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摘  要：绿色荧光蛋白是当前在生物及生物医学研究当中应用最为广泛的一种荧光标记蛋白．为开发一种高灵敏度、

高特异性以及简单经济的 GFP 多克隆抗体，并使之适用于在跨物种细胞里表达的 GFP 蛋白进行检测，本文利用 gfp

基因 cDNA 全序列分别构建了带有 6×His 和 GST 标签的原核表达载体 pET28A-gfp 和 pGEX-2T-gfp，并将其转入大

肠杆菌(Escherichia coli)BL21(DE3)细胞进行诱导表达，而后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)表达鉴定，分别

获得了相对分子质量为 2.6×104 和 5.2×104 的重组 6×His/GST-GFP 融合蛋白．将亲和纯化的 6×His-GFP 融合蛋白

免疫新西兰大白兔，采集第 5 次免疫后血清用 ELISA 测定效价为 1﹕32,000．抗血清依次经 Protein A 亲和纯化和

GST-GFP 抗原抗体纯化后，用免疫印迹实验(Western blot)方法检测抗体特异性，结果表明制备的多克隆抗体能很好

地识别在莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)、HEK293 细胞和大肠杆菌中表达的 GFP，对继续开展 GFP 相关研究

具有重要意义． 
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 and Characterization of its Specificity in Different Cells 
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Abstract：GFP is one of the most popular fluorescent proteins used to detect and quantify targeted proteins in living organ-

isms．To develop a high sensitive antibody for its detection or signal capture in different kind of organisms，6×His-tagged 

and GST-tagged prokaryotic expression plasmids，pET28A-gfp and pGEX-2T-gfp，were constructed，by inserting gfp into the 

pGEX-2T and pET28A vectors respectively and then were transformed into Escherichia coli BL21(DE3)for protein expres-

sion. 12% SDS-PAGE analysis results showed that the molecular weights of the fusion protein 6×His-GFP and GST-GFP 

were 2.6×104 and 5.2×104，respectively．The 6×His-GFP fusion protein was purified by affinity adsorption purification to 

immunize New Zealand white rabbits．The 5th immune serum was collected and the antibody titer was determined to be 1﹕

32,000 by ELISA．The antiserum was purified by Protein A affinity adsorption purification and immobilized GST-GFP puri-

fication，and the specificity of polyclonal antibodies was evaluated by Western blot in three kind of organisms including 

chlamydomonas，HEK293 cells and bacteria．Results show that the polyclonal antibody prepared can specifically and pre-

cisely bind GFP in all kind of organisms，which can be used for more GFP and GFP related research. 

Key words：prokaryotic expression；protein affinity purification；polyclonal antibody；Western blot 
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绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)于

1974 年由 Morise 等[1]在水母中发现并分离出来．该

蛋白包含 238 个氨基酸，第 65～67 位残基(Ser-Tyr-

Gly)自发形成荧光发色基团为对羟基本咪唑啉酮[2]. 

直到 1994 年，Chalfie
[3]首次将绿色荧光蛋白应用在

活体当中，在原核细胞大肠杆菌(Escherichia coli)和

真核细胞秀丽线虫(Caenorhabditis elegans)中表达成

功，可以通过观察绿色荧光的方法对该蛋白在活体内

进行定位．随后通过对 GFP 的 DNA 序列进行分析，

并对其中一些氨基酸进行替换和突变，证实突变可以

导致产生红色荧光的蛋白(red fluorescent protein，

RFP)
[4] 和 黄 色 荧 光 的 蛋 白 (yellow fluorescent 

protein，YFP)
[5]．突变蛋白如红色荧光蛋白和黄色荧

光蛋白等已经被广泛应用于活体细胞定位、内源蛋白

检测以及单分子成像[6]等方面． 

GFP 相对分子质量约为 2.6×10
4，易于与其他蛋

白融合表达，对受体细胞无毒副作用，且对其检测方

式多样，如可以直接在荧光显微镜中观察其在活体中

的定位和定量 [7]，亦可进行免疫印迹实验(Western 

blot)对其进行检测和定量．然而，利用 GFP 对相应

内源蛋白进行活体定量时，由于活体细胞本身的一些

自荧光物质的存在，会对实验结果产生较大影响[8–9]，

因而不能对荧光信号进行准确定量．此外，组织或细

胞在各种理化处理过程中，GFP 易被猝灭，不利于对

组织中 GFP 标记蛋白进行细胞内定位及所在组织的

结构和功能的原位分析[10]．因此，如果有一种对 GFP

高灵敏度和高特异性的抗体存在，就可以通过利用免

疫印迹方法对 GFP 及其标记蛋白进行定量．目前，

抗 GFP 蛋白抗体的研究已有很多，存在的问题是大

多数多克隆抗体或单克隆抗体仅能对在一种或少数

几种细胞内表达的 GFP 蛋白进行特异性识别，而对

于其他种属细胞内表达的 GFP 并不能进行很好的专

一性识别，主要原因是细胞背景干扰过高． 

对于如今科学研究的需要，如果一种抗体可以

广泛地应用于检测多种种属细胞，可以显著提高效

率，降低成本．目前，能针对多种种属细胞的 GFP 多

克隆抗体还未见报道，而多克隆抗体成本低廉，生产

快速的特点引人注目．因此，制备能针对多种种属细

胞的 GFP 多克隆抗体势在必行，本实验室采用简单

和经济的原核表达方法制备了高特异性的 GFP 抗

体，并运用多种方法对抗体纯化以提高抗体特异

性．此外，利用 Western blot 在多种属细胞中检测了

抗体的特异性，从而为 GFP 作为一种标记蛋白使用

提供了一种更为经济有效的检测抗体．  

1 材料与方法 

1.1 菌株、质粒及实验动物 

大 肠 杆 菌 (Escherichia coli)XL1-blue 、BL21 

(DE3)感受态细 胞 、HEK293 细 胞 、莱茵衣藻

(Chlamydomonas reinhardtii)CC-125野生藻株和质粒

pBSK-gfp、pGEX2T、pET28A 均为本实验室保存．新

西兰雄性大白兔 2 只，1.5～2.0,kg，由天津欧阳实验

种兔场提供． 

1.2 主要试剂 

蛋白 Marker、限制性核酸内切酶、DNA 连接酶，

美国 Thermo 公司；DNA marker，北京全式金生物技

术有限公司；蛋白纯化用填料 Ni Sepharose
TM 

6,Fast 

Flow 和 Glutathione Sepharose
TM

 4B 以及抗体纯化介

质 Protein A Sepharose
TM 

CL-4B，美国 GE Healthcare 

公司；免疫动物用弗式完全佐剂和不完全佐剂，美国

Sigma 公司；NC膜，美国 PALL公司；HRP 标记的羊

抗兔抗体，美国 Jackson Immuno Research公司；ECL

显色液，美国 Millipore 公司；脱脂奶粉，美国 BD 公

司；曝光底片，美国柯达公司；其他试剂均为国产分

析纯． 

1.3 pGEX-2T-gfp 和 pET28-gfp 原核表达载体的 

构建 

  以 pBSK-gfp 质粒为模板，用上游引物 5′-

GCGGATCCATGGCCAAGGGCGAGGA-3′(加   BamH 

Ⅰ酶切位 点 )、下游引 物 5′-CTAAGCTTTTACTT 

GTACAGCTCGTCCA-3′(加 HindⅢ酶切位点)进行

gfp 基因扩增，反应条件为：95,℃ 1,min；95,℃ 30,s、

55,℃ 30,s、72,℃ 2,min，30 个循环；72,℃ 10,min．取

2,μL PCR 产物进行 0.8%,的琼脂糖凝胶电泳分析．然

后再用 BamHⅠ和 HindⅢ回收的目的基因、pGEX-2T 

和 pET28A载体进行双酶切，然后将带有黏性末端的

目的基因和载体用 T4 DNA 连接酶连接后，转化入

E．coli XL1-blue 感受态细胞，挑取阳性菌落过夜培

养，提取质粒，酶切和测序验证． 

1.4 融合蛋白的表达与纯化 

1.4.1 6×His-GFP 和 GST-GFP 融合蛋白的诱导表

达及鉴定 

将正确的重组质粒 pET28-gfp 和 pGEX2T-gfp转

化至大肠杆菌 BL21(DE3)，分别挑取单菌落于含有

100,µg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养基中和含有

120,µg/mL 氨苄青霉素 LB 液体培养基中过夜培养，

再以 1﹕20 的比例放大培养至吸光度为 0.6～0.8 时，
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加入 0.2,mmol/L IPTG 于 23,℃诱导 6,h 使蛋白大量

表达，同时设置对照组即不加 IPTG 诱导组．离心收

集菌体并超声裂解获得全蛋白，全蛋白经 4,℃、

12,000,r/min 离心 15,min 后，收集上清液和沉淀．取

全蛋白、上清液和沉淀分别与 2×蛋白上样缓冲液混

合后进行 12%, SDS-PAGE电泳检测． 

1.4.2 6×His-GFP 融合蛋白的纯化 

将诱导表达后的菌体进行超声波破碎后，4,℃、

12,000,r/min 离心 15,min，取上清液用 0.45,μm 滤膜

过滤后，加入到预先平衡好的 Ni Sepharose 6,Fast 

Flow 纯化柱中，室温结合 1,h 后使样品流经纯化柱，

用洗涤缓冲液 (50,mmol/L Tris-HCl ，500,mmol/L 

NaCl，5,mmol/L 咪唑，pH 7.4)洗去杂蛋白，再用洗脱

缓冲液 (50,mmol/L Tris-HCl ，500,mmol/L NaCl ，

500,mmol/L 咪唑，pH 7.4)洗脱并收集目的蛋白，使

用核酸微量测定仪对其进行蛋白浓度测定．将洗脱

出的目的蛋白进行 12%,的 SDS-PAGE 分析[11]． 

1.4.3 GST-GFP 融合蛋白的纯化 

  将诱导表达后的菌体进行超声波破碎后，4,℃、

12,000,r/min 离心 15,min，取上清液用 0.45,μm 滤膜

过滤后加入到预先平衡好的 Glutathione Sepharose
TM 

4B 纯化柱中，室温结合 1,h 后使样品流经纯化柱，用

洗涤缓冲液(50,mmol/L Tris-HCl，300,mmol/L NaCl，

2,mmol/L MgCl2，pH 7.4)洗去杂蛋白，再用洗脱缓冲

液(50,mmol/L Tris-HCl，300,mmol/L NaCl，2,mmol/L 

MgCl2，10,mmol/L 还原型谷胱甘肽，pH 7.4)洗脱并

收集目 的 蛋 白 ．将 目 的 蛋 白 进 一步通 过 分 子筛

(Superdex
TM

-200,pg)进行分离纯化，流量 1,mL/min，

将洗脱出的目的蛋白进行 12%, SDS-PAGE 分析． 

1.5 多克隆抗体的制备及效价的测定 

1.5.1 多克隆抗体的制备 

取 2,mg纯化后的 6×His-GFP 融合蛋白与 2,mL

弗氏佐剂混合后乳化完全，免疫新西兰大白兔，采用

颈背部多点注射法，初次免疫使用弗氏完全佐剂且免

疫前耳动脉采血作为阴性对照血清．之后每 10,d 进

行加强免疫，使用弗氏不完全佐剂，一共加强免疫 4

次，最后 1 次加强免疫后耳动脉采血，利用间接

ELISA 法测定抗血清的效价，效价合格后，股动脉采

血，4,℃静置过夜后收集血清，分装冻存． 

1.5.2 多克隆抗体效价的测定 

本实验采用间接 ELISA 法测定抗血清的效价，

以 GST-GFP 融合蛋白作为包被抗原，用 5%,的脱脂

乳粉封闭后，以所得的抗血清为一抗，辣根过氧化物

酶(HPR)标记的羊抗兔抗体为二抗，然后经过 3，3′，

5，5′-四甲基联苯胺(TMB)显色，利用酶标仪测定

A450 处的吸光度，并计算出抗血清的效价．以实验组

血清 A450 与阴性对照血清 A450 的比值大于等于 2.0

为阳性，其最高稀释度即为抗血清的效价[12–13]． 

1.6 多克隆抗体的纯化及特异性分析 

1.6.1 多克隆抗体的纯化 

分离完的抗血清首先使用 Protein A Sepharose
TM 

CL-4B亲和纯化专一性吸附 IgG，去除 IgG之外的其

他抗体分子，纯化条件为：结合缓冲液(12,mmol/L 

Na2HPO4，8,mmol/L NaH2PO4，pH 7.0)，洗脱缓冲液

(0.1,mol/L 甘氨酸，pH 2.7)，流量 0.5,mL/min．收集

吸收峰对应的洗脱液，用 1,mol/L Tris-HCl(pH 9.0)将

洗脱液 pH 调至中性．然后将 Protein A Sepharose
TM

纯化完的抗体采用 GST-GFP 免疫亲和纯化法进一步

纯化：将 GST-GFP 融合蛋白固定在硝酸纤维素膜亲

和纯化法进一步纯化[14]，随后经 Western blot 检测多

克隆抗体的特异性． 

1.6.2 抗体特异性检测 

  免疫印迹：取20,μg 处理后的含有 GFP 表达的莱

茵衣藻裂解上清液[15]、HEK293 细胞裂解上清液[16]和

E．coli 细胞裂解上清液[17]加入1.5,μL 5×上样缓冲液

混匀，进行 SDS-PAGE 和电转印后，蛋白转移到 NC

膜上，5%,的脱脂奶粉封闭；多克隆抗体稀释度 1﹕

1,000，二抗为辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔

IgG，稀释度为 1﹕5,000，然后曝光压片显影(ECL

法)
[18]． 

2 结果与分析 

2.1 pET28A-gfp 和 pGEX-2T-gfp 原核表达载体的

构建 

PCR 扩增获得 723,bp 的片段，与 GFP 预期大小

一致．将构建的 pGEX-2T-gfp 和 pET28A-gfp重组表

达载体进行 BamHⅠ和 HindⅢ双酶切验证，均获得条

带大小为 723,bp 的目的片段，并经测序验证序列完

全正确，说明表达载体构建成功(图 1)． 

2.2 融合蛋白的表达与纯化 

2.2.1 6×His-GFP和GST-GFP 融合蛋白的诱导表达 

  在 IPTG 的诱导下，含有 pET28A-gfp 和 pGEX-

2T-gfp 质粒的大肠杆菌 BL21(DE3)菌株会大量表达

目的蛋白，菌体经超声破碎后获得全蛋白，所得全蛋

白经低温高速离心分离上清液和沉淀，然后经电泳、

染色、脱色后分别在约 2.6×10
4 和 5.2×10

4 处可以看

到目的蛋白大量表达，且蛋白的表达主要在上清液
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中，其表达结果如图 2 所示． 

 

(a),PCR 扩增 gfp 基因片段     (b),酶切验证 

(a)1. gfp 基因片段的 PCR 产物验证；M. 1,kbp marker. 

(b)M1. 1,kbp marker；M2. 100,bp marker；1. BamHⅠ和 HindⅢ酶切

pGEX-2T-gfp；2. BamHⅠ和 HindⅢ酶切 pET28A-gfp. 

图 1  gfp 的 PCR扩增和重组表达质粒的双酶切验证 

Fig. 1  PCR amplification of gfp and restriction identi-

fication of recombinant expression plasmids 

 

 (a),6×His-GFP 融合蛋白表达  (b),GST-GFP 融合蛋白表达 

(a)M. 蛋白 marker；1. 诱导前裂解液全蛋白；2. 诱导后裂解液全蛋

白；3. 诱导后裂解液沉淀；4. 诱导后裂解液上清液. 

(b)1. 诱导前裂解液全蛋白；2. 诱导后裂解液全蛋白；3. 诱导后裂解

液上清液；4. 诱导后裂解液沉淀. 

图 2  SDS-PAGE 检测重组蛋白在 E．coli BL21(DE3)中

的表达 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of the expression of recombi-

nant protein in E．coli BL21(DE3) 

2.2.2 6×His-GFP 和 GST-GFP 融合蛋白的纯化 

  6×His-GFP 融合蛋白的表达主要为可溶性表

达，因此将诱导表达后的菌体经超声破碎以及高速离

心后取上清液，于含有 Ni Sepharose
TM

 6 Fast Flow 填

料的重力柱中进行亲和纯化，由于融合蛋白所含有的

6×His 标签能够特异性与上述填料结合，因此经过

洗涤、洗脱等步骤即得到目的蛋白(图 3(a))，可作为

免疫动物所用抗原．同时，GST-GFP 融合蛋白经亲和

纯 化 后 ，还 有 两 条 杂 带 ( 图 3(b)) ，经 分 子 筛

(Superdex
TM

-200,pg)进行分离纯化如图 4(a)所示，

可以得到较纯的目的蛋白如图 4(b)所示，可作为后

续抗体纯化用抗原． 

 

(a),6×His-GFP 融合蛋白亲和    (b),GST-GFP 融合蛋白亲和纯化 

  纯后化的组分 

(a)M. 蛋白 marker；1—4. 洗脱组分. 

(b)M. 蛋白 marker；1. 诱导后 GST-GFP 全蛋白；2. 诱导后上清液；

3. 诱导后沉淀；4—5. 漂洗组分；6—9. 洗脱组分. 

图 3 SDS-PAGE检测亲和纯化后重组蛋白 

Fig. 3 SDS-PAGE analysis of the purified recombinant 

protein by affinity adsorption purification. 

 

(a),GST-GFP 蛋白凝胶分离纯化峰图 

 

(b) 凝胶柱分离纯化后目的蛋白 

(a)第 1 个峰表示 GST-GFP；第 2 和第 3 个峰表示其他杂蛋白. 

(b)M. 蛋白 marker；F1—F8. 第 1 个峰的 1—8 号洗脱组分. 

图 4 GST-GFP 蛋白经 SuperdexTM-200,pg 分离纯化，

SDS-PAGE检测纯化后重组蛋白 

Fig. 4 GST-GFP protein purified by SuperdexTM-200,pg

and SDS-PAGE analysis of the purified recombi-

nant protein 

2.3 多克隆抗体的制备 

2.3.1 抗血清效价的检测 

用纯化得到的 6×His-GFP 融合蛋白免疫新西兰

大白兔，经耳缘静脉少量采血，室温静置 2,h 或 4,℃

过夜后获得析出血清，以间接 ELISA 法测定抗血清

的效价，利用酶标仪测定 A450 处的吸光度后计算出抗
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血清的效价，结果如图 5 所示．由图 5 可知，1 号兔

抗血清的效价大于 16,000，2 号兔抗血清效价大于

32,000，满足实验要求． 

 

图 5 间接 ELISA法测定抗血清的效价 

Fig. 5  Results of ELISA test of anti-GFP polyclonal an-

tiserum 

2.3.2 抗血清灵敏度和特异性检测 

最终纯化的多克隆抗体能够正确地与莱茵衣藻、

HEK293 细胞和大肠杆菌中表达的 2.6×10
4 大小的

GFP 蛋白特异结合，证明所制备的多克隆抗体具有

很好的特异性，可专一性识别不同种属细胞中表达的

GFP 蛋白(图 6)． 

 

(a) 纯化后的抗血清检测 GFP 

在多种细胞的表达 

 (b) 免疫前的阴性血清检测 

GFP多种细胞的表达 

1. 莱茵衣藻；2. HEK293细胞；3. 大肠杆菌 

图 6 Western blot验证抗体特异性 

Fig. 6  The antibody specificity detected by Western blot

3 讨 论 

GFP 现在已经广泛应用在各个物种中作为标记

蛋白进行细胞定位以及蛋白分析，因而开发适用于多

种属细胞的 GFP 抗体是非常有必要的．由于单克隆

抗体的生产成本高、生产周期较长，所以开发具有成

本优势的 GFP 多克隆抗体就显得尤为迫切．本研究

使用具有表达时间短、表达量高、蛋白较易纯化等优

势 [19]的大肠杆菌作为抗原制备的宿主．选择 6×

His(组氨酸)标签[20–21]
 纯化免疫原蛋白，由于其标签

相对分子质量小，对免疫动物产生的免疫反应也比其

他如 GST、MBP 标签小，产生的抗体特异性和灵敏

性也会更高，有研究使用 GST-GFP 融合表达后使用

凝血酶对融合蛋白进行酶切得到的[10]
GFP 蛋白作为

免疫原，相比这种方法，本研究所采用的小相对分子

质量标签亲和纯化后直接免疫动物具有更高效和经

济的优势．对于抗血清的纯化，先采用亲和纯化，得

到相应的 IgG，随后采用抗原抗体纯化，使用高纯度

的 GST-GFP 融合蛋白作为抗原与亲和纯化后的抗血

清进行 2 次亲和纯化，这种方法能有效地提高抗体的

特异性和灵敏度，使最终得到的抗体具有非常高的特

异性，而且可以对不同种属来源的 GFP 蛋白进行特

异性结合．由于 GFP 广泛应用在原核和真核细胞

中，本研究利用本实验室具有的莱茵衣藻、HEK293

细胞以及大肠杆菌这 3 种来源的表达 GFP 的宿主对

抗体特异性进行测试，结果表明该多克隆抗体特异结

合人源、植物源和细菌中来源的表达 GFP 蛋白．综

上所述，本研究成功制备了 GFP 多克隆抗体，并通

过免疫印迹实验证实其具有很好的特异性，为 GFP

的相关研究提供了实验基础． 
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