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·技术方法·

人血管生成素相关蛋白２单克隆抗体的制备与鉴定

孟　舒１，曹　江１，黄盛东２，秦永文１

（１．第二军医大学长海医院心血管内科，上海２００４３３；２．长海医院胸心外科）

［摘要］　目的：制备人血管生成素相关蛋白２（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＡＲＰ２）的单克隆抗体。方法：用ＲＴＰＣＲ方法

获取人脾脏组织ＡＲＰ２基因序列，构建ｐＥＴ３２ａＡＲＰ２，经电穿孔导入大肠杆菌诱导表达，获得可溶蛋白样品和包涵体蛋白样

品，回收、纯化蛋白，免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，采用杂交瘤技术建立产生ＡＲＰ２抗杂交瘤细胞株，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定。结果：获得融

合蛋白的相对分子质量为５７００００，与理论计算值相符，纯化后蛋白浓度＞９０％，杂交瘤细胞培养上清抗体效价为１１０４，腹水

抗体效价为１１０７～１１０８，抗体亚型为ＩｇＧ２ａ类，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹示目的蛋白相对分子质量为５７００００，免疫组化显示该抗体能

特异结合人ＡＲＰ２。结论：制备的抗ＡＲＰ２单克隆抗体可用于ＡＲＰ２蛋白鉴定。
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　　１９９９年 Ｋｉｍ 等［１］成功克隆了血管生成素相关蛋白２
（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＡＲＰ２）基 因，研 究 发 现，

ＡＲＰ２结构、功能与血管生成素１（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ１，Ａｎｇ１）类

似，但其体外促内皮细胞分化作用并不通过 Ａｎｇ１受体

Ｔｉｅ２。Ｅｄｅｌｂｅｒｇ等［２］发现血小板衍生生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅ
ｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）是老年大鼠体内的主要促血管生
成因子，本课题组预实验发现老年大鼠体内 ＡＲＰ２与ＰＤＧＦ
的表达量均下降，在幼年及成年鼠体内的表达量均增加，由
此推测ＡＲＰ２将在老年缺血心肌中发挥重要的促血管新生

作用。由于国内外尚无商品化的人ＡＲＰ２单克隆抗体（ｍｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ｍＡｂ）出售，因此自行制备抗人 ＡＲＰ２ｍＡｂ
是实验得以顺利进行的保障。本研究拟构建携带 ＡＲＰ２基

因的原核表达载体，在大肠杆菌中诱导表达重组 ＡＲＰ２蛋
白，纯化后免疫动物，应用杂交瘤技术制备抗人ＡＲＰ２ｍＡｂ，

旨在为ＡＲＰ２的功能和机制研究提供一种重要工具。

１　材料和方法

１．１　动物与细胞　ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，６周龄（上海斯莱克

实验动物有限公司）；ＳＰ２／０骨髓瘤细胞（长海医院胸心外科

实验室提供）。

１．２　主要试剂与器材　针对人 ＡＲＰ２基因的ＰＣＲ引物：

Ｐ＋：ＣＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧＧＣＣＡＣＴＧＴＧＣＧＴＧＡＣ，

Ｐ－：ＧＡＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＴＧＧＡＡＧＧＴＧＴＴＧＧＧＧＴ
（加拿大生工公司）；ｐＥＴ３２表达质粒（Ｎｏｇａｇｅｎ公司）；完全

及不完全弗氏佐剂、ＲＰＭＩ１６４０培养基、８氮鸟嘌呤、次黄嘌

呤、氨甲蝶呤、胸腺嘧啶等（Ｓｉｇｍａ公司）；胎牛血清及新生牛

血清（Ｇｉｂｃｏ公司）；聚乙二醇４０００（Ｍｅｒｃｋ公司）；辣根过氧化

物酶标记羊抗鼠ＩｇＧ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司）；ＭＡＢＴＥＳＴ试剂盒

（晶美公司）；酶联检测仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）；缓冲液１４、抗体
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亲和凝胶自行配置。

１．３　目的基因获取［３］　采用逆转录ＰＣＲ方法由正常人脾

组织ＲＮＡ中获取目的基因，ＰＣＲ条件为９４℃变性１ｍｉｎ，

５８℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，共３０个循环，最后７２℃的延伸８ｍｉｎ。

１．４　抗原制备　将上述目的基因片段经ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ双

酶切，插入ｐＥＴ３２表达质粒，经电穿孔导入大肠杆菌 Ｂ２１
（ＤＥ３）中。阳性克隆通过ＩＰＴＧ诱导表达，ＢＰＥＲＴＭ抽提细

菌蛋白后通过镍亲和柱进行蛋白纯化后得到重组蛋白。

１．５　杂交瘤细胞株的建立　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

方法进行［４］。Ｉｇ类型及亚型鉴定以 ＭＡＢＴＥＳＴ试剂盒操作

说明书进行。

１．６　抗 ＡＲＰ２抗体分泌杂交瘤株的筛选　以 ＡＲＰ２ＴＲＸ
融合蛋白和ＴＲＸ蛋白（质粒ｐＥＴ３２表达产物）分别包被９６
孔板，ＥＬＩＳＡ法初步筛选 ＡＲＰ２抗体分泌杂交瘤株，进而通

过有限稀释法获得抗ＡＲＰ２抗体分泌杂交瘤单克隆细胞株。

１．７　ＡＲＰ２单克隆抗体特异性鉴定　以上述抗 ＡＲＰ２抗体

分泌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。

１．８　人心肌免疫组织化学检测　取适量人心脏组织以４％
多聚甲醛固定，石蜡包埋，连续切片，厚５μｍ，组织切片常规

脱蜡至水。实验组滴加上述抗 ＡＲＰ２抗体分泌杂交瘤细胞

的培养上清５０μｌ作为一抗，阴性对照组不加一抗，阳性对照

组加等量的骨髓瘤细胞培养上清，３７℃过夜。ＰＢＳ洗涤后实

验组和阴性对照组加辣根过氧化物酶标记羊抗鼠ＩｇＧ，室温

作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后，ＤＡＢ显色，苏木精复染，梯度乙醇

脱水封片。

２　结　果

２．１　目的基因获取　ＰＣＲ产物电泳结果显示在目的基因大

小附近有特异性条带，回收克隆至ｐＥＴ３２表达质粒后，经酶

切和测序鉴定，结果与ＧｅｎＢａｎｋ报道的ＡＲＰ２相应基因序列

完全一致。

２．２　目的蛋白获取　蛋白电泳结果显示ＩＰＴＧ诱导后在相

对分子质量５７００００处出现特异性蛋白条带，表达量占细菌

总蛋白３０％左右，通过镍亲和柱进行蛋白纯化后得到的重组

蛋白纯度大于９０％（图１）。

２．３　抗体效价　ＳＰ２／０骨髓瘤细胞培养上清、腹水及血清

作阴性对照，以Ｄ≥阴性对照平均Ｄ 值±２ｓ者为阳性标准，

出现阳性的最高稀释倍数为该腹水或血清的效价。杂交瘤

细胞的培养上清抗体效价为１１０４左右；腹水抗体效价为

１１０７～１１０８。

２．４　单克隆抗体Ｉｇ类型　经 ＭＡＢＴＥＳＴ试剂盒测定，杂交

瘤细胞培养上清及腹水中的抗体均为ＩｇＧ２ａ类。

２．５　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５７００００处出现特异性显色条带，而对照

组未见相应的表达条带（图２）。

图１　诱导纯化后的ｐＥＴ３２ａＡＲＰ２融合蛋白电泳结果

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐＥＴ３２ａＡＲＰ２ｉｎｆｕｓｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
１：Ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３：Ｏｂｖｉｏｕｓｂａｎｄａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ

图２　ＡＲＰ２单克隆抗体特异性鉴定 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果

Ｆｉｇ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆＡＲＰ２ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＧｒｏｕｐＡｄ．ＡＲＰ２；２：ＧｒｏｕｐＡｄ．Ｎｕｌｌ；３：ＧｒｏｕｐＰＢＳ；

４：ＳｔａｎｄａｒｄＡＲＰ２

２．６　抗人ＡＲＰ２抗体在免疫组化检测中的应用　结果显示

实验组可以检测到 ＡＲＰ２蛋白（图３Ａ）；阴性和阳性对照组

检测不到ＡＲＰ２蛋白（图３Ｂ、３Ｃ）。

３　讨　论

　　本研究采用ＡＮＴＨＥＰＲＯＴ５．０对ＡＲＰ２全长进行了序

列分析和预测，并结合Ｂｌａｓｔ同源性分析，选定了ＡＲＰ２全长

氨基酸序列作为抗原，本研究证明，该序列有较强的免疫原

性。

　　本研究中设计的ＡＲＰ２引物，用于扩增ＡＲＰ２ｃＤＮＡ的

全长编码序列，在５′端引物序列中引入了ＥｃｏＲⅠ 位点，在

３′端引物序列中引入了ＨｉｎｄⅢ位点，以便于将ＡＲＰ２ｃＤＮＡ
融合至ｐＥＴ３２ａ中。ｐＥＴ３２系列是用于克隆和高水平表达



第７期．孟　舒，等．人血管生成素相关蛋白２单克隆抗体的制备与鉴定 ·７８３　　 ·

融合了１０９９９ＴｒｘＴａｑＴＭ 硫氧还蛋白［５］，其克隆位点包含

Ｈｉｓ．Ｔａｑ和Ｓ．ＴａｑＴＭ序列，这两个序列均有助于融合蛋白识

别和纯化作用。

图３　人心脏ＡＲＰ２免疫组化检测结果

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＲＰ２ｉｎｈｕｍａｎｃａｒｄｉａｃｔｉｓｓｕｅｓ（×２００）

Ａ：ＰｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡＲＰ２；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　在抗原选择方面，能够获得高效表达的ｐＥＴ融合蛋白体

系是十分重要的。然而，ｐＥＴ融合蛋白通常会同时以包涵体

和可溶性两种形式表达，不同的融合蛋白的诱导条件差异很

大。本研究经过摸索，对不同ＩＰＴＧ浓度、温度、诱导时间进

行优化，发现能够使ＡＲＰ２蛋白以最大程度可溶性形式表达

的条件是：１００μｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，３０℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ×４ｈ，此条

件下ＳＤＳＰＡＧＥ扫描发现，ｐＥＴ３２ａＡＲＰ２融合蛋白至Ｅ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株中的表达量占细菌总蛋白３０％以上，通过镍

亲和柱进行蛋白纯化后得到的重组蛋白浓度大于９０％，纯化

后样品的相对分子质量大小为５７００００，与理论值基本一致。

　　亲和层析技术是生物化学中常用的检测和纯化蛋白的

方法，其关键在于选择能识别并特异性结合目的蛋白的配

体，所选择的配体对目的蛋白应具有较强的亲和力。一般来

说，配体对目的蛋白亲和力越高，在亲和层析中的应用价值

就越大，但亲和力太高时，洗脱条件较为剧烈，容易导致欲纯

化蛋白的变性。在 ＡＲＰ２蛋白纯化时以下几个方面要加以

注意：（１）用蛋白质核酸检测仪时，咪唑会产生基线上移，尤

其在用高浓度的咪唑洗脱时，这种现象会更明显，不要与蛋

白峰混淆；（２）破菌后的沉淀用缓冲液溶解时，如有不全溶解

现象，属正常；（３）如果用尿素溶解后纯化未见目的蛋白，可

以改用６ｍｏｌ／Ｌ的盐酸胍，因为盐酸胍的助溶效果有时会更

好；（４）所有的溶液中不能含有金属鳌合离子（如ＥＤＴＡ），以

及其他的强还原剂（如ＤＴＴ）［４］。

　　根据文献［６］报道，制备单克隆抗体可直接使用载体的融

合蛋白作为抗原免疫或可纯化的目的蛋白。由于本研究通

过基因工程方法得到的 ＡＲＰ２蛋白的量相对较少，故选择

ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠为免疫动物［７］。通过杂交瘤技术经间接

ＥＬＩＳＡ筛选出３株分泌单抗的杂交瘤细胞。应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹对获得的单抗进行检测，显示３株抗体均能与 ＡＲＰ２及

ｐＥＴ３２ａＡＲＰ２结合，而与ｐＥＴ及菌体蛋白无反应，而且特异

性地检测到原核表达 ＡＲＰ２（ｐＥＴ３２ａＡＲＰ２），提示单克隆抗

体具有很高的特异性。本实验结果首次证明，用ｐＥＴ３２ａ

ＡＲＰ２融合蛋白免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠可获得效价较高的抗

ＡＲＰ２单克隆抗体。

　　抗ＡＲＰ２单克隆抗体的成功研制为 ＡＲＰ２的检测及功

能研究提供了一种重要工具。由于单克隆抗体针对单一抗

原决定簇，可避免与其他抗原产生交叉反应，因此用单克隆

抗体所建立的检测方法具有特异、灵敏、准确的优点，为后续

的研究奠定了基础。
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