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(57)摘要

本发明提供了一种用于免疫印迹分析的生

物发光探针，所述探针的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO .1所示，包括：可结合一级抗体的串联Z结构

域；具有生物发光功能的萤光素酶结构域；上述

两个结构域的连接区。本发明同时还提供了上述

探针的制备方法以及应用。该探针可通过大肠杆

菌表达获得，无需通过动物活体或哺乳动物细胞

制备，因此具有生产成本低廉的特点；此外，该探

针可识别不同来源的一级抗体，并针对待检测的

目的蛋白质产生高灵敏度的生物发光信号，因此

可替代二级抗体用于免疫印迹分析。
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1.一种用于免疫印迹分析的生物发光探针，其特征在于：所述探针的氨基酸序列如SEQ 

ID  NO .1所示，包括：可结合一级抗体的串联Z结构域；具有生物发光功能的萤光素酶结构

域；上述两个结构域的连接区。

2.一种编码权利要求1所述氨基酸序列的基因片段，其特征在于：所述基因片段的核苷

酸序列如SEQ  ID  NO.2所示，包括：串联Z结构域的编码序列；萤光素酶结构域的编码序列；

上述两个结构域连接区的编码序列。

3.权利要求1所述的用于免疫印迹分析的生物发光探针的制备方法，其特征在于包括

以下步骤：

(1)编码基因片段的设计与制备：对Z结构域和萤光素酶结构域的编码序列和连接区编

码序列进行拼接，然后根据大肠杆菌密码子偏好性，对拼接序列进行序列优化，从而使其在

大肠杆菌中具有更高的表达效率，优化后的基因片段通过全基因合成制备得到，并连入

pUC57载体；

(2)编码基因片段的扩增和纯化：以上述pUC57载体为模板，通过特异性引物P1和P2扩

增所述探针的编码基因片段，并在其两端添加NdeI和SalI酶切位点，所得扩增产物通过琼

脂糖凝胶电泳回收，即制得编码基因片段；所述特异性引物P1和P2的核苷酸序列分别如SEQ 

ID  NO.3和SEQ  ID  NO.4所示；

(3)酶切、连接及转化：第(2)步所得编码基因片段和pET-26b(+)载体分别通过限制性

核酸内切酶NdeI和SalI进行双酶切，将酶切后的基因片段和质粒载体混合后，通过T4DNA连

接酶进行连接，所得连接产物转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞，并挑取转化子进行测序，测

序结果正确的表达载体保存、待用；

(4)生物发光探针的表达与纯化：挑取含有所述表达载体的大肠杆菌到含有卡那霉素

的LB液体培养基中，震荡培养，加入IPTG并继续震荡培养，所得菌液离心收集菌体沉淀，并

用细菌裂解缓冲液重悬菌体沉淀，通过超声波对上述菌体进行破碎，所得裂解液离心，最后

通过镍亲和层析对上清液中含有的生物发光探针进行纯化，即制得所述用于免疫印迹分析

的生物发光探针。

4.利用权利要求1所述生物发光探针进行蛋白质免疫印迹分析的方法，其特征在于包

括以下步骤：

(1)待检测蛋白质的分离和转印：通过SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离待检测蛋白质，并

通过半干法将凝胶中分离的蛋白质转印到聚偏氟乙烯(PVDF)膜上；

(2)免疫印迹分析：用脱脂奶粉封闭上述转印有待检测蛋白质的PVDF膜，然后使用一级

抗体对膜上的待检测蛋白质进行杂交，再通过所述生物发光探针对一级抗体进行杂交，最

后在膜表面添加萤光素酶底物缓冲液，并通过成像仪拍摄结果。
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一种用于免疫印迹分析的生物发光探针及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种用于免疫印迹分析的新型生物发光探针，属于免疫分析领域。

背景技术

[0002] 基于抗原-抗体特异性识别的蛋白质免疫印迹分析不仅是生物化学与分子生物学

研究中的必要工具，同时也在疾病诊断、食品安全和法医鉴定中具有重要的应用价值。免疫

印迹技术的关键在于将抗体对蛋白质的识别转化为可检测的信号。上述信号转化的方式可

分为直接法和间接法两类。其中，直接法是在能够识别目的蛋白质的一级抗体上标记信号

分子，从而实现目的蛋白质的直接检测。而间接法则先使用未标记的一级抗体对目的蛋白

进行识别，然后再通过标记了信号分子的二级抗体对一级抗体进行识别，从而实现目的蛋

白质的检测。相对于直接法，间接法具有灵敏度高的优点，因此已经成为了免疫印迹分析中

应用最为广泛的方法。

[0003] 然而，利用二级抗体进行免疫印迹分析仍存在诸多不足，主要包括：1)通过化学方

法对抗体进行标记不仅复杂、繁琐，而且有时会导致抗体的稳定性和亲和力下降；2)二级抗

体的生产大多依赖于动物活体或哺乳动物细胞，导致生产成本相对高昂；3)二级抗体的来

源必须与一级抗体不同，因此通用性较差。

发明内容

[0004] 为克服现有技术中的不足，本发明提供了一种用于免疫印迹分析的新型生物发光

探针，该探针可通过大肠杆菌表达获得，无需通过动物活体或哺乳动物细胞制备，因此具有

生产成本低廉的特点；此外，该探针可识别不同来源的一级抗体，并针对待检测的目的蛋白

质产生高灵敏度的生物发光信号，因此可替代二级抗体用于免疫印迹分析。

[0005] 实现本发明上述目的所采用的技术方案为：

[0006] 一种用于免疫印迹分析的生物发光探针，所述探针的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.1

所示，包括：可结合一级抗体的串联Z结构域；具有生物发光功能的萤光素酶结构域；上述两

个结构域的连接区。

[0007] 一种编码权利要求1所述氨基酸序列的基因片段，所述基因片段的核苷酸序列如

SEQ  ID  NO.2所示，包括：串联Z结构域的编码序列；萤光素酶结构域的编码序列；上述两个

结构域连接区的编码序列。

[0008] 本发明提供了上述用于免疫印迹分析的生物发光探针的制备方法，包括以下步

骤：

[0009] (1)编码基因片段的设计与制备：对Z结构域和萤光素酶结构域的编码序列和连接

区编码序列进行拼接，然后根据大肠杆菌密码子偏好性，对拼接序列进行序列优化，从而使

其在大肠杆菌中具有更高的表达效率，优化后的基因片段通过全基因合成制备得到，并连

入pUC57载体。

[0010] (2)编码基因片段的扩增和纯化：以上述pUC57载体为模板，通过特异性引物P1和
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P2扩增所述探针的编码基因片段，并在其两端添加NdeI和SalI酶切位点，所得扩增产物通

过琼脂糖凝胶电泳回收，即制得编码基因片段；所述特异性引物P1和P2的核苷酸序列分别

如SEQ  ID  NO.3和SEQ  ID  NO.4所示；

[0011] (3)酶切、连接及转化：第(2)步所得编码基因片段和pET-26b(+)载体分别通过限

制性核酸内切酶NdeI和SalI进行双酶切，将酶切后的基因片段和质粒载体混合后，通过

T4DNA连接酶进行连接，所得连接产物转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞，并挑取转化子进行

测序，测序结果正确的表达载体保存、待用；

[0012] (4)生物发光探针的表达与纯化：挑取含有所述表达载体的大肠杆菌到含有卡那

霉素的LB液体培养基中，震荡培养，加入IPTG并继续震荡培养，所得菌液离心收集菌体沉

淀，并用细菌裂解缓冲液重悬菌体沉淀，通过超声波对上述菌体进行破碎，所得裂解液离

心，最后通过镍亲和层析对上清液中含有的生物发光探针进行纯化，即制得所述用于免疫

印迹分析的生物发光探针。

[0013] 本发明的另一目的是提供上述生物发光探针进行蛋白质免疫印迹分析的方法，包

括以下步骤：

[0014] (1)待检测蛋白质的分离和转印：通过SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离待检测蛋白

质，并通过半干法将凝胶中分离的蛋白质转印到聚偏氟乙烯(PVDF)膜上。

[0015] (2)免疫印迹分析：用脱脂奶粉封闭上述转印有待检测蛋白质的PVDF膜，然后使用

一级抗体对膜上的待检测蛋白质进行杂交，再通过所述生物发光探针对一级抗体进行杂

交，最后在膜表面添加萤光素酶底物缓冲液，并通过成像仪拍摄结果。

[0016] 与现有技术相比本发明的有益效果为：(1)本发明所述生物发光探针可替代二级

抗体实现待检测蛋白质的免疫印迹分析，并且无需复杂、繁琐的化学标记即可产生高灵敏

度的检测信号；(2)所述生物发光探针为单体蛋白质，可通过廉价的大肠杆菌制备，避免了

昂贵的动物免疫或哺乳动物细胞培养；(3)所述生物发光探针可识别不同种类的一级抗体，

因此具有良好的通用性。

附图说明

[0017] 图1为本发明中所提供的生物发光探针的结构示意图；

[0018] 图2为本发明中所提供的生物发光探针的生物发光光谱示意图；

[0019] 图3为本发明中所提供的生物发光探针的免疫印迹分析原理示意图；

[0020] 图4为本发明中所提供的生物发光探针在人流感病毒血凝素抗原(HA)免疫印迹分

析中应用结果的示意图；

[0021] 图5为本发明中所提供的生物发光探针在小鼠β-微管蛋白免疫印迹分析中应用结

果的示意图。

具体实施方式

[0022] 下面结合具体实施例对本发明做详细具体的说明，但是本发明的保护范围并不局

限于以下实施例。

[0023] 实施例1：一种用于免疫印迹分析的新型生物发光探针表达载体的构建

[0024] (1)编码基因片段的设计与制备：在GeneBank中查找Z结构域和萤光素酶结构域的
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编码序列(序列编号分别为：DQ172901.1和KY776554.1)，通过Primer  5.0软件对上述序列

和连接区编码序列进行拼接，然后根据大肠杆菌密码子偏好性，对拼接序列进行序列优化，

从而使其在大肠杆菌中具有更高的表达效率，优化后的基因片段通过全基因合成制备得

到，并连入pUC57载体。

[0025] (2)编码基因片段的扩增和纯化：以上述亚克隆载体为模板，通过特异性引物P1和

P2扩增所述探针的编码基因片段，并在其两端添加NdeI和SalI酶切位点，扩增条件为：第一

步，98℃，5min；第二步，98℃，20s；第三步，60℃，20s；第四步，72℃，60s；第二步至第四步循

环25次；第五步，72℃，10min；第六步，4℃，30s，所得扩增产物上样至1％(w/v)琼脂糖凝胶

中，恒压100V电泳30min，然后将凝胶置于0.5％(w/v)溴化乙锭溶液中染色10min，在紫外灯

下切割含有编码基因片段的胶块，按照琼脂糖凝胶回收试剂盒(Magen公司生产)说明书推

荐步骤回收该片段；

[0026] (3)酶切、连接及转化：第(2)步所得编码基因片段和pET-26b(+)载体分别通过限

制性核酸内切酶NdeI和SalI进行双酶切，其条件为37℃反应2h，将酶切后的基因片段和质

粒载体按照摩尔比5:1混合后，通过T4DNA连接酶进行连接，连接条件为16℃反应4h，所得连

接产物转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞，并挑取3个转化子进行测序，测序结果正确的表达

载体保存于-20℃冰箱中待用；

[0027] 实施例2：生物发光探针的表达与纯化

[0028] 将重组载体转化至大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞，挑取阳性转化子到含有30μg/

mL卡那霉素的50mL  LB液体培养基(1％蛋白胨，0.5％酵母提取物，1％NaCl，以上均为质量

体积比)中，于30℃，150r/min震荡培养至菌液OD600为0.5时，加入终浓度为0.5mM的IPTG，并

继续于30℃，150r/min震荡培养12h，所得菌液于10,000g离心10min收集菌体沉淀，并用6mL

细菌裂解缓冲液(20mM  Tris-Cl，500mM  NaCl，pH＝7.4)重悬菌体沉淀，通过超声波对上述

菌体进行破碎，超声条件为：80W，超声4s，停4s，共计重复50次，所得裂解液于30000g离心

30min，上清液中含有的生物发光探针通过镍亲和层析试剂盒(康为世纪公司)进行纯化，操

作步骤参照试剂盒说明进行，纯化所得探针的结构如图1所示。

[0029] 该探针无需化学修饰即可产生明显的生物发光信号，其最大发射光波长为

452.5nm，如图2所示。

[0030] 实施例3：一种新型生物发光探针在人流感病毒血凝素抗原免疫印迹分析中的应

用

[0031] (1)待检测蛋白质的分离：将40μL具有人类流感病毒血凝素抗原(HA)的待检测蛋

白质与10μL  5×上样缓冲液(购自康为世纪公司)混匀后，于100℃加热10min，取10μL上述

溶液上样至变性聚丙烯酰胺凝胶中，恒流25mA电泳1h。

[0032] (2)待检测蛋白质的转印：取出第(1)步得到的凝胶，用超纯水漂洗5min，与此同

时，将PVDF膜和滤纸于甲醇中浸泡2min，将经过漂洗的凝胶和甲醇处理过的滤纸和PVDF膜

于转移缓冲液中(3.03g  Tris碱，14.42g甘氨酸，200mL甲醇，用超纯水定容至1L)平衡5min，

按照从负极到正极的顺序将滤纸、凝胶、PVDF膜、滤纸平铺在转印仪上，接通电源后，于恒流

200mA的条件下转印20min，完成转印后，将PVDF膜在10mL含有5％(w/v)脱脂奶粉的PBS缓冲

液(购自Amersco公司)中封闭1h，倒去封闭液，向10mL含有5％(w/v)脱脂奶粉的PBS缓冲液

中加入5μL浓度为1mg/mL的抗HA的一级抗体(购自康为世纪公司)，上述一抗杂交液与经过
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封闭的PVDF膜于室温下孵育1h，倒去一抗杂交液，用PBS缓冲液漂洗PVDF膜3次，每次5min，

向10mL含有5％(w/v)脱脂奶粉的PBS缓冲液中加入5μL浓度为0.5mg/mL的生物发光探针，上

述探针杂交液与经过一抗杂交的PVDF膜于室温下孵育1h，倒去探针杂交液，用PBS缓冲液漂

洗PVDF膜3次，每次5min，最后向PVDF膜上添加100μL萤光素酶底物缓冲液(购自Promega公

司)，并通过成像仪拍摄结果，上述检测过程的原理如图3所示，实验结果表明：基于所述生

物发光探针的免疫印迹方法可对HA抗原进行高灵敏度检测，检测结果如图4所示，图4中1至

8号泳道分别对应：7.2pmol、5.8pmol、4.8pmol、4.1pmol、3.6pmol、3.2pmol、2.88pmol和

2.6pmol待测蛋白质。

[0033] 实施例4：一种新型生物发光探针在小鼠β-微管蛋白免疫印迹分析中的应用

[0034] 将40μL小鼠肝脏组织裂解液与10μL  5×上样缓冲液混匀后，于100℃加热10min，

其余电泳、转印、杂交和结果拍摄条件参见实施例3，唯一不同之处在于使用抗β-微管蛋白

抗体作为一级抗体，以上实验结果表明：基于所述生物发光探针的免疫印迹方法可对小鼠

β-微管蛋白进行特异性检测，不受组织中其他蛋白质的干扰，检测结果如图5所示，图5中1

至5号泳道分别对应：小鼠肝脏组织裂解液稀释5倍、10倍、15倍、20倍、25倍的样品。

[0035] 以上描述是对本发明的解释，不是对本发明的限定，本发明所限定的范围参见权

利要求，在不违背本发明的精神的情况下，本发明可以做任何形式的修改。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 中南民族大学

[0003] <120> 一种用于免疫印迹分析的生物发光探针及其应用

[0004] <160>  4

[0005] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>  1

[0007] <211>  311

[0008] <212>  PRT

[0009] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0010] <400>  1

[0011] Met  Leu  Ala  Gln  His  Asp  Glu  Ala  Val  Asp  Asn  Lys  Phe  Asn  Lys  Glu

[0012] 1               5                   10                  15

[0013] Gln  Gln  Asn  Ala  Phe  Tyr  Glu  Ile  Leu  His  Leu  Pro  Asn  Leu  Asn  Glu

[0014]             20                  25                  30

[0015] Glu  Gln  Arg  Asn  Ala  Phe  Ile  Gln  Ser  Leu  Lys  Asp  Asp  Pro  Ser  Gln

[0016]         35                  40                  45

[0017] Ser  Ala  Asn  Leu  Leu  Ala  Glu  Ala  Lys  Lys  Leu  Asn  Asp  Ala  Gln  Ala

[0018]     50                  55                  60

[0019] Pro  Lys  Val  Asp  Asn  Lys  Phe  Asn  Lys  Glu  Gln  Gln  Asn  Ala  Phe  Tyr

[0020] 65                  70                  75                  80

[0021] Glu  Ile  Leu  His  Leu  Pro  Asn  Leu  Asn  Glu  Glu  Gln  Arg  Asn  Ala  Phe

[0022]                 85                  90                  95

[0023] Ile  Gln  Ser  Leu  Lys  Asp  Asp  Pro  Ser  Gln  Ser  Ala  Asn  Leu  Leu  Ala

[0024]             100                 105                 110

[0025] Glu  Ala  Lys  Lys  Leu  Asn  Asp  Ala  Gln  Ala  Pro  Lys  Val  Asp  Ala  Asn

[0026]         115                 120                 125

[0027] His  Gln  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Met  Val  Phe  Thr

[0028]     130                 135                 140

[0029] Leu  Glu  Asp  Phe  Val  Gly  Asp  Trp  Arg  Gln  Thr  Ala  Gly  Tyr  Asn  Leu

[0030] 145                 150                 155                 160

[0031] Asp  Gln  Val  Leu  Glu  Gln  Gly  Gly  Val  Ser  Ser  Leu  Phe  Gln  Asn  Leu

[0032]                 165                 170                 175

[0033] Gly  Val  Ser  Val  Thr  Pro  Ile  Gln  Arg  Ile  Val  Leu  Ser  Gly  Glu  Asn

[0034]             180                 185                 190

[0035] Gly  Leu  Lys  Ile  Asp  Ile  His  Val  Ile  Ile  Pro  Tyr  Glu  Gly  Leu  Ser

[0036]         195                 200                 205

[0037] Gly  Asp  Gln  Met  Gly  Gln  Ile  Glu  Lys  Ile  Phe  Lys  Val  Val  Tyr  Pro

[0038]     210                 215                 220
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[0039] Val  Asp  Asp  His  His  Phe  Lys  Val  Ile  Leu  His  Tyr  Gly  Thr  Leu  Val

[0040] 225                 230                 235                 240

[0041] Ile  Asp  Gly  Val  Thr  Pro  Asn  Met  Ile  Asp  Tyr  Phe  Gly  Arg  Pro  Tyr

[0042]                 245                 250                 255

[0043] Glu  Gly  Ile  Ala  Val  Phe  Asp  Gly  Lys  Lys  Ile  Thr  Val  Thr  Gly  Thr

[0044]             260                 265                 270

[0045] Leu  Trp  Asn  Gly  Asn  Lys  Ile  Ile  Asp  Glu  Arg  Leu  Ile  Asn  Pro  Asp

[0046]         275                 280                 285

[0047] Gly  Ser  Leu  Leu  Phe  Arg  Val  Thr  Ile  Asn  Gly  Val  Thr  Gly  Trp  Arg

[0048]     290                 295                 300

[0049] Leu  Cys  Glu  Arg  Ile  Leu  Ala

[0050] 305                 310

[0051] <210>  2

[0052] <211>  939

[0053] <212>  DNA

[0054] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0055] <400>  2

[0056] atgcttgcgc  aacacgatga  agccgtggac  aacaaattca  acaaagaaca  acaaaacgcg  60

[0057] ttctatgaga  tcttacattt  acctaactta  aacgaagaac  aacgaaacgc  cttcatccaa  120

[0058] agtttaaaag  atgacccaag  ccaaagcgct  aaccttttag  cagaagctaa  aaagctaaat  180

[0059] gatgctcagg  cgccgaaagt  agacaacaaa  ttcaacaaag  aacaacaaaa  cgcgttctat  240

[0060] gagatcttac  atttacctaa  cttaaacgaa  gaacaacgaa  acgccttcat  ccaaagttta  300

[0061] aaagatgacc  caagccaaag  cgctaacctt  ttagcagaag  ctaaaaagct  aaatgatgct  360

[0062] caggcgccga  aagtagacgc  gaatcatcag  ggtggtggtg  gttctggtgg  tggtggttct  420

[0063] atggttttca  ccctggaaga  cttcgttggt  gactggcgtc  agaccgctgg  ttacaacctg  480

[0064] gaccaggttc  tggaacaggg  tggtgtttct  tctctgttcc  agaacctggg  tgtttctgtt  540

[0065] accccgatcc  agcgtatcgt  tctgtctggt  gaaaacggtc  tgaaaatcga  catccacgtt  600

[0066] atcatcccgt  acgaaggtct  gtctggtgac  cagatgggtc  agatcgaaaa  aatcttcaaa  660

[0067] gttgtttacc  cggttgacga  ccaccacttc  aaagttatcc  tgcactacgg  taccctggtt  720

[0068] atcgacggtg  ttaccccgaa  catgatcgac  tacttcggtc  gtccgtacga  aggtatcgct  780

[0069] gttttcgacg  gtaaaaaaat  caccgttacc  ggtaccctgt  ggaacggtaa  caaaatcatc  840

[0070] gacgaacgtc  tgatcaaccc  ggacggttct  ctgctgttcc  gtgttaccat  caacggtgtt  900

[0071] accggttggc  gtctgtgcga  acgtatcctg  gctgtcgac  939

[0072] <210>  3

[0073] <211>  33

[0074] <212>  DNA

[0075] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0076] <400>  3

[0077] gagatataca  tatggttttc  accctggaag  act  33
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[0078] <210>  4

[0079] <211>  35

[0080] <212>  DNA

[0081] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0082] <400>  4

[0083] agacgtcgac  ctgatgattc  gcgtctactt  tcggc  35
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图1

图2

图3
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图4

图5
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