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诱导表达
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后#离心收集沉淀(在沉

淀中加入细菌裂解液#超声破碎后#离心#收集上清#
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蛋白作为免疫原以
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毫克"只的剂量通过背部及皮下多点注射到
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次#末次

免疫
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后对日本大耳白兔进行颈动脉取血#分别收
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只日本大耳白兔免疫后的血清各
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兔多克隆抗

体&英国
&AMNH

公司')制备的
N@>J%!"#$%

!

&

兔多

克隆抗体)

3&8:#

抗体和
(

%NM>J@

抗体&中国上海康

成公司'#以
3&8:#

和
(

%NM>J@

抗体为内参照(

B*D*E

"

抗体阻断试验
"

用制备的不同浓度的多克隆

%

(,('

%

国际检验医学杂志
(-'1

年
/

月第
.-

卷第
''

期
"

7@>YDNA"<S

!

YQ@<(-'1

!

FCB*.-

!

!C*''



!"#$%

!

&

抗体&

'--

)

+-

和
(+

"

G

"

HD

'和
'--

"

G

"

HD

的对照
7

G

3

&购买于
Lb:9

O

=><H=

公司'在
.a

预处理细胞
'T

#不除去抗体#然后在
)Ka

条件#

4E

病毒感染细胞
)T

#接着用
'c9&

洗
(

次#加
'HD

的

9̂_"

培养基培养
(.T

#用流式细胞仪检测
(.T

内

4E

病毒感染细胞的平均荧光强度(

B*D*F

"

流式细胞仪分析
"

为检测
4E

病毒感染细胞

的百分率和平均荧光强度#细胞在感染后
(.T

内被胰

蛋白酶消化成单个细胞悬液#然后采用流式细胞仪

&

_&$9:JUN\

2

>JC@

$

E<M>C@:JMWJ@=C@

'进行检测(

B*D*G

"

统计学处理
"

使用统计软件包
9899'/*-

进

行统计分析(符合正态分布的计量资料#两组间均数

比较#采用
9>QS<@>d=9

检验#数据以
KeD

表示#

H

$

-*-+

被认为差异具有统计学意义(

C

"

结
""

果

C*B

"

!"#$%

!

&HL!&

在鼻咽细胞和组织中广泛

表达
"

实时荧光定量
8$L

结果显示#原代培养的鼻

咽上皮细胞)永生化鼻咽上皮细胞株)鼻咽癌细胞株)

鼻咽炎增生组织和鼻咽癌组织在转录水平上都表达

!"#$%

!

&

(

.

株原代培养的鼻咽上皮细胞
!"#$%

!

&

的
HL!&

表达比鼻咽癌细胞株中的表达都高#

除了
$///%'

外(永生化鼻咽上皮细胞株中#

!8/1

的

表达较低#另外
(

株永生化细胞株比较高(在鼻咽癌

细胞株中#

$///%'

的
!"#$%

!

&

的
HL!&

表达最

高#其次是
$!4(

(与
)

例鼻咽炎增生组织相比#

.

例

鼻咽癌组织中#

(

例鼻咽癌组织中
!"#$%

!

&

的

HL!&

表达水平较高#另外
(

例相差不大&图
'

'(

""

注!

&

表示
!"#$%

!

&HL!&

在原代培养鼻咽上皮细胞)永生化

鼻咽上皮细胞和鼻咽癌细胞中广泛表达$

E

表示
!"#$%

!

& HL!&

在鼻咽炎增生组织和鼻咽癌组织中广泛表达

图
'

""

!"#$%

!

&HL!&

在鼻咽细胞和组织中广泛表达

C*C

"

!"#$%

!

&%

2

345%.6%'

原核表达载体的鉴定

及
!"#$%

!

&

重组蛋白的诱导表达)纯化
"

重组质

粒
2

345%.6%'

"

396%!"#$%

!

&%$

进行双酶切后得

到小片段的大小为
'---A

2

左右#经过测序和比对#

确定其序列与
!$E7

数据库中
"0#1

基因序列一致

&图
(&

'(含有
2

345%.6%'

"

396%!"#$%

!

&%$

和

2

345%.6%'

"

396

重组质粒的
4*MCBJED('

经
7863

诱导表达后#经
9:9%8&34

电泳#结果显示在相对分

子质量为
/-c'-

) 左右处有明显的蛋白诱导条带#为

396%!"#$%

!

&

的重组蛋白$相对分子质量为
(+c

'-

) 左右处有明显的蛋白诱导条带#为
396

蛋白&图

(E

'(将原核表达产物裂解后用谷胱甘肽琼脂糖凝胶

珠进行
!"#$%

!

&

重组蛋白纯化#通过
9:9%8&34

实验进行鉴定#初步纯化了
396%!"#$%

!

&

的融合

蛋白&图
($

'#进一步大批量的培养细菌并纯化蛋白#

得到了大于
(H

G

#浓度为
'*-H

G

"

HD

的纯化蛋白#经

免疫印迹鉴定#为
396%!"#$%

!

&

的融合蛋白&图

(:

'(

""

注!图
&

为用
ENH #7

和
4MCL7

对重组质粒
2

345%.6%'

"

396%

!"#$%

!

&%$

进行双酶切的鉴定#

"

为
:!& :D'+--- HN?W<?

和

:!&:D(---HN?W<?

#

'

为重组质粒
2

345%.6%'

"

396%!"#$%

!

&%$

#

(

为用
ENH#7

和
4MCL7

对重组质粒
2

345%.6%'

"

396%!"#$%

!

&%$

进行酶切的结果$图
E

为
396%!"#$%

!

&

和
396

蛋白的表达#

"

为

"N?W<?

#

'

为
396%!"#$%

!

&

的重组蛋白#

(

为
396

蛋白$图
$

为

396%!"#$%

!

&

和
396

蛋 白 的 纯 化#

"

为
"N?W<?

#

'

为
396%

!"#$%

!

&

的重组蛋白#

(

为
396

蛋白$图
:

为大批量制备
396%

!"#$%

!

&

重组蛋白的鉴定

图
(

""

!"#$%

!

&%

2

345%.6%'

原核表达载体的鉴定及

!"#$%

!

&

重组蛋白的诱导表达"纯化

C*D

"

兔抗
!"#$%

!

&

多克隆抗体的制备及效价测

定
"

将
!"#$%

!

&

蛋白作为免疫原免疫日本大耳白

兔#将免疫后的血清通过间接
4D79&

方法测得抗

!"#$%

!

&

血清的效价均为
'------

&图
)&

'(采

用间接
4D79&

方法检测来源于
'

号日本大耳白兔的

血清)洗脱液和纯化抗体的效价分别是
'f'-----

)

'f+--

和
'f'-----

(来源于
(

号日本大耳白兔的

血清)洗脱液和纯化抗体的效价分别是
'f'------

)

'f+--

和
'f'------

&图
)E

'(

9:9%8&34

检测纯

化后的兔抗
!"#$%

!

&

抗体浓度分别是
/--

"

G

"

HD

%

),('

%
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和
'*)+H

G

"

HD

&图
)$

'(

C*E

"

采用制备的兔抗
!"#$%

!

&

抗体检测鼻咽癌

细胞株和永生化鼻咽上皮细胞株中
!"#$%

!

&

蛋白

的表达
"

采用制备得到的
'

号抗体&编号为
9)/))%'

'

和
(

号抗体&编号为
9)/))%(

'检测鼻咽癌细胞株中

!"#$%

!

&

的蛋白表达情况#发现
(

株抗体能检测

到鼻咽癌细胞株中
!"#$%

!

&

的表达&图
.&

'(与

商业化
!"#$%

!

&

抗体相比#制备的抗体也能检测

到永生化鼻咽上皮细胞株中
!"#$%

!

&

蛋白的表

达$商业化的抗体和制备的抗体的使用浓度均为

'f'---

#表明制备的抗体有良好的特异度和灵敏度

&图
.E

'(采用
;<=><?@%ABC>

方法检测鼻咽癌细胞株

和稳定表达
4E

病毒的鼻咽癌细胞株中
!"#$%

!

&

的表达情况#发现
4E

病毒的感染并不影响
!"#$%

!

&

蛋白的表达&图
.$

'(

""

注!图
&

为采用
4D79&

方法检测来源于
(

只日本大耳白兔的抗血

清抗体的效价#

'

为
'

号日本大耳白兔#

(

为
(

号日本大耳白兔$图
E

为

采用
4D79&

方法检测
(

株纯化抗体的效价#

'

为
'

号日本大耳白兔#

(

为
(

号日本大耳白兔#

N

为血清$

A

为洗脱液$

M

为纯化抗体$图
$

为

9:9%8&34

检测纯化后的
!"#$%

!

&

抗体浓度#

'

为来源于
'

号日本

大耳白兔的纯化抗体#

(

为来源于
(

号日本大耳白兔的纯化抗体

图
)

""

兔抗
!"#$%

!

&

多克隆抗体的效价及特异性检测

""

注!图
&

为采用
'

号抗体&编号为
9)/))%'

'和
(

号抗体&编号为
9)/))%(

'检测鼻咽癌细胞株中
!"#$%

!

&

的蛋白表达情况$图
E

为采用
(

号

抗体&编号为
9)/))%(

'和商业化抗体&编号为
&E(.K/(

'检测永生化鼻咽上皮细胞中
!"#$%

!

&

的蛋白表达情况$图
$

为采用
(

号抗体&编号为

9)/))%(

'检测鼻咽癌细胞株和用
4E

病毒感染鼻咽癌细胞株建立的稳定表达
4E

病毒的鼻咽癌细胞株中
!"#$%

!

&

的蛋白表达情况

图
.

""

制备的兔抗
!"#$%

!

&

抗体检测鼻咽癌细胞株和永生化鼻咽上皮细胞株中
!"#$%

!

&

蛋白的表达

""

注!

&

为荧光显微镜观察
4E

病毒或者腺病毒感染预先与不同浓度的中和抗体
!"#$%

!

&

孵育后永生化鼻咽上皮细胞的代表性图片$

E

)

$

为

4E

病毒或者腺病毒感染预先与不同浓度的中和抗体
!"#$%

!

&

孵育后永生化鼻咽上皮细胞的感染效率及柱状图$数据显示平均值
e

标准差

&

(g(

'#以对照组
7

G

3

感染效率为
'--[

#其余的与其比较所得到的值$

!

H

$

-*-+

#

!!

H

$

-*-'

图
+

""

!"#$%

!

&

中和抗体抑制
4E

病毒感染的效率图

%

.,('

%
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C*F

"

!"#$%

!

&

抗体可以有效地抑制
4E

病毒的感

染
"

研究
!"#$%

!

&

在
4E

病毒感染鼻咽癌上皮细

胞中是否发挥作用(分别将
(+

)

+-

)

'--

"

G

"

HD

制备

的多克隆抗体
!"#$%

!

&

预先与永生化鼻咽细胞株

!84$(%E"7'

孵育后#然后通过荧光显微镜观察和流

式细胞仪检测#发现兔抗
!"#$%

!

&

多克隆抗体可

以降低
4E

病毒的感染效率#并呈剂量依赖性(

'--

"

G

"

HD

剂量的多克隆抗体减少
4E

病毒的感染效率

达
+.*,.[

(相反#该抗体对腺病毒的感染并没有影

响(无论是显微镜观察
3_8

的表达分布和流式检测

4E

病毒的感染效率#结果均一致&图
+

'(

D

"

讨
""

论

""

!"#$%

!

&

在卡波氏肉瘤病毒&

9̂#F

'

*

''

+和人

类单纯疱疹病毒&

#9F%'

'

*

'(

+进入宿主细胞发挥着非

常重要的作用(

!"#$%

!

&

是
#9F%'

感染上皮细

胞的受体#并且发现
!"#$%

!

&

有利于
#9F%'

与上

皮细胞的融合*

'(

+

(文献报道
!"#$%

!

&

是猪繁殖

和呼吸综合征&

8LL9

'病毒感染的重要细胞因子#重

组
!"#$%

!

&

蛋白
$

末端结构域&命名为
8L&

'通

过与病毒糖蛋白
+

直接相互作用阻断猪繁殖和呼吸

综合征病毒&

8LL9F

'的内化#进一步发现
8LL9F

与

可溶性
8L&

蛋白的预孵育对病毒有抑制作用#并呈

剂量依赖性(

8L&

还具有抑制
8LL9F

基因型
'

和
(

的不同菌株感染的广谱能力*

')

+

(笔者前期研究表明

4E

病毒
G

#

"

G

D

与
!"#$%

!

&

相互作用促进
4E

病

毒有效进入上皮细胞#并且抑制内源性
!"#$%

!

&

的表 达 可 减 少
4E

病 毒 的 结 合*

,

+

#说 明 内 源 性

!"#$%

!

&

在
4E

病毒感染永生化鼻咽上皮细胞中

发挥着重要的作用(笔者前期通过抗体阻断实验发

现制备的多克隆抗体
!"#$%

!

&

可以降低
4E

病毒

的感染效率#并呈剂量依赖性#但对腺病毒的感染没

有影响*

,

+

(本研究采用不同的剂量也得到了相同的

结果#同样采用的是重组蛋白
$

末端区域#进一步表

明内源性
!"#$%

!

&

在
4E

病毒感染永生化的鼻咽

上皮细胞中发挥着重要的作用(能阻断
!"#$%

!

&

与
4E

病毒
G

#

"

G

D

相互作用的抑制剂可能阻止
4E

病毒进入或阻止永生化的鼻咽上皮细胞向鼻咽癌转

化(因此制备针对
!"#$%

!

&

为靶点的抗
4E

病毒

感染的中和抗体#对于鼻咽癌的靶向及其抗病毒治疗

具有重要意义(

采用
&WN>N4EF

&

h

'细胞制备的
4E

病毒携带

绿色荧光蛋白#从而为检测病毒感染细胞提供方便(

笔者前期研究发现
4E

病毒感染永生化鼻咽上皮细胞

形成球形细胞后#与没感染前#

!"#$%

!

&

表达无明

显变化*

,

+

(笔者采用高滴度的
4E

病毒感染鼻咽癌细

胞株#然后用
3.',

筛选#获得了稳定表达
4E

病毒的

鼻咽癌细胞株(采用
;<=><?@%ABC>

方法检测稳定表

达
4E

病毒的鼻咽癌细胞株中
!"#$%

!

&

蛋白的表

达情况#发现与对照组相比#

!"#$%

!

&

蛋白的表达

没有增加#表明
4E

病毒的感染并不能影响
!"#$%

!

&

蛋白的表达#与笔者前期研究一致(

最近#

!"#$%

!

&

在肿瘤细胞中的作用越来越

受关注(研究发现
"JM?CL!&%/.K

通过靶向调控

9L_%"0#1

轴#从而抑制胃癌细胞的侵袭和转移*

'.

+

(

一项研究表明长链非编码
L!&86$9$(

与
"0#1

蛋白结合#更易发生甲状腺癌*

'+

+

(另一项研究发现

9'--&.%"

O

T1

轴通过诱导转化生长因子
(

介导的上

皮间充质转移促进胃癌细胞的迁移和侵袭*

'/

+

(笔者

研究发现高表达的
!"#$%

!

&

可以作为预示膀胱癌

病人不良预后的分子标志物#沉默内源性
!"#$%

!

&

的表达后能降低膀胱癌细胞侵袭及转移能力*

'-

+

(

然而#在头颈部鳞癌中#

!"#$%

!

&

被确认为肿瘤抑

制因子*

'K

+

(文献报道
!"#$%

!

&9'1.)

位点的磷

酸化有助于调节细胞外基质降解从而促进肿瘤细胞

的侵袭和转移*

',

+

(

本研究发现
!"#$%

!

&HL!&

在原代培养)永

生化鼻咽上皮细胞株)鼻咽癌细胞株及鼻咽组织)鼻

咽癌组织中都有表达#并且
!"#$%

!

&

蛋白在原代

培养)永生化鼻咽上皮细胞株和鼻咽癌细胞株中都有

表达#表明这种蛋白广泛存在于鼻咽上皮细胞#该蛋

白及其磷酸化水平在鼻咽癌中发挥的作用又是如何#

值得进一步研究(

E

"

结
""

论

""

笔者成功实现了人源
!"#$%

!

&

蛋白的重组表

达)纯化及高效价多克隆抗体的制备(该多克隆抗体

能识别细胞中内源表达的
!"#$%

!

&

蛋白(同时#

发现
!"#$%

!

&

多克隆抗体可以有效地抑制
4E

病

毒在永生化鼻咽上皮细胞中的感染#为进一步研究

!"#$%

!

&

相关功能奠定了重要基础(
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