
中南大学学报（医学版）

ＪＣｅｎｔＳｏｕｔｈＵｎｉｖ（ＭｅｄＳｃｉ）　２００７，３２（３）

①

ＬＲＲＣ４多抗制备及在构建不同级别
脑胶质瘤差异表达中的应用

李　丹，武明花，陈琼，黄　河，黄　琛，李伟松，李小玲，李桂源

（中南大学肿瘤研究所，长沙 ４１００７８）

［摘要］　目的：制备兔抗脑瘤候选抑瘤基因 ＬＲＲＣ４（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４）的多克隆抗体，
应用该抗体检测 ＬＲＲＣ４表达与脑胶质瘤病理分级的相关性。方法：应用 ＤＳＧｅｎｅ１．１软件分析 ＬＲＲＣ４全
长蛋白，避开跨膜结构域，选取亲水性及抗原性均好的蛋白序列。构建相应的融合表达载体 ｐＧＥＸ４Ｔ
２／２７６ｂｐ，转入 Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９中 ＩＰＴＧ诱导表达。融合蛋白经纯化后免疫新西兰兔，收集并纯化抗血清，
获得兔抗人 ＬＲＲＣ４多抗，应用该抗体通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和免疫组织化学检测 ＬＲＲＣ４在正常人胚胎各器官
组织中的表达及其在正常脑组织与各级脑胶质瘤中的表达差异。结果：制备了效价高、特异性好的兔抗

人 ＬＲＲＣ４多抗，进一步证实了 ＬＲＲＣ４在正常人脑组织中相对特异高表达，在脑胶质瘤中表达下调（２２
例／３７例）或缺失（１５例／３７例），其表达水平与脑胶质瘤的病理分级相关。结论：兔抗人 ＬＲＲＣ４多抗效
价高、特异性好，应用该抗体检测到 ＬＲＲＣ４的表达水平与脑胶质瘤病理分级密切相关，为 ＬＲＲＣ４后续的
研究工作奠定了基础。
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ＬＲＲＣ４．
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　　我室前期运用 ＥＳＴ介导的定位候选克隆策略
结合 ５′ＲＡＣＥ技术从多种肿瘤高频缺失区 ７ｑ３１
３２克隆了一富亮氨酸重复 （ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，
ＬＲＲ）超家族新成员 ＬＲＲＣ４［１２］，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＡＦ１９６９７６。前期的研究结果表明 ＬＲＲＣ４是一个
脑胶质瘤候选抑瘤基因［３６］。本研究在前期研究

的基础上，着重于 ＬＲＲＣ４多克隆抗体的制备，并应
用该抗体检测 ＬＲＲＣ４在正常人胚胎各器官组织中
的表达及其在正常脑组织与脑胶质瘤中的表达差

异，探讨 ＬＲＲＣ４与脑胶质瘤发生发展的关系，为
ＬＲＲＣ４的深入研究提供有利的工具。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　酶及试剂　　限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ，ＸｈｏＩ
及 λＤＮＡ／ＨｉｎｄＩＩＩ购自华美生物工程公司，Ｐｙｒｏｂｅｓｔ
高保真酶、Ｔ４ＰＮＫ及 ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００购自大
连宝生物工程有限公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。小量质粒抽提纯化试剂盒、小量胶
回收试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司，

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒和 １ＳｔｅｐＴＭ ＡＢＴＳ购自 Ｐｉｅｒｃｅ公司，免疫组织化
学染色试剂盒 ＳＰ９００１，ＤＡＢ及 ＡＥＣ显色试剂盒
购自北京中杉金桥生物技术公司（本文中如未作

特殊标明，均为 ＡＥＣ染色）。抗谷胱甘肽转移酶
单抗及弗氏佐剂购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＰｒｏｔｅｉｎＡＡｇｒｏｓｅ
购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．１．２　引物　　引物由大连宝生物工程有限公
司合成。用于构建重组体 ｐＧＥＸ４Ｔ２／３４５ｂｐ的引
物：５′ＴＴＴＧＡＡＴＴＣＴＧＧＡＧＡＣＣＡＣＧＧＡＧＡＴＣＴＣＧＣＣＴ
３′，含 ＥｃｏＲＩ酶 切 位 点；５′ＡＡＧＣＴＣＧＡＧＴＧＴＣＴ
ＴＣＧＴＣＣＡＣＣＴＧＧＡＴＴＡＴ３′，含 ＸｈｏＩ酶切位点。用

于构建缺失体 ｐＧＥＸ４Ｔ２／２７６ｂｐ的引物：５′ＣＧ
ＴＡＡＧＣＧＧＣＡＣＣＡＧＣＡＧＣＧＧＡＧＴ３′；５′ＣＴＴＧＧＴＧＧＴＣ
ＴＴＣＡＴＧＡＣＴＴＣＡＴＣ３′。
１．１．３　质粒载体、菌株及细胞　　ｐＧＥＸ４Ｔ２原
核表达载体购自 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司，
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＬＲＲＣ４为我室构建保存，Ｅ．ｃｏｌｉ
ＪＭ１０９感受态细胞购自大连宝生物工程有限公
司，Ｕ８７恶性胶质瘤细胞购自美国 ＡＴＣＣ。
１．１．４　组织标本及实验动物　　正常胚胎各器
官组织标本取自 ６～７月龄经水囊引产的男性胚
胎，来源于湖南省妇幼保健院。脑瘤病理标本来

源于中南大学湘雅医院病理科，均根据 ＷＨＯ诊断
标准进行确诊。

纯种清洁级新西兰兔，雄性，３月龄，每只 ２～
３ｋｇ，共４只，购自上海中科院动物实验室，由中南
大学动物学部代为饲养。

１．２　方法
１．２．１　 重 组 体 ｐＧＥＸ４Ｔ２／３４５ｂｐ及 缺 失 体
ｐＧＥＸ４Ｔ２／２７６ｂｐ的 构 建 　 　 以 ｐｃＤＮＡ３．１
（＋）／ＬＲＲＣ４为模板用 Ｐｙｒｏｂｅｓｔ高保真酶进行
ＰＣＲ扩增，构建 ｐＧＥＸ４Ｔ２／３４５ｂｐ重组体，经测
序证实后采用一步 ＰＣＲ扩增法［６］构 建 缺失体

ｐＧＥＸ４Ｔ２／２７６ｂｐ，将含插入片段的阳性克隆送
往上海博亚生物技术有限公司测序。

１．２．２　融合蛋白的诱导表达、鉴定与纯化　　挑
取空白载体 ｐＧＥＸ４Ｔ２、缺失体 ｐＧＥＸ４Ｔ２／２７６
ｂｐ单菌落分别接种至 ＡＭＰ＋（１００μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ
培养基中，３７℃振荡培养过夜。按１∶１００比例将过
夜培养菌液分别接种至 ＡＭＰ＋ ＬＢ培养基中，３７℃
振荡培养至 Ａ６００＝０．６～０．８时，加入 ＩＰＴＧ至终浓
度为 １．０ｍｍｏｌ／Ｌ继续培养 ５ｈ，离心收集菌体，采
用超声破碎裂解细菌蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析。
融合蛋白诱导成功后以抗谷胱甘肽转移酶单抗作
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为一抗应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹进行鉴定。按上述条件
将含缺失体 ｐＧＥＸ４Ｔ２／２７６ｂｐ的菌液大量诱导
后离心收集菌体，加入预冷的 ＰＭＳＦ终浓度为 ０．１
ｍｍｏｌ／Ｌ的细菌裂解缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
ｐＨ８．５～９．０，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８．０，１００ｍｍｏｌ／
ＬＮａＣｌ，０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１ｍｇ／ｍＬ溶菌酶）重
悬，超声破碎裂解后离心收集沉淀，沉淀经含 ０．
２％脱氧胆酸，１．０ｍｏｌ／Ｌ尿素的 ０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ反复洗涤后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析，观察纯化效
果。

１．２．３　多克隆抗体的制备、纯化及鉴定　　动物
免疫前，由耳缘静脉采血，间接 ＥＬＩＳＡ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹检测免疫前血清与 ＬＲＲＣ４蛋白的反应性，证
实免疫前兔血清中不含 ＬＲＲＣ４的天然抗体，同时
留取一部分作为阴性对照。用适量生理盐水重悬

纯化的包涵体蛋白，与等体积弗氏佐剂充分研磨

乳化后采用背部皮下多点注射免疫，初次免疫用

弗氏完全佐剂，加强免疫用弗氏不完全佐剂，免疫

剂量为 ０．５～１．０ｍｇ／ｋｇ。于初次免疫后第 ３周进
行第 １次加强免疫，第 ６周进行第 ２次加强免疫。
每次加强免疫后 ５～７ｄ由耳缘静脉采血，ＥＬＩＳＡ
检测抗体效价，当效价达到预期水平时，采用颈动

脉放血法收集抗血清。抗血清经硫酸铵沉淀法粗

提纯、与大肠杆菌裂解液共同温育［７］、ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲
和层析以及免疫吸附［８］等一系列方法纯化后，进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及免疫细胞化学鉴定。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及免疫组织化学检测 ＬＲＲＣ４
在胚胎各器官组织及脑胶质瘤中的表达　　抽提
胚胎各器官组织总蛋白，以纯化后的多克隆抗体

按１∶２０００稀释作为一抗，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＬＲＲＣ４
在正常胚胎各器官组织中的表达。同时将胚胎各

器官组织标本制作成石蜡切片，切片经烤片、脱

蜡、水化后采用高压热修复抗原，纯化后的多克隆

抗体以１∶２０００稀释作为一抗，同时以 ＰＢＳ和免疫
前血 清 作 对 照，通 过 免 疫 组 织 化 学 实 验 检 测

ＬＲＲＣ４在正常胚胎各器官组织中的表达及在正常
脑组织与脑胶质瘤中的表达差异。

２　结　　果

２．１　生物信息学分析　　运用 ＤＳＧｅｎｅ１．１软件
分析 ＬＲＲＣ４全长蛋白的亲水性及抗原性，根据软
件分析结果（图 １），初步选取第 ４６０～５７４位氨基
酸的一段蛋白序列（核苷酸长度为 ３４５ｂｐ，图 １中
红色和紫色部分）来制备抗体，但其中包含一段亲

水性及抗原性极差的跨膜序列（第 ５２８～５５０位氨
基酸，图 １中紫色部分），考虑用这一段跨膜序列
缺失后的蛋白序列（核苷酸长度为２７６ｂｐ）来制备
抗体可能效果会更好，将缺失后的蛋白序列返回

至蛋白数据库进行匹配，证实该序列特异性好。
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图１　ＤＳＧｅｎｅ１．１软件分析ＬＲＲＣ４全长蛋白的亲水性及抗原性
Ｆｉｇ．１ＡｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙａｎｄａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＬＲＲＣ４ｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈＤＳＧｅｎｅ１．１

２．２　重组体 ｐＧＥＸ４Ｔ２／３４５ｂｐ及缺失体 ｐＧＥＸ
４Ｔ２／２７６ｂｐ的构建　　以 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＬＲ
ＲＣ４为模板采用定向克隆法构建重组体 ｐＧＥＸ
４Ｔ２／３４５ｂｐ，经 ＥｃｏＲＩ和 ＸｈｏＩ双酶切鉴定，其酶

切产物分别在 ４．９ｋｂ和 ３４５ｂｐ处出现条带，经测
序证实后以其为模板采用一步 ＰＣＲ法构建缺失体
ｐＧＥＸ４Ｔ２／２７６ｂｐ，酶切鉴定结果显示其产物分
别在 ４．９ｋｂ和 ２７６ｂｐ处出现条带（图 ２），并经测
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序进一步证实。

２．３　ＧＳＴ融合蛋白的诱导表达、鉴定与纯化　　
缺失体 ｐＧＥＸ４Ｔ２／２７６ｂｐ转化菌株经 ＩＰＴＧ诱导
后与空白载体 ｐＧＥＸ４Ｔ２转化菌株诱导组比较，
其细菌裂解液中有一明显的新生蛋白条带（３６
ｋＤ，与理论预测值一致），且该蛋白在上清中分布
很少，主要以包涵体形式存在（图 ３Ａ），经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹检测证实该新生蛋白条带为 ＧＳＴ融合蛋白
（图 ３Ｂ）。包涵体沉淀经含 ０．２％脱氧胆酸，１．０
ｍｏｌ／Ｌ尿素的 ０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ反复洗涤后获得
较高浓度的融合蛋白，灰度扫描显示纯度高达

８０％以上（图 ３Ｃ）。
２．４　多克隆抗体效价的测定　　以洗涤纯化后
的包涵体蛋白为抗原免疫新西兰兔，于第 ２次加
强免疫后 ５～７ｄ由耳缘静脉采血，经间接 ＥＬＩＳＡ
检测抗体效价为１∶１０８以上（图４）。
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图３　融合蛋白的诱导表达、鉴定与纯化　Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥ胶分析ＧＳＴ融合蛋白的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析 ＧＳＴ融合蛋白的
表达；Ｃ：ＧＳＴ融合蛋白的纯化
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图４　间接ＥＬＩＳＡ检测抗ＬＲＲＣ４多克隆抗体的效价
Ｆｉｇ．４ＴｉｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｔｉｓｅｒｕｍｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ

２．５　ＬＲＲＣ４多克隆抗体的鉴定　　以纯化后的
多抗１∶２０００稀释通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测其与 ＧＳＴ
蛋白、融合蛋白、转染了质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／
ＬＲＲＣ４的 Ｕ８７细胞的总蛋白及胎脑组织匀浆上清
的反应性，结果显示纯化后的多抗不能与 ＧＳＴ蛋
白结合，但仍能识别融合蛋白，也能在转染了

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＬＲＲＣ４的 Ｕ８７细胞的总蛋白和胎
脑组织匀浆上清中检测出 ＬＲＲＣ４蛋白。将转染了
质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＬＲＲＣ４的 Ｕ８７细胞和未转
染质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＬＲＲＣ４的 Ｕ８７细胞分别
制成细胞爬片，以自制的抗体１∶２０００稀释作为一
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抗，应用免疫细胞化学实验进一步验证该抗体的

实用性（图 ５）。
２．６　应用 ＬＲＲＣ４多克隆抗体免疫组织化学检测
ＬＲＲＣ４在正常胚胎各器官组织中的表达　　结果
显示，ＬＲＲＣ４在正常脑组织中相对特异高表达，而
在心、肝、肺、食管、小肠、肾、膀胱、睾丸、胸腺、胰

腺、肾上腺、皮肤等组织中未检测到表达（图 ６）。

２．７　ＬＲＲＣ４在各级脑胶质瘤中的表达及其与脑
胶质瘤病理分级的关系　　应用免疫组织化学方
法检测 ＬＲＲＣ４在各级脑胶质瘤中的表达（ｄａｔａｕｎ
ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ），结果显示，ＬＲＲＣ４在星形胶质细胞瘤 Ｉ
级中表达下调，在星形胶质细胞瘤 ＩＩ级中表达下
调或缺失（１０例表达下调，４例表达缺失），在星
形胶质细胞瘤 ＩＩＩ级中表达缺失［９］。

! "

# $

图５　免疫细胞化学实验检测自制的多抗（×４０）　Ａ：Ｕ８７细胞，对照组（ＰＢＳ为一抗）；Ｂ：Ｕ８７细胞，实验组ＬＲＲＣ４表达阴性；
Ｃ：Ｕ８７／ＬＲＲＣ４，对照组（ＰＢＳ为一抗）；Ｄ：Ｕ８７／ＬＲＲＣ４，实验组，ＬＲＲＣ４表达阳性，阳性信号位于胞浆
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３　讨　　论

对于一个完全抗原而言，它必须同时具备免

疫原性和免疫反应性。并非所有肽段都能形成有

效的抗原决定簇，只有暴露于分子表面并形成一

定空间构象的肽段才能作为功能性表位，刺激抗

体产生。通常暴露于分子表面的肽段由亲水性氨

基酸组成，而深藏于分子内部的肽段由疏水性氨

基酸组成，因此在选择用于制备多克隆抗体的蛋

白序列时较为常见的是选择亲水性及抗原性较强

的部分，尽量避免跨膜序列。由此，我们运用 ＤＳ
Ｇｅｎｅ１．１软件对 ＬＲＲＣ４全长蛋白进行分析，选取
其中一段亲水性及抗原性相对较好的蛋白序列用

以制备多抗。

实验中发现 ＩＴＰＧ诱导的 ＧＳＴ融合蛋白主要以

包涵体形式存在，且在３７℃诱导５ｈ后，其蛋白表
达量最高。曾采用降低诱导温度、降低 ＩＰＴＧ浓度
及更换菌株等方法，均未能增加融合蛋白的可溶

性。包涵体的形成对于重组蛋白的产生具有以下

优势［１０］：（１）可溶性外源蛋白在菌体内易受蛋白
酶的攻击，而包涵体的形成可以避免蛋白酶对外

源蛋白的降解，且对于一些有毒性的蛋白产物而

言，包涵体的形成可保护宿主细胞；（２）包涵体的
形成使得菌体内可溶性融合蛋白的浓度降低，有

利于重组蛋白表达量的提高；（３）包涵体中杂蛋
白含量低，有利于分离纯化；（４）包涵体的形成增
加了重组蛋白的免疫原性。基于包涵体的上述优

点，采用经洗涤纯化的包涵体蛋白免疫新西兰兔

获得多克隆抗体。
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图６　免疫组织化学检测ＬＲＲＣ４在胚胎组织中的表达
Ｆｉｇ．６ＩｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬＲＲＣ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈａｎｔｉＬＲＲＣ４ａｎｔｉｂｏｄｙ

　　本研究成功获得了效价高、特异性好的抗
ＬＲＲＣ４多克隆抗体，能以１∶２０００稀释用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ及免疫组织化学实验，从而为疏水性极强的蛋
白质的抗体制备提供了较好的范例。应用该抗体
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ＬＲＲＣ４多抗制备及在构建不同级别脑胶质瘤差异表达中的应用　李　丹，等

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹、免疫组织化学实验进一步证实
了 ＬＲＲＣ４为脑组织相对特异性表达基因，其在正
常脑组织中高表达，在脑瘤组织中表达下调或缺

失，与前期通过 ＲＴＰＣＲ和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹检测的结
果一致［２］。同时发现 ＬＲＲＣ４的表达水平与脑胶质
瘤的病理分级呈负相关亦与 ＲＴＰＣＲ和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
印迹检测结果一致［６］，进一步证实了 ＬＲＲＣ４在脑
胶质瘤发生发展过程中发挥重要作用，其表达缺

失参与了脑胶质瘤进程中的晚期事件，从而提示

ＬＲＲＣ４是一个胶质瘤抑制性基因。抗 ＬＲＲＣ４多抗
的制备将为深入研究 ＬＲＲＣ４的功能提供有利的工
具，从而为今后脑胶质瘤的临床诊断与治疗提供

重要的理论基础与实验依据。
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