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摘要 人 C型凝集素样受体(human C-type lectin-like receptor-2， hCLEC-2)是新克隆的域型跨膜受体分子，研究表明，它在
病毒感染，血小板活化、聚集，肿瘤转移和信号转导等方面发挥重要作用．通过制备针对其胞外段糖类识别结构域(CRD)的
抗体来进一步研究该蛋白质的生物学功能及相关信号通路．构建了 pET23b-CRD重组表达质粒，将其转化到大肠杆菌 BL21
中，用于 hCLEC-2-CRD-His融合蛋白的表达，经聚丙烯酰胺凝胶电泳检测表明，融合重组蛋白成功获得了高效表达，分子
质量在 18 ku左右．经鉴定，发现 hCLEC-2-CRD-His表达于包涵体中．为获得高纯度的可溶性蛋白，将包涵体溶于 6 mol/L
盐酸胍，并用镍柱进行纯化．纯化后的蛋白质经过透析、再折叠后作为抗原，免疫家兔制备抗血清，抗血清经蛋白 G亲合
层析纯化后用Western blot等方法进行鉴定，结果显示该抗体能特异性地检测到 GFP-hCLEC-2和 GFP-CRD．通过使用该抗
体，进一步发现，在用 PMA 和 IL-4 诱导单核细胞 THP-1 分化的过程中，内源性 hCLEC-2 蛋白水平下调，初步揭示了
hCLEC-2的表达和单核细胞的分化存在一定的联系．因此，该抗体的成功制备将为进一步研究 CLEC-2的生物学功能提供有
利的条件．

关键词 C型凝集素样蛋白，糖类识别结构域，重组质粒，融合蛋白，多克隆抗体
学科分类号 R392，Q7 DOI: 10.3724/SP.J.1206.2009.00042

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2009, 36(8): 1012~1018

www.pibb.ac.cn

*通讯联系人.
Tel: 021-54237697, E-mail: xz_wu@shmu.edu.cn

收稿日期：2009-01-16，接受日期：2009-04-29

人 C型凝集素样受体(CLEC-2)是一个 32 ku的
域型跨膜受体分子，属于非经典的 C型凝集素超
家族[1]，存在磷酸化、糖基化等多种修饰形式[2]．

结构上，CLEC-2分为 N端胞内区、跨膜区、颈区
和 C 端胞外区．其胞外区带有糖类识别结构域
(carbohydrate recognition domain，CRD)，可与多种
配体结合介导细胞信号转导；本实验鉴定出鼠源性

CLEC-2存在多种剪切变异体，而人源性 CLEC-2
剪切变异体无文献报道[3]．人 CLEC-2的 N端胞内
区则带有单个 D-x-Y-x-x-L 基序，其中包含一个
酪氨酸磷酸化位点，磷酸化后可激活下游信号分

子 [4～7]．CLEC-2是第一个被发现表达在血小板上
并通过 Syk途径进行信号转导的 C型凝集素受体，
但其内源性配体尚未明确 [8]．研究表明，CLEC-2
在病毒感染，血小板活化、凝集，肿瘤转移，信号

转导等方面发挥重要的作用[4～7, 9]．人 CLEC-2可能
作为血栓性心血管疾病和肿瘤转移的治疗靶点[5]．

Rhodocytin 是 马 来 西 亚 半 岛 的 一 种 蛇
Calloselasma rhodostoma分泌的强力蛇毒蛋白，可

引起血小板凝集[10]．采用 Rhodocytin亲和纯化和质
谱分析表明，CLEC-2表达在血小板表面，可作为
Rhodocytin的受体．CLEC-2与 Rhodocytin或特异
性抗体结合后，其胞内 YXXL基序的酪氨酸发生
磷酸化，促进其与 Syk结合，在依赖 Syk作用下活
化下游磷脂酶 酌2(PLC酌2)信号分子，引起血小板活
化和聚集[4]．Podoplanin是一个跨膜唾液酸糖蛋白，
它与肿瘤诱导的血小板凝集、肿瘤转移、淋巴管形

成相关，但具体机制尚不清楚．Podoplanin引起的
血小板凝集依赖于 Src 及 PLC酌2活性，但它并不
与血小板膜糖蛋白遇(GP遇)结合[6]．经 X射线晶体
衍射及突变结合研究表明，podoplanin 可能作为
CLEC-2的内源性配体[11, 12]，生理条件下 podoplanin
与 CLEC-2相互作用可诱导血小板聚集，病理生理
条件下，二者的相互作用可能调节肿瘤侵袭及转
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移[9]．另外，Kanazawa等研究发现，CLEC-2可作
为 HIV-1新的黏附因子，通过和 DC-SIGN共同作
用促进血小板捕获 HIV-1病毒，使该病毒长期处
于传染状态，并可能促进 HIV-1在感染病人体内
扩散[9]．

CLEC-2-CRD 位于其 C 端胞外区，经生物信
息学搜索，其抗原表位较丰富，故选择该段作为抗

原免疫家兔制备抗体．本研究主要致力于对构建的

CLEC-2-CRD-His融合蛋白原核表达系统表达的包
涵体进行分离、纯化和鉴定 [10, 13, 14]， 制备和纯化

CLEC-2抗体，为人 CLEC-2配体鉴定及功能研究
奠定基础．

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂. 引物合成由上海生工公司完成；
Taq DNA聚合酶购自申能博彩公司；琼脂糖凝胶
回收试剂盒为上海华舜公司产品；胰蛋白胨、酵

母提取物、琼脂粉、异丙基硫代 -茁-D- 半乳糖苷
(IPTG)均为 Sigma 公司产品；T4 DNA 连接酶、
EcoR玉和 Xho玉内切酶购自 New England Biolabs
公司；Ni-NTA高亲和组氨酸短肽(6 His)结合树脂
为 GE Healthcare公司产品；辣根过氧化物酶(HRP)
偶联的羊抗兔二抗购于 Santa Cruz Biotechnology
公司；Protein Marker 购自 Fermentas公司；PVDF
膜购自 Roche 公司； Lipofectamine 2000 购自
Invitrogen公司；增强的化学发光 (ECL) 试剂盒购
自天根公司；X光胶片为柯达公司产品；显微镜成
像系统购自 Zeiss公司；其余试剂均为进口分装或
国产分析纯．

1.1.2 载体与菌株．pEF6-CLEC-2由日本 Yamanashi
医科大学 Yukio Ozaki教授馈赠；表达载体 pET-23b
购于 Stratagene公司．
1.1.3 实验动物．成年雄性新西兰大耳兔 2.8 kg，
2只，购自中国科学院上海实验动物中心．
1.1.4 实验标本．海绵状血管瘤的人肝脏标本取自

复旦大学附属中山医院病理科.
1.2 方法

1.2.1 目的片段的扩增与纯化．以含有人 CLEC-2
全长编码区的 pEF6-CLEC-2重组质粒为模板，扩
增 CLEC-2基因片段，分别引入 EcoR玉和 Xho玉
酶切位点，正向引物为 5忆 GGGAATTCATGAG-
CCCCTGTGACAC，反向引物为 5忆 AGCTCGAGA-
GGTAGTTGGTCCACCTTG．扩增条件：94℃预变

性 5 min，94℃变性 30 s，52℃退火 30 s，72℃延
伸 30 s，共 35 个循环，然后 72℃延伸 10 min．
PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定，得到预期
407 bp的片段．
1.2.2 重组表达载体的构建．将纯化后的 PCR扩
增产物和 pET-23b表达载体用 EcoR玉和 Xho玉双
酶切，目的片段用琼脂糖凝胶电泳切胶回收，在

T4 DNA连接酶的作用下将目的片段插入 pET-23b
载体，连接产物转化至大肠杆菌 BL21，筛选阳性
克隆进行酶切鉴定，并进一步送 Invitrogen公司测
序鉴定证实得到 pET23b-CLEC-2-CRD重组质粒．
1.2.3 重组蛋白 CRD-His的诱导表达以及鉴定．
转化 pET23b-CLEC-2-CRD重组质粒至表达菌

E. coli．BL21，挑取单克隆接种于 5 ml LB培养基
(含氨苄青霉素 50 mg/L)中，37℃ 200 r/min的条件
下振荡过夜，按 1%的比例接种于 100 ml LB培养
基(Amp+)中，于 37℃ 200 r/min振荡培养 2～3 h，
至 A 550 为 0.8 时，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的
IPTG 30℃诱导表达 4 h，收集菌体．
先取 1 ml IPTG诱导前的菌液，8 000 r/min离

心 1 min，弃上清，菌体进行 15% SDS-PAGE 后
进行考马斯亮蓝染色(Coomassie brilliant blue)；另
取 1 ml IPTG 诱导后的菌液，以 8 000 r/min 离心
1 min，弃上清，沉淀用 1 ml含 1% Triton X-100，
l mmol/L aprotinin，10 mg/L leupeptin 和 1 mmol/L
PMSF预冷的 PBS重悬，超声裂解 10 s，5～10次.
然后 4℃，12 000 r/min离心 10 min，上清转入另
一 EP管中，沉淀用 PBS重悬，分别取部分上清和
沉淀悬浮液做 15% SDS-PAGE后进行考马斯亮蓝
染色，分析重组蛋白的表达形式和含量．

1.2.4 重组蛋白纯化 . 菌液在 4℃，5 000 r/min
离心 10 min，收集细菌，弃上清，沉淀用 1 ml
1伊PBS(含 1% Triton X-100，1 mmol/L aprotinin，
10 mg/L leupeptin和 1 mmol/L PMSF)重悬，在冰浴
条件下超声破菌，沉淀用 1伊包涵体裂解液溶解
(Tris 10 mmol/L pH 8.0，EDTA 0.2 mmol/L，NaCl
20 mmol/L，盐酸胍 6 mol/L，PMSF 1 mmol/L)，离
心取上清，加入 100 滋l用镍柱结合缓冲液预洗过
的 Ni-NTA亲和柱中，4℃ 轮转 4 h，8 000 r/min离
心 1 min后，Ni-NTA亲和柱用镍柱结合缓冲液洗
2 遍，再用镍柱洗脱缓冲液(20 mmol/L Na3PO4，

500 mmol/L NaCl，500 mmol/L咪唑，6 mol/L盐酸
胍)洗脱 CLEC-2-CRD蛋白，在冰上用盐酸胍从高
浓度到低浓度逐渐透析，离心取上清， 15%

1013· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2009; 36 (8)

SDS-PAGE，考马斯亮蓝染色 2 h后用脱色液脱色，
观察蛋白质条带．

1.2.5 多克隆抗体的制备与纯化．将纯化好的重组

蛋白与弗氏完全佐剂混合乳化，作为免疫原，用常

规方法分 3次免疫两只新西兰大耳兔，分别编号
#07129、#07130．加强免疫后收集血清，-70℃保
存．兔血清在 56℃ , 30 min灭活补体后，取 500 滋l
血清加入 Ni-NTA树脂亲和层析，将纯化抗体保存
于-20℃ .
1.2.6 Western blot鉴定抗体特异性.将 pEGFP-N3、
pEGFP-N3-CLEC-2、pEGFP-N3-CLEC-2-CRD空载
体或重组质粒用 Lipofectamine 2000 转染人胚肾
T细胞 293T 48 h 后收集细胞，用 1伊SDS 裂解液
(40 mmol/L Tris pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L
EDTA， 1% SDS， 1 mmol/L aprotinin， 10 mg/L
leupeptin和 1 mmol/L PMSF)裂解细胞提取细胞总
蛋白，煮沸 5 min，离心后取上清液，取大约
50 滋g蛋白质进行 SDS-PAGE后，电转移至 PVDF
膜上，用含 5%脱脂牛奶的 PBST封闭 2 h，分别用
GFP单克隆抗体和纯化后的 anti-CRD抗体为一抗
(1∶1 000)室温孵育 2 h，分别用 HRP标记的羊抗
鼠和羊抗兔为二抗(1∶2 000)室温孵育 1 h，ECL显
色进行蛋白质印迹检测．

1.2.7 免疫组织化学染色鉴定抗体特异性．将用

10%福尔马林固定的患有海绵状血管瘤的肝组织，
经常规脱水、透明、进行石蜡包埋后切片，常规脱

蜡，水洗后经抗原修复，切片入 0.3% H2O2-甲醇
溶液，37℃，30 min，切片经水洗、蒸馏水漂洗后
再用 PBS洗 5 min伊3次，用正常山羊血清(1∶20)
封闭 30 min，然后加入 CLEC-2 抗血清(1∶400)
于 4℃孵育过夜，PBS 漂洗后加入羊抗兔二抗
(1∶200)，室温孵育 1 h，PBS漂洗后加入 PAP试
剂(1∶200)，室温孵育 1 h，PBS漂洗后滴加 DAB
显色液，显色 7 min，梯度乙醇脱水、二甲苯透明
后中性树胶封片．空白对照用免疫前血清取代一

抗，其他步骤相同．

1.2.8 THP-1诱导分化．用 10 滋g/L乙酸肉豆蔻佛
波酯(PMA)刺激人白血病单核细胞系 THP-1细胞
72 h，或者先用 10 滋g/L PMA刺激 THP-1细胞 24 h
后，改用 25 滋g/L IL-4刺激 48 h，诱导 THP-1向成
熟的巨噬细胞分化[15]．刺激结束后收集细胞，提取

细胞总蛋白加入 1伊SDS上样缓冲液，煮沸 5 min，
离心后取上清液进行 SDS-PAGE后电转移至 PVDF
膜上，用上述制备的免疫血清为一抗(1∶1 000)，

用 HRP标记的羊抗兔为二抗(1∶2 000)，按上述方
法进行蛋白质印迹检测．

2 结 果

2.1 重组表达载体 pET23b鄄CLEC鄄2鄄CRD的构建
与鉴定

以含人 CLEC-2 全长 cDNA 的重组质粒
pEF6-CLEC-2为模板进行 PCR，产物经 10 g/L琼
脂糖凝胶电泳，在约 400 bp处可见特异性扩增片
段(图 1)，其分子质量大小与理论计算值相符．

PCR 产物及载体 pET23b 经 EcoR玉和 Xho玉
双酶切，纯化后按比例进行连接，转化大肠杆菌

BL21进行培养，挑取阳性克隆，小量扩增后抽提
质粒，经 EcoR玉和 Xho玉双酶切，经 10 g/L琼脂
糖凝胶电泳分析，得到与预期大小一致的片段

(图 2b)．阳性重组质粒的 DNA测序结果与预期序
列完全一致．因此，已成功构建重组表达载体

pET23b-CLEC-2-CRD．
2.2 CRD鄄His融合蛋白的原核表达及纯化
用构建成功的 pET23b-CLEC-2-CRD质粒转化

E. coli BL21感受态细胞，以 pET23b质粒转化菌
作对照，经 IPTG 37℃诱导表达 4 h后，在收集的
菌液中可以检测到分子质量为 18 ku 左右的
CRD-His蛋白，分析菌体超声裂解后的上清和沉
淀，发现 CRD-His融合蛋白主要以包涵体形式存
在于沉淀中，上清液中并没有表达(图 3)．收集包
涵体沉淀，用 6 mol/L盐酸胍的包涵体裂解液溶
解，CRD-His蛋白大部分溶于包涵体裂解液中．包
涵体溶解液经 Ni-NTA亲和柱纯化，重新折叠和透

Fig. 1 Agarose gel electrophoretic of PCR product
of CLEC鄄2鄄CRD gene

M: DNA marker; 1: PCR product of CLEC-2-CRD.

M 1
bp

3 000

1 000

500
400 407 bp
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Fig. 3 Expression of CLEC鄄2鄄CRD in E. coli BL21
SDS-PAGE analysis of CRD-His fusion protein expressed in E. coli
BL21. 1: Protein marker; 2: Total bacteria proteins into which pET23b
vector was transformed after IPTG induction; 3: Total bacteria proteins
into which pET23b-CLEC-2-CRD recombinant vector was transformed
after IPTG induction; 4: Supernatant proteins after sonication of
4 h induced BL21 of transformed with pET23b-CLEC-2-CRD;
5: Debris afer sonication of 4 h induced BL21 of transformed with
pET23b-CLEC-2-CRD.

1 2 3 4 5

E. coli lysates Sonication

ku

15
18

25

35
45
66

116

CRD

析处理后，得到杂蛋白少、较为单一的目的蛋白条

带(图 4b)，符合 CRD-His的理论分子质量．说明
已经纯化得到了 CRD-His融合蛋白，且纯度大于
95%，经过灰度分析，BSA电泳条带灰度与其浓度
成正比，估计 CRD浓度大约为 1 g/L(图 4a)，符合
抗体制备的抗原纯度和浓度要求．

2.3 多克隆抗体的制备和纯化

两只新西兰大耳兔分别编号为 #07129、
#07130，从其血清各取出 500 滋l采用 Ni-NTA树脂
凝胶柱结合 CLEC-2-CRD-His抗原亲和纯化．纯化
后的抗体经 Western blot直接用 HRP- 羊抗兔二抗
及 ECL检测(图 5)．两个抗血清均显示为清晰的单
条带，可用于后续Western blot、流式细胞术和免
疫荧光等检测．

Fig. 2 Schematic diagram of the ORF cloned in pET23b expression vector and restricition enzyme digestion analysis
(a) Cloning sites of pET23b (+ ). (b) Map of pET23b (+ ) cloning region. (c) Restriction mapping of recombinant vector pET23b-CLEC-2-CRD.

pET23b-L12AR was used as a positive control. 1: Marker; 2: pET23b-L12AR; 3: pET23b-CRD.
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rbsBgl域

Nde玉 Nhe玉 BamH玉EcoR玉

Xba玉

Sal玉Hinc域
Hind芋 Eag玉

Not玉 Xho玉 His·Tag

Bpu1102玉

pET-23bT7·Tag Sac玉
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

(b)

MetAlaSer ThrGly Gln ArgMet Gly GlnMetGly AspProAsnSerSerSerValAspLysLeuAla LeuGluHisHisHisHisHisHisEndAlaAla
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Fig. 8 PMA and IL鄄4 treatments induce downregulation
of hCLEC鄄2 in THP鄄1 cells

Western blot analysis of endogenous CLEC-2 expression in THP-1 cells.

～32 ku

～37 ku

Anti-CRD

Anti-GAPDH

- PMA PMA+IL-4

THP-1

Fig. 4 Purification and quantification of
CLEC鄄2鄄CRD recombinant protein

(a) Quantification analysis of 2, 4, 12, 24 滋g BSA; (b) SDS-PAGE

analysis of purified CRD-His using BSA as control.

2 4 12 24
m(BSA)/滋g

(a) (b)
ku

15
18

25

35
45

66
116

BSA

CRD

2.4 多克隆抗体的Western blot鉴定
将 pEGFP-N3、 pEGFP-N3-CLEC-2、 pEGFP-

N3-CLEC-2-CRD 空载体或重组质粒转染 293T 细
胞 48 h后用 1伊SDS裂解液裂解细胞提取蛋白质，
分别用纯化的 CLEC-2 抗体和抗 -GFP作为一抗，
分别用 HRP-羊抗兔、HRP-羊抗鼠作为二抗，检
测 CLEC-2表达．用纯化的 CLEC-2抗体做免疫印
迹，可以清晰地观察到 54 ku 的 GFP-CLEC-2 和
45 ku的 GFP-CLEC-2-CRD条带，空载体转染对照
并未检测到条带(图 6)．

2.5 多克隆抗体的免疫组织化学鉴定

用免疫组织化学的方法检测 hCLEC-2抗体的
活性．结果显示：在人肝脏海绵状血管瘤的癌旁组

织中，hCLEC-2蛋白主要分布于肝细胞的细胞膜
及细胞浆中，在核膜和细胞核中有少量表达

(图 7b, d)；在海绵状血管瘤组织中，hCLEC-2蛋白
在血窦内皮细胞膜上呈强阳性表达(图 7f, h)．而在
阴性对照组则无显示(图 7 a, c, e, g)．

2.6 内源性 hCLEC鄄2在 THP鄄1诱导分化过程中
的表达变化

THP-1细胞悬浮生长至约 1伊105个 /ml时，用
PMA或 PMA和 IL-4处理，收集细胞提取细胞总蛋
白，用上述纯化的抗体进行Western blot检测(图 8)
内源性 CLEC-2 的表达变化．结果显示纯化的

Fig. 5 Western Blot analysis of purified
anti鄄CLEC鄄2鄄CRD polyclonal antibody

1: Anti-CLEC-2-CRD serum of #07129; 2: Anti-CLEC-2-CRD serum

of #07130; 3: IgG heavy chain of 1 滋g rabbit as a control.

1 2 3

55 ku

Fig. 6 Identification of anti鄄CRD antibody with
ectopic expressed GFP鄄hCLEC鄄2 and GFP鄄CRD

About 2 滋g pEGFP-N3, pEGFP-N3-CLEC-2, pEGFP-N3-CLEC-2-CRD
plasmids were transfected into 293T cells for about 48 h. Whole cellular
proteins were extracted as described aboved. Immunoblotting was
performed using purified anti-CRD polyclonal antibody(1∶1 000 dilution)
or mouse monoclonal anti-GFP antibody (1∶1 000) respectively.

Anti-GFP Anti-CRD

GFP-CLEC-2
GFP-CRD

GFP

Fig. 7 Immunohistochemical detection of hCLEC鄄2
in human liver tissues

(a～d) Normal liver tissue. (e～h) Hepatic cavernous hemangioma.

(a, c, e, g) Tissue was stained with pre-immune serum (伊20, 伊40).

(b, d, f, h) Tissue was stained with anti-hCLEC-2 antibody (伊20, 伊40).

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

(g) (h)

Pre-immune serum Anti-CLEC-2
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抗 -CRD 抗体能够检测出清晰的 32 ku 的目的条
带．和未处理的 THP-1 细胞相比，经 PMA 或者
PMA和 IL-4处理后，CLEC-2在 THP-1细胞中表
达量降低．

3 讨 论

人 CLEC-2 基因于 2000 年由 Colonna 等从人
外周血细胞 cDNA克隆得到[2]，人 CLEC-2是 32 ku
的域型跨膜受体分子，含有单个的 C型凝集素样
结构域，通过颈部与跨膜区相连，其胞浆尾部含有

D-x-Y-x-x-L基序，能促进内吞作用和介导细胞内
信号传导 [6]．由于缺少与 Ca2+ 结合的保守序列，

hCLEC-2属于非经典的 C型凝集素受体，CLEC-2
主要表达在肝血窦内皮细胞、血管内皮细胞、血小

板、巨细胞以及抗原递呈细胞的表面[9, 12]．

最近的研究表明， CLEC-2 能够结合到
HEK293T、Susa、HT1080、U2OS 等肿瘤细胞表
面，导致血小板的活化聚集，从而在肿瘤细胞的表

面形成一个包裹样的结构使肿瘤更容易逃避免疫攻

击，从而促进了肿瘤细胞的转移[11, 16]．通过免疫沉

淀和蛋白质谱进一步分析表明，CLEC-2能够结合
肿瘤细胞表面蛋白 Podoplanin．Podoplanin 作为
CLEC-2 的内源性配体，能够使血小板表面受体
CLEC-2 活化血小板，导致血小板的聚集 [1, 11]．此

外，血小板表面的 CLEC-2还能够与 DC-SIGN 协
同促进 HIV-1感染血小板，从而导致 HIV-1逃避
免疫攻击[9]．

通过基因工程构建包含特定蛋白基因的质粒或

其他载体，然后将该载体导入大肠杆菌进行原核表

达，仍是目前获得融合蛋白较为常用的方法[17]．本

文通过原核表达载体 pET23b的构建，成功地将人
CLEC-2胞外段 CRD 基因的原核表达质粒，转化
到受体菌 BL21后，经 IPTG诱导，SDS-PAGE获
得约 18 ku大小的表达条带(图 3)．另外，pET23b
载体能够表达 6个 His氨基酸组成的短肽，能与镍
凝胶树脂亲和层析和透析袋电洗脱法纯化表达

蛋白．

以融合蛋白作为抗原不仅使蛋白质的纯化变得

容易，而且使制备抗体时有较高的免疫原性．本实

验中采用依赖抗原的亲和纯化方法可得到高纯度的

特异性抗体，将抗原 CLEC-2-CRD结合于镍亲和
纯化柱上，采用 Protein G亲和纯化法从兔免疫血
清中获得 CLEC-2抗体．纯化后的抗体用于检测外
源性蛋白 GFP-hCLEC-2 和 GFP-CRD 的表达，使

用 GFP特异性抗体作为对照，我们发现，抗 -CRD
抗体能清晰地检测出 hCLEC-2 和 CRD 对应条带
(图 6)，表明该抗体能与 hCLEC-2-CRD 结构域特
异性结合．

同时，我们用该抗体来检测正常肝脏组织和人

肝海绵状血管瘤中 CLEC-2蛋白的表达，免疫组织
化学染色结果显示，CLEC-2蛋白表达于肝细胞和
肝血窦内皮细胞中，这和 Pohlmann等研究的结果
一致[9]．另外也说明了我们制备的 hCLEC-2抗体不
仅能应用于 Western blot 分析，而且能应用于免
疫组织化学分析．多克隆抗体的成功制备为研究

hCLEC-2的生物学功能奠定了基础，并为通过胞
外端激活 hCLEC-2并研究其下游通路提供了有利
的工具．

近来的研究表明，THP-1单核白血病细胞系是
研究单核 / 巨噬细胞分化的良好的细胞模型．
THP-1是前单核细胞，属于单核细胞系，悬浮生
长．PMA处理能抑制 THP-1生长，诱导其向巨噬
样细胞分化，并贴壁生长 [18]．在此基础上用 IL-4
诱导能使其向树突状细胞分化，呈现更好的抗原递

呈能力 [15]．我们收集用这两种诱导剂处理后的

THP-1细胞，取其裂解液进行凝胶电泳，并用先前
获得的抗 -CRD抗体进行Western blot检测．结果
显示，内源性 hCLEC-2的蛋白质水平随着 THP-1
向巨噬细胞和树突状细胞分化而明显下调．该结果

初步提示了 hCLEC-2的表达和单核细胞的分化存
在一定的联系．在后续的工作中，我们将以此为基

础，深入研究 hCLEC-2在单核细胞的分化过程中
发挥什么作用，以揭示其相关的生物学功能．
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Abstract hCLEC-2(human C-type lectin-like receptor-2) is a novel identified type域 transmembrane receptor
protein. It is found to be closely associated with virus infection, platelet aggregation, tumor metastasis and signal
transduction. To study the biological function of hCLEC-2 and signaling pathways it is involved in, a specific
antibody against the extracellular domain of hCLEC-2 was prepared. Then, a pET23b-CRD recombinant plasmid
was constructed and transformed into BL21 for protein expression. After the induction with IPTG,
hCLEC-2-CRD-His was found to be expressed in the inclusion body. The fusion protein in inclusion body was
dissolved in 6 mol/L guanidine hydrochloride, purified using Ni-agarose, refolded and dialyzed against PBS. The
purified hCLEC-2-CRD-His was used as an antigen to prepare polyclonal antiserum in rabbits, which was
subjected to affinity purification with Protein G Sepharose. The specificity of anti-CRD antibody was identified by
Western blot analysis of the ectopic expressed GFP-hCLEC-2 and GFP-CRD in comparison with that of GFP
antibody. By using this specific antibody, the endogenous hCLEC-2 was revealed to be down-regulated in human
monocyte THP-1 cells treated with PMA and IL-4. This preliminary result suggests a correlation between the
expression of hCLEC-2 and the differentiation of monocyte. Collectively, the studies here provide a favorable tool
for further investigation of hCLEC-2 associated biological functions.
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