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Smarcad1 重组蛋白表达及多克隆抗体验证
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摘要 目的：建立稳定的实验室多克隆抗体制备流程，选择 Smarcad1 作为目的基因进行重组蛋白表达纯化与多克隆抗体制备，

并对其进行特异性验证。方法：以本实验室的 pcDNA3.1-Flag-Smarcad1 质粒作为模板，构建 pET-16b-Smarcad1-F1 原核表达

质粒。表达 Smarcad1-F1 蛋白，并纯化。利用蛋白质免疫印迹，蛋白质免疫共沉淀和免疫荧光实验检测抗体特异性。结果：PCR
鉴定结果显示，成功构建 pET-16b-Smarcad1-F1 表达质粒。蛋白表达纯化实验中，考马斯亮蓝染色检测，相较于诱导前，加入

IPTG 后 Smarcad1 蛋白成功诱导表达，且纯化出分子量为 27 kD 的目的蛋白。Western 印迹证明，制备的抗体能够特异性识别内

源性 Smarcad1 蛋白。蛋白质免疫共沉淀实验显示，相较于对照组，制备的抗体能够与 Smarcad1 蛋白结合。免疫荧光实验检测所

制备抗体的特异性，结果显示制备的抗体可以特异性识别内源性 Smarcad1 蛋白。结论：成功构建了 Smarcad1 原核表达质粒，利

用原核蛋白表达纯化出 Smarcad1 蛋白，利用该蛋白制备的抗体可以特异性识别内源性 Smarcad1 蛋白，为后续原核表达蛋白及

多克隆抗体制备提供思路。
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Expression and polyclonal antibody verification of Smarcad1 recombinant protein
QIN Wan-chang，HUANG Shu-qi，HU De-qing
（Department of Cell Biology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To establish a stable laboratory polyclonal antibody preparation process，to select Smarcad1 as the target gene for
recombinant protein expression purification and polyclonal antibody preparation，and to verify its specificity. Methods：The pcDNA3.1-
Flag -Smarcad1 plasmid in our laboratory was used as the template to construct the pET -16b -Smarcad1 -F1 prokaryotic expression
plasmid. Smarcad1 -F1 protein was expressed and purified. Antibody specificity was detected using Western blotting，protein co -
immunoprecipitation and immunofluorescence experiments. Results：PCR identification results showed that the pET-16b-Smarcad1-F1
expression plasmid was successfully constructed. In the protein expression purification experiment，Coomassie brilliant blue staining
showed that compared with before induction，the Smarcad1 protein was successfully induced to express after adding IPTG，and the target
protein with a molecular weight of 27 kD was purified. Western blotting proved that the prepared antibody could specifically recognize the
endogenous Smarcad1 protein. The protein co-immunoprecipitation experiment showed that，compared with the control group，the prepared
antibody could bind to the Smarcad1 protein. The specificity of the prepared antibody was detected by immunofluorescence experiments，
and the results showed that the prepared antibody could specifically recognize the endogenous Smarcad1 protein. Conclusion：The
Smarcad1 prokaryotic expression plasmid is successfully constructed，and the Smarcad1 protein is purified by prokaryotic protein
expression. The antibody prepared from this protein can specifically recognize the endogenous Smarcad1 protein，which provides ideas for
the subsequent prokaryotic expression protein and polyclonal antibody preparation.
Key words gene cloning；prokaryotic protein expression and purification；polyclonal antibody preparation

染色质重塑复合物可以通过水解 ATP 释放能

量，使组蛋白与 DNA 之间的构象发生改变，从而使

暴露的 DNA 处于可以被结合的状态，达到调控基

因表达的作用 [1]。现已知共有 4 种染色质重塑复

合物，分别为交换型转换缺陷和蔗糖不发酵型

（yeast mating type switch/sucrose non -fermentable，
SWI/SNF）染色质重塑复合物、模拟开关型（imitation

switch，ISWI）染色质重塑复合物、解旋酶 DNA 结合

型（chromodomain helicase DNA-binding，CHD）染色

质重塑复合物、拟南芥型染色质重塑复合物（inositol
auxotrophy，INO80）[2]。Smarcad1 属于 SWI/SNF 家族，

其可以通过水解 ATP 释放能量发挥染色质重塑的

作用[3]。有报道指出，Smarcad1 包含有一个 ATP 结合

结构域以及双核定位信号[4-5]。因此在 DNA 复制过

程中，Smarcad1 能够维持染色质沉 默状态[6]，在胚胎

的早期发育中，其通过调节不同组蛋白修饰来维持

胚胎干细胞（embryonic stem cells，ESC）多能性 [7]。获

天津医科大学学报
Journal of Tianjin Medical University

第 28卷 6期
２０22 年 11 月

Ｖｏｌ． 28熏 Ｎｏ． 6
Nov. ２０22598



得较高纯度以及较大蛋白量的 Smarcad1 是对 其生

物学性 质进行深入研究的关键。由于原核表达系统

具有表达水平高、培养周期短、操作简单、抗污染能

力强、经济性 高等特点，因此是实验室蛋白质表达

优先选择的表达系统。所制备的高质量蛋白能够被

应用于多个方面，其中利用蛋白免疫动物制备特异

性 多克隆抗体能够很大程度上 保证实验的可重复

性 。因此本文旨在通过构建原核表达质粒后 使用原

核系统对 Smarcad1 蛋白进行体外表达、分离与纯

化，为 Smarcad1 蛋白相关的生物化学实验提供足量

的高质量蛋白质，并利用此蛋白制备多克隆抗体，

从而为揭示 Smarcad1 在早期胚胎发育过程中的作

用机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料 Rosetta 感受态、DH5α 感受态、

pcDNA3.1-Flag-Smarcad1 质粒、pET16b 质粒为本

实验室所保存。T4 连接酶购买自 TransGen 公司，质

粒小提试剂盒购自 Vazyme 公司。NdeⅠ限制性 内切

酶、XholⅠ限制性 内切酶以及 Western 印迹显色试

剂盒均购自 Thermo 公司。胶回收试剂盒购自

Vazyme 公司。鼠源、兔源 IgG 二抗购自 Santa Cruz
biotechnology。序列合成由生工生物工程（上 海）股

份有限公司完成。氯化钠、酵母粉、蛋白胨均购自生

工生物工程（上 海）股份有限公司。Ni-NTA 购自

BBI 公司。考马斯 R250 购自索莱宝公司。抗体制备

由武汉爱博泰克生物科技有限公司完成。293T、B16、
V6.5 细胞均为本实验室所保存，用于检测Smarcad1
抗体在不同细胞系中的结合目的蛋白能力。

1.2 方法

1.2.1 构建重组表达质粒 确定合适的 Smarcad1
片段作为抗原片段，根据抗原预测选择 Smarcad1 的

第 1 至 132 位氨基酸为目的片段，设计引物，上 游

引物：5′-GGAATTCCATATGATGAATCTTTTCAACT-
TGGA-3′，下游引物：5′-AAACTCGAGTCAGGATTC-
TTCATCTTCAGATG-3′，使用 pcDNA3.1-Flag-Smar－
cad1 质粒作为模板进行聚合酶链反应（polymerase
chain reaction，PCR），产生一条约 400 bp 的目的条

带，将此条带进行胶回收，使用 NdeⅠ、XholⅠ对 胶

回收产物进行双酶切，对 双酶切产物进行纯化回

收。同时，使用 NdeⅠ、XholⅠ对 pET-16b 载体进行

双酶切，得到酶切产物后 进行胶回收。将所得胶回

收产物与酶切产物进行连接转化至 DH5α 感受态，

37℃孵育过夜，待单克隆菌落形成后 ，挑菌至空

LB培养基进行菌落 PCR，鉴定出阳 性 菌液 后 ，进行

质粒小提，将所提质粒进行测序得到 pET-16b-

Smarcad1-F1 质粒。

1.2.2 重组蛋白的原核表达与纯化 选择 Rosetta
感受态作为表达菌株，将 pET-16b-Smarcad1-F1 转

化至 Rosetta，待单克隆菌落形成后 ，挑菌至 LB AMP+
摇床中培养，37℃，220 r/min，7 h，菌液 浑浊后 ，将菌液

接种至 500 mL LB AMP+摇床中培养，220 r/min，
37℃，4 h，取 1 mL 菌液 作为诱 导 前 样本，4 h 后 ，加

入 200 μmol IPTG 进行诱 导 ，设置摇床条件为

16℃，12 h，220 r/min，诱 导 完成后 取 1 mL 菌液 作为

诱 导 后 样本。随后 ，离心收集全部菌体，加入裂解

液 ，以 30 s 运行，30 s 暂停，40%能量，总时间 6 min
进行超声，将超声后 悬液 离心，分离上 清 与沉 淀 。在

上 清 中加入 Ni-NTA 进行孵育，2 h 孵育结束后 ，离

心收集镍珠，对 镍珠清 洗 后 进行洗 脱 ，得到洗 脱 液

（Elution1、Elution2、Elution3）。将洗 脱 液 加入超滤管

进行超滤，最终收集蛋白。

1.2.3 蛋白的检测与抗体制备 选择不同阶段的

蛋白进行 SDS-PAGE 后 进行考马斯亮蓝染色，将蛋

白送至武汉爱博泰克生物科技公司，免疫实验动物

（兔），约 45 d 后 得到免疫前 血清 ，以及含有 Smar－
cad1 特异性 抗体的免疫后 血清 。

1.2.4 Western 印迹检测抗体特异性 分别收集

293T、B16、V6.5细胞蛋白，以及在 V6.5中敲低 Smar－
cad1的表达作为阴 性 对 照 ，293T 中过表达Smarcad1
作为阳 性 对 照 ，进行 Western 印迹检测：配制 8%分

离胶，4％浓缩胶的 SDS -PAGE 凝胶。加入 1 ×
Runnning Buffer 没过玻璃板，在胶孔内加入一定量

的蛋白液 ，利用电泳进行蛋白分离。蛋白电泳结束

后 ，进行转膜，切去浓缩胶，制作转膜装置。加入

1×Trans Buffer。转膜结束后 ，将膜做好标记，放于

5％牛奶的 TBST 中，封闭 1 h。随后 清 洗 膜，配一

抗，1∶2 000 稀释抗体，将膜放于一抗 4℃过夜。一

抗后 ，使用 TBST 漂洗 膜，置于摇床摇洗 5 min，共
3 次。使用TBST配制二抗，1∶10 000稀释，敷二抗，室

温，45 min。将膜置于摇床上 用 TBST 漂洗 5 min，3
次。随后 配制曝光液 ，将曝光液 覆盖在膜表面，曝

光，记录。

1.2.5 Co-IP 检测抗体特异性 在 293T 细胞中转

染 pcDNA3.1-Flag-Smarcad1 质粒，48 h 后 蛋白表

达，收集细胞使用裂解液 进行裂解，随后 超声使蛋

白充分释放，离心后 收集上 清 ，取一定量上 清 作为

对 照 。在细胞上 清 中加入 ProteinA/G beads，再分别

加入 IgG 以及 Smarcad1 特异性 抗体进行免疫共沉

淀 ，4℃孵育，随后 离心，分别收集沉 淀 ，以 Flag 抗体

进行 Western 印迹。
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注：Tubulin：内参蛋白

图 3 Western印迹检测抗体特异性

Fig 3 Western blotting detection of antibody specificity

1.2.6 免疫荧光检测抗体特异性 在 6 孔板内接

种一定量 B16 细胞，待细胞生长至 80%愈合率后 ，

使用 4％多聚甲醛进行固定，随后 ，进行打孔透化以

及 BSA 封闭，封闭结束后 ，使用 Smarcad1 抗体作为

一抗进行孵育，一抗孵育结束后 进行二抗孵育以及

DAPI 染色，封片，最后 使用荧光显微镜进行拍照 。

2 结果

2.1 重组表达质粒 pET-16b-Smarcad1-F1 的构
建 选取 Smarcad1 第 1 至 132 位氨基酸作为目的

基因，进行 PCR 扩增，结果产生 399 bp 的目的片段

（图1A），成功得到目的基因片段。利用 XholⅠ、NdeⅠ
对 pET-16b 载体进行双酶切，得到酶切产物，为一

条约 6 000 bp 的目的条带（图 1B），连接转化后 进

行菌落 PCR 鉴定，结果检测出多个阳 性 菌落克隆，

目的条带位置符合预期（图 1C）。表明重组表达质粒

pET-16b-Smarcad1-F1 构建成功。

2.2 Smarcad1蛋白的表达纯化 考马斯亮蓝染色

后 ，结果显示相较于诱 导 前 ，诱 导 后 产生明显目的

蛋白，此蛋白在上 清 液 与沉 淀 中均有分布，洗 脱 后 ，

目的蛋白纯度明显增加，并且其分子量大小为 27 kD，
符合预期蛋白分子量，说明 Smarcad1-F1 蛋白成功

诱 导 表达纯化，见图 2。
2.3 抗体特异性验证

2.3.1 Western 印迹检测抗体特异性 Western 印

迹验证制备的抗体能否结合目的蛋白，结果显示，

相较于阴 性 对 照 组，此抗体能够识别 B16 细胞以及

V6.5 细胞中 Smarcad1 蛋白，不能识别 293T 细胞中

目的蛋白，可能与 293T 细胞 Smarcad1 蛋白表达水

平较低有关。此结果说明制备的目的抗体能够应用

于 Western 印迹实验，且目的条带清 晰（图 3）。

图 1 原核表达质粒 pET-16b-Smarcad1-F1的构建

Fig 1 Construction of prokaryotic expression plasmid pET-16b-Smarcad1-F1

注：A：利用 PCR 克隆 Smarcad1 的第 1 至 132 位氨基酸序列，目的条带位置为 399 bp；B：双酶切 pET-16b 载体，目的条带为 6 000 bp；
C：菌液 PCR 验证阳 性 克隆，阴 性 对 照 ，水作为模板；阳 性 对 照 ，pcDNA3.1-Flag-Smarcad1 质粒作为模板

注：红色箭头所指位置为 Smarcad1 蛋白

图 2 Smarcad1蛋白的表达纯化

Fig 2 Expression purification of Smarcad1 protein

2.3.2 Co-IP 检测抗体特异性 利用免疫共沉 淀 实

验检测该目的抗体特异性 ，结果显示相较于 IgG
组，制备的目的抗体能够识别细胞内 Smarcad1 蛋

白，成功沉 淀 出目的蛋白，说明此抗体可以与 Smar－
cad1 蛋白相互作用（图 4）。

2.3.3 免疫荧光检测抗体特异性 为进一步验证

此目的抗体的特异性 ，在 B16 细胞中进行免疫荧光

实验，结果显示 Smarcad1 抗体能够识别细胞内目的

蛋白，荧光显微镜下呈绿色荧光，且此蛋白主要定

位于细胞核内，表明此抗体能够特异性 识别细胞内
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源性 Smarcad1 蛋白，再次验证了制备的 Smarcad1
抗体的特异性（图 5）。

3 讨论

胚胎干细胞（embryonic stem cell，ESC）是一

类具有自我更新以及发育多能性 的细胞，最初由

Evans 等[8]从小鼠囊胚的内细胞团中分离而来，并且

其可以发育成为包括生殖细胞在内的任何细胞[9]，

虽然 Samrcad1 的表达贯穿细胞的整个发育阶段，

但其表达的高峰主要集中于内细胞团以及囊胚阶

段[10-11]，缺失了 Samrcad1 的细胞会表现出严重的形

态学改变，并且使细胞倾向于逃离自我更新状态，

展示了 Samrcad1 极强的对 细胞发育过程的控制作

用。在以往的报道中，Dongding 等[12]发现 Samrcad1
通过其 CUE domain 与 KAP1 结合在 Oct4、Nanog 等

多能性 基因上 ，从而维持了 mESC 的多能性 。内源

性 逆转录病毒是构成哺乳动物基因组的重要组成

部分，Smarcad1 同样能够与之结合发挥抑制作用[13]。

因此已有充分证据表明 Smarcad1 作为一个多能性

转录因子在 ESC 的早期发育中具有重要作用，但其

对 多能细胞染色质环境的调控仍知之甚少。

为进一步研究 Smarcad1 在胚胎发育过程中的

作用机制，本研究利用原核表达系统体外表达纯

化出 Smarcad1 蛋白，并成功制备出特异性 较高的

Smarcad1 多克隆抗体。相较于单克隆抗体，多克隆

抗体能够识别任一抗原上 的多个表位，在抗体制备

中成本相对 低廉且制备速度较快，制备过程较单克

隆抗体更加简单。并且由于多克隆抗体可识别多个

表位，因此有利于蛋白质免疫共沉 淀 和蛋白质染色

质免疫沉 淀 实验获得更好的结果[14-15]，这为后 续检

测 Smarcad1 在染色质上 的结合情况打下良好基础，

有利于研究 Smarcad1 在染色质水平所发挥的功能。

而且实验室自己制备抗体除了可以弥补商品化抗

体不足的缺点外，还能够保证在多次实验中所用抗

体的一致性 ，排除了商品批号等问题带来的误差，

提高了实验的可重复性 ，本研究也为后 续实验室制

备多种蛋白以及多克隆抗体提供借鉴。

综上 所述，本研究基于 Samrcad1 在胚胎发育中

具有重要作用，为了进一步探究其具体作用机制，

在实验室条件下，利用原核表达系统纯化出纯度较

高、免疫原性 较好的目的蛋白。使用此目的蛋白制

备多克隆抗体，具有特异性 高、亲和能力强等优点，

为进一步研究 Samrcad1 在不同领域中的作用奠定

基础，同时也为其他蛋白的体外表达纯化提供了思

路，通过这一方式，大大降低实验室消耗，稳定实验

结果，有利于实验室长期发展。
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疗、组织和动物疾病建模等诸多方面。

在本实验中，利用 CRISPR技术实现基因组定点

编辑，在 mESCs 中构建 mPGCs 分化的报告基因系

统，为 PGCs 提供稳定、可靠和安全的标记方法，有

助于后 续进一步探究 PGCs 分化的分子机制，也可

促进对 早期胚胎发育过程的理解以及不孕不育等

相关疾病的研究。
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