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研究简报                                                              

大鼠 RVLG cDNA 的克隆、原核表达和小鼠抗 RVLG 蛋

白多克隆抗体的制备 

张平, 邢万金, 包晓红, 刘志达, 王连庆, 李舜尧, 嘠乌日  
内蒙古大学生命科学学院生物系, 呼和浩特 010021 

摘  要: 为了识别大鼠卵巢中的生殖细胞, 在原核系统中表达和纯化 RVLG 蛋白并制备了多克隆抗体。采用 RT-PCR

方法从大鼠睾丸组织中扩增获得 RVLG cDNA 片段, 然后克隆到 pMD19-T 载体上进行测序, 经双酶切回收目的基因片

段后, 将其插入到原核表达载体 pGEX-4T-1 上, 转入大肠杆菌 BL21(DE3)中诱导表达。纯化后的 GST-RVLG 融合蛋白

免疫昆明(KM)小鼠, 最后给小鼠腹腔注射 S180 细胞制备抗 RVLG 腹水多克隆抗体。用 Western blotting 及免疫组织化

学法鉴定 RVLG 腹水多克隆抗体的特异性, 间接 ELISA 法测定该抗体的效价。序列分析表明, 所克隆的 RVLG cDNA 片

段比 GenBank 中报道的大鼠 RVLG cDNA(NM_001077647)多 60 bp, 原因是由于 RVLG 的可变剪切方式造成的。本研究

成功构建了重组表达质粒 pGEX-RVLG, 且GST- RVLG融合蛋白在大肠杆菌BL21(DE3)中高效表达, 表达的目的蛋白占

菌体总蛋白的 10%以上。制备的抗体可特异性识别 RVLG 蛋白, 其效价达 1:20 000。获得的高效价、高特异性的小鼠抗

RVLG 蛋白腹水多克隆抗体为下阶段研究 RVLG 的特异性表达奠定了基础。 

关键词 : RVLG, 原核表达 , 多克隆抗体  

Cloning, Prokaryotic Expression of Rat RVLG and 
Preparation of Mouse Anti-RVLG Polyclonal Antibody 
Ping Zhang, Wanjin Xing, Xiaohong Bao, Zhida Liu, Lianqing Wang, Shunyao Li, and Riga Wu 

Department of Biology, School of Life Sciences, Inner Mongolia University, Hohhot 010021, China 

Abstract: In order to identify rat ovarian germ cells, we expressed and purified rat RVLG protein in Escherichia coli cells and 
prepared a mouse anti-rat RVLG polyclonal antibody. The rat RVLG cDNA was obtained from rat testicle tissue by RT-PCR and was 
cloned into the vector pMD19-T. Sequence analysis proves that the cloned RVLG cDNA fragment was 60 bp longer than that released 
in the GenBank (NM_001077647), resulting from an alternative splicing of the RVLG pre-mRNA. The RVLG cDNA was double 
digested with the restriction endonucleases BamH I and EcoR I, and then was extracted from gel and inserted into the prokaryotic 
expression vector pGEX-4T-1. The recombinant expression plasmid pGEX-RVLG was verified for successful construction and then 
was transformed into Escherichia coli BL21(DE3) for induction to express the GST-RVLG fusion protein by IPTG. The GST-RVLG 
fusion protein was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) at a high level which accounts for more than 10% of the total bacterial 
cellular protein. The purified RVLG protein was used as an antigen to immunize KM mouse for the production of polyclonal 
antibody in ascetic fluid followed by celiacly injecting the mouse with S180 cells. The mouse anti-rat RVLG antibody was analyzed 
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by ELISA, Western blotting and immunohistochemistry for its specificity and titer. The antibody could recognize RVLG protein 
specifically and its titer was about 1:20 000. These results confirm that the mouse anti-rat RVLG polyclonal antibody with high 
affinity and specificity has been prepared successfully, and lay a foundation for our ongoing research on the specific expression of 
RVLG in rat ovary. 

Keywords: RVLG, prokaryotic expression, polyclonal antibody 

DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp)-box 家族的蛋白在细

胞 RNA 代谢中具有重要作用 , 涉及转录调控、

pre-mRNA 剪接、核糖体组装、RNA 运输、翻译的

起始调控、细胞器基因表达以及 RNA 降解等[1]。vasa

是 DEAD-box 基因家族的重要成员之一, 首先在果

蝇中被发现[2], 后来陆续在爪蟾、小鼠、水螅、家蚕、

蝗虫、牡蛎 、鸡和人中克隆了 vasa 的同源基因并

鉴定了 vasa 同源物。在黄鳝、金鱼、银鲫、斑马鱼、

罗非鱼等鱼类动物中也报道了关于 vasa 基因的表达

分析研究。大鼠的 vasa 同源基因 RVLG (Rat vasa-like 

gene)是 Komiya 和 Tanigawa[3]1995 年报道的。vasa

基因只在生殖系细胞中特异表达, 其蛋白具有 ATP

依赖的 RNA 解旋酶活性 [4], 是生殖细胞形成的关

键基因[5,6]。缺失 vasa 蛋白将导致果蝇和线虫卵子发

生受阻。vasa 基因敲除的小鼠, 其精子发生受抑[7,8]。

由于其表达的组织特异性, vasa 常被作为研究生殖

细胞的一个标记物。近来关于出生后哺乳动物的卵

巢是否还具有卵子再生能力和再生现象, 引起了生

殖生物学界的激烈争论 [9−12]。为了在大鼠卵巢中进

一步检验哺乳动物出生后卵巢中卵泡是否持续发生, 

本试验先克隆了 RVLG(大鼠 vasa 基因)并进行原核

表达 , 制备多克隆抗体 , 为识别大鼠的生殖细胞奠

定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
低分子量蛋白 Marker(中科院上海生化研究所); 

RNAiso Reagent、RNA PCR Kit(AMV)、rTaq 聚合酶、

pMD19-T、dNTPs 及限制性内切酶均购自大连宝生

物公司; DNA marker、抗 GST 单克隆抗体(mAb)、

HRP 标记的羊抗小鼠 IgG 和增强型 HRP- DAB 底物

显色试剂盒均购自北京 TIANGEN; Ultrasensitive 

S-P 试剂盒(KIT-9701)和 AEC 显色试剂盒为迈新公

司产品; DNA 凝胶回收试剂盒为 AXYprepTM DNA 
Gel Extraction Kit(AXYGEN, USA); GST Purification 

Kit(Clontech); 弗氏佐剂(BBI); PVDF 膜(Solarbio)、

预染蛋白分子量标记 (Fermentas);  TMB(Sigma); 

其他化学试剂为国产分析纯。大肠杆菌 BL21(DE3)

由生物化学实验室侯鑫博士惠赠 ; 原核表达载体

pGEX-4T-1 和大肠杆菌 DH5α 由本实验室保存。

S180 细胞由内蒙古大学哺乳动物繁殖生物学与  

生物技术教育部重点实验室吴应积教授惠赠。

Wistar 大鼠及昆明小鼠均购自内蒙古大学实验动

物中心。  

1.2  方法 
1.2.1  引物的设计合成与 PCR 扩增 

1) 引物的设计合成: 根据 GenBank上登录号为

NM_001077647 的序列 , 用 Oligo6 软件设计克隆

RVLG cDNA 5′端约 627 bp 的一对引物。上游引物为 
5′-GGATCCATGGGAGATGAAGATTGGGAG-3′; 
下游引物为 5′-GAATTCCTTTCCAGAGCCTGTT A 

CTAC-3′。两引物 5′端分别加入了 BamH I 和 EcoR I

酶切位点(划线部分)。预计扩增片段长度 639 bp。引

物由 TaKaRa 公司合成。2) RT-PCR 扩增: 用断颈法

处死 53 d Wistar 雄性大鼠, 迅速摘取其睾丸。使用

TaKaRa RNAiso Reagent 试剂盒提取大鼠睾丸组织

的总 RNA, 然后用 TaKaRa 反转录试剂盒, 以提取

的总 RNA 为模板进行反转录, 反转录体系为 10 μL: 

模板 RNA 2 μL, AMV Reverse Transcriptase 0.5 μL, 
Oligo dT-Adaptor primer 0.5 μL, 5×RT Buffer 2 μL, 
MgCl2 2 μL, dNTPs Mixture 1 μL, RNase Inhibitor 
0.25 μL, RNase Free H2O 1.75 μL。反转录反应条件: 

42oC 1 h, 99oC 5 min, 5oC 5 min。PCR 反应体系为   

25 μL: cDNA 2 μL, 10×PCR Buffer 2.5 μL, rTaq 酶 

0.125 μL, 上、下游引物各 10 μmol/L, dNTPs 

Mixture 2 μL, 灭菌超纯水 16.375 μL。PCR 反应最

佳条件为 94oC 预变性 2 min; 94oC 变性 30 s, 57oC

复性 30 s, 72oC 延伸 1 min, 35 个循环; 再用 72oC

延伸 10 min。 

1.2.2  重组克隆载体的构建及测序 

将 RVLG cDNA 的 PCR 产物与 pMD19-T 克隆载
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体连接(参照 TaKaRa 公司 pMD19-T 载体系统说明

书), 然后转化 DH5α感受态菌。氨苄青霉素平板筛

选抗性菌落, 摇菌提取质粒, 经质粒 PCR 初步筛选

为阳性克隆后, 再用限制性内切酶 Hind III 单酶切、

BamH I 和 EcoR I 双酶切鉴定。至少选定 3 个阳性克

隆送菌液到 TaKaRa 公司测序, 正确的克隆命名为

pMD-RVLG。 

1.2.3  RVLG 原核表达载体的构建 

所选原核表达载体是 pGEX-4T-1, 此载体内有

GST 标签蛋白, 能与目的蛋白高效融合表达。使用

BamH I 和 EcoR I 双酶切重组克隆载体 pMD-RVLG, 

经琼脂糖凝胶电泳后用 AxyPrep DNA凝胶回收试剂

盒回收 RVLG 目的片段, 与用 BamH I 和 EcoR I 双酶

切后回收的 pGEX-4T-1 线形载体连接。将连接产物

转化 DH5α感受态菌, 涂平板 37oC 培养过夜, 选取

几个单菌落 , 摇菌提质粒 , 进行酶切鉴定 , 命名为

pGEX-RVLG, 然后送出测序。 

1.2.4  pGEX-RVLG在大肠杆菌 BL21(DE3)中的表达

及 SDS-PAGE 鉴定 

将重组表达载体 pGEX-RVLG 转入 E. coli BL21 

(DE3)感受态菌中, 涂板培养于含有 Amp 和葡萄糖

的 LB 固体培养基上, 37oC 培养 10 h 后挑取单菌落

接种于含 Amp(100 mg/L)和葡萄糖(终浓度为 2 g/L)

的 LB 液体培养基中 , 摇菌至 A600=0.513 后加入

IPTG 诱导表达。经时间梯度诱导后, 分别收集菌液, 

通过可见光比色测定各组诱导样品的菌液浓度, 计

算各组样品在 SDS-PAGE 电泳时的上样量, 以保证

各泳道中的菌体量一致。超声波破碎、煮菌后离心

收集上清液。配制 12%的 SDS 聚丙烯酰胺凝胶。

分 别 用 空 BL21(DE3) 菌 、 pGEX-4T-1 转 化 的

BL21(DE3)菌、低分子量蛋白 marker 及未诱导的

pGEX-RVLG 转化菌作为对照 , 与 IPTG 诱导的

pGEX-RVLG 转化菌同时电泳。考马斯亮蓝染色后

脱色 , 待脱色清晰后分析其在不同时间的表达情

况。用 UVI Band 软件分析蛋白含量并确定目的蛋

白的分子量。 

1.2.5  GST-RVLG 融合蛋白的 Western blotting 鉴定 

将 SDS-PAGE 胶电泳转膜至 PVDF 膜后用抗

GST mAb 为一抗, HRP 标记羊抗小鼠 IgG 为二抗进

行 Western blotting 分析, DAB 染色, 确认具有 GST

标签的融合蛋白 GST-RVLG 表达。 

1.2.6  GST-RVLG 蛋白的纯化 

1) 初 步 纯 化 : IPTG 大 量 诱 导 菌 体 表 达 ,      

12 000 r/min, 4oC, 2 min 离心收集菌体(100 mg~  

500 mg), 加入 Extraction buffer(试剂盒中成分), 在

冰上超声波破碎后, 用 GST 试剂盒进行纯化, 目的

蛋白保存于−80oC。2) 目的蛋白的切胶回收(次级纯

化): PEG- 20000 浓缩收集到的纯化蛋白, SDS-PAGE

电泳。以预染蛋白 marker 为参照, 根据目的蛋白的

分子量, 粗略切下蛋白条带, 浸入灭菌的 KCl 溶液

(0.5 mol/L) 5 min, 待看到一条粗的乳白色条带后, 

切下此带 , 并切成小竖条状 , 竖直放入透析袋内 , 

在盛有电泳洗脱缓冲液(pH 8.9 Tris-base 50 mmol/L, 

甘氨酸 50 mmol/L, SDS 1000 mg/L)的水平电泳槽

中 60 V 稳压过夜(或 100 V 3 h)进行目的蛋白的洗

脱。次日取出透析袋内胶条, 将扎好的透析带浸入

PBS (0.01 mol/L, pH 7.4)缓冲液中 4oC 透析 1 d, 期

间每隔 4 h 换 1 次液。 

1.2.7  RVLG 腹水多克隆抗体的制备 

Bradford 法测定蛋白浓度。将纯化的 GST-RVLG

融合蛋白与等体积弗氏完全、不完全佐剂混合成油

包水的乳剂, 腹部、背部皮下多点注射, 免疫昆明鼠, 

剂量为每只每次 15~20 μg , 间隔 10~15 d , 共免疫 5

次(第 5 次采用腹腔直接注射加强免疫)。最后一次免

疫后 5 d 测定血清的抗体效价。然后腹腔注射 S180

细胞(1×106/0.3 mL), 待小鼠腹腔膨胀、皮毛无光泽

时, 开始收集腹水。腹水经 4oC、2000 r/min 离心 5 

min, 吸上清分装, −80oC 保存。 

1.2.8  小鼠抗大鼠 RVLG 多克隆抗体的鉴定 

1) Western blotting 法 分 别 检 测 抗 体 对

GST-RVLG 融合蛋白和组织蛋白中 RVLG 的识别: 

将冻存的雄性 Wistar 大鼠睾丸置于预冷研钵中, 加

入适量液氮研磨组织至粉末状, 按 1:10(g/10 mL)比

例加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液 , 沸水中煮 

10 min。超声波破碎后, 4oC 12 000 r/min, 离心 10 min, 

吸取上清,  用Western blotting检测 RVLG腹水多抗

对大鼠睾丸组织蛋白中 RVLG 的识别。2)免疫组织

化学检测: 取 60 d 雌性大鼠卵巢, 4%多聚甲醛 4oC

固定过夜, 石蜡包埋, 5 μm 连续切片。二次展片法

展片, 贴片后于 60oC 烘箱中烤片 2 h。切片经脱蜡、

水化后, 0.01 mol/L 柠檬酸盐缓冲液(pH 6.0)中微波

修复 15 min, 室温冷却后按照免疫组化试剂盒  
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(迈新)操作步骤依次加入内源性过氧化物酶阻断剂

(试剂 A)灭活内源性过氧化物酶, 正常山羊血清(试

剂 B)封闭 20 min。滴加小鼠抗大鼠 RVLG 多抗

(1:150)为一抗 4oC 孵育过夜。次日滴加生物素标记

的羊抗小鼠 IgG(试剂 C)室温孵育 20 min, 链霉素

抗生物素蛋白-过氧化酶(试剂 D)室温孵育 10 min。

AEC 显色剂显色, AEC 水溶性封片剂封片、镜检。

同时设置以未免疫的小鼠腹水上清液为一抗的阴

性对照。 

1.2.9  小鼠抗大鼠 RVLG 多克隆抗体效价的测定 

采用间接 ELISA 法测定抗体效价 : 纯化后

GST-RVLG 蛋白经包被液(pH 9.6, 0.05 mol/L碳酸盐

缓冲液)稀释至终浓度为 5 mg/L , 以每孔 100 μL 4oC

包被酶标板过夜。洗涤缓冲液(pH 7.4, 0.15 mmol/L 

PBS)洗涤, 分别加滴 1:100~1:20 000 的 RVLG 腹水

多抗 0.1 mL, 同时用正常鼠腹水做阴性对照, 37oC

孵育 1 h。洗涤后加 1:1500 的 HRP 标记羊抗鼠 IgG 

0.1 mL, 37oC 孵育 1 h, 洗涤后 TMB 显色, 2 mol/L 硫

酸终止反应。ELISA 读数仪测 A450 处吸光度。结果

以检测样品 A 值(P)/阴性对照 A 值(N)>2.1 为阳性的

最高腹水多抗稀释度为终点滴度[13]。 

2  结果 

2.1  RT-PCR 产物琼脂糖凝胶电泳鉴定 
将大鼠 RVLG cDNA RT-PCR 产物进行琼脂糖凝

胶电泳, 结果见图 1 的第 2 泳道, 在约 700 bp 处有 1

条明亮的带, 比预期的 639 bp 片段大。 

 

图 1  RT-PCR 产物和重组载体的限制性酶切结果 
Fig. 1  RT-PCR product of RVLG and restriction enzyme 

digestion of the recombinant vector 
1: DNA marker II; 2: RT-PCR product (699 bp); 

3: pMD-RVLG/Hind III(452 bp); 4: pMD-RVLG/EcoR I+BamH I 
(2.69 kb and 699 bp); 5: recombinant plasmid pGEX-RVLG/ 

EcoR I (5589 bp); 6: recombinant plasmid pGEX-RVLG/ 
EcoR I+BamH I (4.89 kb and 699 bp) 

2.2  重组克隆载体和重组表达载体的酶切鉴定及

测序结果 
预期扩增的 RVLG 片段的第 425 bp 处有 Hind III 

酶切位点 , 而  PMD-19-T 载体上也有该酶切位点 , 

因而可作为进一步鉴定克隆载体上目的片段的依

据。构建好的 pMD-RVLG 重组载体用 Hind III 单酶

切、BamH I 和 EcoR I 双酶切, 结果见图 1 的 3、4

泳道, 分别切出约分子量位于近 500 bp和与 RT-PCR

产物相同的带, 说明扩增的 RVLG 片段与 pMD-19T

成功连接。 

所选的 3 个 pMD-RVLG 克隆的测序结果均得到

687 bp 的片段(图 2)。与 GenBank 上公布的序列

(NM_001077647)相比, 内部多出 60 bp(方框中), 其

中 45 bp 位于报道序列的第 457 bp 之后, 另 15 bp 位

于第 583 bp 后。但其余序列除 3 个碱基不同外均与

报道序列相同 , 且不引起氨基酸序列移码突变。

pGEX-RVLG 重组载体用 EcoR I 单酶切、BamH I 和

EcoR I 双酶切后的电泳结果见图 1 的 5~6 泳道, 说

明插入片段与 RT-PCR 产物相同, 进一步测序结果

说明 pGEX-RVLG 质粒中插入的 RVLG 与所克隆的

RVLG cDNA 片段序列一致, 且与 GST 的 ORF 读码

框一致。 

把测序后 RVLG cDNA 序列与大鼠 2 号染色体

基因组 DNA 全序列(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/ 

R_norvegicus/)进行比对, 结果在基因组全序列中找

到了测序结果多出的 60 bp(图 3)。经分析, 在该区域

对应的基因组 DNA 上具有 6 处剪切位点, 若以

GT1-AG1、GT3-AG3 剪切, 就是 NM_001077647 序

列, 若以 GT2-AG1、GT3-AG2 剪切, 就会成为本实

验所得到的序列。 

2.3  RVLG 在大肠杆菌中的表达 
在 BL21(DE3)菌株中诱导表达后 , 12% SDS- 

PAGE 鉴定结果见图 4。经 IPTG 诱导, 融合表达载

体 pGEX-RVLG 在 E. coli BL21(DE3)中有较高的表

达。在 A600=0.513 后加入终浓度为 100 mg/L 的 IPTG, 

诱导 4 h 时可溶性融合蛋白含量最高(泳道 8), 诱导

到 5 h 时蛋白量不再增加(泳道 9)。经 UVI Band 软

件分析表达的融合蛋白占细菌总蛋白的 13%。 

2.4  Western blotting 鉴定重组融合蛋白 
用 anti-GST 单 克 隆 抗 体 作 为 一 抗 进 行 的

Western blotting 试验显示 pGEX-4T-1 空载体所表达 
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图 2  大鼠 RVLG ORF 5’端扩增产物的测序结果 

Fig. 2  Sequence of rat RVLG fragment at 5′ of ORF  
Two primers were underlined. Hind III site was in bold form. Two excess fragments were boxed 

 
图 3  大鼠 2 号染色体 RVLG DNA 部分序列 

Fig. 3  Partial sequence of rat RVLG DNA in chromosome 2 
The introns were in bold form and splicing boundary sequences GT/AG were boxed. Two fragments underlined were the same 

as the excess 60 bp cloned in this paper. Dots represented nucleotides omitted 
 

 
图 4  重组表达载体 pGEX-RVLG 在 E. coli BL21(DE3)

中的表达 
Fig. 4  Expression of recombinant expression vector 

pGEX-RVLG in E. coli BL21(DE3) 
1: low molecular weight protein marker; 2: supernatant of BL21 

(DE3); 3: supernatant of BL21(DE3) transformed with pGEX-4T-1 
induced by IPTG; 4-9: supernatant of BL21(DE3) transformed with 
pGEX-RVLG induced by IPTG for 0, 1, 2, 3, 4 and 5 h, respectively 

 

图 5  重组蛋白 GST-RVLG 的 Western blotting 检测 
Fig. 5  Western blotting analysis of recombinant protein 

using anti-GST monoclonal antibody 
1: prestained protein marker; 2: total supernatant of BL21(DE3) 

transformed with pGEX-RVLG induced by IPTG; 3: total supernatant of 
BL21(DE3) transformed with pGEX-4T-1 induced by IPTG 
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的 GST 蛋白和 pGEX-RVLG 表达的重组蛋白都能被

anti-GST mAb 特异性结合(图 5 第 2、3 泳道), 证明

诱导表达的重组蛋白确实是 GST 融合蛋白。 

2.5  RVLG 蛋白的纯化鉴定 
经 SDS-PAGE 分析, 过 GST 柱后的目的蛋白条

带下方仍有少许杂带(图 6, 泳道 4), 于是我们切胶

进行次级纯化, 结果基本去除了杂带(图 6, 泳道 5), 

其纯度可达 85%以上, 可以用作免疫抗原。 

 

图 6  纯化后重组蛋白 GST-RVLG 的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 6  Analysis of purified recombinant GST-RVLG 

protein by SDS-PAGE 
1: protein molecular weight marker (low); 2: unpurified total 

protein of recombinant strain with induction by IPTG; 3: soluble 
fraction of recombinant strain with induction by IPTG; 4: first-step 
purified protein of GST-RVLG; 5: second-step purified protein of 

GST-RVLG 

2.6  小鼠抗大鼠 RVLG 多克隆抗体的鉴定 
Western blotting 结果显示小鼠抗大鼠 RVLG 多

克隆抗体能与 GST-RVLG 蛋白结合(图 7, 泳道 2), 

并且也可以识别 GST 标签蛋白(图 7, 泳道 3)。RVLG

蛋白只表达于生殖细胞内。利用该抗体对大鼠睾丸、

肌肉、肝和肺组织的蛋白提取物进行 Western 

blotting 检测, 结果显示, 睾丸组织蛋白提取物在约

80 kD 处有明显的识别条带(图 8, 泳道 2), 而肌肉、

肝和肺组织没有(图 8, 泳道 3、4、5), 表明小鼠抗大 

 
图 7  重组蛋白 GST-RVLG 的 Western blotting 结果 
Fig. 7  Western blotting analysis of recombinant protein 

using polyclonal antibody against GST-RVLG 
1: prestained protein marker; 2: purified protein of GST-RVLG; 

3: total supernatant of BL21 (DE3) transformed with pGEX-4T-1 
induced by IPTG 

 

图 8  抗 RVLG 多克隆抗体的组织特异性鉴定 
Fig. 8  High-specificity of RVLG polyclonal antibody 

1: prestained protein marker; 2,3,4,5: total protein extracts of rat 
testis, muscle, liver and lung tissue, respectively 

鼠 RVLG 腹水多克隆抗体具有较强的组织特异性识

别能力。 

经免疫组化实验证明, RVLG 多克隆抗体可与

大鼠卵巢内卵母细胞中的 RVLG 蛋白结合(图 9 A 

箭头所示) , 胞质有明显的阳性着色 , 而阴性对照

(未经免疫的小鼠腹水上清液代替一抗)无明显阳性

着色(图 9 B 箭头所示)。 

 
图9  小鼠抗大鼠RVLG多克隆抗体的免疫组化定位分析(×400) 
Fig. 9  Immunohistochemical analysis of mouse anti-RVLG 

polyclonal antibody (×400) 
A: analysis of polyclonal antibody against RVLG in 60 days’ rat 
ovary (×400); B: negative control of 60 days’ rat ovary (×400) 

2.7  RVLG 多克隆抗体效价的检测 
间接 ELISA 法测定小鼠抗大鼠 RVLG 蛋白腹水

多克隆抗体的结果表明从 1:100 到 1:20 000 的各个

稀释度的抗体均与重组的 RVLG 蛋白有反应, 抗体

效价达 1:20 000(表 1)。 

表 1  间接 ELISA 测定 RVLG 腹水抗体效价 
Table 1  Analysis of potency of polyclonal antibody against 

recombinant GST-RVLG by indirect ELISA 

Antibody concentration Negative
control Null

1:100 1:500 1:1000 1:5000 1:10000 1:20000 

1.223 1.213 0.974 0.664 0.339 0.225 
0.091 0.001

 

3  讨论 

大鼠 RVLG 位于 2 号染色体上, 其 cDNA 全长
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为 3.1 kb, 编码 713 个氨基酸, 具有 DEAD 家族蛋

白特征的 8 个保守框。与爪蟾的 vasa 基因(XVLGI)
氨基酸序列有 52%的一致性和 85%的相似性[8]。从

GenBank 上获得 RVLG cDNA 全长序列 (登录号 : 
NM_001077647)后 , 通过抗原表位分析 , 氨基酸多

肽 N 端具较高的抗原决定簇。据此设计引物, 应用

RT-PCR 技术, 从大鼠睾丸组织总 RNA 中克隆出 
RVLG ORF 5′ 端 的 687 bp 。 测 序 结 果 比

NM_001077647 序列多 60 bp, 分别在所克隆片段的

第 457 bp 处和 538 bp 处多出 45 bp 和 15 bp。与大

鼠 2 号染色体基因组中 RVLG 进行序列比对后在

RVLG 内部发现了所多出的 60 bp, 出现本实验结果

是由于大鼠 RVLG 的 pre-mRNA 在剪切时以真核生

物通用剪切方式 GU-AG进行可变剪切而造成的, 本
实验发现的这一大鼠 RVLG mRNA 选择性剪切方式

还尚未见报道, 目前正进一步克隆 RVLG 的全长, 
以检查睾丸中 RVLG mRNA 选择性剪切方式。本实

验室克隆的 RVLG 片段中与 NM_001077647 有 3 处

差异(同源性 99%), 造成 2 处氨基酸改变 , 均为

Ala(A)变为 Gly(G), 不影响抗原性质, 可进一步制

作多克隆抗体。 
制备高效价的多克隆抗体需要高纯度的抗原蛋

白。通过原核表达重组蛋白可以很快得到大量的抗

原蛋白, 而且操作简便。GST 基因融合表达系统广

泛用于各种融合蛋白的表达, 该系统与其他系统相

比具有表达效率高、目的蛋白可溶、操作简便等特

点 , 并可利用还原型谷胱甘肽柱进行纯化 , 得到较

纯的融合蛋白。还可将 GST 标签切除, 得到单一的

目的蛋白。表达的蛋白质可用于制备抗体和在体外

研究蛋白质的相互作用等。本研究选用 pGEX-4T-1
载体在大肠杆菌中成功地表达了可溶性 GST-RVLG
融合蛋白, 而且利用 GST 标签对 GST-RVLG 融合肽

进行了纯化。 
S180 细胞可以在鼠腹腔内迅速繁殖, 刺激机体

产生大量腹水, 常用来制作多克隆抗体 [14]。本试验

成功制备了小鼠抗大鼠 RVLG 的腹水多克隆抗体, 
蛋白质印迹分析证实了抗体可特异性结合大鼠睾丸

的 RVLG 蛋白, 表明了所制备抗体具有高的亲和性。

免疫组织化学和 Western blotting 结果显示, 抗体能

特异性识别卵母细胞和睾丸内的 RVLG 蛋白, 但不

能识别大鼠卵巢组织中的其它细胞和其它组织, 这
一结果与以前报道的小鼠 VASA 蛋白在生殖细胞系

中特异性表达的结论相一致[15]。本实验制作的抗体

可用作下一步识别大鼠卵巢生殖细胞及出生后大鼠

卵巢内是否持续卵子再生的研究。 
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