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ODF1单克隆、多克隆抗体的制备及特异性检测
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摘 要：为探究 ODF1 蛋白的生物学功能，制备并鉴定其特异性抗体工具，采用原核表达系统表达重组 ODF1 蛋

白，将高纯度的重组 ODF1 蛋白作为免疫原，利用杂交瘤技术制备鼠源单克隆抗体，通过免疫新西兰兔制备多

克隆抗体。采用 Western blot 和免疫荧光（IFA）对抗体性能进行系统评价。结果成功筛选出 1A1-7、5C6-4
等 2 株稳定分泌抗 ODF1 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，亚型均为 IgM，同时获得了高效价的兔源多克隆抗体。

Western blot 和免疫荧光分析结果表明，单克隆、多克隆抗体均能特异性识别内源性、外源性 ODF1 蛋白，表现

出良好的特异性和应用潜力。综上，该试验成功制备了特异性良好的 ODF1 单克隆、多克隆抗体。
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Abstract：Aiming to investigate the biological function of the ODF1 protein, prepare, and detect its specific antibody tools, 
in this study, ODF1 protein was recombined using a prokaryotic expression system, taking the high-purity recombinant ODF1 
protein as an immunogen, hybridoma technology was used to prepare mouse-derived monoclonal antibodies and immune New 
Zealand white rabbits were used to prepare polyclonal antibodies. Western blot and immunofluorescence(IFA) were used to 
systematically evaluate the antibody performance. Two hybridoma cell strains, 1A1-7 and 5C6-4, which stable secreted 
monoclonal antibodies against ODF1 were successfully screened, both of the subtypes were IgM, and highly efficient rabbit-
derived polyclonal antibodies were obtained. Western blot and immunofluorescence assays confirmed that all of the two antibodies 
could specifically recognize endogenous and exogenous ODF1 proteins, exhibiting good specificity and potential applications. In 
conclusion, monoclonal and polyclonal antibodies with good specificity to ODF1 were successfully prepared in this study.
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动物的繁殖性能是其种群延续与发展的生物

学基础，也是衡量畜牧业经济效益的核心指标 [1]。

在现代养殖业中，以人工授精技术为核心的繁殖

改良手段已广泛应用于猪、牛、奶山羊、马等家畜
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生产中 [2-4]，其成功与否依赖于精液品质，精子活力

是精液品质的决定性因素 [5-7]，因此，深入探究影响

精子活力的关键分子机制，对提升动物繁殖效率

具有重要的理论与实践意义。

精子呈独特的蝌蚪状，由头部、颈部和尾部构

成 [8-9]。精子尾部是驱动精子运动的关键执行器

官，其核心结构为轴丝，并包裹着线粒体鞘、外致

密纤维（Outer dense fibers，ODF）和纤维鞘等重要

附属结构 [10-11]。在精子发生晚期，转录活性终止后

ODF 蛋白仍持续合成的现象，提示这类尾部关键

结构蛋白的表达调控依赖翻译后水平的调控机

制。ODF 家族蛋白是构成外致密纤维的核心组

分，对维持精子鞭毛的结构稳定性与弹性至关重

要 [12]，目前，已在多个物种中鉴定出 14 种 ODF 成

员，其中，对 ODF1-4 的功能研究相对深入 [13]。研

究表明，该家族蛋白的表达高峰集中于精子发生

的晚期阶段（减数分裂后至精子成形期）[14-15]，其对

于精子鞭毛的正常形成与运动能力是不可或缺

的 [16-17]，已有研究证明，ODF 蛋白的表达水平与精

子活力密切相关 [18]。然而，关于 ODF 蛋白如何精

确调控鞭毛结构进而影响精子运动能力的分子机

制，仍缺乏系统性研究 [19]。

为深入解析 ODF1 蛋白的功能及其对雄性动

物精子活力和存活率的具体影响，本研究首先利

用原核表达系统制备了高纯度的 ODF1 重组蛋

白，并进一步成功制备了其鼠源单克隆抗体和兔

源多克隆抗体。这些高特异性抗体的获得，为后

续开展 ODF1 蛋白的定位、表达调控及功能缺失

研究奠定了关键的试验基础。

1　  材料和方法

1.1　供试材料

1.1.1　菌株、载体及细胞　E.coli BL21（DE3）菌

株购自北京擎科生物科技有限公司，E.coli Top10
感受态细胞、pGEX-4T-3 原核表达载体及 SP2/0
小鼠骨髓瘤细胞系均由河南省兽医生物技术重点

实验室保存。

1.1.2　实验动物　42~56 日龄雌性 BALB/c 小鼠

及成年雄性新西兰大白兔购自郑州大学实验动物

中心。动物试验获得河南农业大学动物伦理委员

会批准（批准号为 HNND2024030805）。

1.1.3　试剂　 SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒

（生工生物工程（上海）股份有限公司）、MD55 透析

袋（截留分子质量：8~14 ku）、高亲和力 GST 纯化

介质及 GST 融合蛋白纯化试剂盒（Genscript 公
司）。弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、HT Me⁃
dia Supplement（50×）、HAT Media Supplement
（50×）、PEG-1450（Sigma 公司）、HRP 标记的山

羊抗小鼠/兔 IgG 二抗（SA00012-5，Proteintech）、

Alexa Fluor 405 goat anti-mouse IgG（H+L）二抗

（A11029，Invitrogen）、单克隆抗体亚型鉴定试剂

盒（SEK003，Sino biological）。

1.2　试验方法

1.2.1　 重 组 表 达 载 体 pGEX-4T-3-ODF1 的 构

建　参考 NCBI 数据库中小鼠 ODF1 基因序列

（NM_008757.3），设计并合成引物。引物 5'端分别

引入 BamH I、Xho I酶切位点及同源重组臂。正向

引物：5′-gatctggttccgcgtggatccATGGCCGCACT ⁃
GAGTTGTCT-3′，反向引物：5′-gtcacgatgcggcc⁃
gctcgagTTATAAGATCATCTTCCTACAGGA
GAATC-3′。通过 PCR 扩增 ODF1 编码序，将

pGEX-4T-3 载体经 BamH I、Xho I 于 37 ℃双酶切

3 h，凝胶回收后与 PCR 产物进行同源重组连接。

连接产物转化至 E. coli Top10 感受态细胞，37 ℃
培养过夜。挑取单克隆菌落进行测序验证，将正

确构建的重组质粒命名为 pGEX-4T-3-ODF1。
1.2.2　重组 ODF1 蛋白诱导表达　将重组质粒

pGEX-4T-3-ODF1 转化至 E.coli BL21（DE3）感

受态细胞。挑取单菌落接种于 LB培养基中，37 ℃振

荡培养至菌液 OD600约 0.6 时，加入 IPTG 至终浓度

0.5 mmol/L，分别置于 16、25 ℃诱导表达 10 h。离

心收集菌体，经超声破碎后，再次离心分离上清与

沉淀，通过 SDS-PAGE 凝胶电泳检测蛋白表达

情况。

1.2.3　重组 ODF1 蛋白纯化及鉴定　按照 GST 融

合蛋白纯化试剂盒说明书对目的蛋白进行纯化。

取少量纯化产物进行 SDS-PAGE 电泳，分析其纯

度。采用 BCA 法测定蛋白浓度。将纯化后的蛋白

分装（1 mL/管），于-80 ℃冻存备用。

1.2.4　动物免疫试验　单克隆抗体制备。选取 3只

42~56 日 龄 雌 性 BALB/c 小 鼠 。 将 50 μg 重 组

ODF1蛋白与等体积弗氏完全佐剂乳化后，进行皮

下多点注射作为初次免疫。后续第 14 天和第

28 天，使用弗氏不完全佐剂进行第 2、3 次免疫，剂

量与途径不变。第 3 次免疫后 14 d，尾静脉取血，

采用间接 ELISA 法检测血清抗体效价。选择效价
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最高的小鼠，于融合前 3 d 进行加强免疫（腹腔注

射 100 μg 蛋白，不含佐剂）。

多克隆抗体制备。选取 3 只成年雄性新西兰

大白兔。将 500 μg 重组 ODF1 蛋白与等体积弗氏

完全佐剂乳化后，进行皮下多点注射。第 1 次免疫

后，每隔 14 d 免疫一次，共免疫 3~4 次。末次免疫

7 d 后，心脏采血。室温静置 30 min 后，3 000 r/min
离心 5 min 分离血清，分装后于-80 ℃保存。

1.2.5　细胞融合与阳性杂交瘤细胞株筛选　取加

强免疫后的小鼠，无菌分离脾细胞。在 PEG-1450
作用下，将脾细胞与对数生长期的 SP2/0 细胞按

比例混合进行融合。将融合后的细胞接种于含

HAT 选择性培养基的 96 孔板中，置于 37 ℃、5% 
CO₂培养箱培养。培养 7 d 后，收集各孔细胞上清，

采用间接 ELISA 法筛选分泌特异性抗体的阳性

孔。对阳性孔进行连续 2~3 次有限稀释法亚克

隆，直至获得能稳定分泌抗 ODF1 抗体的单克隆

杂交瘤细胞株。扩大培养阳性细胞株并进行液氮

冻存保种。

1.2.6　单克隆抗体亚型鉴定　用包被液分别将抗

小鼠 IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、IgM 的亚型特异性

抗体稀释后包被 ELISA 板。加入待测的杂交瘤细

胞培养上清作为一抗，以 HRP 标记的山羊抗小鼠

IgG 作为二抗，TMB 显色后测定 OD450，判定抗体

亚型。

1.2.7　抗体特异性鉴定　Western Blot 分析。复

苏并培养 HeLa、PK-15、MARC-145、L929 细胞，

提取总蛋白并进行变性处理。经 SDS-PAGE 电

泳分离后，将蛋白转移至 PVDF 膜上。分别以制

备的单抗细胞培养上清、多抗血清作为一抗，HRP
标记的山羊抗小鼠、兔 IgG 作为二抗，进行化学发

光显色，检测抗体识别目标蛋白的能力。

免 疫 荧 光 分 析 。 将 HeLa、PK-15、MARC-

145、L929 细胞接种于 24 孔板内的爬片上。待细

胞贴壁后，用 4% 多聚甲醛固定，0.1% Triton X-

100 通透，并以 10% 胎牛血清封闭。分别加入一抗

（单抗上清、多抗血清）和 Alexa Fluor 405 标记的

二抗进行孵育。最后用 DAPI 染细胞核，在 Zeiss 
LSM 800 共聚焦显微镜下观察并采集图像。

1.2.8　免疫荧光检测 ODF1 单克隆、多克隆抗体

可用性　将 HeLa、PK-15、MARC-145、L929 细 胞

铺至 24 孔板中，用 4% 多聚甲醛在室温下固定

30 min，0.1% Triton X-100 通透 10 min，含 10% 胎

牛血清的 PBS 封闭 1 h，单克隆、多克隆抗体为一

抗孵育 1 h，Alexa Fluor 405 goat anti-mouse IgG
（H+L）为二抗避光孵育 1 h，DAPI 避光染细胞核

10 min，使用 Zeiss LSM 800 共聚焦显微镜观察并

采集图像。

2　  结果与分析

2.1　重组表达质粒 pGEX-4T-3-ODF1的构建与

鉴定

重组表达质粒 pGEX-4T-3-ODF1 经双酶切

后，产物凝胶电泳结果显示，有 2 条与理论预期大

小完全相符的片段（图 1），初步表明载体构建成

功。对重组质粒进行测序分析，结果显示，ODF1
基因的阅读框准确无误，序列完全正确，表明重组

原核表达质粒 pGEX-4T-3-ODF1 构建成功。

2.2　重组 ODF1蛋白的诱导表达

重组 ODF1 蛋白诱导表达后，菌体上清、沉淀

的 SDS-PAGE 结果如图 2 所示，在约 48 ku 处（与

GST-ODF1 融合蛋白的理论分子量相符）有 1 条

明显的特异性条带，且该条带主要存在于超声破

碎后的上清液中，表明重组 ODF1 蛋白获得了高

效表达，并且主要以可溶形式存在，有利于后续的

纯化。

A.ODF1基因PCR扩增结果；B.双酶切鉴定结果；M1.DNA相

对分子量标准（DL 2000）；M2.DNA相对分子量标准（DL 5000）；
1.ODF1 基因；2. 空载质粒对照；3. 重组质粒 pGEX-4T-3-
ODF1
A. PCR amplification of ODF1 gene; B. Double enzyme di⁃
gestion identification results; M1. DNA relative molecular 
weight standard(DL 2000); M2. DNA relative molecular 
weight standard(DL 5000); 1. ODF1 gene; 2. Empty plasmid 
control; 3. Recombinant plasmid pGEX-4T-3-ODF1

图 1　ODF1基因 PCR扩增及双酶切鉴定结果

Fig.1　PCR amplification and double-enzyme digestion
 identification results of the ODF1 gene
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2.3　重组 ODF1蛋白的纯化与鉴定

SDS-PAGE 结果清晰地展示了重组 ODF1 蛋

白纯化过程各阶段的蛋白组分（图 3），流穿液和洗

杂液中几乎没有目的蛋白，而洗脱液在 48 ku 处呈

现清晰的条带，且该条带为洗脱液中占比最高的

蛋白条带，表明通过亲和层析获得了高纯度的重

组 ODF1 蛋白，满足了后续免疫试验的要求。

2.4　免疫动物血清中 ODF1抗体效价测定

为评估免疫效果，在 3 次免疫后分别采集小

鼠、新西兰兔的血清，通过间接 ELISA 法检测抗

ODF1 抗体效价。由图 4 可知，3 只免疫小鼠均产

生了高水平的特异性抗体。其中，1、2、3 号小鼠的

血清抗体效价分别为 1.024×10 ⁶、2.560×10 ⁵和
5.120×10⁵。选择效价最高的 1 号小鼠用于后续的

细胞融合试验。

3 只新西兰兔血清 ELISA 检测结果也显示，新

西兰兔均产生了针对 ODF1的特异性抗体，1、2、3号

抗体效价分别为 5.12×10⁵、2.56×10⁵、1.28×10⁵，
均达到制备高质量多克隆抗体标准（图 5）。

A. 重组 ODF1 蛋白 16 ℃ 条件下诱导表达结果 ；B. 重组

ODF1 蛋白 25 ℃条件下诱导表达结果；M. 蛋白质相对分子

质量标准；1. 未诱导菌液；2. 诱导后菌液；3. 破碎后上清；4.
破碎后沉淀

A. Induction of recombinant ODF1 protein at 16 ℃; B. Induc⁃
tion of recombinant ODF1 protein at 25 ℃ ; M. Protein rela⁃
tive molecular weight standard; 1. Uninduced bacterial solu⁃
tion; 2. Bacteria solution after induction; 3. Supernatant after 
crushing; 4. Precipitation after crushing

图 2　重组 ODF1蛋白的诱导表达情况

Fig.2　Induction rxpression of recombinant ODF1 protein

M. 蛋白质相对分子质量标准；1. 未诱导菌液；2. 诱导后菌

液；3.破碎后上清；4.破碎后沉淀；5.流穿液；6.Wash buffer；
7.Elution buffer
M. Protein relative molecular weight standard; 1. Uninduced 
bacterial solution; 2. Bacteria solution after induction; 3. Su⁃
pernatant after crushing; 4. Precipitation after crushing; 5. 
Flow through the liquid; 6. Wash buffer; 7. Elution buffer

图 3　重组 ODF1蛋白的纯化及鉴定

Fig.3　Purification and identification of
 recombinant ODF1 protein

1~3.1、2、3号小鼠血清；CK.空白对照小鼠血清

1-3. Rabbit serum of number 1, 2, 3; CK. Blank control mouse serum

图 4　小鼠血清抗体效价

Fig.4　Antibody titer of mouse serum
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2.5　单克隆抗体的制备与亚型鉴定

ODF1 单克隆抗体亚型如图 6 所示。

由图 6 可知，经过细胞融合、HAT 筛选和多次

亚克隆，最终获得 2 株能稳定分泌抗 ODF1 抗体的

杂交瘤细胞株，分别命名为 1A1-7 和 5C6-4。亚型

鉴定结果表明，这 2 株细胞分泌的单克隆抗体亚型

均为 IgM。

2.6　单克隆、多克隆抗体的特异性鉴定

为验证所制备抗体的特异性与实用性，采用

Western blot和细胞免疫荧光技术对 ODF1 单克隆

抗体和多克隆抗体进行功能鉴定。Western blot结
果显示，制备的单克隆抗体能够特异性识别 L929、
HeLa细胞裂解液中约 48 ku的目标蛋白（图 7-A）。

图 6　ODF1单克隆抗体亚型

Fig.6　ODF1 monoclonal antibody subtypes

1~3.1、2、3号兔子血清；CK.空白对照兔子血清

1-3. Rabbit serum of number 1, 2, 3; CK. Blank control rabbit serum

图 5　新西兰兔血清抗体效价

Fig.5　Antibody titer of New Zealand white rabbit serum

图 7　Western blot和免疫荧光检测 ODF1单克隆抗体的特异性

Fig.7　The specificity of ODF1 monoclonal antibody detected by Western blot and immunofluorescence
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免疫荧光分析进一步证实，该抗体可在 HeLa、
PK-15 细胞内与 ODF1 蛋白结合，呈现出清晰的荧

光信号，表明其具有良好的细胞内抗原识别能力

（图 7-B~D）。

1、2 号兔制备的多克隆抗体能特异性结合

L929、HeLa、PK-15、MARC-145 细胞中的 ODF1

蛋白（图 8-A），且结合效果优于 3号兔多克隆抗体。

免疫荧光结果也显示，多克隆抗体可在 MARC-145
（图 8-B）、PK-15（图 8-C）、HeLa（图 8-D）细胞中检

测到显著的荧光信号，其广泛的反应谱和强烈的

信号证实了多克隆抗体优异的特异性。

3　  结论与讨论

哺乳动物精子的正常形态和运动能力是保障

雄性生育力的关键，而外致密纤维作为其核心骨

架结构，在维持精子尾部弹性、抵抗附睾传输过程

中的剪切力方面发挥着至关重要的作用 [2-3，6，20]。

在构成 ODF的多种蛋白中，ODF1被公认为是一种

关键的骨架蛋白[4]。对 ODF1 的蛋白结构分析显

示，其 N 端具有与亮氨酸拉链结构相似的两性 α-
螺旋结构 [12]，而 C 端含有 PCX 重复序列 [20]。研究

表明，ODF1 不仅对精子尾部的机械稳定性关重

要，其表达水平的异常或缺失更是与特发性雄性

不育直接相关，被视为男性不育研究的一个重要

分子靶点 [21-24]。然而，深入研究 ODF1 的生物学功

能、调控网络及其在不育症中的具体作用机制，高

度依赖于高质量、特异性的抗体工具。

本研究开发并鉴定了特异性抗 ODF1 抗体。

首先通过原核表达系统，成功实现了 GST-ODF1
融合蛋白的高效可溶性表达，为后续纯化和免疫提

供了高质量抗原，是试验成功的关键前提。利用纯化

蛋白作为免疫原，不仅通过常规免疫获得了高效价

的兔源多克隆抗体，还通过经典的杂交瘤技术，成

功筛选并建立了 1A1-7、5C6-4 等 2 株能稳定分泌

抗 ODF1抗体的杂交瘤细胞株，其亚型均为 IgM。

本研究的核心发现是，所制备的抗体在应用

层面展现出优异的性能。Western blot 结果显示，

单克隆、多克隆抗体均能精确识别在 L929、HeLa
细胞中内源性表达的、分子量约 27 ku 的 ODF1 蛋

白（除去 GST 标签），而非其融合前体，证明了其高

度的特异性。更重要的是，免疫荧光试验进一步

证实，这些抗体能够有效应用于细胞内抗原的定

位检测，在 HeLa、PK-15 细胞中均观察到与 ODF1
预期定位相符的清晰荧光信号。这表明制备的抗

体不仅能识别变性蛋白，更能识别天然构象的蛋

白，具备了用于更复杂生物学研究的潜力。

本试验所制备的单克隆、多克隆抗体为 ODF1
的功能研究提供了强有力的技术支撑。首先，它

们是后续在精子细胞中对 ODF1 进行精确亚细胞

定位、研究其在精子发生、成熟及运动过程中动态

变化的理想工具。其次，利用这些抗体尤其是多抗，

图 8　Western blot和免疫荧光检测 ODF1多克隆抗体的特异性

Fig.8　The specificity of ODF1 polyclonal antibody detected by Western blot and immunofluorescence.
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可以通过免疫共沉淀（Co-IP）或质谱分析等技术，

筛选与 ODF1 相互作用的新蛋白，从而进一步揭

示其在精子尾部骨架网络中的调控通路。此外，特

异性单克隆抗体的获得，也为未来开发基于 ODF1
的免疫诊断试剂盒或靶向治疗策略奠定了基础。

综上所述，本研究成功开发了特异性良好、应

用价值高的 ODF1 单克隆、多克隆抗体，并通过体

外试验系统验证了其有效性。这不仅为深入阐明

ODF1 在雄性生殖过程中的具体作用机制奠定了

坚实的基础，也为相关男性不育症的病理研究和

诊断治疗提供了新的研究工具与思路。
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