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  摘 要:目的 表达并制备唾液酸结合性免疫球蛋白凝集素6(Siglec-6)的多克隆抗体,并对其特异性进行

鉴定。为下一步探讨Siglec-6在介导细胞信号转导和调节造血细胞及免疫细胞的功能,研究其在免疫调节和炎

症反应中的作用奠定基础。方法 通过生物信息学分析方法预测Siglec-6蛋白的跨膜结构、理化特性、疏水性

等因素,设计出两个多肽,两个多肽各自与血蓝蛋白(KLH)交联后对新西兰兔进行免疫,结果发现这两个多肽

均可作为抗原免疫生物试剂,并成功获得高效价的抗Siglec-6多克隆抗体。通过酶联免疫吸附试验(ELISA)法

检测其效价,经过亲和层析纯化,用 Western
 

blotting测定抗体的特异度。结果 通过ELISA检测其效价分别

为1∶51
 

200和1∶12
 

800,Western
 

blot结果表明该方法所制备的抗体具有特异度。结论 该研究通过生物

信息学方法成功预测了抗原表位,并据此预测成功制备了高效价、高特异度的抗Siglec-6多克隆抗体。
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  唾液酸结合性免疫球蛋白凝集素(Siglec)一般是

在免疫系统的细胞上表达[1],由于其唾液酸配体的特

异性,Siglecs呈现多样化的特性,并且,表达在天然免

疫细胞上的Siglecs大多数都是抑制性受体,通过对

有关损伤模式分子(DAMPs)和病原体的相关模式分

子(PAMPs)的调控来影响炎症反应,这个分子谱系含

有许多与黏附及吞噬有关的分子,以及与含有DAP12
转换子的酪氨酸依赖性活化基序(ITAM)相关受体,
Siglecs可以通过连接表达在同样细胞上的顺式配体

和对唾液酸糖结合物衍生的病原体起反应,从而发挥

抑制免疫细胞的功效[2]。它们可以帮助维持B淋巴

细胞的耐受能力,并对常规 DC前体和类浆细胞的

DC前体前体的激活进行调控[3],通过直接或间接的

方式调节T细胞的功能[4],Siglecs通过影响免疫系

统中的每一个细胞来调节免疫反应,与健康和疾病是

密切相关的。
对于Siglec-6的基因结构和生物学功能,目前国

内外所知甚少。本文通过对Siglec-6结构、基本物理

化学性质、功能分类和抗原表位的分析,提出了一种

新型的多肽抗原免疫新西兰兔方法,为进一步研究

Siglec-6创造条件,生产出
 

Siglec-6蛋白的多克隆

抗体。
1 材料与方法

1.1 主要材料来源 新西兰兔(2
 

kg,购自从军事医

学科学院的动物中心);血蓝蛋白(KLH)、3,3',5,5'-
四甲基联苯胺(TMB)、戊二醛(购自西格玛公司),弗
氏全佐剂和不全佐剂;牛血清清蛋白(BSA)、甘氨酸

(Glycine)、辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔IgG
(Vector公司);抗体亲和层析试剂盒(PIERCE 公

司);本实验室构建生产TK-4T1融合蛋白;预染蛋白

相对分子质量的标准试剂采购自德国Fermentas公

司(MBI);PVDF膜(德国Schleicher
 

&
 

Schuell公

司);化学发光试剂(ECL)从PIERCE公司采购。
1.2 生物信息分析过程 登录 NCBI网站(http://
www.ncbi.nlm.nih.gov),利用“protein

 

blast”方法

对Siglec-6序列(NP_001236)进行同源性检索。采用

Geneious软件和Lasergene软件分别对Siglec-6的蛋

白质二级结构、抗原特异性、亲疏水性、与其他分子的

结合位点、氨基酸组成的负荷带电属性等物理化学性

质进行分析;用 NCBI数据库Blast分析及Geneious
软件进行同源性比较;用Lasergene软件对Siglec-6
蛋白进行功能和分类预测。
1.3 Siglec-6的设计与免疫原及包被原的合成 Si-
glec-6位于人类第19号染色体19q13.3上,本文根据

同源性、抗原性、亲疏水性等因素进行分析,分别设计

了位于N端和C端的两个多肽,多肽合成和纯化由北

京华大蛋白质研发中心有限公司采用固相多肽合成

法合成,经质谱鉴定和高效液相色谱(HPLC)纯化,纯
度为98.0%。
1.4 Siglec-6多克隆抗体的制备及纯化 取200

 

μg
的多肽免疫原,用0.9%的NaCl注射液稀释至200~
500

 

μL,然后添加等体积弗氏佐剂(初次免疫用弗氏

全佐剂,加强免疫用弗氏不全佐剂),将溶液和佐剂用

混合设备混合均匀,从而形成油包水。将搅拌好的多
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肽免疫原在日本大耳白兔的背部选取8~10个点进

行皮肤下注射。在首次免疫之后的第4周进行第一

次加强免疫,之后每隔2周进行加强免疫1次,共完

成加强免疫3次。最后一次免疫后的第7天,采用耳

缘静脉取血,经过ELISA测定加强免疫后的抗体效

价,在达到理想的抗体效价后,从新西兰兔的颈动脉

采血,用采集到的血清进行亲和层析分离纯化,将纯

化的抗体进行分装,保存到-70
 

℃的超低温冰箱

待用。
1.5 Siglec-6多克隆抗体的效价测定 用包被液对

抗原 进 行 稀 释 (多 肽 偶 联 BSA),使 其 浓 度 达 到

2
 

μg/mL,每孔加入100
 

μL,4
 

℃,孵化过夜,洗液冲

洗2次。之后用封闭液进行封闭,每孔加入200
 

μL,
37

 

℃温箱孵育2
 

h;再用洗液冲洗1次。兔的多抗血

清从200倍稀释浓度开始以2倍浓度的梯度进行稀

释(in
 

PBS),阴性对照(negative)为未免疫的兔血清

进行200倍稀释(in
 

PBS),空白对照(blank)是PBS;
每孔加入100

 

μL,37
 

℃温箱孵育1
 

h,洗液冲洗3次。
然后加入稀释后的二抗(用

 

PBS稀释20
 

000倍),每
孔加入100

 

μL,37
 

℃温箱孵育1
 

h,之后取出,再用洗

液冲洗3次。进行显色,每孔加入100
 

μL显色液,显
色5~15

 

min。每个样品孔中添加入50
 

μL显色终止

液,完成终止。用吸光光度计在波长(450~630)nm
下测量吸光度(A),保存并记录数据资料,进行作图深

入分析。效价值为大于最大A值50%的A值最小读

数对应的稀释度值。
1.6 检测Siglec-6多克隆抗体特异性 首先对Si-
glec-6多克隆抗体进行纯化,然后针对293T融合表

达的Siglec-6蛋白进行 Western
 

blotting检测以鉴定

多克隆抗体的特异度。
2 结  果

2.1 氨基酸序列相似性比对 在 NCBI上检索Si-
glec-6(NP_001236),同时检索到同源序列rhSiglec-
3、

 

rhSiglec-5、rhSiglec-9、rhSiglec-10、
 

rhSiglec-7、rh-
Siglec-11。用NCBI蛋白数据库Blast分析Geneious
软件对Siglec-6及其同源蛋白序列进行比对,结果显

示,同源序列之间相似性非常高,本文根据比对序列

选取差异区域的3组序列:Pep-1为ERRFQLEGP,
Pep-2为 VQNTDDVNPVMV,Pep-3为 VQPQEP-
KVTDT。同时,Geneious软件和Lasergene软件分

析Siglec-6亲疏水性抗原性、表面可及性及二级结构

可知,本文选择的3条多肽都可以作为抗原表位。
2.2 多肽抗体的制备和效价 由于Pep-2和Pep-3
都位于N端,本文选取Pep-1和Pep-3作为Siglec-6
的多肽抗原序列,将设计的多肽序列合成后分别与

KLH交联,并分别免疫新西兰兔,之后取血清进行倍

比稀释,ELISA测定Pep-1效价为1∶51
 

200,Pep-3
效价为1∶12

 

800,表明两组都获得高效价的多抗。
采用亲和层析技术对抗血清进行纯化。

2.3 对Siglec-6多克隆抗体特异度进行检测 为测

定血清抗体的特异度,笔者把经过纯化后的抗体进行

稀释,稀释浓度1∶1
 

000,然后进行 Western
 

blotting
检测,对印迹分析(参见图1),结果表明,在转染后首

次抽取的293T细胞蛋白组分中,所使用的多克隆抗

体的特异性均可探测到单个相对分子质量为90×103

的阳性染色条带(参见图1),结果表明,制备的多克隆

抗体在293T细胞中转染48
 

h后,均可检测到单一的

相对分子质量为90×103 的阳性染色条带,与 GFP-
S6蛋白相对分子质量的理论值相符,而免疫前阴性血

清在转染后48
 

h提取的293T细胞蛋白组分中未检

测到对应的条带,说明获得了特异度较好的抗Siglec-
6多克隆抗体。

图1  采用Siglec-6多克隆抗体检测293T细胞中Siglec-6
和EGFP融合蛋白的表达

3 讨  论

  使用互联网的核酸和蛋白质数据库,对功能尚不

明确的一些基因所编码的蛋白质的结构和功能进行

深入的分析和预测,目前已成为探索蛋白质结构和功

能的一种高效便捷的手段。有研究表明,在特定条件

下,通过数据库和软件预测得到的蛋白质结构和功能

和实验测定的结果相一致[5]。这些生物信息学方法

在基因辨识、推测蛋白质生物功能、确定蛋白质的生

理范围、预测蛋白质多维结构等方面都具有十分重要

的作用。本文利用这些高效的方法,来对Siglec-6的

抗原特异性、跨膜结构域、高级结构、亲疏水性、结合

特异位点、氨基酸序列的正负电属性、所选择氨基酸

偏移的酸碱性,以及合成多肽的难易等进行了综合分

析[6]。本文对以上因素进行充分评估后,确定了针对

Siglec-6不同表位的两条多肽,制备了针对Siglec-6不

同表位的多克隆抗体。由于合成的多肽经过纯化后纯

度高达98.0%,且靶向Siglec-6表位的C端和N端,可
能具有较高的效价和纯度,并且具有较强的特异度。

获得多肽抗体后,对该多抗的特异度和反应度进

行了检测。除了抗体的效价外,还有另外一个检验抗

体质量的重要标准,就是制备的抗体在不同条件下与

抗原的结合能力。有些肽段形成的抗原决定簇在特殊

条件下会受到变性和破坏,因此针对这些特殊肽段的抗

体不会用 Western
 

blotting方法进行检测。本研究的结

果显示,制备的Siglec-6多肽抗体可以用 Western
 

blot-
ting成功的检测到(图1),说明本文制备的抗体在不同

条件下的抗原结合能力均能满足通常的实验要求。
人体的大量Siglecs表达在B细胞上包括Siglec-

2、5、6、9、10[7],在艾滋病患者中,衰竭的B细胞高表
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达很多抑制型受体,包括Siglec-6。用siRNA敲除可

以下调Siglec,能使B细胞功能恢复[8]。虽然Siglec-
2/CD22

 

knockout和knockin小鼠在最近几十年得以

广泛的研究,但是经常得到相互矛盾的结论,因此Si-
glecs在B细胞中的功能还没有定论。对突变小鼠的

研究表明,Siglec/SIAE/Lyn/SHP-1路径对B细胞耐

受和防止自身免疫都起着积极作用[9]。唾液酸乙酰

酯酶在疾病中很少出现遗传性变型,揭示了它可以避

免人类的自身免疫和慢性炎症混乱[10],但是其在细胞

中的生化功能仍然不完全了解。
对Siglecs的研究进一步证实了Siglec-6可能在

感染和免疫疾病的诊断和治疗中发挥重要作用,具有

广阔的应用前景。这也说明了Siglec-6单克隆抗体和

多克隆抗体等相关产品的开发具有潜在的应用价值。
综上所述,采用合成多肽技术,对不同

 

Siglec-6表位

的多克隆抗体进行制备,不但提供了一种简单、高效

的 方 法,而 且 为 Siglec-6 相 关 产 品 的 开 发 以 及

Siglec-6相关的基础和临床研究提供了一定的实验

依据。
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