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果蝇 spen 蛋白的抗体制备、组织特异性表达及功能分析 

金丽华, 齐卓 

东北林业大学生命科学院, 哈尔滨 150040 

摘要: Spen 家族蛋白参与多种生物学过程, 包括神经元细胞的命运、神经元突起延伸的调节、细胞周期调控等, 

并且是联系 Notch 信号途径和生长因子受体途径的关键分子。最近的研究表明 spen 基因在果蝇的眼睛、翅膀

和腿组织中参与 Wnt 信号转导。但该基因在果蝇中的功能还有很多不明确之处。文章采用基因克隆、原核表

达及亲和层析等方法制备并纯化了黑腹果蝇 spen 的 C 端 6×His-spen 融合蛋白, 以纯化的融合蛋白免疫大鼠获

得了抗 spen 的多克隆抗体。利用制备的抗体进行免疫染色结果显示 spen 蛋白定位于细胞核内, 并且在大脑、

脂肪体、血细胞、肠和唾液腺等组织中表达量较高。分析野生型和突变体果蝇血细胞的噬菌作用, 发现 spen
蛋白低表达的突变体吞噬外来异物明显低于野生型, 结果表明 spen 蛋白能够调节血细胞的吞噬功能。 
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Drosophila spen protein: generation of ployclonal antibodies, func-
tional analysis and tissue-specific expression 
JIN Li-Hua, QI Zhuo 
College of Life Sciences, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China 

Abstract:  The spen family of proteins participates in various biological processes. It is involved in neuronal cell fate, 
survival and axon guidance, and cell cycle regulation. Recent studies showed the Drosophila spen gene was required for 
Wnt-dependent signaling in the eye, wing and leg. However, the genetic role and biological function in Drosophila remain 
largely unclear. A Drosophila C-terminal fragment of spen was cloned and expresed in E. coli. The purified 6×His-spen 
protein was injected into SD rat to generate polyclonal antibodies. Subcellular localization and tissue-specific expression of 
spen protein were analysed by immunostaining and histoimmunochemistry. The results indicated that spen protein was lo-
calized in the nucleus and expressed at high levels in brain, fat body, hemocyte, gut and salivary gland. To assay the func-
tion of mutant hemocytes in vivo, wild-type and spen mutant larvae were infected with fluorescent microspheres. Wild-type 
hemocytes showed a strong fluorescence signal from the phagocytosed microspheres; however, spen mutant had a weak 
fluorescence signal, indicating that the mutant hemocytes were defective in the uptake of the microspheres. 

Keywords: Drosophila; spen; polyclonal antibodies; tissue-specific expression; phagocytosis 

Spen家族蛋白调节神经元细胞的命运、神经元
突起延伸和细胞周期等[1~4]。Spen家族蛋白大小相差

较大, 从 90～600 kDa不等, 但在N末端都特征性包
含数个RRMs(RNA recognition motifs)结构域, 在C
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末端包含一个保守的SPOC(Spen paralog and ortholog 
C-terminal domain)结构域 [2,5]。蛋白结构分析显示, 
spen蛋白家族成员都通过N末端的RRM结构域和C
末端的抑制结构域与RNA的共激活因子SRA和
HDAC相互作用[6,7]。而且spen是联系Notch信号途径
和生长因子受体途径的关键分子 , 小鼠同源物
MINT与Notch的胞内区竞争结合Notch信号途径中
的关键转录激活因子RBP-J, 进而募集SMAT/NCoR
形成HDAC共抑制复合物 , 使组蛋白去乙酰化 , 进
行染色质重塑, 发挥转录抑制作用[2,8]。最近的研究

表明spen基因在果蝇的眼睛、翅膀和腿组织中参与
Wnt信号转导 [9~11], 但是该基因在果蝇中的功能和
作用机制还有很多不明确之处。本研究采用基因克

隆、原核表达及亲和层析等方法制备并纯化黑腹果

蝇spen的C端 6×His-spen融合蛋白, 以纯化的融合蛋
白免疫大鼠得到抗spen的多克隆抗体。利用免疫染
色研究spen蛋白定位及在果蝇各组织中的表达, 而
且分析了spen基因突变体的噬菌作用。此结果将为
进一步研究spen蛋白质的功能奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

野生型果蝇W1118和spen基因突变体购自美国印
第安纳大学的布鲁明顿果蝇库存中心, 原核表达载
体pRSETA和大肠杆菌BL21(DE3)由本实验室保存 , 
SD大鼠(雄性)购自哈尔滨医科大学第二附属医院实
验动物中心。 

1.2  方法 

1.2.1  重组表达质粒的构建 

根据NCBI基因库中spen编码区序列设计了上下
游特异性引物, F: 5′-ATAGGATCCGTGACTGCA 
TCCAGGG-3 ′(下划线处为BamHⅠ酶切位点); R: 
5′-ATAGAATTCCCTGCTGTTGTTGAACGACA-3′ 
(下划线处为EcoRⅠ酶切位点)。以野生型果蝇W1118

的RNA反转录产物为模板进行PCR扩增, 具体反应
条件如下：95℃ 5 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 min,  
72℃ 1 min, 共 28循环; 72℃延伸 5 min。扩增片段
酶切后插入pRSETA载体的BamHⅠ和EcoRⅠ位点
之间。重组质粒经BamHⅠ和EcoRⅠ(Promega)双酶
切后, 阳性克隆由北京六合华大基因科技股份有限

公司测序鉴定。 

1.2.2  融合蛋白的表达和纯化 

表达载体 pRSETA-spen转化大肠杆菌 BL21 
(DE3)菌株, 挑取单菌落在含 100 mg/L氨苄青霉素
的LB培养基中于 37℃培养过夜。然后按 1%转种并
在 37℃培养至OD600nm=0.5～0.6 后加入IPTG至最终
浓度为 0.5 mmol/L, 在 30℃诱导 6 h, 不加IPTG作为
对照。诱导结束后离心收集菌体, 用 1/20 培养基体
积的缓冲液悬浮细菌, 经超声波破碎后, 于 4℃以
13 000 r/min离心 20 min, 收集上清, 上清液通过镍
亲和层析柱(Qiagen)纯化融合蛋白。将纯化得到的蛋
白质进一步通过SDS-PAGE分离纯化 , 切胶回收
spen特异性的蛋白条带。再经溶解、透析浓缩后用
Bredford方法测定蛋白质浓度, 用于抗体制备。 

1.2.3  Western blotting 检测 

6×His-spen 融合蛋白进行 SDS-PAGE 电泳后将
蛋白电转(20 V, 45 min)到硝酸纤维素膜(NC)上, 然
后将 NC 膜在含有 5% 脱脂奶粉的 TBST 中室温封
闭 1 h后, 加入抗 6×His-Tag(1:1000)或已制备的 spen 
(1∶500)抗体室温结合 1 h, 用 TBST 完全洗去未结
合的一抗 , 再加入碱性磷酸酶标记山羊抗大鼠
IgG(1∶1000)室温结合 1 h, TBST完全洗去未结合的
二抗, 用 NBT/BCIP显色。 

1.2.4  抗体的制备 

取 SD大鼠 3只, 120 μg融合蛋白作为抗原与弗
氏完全佐剂(Sigma)按 1∶1(V/V)比例完全混合, 经
乳化后在腹部及腹股沟进行多点注射。以后每间隔

3 周, 取 120 μg 的抗原和弗氏不完全佐剂按 1∶1 
(V/V)比例完全混合, 用同样方法加强免疫 2 次。第
3次免疫 10 d后心脏取血, 离心取上清。 

1.2.5  抗 spen 抗体的提纯   

用溴化氰活化琼脂糖凝胶 4B 偶联提纯的 spen
融合蛋白, 做成亲和纯化柱, 将血清通过 spen 融合
蛋白亲和柱, 洗脱结合在 spen 融合蛋白亲和柱上的
spen 特异性抗体, 结果利用 SDS-PAGE 鉴定, Bred-
ford方法检测抗体浓度。 

1.2.6  免疫染色及免疫组织化学检测  

果蝇三龄幼虫的脂肪体、肠和组织切片分别粘
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附于涂有粘附剂的载玻片。利用 4%的多聚甲醛室温
作用 30 min固定细胞, 加入 0.3% TritonX-100和 5%
羊血清透化并封闭 30 min 后 , 用制备的抗 spen 
(1:200)抗体 4℃作用过夜, 再加入 FITC 标记山羊抗
大鼠 IgG(1:200)、DAPI室温染色。最后加入封片剂, 
Zeiss Axioplan 2 显微镜(Zeiss)下观察并拍照。 

1.2.7  血细胞的噬菌作用 

利用 Picospritzer III 微量注射仪将荧光标记的
微球(Invitrogen, 直径 1.0 μm)注入果蝇三龄幼虫 1 h
后, 分离出血细胞接种于粘附性载玻片上, 加入 4% 
的多聚甲醛室温固定 30 min, PBS充分冲洗, 用 4%
台盼蓝溶液盖住细胞外的荧光, Zeiss Axioplan 2 显
微镜(Zeiss)下拍摄进入细胞内的荧光微球。荧光微
球数量分别从 30~40个血细胞求平均值和标准偏差, 
重复 2次实验。 

2  结果与分析 

2.1  表达载体的构建   

使用 spen 特异性引物以果蝇总 RNA 逆转录
cDNA 为模板进行 PCR 扩增后, 琼脂糖凝胶电泳可
得到 490 bp的目的片段(图 1A)。PCR产物和 pRSETA
质粒用 BamHⅠ和 EcoRⅠ酶切后连接, 构建重组表达
载体经 BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶切, 可见 3 000 bp的载
体和 490 bp的目的 DNA片段(图 1A)。测序结果证明, 
所得阳性克隆插入片段方向及阅读框均正确。测序鉴

定结果正确的重组质粒命名为 pRSETA- spen(图 1B)。 

2.2  重组质粒的表达与纯化   

将重组质粒 pRSETA-spen 转化到大肠杆菌 BL21 
(DE3)中, 加入 IPTG 诱导 spen 融合蛋白。经 SDS- 

 

 
 

图 1  spen 基因的克隆和表达载体 pRSETA-spen 的构建 
A: spen 基因的克隆。1：PCR产物; 2：pRSETA-spen经 BamHⅠ和
EcoRⅠ双酶切。B ：重组表达质粒 pRSETA-spen。 

PAGE电泳后, 在约 27 kDa的标准分子量下方有一
明显的融合蛋白表达条带, 而未加入 IPTG 诱导的
阴性对照未发现这一条带, 表明目的基因得到表达
(图 2A)。为了获得大量的融合蛋白, 扩大培养含重
组质粒 pRSETA-spen的菌液经 0.5 mmol/L IPTG在
30℃诱导 6 h后收集细菌, 经超声波破碎、离心分离
上清和沉淀。将收集的裂解液用 Ni-NTA 树脂亲和
层析法和切胶法纯化融合蛋白 , 纯化产物经
SDS-PAGE 检测, 呈现单一蛋白质带(图 2A)。用抗
His 标签单抗以 Western blotting 方法检测纯化的融
合蛋白, 在 24 kDa的位置呈现一条蛋白带, 其结果
证明提纯的蛋白为 6×His-spen融合蛋白(图 2B)。 

2.3  Western blotting鉴定抗 spen多克隆抗体及提纯 

提纯的 6×His-spen融合蛋白 100 ng、300 ng进
行 SDS-PAGE 电泳后将蛋白电转到硝酸纤维素膜
(NC)上, 用所制备的抗 spen血清按 1:500倍稀释, 以
Western blotting 方法分别检测 3 只大鼠的抗体特异
性, 结果见图 3。 

 

 
A                  B 

 

图 2  6×His-spen 融合蛋白的原核表达、纯化、鉴定 
A：6×His-spen融合蛋白的原核表达及纯化。M: 蛋白分子量标准; 1：
末经 IPTG 诱导大肠杆菌总蛋白; 2：经 IPTG 诱导大肠杆菌总蛋白; 
4-6：纯化后的 6×His-spen融合蛋白; B：抗 His标签单抗与原核表达
重组蛋白的免疫印记。1：100 ng; 2：300 ng。 

 

 
 

图 3  抗 spen 抗血清与原核表达重组蛋白的免疫印记 
1：spen融合蛋白 100 ng;  2：spen融合蛋白 300 ng。 
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根据 Western blotting结果选择抗体效价较高的
第二只大鼠的血清, 将血清通过偶联 6×His-spen 融
合蛋白的溴化氰活化琼脂糖凝胶 4B亲和纯柱, 得到
分子量为约 55 kDa和 28 kDa的两条特异性条带, 分
别是抗 spen蛋白抗体的重链和轻链(图 4), 最高浓度
为 0.24 μg/μL。 

spen 蛋白在果蝇不同组织中的表达特征, 以纯化的
spen 抗体, 用免疫组织化学检测了果蝇三龄幼虫的
切片组织。结果显示 spen蛋白在大脑、脂肪体和血
细胞内表达量较高, 其次为肠和唾液腺, 而 spen 突
变体及周围其他组织呈隐性(图 6)。 

2.5  spen蛋白与血细胞的噬菌作用 
2.4  免疫染色的方法检测 spen 蛋白在果蝇三龄幼

虫中的表达   
果蝇在幼虫期含有几千个血细胞, 根据形态和

功能分为 3 种：浆细胞、晶细胞和薄层细胞。浆细
胞占果蝇血细胞的 90%~95%, 其功能是吞噬清除病
原微生物、死亡的细胞和外来异物, 类似于哺乳动
物的巨噬细胞[12,13]。为了分析浆细胞的噬菌作用, 将
荧光标记的微球注入果蝇三龄幼虫, 用以观测血细
胞吞噬外来异物, 比较野生型果蝇和spen突变体浆
细胞的噬菌能力。结果表明野生型果蝇单个浆细胞

吞噬荧光微球数为 7~13 个, 而spen突变体只有 1~3
个, 平均噬菌能力只有野生型的 18.6 %(图 7)。此结
果可推测spen蛋白对外来异物的吞噬能力具有一定
的调节作用。  

对野生型果蝇三龄幼虫的脂肪体和肠利用提纯

的抗 spen抗体进行免疫染色。结果显示, spen蛋白
定位于脂肪体和肠组织中的细胞核内, 而用免疫前
血清做阴性对照没有观察到任何荧光, 结果说明制
备的抗体具有结合天然抗原的能力(图 5)。为了分析 

 

 

3  讨 论 

Spen作为核蛋白能够在不同的信号通路中调节
关键转录因子的表达, 并参与神经元细胞的生存、
轴突导向, 调控细胞周期等[2]。Spen蛋白在果蝇的视
网膜发育过程中抑制Notch信号 ,  而在神经发育 

 
图 4  纯化后的抗 spen 特异性抗体 
M: 蛋白分子量标准; 1~3：纯化的抗 spen抗体。 

 

 
 

图 5  免疫染色的方法检测 spen 蛋白在果蝇脂肪体和肠内的表达与定位 
spen：spen抗体染色; DAPI: 细胞核; spen+DAPI: spen蛋白和细胞核叠加。比例尺, 100 μm。 
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图 6  spen 蛋白在野生型果蝇 WT 和 spen 突变体三龄幼虫不同组织中的表达差异 
① 大脑; ②脂肪体; ③唾液腺; ④肠; ⑤血细胞; WT: 野生型; spen: spen基因突变体。 
 

 
 

图 7  野生型果蝇 WT 和 spen 突变体血细胞的噬菌作用的比较分析 
A: 野生型果蝇WT和spen突变体浆细胞的噬菌作用(比例尺, 10 μm)。FITC：荧光标记微球; DIC：自然光下的微球; FITC+DIC: 荧光和自然光
叠加。B：血细胞吞噬荧光微球数量, ＊P<0.0001。 

 
过程中促进EGFR信号。Spen蛋白家族可能是通过调
节Notch信号通路对神经系统和造血系统起一定的
调控作用, 反过来又被Notch信号所调控[11,14]。研究

发现, 删除MINT蛋白的小鼠导致胚胎致死, 造血系
统功能分析结果证明此现象和B细胞的发育缺陷相
关[15]。Raffel等[16]研究证实spen家族成员Ott1蛋白既
能促进B淋巴球形成 , 又能抑制骨髓细胞、巨核细
胞、前体细胞的发育, 并且Ott1 还能调控小鼠胎盘
的血管分布及影响心脏和脾的胚胎发育[17]。 

我们将spen的C端部分cDNA亚克隆入pRSETA载
体中, 在大肠杆菌内高表达并利用Ni-NTA树脂亲和

层析法纯化了融合蛋白。由于此方法提纯的融合蛋

白纯度不够高 , 我们采用SDS-PAGE切胶的方法得
到单一蛋白质带, 进一步提高了抗原的纯度, 以提
高抗体的特异性。用提纯的融合蛋白免疫大鼠得到

抗spen蛋白的多克隆抗体。利用Western blotting和免
疫染色的方法检测了spen抗体的特异性。并利用制
备的spen抗体, 对果蝇三龄幼虫进行免疫组织化学
检测。结果显示spen蛋白在果蝇的大脑、脂肪体和
血细胞中的表达量较高。Spen蛋白在果蝇的大脑中
高表达, 可能与spen家族蛋白具有决定神经元细胞
命运和调节神经元突起延伸的作用相关。血细胞的
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吞噬作用是动物一种基本的原始的防御机制, 对体
内不能产生抗体的无脊椎动物的免疫防御具有更为

重要的意义[18,19]。Spen突变体血细胞的噬菌功能明
显下降, 表明spen蛋白可能是果蝇细胞免疫一个重
要调节因子。另外, 果蝇的脂肪体相当于哺乳动物
的肝脏, 其主要特点是机体受到病原微生物侵染时, 
脂肪体细胞能快速合成大量的抗菌肽, 抗菌肽分泌
到血淋巴中杀死入侵的病原体[13,20]。Spen蛋白在脂
肪体、唾液腺和肠等组织表达量较高, 其中的功能
和作用机制还不清楚 , 有待进一步研究。通过
Western blotting和免疫组化的结果显示, 我们制备
的抗体特异性强、效价高, 可用于进一步研究spen
蛋白的功能及作用机制。 
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