓冲液咪

唑浓度为5 mmol/L，洗脱缓冲液咪唑浓度为5和
10 mmol/L。降低流速，延长洗脱时间，有助于

去除杂蛋白及非特异性结合蛋白。用250 mmol/L
高浓度咪唑的洗脱缓冲液进行洗脱，有助于目

的蛋白的彻底洗脱。通过SDS-PAGE和Western
blot检测可以得出纯化重组蛋白的含量和纯度都

比较高(图4)。本研究在获得分子量约30 ku单一

条带的MgLC3B-His重组蛋白的基础上，免疫注

射新西兰兔，经过多次注射加强免疫，采集分

离血清，得到效价为25 600的多克隆抗体(图6)，
抗体效价较高，为后续研究紫贻贝及相似物种

的自噬性细胞死亡机理奠定基础。
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Recombinant expression and polyclonal antibody preparation of
Mytilus galloprovincialis LC3B

YU Zhenxing ,     ZHU Qian ,     YAO Cuiluan *

(Fisheries College, Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract:  Autophagy is  a cellular  process for degradation of damaged proteins and organelles via forming
autophagosome. Microtubule-associated protein 1 light chain 3 B (LC3B) is a marker protein for autophagy
detection. However, in many lower animals, autophagy detection is limited for a lack of available specific LC3B
antibody. In the present study, the coding sequence of LC3B of Mytilus galloprovincialis was cloned and inserted
into a pET-32a prokaryotic expression vector. To obtain a high-level and soluble expression of recombinant
MgLC3B-His protein,  the IPTG concentration and induction time were investigated.  Then,  the purification
conditions of this recombinant protein were also studied. Our results showed that MgLC3B was inserted in the
pET-32a prokaryotic expression vector successfully. The recombinant MgLC3B-His protein was induced at 20 °C,
150 r/min with IPTG concentration of 0.6 mmol/L after 10 h culture. A single-band recombinant protein was
obtained after affinity purification. After immune injection, and the rabbit polyclonal antibody was also obtained,
with a titer of 25 600. Therefore, our results will be helpful for the investigation of autophagy in mussels and
similar species.
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