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列腺特异性抗原多克隆抗体的制 

备及初步应用 ’ 
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提 要 用盐析睦、阴、船离子交换柱层析及凝胶过滤法．从^前列腺组织中分离纯化前列腺特 

性抗原(PSA)．经 SDS—PAGE显示其分子量为34KD。以该抗原常规免疰家兔，嵇得抗 PSA 多克隆 

抗体，此抗体经进 一步纯化后， 免疫印迹技术证实它且有 PSA ，特 异性。ABC法显示 浚抗体对 l 

常、肥大厦癌变的前列腺腺 皮呈阳性反应 而对萁它正常及肿瘤组织呈【辐性反应。用 ELISA 妊心 

法分析谆抗体血清学特异性．结果表日月前列腙癌患者血清 PSA的禽餐非常显著地高于对照组 

关键词 前列腺特异性抗原；害克隆抗体；前列腺描i 

中围分粪号 R392 32 R737 25 

前列腺癌好发于老年男性的一种常见恶 

性肿瘤．尤 欧美国家多见，在美国男性癌症 

死亡率中居笫二位 。近年来，我国前列腺癌 

发病率已明显增高。因而寻找前列腺癌的标 

记物对该疾病的诊断及治疗有极其重要意 

义。1979年．Wang 。等从前 』腺组织中提取 

并 纯 化 出 一 种 前 列 腺 组 织 特 异性 抗 原 

(Prostate Specific Antigen．PSA)，立 即受 

到 吝 国 学 者 广 泛 注 意 和 深 入研 究 关 于 

PSA，国外 研究较多，而国内甚 少。 本实验从 

人前列腺组织中提取并纯化 PSA，制备 、鉴 

定抗 PSA多克隆抗体，结果表明该抗体具有 

良好的特异性。现报道如下： 

1材料和方 法 

1．1 PSA的提取与纯化 参照 Wang氏法 ^新鲜 

的各种前列腺组织为材料，用 35％段 55％饱和度硫 

酸铵进 行分段盐析．用磷酸钾缓冲液透析得 PSA粗 

提物。再依坎经 CM —Sephadex～ 。，Sephadex 

矗 及 DEAE—Sephadex A 柱 层析纯 化 、获得 

纯化的 PSA提取物。 

1．2 PSA的鉴定 

1 2 l用十一烷基磺酸钠 一聚丙烯酰胺凝腔梯度电 
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箭 1睥肿痛 
源(SDS PAGE)测 定蛋 白质分子量 。 

1 2 2用琼脂双向扩散试验证实 PSA纯化样品 与 

DAK0公司的抗 PSA 多抗的特异性。 

1 2 3用考马新亮兰 法进行蛋白定量 。 

1．3制备抗 PSA的抗血清 

1 3 1免痤 ：PSA纯品与等鼍佐剖 (首次为完全佐 

剂，以后用不完全佐剂 )乳化后，多点(足垫 、腰背 、 

背．胭窝淋巴结)注入家兔皮内、皮下。共五次免疫． 

龋后家兔大腿肌肉加强免疫 一阎后取血，分离血清． 

56℃保温 3(】丹钟灭活． 2【)t 保存 

l 3 2制备单价特异性抗血清 。， 

在正常女性血清 (不含 PSA抗原液)中 凡2 

5％戊二醛，4℃过夜成腔冻状，粉碎后成颗牲状的凝 

日变吸附剂．再用缓冲渡清洗数次。将该吸附刮直接加 

入抚血清中(1：5)，37v．2，311分钟，4℃过夜．离 12"后 

上清则为单价特异性抚清．若仍存在少许杂抗1丰．可 

霞复吸附 

将吸附后的兔血清经两 50％饱和度硫酸铵盐 

析提取 r 球 蚩白，用磷酸钠缓 冲渣透析后 再经 

DEC 纤维索枉屠析．所得的纯化物则为抗 PSA特 

异性 IgG 抗 体。 

1 3 3制备抗 PSA特异性 IgG抗体 

1．4抗 PSA事克隆抗体特异性分析 

1 4 1琼脂扩散法进行抗体效价测定 
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1 4 2参照 Towbin[t法 。酶联免痤电泳转移技术 

检测多抗的特异性。 

1 4 3免疫组化 ABC 。椅删抗体的组织特异性。组 

织系车枝常规外科病理榆 盎标本 (甲醛固定，石蜡包 

埋)，经病理确诊 ABC试制为华荧生物 _r程公司产 

品，程序参照本室常规。 

1 4 4酶联免疫吸附试骑 E JlISA夹心泣检测谆抗 

体的血清学特异性。正常血清男 备2()倒 (均 [}】重 

庶市中心血站提供 )。前歹|J腺肥大 21例 前州腙癌 26 

倒及共它系统癌症 24例 (均由重压大附一、：：院．『 

一

、二、三人民医院湛尿科提供．山病理确诊) 

2 结 

2．1 PSA的纯化 

2 1 1 PSA粗提物经三次柱层析纯化．分别 

收集流出液，合并浓缩。 

2．1 2琼脂双扩法 鉴定最后两次柱层析 

PSA样品能与 DAKO公司抗 PSA多抗发 

生特异性反应，产生一条沉淀线。 

2 l 3用 SDS—PAGE法获得标准蛋 白及 

PSA 电泳结果。根据标准蛋白相对迁移卑间 

接 推 算 出该 样 品蛋 白 质 的分 子量 为 34， 

674。经考马斯亮兰 G一250法测定蛋白含量 

为 1 74mg／ml。 

2．2抗 PSA抗体的鉴定 

2．2 1琼脂双向扩散试验显示兔抗凡 PSA 

抗 血清 的效 价为 1：64。 

2 2 2单价特异性抗血清的鉴定 

用琼脂双向护散试验显示吸附前的兔血 

清有少量杂抗体存在．经女性血清吸附两次 

后，仅存在一条特异性抗体的沉淀线，且和 

DAKD公司抗 PSA多抗与 PSA 问沉淀线 

相吻合 

2 2 3经硫酸铵盐析及 DE32柱层析后的抗 

PSA特异性 IgG抗体的效价为 1：32。 

2．2 4免疫印迹表明 PSA多抗能使一条分 

子量为 34KD左右的主要蛋白质条带染色。 

2．2 5用 ABC法对正常、前列腺肥大及不 

同肿瘤组织进行研究，结果见表 1。 

实验结果表明 PSA多抗仅对前列腺组 

织染色，而其他组织不染色。 

2 2 6 ELISA夹心法检测各组血清 PSA含 

量。血清 PSA 标准品 (美 国 SYNTRON 

表 1 PSA多抗对正常组织及肿瘤组织的免疫组化染色反应 

组 织 例 数 染色结果 

注：++强阳性 有大量上皮细胞染色，一阴性，无任何染色 
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表 2 不同检测组血清 PSA检测结果 

★★女P<I]ooi 

BI()RESEARCH INC公司)有五个不同浓 

度 0．2，10，25，50ug／L)。备检删组 PSA值 

的分布及结果见图及表 2。 

从表2可知各检测组 PSA平均值及标准 

差，通过方差分析表明各检测组 PSA 含量均 

有非常显著的差异(P<0(】1) 然后进行两 

两 比较及 t检验，发现前列腺癌症患者血清 

PSA含量非常显著地高于正常男性组、前列 

腺肥大组及其他癌症组(P<0 001)，而后三 

组 PSA 含量丽丽之间无统计学差异(P<0． 

005)。 

’  

． ．： ：·： ：： 

围 1 各检测组 PSA水平分布图 

3 讨论 

PSA是 由人前列腺上皮细胞合成井分 

泌至精液中的一种主要蛋白质，它存在于正 

常的 、肥大的厦恶性的前列腺组织中，具有器 
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官定位特异性和细胞类型特异性。其分子量 

约为 33～34KD．Ip范围为 6 8～7 5。它是 

一 种血管舒缓素样丝氨酸水解酶，能把精囊 

内的大分子蛋白质分解为小分子多肽，使凝 

块水解 。。正常男性血清中 PSA浓度 ‘4． 

O g／I ．女性体内不存在。 

我们参照 W ang氏法获得 PSA粗提物 

后，再 经离子 交换柱 层析 、凝胶过 滤层析进 一 

步纯化。在阳离子交换层析时，由于 CM— 

Sephadex C 携 带负 电荷 ，选 用低于 pH 

6．9(PsA的等电点)的缓冲液，使 PSA带的 

正电荷增多；而在阴离子交换层析时，由于 

DEAE Sephadex一 。带正 电荷 ，选 用 

PH高于 6 9的缓冲液．使 PSA带的负电荷 

增多，以提高 PSA的回收率。在进行阴离子 

交换层析时，开始采用侯氏 0法 pH7～6梯 

度洗脱，结果无蛋 白峰，后自行设计改用 0～ 

0．5M NaC1梯度洗脱，才出现蛋白峰。这可 

能是因为pH梯度间隔太小，两种洗脱缓冲 

液的 pH太为接近的缘故，因而洗脱效果不 

佳。 

PSA纯化物采用 SDS PAGE确定其 

分子量。该方法的影啊因素较多。浓缩胶、分 

离胶的浓度、聚合时间的长短 、电泳缓冲液是 

否新鲜、电泳条件及时间的选择，以及测量的 

准确度都会给分子量的测算带来误差 因而 

不同的作者或同一作者的不同次实验，对从 

同一组织中分离的同一蛋白往往得出不完全 

一 致的结果。PSA的研究亦如此，Wang指 

出，PSA并不是一种均一的糖蛋 白．而是一 

，、 

g  
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组抗原性相同，等电点和分子量相似的同质 

异构体。国外不同学者分离纯化抗原的方法 

不同，其纯化物中同质异物体的种类和数自 

亦可能不同。我们的结果表明 PSA的分子量 

主要条带为 34KD左右，与文献报道的较为 
一 致 。 、 

' 

困 PSA是一种弱抗原，不易刺激宿主产 

生抗体，若经兔足底、胭窝淋巴结免疫途径效 

果较好。若延长免疫过程有可能提高抗血清 

效价．但存在产生非特异性抗体的危险。一 

般免疫时间应控制在 4～6周，可获得较高效 

价的抗血清 

免疫组化结果表明 PSA多抗能使前列 

腺组织染色，而对其它正常及肿瘤组织均不 

染色，说明 PSA多抗的前列腺组织特异性。 

寻找转移性肿瘤的隐匿性原发灶是临床 

上棘手的问题之一，也常常是病理科医师面 

临的难题。由于直肠指诊等检查并不能正确 

诊断全部的前列腺癌．所以 PSA的免疫组化 

应用对证实男性转移性肿瘤的原发灶是否来 

源于前列腺是十分重要的．这对指导临床进 

行转移性前列腺癌的治疗具有重要意义。 

从 ELISA夹心法测定的 PSA结果可 

得知．女性体内不存在 PSA．若以正常男性 

PSA +2s作上限，即 5 0“g／L．与 Myr— 

tle 。 等测定的 PSA参考值 4．O g／L)较为 
一 致。国外文献中大都确认 10~g／L为 PSA 

值的临界值上限，本研究中有4．8％前列腺 

肥大 (1／21)及 81％的前列腺癌(21／26)病人 

血清 PSA值大于 10．ugl L，这与 Hudson⋯ 

报道的结果接近。Papsidero【】 最早报道前 

列腺癌患者血清 PSA升高。此后大量研究指 

出可将 PSA作为前列腺癌诊断、分期、判断 

预后及监测病情变化的指标，它是一种可供 

选择的有效的肿瘤标记物。因此．结合 PSA 

测定、直肠指诊和经直肠超声引导的针吸细 

胞学活检三种方法，应当是降低前列腺癌死 

亡的有效措施。 

(在 本研究中。承蒙汤为学副教授及李培熬老师 

等帮助 叉承中心实验室，生化教研究、嫡解教研究 

教师大 力支持 ．在此一井致谢j) 
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THE PR0DUCT10N AND PRELIM INARY AP． 

PLICAT10N 0F A P0LYCL0NAL ANTIB0DY T0 

PR0STATE SPECIFIC ANTIGEN 
D“nn Hong． et al 

Dept of Pafhophyslol。gy 

Pro．~tate spec flc antigen(PSA)was purified from the crude t 3ue extract ot fresh humaⅡ 

prostatic tissue by cM —Sephadex—CÏ．Sephadex— 0D and DEAE—Sephadex一心 chromatogra． 

play． SDS—PAGE showed that it had a molecular weight o 34KD 
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PRAZIQUANTEL M ETABOLISM POTENTLY INHIB_ 

ITED BY NIFEDIPINE AND POSSIBLE CY— 

ToCHROM E P450 ISOENZYM E INVOLVED IN 

HP K0 ．et n 2 

D eDt of Pha rm acology 

NirediDind(NF) competitively and stereose【ectlve【y inhibited the metaboli 5m of praziquante[ 

(PQT)enantiotaers in human liver ll3．icrosoll3．es Ki value of NF for the (一) 一PQT measu red 

efther by parent d rug di sappearance of by the MI formation was 1．4 and l 5~mot／L·respec— 

tivelv．both o whi h w much less than the K value of 6 1~mol／L for (+) PQT measured 

by parent drug d[sappearance The inh[bito ry effect of NF on (一)一PQT metabolism in the ra( 

【Lver m Lcrosomes much less than in humart liver microsomes The Ki value for ( ) PQT 

and (+ 一PQT disappearance were l1 6 and l0 0 pmol／L．and K L for MI fo rmation from ( ) 

PQT l0 umo[／L．NF had no or a[[ttle inhibitory effect on the activities of metoprolol hy— 

droxylase ethy[morp hine N —demethylase and 7一ethoxycoumar[n O deethy【 Se． Metop rolol， a 

reDresentati ubstrate of P450 IID6． had litt[e effect on (一 ) 一PQT and (+ ) PQT 

metaboIism ．furthe rmore，quinidine a s a specific inhibitor of P45fl lID6 only exhibited a very weak 

Lnhibitorv effect on (一) 一PQT and (+) PQT metabottm．These findings indicated that the 

idilitv of P45D lID6 invotved in the m etabolism o PQT ena∞[Joiners might be very low 

KEY W O RDS N／fed[pine；Enzym e 【nhib[tor；H um an Liver M ierosom es；M etabolism ；Praziquan 

te1 Erlantiom ers 
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Po【yclonal antibody(PcAh)was obtained from rabbits immunized with PSA The PeAb ~,-as 

asbsorbed with normaJ female se rum(NFS)． prec[pitated with ammonium sulfate and then fol- 

lowed bv DEAE 32 ch romat。graphy． The m munobIotting test indicated that it is specific for 

PSA 34． The imm umohistoehem ical examination show'ed that the PeAb coutd stain the prostatic 

tissues (norma1， benign hypertrophic and malignant)．hut not the other human tiss-．1es，Two— 

Site sandwish enzyⅡ1e lihked immuno sorbent assay(ELISA)indicated that the mean content of 

serum PSA in ca rctnoma of the prostate ~,vas sign[fieantly higher than that in the normal mates 

K EY W O RD S P rostate Specific A ntigen；Potyclona[ A ntibodyiProstatic Cancer 
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