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目的
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研制抗人转运调节因子"

\ê X
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功能区单克隆抗体库!筛选分泌胞内&胞外区单克隆抗体

的杂交瘤细胞株并对鉴定胞外区单克隆抗体生物学作用%方法
!

原核表达并纯化去除跨膜区域
\ê X)

功能

区重组蛋白!

\ê X)

重组蛋白免疫
T;7T
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小鼠!将免疫后的小鼠脾细胞与
VZ1
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%

骨髓瘤细胞融合!多次筛选

及克隆化!建立稳定分泌抗人
\ê X)

胞外区或胞内区的单克隆抗体杂交瘤%分别应用间接酶联免疫吸附法
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578V;
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4I+FIM,K?"F

和免疫组织化学法鉴定抗体特异性及亚型!细胞流式技术筛选可识别天然构象的胞外

区单克隆抗体!用腹水诱导法对胞外区单抗进行制备&纯化并检测亲和常数!高表达
\ê X)

的
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细胞系

检测胞外区单抗的功能%结果
!

成功获得分泌抗人
\ê X)

胞外区或胞内区单克隆抗体的杂交瘤细胞库!制备

出具有功能阻断性的胞外区单抗%结论
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制备的抗人
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包含转运调节因子$
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&结构域的
\ê X)

蛋

白作为
\ê X

家族蛋白成员之一#为
)

型跨膜蛋白#

通过调节钠*钾泵的活性发挥部分生物学功能'

$
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#其

在神经元中高表达#利于突触体信号转导'

1

(

#在维持

神经元正常形态和功能方面发挥了重要作用'

'
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#且

\ê X)

与精神分裂症相关'

0

(

)同时#

\ê X)

作为一
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种肿瘤相关蛋白#在胆管癌'

:.)

(

*肝癌'

-

(

*鼻咽癌'

/

(等

恶性肿瘤中高表达#可促进人骨肉瘤细胞增殖与侵

袭'

(

(

)为研究
\ê X)

蛋白的组织学分布和生物学作

用#并为相关肿瘤的靶向治疗奠定实验基础#本课题

组现制备抗人
\ê X)

特异性多肽单克隆功能性抗体

库#并对其胞外区单克隆抗体生物学作用进行鉴定)

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

人
\ê X)

胞内区
.]

0

V.\ê X)

胞外区
.

]0V.]V3.Y#+

)

3;]

基因序列的原核表达质粒*

TV;.

\ê X)

胞外区偶联蛋白$中国华大蛋白基因有限公

司合成&%大肠杆菌
T71$

$中国北京康润诚业生物技

术公司&%

6#VI

C

H9M"+I)\9+F\?"P

纯化柱$中国
]5

YI9?FH<9MI

生物科学公司&%

VZ\

级
T;7T

"

<

小鼠$中

国科学院遗传所动物实验中心&%

VZ1

"

%

小鼠骨髓瘤

细胞$中国华大基因蛋白生物有限公司&%

C

<X6;'&$.

\ê X)

质粒$前期制备&%

1('3

细胞株*

YI

C

]1

细胞

株$

;322

中科院生物物理所冻存&%胎牛血清#

$)0%

培养基#次黄嘌呤*甲氨喋呤*胸腺嘧啶核苷$

Y;3

&

培养基*次黄嘌呤*胸腺嘧啶核苷$

Y3

&培养基*聚乙

二醇$美国
V#

L

O9

公司&%抗体亚类试剂盒$美国

V">FHIM,T#"FI<H

公司&%鼠抗
U

G

<

单克隆抗体*辣根

过氧化物酶标记的羊抗鼠免疫球蛋白
]

$

8

L

]

&抗体*

鼠单克隆抗体
8

L

]

$中国北京中杉金桥生物技术有限

公司&%二氨基联苯胺$

X;T

&试剂盒$中国武汉博士德

生物工程有限公司&%

4I+FIM,K?"F

高灵敏度化学发光

检测试剂盒$中国北京康为世纪生物有限公司&%异硫

氰酸荧光素$

\832

&标记山羊抗小鼠
8

L

]

$

Yi7

#中国

上海碧云天生物技术有限公司&%健康人脑颞叶组织*

肝癌组织*正常肝组织$沧州市中心医院病理科留存

的石蜡标本&)

B&C

!

方法

B&C&B

!

抗原蛋白的表达
!

将人
\ê X)

胞内区
.]

0

V.

\ê X)

胞外区
.]0V.]V3.Y#+

)

3;]

基因序列的原

核表达质粒转入表达载体
T71$

$

X5'

&#

T71$

菌生长

至对数期后#

%&:OO"

"

7

异丙基
.

&

./.X

硫代半乳糖

$

8Z3]

&诱导#为诱导组#同时设未加
83Z]

的非诱导

组#

'-g

培养
0H

#离心收菌#制备蛋白样品#

$1D

的

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺$

VXV.Z;]5

&凝胶电泳#

考马斯亮蓝染色#脱色后观察表达蛋白条带)

B&C&C

!

抗原蛋白纯化
!

离心收集
8Z3]

诱导后的

T71$

菌#

1:OO"?

"

73M#+$:%OO"?

"

7

*

692?

的裂解

液重悬#冰上超声破碎#离心#分离制备上清液和沉

淀#蛋白制品
VXV.Z;]5

#考马斯亮染色#脱色后发现

目的蛋白主要集中在上清液中)上清液流经
6#.

63;

金属螯合柱行层析纯化#

'%OO"?

"

7

咪唑磷酸

盐缓冲液$

ZTV

&洗脱杂蛋白#

1%%OO"?

"

7

咪唑
ZTV

洗脱目的蛋白#将目的蛋白超滤换至
ZTV

并浓缩)

B&C&D

!

动物免疫
!

参照脾内注射方法'

$%

(

#选择
)

"

/

周龄的
VZ\

级
T;7T

"

<

雌性小鼠#脾脏内注射
:%

%

L

抗原蛋白#免疫
-!

后#小鼠内眦取血#间接酶联免疫吸

附法$

I,N

G

OI.?#,AI!#OO>,"+"MKI,F9++9

G

#

578V;

&检测

小鼠血清抗体效价#初次免疫
1

周后用抗原蛋白每只

'%

%

L

腹腔注射冲击免疫达到效价要求的小鼠)

B&C&E

!

杂交瘤细胞融合*筛选*鉴定
!

取加强免疫
'

!

后的
T;7T

"

<

小鼠的脾细胞与
VZ1

"

%

小鼠骨髓瘤

$

$l:

&#应用聚乙二醇$

Z5]

&细胞融合法进行融合#

Y;3

培养基筛选融合细胞#有限稀释法筛选阳性克

隆#即用
\ê X)

重组蛋白及标签蛋白通过间接

578V;

法筛选针对重组
\ê X)

抗原有免疫反应的

杂交瘤细胞株#同时去除对标签蛋白有免疫反应的杂

交瘤细胞株#即得到针对分泌
\ê X)

胞内区或胞外

区单抗的杂交瘤细胞株)抗体亚类测定试剂盒检测

杂交瘤分泌抗体亚型#应用
TV;.\ê X)

胞外区多肽

通过间接
578V;

方法在分泌
\ê X)

胞内区或胞外

区特异性强的单克隆抗杂交瘤中筛选针对其分泌胞

外区单抗的细胞株#阳性反应的即为分泌胞外区单抗

的杂交瘤细胞株#阴性反应的即为分泌胞内区单抗的

杂交瘤细胞株)间接
578V;

法测定
\ê X)

单抗的

特异性与效价#用于特异性鉴定的非相关抗原包括

\ê X$

*

\ê X1

*

\ê X'

*

\ê X0

*

\ê X:

*

\ê X-

)

选取分泌特异性强及效价高的针对胞外区多肽的单

克隆杂交瘤行后续实验)

!!

人脑颞叶组织*肝癌*正常肝组织经甲醛固定*石

蜡包埋*

0

%

O

连续切片#常规脱蜡*水化*抗原修复

后#在
%&'D

过氧化氢溶液中避光
'%O#,

#

:D

马血清

封闭
$H

后#滴加已筛选出针对胞外区或胞内区的杂

交瘤分泌的上清液$

$l'

稀释&#

0g

过夜#

$l1%%

的

生物素标记马抗小鼠
8

L

]'-g

孵育
$H

#

$l1%%

的辣

根过氧化物标记链卵白素
'-g

孵育
0%O#,

#

X;T

显

色#苏木精复染#逐级脱水#中性树脂封片#显微镜下

观察单抗与组织中
\ê X)

结合情况)

B&C&K

!

阳性杂交瘤染色体数目分析
!

取对数生长期

杂交瘤细胞#终浓度
%&1:

%

O"?

"

7

秋水仙素处理
1H

#

离心收集细胞#

'-g

低渗
2̀?

溶液处理
$:O#,

#加入

甲醇*冰醋酸固定液$

'l$

&固定
0O#,

#离心#弃去上

清液)在细胞沉淀中加入固定液#室温静置
'%O#,

后

离心#弃去上清液)重复该步骤)滴加细胞悬液到
0

g

载玻片上#室温自然干燥后用
$%D

的
]#IO+9

溶液

染色
'%O#,

#洗去染液#二甲苯通透*中性树脂封片#

镜下观察选择分散良好和完整的中期分裂象并照相#

统计染色体平均数目$计数大于或等于
:%

个细胞染

色体"样品&)

B&C&L

!

\ê X)

胞外区单克隆抗体制备
!

T;7T

"

<

小

鼠腹腔注射
:%%

%

7

石蜡油#

$

周后腹腔注射
$O7

ZTV

洗涤并定量
:k$%

:

"

(k$%

:

"

O7

分泌胞外区单

抗的杂交瘤细胞)

$

周后取腹水#离心#应用蛋白
]

%$'$

重庆医学
1%$/

年
0

月第
0-

卷第
$%

期



亲合层析法纯化抗体#间接
578V;

法测抗体效价)

B&C&M

!

\ê X)

胞外区单克隆抗体功能性检测
!

取

对数生长期的
1('3

细胞#以
$k$%

:

"

O7

接种
10H

后#瞬时转染质粒
C

<X6;'&$.\ê X)l1

%

L

质粒

C

<X6;'&$.\ê X)

稀释于
:%%

%

7@

C

F#.U5U

中#另

一培养皿加
:%%

%

7

培养基作对照$未转染组&#混匀

后加入
1

%

77#

C

"JI<F9O#,I1%%%

转染试剂#轻柔混

匀#室温放置
$:O#,

#

)H

后更换成
XU5U

培养基#再

培养
'%H

#制备蛋白样品#用
U

G

<

单抗和胞外区单抗

4I+FIM,K?"F

检测真核质粒瞬转后的
1('3

细胞

\ê X)

的表达)收集已转染后的
1('3

细胞#

%&'D

TV;

洗涤细胞后加入以
ZTV

稀释的胞外区单克隆抗

体$

$l1%%ZTV

稀释&#以小鼠
8

L

]

作为空白对照#

0

g

孵育
0:O#,

#

%&'DTV;

洗涤#加入
\832

标记山羊

抗小鼠
8

L

]

$

Yi7

&#

0g

避光孵育
'%O#,

#

%&'DTV;

洗涤#细胞重悬于
ZTV

#行流式细胞仪检测)

!!

取对数生长期高表达
\ê X)

蛋白的
YI

C

]1

细

胞'

/

(

#以
0k$%

'

"

O7

#

$%%

%

7

接种于
()

孔板完全培养

基中#每孔加入不同浓度的
\ê X)

胞外区单克隆抗

体$终浓度分别为
:

*

$%

*

1%

%

L

"

O7

&#每组设
'

个复

孔#同时设小鼠单抗
8

L

]

同型对照组#继续培养
10H

后每孔加入
1%

%

7 U33

$

:O

L

"

O7

&#培养
:H

#弃上

清液#每孔
1%%

%

7ZTV

洗涤#加入
$%%

%

7XUV@

溶

解蓝紫色结晶颗粒后测定
#

0(%

)实验重复
'

次)

B&D

!

统计学处理
!

采用
VZVV$'&%

统计学软件进行

统计分析)计量资料用
KhG

表示#组间比较采用
?

检

验#检验水准
"

[%&%:

#以
H

$

%&%:

为差异有统计学

意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

抗原蛋白诱导表达
!

经
VXV.Z;]5

*脱色后#诱

导组较非诱导组出现明显的梭形条带#表达出目的蛋

白相对分子质量与预期相符#见图
$

)

!!

$

*

1

*

'

*

:

!诱导组%

0

!非诱导组%

U

!蛋白
O9MAIM

图
$

!!

\ê X)

抗原蛋白诱导表达

C&C

!

抗原蛋白的纯化
!

全菌经超声破碎后#

VXV.

Z;]5

检测目的蛋白主要集中在上清液中$图
1

&)因

重组蛋白含有
Y#+

标签#选用镍柱纯化目的蛋白#在实

验过程中发现目的蛋白与镍柱结合较弱#较低浓度咪唑

就可以将目的蛋白洗脱#确定以
'%OO"?

"

7

咪唑洗脱

杂蛋白#高浓度咪唑洗脱目的蛋白#超滤换
ZTV

后#目

的蛋白经
VXV.Z;]5

检测纯度达
(%D

左右#见图
'

)

!!

$

!上清液%

1

!沉淀%

U

!蛋白
O9MAIM

图
1

!!

\ê X)

抗原蛋白表达形式

!!

$

!上清液%

1

!穿透液%

'

!穿透液%

0

!

1%%OO"?

"

7

咪唑洗脱液%

:

!纯

化的目的蛋白%

U

!蛋白
O9MAIM

图
'

!!

\ê X)

抗原蛋白纯化

C&D

!

杂交瘤细胞株的建立及单克隆抗体鉴定
!

经过

$

年的反复冻存和复苏培养#成功筛选出
'

株稳定分

泌效价高*特异性强的
\ê X)

单克隆抗体的杂交瘤#

这
'

株阳性杂交瘤行
]#IO+9

染色#镜下观察均有
$%)

条染色体#为脾淋巴细胞和小鼠骨髓瘤细胞染色体数

量之和)

1

株杂交瘤细胞分泌针对胞内区的单克隆抗

体#抗体亚型分别为
8

L

]19

*

8

L

]1K

#轻链均为
A

链%

$

株杂交瘤细胞分泌针对胞外区的单克隆抗体#抗体亚

型为
8

L

]$

#轻链为
*

链)制备的
'

株杂交瘤的上清液

均可以识别脑组织中的神经元细胞#神经元弥漫着

色#细胞核未见着色#而胶质细胞未见明显着色$图

0;

&#肝癌组织较正常肝组织高表达
\ê X)

蛋白#见

图
0T

*

2

)

$$'$

重庆医学
1%$/

年
0

月第
0-

卷第
$%

期



!!

;&\ê X)

蛋白在神经元细胞中表达$

k0%%

&%

T&\ê X)

蛋白在肝癌细胞中高表达$

k0%%

&%

2&\ê X)

蛋白在正常肝细胞中不表达$

k$%%

&

图
0

!!

\ê X)

蛋白在不同组织中的表达&

]#IO+9

染色'

C&E

!

\ê X)

胞外区单抗功能性检测
!

流式细胞实

验发现
\ê X)

胞外区单克隆抗体可以特异性识别真

核表达载体
C

<X6;'&$.\ê X)

瞬转
1('3

细胞表达

的天然构象人
\ê X)

蛋白$图
:

&#真核表达质粒瞬

转
1('3

细胞后表达的人
\ê X)

蛋白位于
$0k$%

'

"

1%k$%

'

)

\ê X)

胞外区单克隆抗体可以抑制肝癌

YI

C

]1

细胞增殖#中浓度$

$%

%

L

"

O7

&单抗较低浓度

$

:

%

L

"

O7

&单抗对肿瘤细胞增殖有明显的抑制作用#

比较差异有统计学意义$

H

$

%&%:

&#有一定的浓度依

赖性#然而高浓度$

1%

%

L

"

O7

&单抗较中浓度$

$%

%

L

"

O7

&单抗抑制细胞增殖不明显$图
)

&)新制备的

\ê X)

胞外区单抗为功能阻断性抗体)

!!

;

!

\2U

检测%

T

!

4I+FIM,K?"F

检测)

$

!未转染组%

1

*

'

!转染组%

1

!

U

G

<

单抗%

'

!

\ê X)

胞外区单抗

图
:

!!

胞外区单克隆抗体特异性识别人
\ê X)

蛋白

图
)

!!

\ê X)

胞外区单克隆抗体抑制
YI

C

]1

细胞增殖

D

!

讨
!!

论

!!

\ê X

家族蛋白是跨膜蛋白#因其胞外近跨膜区

含较固定的
Z\ê X

氨基酸序列而得名'

$$

(

)通过调

节不同钠钾泵同工酶发挥部分功能#而
\ê X1

本身

就是
69

#

.̀;3Z9+I

+

亚基'

$1

(

)部分成员还是肿瘤相

关蛋白#与某些肿瘤的发生*发展相关)

\ê X'

在多

种肿瘤中高表达#与直肠癌放疗抵抗*局部复发相关#

是直肠癌患者预后较差的指标'

$'

(

)

\ê X:

是表达于

多种癌细胞和少量正常细胞表面的糖化膜蛋白#通过

下调
5.

钙黏素促进肿瘤细胞侵袭*转移#其高表达与

不良预后密切相关'

$0

(

)

\ê X)

蛋白没有糖基化及磷

酸化'

$$

(

)本研究通过原核表达制备有效的抗原片段

来制备识别天然构象抗原的单克隆抗体#在对抗原设

计时去除蛋白功能区中的跨膜序列%胞内区*胞外区

氨基酸序例串联与
]V3

融合表达#不仅有助于抗原

蛋白的正确折叠#将
\ê X)

胞外区和胞内区序列完

全暴露于融合蛋白表面#提高抗原的免疫原性#同时

也提高目的蛋白可融性#便于后续蛋白纯化)

大肠杆菌
T71$

表达出的目的蛋白稳定性高#不

易被降解)本实验中构建的人
\ê X)

胞内区
.]

0

V.

\ê X)

胞外区
.]0V.]V3.Y#+

)

3;]

基因序列表达载

体转入宿主菌
T71$

#诱导获得
\ê X)

重组蛋白可溶

性的高效表达)因重组蛋白有
Y#+

标签#本研究选用

镍柱纯化蛋白#重组蛋白与镍柱结合力较弱#选用
'%

OO"?

"

7

咪唑洗脱杂蛋白#高浓度咪唑洗脱目的蛋白#

浓缩*超滤换
ZTV

液后#获得高纯度的
\ê X)

重组

蛋白)

78_

等'

$:

(制备的单抗不能识别天然构象的抗原

蛋白#为非功能性胞外区单抗)基于此#本研究用纯

化的重组
\ê X)

抗原免疫小鼠#制备针对胞外区或

胞内区的单克隆抗体#同时以期获得识别天然构象功

能性胞外区单克隆抗体)本实验采用小鼠直接脾内

注射免疫的方法#此法周期短#抗原直接接触免疫细

胞#有免疫原性和反应性强的特点'

$$

(

)加强免疫后#

将小鼠骨髓瘤细胞和脾淋巴细胞融合#筛选出融合的

杂交瘤细胞株后再用标签蛋白筛选去除对标签蛋白

或串联多肽序列有阳性反应的杂交瘤#即得到分泌针

对
\ê X)

胞内区或胞外区单抗的杂交瘤#

TV;.

\ê X)

胞外区多肽筛选出分泌胞外区单抗杂交瘤细

胞株)在对
\ê X)

胞外区单抗特异性鉴定中发现!

制备的单抗与其他
\ê X

蛋白无明显交叉反应%可以

特异性识别脑组织中的
\ê X)

蛋白)本研究还发现

\ê X)

蛋白在肝癌组织中高表达%

\ê X)

胞外区单

克隆抗体可以特异性识别天然构象的
\ê X)

蛋白)

近期研究发现
\ê X)

蛋白与多种肿瘤相关#

\ê X)

过表达可促进肝癌细胞和骨肉瘤细胞侵袭与

1$'$

重庆医学
1%$/

年
0

月第
0-

卷第
$%

期



转移'

/

#

$%

(

)在对
\ê X)

胞外区单抗功能进行研究的

实验中#本研究发现其可抑制高表达
\ê X)

蛋白的

肝癌
YI

C

]1

细胞增殖#其抑制作用与制备的胞外区

单抗有一定的浓度依赖性#胞外区单抗属于阻断性抗

体#然而高浓度单抗较中浓度单抗抑制细胞增殖作用

无明显差异)

总之#本研究成功制备了分泌针对
\ê X)

胞内

区或胞外区的单抗杂交瘤细胞株#并制备了
\ê X)

胞外区功能阻断性单抗#这为研究
\ê X)

蛋白的组

织分布*具体作用机制和一些肿瘤的靶向治疗奠定了

良好基础)
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