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一个新的高保守自身免疫反应相关分子 !"#$% 结合蛋白多克隆抗体制备

张竹君，周) 玉，李) 鹏，易维京，杨明珍，李淑慧，胡川闽) ) （第三军医大学医学检验系临床生物化学教研室，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 获得一个新的高保守自身免疫反应相关分子 *+,#% 结合蛋白（ *+,#%#-./0./1 23456./，*78）的高效价特
异性多克隆抗体。方法 ) 通过生物信息学分析选择 *78 特异片段（! &&’ 9 ! ’:( -2），目的片段 ;<=> 插入 2?@(&A 和
2B?C#DB原核表达载体，分别转化 7E&! 感受态细菌，*8@B诱导表达后组合应用阴离子交换层析、F.G、BH@亲和层析技术
获得免疫原（2?@(&A I *78融合蛋白）及检测原（2B?C#DB I *78融合蛋白）。F8EJ鉴定纯度。利用改良快速免疫法获得兔
抗 *78多克隆抗血清，并经蛋白 >柱纯化，非特异性抗体吸收。间接 ?E*H>检测抗体滴度、K6G563/ -L45和免疫组化实验检
测抗体特异性。结果) 表达并纯化的 2?@(&A I *78融合蛋白纯度达 :&M，2B?C#DB I *78融合蛋白纯度达 ’NM。*78多克
隆抗体滴度达 !O $! &""，能特异地和内源性 *78结合。结论) 成功表达并纯化了 *78融合蛋白，制备了高滴度、高特异性
的抗 *78 多克隆抗体。
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) ) *+,#% 结合蛋白（ *+,#%#-./0./1 23456./，*78）是
BS25A等［!］最近通过酵母双杂交技术从人淋巴结
;<=> 文库中筛选出的一个与 *+,#% 具有结合作用的
蛋白。通过对 *78 缺陷小鼠的观察，发现动物出现
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HE?样自身免疫反应，特征为血清 *1B 水平明显升高，
自身抗体产生，效应 @细胞和记忆 @ 细胞积聚及凋亡
紊乱［&］。众所周知，自身免疫病（AS54#.ZZS/6 0.G6AG6，
>*<）种类繁多，机制复杂，目前尚无有效的治疗措施
及方法，*78 缺陷小鼠自身免疫性疾病症状的出现为
这一领域的研究提供了新的思路及研究方向。但目前

缺乏用于研究其蛋白质表达水平的有效的工具；其次，

*78作为潜在的 >*< 诊疗靶点，有可能用于疾病的监
测和治疗。得到优质的 *78抗体对进一步的研究和应
用具有重大意义。但是 *78 在进化过程中高度保守，
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鼠 %*+与人 %*+ 同源高性达 ,-.［"］，而且人 %*+ /012
34端与鼠 056(7 /012 几乎相同［!］，难于制备其单克隆
抗体。而传统的多克隆抗体制备方法存在耗时长，抗原

需要量大的问题。最近报道的快速免疫法制备多克隆

抗体可以较好的解决上述两个问题，且制备的抗体滴度

高。本研究拟采用改良的快速免疫法制备 %*+ 兔多克
隆抗体，为进一步研究 %*+分子功能奠定基础。

!" 材料与方法

!$ !# 材料
# # 阴离子柱 89:;<= >、89? 柱 89:;<= /@5A<B9CD 8+、EF: 柱
EF:;<= ’’和 !+;GB59C 2柱均购自 +@<;H</9< 公司，纯种新西兰
大白兔由实验动物中心提供，弗氏佐剂购自 E9I/G 公司；JK;(
L<B、FM7N-、OPQP、8:N,、FM)R- 细胞为本室保存的引自美国
2:SS的标准细胞株；=T:"N<、=ETU(VE质粒和 *ON! 感受态细
菌均为本实验保存；蛋白标准品为中国科学院预染 W<;L5;；%*+
&129 JK;L<B细胞和无关 &129 JK;L<B 细胞为周玉［)］惠赠；免疫
组化 F(+试剂盒购自北京中杉金桥公司。

!$ N# 方法
!$ N$ !# %*+的表达# # 通过生物信息学分析，针对 %*+特异序
列（! NNR X ! R," I=）设计引物。正常人全血提取总 &12，&:(
+S&获得 /012，应用 VP0(+AK? 高保真体系扩增 %*+ 特异片
段。克隆并构建 =T:"N< Y %*+ 和 =ETU(VE Y %*+ 表达载体。将
测序正确的重组质粒转化 *ON! 感受态细菌中，%+:E（终浓度
! HHGA Y O）诱导表达。离心集菌。3- HA 上样缓冲液（N- HHGA Y O
:;9?(8SA，=8 ZR$ -）重悬，超声破菌，离心收集上清待用。
!$ N$ N# =T:"N< Y %*+的纯化# # 菌体蛋白上阴离子柱，以上样
缓冲液流洗至基线，N- 个柱体积内洗脱缓冲液（N- HHGA Y O
:;9?(8SA，!$ - HGA Y O 1<SA，=8 Z R$ -）由 -.上升至 !--.梯度洗
脱，收集洗脱峰和穿透峰。电泳鉴定蛋白液纯度。89? 柱经上
样缓冲液（N- HHGA Y O :;9?(8SA，-$ 3 HGA Y O 1<SA，=8 Z R$ -）平
衡，取上一步制备样品上柱，以上样缓冲液流洗至基线，洗脱

液（N- HHGA Y O :;9?(8SA，-$ 3 HGA Y O 1<SA，-$ 3 HGA Y O 咪唑）洗
脱，收集蛋白峰。*;G[6G;[法测浓度。) \保存。
!$ N$ "# =ETU(VE Y %*+的纯化 # # 阴离子柱纯化处理方式同
上。阴离子纯化产物上 EF:亲和柱，以上样缓冲液（N- HHGA Y O
:;9?(8SA，-$ !3 HGA Y O 1<SA，=8 Z ]$ "）流洗至基线，洗脱脱缓冲
液（3- HHGA Y O :;9?(8SA，!- HGA Y O谷胱甘肽，=8 Z R$ -）由 -.上
升至 !--.，收集洗脱峰。电泳鉴定蛋白液纯度，*;G[6G;[ 法测
浓度。) \保存。
!$ N$ )# 抗体的制备# # =T:"N< Y %*+融合蛋白 "-- "D，!^ !配以
弗氏完全佐剂免疫 N只体质量为 N$ 3 LD左右雄性纯种新西兰大
白兔，首次免疫后 " [等量抗原配以弗氏完全佐剂再次免疫，其
后 NR [等量抗原配以弗氏不完全佐剂第 "次免疫。每次免疫分
!-点在大白兔背部皮下注射。第 " 次免疫后 ] [颈动脉插管收
集全血。全血 )\孵育过夜，离心收集上清，_]-\备用。
!$ N$ 3# 抗体的纯化与吸收 # # 兔血清与上样缓冲液（!--
HHGA Y O磷酸钠，!-- HHGA Y O柠檬酸钠，=8 Z ]$ -）按 !^ ,稀释混
匀上 +;GB59C 2 柱，以上样缓冲液流洗至基线，洗脱液（!--

HHGA Y O磷酸钠，!-- HHGA Y O柠檬酸钠，=8 Z "$ -）由 -.上升至
!--.，收集单峰，_ N- \备用。制备 =T:"N< 空载体转化菌菌
体蛋白，方法同融合蛋白制备。上样缓冲液平衡 89? 亲和柱
后，取菌体蛋白上柱，以上样缓冲液流洗至基线，再取上一步纯

化的多抗上样，收集穿透液，_ N- \保存。
!$ N$ 7# 抗体滴度与特异性检测 # # 以 =ETU(VE Y %*+ 融合蛋
白，重组巨噬细胞迁移抑制因子（W%’），重组 =;G*1+（1端心房
钠尿肽），重组淋巴细胞增强因子 !（OT’(!）包被 ,7 孔板，间接
TO%F2法检测。提取 JK;L<B、FM7N-、OGQG、8:N,、FM)R- %*+
&129(JK;L<B（慢病毒方法构建，经 &5<AB9H5 +S& 检测抑制率约
]-.）、无关 &129(JK;L<B 细胞蛋白、成年小鼠胸腺、成年小鼠脾
脏蛋白，以吸收后抗体（!^ 3-- 稀释）和未经吸收抗体（!^ 3-- 稀
释）进行 M5?B5;C IAGB检测。收集 JK;L<B细胞，涂片后应用吸收
后的抗体（!^ !-- 稀释）进行免疫组化检测。

#" 结果

N$ !# %*+的表达与纯化
# # 扩增出的带特定酶切位点的 %*+特异片段（约 7]- I=），连
接入原核表达载体 =T:"N< 和 =ETU(VE，重组载体经双酶切鉴
定和测序证明序列正确插入。经 %+:E诱导后，在 =T:"N< Y %*+
和 =ETU(VE Y %*+转化菌裂解液中，分别新出现 ! 条约 )7 ‘ !-"

和 3N ‘ !-"的蛋白条带（图 !），与预期的融合蛋白相对分子质
量相符。经阴离子柱、镍柱、EF: 柱纯化的上述蛋白，在 F0F(
+2ET电泳后几乎为单一条带，08+OS 法鉴定纯度分别达到
,N.和 R].。*;G[6G;[法测浓度分别为 -$ 7、!$ - HD Y HA。
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2：=T:"N< Y %*+融合蛋白 # # W：蛋白标准；!：*ON!=T:"N< Y %*+ 未
诱导；N：*ON!=T:"N< Y %*+诱导；"：阴离子柱纯化产物；)：89? 柱纯
化产物

*：=ETU(VE Y %*+ 融合蛋白 # # W：蛋白标准；!：*ON!=ETU(VE Y
%*+未诱导；N：=ETU(VE Y %*+ 诱导；"：阴离子柱纯化产物；)：EF:
柱纯化产物

图 !" $%&’(#) * +,-和 $.%/’0. * +,-融合蛋白的表达和纯化

N$ N# %*+兔多抗的纯化和吸收
# # 兔血清经过 +;GB59C 2柱纯化和 =T:"N<空载体转化菌菌体
蛋白吸收后，F0F(+2ET电泳仅见抗体的重链和轻链，未见其他
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杂带，证明抗体纯度很高（图 !）。
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"：蛋白标准；#：纯化后抗体；!：吸收后抗体
图 !" 兔抗 #$%多克隆抗体的纯化与吸收

!$ %& 间接 ’()*+、,-./-01 234/和免疫组化
& & ’()*+ 检测证明吸收后的抗 )56 多克隆抗体效价达
#7 8# !99。与无关抗原均无交叉。,-./-01 234/ 显示未经吸收
的抗体非特异结合现象较严重（图 %+），在目的条带（天然 )56
约 :8 ; #9%）上下均有较多得非特异条带。吸收后抗体特异性

显著提高。非特异条明显减少。白血病 < 细胞来源的 =>0?@/
细胞高表达 )56［#］，成年小鼠胸腺退化，< 细胞少，故 )56 表达
量少。而小鼠脾脏以 5 细胞为主，未检测到 )56 的表达（图
%5）。AB+CD=>0?@/细胞 )56表达明显受抑，无关 AB+CD=>0?@/细
胞 )56表达正常，结肠癌细胞株 *,E!9、(4F4、G<!H、*,IJ9 等
均无 )56表达（图 %K）。=>0?@/ 细胞免疫组化显示 )56 为阳性
（图 I），位于细胞质。以上证明我们制备的抗体与人源和鼠源
性 )56均能结合。
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+：吸收前 )56多克隆抗体,-./-01 234/检测& & #：=>0?@/；!：小鼠胸
腺；%：小鼠脾脏
5：吸收后 )56多克隆抗体 ,-./-01 234/检测& & #：小鼠脾脏；!：小
鼠胸腺；% L 8：=>0?@/
K：)56多克隆抗体检测细胞 )56 AB+C 抑制效果 & & #：*,E!9；
!：(4M4；%：G<!H；I：*,IJ9；8：无关 AB+C =>0?@/；E，:：)56 AB+C =>0?@/

图 &" 抗 #$%多克隆抗体特异性鉴定结果

!!

!"

+：)56阳性 =>0?@/细胞；5：阴性对照
图 ’" #$%多克隆抗体用于 ()*+,-细胞免疫组化检测"（*D6 ; # 999）

&" 讨论

& & )56 是新近发现的和免疫反应相关的一个分子，
全长约 ! %99 2N，包含一个 # JH% 2N 的开放阅读框
（4N-1 0-@OC1P Q0@R-，SAT）编码 E%# 个氨基酸，天然
)56相对分子质量约 :8 ; #9%［#］。在不同种属间的同

源性高。 )56 从 B 端到 K 端依次为 ’TDU@1O、6G
（N3-V?./0C1DU4R434PW）、XG（X2#DU4R434PW）结构域［8］。
分别与钙离子信号转导通路、结合磷酸肌醇及 Y’T活
性相关。根据生物信息学分析。我们选择了包含 XG
结构域的部分，即 XB+ 序列 # !!J Z # JH% 2N 段克隆
入表达载体。利用这种融合蛋白制备的多克隆抗体可

以结合不同种属来源的 )56，且特异性高。由于融合
蛋白均带有标签，免疫动物后可能产生抗标签抗体而

出现假阳性，为了避免在筛选和鉴定抗体时出现假阳

性，我们使用两种载体 N’<%!@ 和 NY’[D\Y 来表达带
不同标签的融合蛋白分别作为免疫原和鉴定抗

原［E，:］。传统的多克隆抗体制备方法共需 I Z 8 次的
免疫，每次免疫的间隔在 ! Z % 周，需要花费 % 个月甚
至更长的时间才能得到较高滴度的抗体。且需要的抗

原量较大，对于一些很珍贵的抗原就此种免疫方法就

存在很大的局限性。G> 等［J］报道的快速免疫法则较
好的解决了这两个问题，该方法共注射 % 次，整个过程

II!# & & & & & & & & & & & 第 & 三 & 军 & 医 & 大 & 学 & 学 & 报 & & & & & & & & & & & & 第 %9卷




	1242
	1245



