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［摘要］　目的：建立一种检测人血清中脂联素（ＡＰＮ）的酶联免疫吸附方法（ＥＬＩＳＡ），并初步探讨其在冠心病诊断中的应用。

方法：构建表达质粒ｐＥＴ２２ｂ（＋）／ｇＡＰＮ，在原核表达系统大肠杆菌中表达并纯化重组脂联素球状区（ｇＡＰＮ）蛋白。用抗

ＡＰＮ单克隆抗体 ＭＡＢ１０６５１包被微孔板，１０％小牛血清作为封闭液，针对 ＡＰＮ不同抗原表位的单克隆抗体 ＭＡＢ１０６５生物

素化后作为标记抗体，联合生物素亲和素信号放大系统，以ｇＡＰＮ重组蛋白为标准品绘制标准曲线，以准确性、特异性、重复

性、回收率试验和方法对比试验评价ＥＬＩＳＡ方法。检测１６１例冠心病患者血清ＡＰＮ水平并结合冠状动脉造影结果和Ｇｅｎｓｉｎｉ

积分系统，探讨血清ＡＰＮ水平与冠心病的关系。结果：利用基因克隆技术成功构建了ｐＥＴ２２ｂ（＋）／ｇＡＰＮ质粒，获得了相对

分子质量约１５０００的重组ｇＡＰＮ蛋白，产量较高（１．５７ｍｇ），纯度＞９０％，并以此为标准品初步建立了检测人血清 ＡＰＮ的定

量ＥＬＩＳＡ方法。该法具有良好的准确性和重复性，灵敏度达１５０ｐｇ／ｍｌ，回收率为９１．０％～１０８．０％，与深圳依诺金生物科技

有限公司进口分装的ＥＬＩＳＡ试剂盒对照比较有良好的相关性（ｒ＝０．９３５，Ｐ＜０．００１）。临床检测表明冠心病组血清ＡＰＮ水平

明显低于非冠心病组（Ｐ＜０．０１），且血清ＡＰＮ水平随冠状动脉狭窄程度的加重呈进行性下降趋势。结论：本实验成功建立了

一种简便快速检测人血清ＡＰＮ的ＥＬＩＳＡ方法，对诊断冠心病有临床应用价值，为国内ＡＰＮ诊断试剂盒的研制和开发提供了

科学实验依据。
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　　脂联素（ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，ＡＰＮ）是一种新近发现由脂肪细胞

分泌的特异性蛋白。ＡＰＮ在人血清中的浓度为５～３０ｍｇ／

Ｌ，约占人血浆蛋白总量的０．０１％［１］。近年来越来越多的研

究［２５］表明，血清 ＡＰＮ水平与肥胖、糖尿病、高血压、高脂血

症、冠心病、胰岛素抵抗等心血管疾病密切相关，ＡＰＮ具有

抗炎症、抗动脉粥样硬化形成、抗血管损伤后内膜增生和增

强胰岛素敏感性的作用，患者血清 ＡＰＮ水平较健康人明显

降低。因此，检测血清中 ＡＰＮ的含量，对于认识其与糖尿

病、冠心病、高血压等疾病的发生发展有重要意义。目前，检

测人血清ＡＰＮ含量的方法主要有ＥＬＩＳＡ法和ＲＩＡ法，其中

ＥＬＩＳＡ法操作简单安全，灵敏度较高，特异性较好。而国内

检测ＡＰＮ含量的ＥＬＩＳＡ试剂盒大多为进口分装，本研究建

立了血清ＡＰＮＥＬＩＳＡ双抗体夹心检测方法，并用于冠心病

检测诊断取得了满意的效果。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　质粒ｐＥＴ２２ｂ（＋），大肠杆菌ＴＧ１、

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，人脂肪组织ｃＤＮＡ为上海华冠生物芯片有

限公司保存，引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。ＰｙｏｒｂｅｓｔＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自 ＴａＫａＲａ（大连）公司，

ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ限制性核酶内切酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司，凝胶回收试剂盒和质粒小量抽提试剂盒购自

ｉＮｔＲＯＮ公司，蛋白相对分子质量标准购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。

抗ＡＰＮ的 ＭＢＡ１０６５１、ＭＢＡ１０６５单克隆抗体和商品化人

脂联素重组蛋白１０６５ＡＰ购自Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司，辣根过

氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠ＩｇＧ抗体购自上海康成生物工

程有限公司，抗体的生物素化试剂盒购自Ｓｉｇｍａ公司，ＨＲＰ

标记的亲和素购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，脂联素ＥＬＩＳＡ检测试剂

盒购自深圳依诺金生物科技有限公司，酶标仪为ＴｅｃａｎＳｕｎ

ｒｉｓｅＴＭ Ｒｅｍｏｔｅ。

１．２　临床血清标本　临床收集疑诊断为冠心病并将行冠状

动脉造影（ＣＡＧ）检查的患者血清样本１９８例，在排除肝肾功

能不全、各种急慢性感染性疾病和各种肿瘤疾病后，共有１６１

例符合标准，纳入本研究。其中男性１１０例，女性５１例，年
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龄３２～６４岁，平均（６２±１１）岁。根据ＣＡＧ结果分为冠心病

组和非冠心病组。冠心病组共有１０３例，ＣＡＧ显示左主干、

左前降支、回旋支、右冠状动脉４支血管中至少１支血管目

测直径狭窄程度≥５０％；非冠心病组共有５８例，ＣＡＧ显示

所有血管目测直径狭窄程度＜５０％。根据１９８４年美国心脏

协会规定的冠状动脉血管图像分段评价标准和Ｇｅｎｓｉｎｉ积分

系统［６］对每支血管狭窄程度进行定量分析，每例患者冠状动

脉造影病变最终积分为各节段积分之和。

１．３　脂联素球状结构区（ｇＡＰＮ）的重组表达

１．３．１　ｐＥＴ２２ｂ（＋）／ｇＡＰＮ原核表达载体的构建　根据

ＧｅｎＢａｎｋ数据，针对ｇＡＰＮ的基因编码区设计引物，引物５′

端分别携带ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点。上游引物序列：５′

ＣＣＣＡＴＡＴＧＴＡＣＣＧＣＴＣＡＧＣＡＴＴＣＡＧＴＧＴＧ３′；下

游引物序列：５′ＣＧＣＴＣＧＡＧＧＴＣＡＴＧＧＴＡＧＡＧＡＡＧＡ

ＡＡＧＣＣＴＧＴ３′。以人脂肪组织ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增

出ｇＡＰＮ 的基因片段。利用 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ分别酶切

ｇＡＰＮ目的片段及ｐＥＴ２２ｂ（＋）表达载体，将二者纯化回收

后的连接产物转染大肠杆菌 ＴＧ１，得到重组表达质粒

ｐＥＴ２２ｂ（＋）／ｇＡＰＮ，重组质粒经限制性双酶切和ＤＮＡ测序

鉴定（上海华冠生物芯片有限公司），阳性质粒转化大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株。

１．３．２　ｇＡＰＮ重组蛋白的表达和纯化　挑取单个阳性菌

落，接种于５０ｍｌ含氨苄青霉素（Ａｍｐ＋）的 ＬＢ培养液中

３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜。次日按１∶４０体积比，取８ｍｌ接

种到５００ｍｌＡｍｐ＋的ＳＢＭ培养基中，３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ继续

振荡培养１～２ｈ，至Ｄ６００值约０．５～１．０，加入异丙基βＤ硫

代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），ＩＰＴＧ终浓度０．６ｍｍｏｌ／Ｌ，于３０℃、２００

ｒ／ｍｉｎ诱导２ｈ。常规方法收集菌体，用１０ｍｌ裂解缓冲液重

悬沉淀，超声波裂解细胞，收集上清液，分别取诱导前菌液、

诱导后菌液、培养液上清液、超声上清液及沉淀进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ鉴定表达产物。用 Ｈｉｓ镍亲合柱分离纯化超声上清

液，纯化后的产物行ＳＤＳＰＡＧＥ分析和蛋白质印迹鉴定。

１．４　血清ＡＰＮＥＬＩＳＡ检测方法的建立

１．４．１　ＡＰＮ单抗 ＭＡＢ１０６５的生物素化　将 ＡＰＮ 单抗

ＭＡＢ１０６５稀释成１ｍｇ／ｍｌ，生物素标记按照Ｓｉｇｍａ公司的

抗体生物素化试剂盒说明书操作。

１．４．２　检测血清 ＡＰＮ的 ＥＬＩＳＡ方法　采用双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ法。用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ９．６的碳酸盐缓冲液将 ＡＰＮ
单抗 ＭＢＡ１０６５１稀释至２μｇ／ｍｌ，以０．１ｍｌ／孔加入酶标板

４℃过夜；次日用１０％小牛血清封闭，３７℃作用２ｈ；加入标准

品（ｇＡＰＮ重组蛋白）及待测样品，３７℃作用３０ｍｉｎ，洗涤缓

冲液 洗 涤 ３ 次，加 入 ２μｇ／ｍｌ生 物 素 化 的 ＡＰＮ 单 抗

ＭＢＡ１０６５，３７℃作用３０ｍｉｎ，洗涤缓冲液洗涤３次，加入

ＨＲＰ标记亲和素（１∶１００００稀释），３７℃作用２０ｍｉｎ，洗涤３

次后加ＴＭＢ显色剂，室温避光显色１５ｍｉｎ，加入１ｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２ＳＯ４终止液，酶标仪４５０ｎｍ处检测标准品和待测孔的光

密度（Ｄ）值。

１．４．３　标准曲线的绘制　用０．１％ ＰＢＳＴ将重组的ｇＡＰＮ

蛋白自１５ｎｇ／ｍｌ起，２倍稀释至０．９３７５ｎｇ／ｍｌ，每个浓度做

复孔，测定Ｄ４５０值。以Ｄ４５０平均值为纵坐标，ｇＡＰＮ蛋白浓

度为横坐标绘制标准曲线。

１．４．４　准确性试验　将商品化人脂联素重组蛋白１０６５ＡＰ

稀释至７．５ｎｇ／ｍｌ，用本实验建立的ＥＬＩＳＡ方法检测，重复３
次，计算其浓度。

１．４．５　特异性试验　用本实验建立的ＥＬＩＳＡ方法，分别检

测１００ｎｇ／ｍｌ的ｇＡＰＮ重组蛋白、血红蛋白、三酰甘油、高密

度脂蛋白和低密度脂蛋白，每种样品均设复孔测定Ｄ４５０值，

并与空白孔作对照，验证ＥＬＩＳＡ方法的特异性。

１．４．６　重复性试验　将７．５ｎｇ／ｍｌｇＡＰＮ蛋白标准品在一

块板上测定１０孔，另将同一样品在不同包被板上检测，每板

分别检测５孔，共检测５次，分别计算批内和批间变异系数

（ＣＶ）。

１．４．７　回收率试验　在已知浓度的血清标本中分别加入

１５．０、１０．０、５．０、２．５、１．０ｎｇ／ｍｌ的ＡＰＮ标准品，每种样品均

设复孔测定Ｄ４５０值，根据标准曲线推算浓度，计算回收率。

１．４．８　方法对比试验　随机抽取３０份临床标本，用本实验

建立的ＥＬＩＳＡ方法与深圳依诺金生物科技有限公司的脂联

素ＥＬＩＳＡ检测试剂盒同时进行检测，比较二者的相关性。

１．５　初步临床应用　１６１例临床血清标本以１２０００倍稀

释，用本实验建立的ＥＬＩＳＡ方法检测血清 ＡＰＮ浓度，根据

ＣＡＧ结果初步分析ＡＰＮ水平与冠心病发生发展的关系。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析。计

量资料以珚ｘ±ｓ或中位数（第１四分位数，第３四分位数）表

示，非正态分布的计量资料进行对数转换后再行分析，采用

成组ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　脂联素球状结构区（ｇＡＰＮ）重组蛋白的表达及鉴定　
以人脂肪组织的ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增可获得４００ｂｐ左

右的ｇＡＰＮ目的基因，将该基因克隆到载体上，获得ｐＥＴ２２ｂ
（＋）／ｇＡＰＮ质粒，测序结果表明，插入载体中的ｇＡＰＮ基因

片段序列与已知序列完全一致。在大肠杆菌中对该重组质

粒进行诱导表达，分别取诱导前菌液、诱导后菌液、培养液上

清液、超声上清液及沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析（图１Ａ）。电

泳结果表明，经０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导表达后出现一明显

的相对分子质量为１５０００左右的新生蛋白带（与ｇＡＰＮ蛋

白相符），且在超声上清液和菌体沉淀里含有大量目的重组

蛋白，本实验纯化了超声上清液中的融合蛋白。

　　Ｈｉｓ镍亲合柱分离纯化后的产物行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，经

Ｋｏｄａｋ成像系统进行扫描，所得的ｇＡＰＮ蛋白纯度＞９０％

（图１Ｂ），通过Ｂａｒｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度，ｇＡＰＮ重组蛋白浓

度为３ｍｇ／ｍｌ，总产量为１．５７ｍｇ。用抗 ＡＰＮ 单克隆抗体

ＭＡＢ１０６５１进行蛋白印迹杂交，该单克隆抗体可特异识别

ＡＰＮ球状结构区序列（ａａ１０４２４４），证实了重组ｇＡＰＮ蛋白
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的特异性（图１Ｃ）。

２．２　ＡＰＮ单抗 ＭＢＡ１０６５的生物素化效率　将生物素化的

ＡＰＮ单抗 ＭＢＡ１０６５过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５柱纯化，依次收集１０
管洗脱液，每管１ｍｌ，用ＢＡＣ法检测１０次收集组分的蛋白

含量，发现纯化的抗ＡＰＮ抗体主要集中在第４，５管，合并含

有蛋白的分部收集组分，Ｄ５００检测生物素化效率，生物素标

准曲线为Ｙ＝－３８８．８６Ｘ＋３４７．２４，Ｒ２＝０．９９２６；计算得到

生物素与抗体蛋白质的比例（摩尔分子比）为４，即每摩尔分

子的抗体蛋白质与４摩尔分子的生物素结合。

图１　ｐＥＴ２２ｂ（＋）／ｇＡＰＮ重组质粒的诱导表达和鉴定

Ａ：诱导表达（Ｍ：低相对分子质量蛋白标记物；１：诱导前；２：０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导后；３：培养基上清液；４：超声上清液；５：超声沉淀）；Ｂ：ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析（Ｍ：低相对分子质量蛋白标记物；１：纯化的ｇＡＰＮ重组蛋白）；Ｃ：蛋白质印迹分析（１：纯化的ｇＡＰＮ蛋白；２：阴性对照）

２．３　检测体系的评价指标

２．３．１　标准曲线　不同浓度的 ＡＰＮ重组蛋白标准测出的

Ｄ４５０值，呈良好线性关系，最佳范围为０．９３７５～１５ｎｇ／ｍｌ，直

线回归方程：Ｙ＝０．１１７３Ｘ＋０．１１５３，Ｒ２＝０．９９６４。

２．３．２　准确性　通过标准曲线，计算出商品化人脂联素重

组蛋白１０６５ＡＰ的浓度为（７．４３８±０．０５４）ｎｇ／ｍｌ，与实际浓

度７．５ｎｇ／ｍｌ比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５），证明以我们重

组表达的ｇＡＰＮ为标准品建立的 ＥＬＩＳＡ方法能准确检测

ＡＰＮ浓度。

２．３．３　灵敏度和特异性　应用本实验建立的ＥＬＩＳＡ方法，

可检出的最低 ＡＰＮ蛋白含量为１５０ｐｇ／ｍｌ。特异性试验结

果显示，重组ｇＡＰＮ蛋白Ｄ４５０值大于２．０；而血红蛋白、三酰

甘油、高密度脂蛋白、低密度脂蛋白样品的 Ｄ４５０值均小于

０．０７，与空白对照孔比较无明显差异（Ｐ＞０．０５），表明ｇＡＰＮ
蛋白与这些物质均无交叉反应，具有较好的特异性。

２．３．４　重复性实验　将７．５ｎｇ／ｍｌｇＡＰＮ蛋白标准品在同

一板上测定１０孔，批内ＣＶ＜５％；将标准品在不同包被板上

检测，每板检测５孔，共检测５次，批间ＣＶ＜１０％，说明本实

验建立的ＥＬＩＳＡ检测方法具有良好的重复性。

２．３．５　回收率实验　回收率为９１．０％～１０８．０％。

２．３．６　方法对比试验　本实验ＥＬＩＳＡ法检测３０份临床人

血清标本中 ＡＰＮ浓度与深圳依诺金生物科技有限公司的

ＡＰＮＥＬＩＳＡ检测结果相关性良好，相关系数为ｒ＝０．９３５，

Ｐ＜０．００１，直线回归方程为：Ｙ＝０．９７２Ｘ＋１．１５７，Ｒ２ ＝

０．８７３７（图２）。

２．４　初步临床检测应用　本实验建立的ＥＬＩＳＡ法检测１６１
例患者血清 ＡＰＮ水平，分析结果，冠心病组血清 ＡＰＮ水平

显著低于非冠心病组［５．６７（２．５９～１０．４７）ｍｇ／Ｌｖｓ７．１４
（４．３７～１１．４０）ｍｇ／Ｌ，Ｐ＜０．０１］；进一步根据冠状动脉造影

Ｇｅｎｓｉｎｉ评分，将临床标本分为４组：Ｇｅｎｓｉｎｉ积分＜１分组、

１～３０分组（不包括３０分）、３０～９０分组及＞９０分组，结果表

明随着Ｇｅｎｓｉｎｉ积分增高，冠状动脉狭窄程度加重，血清ＡＰＮ
浓度分别为６．４９（４．２２～１１．３７）ｍｇ／Ｌ、６．０２（３．４２～９．９６）

ｍｇ／Ｌ、５．６４（２．３６～１０．１９）ｍｇ／Ｌ和５．０５（２．１０～１２．７２）

ｍｇ／Ｌ，各组ＡＰＮ水平呈进行性下降趋势，且１～３０分（不包

括３０分）、３０～９０分组血清 ＡＰＮ水平与＜１分组比较有统

计学差异（Ｐ＜０．０５），各组间 ＡＰＮ水平差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

图２　本实验建立的ＥＬＩＳＡ方法与

已有方法检测ＡＰＮ结果比较

３　讨　论

　　冠心病是目前最常见、危害最大的心脏疾患之一，其主

要的病理学基础是冠状动脉粥样硬化，学术界一直在寻找冠

心病的病因及其危险因素，用于早期预防和诊治。自１９９５

年Ｓｃｈｅｒｅｒ等［７］首先发现 ＡＰＮ以来，ＡＰＮ迅速成为研究者

们关注的焦点。ＡＰＮ由脂肪组织特异性分泌后进入外周血
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中，在人血浆中含量相对丰富，比瘦素、皮质醇、白细胞介素６
等血清蛋白水平高出１０３～１０６倍［８］。近年来研究［５，９］发现，

ＡＰＮ可通过调节血管内皮细胞炎症反应，抑制血管平滑肌细

胞增殖，修复损伤的内皮等血管保护作用，起到抗炎、抗动脉

粥样硬化的作用。大量的临床实验报道［３，１０］表明，冠心病患

者的血清ＡＰＮ水平下降，且血清ＡＰＮ浓度变化与冠状动脉

狭窄程度、冠心病的进程有关，提出低脂联素血症是冠心病

发病的一个独立的危险因素，且可以作为判断冠状动脉病变

严重性的一个指标。

　　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方法的关键是标准品和一对配

对合适的抗体。本实验所用的标准品为ｇＡＰＮ蛋白，采用基

因工程技术将人脂联素球状区（ｇＡＰＮ）基因克隆到原核

ｐＥＴ２２ｂ表达系统中，在高营养ＳＢＭ 培养基，低温、低转速、

低ＩＰＴＧ浓度条件下诱导表达获得；重组的ｇＡＰＮ蛋白产量

（１．５７ｍｇ）、纯度（＞９０％）高。ｇＡＰＮ是 ＡＰＮ的羟基末端球

形结构域，共１３７个氨基酸，是 ＡＰＮ主要的活性结构域，具

有ＡＰＮ广泛的生物学效应［１１］。抗体则选用了 Ｒ＆Ｄｓｙｓ

ｔｅｍｓ公司的一对抗ＡＰＮ抗体，与血红蛋白、三酰甘油、高密

度脂蛋白、低密度脂蛋白无交叉反应，保证了体系的高度特

异性。本实验建立的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法，能准确检测商

品化人脂联素重组蛋白１０６５ＡＰ浓度，具有良好的准确性和

重复性，灵敏度达１５０ｐｇ／ｍｌ，回收率高（９１．０％～１０８．０％），

与深圳依诺金生物科技有限公司进口分装的ＥＬＩＳＡ试剂盒

对照比较有良好的相关性（ｒ＝０．９３５，Ｐ＜０．００１），证明其检

测的血清ＡＰＮ浓度结果可靠。此外，本检测方法样品稀释

更简单，并可在２ｈ内得到结果，节省时间，更便于临床操作

使用。

　　利用建立的ＥＬＩＳＡ方法检测血清 ＡＰＮ，结果显示冠心

病组血清ＡＰＮ水平显著低于非冠心病组（Ｐ＜０．０１），与文

献［１２］报道的结果相同，提示本实验建立的ＥＬＩＳＡ方法的可

靠性。随着Ｇｅｎｓｉｎｉ积分增高，冠状动脉狭窄程度加重，血清

ＡＰＮ水平呈进行性下降趋势，仅Ｇｅｎｓｉｎｉ积分１～３０分（不包

括３０分）、３０～９０分组血清 ＡＰＮ水平与＜１分组比较有统

计学差异（Ｐ＜０．０５），各组间 ＡＰＮ水平差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。其原因可能为 Ｇｅｎｓｉｎｉ积分的增高仅反映了冠

状动脉狭窄严重程度，并不反映斑块的活动状态，因此对

ＡＰＮ水平的影响较少；再者，选用的临床血清标本没有排除

糖尿病、高血压等心血管疾病，可能干扰了实验结果。

　　综上所述，本实验建立了简便快速检测人血清中 ＡＰＮ
的ＥＬＩＳＡ方法，对冠心病的诊断及人群筛查有积极提示作用

和现实应用价值，为国内 ＡＰＮ诊断试剂盒的研制和开发提

供了科学实验依据。
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