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结肠癌相关抗原的纯化与分析
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　　摘　要：目的　从培养的人结肠腺癌细胞系ＬＳ１８０细胞中纯化结肠癌相关抗原，并对其基本特性进行分析，探讨其在结肠癌

组织中的表达。方法　以人结肠腺癌细胞ＬＳ１８０免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取其脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞Ｓｐ２／０融合，通过有限稀释

法得到能稳定分泌抗ＬＳ１８０细胞单克隆抗体的杂交瘤细胞株。再以５×１０６／ｍＬ腹腔注射ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，收集腹水。裂解ＬＳ

１８０细胞，通过抗结肠癌相关抗原 ｍＡｂＳＣＡｂ８与免疫沉淀柱偶联进行免疫沉淀纯化结肠癌相关抗原ＳＣ８。浓缩后经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ法对纯化抗原进行鉴定。并用免疫组化的方法检测该抗原在结肠癌组织及正常组织和其他癌组

织中的表达。结果　纯化所获结肠癌相关抗原ＳＣ８，其相对分子质量（Ｍｒ）约为６１０００，由３００００和３１０００两种亚基组成，免疫组

化实验表明，ＳＣ８在结肠癌组织中有较高的表达，与癌旁正常组织及其他癌组织相比存在显著的统计学差异（犘＜０．０５）。结论　

利用单克隆抗体ＳＣＡｂ８进行免疫沉淀，从人结肠腺癌细胞ＬＳ１８０中获得纯化的肿瘤相关抗原ＳＣ８，该抗原有可能在临床上为结

肠癌的诊断和治疗提供一定的参考价值。
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　　肿瘤是２１世纪人类面临的巨大挑战，在中国，从２０世纪

７０年代以来，癌症发病率一直呈上升趋势，无论是城市还是乡

村，恶性肿瘤死亡率均位居死亡疾病之首。为攻克癌症，国家

投入巨资进行研究，尽管手术、放疗、化疗技术在肿瘤的治疗上

取得了一定的成绩，但对恶性肿瘤的治疗仍不理想［１］。本实验

中我们用免疫沉淀的方法，利用本实验室制备纯化的抗结肠癌

相关抗原的单克隆抗体（ｍＡｂ），从结肠癌细胞裂解液中获得相

关抗原，用ＳＤＳＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对纯化抗原进行鉴定
［２］。

通过对肿瘤抗原的纯化与鉴定，了解抗原的本质，为进一步发

现肿瘤标志物、发展肿瘤免疫治疗奠定基础［２］。

１　材料与方法

１．１　材料　ＲＰＭＩ１６４０培养液（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、新生小

牛血清（ＮＢＳ）（杭州四季青生物材料有限公司）、羊抗鼠辣根

过氧化物酶（ＨＲＰ）酶标抗体（ＩｇＧ）（北京中杉金桥生物技术公

司）、ＵＶＩＰＲＯ凝胶图像获取及分析系统（英国 Ｕｖｉｔｅｃ公司

ＧＡＳ７０ＸＸ／７１ＸＸ型 软件版本１１．０３）、ＳＤＳ电泳仪及 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ转印槽（美国ＢｉｏＲａｄ公司ＰｏｗｅｒＰａｃ３００系统）、Ｍｏｄｅｌ５５０

型酶标仪（ＢｉｏＲａｄ公司）、超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物

科技公司 ＹＪ９ＥⅡＤ型）、１２孔细胞培养板（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公

司）、倒置显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司ＴＥ２０００Ｕ型）、人结肠腺癌

细胞ＬＳ１８０（北京军事医学科学院惠赠）、ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。

１．２　方法

１．２．１　杂交瘤细胞的制备　人结肠腺癌细胞ＬＳ１８０正常传

代培养［４］，待细胞数量足够后，以１×１０８ 免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，

加强免疫３次后，取其脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞Ｓｐ２／０按照２

∶１进行融合，通过 ＨＡＴ选择性培养，使杂交瘤细胞增殖并形

成克隆，得到能稳定分泌抗ＬＳ１８０细胞单克隆抗体的杂交瘤

细胞株［２，５］。

１．２．２　腹水单克隆抗体的制备　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔注射降植

烷１０ｄ后，无菌收集已经制备好并传代培养的抗结肠癌 ｍＡｂ

杂交瘤细胞，以５×１０６ 腹腔注射ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，常规饲养，１５

ｄ后用灭菌注射器收集腹水，经辛酸法纯化，以紫外分光光度

计检测蛋白含量，测得蛋白浓度为９２ｍｇ／ｍＬ。通过免疫细胞

化学染色检测ＳＣ８抗原在ＬＳ１８０细胞中的表达
［２３］。

１．２．３　细胞裂解液的制备　无菌收集培养的人结肠腺癌细胞

ＬＳ１８０，以预冷的ＰＢＳ洗细胞３次，１８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

弃上清，用三去污裂解液裂解细胞［１］，置冰浴３０ｍｉｎ，取出液体

一滴，于镜下观察细胞是否充分裂解，裂解效果不好时可以再

超声裂解数分钟。用１００００×ｇ４℃离心１０ｍｉｎ，取上清，ＰＢＳ

透析，４℃过夜，测定裂解液中蛋白的浓度，然后放－２０℃

保存。

１．２．４　免疫沉淀　使用美国Ｐｉｅｒｃｅ公司ＳｅｉｚｅＴＭＰｒｉｍａｒｙ免

疫沉淀试剂盒，按其说明书操作，使单克隆抗体与凝胶耦联好

后，向已结合抗体的凝胶中加入粗提抗原样品，４℃过夜（此过

程中不断轻轻翻转混合）后离心。将过滤柱置于新离心管中，

０．４ｍＬＩＰ缓冲液洗３次，监测洗液 Ａ２８０直至吸光度至０．０１

以下。向凝胶抗原抗体复合物中加入２００μＬ洗脱缓冲液，轻

叩混匀后离心。所获样品经过超滤管适当浓缩后，以 Ａ２８０紫

外分光光度法定量，－２０℃保存备用
［６］。

１．２．５　经纯化后抗原的鉴定　经过免疫沉淀后的抗原样品浓

缩后，进行还原型和非还原型ＳＤＳＰＡＧＥ，共制备两块凝胶，一

块经考马斯亮兰 Ｒ２５０染色、脱色后，与标准相对分子质量

Ｍａｒｋｅｒ进行比对，以确定所提抗原的分子量大小
［１，６］。另一块

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，将凝胶上抗原转移至 ＮＣ膜上，封闭液（含

３％牛血清清蛋白的ＰＢＳ缓冲液）进行封闭，依次加入纯化后

的腹水单克隆抗体和 ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ，ＤＡＢ显色。

１．２．６　统计学处理　所得数据采用ＳＰＳＳ统计软件进行统计

分析。

２　结　　果

２．１　免疫细胞化学染色　结果显示，ＳＣ８抗原蛋白在结肠癌

细胞ＬＳ１８０中阳性表达为棕黄色颗粒均匀着色，主要位于细

胞膜及细胞质，见图１。

２．２　细胞裂解液的ＥＬＩＳＡ检测　Ｌｏｗｅｒｙ法测定细胞裂解液

中蛋白的浓度为８４６ｇ／Ｌ，用间接ＥＬＩＳＡ法检测裂解液中抗原

的活性，结果显示，纯化后的抗原在一定范围内随蛋白浓度的

增高与ｍＡｂ反应的Ａ２８０值也随之增高，见图２。

２．３　纯化抗原的鉴定　在还原及非还原条件下，纯化后的

ＳＣ８抗原样品经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后显示，在非还原条件下可

见分子质量为６１×１０３ 的条带，在还原条件下可见相对分子质

量约为３０×１０３ 和３１×１０３ 的两条带，见图３。纯化抗原转移

至ＮＣ膜上后，以所制备的腹水单克隆抗体为一抗，以 ＨＲＰ标

记的羊抗鼠ＩｇＧ为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，可见与ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳结果中分子质量为６１×１０３ 和３０×１０３～３１×１０
３ 两处条

带相对应的条带。
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２．５　免疫组化　结肠癌肿瘤相关抗原ＳＣ８在６０份组织切片

中的表达结果表明，ＳＣ８在结肠癌组织中有较高的表达，在癌

旁正常组织及其他癌组织中无表达或个别成轻度表达，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见表５。

图１　　ＳＣ８抗原在结肠癌细胞ＬＳ１８０中的表达

图２　　细胞裂解液的ＥＬＩＳＡ检测

　　１：分子质量标准带；２：非还原ＳＤＳＰＡＧＥ；３：还原ＳＤＳＰＡＧＥ。

图３　　经纯化后抗原样品的ＳＤＳＰＡＧＥ结果

表５　　ＳＣ８抗原在结肠癌及其他组织中的

　　　阳性率及χ
２ 检验结果

组别 狀 阳性（狀） 阴性（狀） 阳性率（％） 犘

结肠癌组织

癌旁正常组织

２０

２０

１８

４

２

１６

９０

２０
＜０．０５

其他肿瘤组织

其他肿瘤组织

２０

２０

１８

３

２

１７

９０

１５
＜０．０５

３　讨　　论

肿瘤标志物是由肿瘤细胞生物合成、释放或者是宿主对癌

类反应性的一类物质。这种抗原一般仍保持原来细胞的抗原

性。肿瘤相关抗原是指一些肿瘤细胞表面糖蛋白或糖脂成分，

它们在正常细胞上不表达或有微量表达，但在肿瘤细胞中表达

明显增高［７］。在这些与肿瘤相关的抗原中很多被作为临床血

清肿瘤标志使用。但是，由于肿瘤相关抗原的组织特异性较

差，个体分布亦不一致，因此使用单一抗体往往难以获得良好

的诊断和治疗效果。因此，我们制备并纯化了一种新型的结肠

癌肿瘤相关抗原ＳＣ８，并证明了此抗原在结肠癌组织中成高表

达，而在癌旁正常组织及其他癌组织中几乎无表达。从血清学

角度探讨该抗原在结肠癌临床诊断中的意义［８］。

肿瘤抗原的纯化手段多种多样，但主要是使用抗体作为纯

化工具。目前，可用以下４种方法获取肿瘤相关抗原：（１）亲和

层析法；（２）蛋白质免疫印迹法；（３）免疫沉淀法；（４）免疫学方

法筛选ｃＤＮＡ文库获得抗原基因
［２，４］。本实验使用免疫沉淀

的方法进行抗原纯化，免疫沉淀可用于蛋白质混合物中靶抗原

的定性和定量。其独特优点是选择性好，免疫球蛋白与其相应

抗原的特异性很高，因此可从蛋白质混合物中提纯出抗原抗

体复合物。此外，免疫沉淀法极为敏感，可检出低至１００ｐｇ的

蛋白。该法与ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳结合应用是研究原核

细胞、真核细胞或体外翻译系统所表达抗原蛋白的合成与加工

过程的理想技术［１０］。

纯化肿瘤抗原对于肿瘤诊断方法的发展有重要意义，临床

上已应用多种肿瘤抗原作为肿瘤标记物来辅助诊断，例如：癌

胚抗原（ＣＥＡ）诊断结直肠癌、胃癌、乳腺癌；甲胎蛋白（ＡＦＰ）诊

断肝癌；前列腺特异性抗原（ＰＳＡ）辅助诊断前列腺癌；神经元

特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）鉴别诊断小细胞肺癌和神经母细胞瘤

等等。如果使用本实验的所制备的肿瘤抗原与传统的肿瘤抗

原进行联合诊断，有助于相关癌症诊断率的提高。这不仅给肿

瘤的生物学研究提供了物质基础，为相关肿瘤的临床诊断及治

疗提供了一个新的思路，将来也可以通过肿瘤疫苗的研制对肿

瘤病人进行主动免疫治疗［９］。
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