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抗体进行蛋

白免疫印迹法杂交呈阳性!表明已得到重组人
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"

成功获得重组人
"

;

$P"E+
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%是近年来一种被广

泛关注的新型炎症标志物&
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区段&

"

;

$P"E+

是一类不依

赖于钙离子的磷脂酶'能够降解氧化磷脂'并将它们

降解为溶血磷脂及氧化游离脂肪酸等&这些降解产

物会刺激机体分泌细胞因子和黏附因子'进而导致血

管内皮功能异常(
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'最终形成早期动脉硬化斑块&

检测血液中的
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水平'能够帮助预测冠心病

或缺血性卒中的发生(
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&本研究通过构建
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原核表达载体'通过诱导*纯化获得人
"
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重组

蛋白'并通过重组抗原免疫得到
"
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的单克隆

抗体'为后续
"
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免疫检测试剂盒的开发奠定

基础&现报道如下&
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鹏科技发展有限公司&
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基因序列'
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酶切位点'引物序列见表
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&以人类
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文库

为模板'对
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基因进行扩增&反应程序如下!
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菌
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感受态细胞'将菌液涂布于含有卡那霉素的

"Y

固体培养基上'
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培养过夜&挑取单克隆'扩大

培养后提取质粒'进行
P3D

和酶切鉴定'将筛选得到

的阳性克隆送济南博尚生物有限公司进行测序&
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%进行双酶切'回收目的基因片段与原核表达载体
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的比例进行混合'

*9 ^

连接
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'转化大肠杆菌
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感受态细胞'将菌液涂布于

含有卡那霉素的
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固体培养基上'

,6^

培养过夜&

挑取单克隆'扩大培养后提取质粒'进行
P3D

和酶切

鉴定'阳性克隆送济南博尚生物有限公司进行测序鉴

定&提取质粒后'再转化大肠杆菌
D&B/''1
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%感受

态细胞&

A-B-C
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菌液取出'接种于
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培养基中'
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培养过夜&按照万分之一的比例

将菌液集中于诱导培养基$

%1304

@

'蛋白胨
**

@

'酵

母提取物
++

@

'甘油
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'卡那霉素
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'至吸光度$
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%诱导蛋白表达'
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继

续高速振荡培养
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=A>

离心
*.=A>

收集

菌体'经超声破碎后再离心'分离获得上清液'十二烷

基硫酸钠
$

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

2!2$PE\Z

%检测蛋

白表达情况&

A-B-D
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重组人
"

;

$P"E+

的纯化和鉴定
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使用亲和

镍柱层析法对含有
"
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$P"E+

的上清液进行初步纯

化&洗 脱 缓 冲 液!

F<AB +. ==&0

"
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'
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8.. ==&0
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Q5-8

&初纯液通过经
\Z$!ZEZ

柱

进行
%130

梯度洗脱'收集洗脱组分'再经过
P$9!\

柱进行脱盐'收集洗脱组分&将得到的重组蛋白进行

2!2$PE\Z

电泳'通过半干法将蛋白转移到硝酸纤维

素膜上+

8:

脱脂奶粉室温封闭
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后+与兔抗人
"
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P"E+

抗体$

*̀ *8..

倍稀释%进行杂交'

+5 ^

孵育

,)

+取出硝酸纤维素膜'漂洗后'加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔
U

@

\

$

*̀ 8...

倍稀释%'室温孵育
*

)

+漂洗后使用
Z3"

进行显色&

A-B-E

"

"
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$P"E+

单克隆抗体的制备
"

将制备得到的

重组人
"
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$P"E+

与等体积的完全弗氏佐剂充分混

合'对
Y10H

"

(

小鼠进行皮下多点注射$

8.

'

@

抗

原"只%&

#

周后测定血清效价'选择免疫反应好的个

体加强免疫'将抗原与不完全弗氏佐剂充分混合后'

通过皮下多点注射$

+8

'

@

抗原"只%'连续进行
9

次再

免疫'细胞融合前连续加强免疫
+

次+之后取脾细胞

与
2

;

+

"

.

骨髓瘤细胞进行融合&融合细胞在
,6^

培

养
4

"

**K

'待培养孔中生长出较大的细胞克隆后'进

行酶联免疫吸附试验$

Z"U2E

%筛选+将阳性克隆进行

有限稀释后'进行
#

次克隆化培养'保存细胞&按照

.-8="

"只的剂量使用降植烷处理小鼠'

*

周后在腹

腔内接种杂交瘤细胞$

+h*.

9 细胞"只%'饲养
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后

收集腹水&腹水经硫酸铵沉淀后'使用
P<&'/A>E

进

行亲和纯化&
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用
;
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"
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"
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'包被酶标板'

#^

过夜&第
+

天取出酶标板'

按照小鼠单抗
U

@

类"亚类鉴定试剂盒说明书流程'对

纯化得到的不同单克隆抗体进行亚类鉴定&为了挑

选包被抗体和检测抗体的最佳组合'将不同单克隆抗

体分别包被酶标板和酶$

QDP

%标记'进行两两配对的

Z"U2E

检测'筛选最佳抗体组合&用稀释液将纯化后

的抗体进行倍比稀释'通过
Z"U2E

法检测抗体效价'

对照为
*....

倍稀释后的小鼠免疫前血清&用
;

Q

4-9

的碳酸盐缓冲液将人
"
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$P"E+

单克隆抗体稀释'

包被酶标板'

#^

过夜&第
+

天取出酶标板'

F2YF

洗

涤
*

次'

8:Y2E

溶液
,6^

封闭
+)

+每孔分别加入纯

化后的
"

;

$P"E+

及
3

反应蛋白*纤维蛋白酶原的标

准品'

,6^

孵育
*)

&孵育完成后取出酶标板'

FY2F

洗涤
,

次'分别加入标记了
QDP

的人
"

;

$P"E+

单克

隆抗体
*..

'

"

$

*`#...

稀释%'

,6 ^

孵育
*)

&

FY2F

洗涤
8

次'加入
FSY

底物'

,6^

显色
+.=A>

&

取出后加终止液'在酶标仪上测定
&

#8.

读数'分析所

制备的单克隆抗体的特异性&

A-C

"

统计学处理
"

本研究所有统计学分析均使用

2P22*6-.

进行'计量资料以
O]F

表示'两两比较采

用
=

检验'以
"

$

.-.8

为差异有统计学意义&

B

"

结
""

果

B-A

"

原核表达质粒的鉴定
"

以人
FQP$*(!%E

文

库为模板'利用特异性引物扩增得到
P"E+\6

基因片

段'见图
*

&与
;

ZE2d$F*

连接后送公司进行测序+

确定片段正确后'用于构建
;

ZF,+1

$

g

%

$P"E+\6

质

粒&使用
%&'

#

*

210

#

对已构建的重组质粒
;

ZF,+$

P"E+\6

电泳后分离得到
8-#VH

的载体片段及
*+86

H

;

的目的序列片段'见图
+

&经测序'

P"E+\6

片段

无碱基突变'与
%3YU

已公布的基因编码序列一致'

说明载体构建成功'可用于后续实验&

""

注!

S

表示
!"+...!%E=1<V/<

图
*

""

P"E+\6

基因
P3D

扩增图

B-B

"

重组人
"

;

$P"E+

的表达*纯化与鉴定
"

经过条

件摸索'在本研究中'重组
"

;

$P"E+

优化表达体系如

下!

,6^

培养条件下'

&

9..

为
.-8

"

.-5

时'加入
.-+

==&0

"

"

的
UPF\

'

,.^

培养
6)

'重组人
"

;

$P"E+

能

够在
!Z,

中以可溶蛋白的形式大量表达&经
2!2$

PE\Z

电泳检测'重组蛋白约为
#6h*.

,

'与理论值基

本一致'蛋白在上清中表达量最高'占菌体总蛋白的

8.:

左右'见图
,

&这表明重组蛋白能够在大肠杆菌

中稳定表达'能够用于后续实验&将纯化后的重组人

"

;

$P"E+

通过
2!2$PE\Z

电泳将蛋白分离'通过半

干法转印至硝酸纤维素膜上'与商业化的
"

;

$P"E+

抗体杂交'显色后在
#6h*.

, 处出现特异性条带'见

图
#

'这表明纯化后的重组人
"

;

$P"E+

具有较好的免

疫学活性&

""

注!

S

表示
!"+... !%E =1<V/<

+

*

"

+

表示
;

ZF,+1

$

g

%

$

P"E+\6

质粒
%&'

#

与
210

#

双酶切产物

图
+

"";

ZF,+$P"E+\6

酶切电泳图

""

注!

E

图中
S

表示蛋白分子量标准'

*

表示未经
UPF\

诱导菌液'

+

表示
UPF\

诱导后的菌液'

,

表示沉淀'

#

表示上清+

Y

图中
S

表示蛋白

分子量标准'

"

;

$P"E+

表示纯化后的重组人
"

;

$P"E+

图
,

""

重组人
"

;

$P"E+

的表达和纯化

图
#

""

重组人
"

;

$P"E+

的蛋白免疫印迹检测

#

8.6+

#
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年
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B-C

"

重组人
"

;

$P"E+

单克隆抗体的鉴定
"

经过一

系列筛选'共得到
8

株单克隆抗体$

*!6

*

+E,

*

+Z9

*

8N*

和
9Q*+

%'经过蛋白免疫印迹验证'它们都能特

异性识别
"

;

$P"E+

蛋白'见图
8

&使用抗体分型试剂

盒对所述单克隆抗体进行亚型鉴定'其中
*!6

*

+Z9

*

8N*

和
9Q*+

为
U

@

\+H

亚型'轻链为
)

链'

+E,

为

U

@

\+1

亚型'轻链为
*

链&对
8

株抗体进行两两配对

的双抗体夹心
Z"U2E

检测分析显示'使用
+Z9

作为

包被抗体*

8N*

为检测抗体时'具有较高的检测灵敏

度'见表
+

&通过间接
Z"U2E

法检测'本实验所制备

得到的
"

;

$P"E+

抗体效价可达
*`+h*.

9 以上'见

图
9

&将该抗体包被酶标板'对
"

;

$P"E+

蛋白*纤维

蛋白原*

3$

反应蛋白进行
Z"U2E

检测'发现抗体不会

与纤维蛋白原*

3$

反应蛋白等发生交叉反应'具有较

好的特异性'见图
6

&

表
+

""

单克隆抗体的配对筛选

3&1'A>

@

抗体
31

;

'L</

抗体

*!6 +E, +Z9 8N* 9Q*+

*!6

.

.-564 .-469 *-.,4 .-,*6

+E, .-#*+

.

.-6+* *-.*+ .-+9,

+Z9 .-*#, *-+*,

.

+-#6* .-**8

8N* *-+#9 .-944 *-9+,

.

.-896

9Q*+ .-496 .-6,5 .-8*, .-644

.

""

注!.表示未进行此组检测

""

注!

S

表示蛋白分子量标准+

?

表示!

;

ZF,+1

$

g

%空白质粒阴性对照

图
8

""

"

;

$P"E+

单克隆抗体的蛋白免疫印迹检测

图
9

""

"

;

$P"E+

抗体效价分析

图
6

""

"

;

$P"E+

单克隆抗体与其他心血管

标志物的交叉反应性

C

"

讨
""

论

""

心血管疾病是一种在全球范围内危及人类生命

安全的疾病'其发生*发展与动脉硬化的产生具有密

不可分的关系'而
"

;

$P"E+

在动脉硬化斑块形成过

程中又发挥了重要作用(

6$4

)

&在体内'

"

;

$P"E+

与高

密度脂蛋白和载脂蛋白
E*

呈负相关(

*.

)

&

"

;

$P"E+

能够水解磷脂酰胆碱*磷脂酰乙醇胺等甘油酸脂的

B>$+

位磷脂键(

**

)

'产生游离型氧化脂肪酸和溶血卵磷

脂&因此'又被称为血小板活化因子乙酰水解酶

$

PEN$EQ

%

(

*+

)

&

"

;

$P"E+

的水解产物很多都能够刺

激炎性因子'如细胞黏附因子*细胞因子等的产生'引

发血管内皮损伤'使得黏附在内皮细胞上的单核细胞

数量增加'血管内皮通透性改变'当单核细胞通过受

损内皮进入血管内膜后'会形成巨噬细胞并吞噬氧化

型低密度脂蛋白'产生动脉粥样硬化斑块+巨噬细胞

分泌的炎性因子也会加速动脉硬化斑块的形成&

+..8

年美国食品药品管理局已批准将
"

;

$P"E+

作为

动脉硬化和缺血性卒中的风险评价因素(

8

)

&

目前'已有课题组利用
!%E

重组技术在不同生

物$如大肠杆菌*昆虫*酵母%中进行过
"

;

$P"E+

的表

达研究'但存在不表达或表达量较低的情况(

*,

)

&在本

研究的前期实验过程中发现
"

;

$P"E+

主要以包涵体

#
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的形式被分泌出来&通过使用含有硫氧还蛋白

$

'<TE

%和便于蛋白生产*纯化的双融合伴侣原核表达

载体
;

ZF,+1

(

*#

)

'从而增加重组
"

;

$P"E+

的可溶性&

使用相对较低的温度$

,.^

%诱导蛋白表达'并在培养

基中适当提高抗菌药物水平$

.-*=

@

"

="

的卡那霉

素%'这些方式也有助于提高外源蛋白表达水平(

*8

)

&

D

"

结
""

论

本研究获得大量高纯度的人
"

;

$P"E+

重组蛋

白'并通过该蛋白免疫得到对应的具有高特异性的单

克隆抗体'为后续
"

;

$P"E+

检测试剂盒的开发奠定

了基础&
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