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兔抗人ＫｉＳＳ１抗体的制备与鉴定
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　　摘　要：目的　制备兔抗人ＫｉＳＳ１多克隆抗体。方法　聚合酶链反应（ＰＣＲ）法扩增出ＫｉＳＳ１基因，将其克隆入原核表达载

体ｐＥＴ２８中，转化大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）。采用异丙基Ｄ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导重组蛋白的表达，采用镍离子螯合琼脂糖

凝胶（Ｎｉ２＋ＮＴＡ）亲和层析法纯化重组蛋白，以之为免疫原免疫家兔，制备多克隆抗体，并用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ及免疫组织化学法检测抗体。结果　成功构建了ＫｉＳＳ１原核表达载体ｐＥＴ２８／ＫｉＳＳ１，高效表达并纯化ＫｉＳＳ１蛋白，间接

ＥＬＩＳＡ检测所制备抗体的效价为１∶６４００。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定制备的抗体与ＫｉＳＳ１蛋白能特异性结合，免疫组织化学法检测结

果表明该抗体识别人卵巢癌组织中的天然ＫｉＳＳ１。结论　成功制备了效价高、特异性较强的兔抗人ＫｉＳＳ１抗体，为进一步探讨

ＫｉＳＳ１在卵巢癌的发生、发展过程中的作用奠定了基础。
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　　卵巢癌的发病率居妇科恶性肿瘤的第３位，低于宫颈癌和

子宫内膜癌，但其病死率却超过宫颈癌及子宫内膜癌之和，高

居妇科癌症首位，是严重威胁妇女健康的疾患。卵巢恶性肿瘤

患者早期没有症状，不易发现，就诊时多为中、晚期，５年生存

率很低。卵巢癌的浸润和转移机制的研究，已成为研究的热

点。近年来研究发现，ＫｉＳＳ１缺失表达与胃癌、胰腺癌、甲状

腺癌、膀胱癌、卵巢癌等多种恶性肿瘤的侵袭、转移密切相关。

卵巢癌组织ＫｉＳＳ１ｍＲＮＡ 呈低表达，并且与临床分期、组织

分型及淋巴转移有密切关系［１］，卵巢癌中 ＫＩＳＳ１表达的临床

意义及其相关性的研究少见报道［２］。笔者通过利用基因工程

技术对人ＫｉＳＳ１基因进行克隆，表达其重组蛋白，制备其特异

性抗体，提出了用酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）方法检测和评估卵巢癌患者血清

ＫｉＳＳ１抗体的效价，为深入研究ＫｉＳＳ１基因的表达与卵巢癌

侵袭、转移及预后的关系奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与方法　卵巢癌组织来自江西省九江市第一人民医

院妇科。大肠埃希菌ＤＨ５α、大肠埃希菌ＤＬ２１（ＤＥ３）为本室保

存。雄性新西兰大白兔由南昌大学医学院实验动物中心提供。

克隆载体ｐＧＥＭＴ、反转录试剂盒为Ｔａｋａｒａ公司产品。ＲＮＡ

提取试剂、表达载体ｐＥＴ２８和镍离子螯合琼脂糖（Ｎｉ
２＋ＮＴＡ）

凝胶为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。犜犪狇酶和限制性内切酶为Ｔａｋａ

ｒａ公司产品。ＰＣＲ产物回收、质粒纯化试剂盒为Ｔａｋａｒａ公司

产品。异丙基Ｄ硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏ

ｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）及二氨基联苯胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，

ＤＡＢ）购自上海生物工程有限公司。辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅ

ｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ为Ｓｉｇｍａ公司产

品。聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜为美国

Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司产品。常规试剂为国产分析纯。聚合酶链反应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）引物合成及ＤＮＡ序列测定

由上海生物工程公司完成。

１．２　方法

１．２．１　ＲＴＰＣＲ 扩增目的片段 ＫｉＳＳ１基因　（１）将离体

３０ｍｉｎ内的卵巢癌组织剪成拇指甲大小，抽提卵巢癌组织总

ＲＮＡ及反转录。（２）ＰＣＲ扩增目的片段 ＫｉＳＳ１基因，根据

ＧｅｎＢａｎｋ中ＫｉＳＳ１ｃＤＮＡ序列，设计一对特异引物，引物１上
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游：５′ＧＧＣＣＧＧＣＣＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＣＣＡＣＴＧＧ３′；引

物２下游：５′ＧＣＴＣＧＡＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＧＣＣＣ３′。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ后，进入ＰＣＲ循环；ＫｉＳＳ１

反应条件为：９４℃变性４５ｓ，５７℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共

３０个循环；用焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）水代

替ｃＤＮＡ作为阴性对照。ＰＣＲ产物经１０ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电

泳分析并回收纯化。（３）将纯化的ＰＣＲ产物与ｐＧＥＭＴ载体

连接，转化大肠埃希菌ＤＨ５α感受态宿主菌。转化菌液涂布于

含氨苄青霉素、Ｘｇａｌ和ＩＰＴＧ的ＬＢ琼脂培养板上，３７℃培养

过夜，从平板上挑取若干单克隆菌落接种至含有相应抗性的液

体ＬＢ培养基中培养，用质粒小提试剂盒提取质粒，利用引入

目的基因片段两端的限制性酶切位点进行双酶切鉴定，经琼脂

糖凝胶电泳分离后获得相对分子质量大小相同的片段，将阳性

克隆的质粒进行ＤＮＡ 测序，测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中的ＤＮＡ

序列进行同源性比对，将质粒命名为ｐＧＥＭＴ／ＫｉＳＳ１。

１．２．２　原核表达载体的构建　用 犖犮狅Ⅰ和犡犺狅Ⅰ对ｐＧＥＭ

Ｔ／ＫｉＳＳ１质粒双酶切后，插入ｐＥＴ２８载体，转化ＤＨ５α感受

态宿主菌，３７℃培养过夜。从生长的单克隆菌落中挑取若干，

接种到相应抗性的ＬＢ培养基中放置３７℃恒温摇床振荡培养

过夜。次日收集菌液提取质粒，筛选阳性表达克隆，进一步用

ＰＣＲ和测序进行鉴定，命名为ｐＥＴ２８／ＫｉＳＳ１。

１．２．３　ＫｉＳＳ１在大肠埃希菌中的表达　将经ＰＣＲ筛选及测

序鉴定的ｐＥＴ２８／ＫｉＳＳ１质粒转化大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３），

３７℃恒温摇床振荡培养过夜，１∶１００的比例接种到ＬＢ液体

培养基（含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素）中，培养至菌液的波长６００ｎｍ

处吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值到０．５时，加入ＩＰＴＧ（终浓度为

１ｍｍｏｌ／Ｌ），３７℃诱导表达６ｈ，４℃离心收集菌体，菌体用磷

酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）重悬，冰浴超

声破碎后，分别取细菌裂解上清液、沉淀及菌总蛋白进行十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙ

ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）分析，未经诱导的

重组菌为对照。

１．２．４　重组ＫｉＳＳ１蛋白的纯化　采用 Ｎｉ
２＋ＮＴＡ凝胶亲和

层析法纯化重组蛋白。将ｐＥＴ２８／ＫｉＳＳ１质粒的阳性克隆接

种至５００ｍＬＬＢ液体培养基中进行诱导表达，离心收集细菌，

沉淀用５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）洗涤，重复洗２次，加入

溶菌酶和ＤＮａｓｅⅠ后，置冰浴中超声破菌，１５０００×ｇ离心收

集沉淀，洗涤后，离心获取沉淀，溶于１０ｍＬ 裂解缓冲液

（８ｍｏｌ／Ｌ尿素，２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液，ｐＨ７．８）中，上样至

Ｎｉ２＋ＮＴＡ凝胶柱，洗脱目的蛋白。

１．２．５　多克隆抗体的制备及鉴定　取体质量３ｋｇ的雄性新

西兰兔４只，免疫前２天耳缘静脉取血分离血清作为阴性对

照。用完全弗氏佐剂乳化重组蛋白，浓度为１ｇ／Ｌ免疫家兔。

免疫完毕，经颈总动脉插管放血，离心收集血清。用间接

ＥＬＩＳＡ法检测抗体效价，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对抗体特异性进行鉴

定［３］。对抗体的活性和特异性作进一步的分析，用人小肠组织

作免疫组织化学检测，多克隆抗体按１∶３００稀释，采用ＤＡＢ

显色，以正常家兔血清作对照。

２　结　　果

２．１　ＫｉＳＳ１编码区基因的扩增　１ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分析

ＰＣＲ扩增产物显示，在４５０ｂｐ上方附近有一条特异条带，与预

期的目的片段大小相符，经测序鉴定，得到ＫｉＳＳ１基因片段为

４５２ｂｐ，碱基序无突变，阅读框正确，阳性克隆命名为ｐＧＥＭ

Ｔ／ＫｉＳＳ１，见图１。

图１　　琼脂糖凝胶电泳分析ＫｉＳＳ１ＰＣＲ扩增产物

２．２　表达载体的构建与鉴定　表达载体质粒ｐＥＴ２８和克隆

质粒ｐＧＥＭＴ／ＫｉＳＳ１经犖犮狅Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切后，分别回收

目的片段，用连接酶连接后，构建表达载体ｐＥＴ２８／ＫｉＳＳ１。经

ＤＮＡ测序，证实目的片段大小为４５２ｂｐ的ＫｉＳＳ１编码区基因

片段正确插入了ｐＥＴ２８，可用于下一步的诱导表达。

２．３　重组蛋白的诱导表达、纯化与鉴定　最佳诱导条件确定

为：在２８℃条件下加入的ＩＰＴＧ终浓度应为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，最

佳诱导时间为５ｈ。诱导表达的 ＫｉＳＳ１融合蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ

和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果见图２。在相对分子质量约５２０００

处有一条高表达的外源蛋白条带，与预测目的蛋白的相对分子

质量相吻合，从５００ｍＬ细菌培养液中纯化得到约３ｍｇ蛋白，

经凝胶扫描分析显示，所得的蛋白纯度为９３％，纯度较高。

图２　　ＫｉＳＳ１重组蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ（左图）和抗体特

异性的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定分析（右图）

图３　　兔抗人ＫｉＳＳ１抗血清特异性的免疫组织化学分析

２．４　抗血清的效价及特异性的鉴定　利用纯化的 ＫｉＳＳ１蛋

白为抗原免疫家兔，获得兔抗人ＫｉＳＳ１抗体，ＥＬＩＳＡ检测抗体

效价为１∶６４００。以制备的兔抗人 ＫｉＳＳ１血清作为一抗，进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果显示，诱导表达菌蛋白及纯化蛋白

出现了特异反应条带，而在未加诱导剂的菌体蛋白中未见有反

应条带，表明所制备的抗体与 ＫｉＳＳ１蛋白特异性结合。应用

所制备的抗体检测人卵巢癌组织石蜡切片，免疫组织化学染色

结果显示，制备的抗体作为一抗有明显的阳性着色，每批染色

均用已知阳性切片做阳性对照，ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，

以细胞质或细胞核内出现棕黄色颗料为阳性细胞。而应用正
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常家兔血清为一抗则无阳性着色，见图３，说明所制备的兔抗

人ＫｉＳＳ１抗体可特异性识别天然状态下的ＫｉＳＳ１分子，抗体

具有高特异性及良好的活性。

３　讨　　论

卵巢癌在妇科恶性肿瘤中的病死率居首位，尽管目前手

术、化疗和放疗技术不断改进，但５年生存率仍无明显提高。

若能提高早期卵巢癌的诊断率，即可明显提高卵巢癌的总体治

疗效果。因此，目前国内、外许多有关肿瘤标记物，免疫组织化

学水平，基因水平的癌基因与抑癌基因的研究正在进行［４］。

本实验采用手术切除的卵巢癌组织提取总ＲＮＡ，所用组

织选择合理，用ＲＴＰＣＲ技术扩增出４５２ｂｐ的ＫｉＳＳ１编码区

基因片段，序列与 ＧｅｎＢａｎｋ上登录序列完全一致。为便于纯

化，本实验选用了含６×Ｈｉｓ的ｐＥＴ２８载体。通过 Ｎｉ
２＋ＮＴＡ

凝胶亲和层析，获得纯化的目的蛋白，经凝胶扫描分析显示，所

得的蛋白纯度为９３％，纯度较高，能用于进一步的相关研究

工作。

ＫｉＳＳ１蛋白可与Ｓｒｃ癌蛋白结合，从而抑制肿瘤转移。

ＫｉＳＳ１基因还可与ＧＰＲ５４结合，激活ＰＬＣ，ＰＬＣ的激活引起

细胞内钙离子的增加从而抑制肿瘤细胞增生，诱导肿瘤细胞分

化和凋亡［５］。国内、外研究发现，ＫｉＳＳ１的缺失是淋巴结转移

的重要指标［６９］。目前，有多种学说可以解释ＫｉＳＳ１抑制肿瘤

转移的现象，但更多学者认为 ＫｉＳＳ１可能对基质金属蛋白酶

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）９的表达存在着明显的负调

控作用，后者可以降解细胞外基质和基底膜上的胶原、层黏连

蛋白和纤维结合蛋白等主要结构。但在卵巢癌发生、发展中

ＫｉＳＳ１基因的表达机制还未阐明，因此，深入研究ＫｉＳＳ１基因

的表达与卵巢癌的侵袭、转移及预后的关系具有重要意义。

肿瘤的发生、发展是多基因、多因素的综合作用，而每种基

因在肿瘤中的作用表型亦受多个因素的调控，从而表现出组织

特异性。目前研究认为，ＫＩＳＳ１基因的表达缺失与６ｑ１６ｑ２３

区杂合性缺失（ＬＯＨ）有关
［１０］，该项检测在临床上的研究也还

未广泛展开。因此，笔者下一步的研究工作，一方面着手构建

ＫｉＳＳ１真核表达质粒，将质粒转染至卵巢癌细胞株，探讨

ＫｉＳＳ１基因在卵巢癌发生、发展和淋巴结转移中的机制；另一

方面利用已经制备的抗人ＫｉＳＳ１抗体，为进一步建立 ＫｉＳＳ１

的的ＥＬＩＳＡ检测方法奠定了坚实的基础，为卵巢癌的免疫学

诊断提供理论依据。
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ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ７ｃｈａｎｎｅｌｓａｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ３ｉｎｄｕｃｅｄａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓｉｎｇａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢａｓｉｃＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，

２０１１，１０９（４）：２３３２３９．

［１５］ＣｈｗｉｋｏｗｓｋａＡ，ＫｕｌｂａｃｋａＪ，ＳａｃｚｋｏＪ．Ｄｅａｔｈｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ．Ｐｈｏ

ｔｏｄｙｎａｍｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｐｏｌ

ＭｅｒｋｕｒＬｅｋａｒｓｋｉ，２０１１，３０（１７５）：４５４８．

（收稿日期：２０１３０５２４）
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