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集胞蓝细菌 PCC 6803 中 CcmK2 蛋白多克隆抗体
的制备与检测

李　盼　支　瑶　汪方奎　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　CcmK２蛋白是集胞蓝细菌PCC６８０３羧酶体外壳蛋白的主要组分,在羧酶体的组装与功能行使方面

扮演重要角色.为解析其功能,本研究构建了原核表达载体pET２８aＧCcmK２,并在大肠杆菌 BL２１(DE３)中诱导

表达带有６个组氨酸标签的CcmK２重组蛋白.通过金属亲和层析技术,将 CcmK２重组蛋白纯化后免疫家兔,

制备抗CcmK２多克隆抗体.基于 Dotblot分析的结果显示:该多克隆抗体能够有效检测蓝细菌 CcmK２蛋白;

进一步的抗体特异性分析显示,CcmK２多克隆抗体与其他羧酶体外壳蛋白存在微弱的抗原抗体反应;最后,通
过 Westernblot分析证实该多克隆抗体能够特异而灵敏地检测集胞蓝细菌PCC６８０３中CcmK２的丰度.
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　　蓝细菌是一类具有产氧光合能力的自养原核微

生物,革兰氏染色阴性,能够固定 CO２、释放氧气,
对地球有氧层的形成和全球碳循环起到了举足轻重

的作用,常被用作研究光合作用、生物固氮、二氧化

碳浓缩机制、细胞发育的模式生物.蓝细菌的二氧

化碳固定主要依赖于细胞内的一个蛋白质复合

体———羧酶体.羧酶体在蓝细菌中以二十面体的形

式存在,直径８０~１４０nm,外部由４nm 左右厚度的

致密 的 蛋 白 质 外 壳 构 成,内 部 则 充 满 负 责 催 化

HCO－
３ 生成CO２的碳酸酐酶(CA)和负责CO２固定

的核酮糖Ｇ１,５Ｇ二磷酸羧化酶/氧化酶复合体(RuBIＧ
SCO)[１].蓝细菌固定二氧化碳的方式是通过核酮

糖Ｇ１,５Ｇ二 磷 酸 羧 化 酶/氧 化 酶 (ribuloseＧ１,５Ｇbis
phosphate carboxylase/oxygenase,RuBisCO)将

CO２插 入 到 核 酮 糖Ｇ１,５Ｇ二 磷 酸 (ribuloseＧ１,５Ｇbis
phosphate,RuBP)分子,然后形成两分子的三磷酸

甘油酸(３Ｇphosphoglycerate,３ＧPGA).其中,RuBiＧ
sCO是一个双功能酶,当细胞质中 CO２浓度较高

时,其以 RuBP为底物生成３ＧPGA;然而当细胞质

内 O２浓度较高时,RuBisCO 则以 O２为底物发生氧

化反应生成等量的 ３ＧPGA 和二磷酸甘油酸 (２Ｇ
PGA),２ＧPGA的积累会抑制卡尔文循环中磷酸果

糖激酶和磷酸丙糖异构酶的活性,从而对细胞产生

毒害作用[２Ｇ３].已有的研究表明细胞中大多数的

RuBisCO都位于羧酶体内部,是蓝细菌CO２固定的

主要执行者[４].羧酶体的蛋白质外壳致密,是维持

内部高浓度 CO２、防止 CO２扩散的关键性屏障,但
是羧酶体中不含有类似细胞器的脂类物质[５].

致密的羧酶体外壳主要由４~７个具有相似的

BMC (bacterial microcompartment domain;

PFAM００９３６)结构域的蛋白质组成.其中,集胞蓝

细菌 PCC６８０３ 羧酶体 外 壳 主 要 由 CcmK１、CcＧ
mK２、CcmK３、CcmK４、CcmO 和 CcmL组成.CcＧ
mK２是羧酶体外壳中的主要组成部分,其蛋白晶体

结构已经获得解析[１,６].本研究以集胞蓝细菌 CcＧ
mK２为对象,扩增其片段并构建his６ＧCcmK２重组

表达载体pET２８aＧCcmK２,进行蛋白纯化后免疫家

兔,制备抗血清,利用 Dotblot对所制备的血清效价

和组织检测特异性进行分析,旨在为研究细胞内羧酶

体相关组分丰度的变化规律及其调控机制奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料和培养条件

野生 型 集 胞 蓝 细 菌 Synechocystis sp．PCC
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６８０３[７]、大肠杆菌 TG和BL２１(DE３)、质粒pET２８a
(＋)均为华中农业大学农业微生物学国家重点实验

室蓝细菌分室保存的材料.蓝细菌于３０℃、１５０
r/min、４０μE/(m２s)连续光照培养;大肠杆菌在

LB培养基[７]中于３７℃、１８０r/min下培养,２个菌

株抗生素的使用终质量浓度均为 Kan５０μg/mL.

DNA回收试剂盒购自 Axygen公司;T４DNA
连接酶和限制性内切酶等均购自 TaKaRa公司;

KODplus酶购自Toyoba公司;ECL显色液购自武

汉麦克莱博生物科技有限公司;NiＧNTA 镍琼脂糖

凝胶购自 QIAGEN公司.
1.2　原核表达载体的构建

以集胞蓝细菌PCC６８０３的基因组 DNA 为模

板[８],采 用 CcmK２ＧS(５′ＧGGGAATTCCATATG
TCCATTGCAGTTGGAATGAT)和 CcmK２ＧA
(５′Ｇ TAACTCGAGTTAATATGTCCGAAATTＧ
GTT)进行 PCR 扩增.扩增产物经过核酸纯化试

剂盒纯化后,用NdeⅠ和XhoⅠ连入原核表达载体

pET２８a(＋).质粒 DNA 的定量、电泳检测、定量

分析、酶切反应以及纯化回收、酶连接等操作参照文

献[９]所描述的方法以及试剂公司提供的试剂使用

说明书.构建成功的质粒送往上海生工进行测序分

析和验证.
1.3　重组蛋白表达与纯化

将 HisＧTag融合目的基因的表达载体pET２８aＧ
CcmK２转化大肠杆菌 BL２１(DE３),涂布于带有相

应抗性的LB固体培养基,３７℃ 恒温培养箱倒置生

长１０~１２h.挑取平板上的单菌落至含有０．８％葡

萄糖的 LB液体抗性培养基中,３７℃１８０r/min培

养６~８h(或过夜).然后以１％的接种比例接种

新鲜培养基,震荡培养２~３h后,加入终浓度为

１mmol/L的异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)诱导;继
续震荡培养４h后,离心收集菌体.

采 用 裂 解 缓 冲 液 [２０ mmol/L TrisＧHCl
(pH８．０)、１ mmol/L EDTA (pH ８．０)和 ３００
mmol/LKCl]悬浮细胞后进行压力破碎.细胞裂

解液经１２０００r/min离心１５min后,弃上清,加入

１０mL 包涵体溶解缓冲液[２０ mmol/L TrisＧHCl
(pH８．０)、１mmol/LEDTA(pH８．０)和８mol/L
Urea]将其重悬后,在冰浴条件下静置２０min,期间

可用超声波处理(以不发热不产生气泡为准)１０min
促进溶解.将溶解后的澄清液用０．２２μm 微孔滤膜

过滤.然后用 NiＧNTA 亲和层 析 柱 进 行 亲 和 纯

化[１０].蛋白浓度采用BradFord法[１１]进行定量.
1.4　多克隆抗体制备

将纯化的蛋白 CcmK２作为抗原进行家兔免

疫.初次免疫家兔取６００μg蛋白,加入等体积的弗

氏完全佐剂,充分乳化.以后每隔２周加强免疫１
次,每次取４００μg蛋白,加入等体积弗氏不完全佐

剂,充分乳化后进行家兔免疫.第３次免疫后取

２mL血液检测效价,抗体效价达到要求后,颈动脉

采血,血液在３７℃放置３h,小心吸取上清(兔血

清).将抗原免疫家兔后得到的抗血清用硫酸铵沉

淀(每１g兔血清中加入０．３１３g固体硫酸铵),得到

的悬浊液置于４ ℃保存,使用前将沉淀充分悬浮.
1.5　多克隆抗体特异性和效价分析

使用Dotblot法检测抗体效价,蛋白不需要通

过电泳进行转膜操作,直接结合到硝酸纤维膜或者

PVDF膜上即可进行抗体抗原免疫反应[１２].首先,
将抗体和抗原进行稀释.将血清(S)硫酸铵沉淀得

到的悬浊液用１ mg/mLBSA 进行１∶１００ 稀释

(S０).将 S０进行２倍梯度稀释(S１~S７).将抗原

蛋白(A)用 １ mg/mLBSA 稀释为０．０１ mg/mL
(A０).将 A０进行２倍梯度稀释(A１~A７).按照图

３标识进行点膜,每个孔点１μL 到硝酸纤维素膜

上.将待测抗体按１∶１０００稀释后与膜孵育,然后

用羊抗兔二抗(HRP 标记)孵育,通过 ECL 试剂显

色,获取杂交信号.抗体效价按照文献[１２]所提供的

方法进行计算.
为了进行特异性分析,分别将集胞蓝细菌PCC

６８０３中的 CcmK１、CcmK３和 CcmK４进行原核表

达和纯化.蓝细菌总蛋白提取利用 Fastprep方法

进行,取样离心,收集处于对数生长期的集胞蓝细菌

PCC６８０３３mL,加入３００μLPBS和３μLPMSF
及适量玻璃珠,FastPrepＧ２４(MP)破碎细胞,于４℃
下１２０００r/min离心１５min.取上清液采用BradＧ
Ford法进行定量.

2　结果与分析

2.1　重组载体的构建

利用PCR技术扩增获得集胞蓝细菌PCC６８０３
CcmK２编码基因后,利用 NdeⅠ和XhoⅠ双酶切,
连入原核表达载体pET２８a(＋)中,得到pET２８aＧ
CcmK２表达载体.首先抽取３个克隆的质粒,通过

NdeⅠ和 XhoⅠ双酶切后的凝胶电泳结果显示:

３个pET２８aＧCcmK２质粒均能够酶切得到 CcmK２

３１
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片段的条带(图１).将该质粒送往上海生工进行测

序分析,进一步证实了克隆序列的准确性.最后将

该质粒转入大肠杆菌表达宿主 BL２１(DE３),得到

CcmK２重组表达菌株.

　M:DL２０００plusⅡ核酸分子质量标准;泳道１:pET２８a经过

NdeⅠ和XhoⅠ双酶切;泳道２~４:pET２８aＧCcmK２经过 NdeⅠ
和XhoⅠ双酶切.３００bp左右片段指示CcmK２.Mindicatedthe

DL２０００plusⅡstandardDNAladder;Lane１showedpET２８adigＧ

gestedby NdeⅠand XhoⅠ;Lane ２Ｇ４indicated constructs

pET２８aＧCcmK２diggestedbyNdeⅠ andXhoⅠ．Approximate

３００bpfragmentindicatedCcmK２．

图１　pET２８aＧCcmK２质粒构建

Fig．１　ConstructionandverificationofplasmidpET２８aＧCcmK２
2.2　重组 CcmK2 蛋白的表达与纯化

将表达菌株用 LB培养至对数生长前期,加入

１mmol/L的IPTG进行重组蛋白诱导表达,诱导时

间分别设为１、２、３和４h,取样提取总蛋白进行分

析.pET２８aＧCcmK２ 表 达 菌 株 在 １ mmol/L 的

IPTG条件下诱导４h离心收集菌体.经过压力破

碎细胞后,再离心收集包涵体蛋白,利用８mol/L尿

素进 行 变 性,发 现 总 蛋 白 中 存 在 大 量 重 组 蛋 白

(图２).随后,利用 NiＧNTA亲和层析纯化的方法获

得高纯度CcmK２重组蛋白(图２).根据染色结果可

以确定纯化得到的目的蛋白(泳道４、５、６)的纯度超过

９５％,满足免疫家兔制备多克隆抗体的要求.

　泳道１:诱导后的大肠杆菌总蛋白;泳道２~８:采用２５０mmol/L
咪唑洗脱依次收集的洗脱液.Lane１indicatedtheinducedtotal

proteinofE．coliandlane２Ｇ８showed２５０mmol/LimidazoleeluＧ

sionflowedthroughnickelＧaffinitychromatographycolumn．

图２　重组CcmK２蛋白的诱导及其纯化

Fig．２　InductionandpurificationofrecombinantCcmK２

2.3　抗 CcmK2 多克隆抗体的制备与效价检测

取６００μg纯化的 CcmK２蛋白,加入等体积的

弗氏完全佐剂充分乳化后,对家兔进行皮下免疫.
此后每２周对该家兔用４００μg纯化蛋白进行加强

免疫.３次免疫后,采静脉血,制备抗血清.
本研究采 用 Dotblot方 法 进 行 抗 体 效 价 检

测[１０],如图３所示,A５与S７的信号强度相当.经过

计算,CcmK２抗体效价为２－２,即每个CcmK２抗原

分子结合４分子血清蛋白.３０μL抗体血清可以检

测的抗原量为 A６,对应的 CcmK２蛋白量０．１６ng,
能够满足对集胞蓝细菌 PCC６８０３体内 CcmK２蛋

白质丰度检测的要求.

　上:Dotblot杂交试验样品分布示意图;下:Dotblot检测 CcＧ

mK２抗体效价的结果;S０:１００倍稀释抗血清;S１ＧS７:S０的２倍稀

释梯度;A０:CcmK２１０ng;A１ＧA７:A０的２倍稀释梯度.Top:

SchematicrepresentationofthesamplearrangementinDotblot;

Down:DotblotresultofCcmK２antibody．S０indicated１００times

dilutionofserum ;S１ＧS７mean２folddilutiongradientofS０．A０

implied１０ngofpurifiedCcmK２protein;A１ＧA７were２folddiluＧ

tiongradientofA０．

图３　CcmK２抗体效价检测

Fig．３　DotblotofCcmK２antibody

　　在集胞蓝细菌PCC６８０３中还存在３个CcmK２
的类似蛋白,分别是CcmK１、CcmK３和 CcmK４,将

４个蛋白质的氨基酸序列进行比对,发现它们在氨

基酸序列上具有高度的保守性.为验证 CcmK２的

抗体是否与其他３个蛋白存在交叉反应,将 CcＧ
mK１、CcmK３和CcmK４进行体外原核表达和纯化

后,利用 CcmK２ 抗体 进 行 了 Westernblot检 测

(图４),４个相同量的体外重组表达和纯化的外壳蛋

白(１ng)均能够被 CcmK２抗体检测,但是 CcmK２
的信号明显强很多.另一方面,由于４个外壳在分

子质量上存在差异,因此,CcmK２抗体能够特异性

地用于CcmK２的检测.
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图４　利用CcmK２抗体检测蓝细菌外壳蛋白CcmK１、

CcmK２、CcmK３和CcmK４
Fig．４　DetectionofCcmK１,CcmK２,CcmK３

andCcmK４byCcmK２antibody
2.4　CcmK2 多克隆抗体对蓝细菌中 CcmK2 蛋白

的检测

　　 为了验证CcmK２抗体能否适用于蓝细菌中羧

酶体外壳蛋白 CcmK２的丰度检测,抽提蓝细菌总

蛋白后,将抗体稀释１０００倍进行 Westernblot检

测.结果表明,制备的 CcmK２抗体能够有效实现

对集胞蓝细菌 PCC６８０３中羧酶体外壳蛋白的检

测.当总蛋白的量下降到１．７５μg的时候,仍然有清

晰的CcmK２的信号.同时,杂信号很少.表明本研

究所制备的CcmK２多克隆抗体能够特异性地实现对

蓝细菌总蛋白中CcmK２丰度的灵敏检测[１３].

　泳道１~４分别表示１４、７、３．５和１．７５μg蓝细菌总蛋白.Lane

１Ｇ４indicatedtheloadingamountofcyanobacteriatotalprotein

were１４,７,３．５and１．７５μgrespectively．

图５　集胞蓝细菌PCC６８０３中CcmK２
蛋白丰度的 Westernblot检测

Fig．５　WesternblotanalysisforCcmK２

abundanceinSynechocystissp．PCC６８０３

3　讨　论

羧酶体是蓝细菌二氧化碳浓缩机制中最主要的

组成部分.本研究中CcmK２蛋白是羧酶体外壳蛋

白中丰度最高的蛋白,也是羧酶体结构维持和功能

行使的关键所在.本研究利用 pET２８a为表达载

体,在大肠杆菌BL２１菌株中实现了CcmK２的高效

诱导表达;进一步通过亲和层析纯化 CcmK２包涵

体,获得了重组的CcmK２纯化蛋白;接着以CcmK２
为抗原免疫家兔制备出抗 CcmK２的多克隆抗体,
并且完成了抗体的效价评估,确定本研究所提供的

CcmK２多克隆抗体能够用于集胞蓝细菌PCC６８０３

中CcmK２丰度的分析.进一步利用该多克隆抗体

对原核表达纯化的CcmK２的同源蛋白CcmK１、CcＧ
mK３和CcmK４进行的交叉反应测试表明,该抗体

同时也能检测到其他３个同源蛋白的信号.这可能

是由于CcmK２的３个同源蛋白CcmK１、CcmK３和

CcmK４在DNA序列以及蛋白序列上都具有较高

的同源性.不过,相比 CcmK２,其检测灵敏度有显

著的差异.同时,蛋白质大小也存在细微的不同.
利用尿素等蛋白变性剂进行包涵体变性Ｇ纯化,

然后通过透析复性以获得大量纯化的重组蛋白是多

克隆抗体制备中重要的蛋白纯化策略.在本研究

中,重组CcmK２蛋白在大肠杆菌中具有较高的表

达量,但 主 要 以 包 涵 体 形 式 存 在. 我 们 采 用

８mol/L尿素对包涵体进行溶解,进而通过亲和层

析获得了重组蛋白.由于 CcmK１、CcmK２、CcmK３
和CcmK４序列相似度高,多克隆抗体难以完全予

以区分.不过由于CcmK２属于丰度最高的羧酶体

外壳蛋白,因此,在实际检测中可以通过对总蛋白的

量予以控制,进而实现对 CcmK２的专一检测.总

之,CcmK２多克隆抗体的制备为进一步研究蓝细菌

中羧酶体结构及其功能调控奠定了基础.
羧酶体是蓝细菌二氧化碳浓缩机制的核心组成

部分,其结构组成对环境的响应有助于我们解析二

氧化碳的固定机制.羧酶体内核蛋白 RbcL的抗体

比较广泛地运用于羧酶体分离及纯化研究
[１４].但

是羧酶体外壳蛋白的抗体尚未得到制备和运用.利

用α型羧酶体外壳蛋白 CsoS１的多克隆抗体,RoＧ
berts等[１５]分析了海洋蓝细菌ProchlorococcusmaＧ
rinusMED４中纯化的α型羧酶体的外壳蛋白的组

成.虽然本研究制备的CcmK２多克隆抗体能够用

于细胞内CcmK２丰度的监测,但是,多克隆抗体制

备本身的缺陷导致其存在一定的非特异性.一个理

想的解决方案是制备不同的蓝细菌羧酶体外壳蛋白

的单克隆抗体库,进而筛选各个候选蛋白特异性响

应的高灵敏、高特异性的单克隆抗体,为详细分析不

同环境中细胞内羧酶体组分丰度变化奠定基础.同

时,单克隆抗体也为开展免疫电镜等单细胞原位分

析技术用于细胞内羧酶体组分的精细分布提供了科

学依据.
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PreparationanddetectionofpolyclonalantibodytoCcmK２
proteinfromSynechocystissp．PCC６８０３

LIPan　ZHIYao　WANGFangkui　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　CcmK２,asoneofthemostabundantcarboxysomeshellproteinsinSynechocystissp．
PCC６８０３,playsanimportantroleintheassemblyandbiogenesisofcarboxysome．Inthisstudy,theproＧ
karyoticexpressionvectorpET２８aＧCcmK２wasconstructedandhighyieldrecombinantCcmK２protein
withsixhistidinetagswasexpressedbyinducinginEscherichiacoliBL２１(DE３)．Inordertoproduce
thepolyclonalantibodyagainstrabbit,thehighlyperformedCcmK２proteinwaspurifiedwithmetalafＧ
finitychromatography．ResultofDotblotanalysisshowedthatthepolyclonalantibodycouldeffectively
detectcyanobacterialCcmK２protein．ResultofantibodyspecificitytestshowedthatCcmK２polyclonal
antibodycouldweaklyreactedwithothercarboxysomeshellproteins．Westernblotanalysisconfirmed
thatthisantibodywasabletospecificallyandsensitivelydetecttheabundanceofCcmK２incyanobacteriＧ
umPCC６８０３．Thepolyclonalantibodygeneratedinthisstudywilllayafoundationforfurtherstudying
theabundanceofCccmK２incyanobacteriumPCC６８０３．

Keywords　Synechocystissp．PCC６８０３;carboxysome;Westernblot;CO２concentratingmechaＧ
nism
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