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茯苓免疫调节蛋白-1 抗体的制备及分析 

李洪波，杨瑞雪，陈  静，李亚颖，胡  兴* 
怀化学院 生命科学系，民族药用植物资源研究与利用湖南省重点实验室，湖南 怀化  418008 

摘  要：目的  制备重组茯苓免疫调节蛋白-1（WCFIP1）及其抗体。方法  合成 WCFIP1 基因、构建表达载体并转化大肠

杆菌，表达并纯化重组蛋白，免疫小鼠、制备抗血清、纯化抗体并验证。结果  纯化得到重组 WCFIP1 蛋白并制备特异性

抗体。结论  实现了重组 WCFIP1 蛋白的表达，纯化并制备了特异性较好的抗体。 
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Preparation and analysis of antibody against Poria cocos immunomodulatory 
protein-1 
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Abstract: Objective  To prepare the recombinant Poria cocos immunomodulatory protein-1 (WCFIP1) and its antibody. Methods  
The cDNA of WCFIP1 was synthesized, cloned into plasmid and transformed into Escherichia coli expression strain. The recombinant 
protein of WCFIP1 was expressed, purified, and injected into mice to prepare antiserum. The antibody against WCFIP1 was purified by 
portein-G column and the specificity was determined by Western blotting. Results  The recombinant protein of WCFIP1 and the 
specific antibody were prepared. Conclusion  The recombinant protein of WCFIP1 is expressed and purified from E. coli, and the 
specifity of the prepared antibody is determined. 
Key words: Poria cocos (Schw.) Wolf.; immunomodulatory protein; Poria cocos immunomodulatory protein 1; affinity 
chromatography; protein-G column; antibody 

 
真菌免疫调节蛋白是从高等担子菌子实体中提

取的与植物凝集素和免疫球蛋白在结构和功能上相

似的一类小分子蛋白[1-2]。目前，已从赤灵芝、松杉

灵芝、金针菇、樟芝和草菇等真菌中分离到近 10
种真菌免疫调节蛋白[3-6]。这些蛋白具有活化免疫细

胞、促使肿瘤细胞凋亡等生物活性。其中主要有

Kino 等[3]从赤灵芝子实体中分离提取出第一种真菌

免疫调节蛋白（LZ-8）；Ko 等[4]从金针菇中分离出

一种具有免疫调节和细胞凝集活性的“朴菇素”蛋

白；Hsu 等[5]从草菇中提取到一种真菌免疫调节蛋

白（fungal immunomodulatory protein，FIP）；Maiti
等[6]从平菇和草菇等食用菌中也提取出了免疫调节

蛋白。 
茯苓活性成分研究主要集中在次生代谢产物

上，研究得最多的是茯苓多糖，其衍生物羧甲基茯

苓糖已被证明具免疫促进及抗肿瘤作用[7]，而 U-茯
苓多糖和羟乙基茯苓多糖可抑制小鼠肉瘤细胞生长

和调节免疫；其次是茯苓的三萜类化合物具有抗炎、 
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抗肿瘤细胞生成及诱生集落刺激因子等作用[8-11]。

占茯苓干质量 1.5%的茯苓蛋白研究几乎没有报道。

最近，研究者从茯苓中发现一种与樟芝免疫调节蛋

白（Aca1）同源性很高的蛋白，即茯苓免疫调节蛋

白-1（WCFIP1），但还尚未对其生物功能进行研

究[12]。本实验利用大肠杆菌表达，研究重组 WCFIP1
蛋白的表达、纯化并制备其特异性抗体，为该蛋白

的功能研究奠定基础。 
1  材料 

WCFIP1 基因由南京金斯瑞生物科技有限公司

合成。表达菌株 BL21（DE3）、表达载体 pET28a (+) 
购自 Invitrogen 公司。镍亲合色谱树脂购自 Qiagen，
HiTrapTM 蛋白质-G HP（1 mL）柱购自 GE 公司，

Biologic DuoFlow 蛋白纯化系统（美国 Bio-Rad 公

司）；HRP 标记山羊抗小鼠 IgG 购自 CST 公司，各

种工具酶为 Takara 公司产品，一般化学试剂为

Sigma 公司分析纯。免疫用昆明小鼠购自湖南斯莱

克景达实验动物有限公司，许可证号 SCXK（湘）

2009-0009，5 周龄，雄性，体质量（24±4）g。 
2  方法 
2.1  载体构建及表达产物确定 

设计上游引物 PF：5’-GCGGATCCGTCAACG- 
TGACCTACGAC-3’，下游引物 PR：5’-GCAAGCT- 
TCAAACCACAGACTGAAG-3’，以合成基因为模

板、PCR 扩增目标基因，连接至 pET-28a (+) 质粒，

测序验证的重组表达质粒转化大肠杆菌 BL21
（DE3）菌株。随机挑取 4 个转化子单菌落，分别接

种至 20 mL 含 70 mg/L Kan LB 液体培养基中，37 
℃、250 r/min 培养至 A600为 0.6～0.8，加入异丙基

硫代半乳糖苷（IPTG）至终浓度为 0.5 mmol/L，诱

导 5 h。取 1 mL 菌液，离心得菌体，向菌体中加入

80 μL 菌体裂解缓冲液［40 mmol/L 磷酸盐缓冲液

（PBS，pH 7.5），2 mmol/L 乙二胺四乙酸二钠

（EDTA），1% Triton X-100，100 mg/L 溶菌酶］，−20 
℃反复冻融、离心分别取上清和沉淀，加入十二烷

基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）上样

缓冲液，煮沸变性后 SDS-PAGE 分析。 
2.2  扩大表达及纯化 

200 mL 液体 LB 培养基扩大表达，同上培养至

A600为0.6，加入终浓度为0.5 mmol/L的 IPTG，37 ℃
诱导 5 h，离心取菌体。参照《精编分子生物学实验

指南》利用 8 mol/L 尿素溶解包涵体蛋白，不同浓

度的咪唑洗脱并纯化包涵体蛋白[13]。取含不同浓度

咪唑的 8 mol/L 尿素洗脱液，加入 SDS-PAGE 上样

缓冲液，煮沸变性后 15% SDS-PAGE 分析。 
2.3  抗血清滴度测定及纯化 

抗体制备参照文献方法[13]进行。纯化蛋白经

15% SDS-PAGE 电泳分离后，PAGE 胶于 ddH2O 中

漂洗 10 min，将相对分子质量在 15 000 左右的凝胶

用手术刀片切下，加入适量生理盐水，于研钵中充

分研磨至糊状，每只小鼠免疫注射 200 μL（约 50 μg
蛋白）。每隔 2 周加强免疫 1 次，于第 2 次加强免疫

后的第 7 天剪尾取血，用 10 mg/L 纯化蛋白包被 96
孔酶标板，间接酶联免疫吸附测定（ELISA）法测

定抗体滴度，详细步骤参考文献方法[12]。将抗血清

用 pH 5.0 的 0.1 mol/L 乙酸钠缓冲液稀释，过蛋白

质-G 柱后用乙酸钠缓冲液漂洗柱子，最后用 pH 2.5
的 0.1 mol/L 甘氨酸缓冲液洗脱抗体，PBS（pH 7.4）
透析后，15% SDS- PAGE 分析。 
2.4  抗体特异性分析 

提取茯苓菌丝体可溶性蛋白[13]，10%三氯乙酸

（TCA）法沉淀浓缩蛋白，蛋白沉淀溶解于 8 mol/L
尿素中，15% SDS-PAGE 分析蛋白。分别以包涵体

蛋白、纯化的 WCFIP1 重组蛋白和取茯苓菌丝体可

溶性蛋白为检测对象，Western blotting 分析抗体特

异性，具体操作按照文献方法[13]进行。 
3  结果与分析 
3.1  表达产物的确定 

随机挑取 4 个 pET28/WCFIP 的 BL21 转化子

单菌落，SDS-PAGE 分析结果如图 1 所示。从图 1
可以看出，在可溶性菌体总蛋白中，未经 IPTG 诱

导的 BL21 转化子和 3 株经 IPTG 诱导的转化子在

相对分子质量 15 000 左右目标位置没有蛋白特异

表达；在不可溶蛋白中，未经 IPTG 诱导的 BL21
转化子在相对分子质量 15 000 左右的位置没有特

异表达产物，3 株经 IPTG 诱导的 BL21 转化子在相

对分子质量 15 000 左右有目标蛋白表达，其相对分

子质量大小与预期相对分子质量相符，说明经

IPTG 诱导实现了重组 WCFIP1 蛋白在大肠杆菌中

的不可溶表达。 
3.2  扩大表达及纯化 

诱导表达的产物纯化结果如图 2 所示。从 SDS- 
PAGE 结果可以看出，提取所得包涵体蛋白中还有

大量杂蛋白，在经 20 mmol/L 咪唑的 8 mol/L 尿素

缓冲液漂洗后，利用 50、100、200、400 mmol/L
咪唑的 8 mol/L尿素洗脱缓冲液对蛋白质进行洗脱， 
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M-Marker  1～3-经 IPTG 诱导的转化子  4-未经 IPTG 诱导的转

化子，目标蛋白 WCFIP1 如箭头所示 
M-Marker  1—3-soluble protein induction with IPTG  4-soluble 
protein without IPTG induction, recombinant protein of WCFIP1 was 
marked with arrow 

 
图 1  重组 WCFIP1 蛋白 SDS-PAGE 分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis on expression 

of recombinant WCFIP1 
 

 
1-纯化前的包涵体蛋白  2～5-分别利用 50、100、200、 
400 mmol/L 咪唑洗脱的蛋白样品  M-Marker 
1-inclusion body  2—5-samples eluted with 50, 100, 200, and 
400 mmol/L imidazole, respectively  M-Marker 

 
图 2  纯化蛋白的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis on purified recombinant protein 
 
结果表明 50 mmol/L 咪唑不能将目标蛋白洗脱下

来，100、200 mmol/L 咪唑可以将目标蛋白洗脱，

且 200 mmol/L 咪唑的洗脱效果最好，进一步用 400 
mmol/L 咪唑洗脱液洗脱，几乎没有发现目标蛋

白。因此，用 100、200 mmol/L 咪唑的 8 mol/L 尿

素洗脱缓冲液可纯化得到了 WCFIP1 的重组包涵体

蛋白。 
3.3  抗血清效价测定及纯化 

昆明小鼠经 1 次初次免疫与 3 次加强免疫、断

尾取血、采用 ELISA 法测定滴度，ELISA 结果见表

1。ELISA 结果表明，滴度最高的 1 只小鼠抗血清

在稀释 64 000 倍后仍能检测到纯化的融合蛋白。说

明直接利用SDS-PAGE胶免疫注射小鼠可以得到高

效价的抗血清，表明成功制备了 WCFIP1 蛋白的抗

血清。 
 

表 1  抗血清的效价测定 ( x ±s, n＝3) 
Table 1  Analysis on antiserum titration against 

antigenic peptide ( x ±s, n＝3) 

A495 A495 血清稀释倍数

（×103） 免疫前 免疫后 

血清稀释倍数 

（×103） 免疫前 免疫后

  0.5 0.38 1.98**  8 0.13 0.82**

 1 0.27 1.89** 16 0.11 0.51**

 2 0.22 1.71** 32 0.11 0.33**

 4 0.18 1.34** 64 0.09 0.26*

当血清稀释 6.4×104 倍时，A495 免疫后 / A495 免疫前＞2.1，表明抗血清

的效价大于 1∶6.4×104；与免疫前比较：*P＜0.05  **P＜0.01，t 检
验，n 代表实验重复次数 

When serum dilution was 6.4 × 104 times, A495 post-immune / A495 pre-immune > 
2.1, which suggested that the antiserum titer was greater than 1∶6.4 × 
104; *P < 0.05  **P < 0.01 vs pre-immune, measured using Student’s t 
test, n represents number of experiments 
 

制备的抗血清利用蛋白质-G 柱纯化，抗体的蛋

白洗脱曲线如图 3-A 所示，洗脱得到 1 个蛋白洗脱

峰，收集洗脱峰蛋白（箭头所示）。纯化后的抗体

SDS-PAGE 分析结果如图 3-B 所示，结果表明，经

蛋白质-G 柱的亲合吸附，抗体得到了高效纯化，

SDS-PAGE 中仅出现在相对分子质量 50 000 左右的

重链和相对分子质量 25 000 左右的轻链蛋白条带，

而未经纯化的抗血清中有大量的杂蛋白。 
3.4  抗体的纯化及特异性分析 

茯苓菌体可溶性蛋白、提纯的包涵体蛋白和纯

化重组 WCFIP1 蛋白的 SDS-PAGE 结果比较如图

4-A 所示，提取的茯苓菌体可溶性蛋白在相对分子

质量 15 000 以上存在大量的蛋白条带、包涵体中除

目标蛋白外同样存在较多杂蛋白而纯化重组

WCFIP1 蛋白蛋白仅有目标蛋白。将该 3 种蛋白样

品经 SDS-PAGE 分离后转聚偏氟乙烯（PVDF）膜，

利用纯化的抗体对蛋白样品进行分析，分析结果如

图 4-B 所示。Western blotting 结果表明，以纯化蛋

白和包涵体蛋白为检测对象，均仅在相对分子质量

15 000 处出现特异单一条带。以提取的茯苓菌丝体

可溶性蛋白为检测对象，在目标位置相对分子质量

约 15 000 处也存在 1 条较明显的印迹条带（图 4-B，
泳道 1，箭头所示），此条带大小与天然 WCFIP1 的 

可溶性蛋白 不可溶蛋白

M    1    2    3    4 M    1    2    3    4
 

7.0×104 
5.5×104 
4.0×104 

 
3.5×104 

 
2.5×104 

 
 
 

1.5×104 
 
 
 

1.0×104 

 
7.0×104 
5.5×104 
4.0×104 

 
3.5×104 

 
2.5×104 

 
 
 
 

1.5×104 
 
 
 

1.0×104 

M    1     2    3    4    5 
 

 
 

7.0×104  
5.5×104 

 
4.0×104 

 
 

3.5×104 
 
 

2.5×104 
 
 
 
 
 

1.5×104 
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A-从蛋白质-G 柱洗脱的抗体蛋白洗脱曲线  B-纯化抗体蛋白的

SDS-PAGE 分析  M-Marker  1-纯化后的抗体蛋白  2-纯化前的

抗血清 
A-elution curves of antibody from protein G column  B-SDS-PAGE 
analysis of the purified antibody and antiserum  M-Marker  
1-purified antibody  2-unpurified antiserum 

 
图 3  抗体蛋白的纯化 

Fig. 3  Purification of prepared antibody 
 

       

A-蛋白 SDS-PAGE 结果  B-抗体特异性 Western blotting 分析  
1-茯苓菌丝体可溶性总蛋白  2-WCFIP1 包涵体蛋白  3-纯化

的 WCFIP1 蛋白  M-Marker 
A-SDS-PAGE analysis of protein samples  B-antibody 
specificity analysis by Western blotting  1-soluble total protein 
of P. cocos  2-inclusion body proteins  3-purified recombinant 
WCFIP1 protein  M-Marker 

 
图 4  抗体特异性蛋白质印迹分析 

Fig. 4  Specificity analysis on specific antibody 

相对分子质量大小基本吻合；除此之外，有相对分

子质量在 25 000 左右的 3 条较弱的印迹条带，这些

蛋白可能是与WCFIP1蛋白质存在同源区段的蛋白。

总之，Western blotting 结果表明，本方法制备的多

克隆抗血清在检测重组 WCFIP1 蛋白时具有较高的

特异性，在检测茯苓菌丝体可溶性蛋白时也检测到

了目标印迹条带。 
4  讨论 

茯苓活性成分研究主要集中在多糖及萜类等次

生代谢产物上，对茯苓活性蛋白的研究非常少。本

研究以大肠杆菌为表达宿主菌，在 IPTG 诱导下表

达蛋白是不可溶性的包涵体。以纯化的不可溶性重

组蛋白为抗原，成功制备了抗血清，并经蛋白质 G
柱纯化到抗体 IgG。以纯化蛋白和包涵体蛋白为检

测对象，均仅在相对分子质量 15 000 处出现特异单

一条带，说明本方法制备的多克隆抗血清在检测重

组 WCFIP1 蛋白时具有较高的特异性。吴宗勋等[13]

利用制备的 Aca1 抗血清检测茯苓蛋白时在

WCFIP1 蛋白目位置处得到了蛋白印迹条带，并根

据 EST 库推测 WCFIP1 可能是一种与 Aca1 具有相

似功能的蛋白。 
本研究在检测茯苓菌丝体可溶性总蛋白时除目

标蛋白处检测到印迹条带外，在目标蛋白位置之外

还存在其他条带，这可能与制备的是多克隆抗体而

茯苓菌丝体可溶性总蛋白成分复杂有关，具有相同

抗原决定簇的蛋白都可能检测到。下一步将制备可

溶性重组蛋白，并对茯苓菌丝体蛋白中可能存在的

WCFIP1 蛋白进行纯化。在此基础上，对重组

WCFIP1 蛋白及天然蛋白的生物活性进行分析，验

证 WCFIP1 是否具有免疫调节功能。 
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