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重组人胱抑素Ｃ及其多克隆抗体的制备
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　　摘　要：目的　探讨重组人胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）及其多克隆抗体的制备。方法　根据大肠埃希菌编码蛋白的特性设计ＣｙｓＣ编

码基因序列，人工合成目的基因，并将其在大肠埃希菌中表达，目的蛋白经亲和层析纯化后免疫新西兰大白兔；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

和酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法检测兔血清重组人ＣｙｓＣ及其多克隆抗体。结果　制备的重组人ＣｙｓＣ纯度达９０％以上，抗重

组人ＣｙｓＣ抗体具有很好的结合效价和特异性。结论　制备的重组人ＣｙｓＣ及其抗体可用于进一步的实验研究和临床应用。
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　　胱抑素Ｃ（ｃｙｓｔａｔｉｎＣ，ＣｙｓＣ）即半胱氨酸蛋白酶抑制蛋白，

１９８３年首次由鸡蛋清中分离纯化而得，也被称为γ微量蛋白

及γ后球蛋白，广泛存在于各种组织的有核细胞和体液中，是

一种相对分子质量较小的碱性非糖化蛋白质，相对分子质量为

１３３００，可由机体所有有核细胞产生，产生速率恒定。循环中

的ＣｙｓＣ仅经肾小球滤过而被清除，并在近曲小管重吸收，但

重吸收后被完全代谢分解，不返回血液，因此，其血中浓度由肾

小球滤过决定，而不依赖任何外来因素，是一种反映肾小球滤

过率变化的理想同源性标志物，可作为肾小球滤过功能指标，

较目前常用的血尿素、肌酐和内生肌酐清除率等肾功能检测指

标有更好的敏感性和特异性，其血清浓度测定是首选的评价肾

功能的替代指标［１２］。但由于ＣｙｓＣ及其抗体的来源受限，现

有检测ＣｙｓＣ的试剂盒价格昂贵，妨碍了其在国内推广应用，

为此，笔者建立了重组ＣｙｓＣ蛋白及其抗体的制备体系，以期

解决ＣｙｓＣ及其抗体的来源问题，为ＣｙｓＣ检测试剂盒的研发

提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料　菌种及载体ｐＥＴ２２ｂ（＋）为广州军区广州总医院

医学实验科保存。质粒提取试剂盒、ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶、限制性内切酶犖犱犲Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ均为日本ＴａＫａＲａ公司产

品；ＤＮＡ及蛋白 Ｍａｒｋｅｒ为加拿大Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品；异丙

基Ｄ硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，

ＩＰＴＧ）为美国Ｓｉｇｍａ公司产品；ＮｉＮＴＡ ＨｉｓＢｉｎｄ柱（镍离子

金属螯合亲和层析介质）为德国 Ｎｏｖａｇｅｎ公司产品；无特定病

原（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级新西兰大白兔由广州军区广

州总医院动物实验中心提供；完全弗氏佐剂为美国Ｓｉｇｍａ公司

产品；兔抗人 ＣｙｓＣ多克隆抗体购自 ＢｉｏＶｅｎｄｅｒＬａｂｏｒａｔｏｒｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｉｎｃ．；辣 根 过 氧 化 物 酶 （ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＨＲＰ）标记羊抗兔ＩｇＧ二抗为中山生物试剂公司产品。其他

试剂均为分析纯。

１．２　表达质粒ｐＥＴＣｙｓＣ的构建　根据ＧｅｎｅＢａｎｋ中人Ｃｙｓ

Ｃ功能区的氨基酸序列，选择大肠埃希菌喜好的编码密码子设

计编码基因序列，合成的目的基因与表达载体ｐＥＴ２２ｂ（＋）经

相同的酶切处理，回收载体大片段与回收纯化的目的基因片段

用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接构建重组质粒ｐＥＴＣｙｓＣ，转化感受态

表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３），涂布于氨苄西林平板上，３７℃培养１６～

２４ｈ，抽提质粒进行酶切及测序鉴定。

１．３　重组质粒ｐＥＴＣｙｓＣ的诱导表达　将转化ＢＬ２１（ＤＥ３）

的单个菌落接种入 ＬＢ培养液（含１００ｍｇ／Ｌ氨苄西林）中，

３７℃振摇过夜，按１∶１０比例扩大培养待处于对数生长期波

·３３２１·国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０

 基金项目：广东省科技计划项目（２０１２Ｂ０３２００００１１）。　作者简介：张宏斌，男，副教授、副主任技师，主要从事分子检测与临床诊断的研究

工作。



长为６００ｎｍ处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值为０．６～１．０

时，加ＩＰＴＧ（终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导，３７℃振摇４ｈ，４℃离心

留取诱导上清液待用，收获诱导表达后的菌体，以 Ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ洗涤１次，加缓冲液重悬菌体，冰上超声破菌，冰浴搅拌

１ｈ，充分溶解包涵体，离心收集上清液，将其与诱导上清液合

并，过滤后转入 ＮｉＮＴＡ ＨｉｓＢｉｎｄ柱内，依次加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ、ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ，最后用ＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ进行目的蛋白洗脱，

收集ＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ洗脱蛋白。

１．４　抗重组人ＣｙｓＣ抗体的制备及检测　将上述制备的重组

人ＣｙｓＣ与完全弗氏佐剂等体积充分混合，新西兰大白兔按每

只１００μｇ抗原于足垫及皮下多点注射免疫，隔２周加强１次，

第２次免疫后第３天，采集静脉血测定抗体效价，符合要求时

立刻于心脏取血分离血清，分装保存于－８０℃待用。

１．５　自制重组人ＣｙｓＣ及其抗体与商品化标准品的比较　采

用常规酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ

ｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行检测。以１００ｎｇ（Ａ１６）、

１０ｎｇ（Ｂ１６）、１ｎｇ（Ｃ１６、Ｅ１６、Ｆ１６、Ｇ１６、Ｈ１６）和１００ｐｇ

（Ｄ１６）的重组人 ＣｙｓＣ及空白（Ａ７１２）、１０ｎｇ（Ｂ７１２）、１ｎｇ

（Ｃ７１２、Ｅ７１２、Ｆ７１２、Ｇ７１２、Ｈ７１２）和１００ｐｇ（Ｄ７１２）的标准

品分别包被酶标板，牛血清清蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，

ＢＳＡ）封闭后，分别加自制或商品化兔抗人ＣｙｓＣ多克隆抗体，

其中１∶５０００倍稀释自制抗体（Ａ１３、Ｂ１３、Ｃ１３、Ｄ１３、Ａ７９、

Ｂ７９、Ｃ７９、Ｄ７９）或商品化抗体（Ａ４６、Ｂ４６、Ｃ４６、Ｄ４６、Ａ１０

１２、Ｂ１０１２、Ｃ１０１２、Ｄ１０１２）、１∶１００００倍稀释自制抗体（Ｅ１

３、Ｅ７９）或商品化抗体（Ｅ４６、Ｅ１０１２）、１∶２００００倍稀释自制

抗体（Ｆ１３、Ｆ７９）或商品化抗体（Ｆ４６、Ｆ１０１２）、１∶４００００倍

稀释自制抗体（Ｇ１３、Ｇ７９）或商品化抗体（Ｇ４６、Ｇ１０１２）、１∶

８００００倍稀释自制抗体（Ｈ１３、Ｈ７９）或商品化抗体（Ｈ４６、

Ｈ１０１２），随后加入 ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ，最后加底物四甲基联苯

胺（３，３，５，５ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＭＢ）显色，

测定犗犇４５０值，取平均数。

２　结　　果

２．１　重组人ＣｙｓＣ的制备
［３］
　将测序正确的目的片段亚克隆

至ｐＥＴ２２ｂ（＋）载体中，抽提质粒并双酶切，目的条带大小正

确，证明ＣｙｓＣ基因正确克隆入ｐＥＴ２２ｂ（＋）载体。重组质粒

测序结果经基本的局部对比排列搜索工具（ｂａｓｉｃｌｏｃａｌａｌｉｇｎ

ｍｅｎｔｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ，ＢＬＡＳＴ）序列比对，所编码蛋白的氨基酸序

列与人ＣｙｓＣ成熟肽完全一致。诱导表达后，十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ

ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）结果显示转化菌经诱导后较对

照菌有一条明显增粗的蛋白条带，其相对分子质量为１６０００

左右。经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，诱导表达的目的蛋白能与相应抗

ＣｙｓＣ抗体形成特异蛋白条带，证明诱导表达的蛋白是ＣｙｓＣ

蛋白。目的蛋白以包涵体形式存在为主，经亲和层析纯化，

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测显示纯化产物为单一蛋白，目的蛋白经

凝胶成像仪扫描，结果显示纯度达９０％以上。

２．２　抗重组人ＣｙｓＣ抗体的制备及检测　大白兔经免疫后，

ＥＬＩＳＡ检测血清抗体的犗犇４５０值见表１，结果显示经二次免疫

后血清的抗体效价已经达到了１０７，可以满足研究需要。

２．３　自制重组人ＣｙｓＣ及其抗体与商品化标准品的比较　当

抗体用量固定检测抗原，抗原在相同的包被量（１ｎｇ）情况下，

以自制抗体检测时，自制重组人ＣｙｓＣ的犗犇４５０值（２．４８１±

０．１７９）大于对照品（１．０４５±０．００５）；以商品化对照抗体检测

时，自制重组人ＣｙｓＣ的犗犇４５０值（３．３０３±０．０３６）也超过对照

品（２．２６９±０．５６９）。抗原用量固定（１ｎｇ）检测抗体，自制抗体

的效价超过了１∶４００００倍。

表１　　ＥＬＩＳＡ检测抗重组人ＣｙｓＣ抗体的犗犇４５０值结果

稀释倍数
犗犇４５０值

编号１ 编号２

１０００ ３．９１０５ ３．４９４５

１００００ ３．５６６０ ２．４００３

１０００００ ２．８０６６ ０．７１２０

１００００００ ０．９６０９ ０．２１４９

１０００００００ ０．６１２０ ０．１６１６

空白 ０．１７５９ ０．２８８６

３　讨　　论

长期以来，血尿素氮、肌酐、尿酸及肌酐清除率是反映肾小

球滤过功能的常用指标，但肌酐作为肾小球滤过率测定物，影

响因素多，特异性不高，敏感性也较差。ＣｙｓＣ是新近发展起

来的一个评价肾功能的灵敏指标［４］。几乎所有机体的有核细

胞均可产生ＣｙｓＣ，它是管家基因的表达产物，产生速率相对

恒定，其浓度与肾小球滤过率呈良好的线性关系，而且ＣｙｓＣ

在血清中较为稳定，测定干扰因素少，因此，ＣｙｓＣ适用于临床

的常规使用。在评价肾脏疾病、肝硬化、糖尿病、肾移植患者的

肾功能损害中，血ＣｙｓＣ比血肌酐更为敏感、特异和可靠
［５７］。

ＣｙｓＣ还是２００２年美国食品药品管理局网上公布的２６个在

检验医学有重大突破的全新检测项目。近年的研究表明，Ｃｙｓ

Ｃ还是冠心病监护病房患者急性肾损伤发生的最好的预测指

标［８］，也是２型糖尿病，急、慢性肝功能衰竭及心脏手术相关肾

损伤的重要标志物［９１１］，同时还与急性冠状动脉综合征患者的

发病和死亡风险相关［１２１４］。

制备重组人ＣｙｓＣ一直是本项研究的一个难点
［１５］，本研

究利用基因工程技术制备ＣｙｓＣ蛋白，采用人工调整的原核生

物偏好密码子来提高重组蛋白的表达产量，同时也解决了天然

编码序列不易克隆的操作困难。选用ＰＥＴ２２ａ（＋）原核表达

系统，在目的蛋白之前融合 Ｈｉｓ标签，目的是为了方便亲和纯

化。研究中ＣｙｓＣ目的蛋白以包涵体的形式为主，笔者对培养

基及诱导条件进行了优化，提高了目的蛋白的表达量，对于包

涵体蛋白的纯化，笔者采用亲和层析，为下一步重组人ＣｙｓＣ

的批量制备做好了准备。

ＣｙｓＣ及其抗体的特异性和免疫结合活性是进行实验研

究和临床应用的重要保证，因此，笔者对自制重组人ＣｙｓＣ及

其抗体进行了相关指标的鉴定，并与商品化的标准品进行了比

较、分析，结果达到了预期的目的。值得提出的是，国外商品化

的ＣｙｓＣ及其抗体售价极高，极大地阻碍了国内相关研究的开

展。通过与商品化产品的比较，证明自制的重组人ＣｙｓＣ及其

抗体具有较强的特异性及良好的免疫结合活性，为进一步开展

相关研究提供了条件。
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［１３］等，而相对于临床金属酶型碳青霉

烯酶，ＫＰＣ等非金属酶的报道至今仍较少。近年来，国外关于

耐碳青霉烯类抗菌药的铜绿假单胞菌分离株的报道日益增

多［１４］，并且在巴西等国家相继出现了产 ＫＰＣ铜绿假单胞

菌［１５］，本研究发现２株产 ＫＰＣ铜绿假单胞菌，表明这种耐药

机制正在由肠杆菌科细菌向非发酵菌进行扩散，提示人们在临

床微生物实验室工作中应引起足够的重视，同时临床工作者在

合理使用抗菌药的同时，医院也应采取相应的有效措施来控制

其发生与发展。另外，关于ＫＰＣ由肠杆菌科细菌向非发酵菌

扩散的分子机制，也已纳入本课题组的研究计划。
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