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胞外区蛋白$用纯化的
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用常规方法进行细胞融合!经克隆化培养后!筛选能够特异性分泌鼠抗人
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单克隆抗体的杂交瘤细胞株$采用酶联免疫吸附

法%
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和流式技术检测抗体效价及特异性$结果
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成功构建人
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原核表达载体!在
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二烷基磺酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶电泳%
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鉴定后!采用层析柱法获得纯化的
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胞外区蛋白$以纯化蛋白为免疫原!

成功制备具有较强亲和力的单克隆抗体$结论
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成功制备了针对
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分子胞外区蛋白的高亲和力单克隆抗体!为进一步研究
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又称整合素相关蛋白$

V%I

%#是广泛表达于细胞膜

表面的免疫球蛋白样蛋白#可与抑制性受体信号调节蛋白
-

链

$

2V#I
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%相结合#进而调节细胞的迁移(吞噬(免疫自稳功能及

神经元网络)
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与
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结合引起
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-

氨基酸序列

中的酪氨酸磷酸化#转导抑制性信号而降低巨噬细胞的吞噬活

性'肿瘤细胞表面高表达
R1-8

#因此可通过这一机制逃避免

疫监视作用#抑制巨噬细胞对肿瘤细胞的吞噬和清除作用)
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材料与方法
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原核表达载体
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%(大肠埃希菌
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%(卵巢癌细胞
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由本实验室保存'次黄嘌

呤
&

甲氨蝶呤
&

胸腺嘧啶核苷$

\%>

%培养基(聚乙二醇$
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-...

购自美国
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!,

公司'杜尔伯科改良伊格尔$

1)Q)

%高

糖培养基(胎牛血清购自美国
T"J3?

公司'

>,

L

酶(限制性核

酸内切酶购自日本
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公司'
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连接酶购自美国赛

默飞公司'胶回收试剂盒(质粒提取试剂盒购自美国
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公司'抗组氨酸$
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%抗体及羊抗鼠二抗购自美国
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公司'
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方法
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R1-831$%

克隆
!

培养
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细胞#采用
>E"b?A

法

提取细胞总
!#$%

#通过逆转录聚合酶链反应$

#>&IR#

%扩增

R1-831$%

基因序列'依据
T*=],=N

中人
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基因序列设

计胞外区引物#上游引物
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和
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酶切位点%'以扩增

获得的
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序列为模板进行
IR#

扩增'
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扩增程序!
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琼脂糖凝胶电泳鉴定及回收(纯化基因片段'

A4B4B
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&R1-8

重组质粒的构建及鉴定
!

采用

],!\
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和
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限制性核酸内切酶对回收(纯化的
IR#

产物

及原核表达载体
D
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$

d

%进行双酶切#采用
>-

连接酶对

酶切产物进行连接#构建
D

Q>&9',

$

d

%

&R1-8

重组质粒'重组

质粒转化至大肠埃希菌
]S'(

$

1Q9

%#单克隆扩大培养后提取

质粒#经
],!\
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双酶切鉴定的阳性克隆送至
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公司测序'
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蛋白的原核表达及鉴定
!

将测序正确的菌株接

种于含氨苄西林的
SBE",&]*E+,="

$

S]

%培养基#

98h

振荡培养

至光密度值
.47

!

.45

#加入异丙基硫代半乳糖苷$

VI>T

%

98h

过夜诱导表达#取
(!S

菌液离心收集菌体#十二烷基磺酸钠
&

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

212&I%TQ

%分析目的蛋白的表达情况#

并用抗
\"<

抗体进行
*̀<+*E=JA?+

检测'

A4B4D
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R1-8

蛋白的纯化
!

阳性菌扩大培养并诱导表达后#离

心收集菌体#用磷酸盐缓冲液$

I]2

%重悬后超声破碎#离心收

集上清#上样于
$"&2*

D

E?,<*7OO

亲和柱#经洗脱缓冲液洗脱后

取少量上清液#用
('W

的
212&I%TQ

验证目的蛋白的纯化效
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果'其余纯化蛋白转移至超滤管中进行浓缩#采用
]E,GF?EG

法测定蛋白浓度'浓缩后的蛋白
f5.h

冻存'

A4B4Q
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免疫小鼠及单克隆抗体$单抗%的制备
!

以纯化

的
R1-8

蛋白为抗原免疫
]%S]

"
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小鼠#免疫剂量为
(..

微

克"只#免疫方式为皮下多点免疫#间隔
'

周免疫
(

次#共免疫

9

次&第
9

次免疫后断尾取血#采用间接酶联免疫吸附法

$

QSV2%

%检测抗体滴度&选取抗体滴度高的小鼠#腹腔注射

(..

%
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R1-8

蛋白加强免疫
(

次&

9G

后处死小鼠取脾脏#采用

IQT

法进行脾细胞(

2

D

'
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细胞融合&采用
\%>

培养基加压

筛选阳性克隆#以有限稀释法进行单克隆化#单克隆细胞经扩

大培养后获得阳性杂交瘤细胞&将阳性杂交瘤细胞接种至

]%S]

"

3

小鼠#制备并纯化抗
R1-8

抗体'

A4B4U

!

抗
R1-8

单抗异性检测
!

采用
*̀<+*E=JA?+

法检测抗

R1-8

单抗对膜表面
R1-8

的特异性'常规方法培养
2UXZ9

细胞#细胞经预冷的放射免疫沉淀法$

#VI%

%蛋白裂解液处理

后#采用
212&I%TQ

分离获得的膜蛋白#转膜后用
6W

脱脂奶

粉室温封闭
(C

#以制备的单抗作为一抗孵育
(C

#磷酸盐吐温

缓冲液$

I]2>

%洗膜
9

次#以辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠

V

H

T

$

(c6...

%作为二抗室温孵育
9.!"=

#

I]2>

洗膜
9

次#最

后用化学发光法显色检测'

A4B4V

!

流式技术检测单抗对
R1-8

的结合能力
!

常规方法培

养
2UXZ9

细胞#收集细胞并调整细胞浓度至
(g(.

8

"

!S

#每

个反应管计入
(..

%

S

细胞悬液&以未免疫小鼠血清为阴性对

照#其余反应管中分别加入适量的筛选获得的抗
R1-8

单抗#

-

h

反应
9.!"=

#

I]2

洗
9

次&重悬细胞后每管加入
(

%

S

藻红蛋

白$

IQ

%标记的山羊抗鼠二抗#

-h

避光反应
9.!"=

#

I]2

洗
9

次#

6.

%

SI]2

重悬细胞后上机检测'

B

!

结
!!

果

B4A

!

表达载体的构建与鉴定
!

IR#

扩增
R1-8

胞外区#扩增

产物进行
(46W

琼脂糖电泳#电泳结果显示目的片段大小为

-97J

D

#与预期值相符$见图
(

%'回收的
IR#

扩增产物与表达

载体
D

Q>&9',

经双酶切(连接后构建
D

Q>&9',

$

d

%

&R1-8

重组

质粒#重组质粒转化感受态细胞#培养后挑取单克隆进行酶切#

酶切产物
(46W

琼脂糖凝胶电泳结果显示电泳条带与预期值

相符$见图
'

%'选取阳性克隆进行测序鉴定#测序结果与
T*=&

],=N

中的序列一致#确定重组表达载体
D

Q>&9',

$

d

%

&R1-8

构

建正确'

!!

)

!

1$%

分子标记物&

(

!

R1-8

胞外区基因扩增产物'

图
(

!!

R1-8

胞外区基因的克隆

!!

)

!

1$%

分子标记物&

(

!

'

!不同的重组质粒克隆'

图
'

!!D

Q>&9',

$

d

%

&R1-8

重组质粒双酶切鉴定

B4B

!

融合蛋白的表达及鉴定
!

测序正确的表达载体经转化(

培养(诱导等处理后#采用
212&I%TQ

进行培养上清融合蛋白

表达检测'结果显示#在相对分子质量为
97g(.

9 处有明显的

条带#与预期值相符'表达菌裂解上清经亲和柱层析(洗脱后

得到纯化蛋白#

212&I%TQ

电泳结果见图
9

'

!!

)

!蛋白分子标记物&

(

!诱导表达的转化菌破碎上清&

'

!

6

!纯化的

R1-8

蛋白'

图
9

!!

R1-8

纯化蛋白的鉴定

B4C

!

抗
R1-8

单抗滴度检测
!

将
R1-8

纯化蛋白经皮下多点

免疫的方式免疫
]%S]

"

3

小鼠#第
9

次免疫后采集尾静脉血#

间接
QSV2%

检测抗
R1-8

抗体滴度#结果见图
-

'

!!

(

!

7

!不同的免疫小鼠检测结果&

8

!阴性对照小鼠检测结果'

图
-

!!

抗
R1-8

单抗滴度检测

B4D

!

抗
R1-8

单抗特异性检测
!

利用常规法进行细胞融合#

采用间接
QSV2%

筛选阳性克隆#阳性克隆经有限稀释法进行

单克隆化#单克隆细胞进行扩大培养#直至抗体分泌阳性率为

(..W

#最终获得
'

株稳定的抗人
R1-8

杂交瘤细胞株#分别命

名为
6%7

(

:\9

'

*̀<+*E=JA?+

检测结果显示#这
'

株杂交瘤细

胞分泌的单抗均能识别
2UXZ9

细胞膜表面
R1-8

蛋白$见图

6

%'流式技术检测结果显示#

'

株单抗均能识别
2UXZ9

细胞

膜表面
R1-8

蛋白$见图
7

%'

-

7'(9
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!!

(

!阴性对照&

'

!

6%7

株单抗&

9

!

:\9

株单抗'

图
6

!!

*̀<+*E=JA?+

检测抗
R1-8

单抗特异性

图
7

!!

流式技术检测单抗对
2UXZ9

细胞膜

表面
R1-8

蛋白的识别

C

!

讨
!!

论

!!

R1-8

是与机体免疫系统密切相关的膜蛋白#可结合整合

素(信号调节蛋白
%

等配体#具有多种免疫调控作用)

6&7

*

'

R1-8

与配体结合后#通过产生抑制性信号降低巨噬细胞的吞

噬活性#增强肿瘤细胞的免疫逃逸功能#肿瘤细胞也可通过上

调
R1-8

表达以逃避免疫系统的清除作用'白血病(乳腺癌(

膀胱癌(卵巢癌等恶性肿瘤细胞均高表达
R1-8

#且
R1-8

的高

表达与肿瘤患者的预后呈负相关)

8&:

*

'

R1-8

与
2V#I

-

的结合不依赖于蛋白糖基化'因此#本研

究制备了
R1-8

胞外区蛋白原核表达系统#采用纯化蛋白免疫

小鼠#并利用传统的杂交瘤技术#经
9

次筛选及
'

次克隆化培

养后#最终获得了
'

株稳定分泌抗
R1-8

单抗的杂交瘤细胞

株'

QSV2%

(

*̀<+*E=JA?+

(流式技术检测结果显示#所制备的

单抗具有良好的特异性和高度的亲和力#为进一步研究
R1-8

的生物学功能奠定了基础'

抗
R1-8

单抗疗法为肿瘤免疫治疗提供了新的探索途径'

前期的研究发现#抗
R1-8

单抗能够通过阻断
R1-8&2V#I

-

信

号通路#促进巨噬细胞对肿瘤细胞的吞噬作用#选择性地杀伤

肿瘤细胞#并且对大多数正常细胞无杀伤作用)

(.&((

*

'随着对

R1-8&2V#I

-

信号通路在免疫和中枢神经系统中作用机制研究

的深入#为部分发病机制尚不清楚的疾病提供了新的研究途

径#但相关研究仍需进一步深入'
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噬作用#是肺炎链球菌的主要侵袭力#使患者
]̀R

(

$Q0

水平

明显升高'铜绿假单胞菌(肺炎克雷伯菌和流感嗜血杆菌同为

革兰阴性菌#存在于细菌细胞壁中的脂多糖作为内毒素#对宿

主具有毒性作用#但只在细菌死亡溶解或菌细胞被破坏后才被

释放'各种细菌内毒素的毒性作用虽然较弱#但也可引起炎性

指标水平不同程度的升高#故本研究中上述
9

种革兰阴性菌感

染患者均出现
C<&R#I

(

]̀R

水平升高'由于细菌(真菌培养

时间较长#故在获得药敏实验检测结果前#临床医生只能凭经

验使用抗菌药物'而本文结果提示#可根据患者
C<&R#I

(

]̀R

(

$Q0

升高水平及时判断细菌感染或定植#从而决定是

否使用抗菌药物#做到合理用药#使非细菌感染者避免接受抗

菌药物治疗'
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