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重组 LBP真核表达载体免疫制备兔抗人 LBP抗体的研究

李永旺 ,麻　莉 ,张德明 ,毛宝龄 ,钱桂生 ,徐剑铖 ,侯一峰　　(第三军医大学附属新桥医院全军呼吸内科研究所,重庆 400037)

　　提　要:目的　制备兔抗人脂多糖结合蛋白(LBP)多抗 , 并研究其生物学特性。 方法　用 LBP 基因的真核表达载体 pEFBOS-

LBP作为抗原免疫制备兔抗人 LBP的抗血清。用饱和硫酸铵盐析纯化后 , 通过 ELISA 检测抗体的效价;Western blot鉴定其特异性;

流式细胞术观察 LBP及其抗体对荧光标记脂多糖(LPS)与单核细胞结合的影响;ELISA 检测 LBP及其抗体对 LPS 诱导肺泡巨噬细胞

分泌TNFα的影响。结果　用 LBP基因免疫制备的兔抗 LBP多抗与 LBP 具有良好的结合活性;有较高的效价;LBP 增强 LPS 与单核

细胞结合的作用能被该抗体阻断;LBP增强 LPS 诱导肺泡巨噬细胞分泌 TNFα的作用也能被该抗体阻断。结论　用 LBP 基因免疫制

备的兔抗人 LBP多抗具有较好的生物学特性。
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Preparation of rabbit anti-human LBP polyclonal antibody with recombined LBP eu-
karyotic expression vector
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Xinqiao Hospital , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To prepare rabbit anti-human lipopolysaccharide binding protein(LBP)poly clonal antibody and study its biological char-

acteristics.Methods　The eukaryotic expression vector pEFBOS-LBP was used as antigen to immunize rabbit to prepare antiserum against human

LBP.The antiserum was purified by precipitation with ammonium sulphate and its titer tested by ELISA , its specificity identified by Western blot.

The effect of LBP and anti LBP antibody on the binding of lipopoly saccharide(LPS)to mononuclear cells was observed by flow cytometry , and the ef-

fect of LBP and anti LBP antibody on TNFαsecretion of alveolar macrophage induced by LPS was tested by ELISA.Results　Rabbit anti-human

LBP ployclonal antibody prepared with LBP gene was of good binding activity to LBP and of higher titer and could block the effect of LBP.Conclu-

sion　Rabbit anti human LBP poly clonal antibody prepared by using LBP gene possesses good biological characteristics.
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　　脂多糖结合蛋白(Lipopolysaccharide binding pro-

tein , LBP)是肝细胞分泌的Ⅰ型急性期反应蛋白 ,其对
内毒素(Lipopolysaccharide , LPS)所致炎症反应的放大

作用是导致过度全身炎症反应的重要原因之一;LPS
所致过度全身炎症反应首先在肺部表现为急性肺损伤

(Acute lung injury ,ALI)。为了解 LBP 在内毒素所致急

性肺损伤中的作用 ,我们利用重组的 LBP 真核表达载

体免疫制备了兔抗人 LBP 多抗 ,并对其生物学特性进
行了研究 。

1　材料和方法

1.1　主要材料

　　纯种新西兰白兔由本校实验动物中心提供。 LPS 、FITC-LPS

购自 Sigma 公司。重组人 LBP(rhLBP)购自晶美公司 , 含有人

LBP全长 cDNA 的质粒 pGEMLBP为我所保存。 pEFBOS 真核表

达载体由日本Saga医学院的 Kensuke Miyake 博士惠赠。 Xho Ⅰ
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酶 、BamHⅠ 酶 、质粒抽提试剂盒 、PCR 产物纯化试剂盒购自

Promega公司。Western bloting检测试剂盒(博士德)。HRP标记

的羊抗兔 IgG(中山公司)。 TNFαELISA 试剂盒(北京邦定公

司)。

1.2　LBP 真核表达载体的构建

　　根据文献[ 1] 报道的人 LBP 基因序列设计合成一对引物 ,

上游引物为:5′-gatctcgagTGCACTGGGAATCTAGGA-3′,含有 XhoⅠ

酶切位点;下游引物为:5′-gatggatccATCAAACTCTCATGTATTGG-3′

含有 BamHⅠ酶切位点。以质粒 pGEMLBP 为模板进行 PCR 扩

增 ,产物经 PCR纯化试剂盒回收 , 纯化。将纯化后的 LBP基因

经 XhoⅠ酶和 BamHⅠ酶双酶切后 ,定向插入 pEFBOS 真核表达

载体的相同位点 , 得到重组真核表达载体 pEFBOS-LBP。用质

粒抽提试剂盒大量制备 pEFBOS-LBP质粒。

1.3　抗 LBP多抗的制备及初步纯化

　　以 pEFBOS-LBP 质粒作为抗原 , 在雄性新西兰白兔两侧股

四头肌肌内各注射 50 μg质粒 DNA。 2 周后 , 用相同剂量质粒

对兔进行加强免疫注射。2 周后再加强免疫注射 1 次。第 2 次

加强注射后 10 d , 从兔耳缘静脉处放血 ,置 4 ℃冰箱过夜。 吸

取血清以 5 000×g 离心 10 min , 去除残留的红细胞及其它碎

片。取 50 ml血清加等量生理盐水混匀 ,在电磁搅拌下缓慢加

入饱和硫酸铵(pH 7.4)100 ml ,于 4 ℃放置 1 h 。于 4 ℃以 4

500 r/ min 离心 30 min ,弃上清。沉淀加生理盐水溶解后补足至
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50 ml , 在电磁搅拌下缓慢加入饱和硫酸铵25 ml , 4 ℃放置1 h 。

于4 ℃再以 4 500 r/min离心30 min , 弃上清。 沉淀加 10 ml生

理盐水溶解 ,装入透析袋中 , 对流动自来水透析 40 min , 再对生

理盐水透析 24 h 。中间换液 3 ～ 4 次。浓缩至 10 ml , 于-20℃

保存备用。

1.4　抗体效价的测定

　　ELISA 检测经初步纯化的抗 LBP 多抗的效价。 抗原为

rhLBP, 二抗为 HRP标记的羊抗兔 IgG ,抗 LBP多抗按 1∶102、1∶5

×102 、1∶103、1∶5×103、1∶104、1∶5×104 、1∶105 、1∶5×105、1∶106 用

封闭液稀释 ,以正常兔血清作为抗体的阴性对照 , 以 PBS 作为

空白对照。具体操作步骤按文献[ 2] 进行。最后用 TMB显色液

显色 ,H2SO4终止反应。 450 nm 波长下 ,用酶标仪测定每孔吸光

度值 ,样品 A450≥阴性对照 A450二倍以上者 ,判定为阳性。

1.5　纯化 LBP多抗的Western-blot分析

　　rhLBP经 8% SDS-PAGE 后 ,转移至 NC膜上 , 经氨基黑染液

染色证实转膜成功后 , 用防水笔标出分子量 Marker 所在的位

置 ,然后洗去氨基黑染液。余下步骤按Western bloting 检测试剂

盒说明书进行。

1.6　抗 LBP多抗的活性检测

　　参照文献[ 3] 的方法 , 通过观察荧光标记的 LPS(FITC-LPS)

与外周血单核细胞(PBMC)的亲和力 , 测定抗 LBP 多抗的活性。

淋巴细胞分离液分离人 PBMC后 , 用 1640 培养液将细胞数调整

为 1×106/ml并置入 1 ml的 EP管中。分别加入FITC-LPS(1μg/

ml)、FITC-LPS(1 μg/ml)+rhLBP(10 μg/ml)和 FITC-LPS(1 μg/ml)

+rhLBP(10μg/ ml)+LBP多抗(100μg/ml);另设一对照(不加任

何因素)以测定细胞自身的荧光强度。37 ℃孵育 2 h , PBS 漂洗

2 次 ,流式细胞仪检测每份标本 10 000 个 PBMC 表面的平均荧

光强度。

1.7　肺泡巨噬细胞分泌 TNFα的变化

　　通过肺泡灌洗获得正常人肺泡巨噬细胞。通过离心(4 ℃,

1 200 r/ min 离心 10 min)肺泡灌洗液获得细胞 ,用 1640 培养液

(含 10%胎牛血清 、50 U/ml青霉素和 50 mg/ml链霉素)重悬细

胞 ,用 96 孔培养板(调整细胞密度为 1×105/孔)于 37 ℃, 5%

CO2孵箱中培养2 h , 获取贴壁的单层肺泡巨噬细胞。 PBS 漂洗

2 次 ,随机分为正常对照组 、LPS(1 μg/ml)组 、LPS(1 μg/ml)+

rhLBP(10μg/ml)组和 LPS(1μg/ml)+rhLBP(10 μg/ml)+LBP 多

抗(100μg/ ml)组。加入上述 1640 培养基于 37 ℃, 5%CO2孵箱

中培养 2 h后 ,夹心 ELISA 检测培养上清中 TNFα的含量 , 具体

步骤按照试剂盒说明书进行。

1.8　统计学处理

　　数据以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

2.1　真核表达载体(pEFBOS-LBP)的构建和酶切鉴定

　　从 pGEMLBP质粒中扩增出的 LBP 基因长度为1.5 kb , 与理

论值相符。 构建的载体 pEFBOS-LBP 经 Xhol/ BamH1 双酶切后

电泳 , 琼脂糖凝胶中出现两条 DNA 带 , 分别位于 5.5 kb(pEF-

BOS)处及 1.5 kb(LBP)处 ,见图 1。

2.2　抗 LBP多克隆抗体效价的确定

　　ELISA 分析抗 LBP 多抗的效价达到 1∶105 。用 ELISA 检测

抗体效价的结果见图 2。

2.3　抗 LBP多抗的特异性分析

　　将制备的兔抗人 LBP 多抗进行 Western blot 分析的结果表

明 ,与 rhLBP作用后 , 在分子量为 60 000 处有 1 条显著的显色

带 ,且非特异性条带较少 , 说明特异性和纯度都较好 ,见图3。

1:DNA Marker DL2000+15000;2:pEFBOS-LBP/ BamH1 digested(7.0

kb);3:pEFBOS-LBP/ Xho Ⅰ and BamHⅠ digested(5.5 kb+1.5 kb);

4:PCR product

图 1　质粒 pEFBOS-LBP酶切鉴定图谱

Fig 1　Restriction endonuclease map of plasmid pEFBOS-LBP

图 2　ELISA 检测抗 LBP抗体的效价

Fig 2　Titer of anti-LBP polyclonal antibody detected by ELISA

1:rhLBP;M:protein marker

图 3　抗 LBP多抗的Western blot 分析

Fig 3　Analysis of anti-LBP polyclonal antibody by Western blot
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2.4　抗 LBP多抗活性分析

　　rhLBP 能明显增强 FITC-LPS 与 PBMC 的结合 , 而抗 LBP 多

抗能阻断其效应。图 4 为 FITC-LPS 与 PBMC 结合的流式细胞

仪测定结果 ,由图中可见 , B 、C 、D组与 A组相比细胞表面荧光

强度显著增强 , C组与 B 组相比荧光强度亦显著增强 , 而 D 组

与 C组相比荧光强度受到显著抑制 ,见表 1。

A:Control group;B:LPS group;C:LPS+rhLBP group;D:LPS+

rhLBP+anti-LBP antibody group

图 4　FITC-LPS与外周血单个核细胞的结合

Fig 4　Binding of FITC-LPS to PBMC

表 1　外周血单个核细胞与 FITC-LPS结合后的表面荧光

强度变化(n=6,  x±s)

Tab 1　Changes of surface fluorescence intensity of PBMC after

being binded by FITC-LPS(n=6 , x±s)

Group Control LPS LPS+rhLBP LPS+rhLBP+anti-LBP

Fluorescence

intensity
55.16±7.671 44.83±8.65＊△ 166.33±9.17＊ 139.16±18.19＊△

＊:P<0.001 vs Control;△:P<0.01 vs LPS+rhLBP

2.5　抗 LBP 多抗及 rhLBP 对 LPS 诱导肺泡巨噬细胞

分泌TNFα的影响
　　rhLBP 能明显增强 LPS 诱导肺泡巨噬细胞分泌 TNFα, 而抗

LBP抗体能拮抗它的作用 , 见表 2。

表 2　肺泡巨噬细胞培养上清中 TNFα的含量变化(n=8 , x±s)

Tab 2　Content of TNFαin the culture medium of alveolar

macrophage(n=8 , x±s)

TNFα(pg/ml)

Control 334.17±97.17

LPS 1 076.16±138.88＊

LPS+rhLBP 1 792.66±161■

LPS+rhLBP+anti-LBP 1 103.66±115.11＊

＊:P<0.01 vs Control;■:P<0.01 vs LPS

3　讨论

　　内毒素血症及由此引起的中毒性休克 、全身炎症

反应综合征(SIRS)和多器官功能障碍综合征(MODS)
是病人感染死亡的重要原因 。LPS 是该类疾病的主要

致病原 ,尽管抗生素在临床上得到广泛应用 ,但其危害
并没有得到有效控制 。由 LPS介导※细胞激活※介质

释放※SIRS※MODS 是革兰阴性菌感染 、内毒素血症

导致MOF的基本途径 ,而 LPS介导的细胞激活有赖于

LBP的参与[ 4] 。在 LPS所致炎症反应中 ,肺脏往往是

最易受侵害的靶器官 。研究 LBP 在 LPS 所致急性肺

损伤中的作用 ,可为临床感染后内毒素引发的防治难

题探索新的防治对策 。但由于人 LBP 抗原的获得较

为困难 ,因此我们用 LBP基因的真核表达载体作为抗

原免疫制备兔抗人 LBP多抗 。与传统抗原相比 ,基因

抗原具有独特的优越性 ,首先 ,能模拟活疫苗 ,有良好
的免疫原性 ,基因免疫后 ,蛋白质抗原在宿主细胞内表

达 ,其加工处理过程与病原的自然免疫过程相似 ,因
此 ,可表达出与病原体相似的抗原;其次 ,具有免疫持

续性 ,可获长期免疫力 ,避免蛋白质抗原反复加强免疫
的繁琐;其三 ,对一些难纯化的抗原可直接利用其基因

在体内表达 ,省略了蛋白纯化分离的工作
[ 5]
。本实验

用 LBP基因制备出的抗 LBP 多克隆抗体效价达 1∶105

(ELISA),充分说明用 LBP 基因作为抗原免疫制备抗

体是可行和高效的。经Western-blot 鉴定表明 ,制备的

抗 LBP多抗能检出重组的人 LBP 蛋白 ,说明具有很好
的特异性 ,且具有较高的纯度。通过观察荧光标记的
LPS(FITC-LPS)与外周血单个核细胞(PBMC)的亲和

力 ,并通过研究抗 LBP 多抗及 rhLBP 对 LPS 诱导肺泡

巨噬细胞分泌 TNFα的影响 ,结果发现抗 LBP 多抗能

拮抗 LBP 对 LPS 所致炎症反应的增敏作用 。由于肺
泡巨噬细胞是肺脏防御病原微生物的第一道防线 ,在

急性肺损伤的发病中承担着重要角色
[ 6]
,而 TNFα又

是内毒素血症发病过程中的主要细胞因子之一 ,因此

我们选用肺泡巨噬细胞和 TNFα作为研究对象具有重
要的实际意义 。以上研究结果为进一步研究 LBP 在

内毒素所致急性肺损伤中的作用奠定了基础 。
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