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摘要  [ 目的] 用基因免疫法制备人类胰岛素样生长因子Ⅱ( IGF-Ⅱ) 的抗体 ,从而检验基因免疫法的可行性。[ 方法] 通过RT-PCR 法克隆
到 IGF-Ⅱ基因 ,将其连接到pcDNA3 .1A 载体上,用含I GF-Ⅱ基因的质粒通过皮下、肌肉注射2 种途径免疫小鼠 ,制备抗血清 ;用Western blot
法检测抗体特异性和抗体效价,探索基因免疫法制备抗体的方法,并进一步观察免疫次数及途径对抗体产生的影响。[ 结果] 基因免疫
不同次数的小鼠体内均有抗体产生 ,且皮下、肌肉不同免疫途径的血清均显示阳性结果 ,其中皮下注射免疫抗体产生较早 ;抗体效价可
达到1∶500 ,而且特异性较强。[ 结论] 通过基因免疫法制备IGF-Ⅱ抗体是可行的 ,而且效果较好。
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Abstract  [ Objective] The ai mwas to get Insulin-li ke Growth Factor-Ⅱantibody and detect the applying field of gene i mmunization .[ Method] IGF-Ⅱ
gene were cloned by RT- PCR and ligated to plasmid pcDNA3 .1Afor mouse i mmune by intramuscular injection and intradermal injectionto produce anti-
body in antiserum.The specificity and efficiency of the antibody were detected by Western blot for further studying the approach of gene i mmunity ,as well
as the effect of different ti mes and approaches onthe producing antibody .[ Result] Antibodies coul d be detected ini mmune mice by bothintramuscular in-
jection and intradermal injection with different i mmune ti mes . Antibody produced early with i ntradermal injection treat ment . The efficiency of antibody
reached 1∶500 with high antibody specificity .[ Conclusion] It was feasible and effective to produce antibody by mouse with gene i mmunization.
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  近年来, 采用 DNA 免疫法制备抗体的研究日渐增多。

该方法可以有效避免大量分离和纯化抗原, 只需将编码抗原

的c DNA 克隆到真核表达载体上, 用重组质粒免疫动物 ,即可

产生针对该抗原的抗体。对于那些难以纯化或在纯化过程

中结构易被破坏的蛋白,基因免疫法可能是制备特异抗体的

唯一方法。抗体制备后 ,还可以作为纯化抗原的亲和剂用来

纯化目标蛋白。因此, 通过带有目的基因的纯化质粒 DNA

注射小鼠, 使其表达外源目的蛋白, 并以此蛋白为抗原诱导

产生特异性免疫, 从而制备抗血清的研究具有重要理论和实

践意义。目前,国内外已有用基因免疫法制备高效价抗体的

报道[ 1 - 3] ,但对于人的类胰岛素样生长因子Ⅱ( IGF-Ⅱ) 这样的

成熟蛋白序列, 与小鼠基因同源性较高, 基因免疫法制备抗

体还未见报道。为此, 笔者研究了基因免疫的特异性和方法

的可行性,为探索简便的多克隆抗体制备技术提供依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 同系昆明种小白鼠( 购自潍坊医学院实验动物

中心) ,雄性,6～8 周龄 , 平均45 g。辣根过氧化物酶标记羊

抗小鼠IgG、标准IGF-Ⅱ抗体、DAB 染色液试剂盒均购自北京

博奥森生物技术有限公司;硝酸纤维素膜购自北京天为时代

生物科技公司; 载体构建用的限制性核酸内切酶基因、反转

录酶、克隆载体等购自普洛麦格公司。其他试剂均为分析

纯。测序分析委托北京爱博公司进行。

1 .2  I GF-Ⅱ基因的克隆和表达载体的构建  按照《分子克

隆》方法和试剂盒说明[ 4] ,采用Trozol 试剂盒提取人胎盘组织

的总 RNA, 利用 AMV 反转录试剂盒将人总 RNA 反转录成

c DNA, 所采用的扩增引物为:P1( 5′- CGAATTCACAATGGGAA-

TCCCAAT- 3′) ,P2(5′- GAAAGCT- TGCAGTTTTGCTCACTTC-3′) 。

以c DNA 为模板, 用LA- Taq 酶扩增 IGF-Ⅱ基因,电泳后回

收571 bp 目标带,连接pGEM- T 载体 ,转化大肠杆菌后进行酶

切和PCR 鉴定。选阳性菌落的质粒, 采用 EcoRⅠ和 Hi ndⅢ双

酶切载体,电泳后回收559 bp 小片段,提取pc DNA3 .1A 质粒 ,

用同样的2 种酶进行双酶切 , 并对载体进行 CIAP 脱磷酸基

处理, 将载体与IGF-Ⅱ酶切产物连接 ,转化大肠杆菌, 对阳性

菌落进行双酶切检验和测序分析 ,验证无碱基突变后大量提

取质粒。

1 .3 重组质粒的大量提取和浓度、纯度分析  挑取鉴定为

阳性的单菌落接种于100 ml 含氨苄青霉素的LB 液体培养基

中,37 ℃振荡培养过夜, 用质粒大量提取方法[ 4] 提取pcDNA

3 .1-IGF-Ⅱ, 提取后进行电泳检测 ,浓度测定采用分光光度法 ,

样品 OD260/ OD280 接近 1 .8 时可以使用。样品浓度低于 2

mg/ ml 时进行乙醇沉淀 ,重新溶解; 样品浓度较大时, 用 PBS

稀释至使用浓度。

表1 注射含基因 I GF-Ⅱ的重组质粒DNA的小鼠

Table 1  The mice injected withrecombinant plasmid DNA of IGF-Ⅱgene

组别

Group

肌肉注射的小鼠编号

Code of mice intram-

uscular injection

皮下注射的小鼠编号

Code of mice with

intradermal injection
初次免疫First i mmunity 1、11 2、13

2 次免免疫Secondi mmunity 4、5 6、14

3 次免疫Thirdi mmunity 8、9 10、15

对照Control 3、7、12 16、17、18

1 .4  小鼠免疫方案  将提取的质粒溶于0 .01 mol/ L PBS 溶

液中至最终注射浓度为1 mg/ ml [ 2 ,5] 。采用后腿肌肉和皮下2

种免疫途径,平均每只注射50 μl PBS 或重组质粒 DNA 进行

多点注射。初次免疫的小鼠免疫2 周后取血;2 次免疫的小

鼠免疫2 周后, 对小鼠加强免疫;3 次免疫的小鼠每隔2 周对

小鼠免疫1 次, 免疫3 次[ 6 - 7] 。设注射PBS 溶液的组为对照

组。注射含基因 I GF-Ⅱ的重组质粒DNA 的小鼠见表1。各组

在最后一次免疫后2 周对小鼠进行摘眼球采血。收集血清

至1 .5 ml 离心管中, 将所采得的新鲜血液4 000 r/ min 离心10
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min , 取上清, 重复1 次,4 ℃保存,备用。长期保存的血清, 应

加浓度15 %甘油于- 20 ℃保存。

1 .5 抗体特异性检测和效价分析

1 .5 .1 Western blot( SDS- PAGE) 检测抗体特异性。取冷冻保

鲜的人体胎盘组织1 g ,加入1 ml 样品处理液[ 8] ,于冰上研磨

处理。将混合液转入离心管中,12 000 r/ min 离心2 min。取

上清, - 20 ℃保存备用。向人体胎盘组织蛋白中 , 加等体积

上样缓冲液 ,95 ℃变性3 min , 置冰上2 min。对提取的人体

胎盘总蛋白用浓度15 % 凝胶进行SDS - 聚丙烯酰胺凝胶电

泳( SDS- PAGE) [ 8] 。转膜采用连续缓冲液半干转移法。硝酸

纤维素膜用前于连续缓冲液中浸泡, 并用玻璃棒驱除气泡 ,

上下各3 层湿润滤纸。盖上带正电极的上盖 ,恒流80 mA, 冰

上转移2 h。转膜后,浓度0 .5 %丽春红染色观察胎盘总蛋白

质的分离和转膜效果, 剪膜并标记方向 ,PBS 冲洗至无色, 用

浓度3 %BSA 封闭过夜( 4 ℃) 。以购买的标准IGF-Ⅱ抗体( 一

抗) 为对照, 随机选择自制抗体( 一抗) 分别进行杂交、洗膜、

二抗杂交、洗膜, 显色时将2 种处理一起摆放, 加 DAB 显色

液, 终止显色反应,观察结果并照相。

1 .5 .2 斑点印迹杂交检测抗血清效价和免疫效果。将硝酸

纤维素膜剪成多个小块, 分别标记鼠号、抗血清的稀释浓度。

用微量移液器将微量IGF-Ⅱ蛋白等量点到膜上, 然后采用半

干转膜法将蛋白固定30 min。取出膜后 , 封闭。用浓度3 %

BSA 配制的各小鼠一抗滴加到膜上, 分别进行杂交。其中 ,

IGF-Ⅱ抗体以1∶400 稀释为阳性对照,以注射PBS 溶液小鼠的

血清为阴性对照。以不加一抗的斑点为另一阴性对照 ,注射

IGF-Ⅱ的小鼠抗血清分别稀释200、500、1 000 倍点样。采用

Western blot 方法,进行杂交、显色。

2  结果与分析

2 .1 I GF-Ⅱ基因的克隆和重组子的鉴定  由图1 可知, 经

RT- PCR 方法扩增 I GF-Ⅱ基因, 获得571 bp 目标片段。将该片

段连接到pGEM- T 载体上 , EcoRⅠ与 Hi ndⅢ双酶切检验结果与

理论值相符,切割出559 bp 目标序列,结果见图2。经测序分

析,与Genbank 上登陆的人 I GF-Ⅱ基因编码序列完全一致。

再将获得的 I GF-Ⅱ基因克隆到pc DNA3 .1 上, 选择 EcoRI 与

Hi ndⅢ双酶切表达载体和克隆载体 , 回收559 bp 目标片段 ,

连接到表达载体上, 转化大肠杆菌, 提取质粒 DNA 进行酶切

检测, 结果见图3。从图3 可以看出, 检测值与理论值相符 ,

有559 bp 的目标序列。经测序分析, 目标序列没有发生突

变, 可以用于基因免疫。

图1 RT-PCR 扩增的人 I GF-Ⅱ基因

Fig .1 RT-PCRamplificationof human I GF-

Ⅱgene

图2 pGEM- T-IGF 质粒的双酶切

Fig.2  Double enzyme digestion of pGEM- T-

IGF plasmid

图3 pcDNA3.1-IGF 质粒的双酶切验证

Fig .3  Enzymes product of pcDNA3.1-IGF

plasmid digested by EcoRⅠand Hind

Ⅲ

2 .2  小鼠血清抗体特异性结果  采用SDS- PAGE 法电泳人

体胎盘总蛋白, 转膜后经丽春红染色发现蛋白质已经得到分

离并转移到膜上, 用购买的标准抗体作为阳性对照, 与自制

的抗体分别杂交。从图4 可以看出, 蛋白质杂交带只有1

条, 在靠近电泳正极处, 而且阳性对照与被测抗体杂交结果

完全一致。这说明该试验制备的抗体达到商用IGF-Ⅱ抗体的

特异性标准。

注 :左、右分别为标准抗体、自制抗体。

Note :Left .Standard antibody ;Right .Poducing antibody .

图4 胎盘蛋白的Westernblot 结果

Fig .4 Western blot results of embryonic disc protein

2 .3  小鼠血清抗体效价检测结果 采用斑点印记法检测自

制小鼠抗体的效价 ,发现免疫处理的小鼠均不同程度地显示

阳性, 对照组均呈现阴性。从图5 可以看出, 未加IGF-Ⅱ一抗

和注射PBS 溶液的小鼠血清斑点印迹都很浅,而且颜色深度

一致,说明未注射IGF-Ⅱ 重组质粒的小鼠体内没有产生抗

体,且阴性对照与稀释了1 000 倍血清斑点印迹显色程度类

似,说明1∶1 000 的稀释倍数下不能检测抗体效价。通过肌

肉注射的1、5、9 号和通过皮下注射的2、6、10 号在1∶500 的稀

释条件下均呈棕红色阳性结果,说明注射了IGF-Ⅱ重组质粒

的小鼠体内产生特异性抗体; 初次免疫的1、2 号小鼠、2 次免

疫的5、6 号小鼠和3 次免疫的9、10 号小鼠,其抗体效价几乎

一致, 都为1∶500。由此可以推断, 小鼠抗血清效价为1∶500。

2 .4 不同免疫方式的比较 就免疫方式来看, 虽然抗体效

价几乎一致 ,但从显色程度来分析, 不同的免疫方式之间有

很大差别。初次免疫的1、2 号小鼠相比,2 号比1 号斑点显

色深。这说明注射等量的质粒DNA,皮下注射要比肌肉注射

免疫速度快、效果好。但随着免疫次数的增加, 免疫效果差

异不再明显。就肌肉注射方式而言, 初次免疫的2 号小鼠、2

次免疫的5 号小鼠以及3 次免疫的9 号小鼠, 随着免疫次数

的增加 ,斑点显色越来越深, 免疫效果越来越好。而以皮下
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注射方式免疫的小鼠则不同, 初次免疫的2 号、2 次免疫的6

号以及3 次免疫的10 号小鼠, 以单一稀释倍数来看, 尽管免

疫次数增加,但显色情况没有多大变化。其他小鼠的斑点印

迹也显示类似的规律。

注 : 由左到右一抗的比例分别为1∶100、1∶200、1∶500、1∶1 000。

 Note :Fromleft to right ,the ratios of antibodies are 1∶100 ,1∶200 ,1∶500

and 1∶1 000 ,respectively .

图5 斑点杂交效价检测

Fig.5 Effective detection ondot protein blotting

3  讨论

外源基因在小鼠体内可以表达, 并且产生异体生物的蛋

白质。该蛋白质可刺激机体产生免疫反应 , 形成特异性抗

体。不同蛋白的免疫源性不同。试验表明 , 小鼠和人 I GF-Ⅱ

基因这样氨基酸序列同源性较高、氨基酸序列较短的基因可

以刺激机体产生免疫应答。由此推测, 核酸免疫的成功率较

高。影响成功的关键因素为抗原本身的性质[ 3] 。由于基因

的分泌型表达对免疫反应很重要[ 9] , 该试验所选基因为分泌

型表达。

DNA 免疫常用的接种方式为纯 DNA 肌肉注射, 操作简

便。然而随着研究的深入, 发现该接种方式存在弊端, 主要

是仅有少部分肌细胞摄取 DNA, 且 DNA 暴露于组织间液核

酸酶的攻击之下易造成降解,DNA 用量要求相对较大。有报

道指出 ,脂质体、聚乙烯胺等可以保护 DNA, 提高转染效率,

然而脂质体的价格较高,使得许多研究只能停留在实验室水

平[ 10] ;基因枪法也可以提高免疫效率。提高质粒浓度和改

变免疫方式都可以达到提高免疫应答的目的。

该试验观察了含 I GF-Ⅱ基因的重组质粒 DNA 经肌肉和

皮下2 种途径, 对小鼠进行股四头肌和皮下注射免疫。经免

疫印迹法试验, 检测到表达蛋白能被IGF-Ⅱ抗原所识别 , 刺

激机体产生抗体, 且肌肉注射与皮下注射诱导产生抗体的效

价相似,但速度不同 , 皮下注射要比肌肉注射免疫速度快。

这可能与抗原提呈细胞含量不同有关。皮下组织抗原提呈

细胞较为丰富, 肌肉组织提呈抗原的效率较低[ 11] 。但有些

报道认为, 皮下免疫效果不如肌肉注射[ 12] 。这可能与所选

基因的表达有关。肌肉注射方式免疫效果受免疫次数的影

响, 免疫次数较多则效果较好; 而皮下注射方式免疫效果快 ,

初次免疫即可产生较明显的免疫效果。因此,对于分泌型蛋

白或免疫原性较高的蛋白,可以采用高浓度质粒皮下免疫的

方式快速制备科学研究用的抗体。若不考虑时间因素 ,则多

次肌肉注射成功率较高。
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