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［摘要］　目的：克隆并在大肠杆菌中表达人前列腺干细胞抗原（ＰＳＣＡ）基因，制备其抗血清。方法：通过ＰＣＲ方法扩增包含

蛋白融合点的ＰＳＣＡ基因片段，经ＤＮＡ测序证实后克隆至带有Ｔｒｘ．６Ｈｉｓ标签的原核表达载体ｐＥＴ３２ａ，重组质粒转化大肠杆

菌ＢＬ２１，ＩＰＴＧ诱导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ分析表达结果，经ＮｉＮＴＡ树脂亲和纯化的蛋白皮下注射免疫小鼠，ＥＬＩＳＡ检测抗血清

的滴度，免疫组化鉴定其特异性。结果：ＰＣＲ扩增得到２４１ｂｐ的目的片段，序列测定证实与ＧｅｎＢａｎｋ上登录的序列一致；成

功构建了ＰＳＣＡ基因片段的原核表达载体ｐＥＴ３２ａＰＳＣＡ；在大肠杆菌中表达，于相对分子质量为２０．４×１０３处有一蛋白新生

带；ＰＳＣＡ融合蛋白免疫小鼠后，ＥＬＩＳＡ确认抗血清的滴度＞１∶４０００。抗血清检测到前列腺癌组织中ＰＳＣＡ的表达。结论：

成功克隆、表达了人ＰＳＣＡ融合基因片段，并制备了相应的抗血清。
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　　前列腺干细胞抗原（ＰＳＣＡ）是表达于前列腺上皮细胞的

一种膜抗原，与前列腺癌的发生发展以及转移相关，因此，

ＰＳＣＡ是一种很有前途的用于前列腺癌早期诊断和免疫治

疗的特异性瘤标［１］。我们用ＰＣＲ扩增了ＰＳＣＡ融合蛋白的

基因片段，并在大肠杆菌中进行了表达，表达产物经纯化后，

用于免疫小鼠，得到可识别该抗原的小鼠抗血清。

１　材料和方法

１．１　材料　人前列腺癌细胞株ＤＵ１４５（ＡＴＣＣＨＴＢ８１），表

达质粒ｐＥＴ３２ａ（Ｎａｖａｇｅｎｅ公司），Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１，总 ＲＮＡ提

取试剂盒、胶回收试剂盒、异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）

购于华舜生物工程有限公司，ＮｉＮＴＡａｇａｒｏｓｅ柱（Ｖｅｃｔｏｒ公

司）克隆质粒ｐＭＤ１８Ｔ、ＥｃｏＲⅠ，ＸｈｏⅠ，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、

ＲＴＰＣＲ试剂盒购于ＴａＫａＲａ公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，小量

质粒抽提试剂盒购于上海增健公司。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购置于

中科院上海动物实验中心。

１．２　引物设计与融合基因表达质粒的构建　根据载体多克

隆酶切位点及ＰＳＣＡ的序列，设计引物，其中引物５′端中引

入ＥｃｏＲⅠ酶切位点，３′端引入ＸｈｏⅠ 酶切位点。引物由上

海生工生物科技有限公司合成，引物的序列为：Ｐ１５′ＣＧＡ

ＡＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＧＣＴＡＣＴＣＣＴＧＣＡＡ３′；Ｐ２５′ＣＣＴ

ＣＧＡＧＣＴＡＴＴＡＧＧＣＡＴＧＧＧＣＣＣＣＧＣＴＧＧＣＧ３′。从

培养的人前列腺癌细胞株 ＤＵ１４５细胞中提取总 ＲＮＡ，将

ｍＲＮＡ反转录合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ产物经电泳回收纯化后插

入ｐＭＤ１８Ｔ载体进行ＤＮＡ序列分析，从正确克隆的载体中

用ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ 双酶切含有ＰＳＣＡ融合基因片段，插入

质粒ｐＥＴ３２ａ，得到表达 ＰＳＣＡ 融合蛋白的质粒 ｐＥＴ３２ａ

ＰＳＣＡ。

１．３　重组人ＰＳＣＡ的表达及纯化　 用表达质粒ｐＥＴ３２ａ

ＰＳＣＡ转化大肠杆菌 ＢＬ２１，加入ＩＰＴＧ 至终浓度为０．２

ｍｍｏｌ／Ｌ，于３７℃分别诱导培养３ｈ，按常规方法收菌，进行

ＳＤＳＰＡＧＥ［２］。以超声波打碎细胞，收集表达菌体后，离心

弃去上清，用８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解沉淀的蛋白，在 ＮｉＮＴＡ

ａｇａｒｏｓｅ柱（Ｖｅｃｔｏｒ公司）上进行亲和层析。用２５０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑洗脱。收集洗脱的蛋白，透析后冻干保存。

１．４　抗血清的制备　用５０μｇ基因重组的ＰＳＣＡ融合蛋白

与等量的弗氏佐剂混成黏稠的乳剂（油包水态），于小鼠皮下

多点注射，以后换为弗氏不完全佐剂，每周１次，共４次，第４
周腹腔注射加强１次，加强免疫后１４ｄ取血，用盐析法（５０％
过饱和硫酸铵）粗提抗血清。ＥＬＩＳＡ法鉴定抗体效价和抗体

的特异性。抗体保存于－２０℃。

１．５　ＥＬＩＳＡ　向ＥＬＩＳＡ板中加入纯化的ＰＳＣＡ融合蛋白

（５μｇ／μｌ）１００μｌ，４℃包被过夜。５％ＢＳＡ封闭后，加入不同

稀释度的鼠多克隆抗血清（血清稀释度为１５００，１１０００，

１２０００，１４０００，１８０００，１１６０００），３７℃孵育１ｈ。加

入 ＨＲＰ标记的二抗，３７℃孵育１ｈ，洗涤后加底物显色液

ＴＭＢ显色，在４９５ｎｍ下测量光密度。空白对照孔用ＰＢＳ代

替融合蛋白包被ＥＬＩＳＡ板，阴性对照孔加入免疫前的鼠血

清。

１．６　免疫组织化学染色鉴定抗血清生物学活性　正常前列

腺组织２例，前列腺增生４例，前列腺癌１０例。所有组织标

本来源于长海医院泌尿外科手术标本，离体后进行甲醛固

定，石蜡包埋。对所有标本行常规石蜡切片（６μｍ），采用

ＤＡＫＯ公司免疫组化试剂盒进行染色。ＰＳＣＡ多克隆抗血

清稀释度为１∶４００；二抗为即用型羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ。免疫

前鼠血清代替一抗作为阴性对照，ＰＳＣＡ融合蛋白封闭抗体

后染色作为阴性对照。
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２　结　果

２．１　ＰＳＣＡ基因的克隆及测序 　电泳显示ＰＣＲ扩增出１
条特异的核酸片段（２４１ｂｐ）（图１）。ＰＳＣＡ基因的扩增片段

纯化后与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，进行ＤＮＡ序列分析，测序结

果与已知基因库上登录的ＰＳＣＡｃＤＮＡ序列（ＡＦ０４３４９８）完

全一致。

图１　ＰＳＣＡ基因的ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ：ＤＮＡ标记；Ｐ：ＰＳＣＡ的ＰＣＲ产品扩增

２．２　ＰＳＣＡ 融合蛋白的诱导表达　用 ＰＳＣＡ 表达质粒

ｐＥＴ３２ａＰＳＣＡ转化大肠杆菌ＢＬ２１，培养后用ＩＰＴＧ进行诱

导。ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果表明，与用ｐＥＴ３２ａ转化的ＢＬ２１
及未转化质粒的ＢＬ２１裂解产物相比，在相对分子质量为

２０４００处有一新生蛋白带，与预期的融合蛋白分子大小相同

（图２）。灰度扫描显示ＩＰＴＧ诱导３ｈ后融合蛋白的表达约

占细菌总蛋白的２４％。

图２　表达产物形式的分析及

ＰＳＣＡ融合蛋白的纯化

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：未诱导的ｐＥＴ３２ａ；２：诱导的ｐＥＴ３２ａ；３：未诱导的

ｐＥＴ３２ａ／ＰＳＣＡ；４：诱导的ｐＥＴ３２ａ／ＰＳＣＡ；５：纯化的ＰＳＣＡ

２．３　ＰＳＣＡ融合蛋白的纯化　用ＮｉＮＴＡａｇａｒｏｓｅ亲和层析

柱进行ＰＳＣＡ融合蛋白的纯化，收集蛋白峰，ＰＢＳ透析后，得

到纯度达９０％的蛋白；进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。表达的ＰＳＣＡ
融合蛋白被纯化为单一条带（图２）。

２．４　ＰＳＣＡ融合蛋白在小鼠体内的抗体应答　收集免疫小

鼠的抗血清，ＥＬＩＳＡ检测抗血清的滴度＞１∶４０００（结果见

图３），与正常对照比较，接受融合蛋白免疫的小鼠产生了较

高滴度的血清，说明基因重组的ＰＳＣＡ融合蛋白对小鼠具有

免疫原性。

图３　间接ＥＬＩＳＡ检测抗ＰＳＣＡ抗血清的活性

２．５　免疫组化染色结果　所有正常前列腺组织、前列腺增

生组织及前列腺癌都有不同强度和范围的染色，在前列腺癌

上皮细胞可见较深的棕黄色阳性染色（图４、５）。阴性对照不

着色。

图４　前列腺增生ＰＳＣＡ染色（×２００）

图５　抗血清检测前列腺癌

组织中ＰＳＣＡ的表达（×２００）
可见前列腺癌上皮细胞呈棕黄色染色

３　讨　论

　　ＰＳＣＡ是Ｒｅｉｔｅｒ等［３］用特征性差异分析的方法在人前

列腺癌动物模型ＬＡＰＣ４鼠中发现的一个前列腺癌相关肿

瘤抗原，它与干细胞抗原２（ＳＣＡ２）３０％同源而被命名为

ＰＳＣＡ ［４］。研究发现ＰＳＣＡ主要在前列腺上皮细胞中表达，

具有很高的前列腺组织特异性；在８０％以上的前列腺癌其

ＰＳＣＡ表达均较正常组织明显增高，而且在激素依赖和激素
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非依赖前列腺癌中同样高表达；Ｇｕ等［５］对９例前列腺癌骨

转移标本进行免疫组化检测发现表达水平较原发灶更高，提

示ＰＳＣＡ在前列腺癌骨转移时出现表达上调。ＰＳＣＡ具有

前列腺组织特异性，与前列腺癌的发生发展以及转移相关，

因此，ＰＳＣＡ可望作为前列腺癌早期诊断指标、前列腺癌免

疫治疗的靶抗原。

　　我们采用 ＲＴＰＣＲ技术从培养的人前列腺癌细胞株

ＤＵ１４５中提取总ＲＮＡ并进行扩增，获得人ＰＳＣＡ基因片段

大小约２４１ｂｐ，测序证实与基因库报道的人ＰＳＣＡ基因中相

应序列完全一致。在此基础上成功构建了融合表达载体

ｐＥＴ３２ａＰＳＣＡ，并表达了ＰＳＣＡ融合蛋白（相对分子质量为

２０４００）。纯化后得到纯度为９０％ＰＳＣＡ融合蛋白。ＰＳＣＡ
融合蛋白的原核表达产物，经纯化后用于免疫小鼠，得到了

可识别该抗原的小鼠抗血清，ＥＬＩＳＡ确认抗血清的滴度＞１

∶４０００；免疫组化证实其能检测到前列腺癌中ＰＳＣＡ蛋白

的表达，在前列腺癌上皮细胞可见较深的棕黄色阳性染色。

抗人ＰＳＣＡ多克隆抗体的制备为随后的单克隆抗体制备及

免疫治疗的研究奠定了基础。
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