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【摘( 要】目的：制备人 SC? 蛋白多克隆抗体, 方法：克隆全长

/C?#;BWE 编码序列并进行原核表达与鉴定, 用镍离子螯合柱

（W4#W-E）纯化原核表达的全长 SC? 蛋白，获得纯度较高的目

的蛋白, 用纯化后蛋白免疫新西兰大白兔制备多克隆抗体并

吸附去除非特异性反应成分, 结果：[.FD.C< 印迹结果表明，

纯化前后的抗血清在 )& X7 处均检测到目的蛋白条带，说明

吸附纯化后的抗体可以与 SC? 蛋白特异结合, 而纯化后抗体

[.FD.C< 印迹结果目的条带只有一条，说明吸附纯化后得到高

特异性抗血清，其免疫印迹的效价在 !" \)以上，有较高免疫印

迹滴度, 结论：成功制备了高效价高特异性的兔抗人 SC? 蛋白

的多克隆抗体，为 SC? 功能的进一步研究提供了重要的实验

工具,
【关键词】脂多糖类；人脂多糖应答基因；人脂多糖应答蛋

白；抗体制备
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DE 引言

脂多糖（ /4?6?6/=F3;;A3C4:.，SNK）是细菌内毒素，

是革兰氏阴性（^ \ ）细菌感染的主要致病因子，它与

某些炎症的发生密切相关［!］, 探讨脂多糖刺激后表

达发生改变的基因的功能，有针对性地研究其在 SNK
信号转导通路中的作用部位及作用性质，有助于增加

对炎症反应分子机制的认识, 人 @AB（ @$B4B4@CD3??23&
A$E/ A/DB4%D/E (/%/，@AB）是一种脂多糖应答基因, 系

本课题组采用基于 NR_ 的改良消减杂交技术，从

SNK 刺激后的人牙髓细胞差异表达基因文库中筛选

出的应答基因［$］，̂ .<I3<X 录入号为 EO!*’%*", 但

当时得到的只是该基因编码 W#端 !0) 个氨基酸的序

列, 随后全长 ;BWE 也被克隆并录入 ^.<I3<X（录入

号 WJ"!0’)"）, 本课题组克隆了全长 @AB#;BWE 编码

序列并进行了原核表达与鉴定［’］, 分析表明，全长人

@AB 编码 +$0 个氨基酸，并有亮氨酸拉链的特征结构,
本实验对原核表达的 SC? 蛋白进行纯化，用纯化后的

蛋白免疫新西兰大白兔制备抗血清,

FE 材料和方法

F, FE 材料E 大肠杆菌 IS$!（B1’）由本室保存；重组

人 /C? 融合表达载体 ?;-E-#A/C? 由本课题组构建保

存, SNK（K4@23 公司）；5_N 标记的羊抗兔 ‘@^ 及化

学发光底物（N4.C;. 公司）；弗氏完全、不完全佐剂

（^4T;6I_S 公司）；W4#W-E 纯化系统（]43@.< 公司）；
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纯种新西兰大白兔（第四军医大学实验动物中心）!
!! "# 方法

"! #! "$ %&’ 的表达纯化 $ 将重组人 !"# 融合表达载

体 ’()*)+$!"# 转化转化 ,%#"（-./）感受态细菌，挑

单菌落扩大培养后 01)2（ 终浓度为 3! # 4456 7 %）诱

导表达 89:;+)*)+%&’ 融合 蛋 白! 将 诱 导 后 的 菌 液

##<# = 7 4:> 离心 "3 4:>，收集菌体，用 ?).（"33 = 7 %
蔗糖，"3 4456 7 % )&:;+@6 ’9 A! 3，" 4456 7 % .-)*
’9 A! 3）洗 " 遍；离心收集菌体后用 ?). 重悬，超声

破碎菌体（ 整个过程均在冰浴中），"/ #3" %，BC，离

心 /3 4:>，收集包涵体沉淀，再用包涵体溶解缓冲液

（D3 4456 7 % )&:;+@6 ’9 A! 3，" 4456 7 % .-)* ’9
A! 3，"33 4456 7 % EF@6，A 456 7 % 尿素）溶 解 沉 淀，

"/ #3" = 7 4:>，BC，离心 /3 4:>，收集上清；用镍离子

金属螯合柱（E:+E)*）纯化 %&’ 蛋白（ 按公司提供的

操作说明进行），并作 ?-?+1*2. 分析!
"! #! #$ 抗体制备$ 用约 B3 != 纯化的 %&’ 蛋白于脊

柱两侧多点注射免疫新西兰大白兔，免疫周期为 3 G，

H G，#A G，/D G! 第 " 次加弗氏完全佐剂，其余 / 次

加弗氏不完全佐剂! 第 B 次免疫 " IJ 后颈动脉取

血，/HC静置 "# K 分离血清，"B8H = 7 4:> 离心 "3 4:>
去除残留红细胞! 将制备的抗血清按 "L"3B 稀释，以

免疫前兔血清为对照对诱导表达 %&’ 后的全菌蛋白

样品进进行 MN;ON&> ,65O 分析检测抗体!
"! #! /$ 抗 %&’ 抗血清的吸附纯化和特异性鉴定$ 培

养转化 ’()*) 载体的 ,%#"（-./），收菌后用 ?). 重

悬浮菌体沉淀，加入溶菌酶（每克湿菌 / 4=）作用 "! D
K，加脱氧胆酸钠（每克湿菌 B 4=）搅动 "3 4:>，再加 "
= 7 % 的 -EF;N"（每克湿菌 B !%），搅拌直至不再粘稠

（以上操作均在冰浴进行）；此时向裂菌液中加入等

体积的 BC预冷丙酮，混匀，冰浴 /3 4:> 沉淀全菌蛋

白，然后 DA8H %，BC离心 "3 4:> 收取全菌蛋白沉淀；

沉淀用 1,? 洗涤 " 遍后与所制备抗血清于 /HC摇动

共孵 # K 吸附去除非特异性反应成分! 将吸附前和

吸附后的抗体分别按 " L"3/，" L"3B，" L"3D，" L"38 稀

释作一抗，对诱导表达 %&’ 后的全菌蛋白样品进行

MN;ON&> ,65O 分析!

"# 结果

"$ !# %&’ 蛋白的表达与纯化 # 诱导 # % 菌液，表达

后的工程菌经超声裂解后分别取上清和沉淀样品进

行蛋白电泳，结果显示目的蛋白在包涵体中（ 图 "）!
将所得包涵体用包涵体溶解缓冲液溶解后经 E:+E)*
一步纯化! 得到约 A 4= 蛋白，且纯度较高（图 #）!

"：蛋白浓缩后的上清；#：上清；/：沉淀；B：低分子质量蛋白 4F&J+

N&!

图 "$ 诱导细菌裂解后 ?-?+1*2. 的上清和沉淀

"：E:+E)* 纯化的融合蛋白；#，/：诱导和未诱导的 ’()*)+$!"#；B，D：

诱导和未诱导的未转化的 ’()*) 对照；8：低分子质量蛋白 4F&JN&!

图 #$ 通过 E:+E)* 纯化融合蛋白的 ?-?+1*2. 分析

"! "# 抗血清的检测# 用收集未纯化抗血清作一抗，

以免疫前兔血清为对照对诱导表达 %&’ 后的全菌蛋

白样品进进行 MN;ON&> ,65O 分析，结果显示（图 /），用

所制备的抗血清在 8< JP 位置明显杂到了一条预期

的条带，而对照血清泳道相同位置处无相应条带出

现! 说明所制备抗血清中确有一定浓度的抗目的蛋

白的抗体!

"：第一抗体对所制备抗血清的检测；#：第一抗体对正常血清的检

测!

图 /$ 所制备抗血清的 MN;ON&> ,65O 检测

"$ (# %&’ 抗体的制备纯化及特异性鉴定# 免疫新西

兰大白兔后，获得抗血清! 抗体吸附纯化后，以分别
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按 !"!#$，!"!#%，! "!#&，! "!#’ 稀释纯化前和纯化后

的抗兔血清作为一抗，用 ()*+),- 印迹方法检测全菌

蛋白样品. 结果显示（图 %，&），纯化前后的抗血清在

’/ 01 处均检测到了目的蛋白条带，说明所制备抗体

可以与所表达目的蛋白结合；但纯化前抗体所检测到

的非特异条带较多，而纯化后抗体 ()*+),- 印迹结果

就只有一条目的条带. 说明吸附纯化后得到了高特

异性的抗血清，并且其免疫印迹的效价在 !# 2’以上.

! 3 %：抗血清的稀释比 !"!#$，!"!#%，!"!#&，!"!#’ .

图 %4 未纯化抗血清的 ()*+),- 567+ 分析

! 3 %：抗血清的稀释比 !"!#$，!"!#%，!"!#&，!"!#’ .

图 &4 纯化后抗血清的 ()*+),- 567+ 分析

!" 讨论

89: 是细菌内毒素，与某些炎症的发生密切相

关［!］. 它是 ; 2 细菌感染的主要致病因子，也是一种

危及人类健康乃至生命的重要的病原菌相关模式分

子（ <=+>7?)-@=**7AB=+)C D76)A16=, <=++),-，9EF9）.
89: 进入体循环时，就会形成内毒素血症，引起明显

的病理生理反应.
近年来的实验显示［%］，89: 除引起危及生命的

; 2 菌毒血症外，也参与一些局部特定疾病，如泌尿

系统、心血管系统、呼吸系统、消化系统等多个系统疾

病. 目前认为 89: 也是引起人和实验动物中毒性休

克的主要因素［&］. 而所有这些作用的发挥，都是藉一

系列被称为模式识别受体（ <=++),- ,)A7?-B+B7- ,)A)<@
+7,*，9GG*）［’］的膜蛋白分子对 89: 识别［H 2 /］，以及

一系列相关的胞内信号传导途径对所识别信号的传

递和放大来实现的. 89: 信号传导途径非常复杂，单

凭现有的信号传导分子很难解释其中的一些通路.
研究 89: 的致病机制，必须寻找新的信号传导分子.

人 !"# 就是新发现的一种 89: 应答基因. 功能位

点的分析发现，!"# 的基因序列中包含两条相互重叠

的亮氨酸拉链结构［8@I（’）@ 8@I（’）@8@I（’）@8］. 亮

氨酸拉链结构是 JKE 结合蛋白的特征型结构，该结

构往往出现在几种特定的蛋白质中：即与细胞生长代

谢相关的分子中（如转录因子、癌基因）. 对 !"# 进行

研究可能会有助于进一步认识 89: 介导的信号转导

通路，增加对炎症反应分子机制的认识. 并可能为内

毒素血症等 89: 相关疾病寻找新的治疗靶点.
本实验成功制备了高效价高特异性的兔抗人

8,< 蛋白的多克隆抗体，为 8,< 功能的进一步研究提

供了重要的实验工具.
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