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人类肿瘤相关蛋白ｈｙｒｄＣ的原核表达、抗体制备及其在胃癌中的初步检测
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［摘要］　目的：制备原核表达的ｈｙｒｄＣ纯化蛋白及相应单克隆抗体，并以该抗体初步检测胃癌中ｈｙｒｄＣ蛋白的表达。方法：

用ＲＴＰＣＲ方法获取人ｈｙｒｄＣ基因序列，插入原核表达载体ｐＥＴ３２ａ构建重组质粒，纯化得到ＴＲＸｈｙｒｄＣ融合蛋白，将其作为

抗原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，按常规方法制备抗ｈｙｒｄＣ单克隆抗体，以ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法筛选及鉴定；采用免疫组织化学法

（ＳＰ法）比较胃癌组织及瘤旁正常组织中ｈｙｒｄＣ抗体水平的差异。结果：测序结果显示克隆的ｈｙｒｄＣＯＲＦ与ＧｅｎＢａｎｋ中登

录的序列一致。所获ＴＲＸｈｙｒｄＣ融合蛋白相对分子质量与理论计算值相符，获得２株分泌抗ｈｙｒｄＣ单克隆抗体的细胞株；

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法显示该抗体能特异性地结合人ｈｙｒｄＣ蛋白；ＳＰ法测定显示，ｈｙｒｄＣ蛋白在胃癌组织中表达明显高于正常胃组

织（Ｐ＜０．００１）。结论：成功制备了抗ｈｙｒｄＣ单克隆抗体；ＳＰ法测定胃癌组织与瘤旁正常组织中ｈｙｒｄＣ抗体水平有显著差异。
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　　人类视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＲＢ）基
因是最早发现的肿瘤抑制基因，ＲＢ基因的失活或缺
失会导致视网膜瘤或骨肉瘤等多种人类肿瘤形

成［１，２］。视网膜母细胞瘤结合蛋白１０（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏ
ｍａｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＢＢＰ１０）是克隆到的一个新的
基因，已经证实该基因在部分人类肿瘤高表达［３．４］。
在研究ＲＢＢＰ１０相关蛋白的前期过程中，本研究组
和复旦大学遗传所协作，利用酵母双杂交技术克隆
到一条新基因———ｈｙｒｄＣ，其表达的蛋白与ＲＢＢＰ１０
蛋白相互作用，并且与肿瘤相关，通过基因芯片和

ＲＴＰＣＲ初步证实了其在胃肠肿瘤中特异性高表

达。但它在肿瘤组织中的蛋白表达是否具有诊断价
值，目前罕见研究报道。本研究通过ｈｙｒｄＣ原核表
达和目的蛋白纯化，并制备鼠抗单克隆抗体，对胃癌
组织及癌旁正常组织中ｈｙｒｄＣ蛋白表达水平进行研
究，初步探讨其在胃癌中的临床意义。
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１　材料和方法

１．１　研究对象　收集长海医院病理科２００１年１月
至２００４年１月确诊的７９例胃癌标本归档蜡块。男
性５０例，女性２９例。平均年龄４５．９６岁（２０～７２
岁），病理类型均为腺癌，术前未行放疗和化疗，６８
例用作正常对照的胃黏膜组织取自远离肿瘤组织５
ｃｍ以外部位（均经病理证实）。

１．２　主要试剂　逆转录试剂盒（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）；

ｐＥＴ３２ａ表 达 质 粒 （Ｎｏｖａｇｅｎ 公 司）；ＰＣＲ 试 剂
（ＴａＫａＲａ公司）；ＳＰ２／０骨髓瘤细胞（复旦大学遗传
所提供）；辣根过氧化物酶标记羊抗鼠ＩｇＧ（Ｃａｌｂｉｏ
ｃｈｅｍ公司）；ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠６周龄（上海斯莱克
实验动物有限公司）。

１．３　ＰＣＲ扩增引物　根据ＧｅｎＢａｎｋｈｙｒｄＣ基因序
列（基因序列号：ＡＹ１７２５６１）设计引物（上海生工生
物工程技术服务有限公司合成）正向引物：５′ＣＡＧ
ＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧＧＣＣＡＣＴＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，
反向引物：５′ＧＡＡ ＡＧＣ ＴＴＴ ＴＡＧ ＴＧＧ ＡＡＴ
ＧＴＴＧＧＧＧＴ３′。

１．４　ｈｙｒｄＣ基因克隆　采用ＴＲＩｚｏｌ法抽提人脾脏
组织总ＲＮＡ，按ＣｌｏｎｅＴｅｃｈ公司逆转录试剂盒说明
书的操作步骤，合成、扩增目的ＤＮＡ片段。

１．５　ｐＥＴ３２ａ重组表达载体的构建　将扩增获得

ＰＣＲ产物和原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ用 ＥｃｏＲⅠ、

ＨｉｎｄⅢ两种限制酶消化，经双酶切鉴定证实有相应
大小的外源片段插入，挑阳性克隆抽提质粒作测序
分析。

１．６　目的基因的诱导表达　重组质粒ｐＥＴ３２ａ．
ｈｙｒｄＣ转化入大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），ＩＰＴＧ诱导表
达，取上样液ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，考马斯亮蓝 Ｇ２５０
染色，观察蛋白条带。

１．７　蛋白纯化　离心收集ＩＰＴＧ诱导４ｈ的细菌，
蛋白电泳确定目的蛋白。ＢＰＥＲＴＭ抽提细菌蛋白，
采用金属螯合亲和层析进行蛋白纯化。首先，次氨
基三乙酸（ＮＴＡ）与Ｎｉ２＋发生螯合作用，将金属离子
牢固地结合在介质上。随后，Ｎｉ２＋与重组ｈｙｒｄＣ蛋
白的６×Ｈｉｓｔａｇ结合，将目的蛋白吸附在介质上。
加入咪唑作为竞争试剂，洗脱ｈｙｒｄＣ蛋白，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ蛋白电泳鉴定蛋白纯度。

１．８　抗ｈｙｒｄＣ单克隆抗体的制备及鉴定　抗原蛋
白免疫ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠、小鼠脾细胞与ＳＰ２／０骨
髓瘤细胞融合、单克隆瘤株筛选以及抗体效价测定
等均采用冷泉港实验室单克隆抗体制备方法［５］进

行。以分泌抗ｈｙｒｄＣ抗体杂交瘤株细胞的培养上清

对表达的重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测。同时以
该上清分别对人 ｈｙｒｄＣ 蛋白及血清蛋白进行

ＥＬＩＳＡ检测。

１．９　免疫组织化学染色对胃癌组织和正常胃黏膜
中ｈｙｒｄＣ蛋白分析　免疫组化染色按试剂盒说明进
行，工作浓度１１００，以ＰＢＳ缓冲液替代一抗作为
对照。ｈｙｒｄＣ染色阳性细胞为胞质呈棕黄色，以同
一切片阳性细胞＜２５％为阴性，２５％～５０％为阳性
（＋），５１％～７５％为中等阳性（），≥７５％为强阳性
（）。

１．１０　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５软件包，计数
资料用χ

２检验；以Ｐ＜０．０５认为有显著性差异。

２　结　果

２．１　ｈｙｒｄＣｃＤＮＡ 的获取及序列测定　对 ＲＴ
ＰＣＲ扩增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳分析。可见
在８４０ｂｐ处有高度特异性的ＤＮＡ条带（图１）；重
组质粒（ｐＥＴ３２ａ．ｈｙｒｄＣ）经双酶切及测序（图２），与

ＧｅｎＢａｎｋ报道一致。

图１　ｈｙｒｄＣ的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｒｄＣｃＤＮＡｂｙＲＴＰＣＲ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２：ｈｙｒｄＣＯＲＦ

图２　重组质粒ｐＥＴ３２ａ．ｈｙｒｄＣ的

ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＥＴ３２ａ．ｈｙｒｄＣ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２５：ｐＥＴ３２ａ．ｈｙｒｄＣ



·６２２　　 · 第二军医大学学报　２００６年６月，第２７卷

２．２　ｈｙｒｄＣ目的蛋白表达及纯化　收获诱导表达

ｈｙｒｄＣ蛋白的细菌，对菌体蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ，可
见相对分子质量４５０００处有特异性的条带，与理论
推算 ＴＲＸｈｙｒｄＣ融合蛋白相对分子质量值相符
（ｈｙｒｄＣ蛋白约３１０００，载体所表达的ＴＲＸ约１４
０００）。表达量占细菌总蛋白３０％左右，经金属螯合
柱纯化后目的蛋白纯度＞９０％（图３）。

图３　重组ｈｙｒｄＣ蛋白电泳结果

Ｆｉｇ３　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆｈｙｒｄＣ
１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｕｎｉｎｄｕｃｅｄｓａｍｐｌｅ；３：Ｔｏ

ｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｓａｍｐｌｅａｔ３ｈ；４：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｎ

ｄｕｃｅｄｓａｍｐｌｅａｔ４ｈ；５：ＰｕｒｉｆｉｅｄｈｙｒｄＣｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　单克隆抗体的特异性　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显
示，目的蛋白在相对分子质量４５０００处出现特异性
显色条带（图４）。ＥＬＩＳＡ检测结果显示，所获目的

抗体能特异性结合天然ｈｙｒｄＣ蛋白，而与人白蛋白
不结合。

图４　重组ｈｙｒｄＣ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆｈｙｒｄＣ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｕｎｉｎｄｕｃｅｄｓａｍｐｌｅ；２：Ｔｏ

ｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｓａｍｐｌｅ；３：ＰｕｒｉｆｉｅｄｈｙｒｄＣｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　免疫组织化学染色结果　ｈｙｒｄＣ蛋白主要分
布于胞质，６８例正常胃黏膜上皮内ｈｙｒｄＣ蛋白的表
达２４例为阴性（－），３８例为阳性（＋），６例为中等
阳性（），无强阳性（图５Ａ、５Ｂ）。７９例胃癌组织中３
例为阴性（－），９例为阳性（＋），２９例为中等强度阳
性（），３８例为强阳性（）（图５Ｃ、５Ｄ）。以（－）、
（＋）为低表达组，（）、（）为高表达组进行比较，两
者间差异有显著性（χ

２＝８４．４０５９，Ｐ＜０．００１）。

图５　癌旁正常胃组织和胃癌组织中ｈｙｒｄＣ的表达

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｒｄＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｇａｓｔｒｉｃｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ（×４００）

Ａ：ＮｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｒｄＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｇａｓｔｒｉｃｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ（＋）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｒｄＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｇａｓｔｒｉｃｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：Ｐｏｓｉ

ｔｉｖｅ（）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｒｄＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；Ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ（）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｒｄＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ

３　讨　论

　　随着人类基因组计划的开展，一些肿瘤相关基
因的表达蛋白被作为肿瘤标志物用于临床诊断，而
且对其功能研究有助于了解肿瘤的发生发展机制。
通过杂交克隆获得的这一新的ｈｙｒｄＣ基因，目前报

道甚少，研究发现该基因编码由２７９个氨基酸组成
的开放读码框，全长 ８４０ｂｐ，位于人类染色体

１ｐ３４．２，跨度为５．２ｋｂ基因序列，其中包含５个外
显子和４个内含子，且外显子和内含子的界限遵循

ＡＧＧＴ原则［６］。Ｔｅｐｌｏｖａ等［７］认为ｈｙｒｄＣ基因在
细菌到人类高度保守，在细菌和酵母中功能研究提



第６期．唐晓军，等．人类肿瘤相关蛋白ｈｙｒｄＣ的原核表达、抗体制备及其在胃癌中的初步检测 ·６２３　　 ·

示其与核酸结合和蛋白质结合有关，突变后蛋白质
合成下降。最近研究认为ｈｙｒｄＣ蛋白与细胞内核糖
体的发生有关，实验表明细胞内缺乏ｈｙｒｄＣ基因，将
引起ＲＮａｓｅＥ、ＲＮａｓｅＧ的活力下降，无法在５′末端
对１６ＳｒＲＮＡ的前体即１７ＳｒＲＮＡ进行切割，导致

１７ＳｒＲＮＡ的大量堆积，从而延缓３０Ｓ小亚基的装
配，影响核糖体的成熟［８，９］。我们通过基因克隆、原
核表达、分离纯化，已得到高纯度的ｈｙｒｄＣ蛋白及相
应的单克隆抗体，为进一步弄清这一基因及表达蛋
白的功能和与肿瘤的发生、发展的相互关系奠定了
实验基础。

　　Ｃｈｅｎ等［６］通过 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法、ＲＴＰＣＲ研
究表明人类ｈｙｒｄＣ蛋白在人类组织中普遍存在，尤
其在胃肠等消化道肿瘤组织中的转录量较高，提示
了人类ｈｙｒｄＣ可能是机体里的管家基因（ｈｏｕｓｅ
ｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅ），与基因转录及蛋白质合成有关。我
们应用已建立的ＳＰ法对胃癌组织及癌旁正常组织
中ｈｙｒｄＣ抗体水平进行检测亦证实了其观点。初步
结果显示，ｈｙｒｄＣ蛋白在正常胃组织中普遍存在，但
大部分转录量较低，只有极少部分为中等程度阳性。
而在胃癌细胞内转录量高，绝大部分表达中等程度
以上阳性，明显高于正常胃组织。证实ｈｙｒｄＣ与胃
癌的发生有着密切的关系，ｈｙｒｄＣ与胃癌生物学行
为的具体关系以及能否将这一新的技术过渡于临床

应用，还有待于进一步扩大样本检测和在方法学质
量控制上深入研究。
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