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白纹伊蚊自噬基因ATG8蛋白多克隆抗体的制备及应用*
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【摘要】 目的 通过原核表达系统制备白纹伊蚊(Aedes
 

albopictus,Aa)ATG8,免疫BALB/c小鼠获得多克隆抗体,并

验证抗体的实用性。 方法 从白纹伊蚊 Aa23细胞中提取cDNA,通过PCR扩增 AaATG8基因片段,然后与载体

pET30a连接,构建原核表达载体pET30a-AaATG8并转化至大肠埃希菌DH5α感受态细胞,挑取单克隆进行PCR鉴

定,提取质粒进行测序鉴定。再将重组质粒转化到大肠埃希菌BL21感受态细胞,用异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表

达重组蛋白rAa-ATG8,纯化透析后免疫Balb/c小鼠,制备多克隆抗体,采用ELISA检测抗体效价,并以该抗体为一抗

采用 Western
 

blot检测不同物种ATG8蛋白的表达。 结果 成功构建原核表达载体PET30a-AaATG8并在大肠埃希

菌中诱导表达目的蛋白。重组蛋白纯化后免疫BALB/c小鼠,ELISA检测其血清抗体效价为1∶640
 

000;Western
 

blot
显示rAa-ATG8多克隆抗体可用于检测埃及伊蚊、中华按蚊、骚扰阿蚊、三带喙库蚊、家蝇 ATG8蛋白,反应条带位于

18、16或14
 

ku处。 结论 成功获得高效价的rAa-ATG8多克隆抗体,该抗体不仅可用于检测白纹伊蚊ATG8蛋白,

还可用于检测埃及伊蚊、中华按蚊、骚扰阿蚊、三带喙库蚊、家蝇 ATG8蛋白,为研究自噬在蚊虫以及其他物种中的作用

奠定了基础。
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【Abstract】 Objective ATG8
 

of
 

Aedes
 

albopictus
 

(Aa)
 

was
 

prepared
 

by
 

prokaryotic
 

expression
 

system,and
 

the
 

poly-

clonal
 

antibody
 

was
 

obtained
 

by
 

immunizing
 

BALB/c
 

mice,which
 

verified
 

the
 

practicality
 

of
 

the
 

antibody. Methods 
The

 

cDNA
 

was
 

extracted
 

from
 

A.
 

albopictus
 

Aa23
 

cells,the
 

AaTG8
 

gene
 

fragment
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR,and
 

then
 

con-
nected

 

with
 

the
 

vector
 

pET30a
 

to
 

construct
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pET30a-AaATG8,which
 

was
 

transformed
 

into
 

Escherichia
 

coli
 

DH5α
 

competent
 

cells.
 

single
 

clones
 

were
 

picked
 

for
 

PCR
 

identification,and
 

the
 

plasmids
 

were
 

ex-
tracted

 

for
 

sequencing
 

identification.
 

Then
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

Escherichia
 

coli
 

BL21
 

receptive
 

cells,and
 

the
 

recombinant
 

protein
 

rAa-ATG8
 

was
 

induced
 

by
 

isopropyl
 

thiogalactoside
 

(IPTG).
 

After
 

purification
 

and
 

di-
alysis,Balb/c

 

mice
 

were
 

immunized
 

to
 

prepare
 

polyclonal
 

antibody,The
 

expression
 

of
 

ATG8
 

protein
 

in
 

different
 

species
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

using
 

this
 

antibody
 

as
 

primary
 

antibody. Results The
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

PET30a-AaATG8
 

was
 

successfully
 

constructed
 

and
 

the
 

target
 

protein
 

was
 

induced
 

to
 

express
 

in
 

Escherichia
 

coli.
 

BALB/

c
 

mice
 

were
 

immunized
 

with
 

purified
 

recombinant
 

protein,and
 

the
 

serum
 

antibody
 

titer
 

was
 

1∶640
 

000
 

by
 

ELISA.
 

West-
ern

 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

rAa-ATG8
 

polyclonal
 

antibody
 

could
 

be
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ATG8
 

protein
 

of
 

Aedes
 

aegypti,A-
nopheles

 

sinensis,Armigeres
 

subalbatus,Culex
 

tritaeniorhynchus
 

and
 

Musca
 

domestica.
 

The
 

reaction
 

bands
 

were
 

located
 

at
 

18,16
 

or
 

14
 

ku. Conclusion Successfully
 

obtained
 

a
 

hih-titer
 

AaATG8
 

polyclonal
 

antibody,which
 

can
 

be
 

used
 

to
 

de-
tect

 

not
 

only
 

Aedes
 

albopictus,but
 

also
 

the
 

expression
 

of
 

ATG8
 

protein
 

in
 

Aedes
 

aegypti,Anopheles
 

sinensis,Armigeres
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subalbatus,Culex
 

tritaeniorhynchus
 

and
 

Musca
 

domestica,laying
 

a
 

foundation
 

for
 

studying
 

the
 

role
 

of
 

autophagy
 

in
 

mos-

quitoes
 

and
 

other
 

species.
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  自噬是真核生物中保守的细胞分解代谢过程。真

核细胞利用巨自噬/自噬来促进溶酶体(动物)或液泡

(酵母和植物)中不需要的细胞质内容物、异常蛋白质

聚集体或功能失调的细胞器进行降解和回收[1]。在黑

腹果蝇,自噬对其中肠程序性细胞死亡以及早期卵子

形成过程中的细胞死亡至关重要[2-3]。在家蚕自幼虫

到蛹的变态发育过程中,自噬对丝腺的分化和退化起

着非常重要的作用[4-5]。自噬的发生依赖于多种自噬

相关(Autophagy-related
 

ATG)基因的参与[6]。在众

多的ATG基因表达蛋白中,ATG8至关重要,该蛋白

参与自噬小体的形成、延伸和融合,在哺乳动物中也称

为微管相关蛋白1轻链3(MAP1LC3/LC3)[7-9]。自噬

激活后,ATG8以共价方式修饰自噬泡和自噬体的内

外膜并与磷脂酰乙醇胺
 

(PE)结合[10]。随后,脂化的

ATG8蛋白进一步募集大量受体和接头蛋白来调节自

噬小体的起始、扩张和成熟,并最终调节自噬体与溶酶

体的融合[11-14]。因此,ATG8被广泛用作自噬研究中

监测自噬小体和自噬活性的标志物[15]。
蚊媒病毒引起的蚊媒传染病可对人类和社会造成

严重危害,据统计,由白纹伊蚊和埃及伊蚊传播的

DENV每年导致全球3.9亿人感染,其中9
 

600万人

表现出明显的临床症状[16]。然而,到目前为止由蚊虫

传播病毒所引起的疾病尚无有效的疫苗或治疗方法。
据报道,程序性自噬是维持埃及伊蚊卵发育周期所必

需的[17]。并且,DENV感染后显著上调埃及伊蚊体内

ATG蛋白的表达[18],表明病毒感染中存在自噬。白

纹伊蚊作为传播多种虫媒病毒的媒介,现已发现其有

13种ATG基因;其中,ATG8在白纹伊蚊的不同组织

以及整个发育阶段皆有表达[15,19,20],说明自噬对白纹

伊蚊的生长发育至关重要。然而,目前对于自噬在白

纹伊蚊其它方面的研究知之甚少。本实验通过原核表

达系统构建pET30-AaATG8,制备 AaATG8多克隆

抗体,为进一步研究自噬ATG8蛋白在白纹伊蚊中的

作用奠定基础。

材料和方法

1 材料

1.1 实验动物和蚊虫 实验用 WB株埃及伊蚊由广

州威佰昆生物科技有限公司提供。安顺株白纹伊蚊幼

虫及成蚊均在本实验室常规饲养。饲养温度(25±1)
 

℃,湿度(75±5)%,光照周期(L∶D)=14
 

h∶10
 

h。
幼蚊喂食专用幼蚊饲料(购于广州威佰昆生物科技有

限公司)。成蚊按实验要求给予相应饮食。三带喙库

蚊、骚扰阿蚊以及中华按蚊均为本地株。BALB/c小

鼠购自贵州医科大学实验动物中心(动物许可证号为

2019-0008)。

1.2 质粒和菌株 大肠埃希菌DH5α和BL21感受

态细胞以及原核表达载体pET30a,均为本实验室保

存。

1.3 主要试剂和仪器 总RNA提取Trizol试剂盒

购自 美 国Invitrogen 公 司;逆 转 录 试 剂 盒 Prime-
ScriptTM

 

RT
 

Kit,DNA
 

Marker,EcoRI和 Hind
 

III限

制性内切酶购自日本 TaKaRa公司;弗氏佐剂购自

Sigma-Aldrich(上海)贸易有限公司;质粒提取试剂盒

和胶回收试剂盒购自北京天根生化科技有限中心;

TMB显色液ELISA终止液购自中国Solarbio公司;

PageRuler
 

Prestained
 

Protein
 

Ladder购自美国Ther-
mo公司;鼠抗多组氨酸标签(His-tag)抗体购自美国

Cell公司;辣根过氧化物酶(Horseradish
 

peroxidase,

HRP)标记山羊抗鼠IgG抗体(HRP-IgG)购自上海

Abmart医药科技有限公司,

2 方法

2.1 AaATG8与其他物种同源蛋白的氨基酸序列比

对 从NCBI官网https://www.ncbi.nim.nih.gov/
下载白纹伊蚊和其他物种的 ATG8氨基酸序列(表

1),通过espript3.0(https://espript.ibcp.fr/ESPri-
pt/cgi-bin/ESPript.cgi)进行比对分析。

表
 

1 多个物种ATG8氨基酸序列信息
Table

 

1 Amino
 

acid
 

sequence
 

information
 

of
 

several
 

species
 

ATG8
物种
Species

GenBank登录号
GenBank

 

accession
 

No.
序列长度(bp)
Sequence

 

length
白纹伊蚊 MH243747.1 118
埃及伊蚊 XP_001652571.1 118
致倦库蚊 EDS36925.1 118
淡色库蚊 QHW11793.1 118
中华按蚊 ASIC020999﹡ 122
斯氏按蚊 XP_035896098.1 128
黑腹果蝇 NP_727447.1 121

家蝇 MDOA007273﹡ 119
家蚕 NP_001040244.1 117
人类 NP_009209.1 117

酿酒酵母 NP_009475.1 117
  注:﹡该序列来源于vector

 

bace。

2.2 AaATG8基因引物的设计和PCR扩增 根据

AaATG8基因编码区序列设计带有酶切位点EcoRI
和 Hind

 

III的 引 物。上 游 引 物 ATG8-F:5'-AC-
GAAGCTTATGAAATTTCAATACAAGGAAG-3'
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(下划线部分为Hind
 

Ⅲ酶切位点);下游引物ATG8-
R:5'-ACG

 

GAATTC
 

CTTGTTTCCATACACAT-
TCTCATCG-3'(下划线部分为 EcoRⅠ酶切位点)。
利用Trizol法提取白纹伊蚊Aa23细胞总RNA,再反

转录合成cDNA,PCR扩增 AaATG8基因。PCR反

应体系:rTaq聚合酶25
 

μL,cDNA
 

4
 

μL,上、下游引物

各1
 

μL,ddH2O
 

19
 

μL。PCR反应条件:95
 

℃预变性

10
 

min;95
 

℃变性30
 

s,52.3
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸1
 

min,共35个循环;72
 

℃延伸5
 

min。取PCR产物进

行1%琼脂糖凝胶电泳分析。

2.3 AaATG8基因克隆及原核表达载体的构建 利

用EcoRⅠ、HindⅢ分别对AaATG8基因片段与载体

pET30a进行双酶切,酶切目的片段于4
 

℃连接过夜。
连接体系:载体pET30a

 

2
 

μL,T4连接酶1
 

μL,T4
 

buffer
 

1
 

μL,酶切AaATG8基因片段2
 

μL,ddH2O
 

4
 

μL。将连接产物pET30-AaATG8转化到大肠埃希菌

DH5α感受态细胞中进行培养,挑单克隆进行PCR鉴

定。取阳性克隆接种至含终浓度为50
 

μg/mL卡那霉

素的5
 

mL
 

LB培养基中,置37
 

℃摇床(250
 

r/min)培
养16

 

h,提取质粒,委托生工生物工程(上海)股份有

限公司测序,测序结果与原序列比对无突变,重组质粒

构建正确,命名为pET30-AaATG8
 

。

2.4 rAa-ATG8蛋白的表达、纯化与鉴定 将重组质

粒pET30a-AaATG8转化到大肠埃希菌BL21感受态

细胞中进行培养。挑取阳性克隆接种至含有卡那霉素

(终浓度为50
 

μg/mL)的LB培养基中,置37
 

℃摇床

(250
 

r/min)培养至A600 值为0.6~0.8时取5
 

mL菌

液作为未诱对照,剩余菌液加入IPTG(终浓度为0.5
 

mmol/L)于28
 

℃、250
 

r/min诱导12
 

h。诱导结束后

取2
 

mL菌液,采用SDS-PAGE检测表达蛋白。剩余

菌液离心,收集沉淀,用PBS重悬菌体后超声破碎(功
率:200

 

V:时间:15
 

min;次数:开5
 

s,关5
 

s),收集上

清进行SDS-PAGE分析。菌体沉淀用适量PBS重

悬,SDA-PAGE电泳后进行纯化。纯化过程:菌体沉

淀用1×
 

IB
 

wash
 

buffer重悬(根据沉淀的量加入适

量wash
 

buffer),加溶菌酶至终浓度为100
 

μg/mL,于

30
 

℃消化30
 

min,冰水浴超声破碎15
 

min;加蛋白酶

抑制剂PMSF(100
 

ng/mL),再次冰水浴超声破碎后

离心,弃上清;收集包涵体,用1×
 

IB
 

wash
 

buffer重

悬后冰水浴超声破碎,离心,弃上清,倒扣吸干残夜;加
入10×IB

 

wash
 

solubilization
 

buffer
 

3.5
 

mL,3%十二

烷基肌胺醇钠3.5
 

mL,1
 

mol/L
 

DTT
 

35
 

μL,H2O
 

28
 

ml,置室温水平摇床15
 

min后离心,取上清,于1×
 

Dialysis
 

buffer
 

+0.1m
 

DTT混合液中4
 

℃透析过夜,

1×
 

Dialysis
 

buffer透析8
 

h,蔗糖透析1
 

h
 

30
 

min,得
到纯化的rAa-ATG8蛋白。纯化的rAa-ATG8蛋白

经SDS-PAGE电泳后转至PVDF膜上,5%脱脂奶粉

封闭1
 

h,TBST 洗涤3次,每次10
 

min;加入鼠抗

His-tag抗体(1∶4000),孵育后洗涤:加入羊抗鼠

HRP-IgG抗体(1∶4000),孵育后用TBST洗涤,经增

强型化学发光试剂显色后观察结果。

2.5 AaATG8多克隆抗体的制备、效价检测与鉴定

 取纯化的rAa-ATG8蛋白经皮下注射免疫BALB/c
小鼠,50

 

μg/只。首次免疫将等量蛋白与弗氏完全佐

剂混合,间隔10
 

d进行二次免疫,二次免疫采用弗氏

不完全佐剂,16
 

d后取血,分离血清,采用ELISA检测

抗体效价。rAa-ATG8蛋白包被浓度为2
 

μg/mL,100
 

μl/孔,4
 

℃包被过夜,5%脱脂奶粉封闭2
 

h。多抗血

清作倍比稀释,HRP标记的山羊抗鼠IgG稀释度为1
∶4

 

000。加入显色液显色后终止反应,于酶标仪上读

取450
 

nm处的吸光度A值,计算抗体效价。
另 以 纯 化 的 rAa-ATG8 蛋 白 为 抗 原 对 抗

AaATG8多克隆抗体进行 Western
 

blot鉴定,多克隆

抗体稀释度为1∶640
 

000。

2.6 抗AaATG8多克隆抗体 Western
 

blot检测多物

种ATG8蛋白的表达 挑选10只不同种类雌蚊及1
只家蝇,分别置于1.5

 

mL离心管中,加入蛋白裂解液

(300
 

μL
 

RIPA组织裂解液+3
 

μL
 

PMSF),电动匀浆

器充分研磨,冰水浴超声破碎10
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

g
离心10

 

min,取上清;加入5×
 

loading
 

buffer,混匀后

置100
 

℃金属浴10
 

min,离心,取上清,采用 Western
 

blot检测ATG8蛋白的表达。

结 果

1 ATG8氨基酸序列分析

序列比对显示,AaATG8氨基酸序列同埃及伊

蚊、致倦库蚊、淡色库蚊、中华按蚊、黑腹果蝇、斯氏按

蚊、家蝇、家蚕、人类、酿酒酵母 ATG8氨基酸序列相

似性分别 为99.15%、98.29%、98.29%、97.44%、

97.41%、96.58%、94.07%、94.02%、91.38% 和

57.76%(图1)。

2 AaATG8基因的扩增及重组质粒pET30a-AaATG8
的构建与鉴定

以白纹伊蚊总 RNA 反转录后的cDNA 为模板

PCR扩增AaATG8基因,扩增片段为357
 

bp,大小与

预期相符(图2A),目的基因扩增成功。使用限制性内

切酶EcoRI和Hind
 

III将载体pET30a和扩增的目的

基因片段进行双酶切,酶切目的片段于4
 

℃连接过夜,
连接产物转化到DH5α感受态细胞中进行培养,挑单

克隆进行PCR鉴定,目的片段大小与预期相符(图

2B)。提质粒后测序,测序结果与 NCBI数据库中的

AaATG8氨基酸序列比对,相似性为100%。
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  Aa 白纹伊蚊 Ae 埃及伊蚊 Cpp 淡色库蚊 Cq 致倦库蚊

 AsC 中华按蚊 As 斯氏按蚊 Md 家蝇 Dm 黑腹果蝇 Bm
 家蚕 Hs 人类 Sc 酿酒酵母

图
 

1 多个物种ATG8氨基酸序列比对

Aa Ae.
 

albopictus; Ae Ae.
 

aegypti; Cpp Cx.
 

pipiens
 

pal-
lens; Cq Cx.

 

quinquefasciatus; AsC An.
 

sinensis; As A-
nopheles

 

stephensi; Md Mu.
 

domestica
 

aabys; Dm Dr.
 

melano-
gaster; Bm Bo.

 

mori; Hs Homo
 

sapiens; Sc Sa.
 

Cerevisiae.
Fig.1 Amino

 

acid
 

sequences
 

alignment
 

of
 

ATG8
 

in
 

multiple
 

species

  A AaATG8基因PCR扩增 M DNA标志物(DL2000) 1、2
 AaATG8基因PCR产物 B 重组质粒pET30-AaATG8

 

PCR扩增

 M DNA标志物(DL2000) 1~3 pET30-AaATG8
 

PCR产物

图
 

2 目的基因和重组质粒的PCR鉴定

A The
 

PCR
 

product
 

of
 

AaATG8
 

gene M DL2000
 

DNA
 

mark-
er 1,2 Gene

 

AaATG8 B The
 

PCR
 

product
 

of
 

recombinant
 

plas-
mid

 

pET30-AaATG8 M DL2000
 

DNA
 

marker 1-3 pET30-
AaATG8

Fig.2 The
 

PCR
 

identification
 

of
 

target
 

gene
 

and
 

recombinant
 

plasmid

3 rAa-ATG8蛋白的原核表达及纯化

将重组质粒pET30-AaATG8转化入大肠埃希菌

BL21感受态细胞中。挑取阳性克隆接种于含有卡那

霉素(终浓度为50
 

μg/mL)的LB培养基中诱导表达、
纯化后进行SDA-PAG分析,rAa-ATG8蛋白主要以

包涵体的形式存在(图3A);Western
 

blot检测显示,
纯化的rAa-ATG8蛋白能被鼠抗 His-tag抗体识别

(图3B),即具有反应原性。

4 rAa-ATG8多克隆抗体的制备、效价检测及特异性

鉴定

用纯化的重组蛋白通过皮下注射的方法免疫

BALB/c小鼠,二次免疫16
 

d后采用ELISA法检测

血清抗体效价为1∶640
 

000(图4A)。Western
 

blot
检测显示免疫鼠血清能识别重组蛋白rAa-ATG8(图

4B)。

  M 蛋白分子质量标准 1 重组菌IPTG诱导后全蛋白 2 未
诱导重组菌全蛋白 3 IPTG诱导重组菌超声破碎沉淀 4 IPTG诱
导重组菌超声破碎上清 5 纯化rAa-ATG8蛋白与鼠抗 His-tag抗体
反应条带

 

图
 

3 重组蛋白rAa-ATG8
 

SDS-PAGE(A)和 Western
 

blot(B)分析

M Protein
 

marker 1 IPTG
 

induced
 

protein 2 Uninduced
 

protein 3 Sediments
 

of
 

lysateinduced 4 Supernatants
 

of
 

lysatein-
duced 5 Purified

 

rAa-ATG8
Fig.3 Identification

 

of
 

recombinant
 

protein
 

rAa-ATG8
by

 

SDS-PAGE(A)
 

and
 

Western
 

blot(B)

  A ELISA检测 AaATG8血清抗体效价 B 多克隆抗体活性

Western
 

blot验证 M 蛋白分子质量标准 1 抗 AaATG8多克隆
抗体与纯化rAa-ATG8蛋白反应条带

图
 

4 抗AaATG8多克隆抗体的ELISA和 Western
 

blot
 

检测

A ELISA
 

results
 

of
 

AaATG8
 

polyclonal
 

antibodies B Verifica-
tion

 

of
 

polyclonal
 

antibody
 

titer
 

by
 

Western
 

blot M Protein
 

marker
 1 Purified

 

rAa-ATG8
 

protein.
Fig.4 The

 

titer
 

of
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

determined
by

 

ELISA
 

and
 

Western
 

blot

5 抗rAa-ATG8多克隆抗体 Western
 

blot检测多物种

ATG8蛋白的表达

以抗rAa-ATG8多克隆抗体为一抗采用 Western
 

blot检测不同物种 ATG8蛋白的表达,结果如图5。
其中白纹伊蚊、埃及伊蚊、三带喙库蚊、骚扰阿蚊的

ATG8-I及ATG8-II蛋白反应条带位于18
 

ku和16
 

ku处,中华按蚊和家蝇的ATG8-I以及ATG8-II蛋白

反应条带位于16
 

ku和14
 

ku处。表明该多抗可用于

上述物种ATG8蛋白的检测。
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  Aa 白纹伊蚊 Waco/WB 埃及伊蚊 Ct 三带喙库蚊 Ar 
骚扰阿蚊 AsC 中华按蚊 Md 家蝇

图
 

5 抗rAa-ATG8多克隆抗体 Western
 

blot检测多物种

ATG8蛋白的表达

Aa Ae.albopictus Waco/WB Ae.aegypti Ct Cu.tritaen-
iorhynchus Ar Ar.

 

subalbatus AsC An.sinensis Md Mu.do-
mestica

Fig.5 Expression
 

of
 

ATG8
 

proteins
 

in
 

different
 

species

讨 论

自噬作为一种高度保守的细胞过程,可用于去除

多余的蛋白质和受损的细胞器,在维持细胞稳态和响

应营养条件变化的过程中发挥重要作用[21],还可作为

一种细胞防御机制来对抗病原菌、寄生虫和病毒[22-23]。
自噬的一个决定性特征是

 

ATG8
 

的脂化,ATG8是一

个泛素样蛋白家族,包括哺乳动物LC3A/B/B2/C和

GABARAP/L1/L2[24-25]。新生的 ATG8首先被半胱

氨酸蛋白酶-ATG4触发,以暴露其C末端保守的芳香

族 甘 氨 酸 基 序[26]。然 后,由 ATG7、ATG3 和

ATG16L1/12/5组成的泛素样结合系统,通过其头部

基团的酰胺键驱动该甘氨酸与脂质磷脂酰乙醇胺

(PE)的共价连接[27-29]。经过这种独特的翻译修饰后

把 ATG8 招 募 到 自 噬 体 膜 上[24-30]。自 噬 激 活 后,

ATG8
 

Western
 

blot的定位从非脂化ATG8-I转移到

脂化ATG8-II[31-32]。有研究发现自噬参与调控白纹伊

蚊传播病毒的复制[33],但由于缺 乏 特 异 性 良 好 的

AaATG8商品化抗体,导致对其功能研究进展相对缓

慢。本研究通过原核表达系统成功构建原核表达载体

pET30-AaATG8,并在大肠埃希菌BL21感受态细胞

中成功诱导表达rAa-ATG8,SDS-PAGE显示该蛋白

主要以包涵体的形式存在。鉴于包涵体的不溶性,选
择通过反复超声破碎以去除杂质,再溶解包涵体的方

法进行纯化透析。该方法操作简单,获得的蛋白纯度

高。用纯化的rAa-ATG8免疫BALB/c小鼠,制备的

多克隆抗体血清ELISA效价高达1∶640
 

000。West-
ern

 

blot检测显示该多克隆抗体可识别白纹伊蚊的

ATG8蛋白。
对多个物种ATG8的氨基酸序列进行比对分析,

结果显示白纹伊蚊ATG8氨基酸序列同埃及伊蚊、致
倦库蚊、淡色库蚊、斯氏按蚊、中华按蚊、黑腹果蝇、家

蝇、家蚕的相似性均在94%以上,因此推测它们存在

共同抗原。以制备的抗rAa-ATG8多克隆抗体为一

抗进行 Western
 

blot,结果显示该多克隆抗体可识别

埃及伊蚊、中华按蚊、家蝇体内的 ATG8-I和 ATG8-
II。依据检测结果确定伊蚊属的ATG8-I以及ATG8-
II蛋白相对分子质量分别为18×103 和16×103,而中

华按蚊和家蝇的 ATG8-I以及 ATG8-II蛋白相对分

子质量分别为16×103 和14×103。文献报道埃及伊

蚊[34]、大鼠[9]等的ATG8-I以及ATG8-II蛋白相对分

子质量分别为18×103 和16×103,家蚕的ATG8-I以

及ATG8-II分别为14×103 和12×103[35]。Wang
等[19]报道白纹伊蚊ATG8-I以及ATG8-II的相对分

子质量分别为16×103 和14×103。因此推测ATG8
蛋白的大小存在物种差异,也可能与使用的 SDS-
PAGE分离胶浓度大小有关,以及所使用的一抗有关。
本研究制备的抗rAa-ATG8多克隆抗体不仅识别白

纹伊蚊ATG8蛋白,还可识别伊蚊属、库蚊属、按蚊属

蚊虫的ATG8蛋白以及家蝇的ATG8蛋白,说明该抗

血清作为检测抗体使用范围较广泛。
本 研 究 成 功 构 建 了 原 核 表 达 载 体 pET30-

AaATG8,表达的rAa-ATG8具有抗原性,并制备了

高效价的抗rAa-ATG8多克隆抗体血清。该抗血清

不仅可用于检测白纹伊蚊的ATG8蛋白,还可用于检

测家蝇和其它蚊虫的ATG8蛋白,为探究自噬在蚊虫

以及其他物种中的作用奠定了基础。
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