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#摘要$
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目的
!

根据
;HML@%

报道的
O4U*G\̂ 5

序列!构建神经元特异核蛋白"

@̂H.

#单克隆抗体$方法
!

获得
O4U*G\/

5̂

序列!设计引物!

;V6

扩增!利用
B

G\̂ 5

?7

*)*/?4;4?5

将纯化后的
;V6

产物插入真核表达载体中!得到
O4U*

蛋白!然后

利用该蛋白免疫小鼠!免疫后小鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞"

<;2

'

(

#进行融合!筛选后获得的杂交瘤细胞小鼠腹腔接种!收获腹腔

积液后进行相关检测$结果
!

所获得的腹腔积液经免疫印迹检测!在"
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* 处显示两条带!免疫荧光检测后细胞核显示

阳性信号$结论
!

根据
O4U*G\̂ 5

序列构建的抗体与商业化的抗
@̂H.

抗体在免疫荧光和免疫印迹上表现一致!

@̂H.

与
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为同一基因$
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等利用大鼠脑组织细胞核提取物免疫
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小鼠#获得对神经元特异的单克隆抗体%

L5M5+(

#该

抗体识别所有脊椎动物神经元特异的核蛋白#把该抗原命名为

神经元特异核蛋白!
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广泛用于神经科学*发育生物学和干细胞研究领域以及临床病

理诊断中'
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然而#目前市面上的
@̂H.

抗体仅仅是
7HCC@.

等利用啮

齿类动物脑组织蛋白提取物免疫动物获得的#其应用仅仅局限

于科研领域#并且
@̂H.

基因的
G\̂ 5

序列无法获得$
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(研究发现认为
@̂Ĥ

属于
O&A/!

基因家族#命名为

O&A*

$因此本研究在
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年
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月至
2(!3

年
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月根据
O4U*

的序列进行
O4U*

抗体的克隆#经研究证实#

O4U*

与
@̂H.

为

同一个基因#因此达到
@̂H.

抗体的国产化#现报道如下$
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材料与方法
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材料
!

人脑组织来源于大理大学临床医学院司法鉴定中

心进行尸检的脑组织石蜡标本#材料使用获得本校医学伦理委

员会和本院附属医院医学伦理委员会批准$
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方法

?)@)?

!

E6̂ 5

的提取和
G\̂ 5

的合成#引物设计和
;V6

扩增

?)@)?)?

!

脑组织
G\̂ 5

合成
!

切取
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片
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石蜡包埋组织#

按照
:5<Z-

B

'.

石蜡包埋组织
6̂ 5

快速提取试剂盒!艾德莱

生物科技有限公司#中国"的说明书进行总
6̂ 5

提取#按照

G\̂ 5

合成试剂盒!

c.I'ED&
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公司#美国"的说明书进行
G\/

5̂

的合成$
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O4U*

引物设计
!

根据
B

HML@%

上人
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的
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序列!
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真核表达载体的构建
!

依据如下条件进行
;V6

扩

增#扩增试剂购自
c.I'ED&
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公司$起始变性
"3i!(L'.

#循

环
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#

33i

退火
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#

#2i

延伸
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#循环
23

次$

;V6

扩增后#

;V6

产物经
47:d5

公司!美国"的
d@C:AED8GE'&.R'E

纯化后#利用
B

G\̂ 5
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*)*/?4;4?5VC&.'.

K

R'E
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c.I'ED&

K

@.

公司#美国"将纯化后的
;V6

产物插入真核表达载体中#所获

得的克隆经测序及电泳验证准确的载体命名为
B

G\̂ 5/

O4U*

$
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重组蛋白
O4U*

的获得
!

载体
B

G\̂ 5/O4U*

转染
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细胞!

V6]/!3#*

#北京钧尧伟业生物科技有限公司"#有限稀

释#

d1!0

筛选#获得单克隆$大量诱导表达生产#经过纯化#得

到蛋白抗原用于免疫小鼠$

?)@)A

!

动物免疫及杂交瘤细胞的获得

?)@)A)?

!

动物免疫
!

将成功获得的
O4U*

抗原与氢氧化铝佐

剂制成的混悬液免疫鼠龄为
0

!

!2

周的雌性
_5]_

&

G

健康小

鼠
*

只$采取小鼠快速免疫方式#然后分离免疫后的小鼠脾脏

细胞用于细胞融合$

?)@)A)@

!

细胞融合和单抗筛选
!

利用纯化的
O4U*

抗原进行

:]c<5

检测#在
*

只小鼠中免疫反应最好的小鼠的脾细胞与

骨髓瘤细胞!

<;2

&

(

"进行融合#融合后的细胞经过适当稀释#

分置于
"+

孔培养板中培养#待克隆生长到全孔的
!

&

+

时#标记

单克隆及多克隆#培养
!(

!

!1%

对单克隆进行
:]c<5

检测$

:]c<5

检测后将
Q0

值最高的单克隆再有限稀释接入
"+

孔板

中如上法所述再次亚克隆#此过程重复数次#直至阳性孔比率

为
!((>

#即认为此为阳性单克隆'

*

(

$将筛选得到的阳性单克

隆扩大培养#细胞数按!

!

!

2

"

h!(

+

&管进行冻存$同时收集细

胞用于腹水制备$

?)@)B

!

腹腔积液制备和单克隆抗体检测

?)@)B)?

!

腹腔积液制备
!

细胞株采用小鼠腹腔接种法制备腹

腔积液#细胞接种数量为
3h!(

+

$接种
!(

!

!1%

后收集腹腔

积液$腹腔积液经
;D&E@'.d

柱纯化处理#浓缩后检测蛋白质

浓度$

?)@)B)@

!

免疫荧光染色
!

小鼠的石蜡脑组织切片脱蜡到水

后#

()*>

甲醇双氧水溶液!甲醇
j*(>

过氧化氢
X"j!

"室温

孵育
*(L'.

#

()(!L&C

&

];_<

洗涤
3L'.

$

*

次#然后用非免疫

动物小鼠的血清
!j3(

稀释#孵育
*(L'.

#加入接种了杂交瘤

细胞小鼠的腹腔积液稀释为
()!.

K

&

L]

后#标本置于
1i

过

夜孵育#

()(!L&C

&

];_<

洗涤
3L'.

#

*

次#加入
()(!L&C

&

]

;_<

稀释的
5C@A8OCH&D3"1

标记的二抗!
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#美国"按体积比
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#室温孵育
*(L'.

#

()(!L&C
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;_<

洗涤
3L'.

#

*

次#

!(>

丙三醇封片#荧光显微镜观察#染色

结果与从美国
7'CC'

B

&D@

公司!美国"购买的抗体-鼠抗人神经

元特异核蛋白免疫组化单克隆抗体#

75_/(3#0

.比较$

?)@)B)A

!

免疫印迹检测
!

大鼠*小鼠和人的脑组织用蛋白质

裂解液!包括封闭液#洗涤液等购自北京博奥森生物技术有限

公司"裂解后离心#按美国
_'&/68%

公司的蛋白浓度测定试剂

盒和上样缓冲液处理后
<\</;5d:

电泳#转膜后在摇床上用

封闭液封闭
*(L'.

#接种了杂交瘤细胞小鼠的腹腔积液稀释

为
()(1.

K

&

L]

后
1i

过夜孵育#洗涤液洗涤
3L'.

#

*

次#加入

抗体稀释液稀释的
5C@A8OCH&D3"1

标记的二抗!

!j23((

"室

温摇床上孵育
*(L'.

#洗涤液洗涤
3L'.

#

*

次#蛋白印迹检测

系统!

VF@L'\&G7;

#

_'&/68%

公司#美国"检测结果与
75_/

(3#0

比较$
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结
!!

果
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基因克隆及抗体构建基本情况
!

根据
O4U*G\̂ 5

序列

设计的特异引物#经
;V6

扩增#凝胶电泳分析后可见
!2((M

B

左右的目的条带#见图
!

$

;V6

扩增得到的产物经胶回收试剂

盒纯化后插入
B

G\̂ 5?7*)*/?4;4?5

载体中进行克隆#转

化大肠杆菌后挑取
!3

个克隆#分离质粒#送测序公司测序$测

序结果与
;HML@%

上发表的
O4U*G\̂ 5

序列进行比对#得到

!

个克隆的序列与
O4U*G\̂ 5

序列完全一致#另外有两个克

隆的序列与
O4U*G\̂ 5

序列比对后#分别出现
!

个和
2

个无

义突变#其余的
!2

个克隆均出现突变$

用序列完全正确的克隆转染
2"*

细胞#

d1!0

筛选后经

;V6

和免疫荧光检测#能够被
@̂H.

抗体识别的细胞克隆扩增

后分离蛋白#然后用耦联有
@̂H.

抗体的磁珠进行纯化#洗脱

后浓缩#得到的重组蛋白
O4U*

进行动物免疫$免疫动物的脾

细胞与骨髓瘤细胞!

<;2

&

(

"融合后#进行筛选#得到了
!2

个克

隆)该
!2

个克隆的细胞扩增后对雌性
_5]_

&

G

健康小鼠进行

腹腔接种#

!(

!

!1%

后收集腹腔积液*纯化*浓缩#得到的样品

用于后续的免疫荧光和免疫印迹$
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%样本$

图
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O4U*

全长
G\̂ 5;V6

扩增

@)@

!

免疫荧光检测结果
!

上述筛选得到的
!2

个克隆经免疫

荧光染色检测#有两个杂交瘤细胞克隆所产生的腹腔积液!含

单克隆抗体"#其染色结果与
75_/(3#0

完全一致#见图
2

#均

主要表现为细胞核阳性#其余克隆表现为细胞质阳性#称为阴

性克隆$
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5

%鼠抗人神经元特异核蛋白免疫组化单克隆抗体)

_

%阴性克隆#细胞质着色)

V

%阳性克隆#主要在细胞核着色$

图
2
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免疫荧光染色检测结果&
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免疫印迹检测结果
!

经免疫荧光筛选#可以识别大鼠*小

鼠和人神经组织的神经元的产生腹腔积液的两个杂交瘤细胞

克隆#本研究选择
!

个克隆对大鼠*小鼠和人神经组织提取物

进行免疫印迹检测#其结果与
75_/(3#0

完全一致#见图
*
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%构建的抗体为
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抗)
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%

75_/(3#0

的抗体为
!

抗)
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图
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脑组织蛋白提取物免疫印迹检测

A
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讨
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L5M5+(

抗体可以识别所有脊椎动物神经元特异的核蛋

白
@̂Ĥ

#已在神经科学*发育生物学和干细胞研究领域以及

临床病理诊断中得到广泛应用'

1/3

(

$但是由于该抗体是通过脑

组织蛋白提取物免疫动物获得的#因此无法得到该基因的核酸

序列#使得依赖于基因核酸序列的相关研究受到一定的限制$

2(("

年
Y'L

等'

2

(通过体外细胞实验研究发现%

O&A*

阳性

细胞表达的蛋白能够完全被
@̂Ĥ

抗体识别#另外
O&A*

的

-'6̂ 5

转染可以抑制
@̂Ĥ

在神经干细胞上的表达#从而认

为
@̂Ĥ

属于
O&A/!

基因家族#命名为
O&A*

#但是二者是否完

全一致还有待探讨'

+

(

$虽然
O4U*

转染和
O4U*

沉默均可以

用
@̂H.

抗体进行检测并得到了期望的结果#但是两者之间还

有可能为上下游关系#也就是说存在这样的情况%基因
O4U*

的表达与否可以调控
@̂H.

的表达$因此为了确定
O4U*

和

@̂H.

为同一个基因#本研究以
O4U*

基因的
G\̂ 5

序列为起

点#经过一系列的分子生物学操作#构建
O4U*

抗体#然后与商

业化的
@̂H.

抗体进行比较性研究$

抗体的构建包括单克隆抗体和多克隆抗体#但是前提必须

能够获得抗原分子$在本研究中#由于
@̂H.

的基因序列未

知#无法获得
@̂H.

抗原分子#因此只能够根据文献报道'

2

(

%

@̂Ĥ

属于
O&A/!

基因家族#命名为
O&A*

#但是商品化的

O4U*

抗原仍然无法获得#然而
O&A*

基因的序列可以从

B

HML@%

数据库获得#并且该
G\̂ 5

序列预期编码的蛋白质大

小与
@̂H.

相似$因此#本研究通过分子生物学的方法#把

O&A*G\̂ 5

序列进行扩增#插入载体中#构建真核表达质粒#

转染细胞后经过筛选等#获得了抗原#该抗原可以被
@̂H.

抗

体识别$然后用
O4U*

重组蛋白免疫小鼠#得到可以产生

O4U*

抗体的脾细胞$为了保留脾细胞产生抗体的能力以及

获得无限增殖的能力#把脾细胞与骨髓瘤细胞进行融合#这样

获得的杂交瘤细胞保留了产生抗体的能力和无限增殖的能力$

经过一系列的筛选#初步筛选准确的杂交瘤细胞克隆腹腔接种

后获得腹腔积液$利用免疫荧光和免疫印迹检测#本研究所构

建的单克隆抗体与商品化的抗体一致$

@̂H.

抗原主要分布在神经元的细胞核内#而在本研究构

建的克隆中#免疫组化染色时部分克隆表达在细胞质内#认定

为阴性克隆#只有在细胞核内表达的才确定为阳性克隆$阳性

克隆在免疫印迹检测中#与
7HCC@.

等的报道的结果一致%有
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* 两条带#因此可以确定由
O4U*

基因的
G\̂ 5

序列构建的抗体与商品化的
@̂H.

抗体为同一抗体#也就是说

@̂H.

与
O4U*

基因为同一基因$基因
@̂H.

!或者
O4U*

"在各

种神经肿瘤中的表达特性预示着该抗体可以在病理诊断中发

挥作用'

+/0

(

#但是本研究构建的抗体经过一系列的检测才能够

在临床病理诊断中应用$另外#文献介绍
@̂H.

在胚胎发育*

干细胞分化*神经元的功能等方面具有重要作用'

"/!!

(

$通过本

研究#确定了
@̂H.

基因与
O4U*

基因为同一个基因#为后续

的研究提供了相关的信息$在引起神经元死亡的缺血性中风

中#

@̂Ĥ

作为判断神经元是否-健康.以及治疗后疗效检测的

指标'

!2

(

$对缺血
"(L'.

然后再灌流小鼠的研究中发现#短时

间的灌流#在
??V

染色还未能够检测到皮质损伤时#

@̂Ĥ

的

表达就已经发生改变'

!*/!1

(

$甲氟磷酸异己酯或氰戊菊酯!一

种神经毒剂"暴露#神经元上
@̂Ĥ

的表达也发生改变'
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(

$因

此需要通过大量的研究以阐明
@̂H.

在神经元的发育等方面

的功能$
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