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!"#$%&’$(融合蛋白的表达及抗人 %&’$(单克隆抗体的制备

程海霞"" 曹 江" 沈建根 郑 树
（浙江大学医学院附属第二医院，杭州 0."""A）

摘 要 制备抗人肝细胞生长因子激活物抑制因子（BCD-.）单克隆抗体，为对 BCD-.进行进一步的研究打下基础。
将人 BCD-. ;E)C分段克隆，构建 FG2-BCD-.融合蛋白原核表达载体，转化大肠杆菌后加 DH2F诱导融合蛋白表达，
经制备型 GEG-HCF8法分离表达的 FG2-BCD-. 融合蛋白，通过割胶、电洗脱回收融合蛋白，并以此为抗原免疫
ICJIK;小鼠，应用细胞融合技术制备产生抗人 BCD-.单克隆抗体的杂交瘤，以 8JDGC、L3MN3O@ P’&N和免疫组织化学
染色进行鉴定。最终获得抗人 BCD-. 单克隆抗体杂交瘤细胞株 QRS/，产生的单克隆抗体可特异性地与表达的
FG2-BCD-.融合蛋白反应，并可识别大肠组织中的膜型及脱落型 BCD-.蛋白。该单克隆抗体的制备成功，为深入研
究 BCD-.的功能提供了有力工具。
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许多种类的生长因子都与细胞的增殖、分化、运

动等生物学行为密切相关，其中肝细胞生长因子

（U3V6N&;,N3 WO&XNU Y6;N&O，BF5）在正常组织的损伤后
修复、细胞的运动以及肿瘤的形成、浸润和转移、分

化及肿瘤血管形成中发挥重要的作用，一直是人们

研究的热点［. Z 1］。机体内肝细胞生长因子激活因子

（U3V6N&;,N3 WO&XNU Y6;N&O 6;N:[6N&O，BF5C）可激活 BF5K
G5前体，使之从单链前体变为双链活性形式，是调
节细胞外 BF5KG5 活性的关键步骤［/，$］。新近发现
的肝细胞生长因子激活物抑制因子 .（U3V6N&;,N3
WO&XNU Y6;N&O 6;N:[6N&O :@U:P:N&O N,V3 .，BCD-.）为 \+@:N>
型丝氨酸蛋白酶抑制因子，可特异性地结合、抑制

BF5C，从而参与 BF5的活性调节［4，A］。
BCD-.基因定位于人染色体 .1].1，包括 .. 个

外显子，其 ;E)C编码区为 .10APV，翻译产物由 1.0
氨基酸残基组成，如图 .所示，)端 01个氨基酸残
基为信号肽（M:W@6’ V3VN:?3，GH），另外还有两个被一
个低密度脂蛋白受体样结构（JEJ^）分开的 \+@:N>
功能域（\+@:N> ?&96:@，\E），可定位于细胞膜上，也
可以被水解后从膜上脱落［4，."，..］。

关于 BCD-.生物学功能已有了一些报道，最近
的研究结果表明 BCD-. 有可能参与肿瘤转移过
程［.!，.0］，但这一假设目前仍缺乏有力的实验证据，更

多的研究工作还有待人们去开展。许多蛋白质功能

方面的研究均需要特异性抗体作为工具，因此为了

能够深入研究 BCD-.的功能，我们采用了在大肠杆
菌中表达 FG2-BCD-. 融合蛋白的手段获得了抗原，
并在此基础上运用杂交瘤技术成功地制备了高效

价、高特异性的抗人 BCD-.单克隆抗体。

( 材料和方法

( )( 材料
各种限制酶（ D@[:NO&W3@ 公司），2#-E)C 连接酶

（HO&93W6 公司），带人 BCD-. 全长 ;E)C 的质粒
V_S.A-BCD-.（由日本东京科技大学 )6&9: \:N69+O6
教授惠赠），大肠杆菌菌株 H!0A!（GNO6N6W3@3 公司），
VF8‘-1‘-.、VF8‘-1‘-! 载体（HU6O96;:6公司），GH!K"
小鼠骨髓瘤细胞（浙江大学免疫研究所提供），

ICJIK;小鼠（上海 I\实验动物中心），̂ HRD-./#"、
H8F#"""（日本制药株式会社），小牛血清（杭州四季



青生物工程材料研究所），!"#（"$%&’公司），()*+羊
抗鼠 ,%!（北京中山生物技术有限公司），化学发光
检测试剂盒 -./（*0’1&’2$’公司），免疫组化染色超
敏试剂盒 3451’"678$5$96#: "+* ;$5（福州迈新生物技
术开发公司）。

! "# 方法
! "# "! (<,+=分段融合蛋白表达质粒的构建：人的
(<,+=全长 2>?<编码蛋白的主要功能域及部分酶
切位点示意图见图 =。在预实验中，我们曾将人
(<,+=全长 2>?<用于 !"#融合蛋白表达载体的构
建（开放阅读框完全吻合），但在诱导后未获得融合

蛋白的表达，因此我们设计将 (<,+= 全长 2>?< 分
成前后重叠的两个片段（覆盖 (<,+=全长）用于构建
融合蛋白表达载体（开放阅读框吻合），将 @3.=A+
(<,+=和 @!-B+CB+D 均以 !"#)!和 $%&(!双酶
切，酶切产物进行 EFGH琼脂糖凝胶电泳，分别切取
= IJKL的 (<,+= 2>?<片段和 M I AKL的载体条带，按
照说明以 N,<OP$2K !64 -Q51’25$R7 ;$5回收，以 #M >?<
连接酶将载体和片段于 =ST 连接过夜。另将
@3.=A+(<,+=和 @!-B+CB+=也均以 !"#)!和 ’(#!
双酶切，同法进行电泳分离、割胶回收 = I MKL 的
(<,+= 2>?<片段和 M I AKL的载体条带并进行连接。
将连接产物转化 ! I "#)* *DUAD感受态菌，在含氨苄
青霉素（CE"%V&/）的 /W平板上筛选阳性克隆，小量
提取质粒，双酶切、琼脂糖凝胶电泳鉴定。

! "# " # !"#+(<,+=融合蛋白的诱导表达：分别挑取
@!-B+CB+D+(<,+= 和 @!-B+CB+=+(<,+= 转化克隆于
液体 /W培养基（含氨苄青霉素 CE"%V&/）中，UJT振
荡培养过夜，次日取出，按 = XCE比例，将培养产物转
接到 J&/ 新鲜的液体 /W 培养基（含氨苄青霉素
CE"%V&/）二管中，UJT、UEE1V&$7 摇床培养 D0，一管
取出作为阴性对照，另一管加终浓度为 =&&R4V/的
,*#!诱导表达，再经 UJT振荡培养 D0，MT CEEE% 离
心 =E&$7 收集细菌，重悬于 *W" 中，=EH ">"+*<!-
检测融合蛋白的表达。另经制备型 ">"+*<!-、割
胶、电洗脱回收融合蛋白，*W"中透析 DM0，冷冻干燥
后 Y DET保存备用。
! "# "$ (<,+=单克隆抗体的制备：将上述回收的两
种 !"#+(<,+=融合蛋白混合后作为抗原，首次免疫
将 !"#+(<,+=融合蛋白以福氏完全佐剂乳化，第二、
三次以福氏不完全佐剂乳化，每鼠 EFD&/（含 !"#+
(<,+=融合蛋白 CE"%），背部皮内多点注射，每周 =
次，共 U次，一月后再加强免疫 =次。取免疫后小鼠
脾细胞 =EG 个与 =EJ 个 "*DVE骨髓瘤细胞混合，逐滴

缓慢加入 CEH*-!MEEE，静置 UE8加入无血清培养液
终止融合，离心弃上清，重悬于 =E&/ (<#中，接种
于 AS孔板培养，经 (<#选择性培养液筛选融合的
杂交瘤细胞，用 -/,"<方法以 *DUAD 细菌蛋白、!"#
蛋白和 !"#+(<,+= 融合蛋白筛选，选择抗 (<,+= 阳
性而抗 !"#和 *DUAD细胞蛋白均阴性的杂交瘤细胞
经克隆化培养并建株。W</WV.小鼠在腹腔注射石
蜡油后，每只小鼠接种 C Z =EC 阳性杂交瘤细胞，获
得含 (<,+=单克隆抗体的小鼠腹水，间接 -/,"<法
检测腹水单抗效价。

! "# "% 免疫印迹（[685617 L4R5）：将上述大肠杆菌诱
导表达的 !"#+(<,+=融合蛋白样品以及人正常大肠
组织、肠癌组织蛋白样品（组织在液氮中研碎，以适

量 *W" 混匀，加入等体积的 D Z 蛋白提取液（UE
&&R4V/ ?’.4，DE&&R4V/ #1$8+(.4 ，@(JI D，=E&&R4V/
->#<，DH（+ V+）#1$5R7 B+=EE ，=EH（ + V+）%4\261R4，
MH（, V+）">"，震荡、沸水煮交替共 =E&$7，=MEEE1V
&$7离心 UE&$7，取上清）分别进行 =EH ">"+*<!-，
并在 DCE&<下转移 D0至 *]>^膜，CH脱脂奶粉封
闭后应用上述制备的 (<,+= 单克隆抗体为一抗（= X
CEE）、()*+羊抗鼠 ,%!为二抗（= X =EEE）进行常规反
应，最后用 -./试剂盒按照说明显带、曝光。
! "# "& 免疫组织化学染色：取人正常大肠组织石蜡
切片，SET烘箱过夜，再经常规脱蜡、梯度水化后，使
用超敏 "+* 试剂盒，按试剂盒说明利用上述单克隆
抗体进行免疫组织化学染色，苏木素复染，干燥后中

性树胶封固，镜下观察。

# 结果和讨论

# "! ’()*+,-*!融合蛋白原核表达载体的构建
=FJKL的 (<,+= 2>?< 片段（ !"#)!V$%&(!）

和 =FMKL的 (<,+= 2>?<（!"#)!V’(#!）分别插入
@!-B+CB+D和 @!-B+CB+= 的相应位点后（开放阅读
框完全吻合）的酶切鉴定结果见图 D，表明载体构建
正确。

图 = (<,+=全长 2>?<编码的主要功能域
及部分酶切位点示意图

^$%I= ^P725$R7’4 _R&’$78 ’7_ 8R&6 16851$25$96
8$568 R7 ‘P44 467%50 2>?< R‘ (<,+=

"*：8$%7’4 @6@5$_6；;>=，;>D：;P7$5a _R&’$78；

/>/)：4Rb _678$5\ 4$@R@1R56$7 1626@5R1+4$K6 _R&’$7
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图 ! "#$%&’%&!&()*&+和 "#$%&’%&+&()*&+
表达质粒的酶切鉴定

,-./! 01234-53-67 1786795:1;21 8-.123-67 6<
"#$%&’%&!&()*&+ ;78 "#$%&’%&+&()*&+

)，=：+>? @A) :;8814；B："#$%&’%&!&()*&+ 8-.12318 C-3D !"#0!
;78 $%&(!；@："#$%&’%&+& ()*&+8-.12318 C-3D !"#0! ;78 ’(#!

! "! #$%&’()&*融合蛋白的诱导表达
带有上述融合蛋白表达载体的细菌以 *EF#诱

导 #GF&()*&+融合蛋白表达，以未转化菌和带空载
体细菌作对照，进行 +HI G@G&E)#$，检测融合蛋白
的表达情况。结果带有融合蛋白表达载体的细菌分

别在约 J’>@处（图 K）和约 L!>@处（图 M）可见诱导
后表达的蛋白条带，而带空载体的细菌亦在诱导后

于约 !J>@处有相应的 #GF蛋白表达。这表明 #GF&
()*&+融合蛋白表达是成功的。

图 K #GF&()*&+融合蛋白诱导表达（+HI G@G&E)#$）
,-./K *789518 1N"4122-67 6< #GF&()*&+

<92-67 "4631-7（+HI G@G&E)#$）
;：:6C O6:159:;4 C1-.D3 "4631-7 23;78;48；?："#$%&’%&!&()*&+ 34;72&

<64O18 ! / "#)* !KP!，-789518 C-3D *EF# <64 !D；5："#$%&’%&!&()*&+

34;72<64O18； ! / "#)* !KP!，767&-789518；8："#$%&’%&! 34;72<64O18

! / "#)* !KP!；-789518 C-3D *EF# <64 !D；1："#$%&’%&! 34;72<64O18

! / "#)* !KP!，767&-789518

!"+ ’()&*单克隆抗体的制备及,-./-01 234/鉴定
以回收的两种 #GF&()*&+融合蛋白混合后免疫

B)QBR5小鼠，经细胞融合、筛选及克隆化培养，获得
可产生特异性抗人 ()*&+抗体的杂交瘤细胞一株，
命名为 ST=J。经腹腔接种小鼠后产生腹水，$Q*G)

间接法测得腹水效价为 + U !J!，+MM。以此 ()*&+抗
体进行 V123147 ?:63 检测，结果表明在带有 #GF&
()*&+融合蛋白表达载体的细菌经诱导后分别在约
J’>@和约 L!>@处有阳性条带，与预期完全一致，且
无明显杂带（图 ’）。在正常大肠及大肠癌组织中，
出现两条阳性条带，分别对应于膜型（约 JH>@）和脱
落型（约 ’H>@）()*&+蛋白，亦无明显杂带（图 J）。

图 M #GF&()*&+融合蛋白诱导表达（+HI G@G&E)#$）
,-./M *789518 1N"4122-67 6< #GF&()*&+ <92-67

"4631-7（+HI G@G&E)#$）
;："#$%&’%&+&()*&+ 34;72<64O18 ! / "#)* !KP!，-789518 C-3D *EF# <64

!D；?："#$%&’%&+&()*&+ 34;72<64O18 ! / "#)* !KP!，767&-789518；5：

"#$%&’%&+ 34;72<64O18 ! / "#)* !KP!，* -789518 C-3D *EF# <64 !D；8：

"#$%&’%&+ 34;72<64O18 ! / "#)* !KP!，767&-789518；1：:6C O6:159:;4

C1-.D3 "4631-7 23;78;48

图 ’ 大肠杆菌表达蛋白中 ()*&+检测（V123147 ?:63）
,-./’ V123147 ?:63 ;7;:W2-2 6< ()*&+

-7 ! / "#)* 1N"412218 "4631-72
;：! / "#)* E!KP!；?："#$%&’%&! 34;72<64O18 ! / "#)* E!KP!；5："#$%&

’%&!&()*&+ 34;72<64O18 ! / "#)* E!KP!；-789518 C-3D *EF# <64 !D；8：

"#$%&’%&+ 34;72<64O18 ! / "#)* E!KP!；1："#$%&’%&+&()*&+ 34;72<64O18

! / "#)* E!KP!，-789518 C-3D *EF# <64 !D

图 J 正常大肠和大肠癌组织中 ()*&+检测（V123147 ?:63）
,-./J V123147 ?:63 ;7;:W2-2 6< ()*&+ 1N"4122-67

-7 764O;: ;78 5;7514692 3-22912
;：671 764O;: 56:64153;: 3-2291；

?，5：3C6 8-<<14173 56:64153;: 5;7514 3-22912

!56 ’()&* 78(2的免疫组化鉴定
我们利用上述制备的抗人 ()*&+ 单克隆抗体，
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［ "］ ()*)+,) -，./01+123) 4，()5)627/0 4 /2 &’ 8 -9:)*+7;*9 63+5*/

<)7*+3 )7*0=)*+3 0>/0?0*+3 *;:9 ! 0@ ) @:970<07 79AA @23<)79 ?0>B0>6 :3+C
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*;:9 ! 8 !"#$%&’ "( )*"’"+*,&’ -./0*12$3，G$$G，!""（!%）：!I$H& ’

!I$H"
［!G］ O?93@* LN，P+/>@+> LN，N07,@+> QR /2 &’ 8 ST:39@@0+> +< */9 @930>9

:3+*9)@9 1)*30:*)@9 )>B 0*@ 0>/0?0*+3 -FJ ’ ! 0> 9:0*/9A0)A +=)30)> 7)>C

793：7+339A)*0+> 50*/ 7A0>07)A +2*7+19 )>B *21+3 7A0>07+:)*/+A+607)A

:)3)19*93@8 -’*% -&%,/$ 7/1/&$,.，G$$G，%（I）：!!$! ’ !!$#
［!&］ ()*)+,) -，L0;)*) .，U7/0>+,23) . /2 &’ 8 Q+A9@ +< /9:)*+7;*9

63+5*/ <)7*+3（-DE）)7*0=)*+3 )>B -DE )7*0=)*+3 0>/0?0*+3 0> */9 :930C

79AA2A)3 )7*0=)*0+> +< -DEV@7)**93 <)7*+3 8 -&%,/$ &%8 9/2&12&1*1 7/4

:*/;1，G$$&，!!（G W &）：GG& ’ G&%
［!I］ ()*)+,) -，.26)>21) 4，./01+123) 4 /2 &’ 8 N0@*30?2*0+> +< /9:)*+C

7;*9 63+5*/ <)7*+3 )7*0=)*+3 0>/0?0*+3 *;:9 !（-FJC!）0> /21)> *0@@29@8

X9AA2A)3 @23<)79 A+7)A0M)*0+> +< -FJC! 0> @01:A9 7+A21>)3 9:0*/9A021

)>B 0*@ 1+B2A)*9B 9T:39@@0+> 0> 0>Y239B )>B 3969>93)*0=9 *0@@29@8

!"#$%&’ "( <*12",./0*12$3 &%8 -32",./0*12$3，!"""，&"（H）：%#& ’

%ZG
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