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［摘要］　目的：制备兔抗人ＰＩＷＩＬ２（Ｐｅｌｅｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｗｉｍｐｙｔｅｓｔｉｓｌｉｋｅ２，或称 ＨＩＷＩ２）的多克隆抗体，并鉴定其特异性，初

步探讨其在人正常及肿瘤组织中的分布。方法：人工合成特异性ＰＩＷＩＬ２多肽，以马来酰胺活化匙孔血蓝蛋白（Ｋｅｙｈｏｌｅｌｉｍ

ｐｅｔｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ，ＫＬＨ）为载体构建多肽免疫原，致敏大白兔，制备兔抗人ＰＩＷＩＬ２多克隆抗体。亲和层析法纯化抗体，ＥＬＩＳＡ

和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定特异性，人组织芯片行ＰＩＷＩＬ２的免疫组化研究。结果：通过构建ＰＩＷＩＬ２多肽ＫＬＨ载体复合物致敏大

白兔，制备出兔抗人ＰＩＷＩＬ２蛋白多克隆抗体。ＥＬＩＳＡ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹证实兔抗人ＰＩＷＩＬ２抗体可特异性识别ＰＩＷＩＬ２多肽。

人组织芯片免疫组化染色显示，ＰＩＷＩＬ２在肿瘤细胞的表达具有组织特异性，大多数正常和癌组织的平滑肌细胞胞质中呈阳性

染色。结论：成功制备出兔抗人ＰＩＷＩＬ２多克隆抗体，为后续研究奠定了基础。

［关键词］　ＰＩＷＩＬ２蛋白；多克隆抗体；组织芯片

［中图分类号］　Ｒ３４９．８３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０９１０３４０４

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｈｕｍａｎＰＩＷＩＬ２ｐｒｏｔｅｉｎ

ＺＨＵＦｅｎｇｓｈａｎｇ１，ＨＵＡＮＧＺｈｉｇａｎｇ１，ＨＵＹｉｎｇ２，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｙａｎ２，ＣＨＥＮＸｉｍｅｉ１，ＭＥＮＧＸｕｎ２，ＧＡＯＨｅｎｇｊｕｎ１，２

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，ＴｏｎｇｊｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００６５，Ｃｈｉｎａ

２．ＮａｔｉｏｎａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＣｅｎｔｅｒＦｏｒＢｉｏＣｈｉｐｉｎＳｈａｎｇｈａｉ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０１２０３

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｐｒｅｐａｒｅｒａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔｈｕｍａｎＰｅｌｅｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｗｉｍｐｙｔｅｓｔｉｓｌｉｋｅ２（ＨＩＷＩ２）

ｐｒｏｔｅｉｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｔｓｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｔｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｂｙｍｅａｎｓｏｆｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：

ＰＩＷＩＬ２ｐｅｐｔｉｄｅｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｃｈｅｍｉｃａｌｌｙａｎｄｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｔｏＫｅｙｈｏｌｅｌｉｍｐｅｔｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ（ＫＬＨ）ａｓａｎｉｍｍｕｎｏｇｅｎ．Ｔｈｅｎｔｈｅ

ＰＩＷＩＬ２ＫＬＨ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｒａｂｂｉｔｓｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｔｏｐｒｏｄｕｃｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＥＬＩＳＡａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．ＰＩＷＩＬ２

ｗａｓｔｈｅｎｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｅｄｏｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐｔｏｓｔｕｄｙｉｔｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｒａｂｂｉｔ’ｓ

ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｈｕｍａｎＰＩＷＩＬ２ ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＰＩＷＩＬ２ＫＬＨ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ．Ｔｈｅｓｅ

ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＰＩＷＩＬ２ｐｅｐｔｉｄｅｓｂｙＥＬＩＳＡａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ．ＰＩＷＩＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｔｉｓｓｕｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ，ｗｉｔｈＰＩＷＩＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｏｆｍｏｓｔｎｏｒｍａｌａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｈｕｍａｎＰＩＷＩＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｈａｖｅｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐｒｅｐａｒｅｄ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｂａｓｉｓｆｏｒ

ｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｒｏｌｅｏｆＰＩＷＩＬ２ｉｎｔｈｅｐａｔｈｗａｙｏｆｍｉＲＮＡ／ＲＮＡ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＰＩＷＩＬ２ｐｒｏｔｅｉｎ；ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；ｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（９）：１０３４１０３７］

［收稿日期］　２００８０２１１　　　　［接受日期］　２００８０７１０
［基金项目］　国家高技术研究发展计划（“８６３”计划）（２００２ＡＡ２Ｚ２０２１）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＨｉｇｈＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（“８６３”Ｐｒｏｇｒａｍ，２００２ＡＡ２Ｚ２０２１）．
［作者简介］　朱风尚，博士生，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｆｅｎｇｓｈａｎｇ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１５１３２０２７８，Ｅｍａｉｌ：ｈｅｎｇｊｕｎ－ｇａｏ＠ｓｈｂｉｏｃｈｉｐ．ｃｏｍ

　　随着小干扰 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓ，

ｓｉＲＮＡｓ）及微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡ）的发

现，人们逐渐认识到，ＲＮＡ调控基因表达的功能在

生命过程中的扮演角色可能远比我们设想的要重

要。这些由２１～３０个核苷酸组成非编码的小ＲＮＡ
在染色体构建到干细胞分化、肿瘤发生中可能发挥

着巨大的作用［１］。ＲＮＡ诱导沉默复合体（ＲＮＡｉｎ

ｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）是介导 ｍｉＲＮＡ 抑
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制基因表达及 ＲＮＡｉ效应的最为关键环节［２］。而

Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白家族 （ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅＡｒｇｏｎａｕｔｅ

ｆａｍｉｌｙ）是 ＲＩＳＣ的主要组成成分，被认为是 ｍｉＲ

ＮＡ／ＲＮＡｉ的“效应器”［３］。Ａｒｇｏｎａｕｔｅ家族是一类

相对分子质量约为１０００００的序列高度保守的蛋白

质，主要包含ＰＡＺ（ｐｉｗｉａｒｇｏｎａｕｔｅｚｗｉｌｌｅ）和ＰＩＷＩ
（Ｐｅｌｅｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｍｐｙｔｅｓｔｉｓ）２ 个 结 构 域。

ＰＡＺ和ＰＩＷＩ对于ｓｉＲＮＡ和目标ｍＲＮＡ相互作用

是必不可少的，可导致目标ｍＲＮＡ的切割或者翻译

抑制［４５］。研制其相关抗体，并对Ａｒｇｏｎａｕｔｅ家族的

生化及遗传学性质进行研究，可能有利于揭示这些

通路参与人类诸多疾病的基本生物学机制，故本研

究制备人Ａｒｇｏｎａｕｔｅ家族中ＰＩＷＩＬ２蛋白的特异性

抗体，利用人组织芯片检测ＰＩＷＩＬ２蛋白在人体部

分正常和肿瘤组织中的分布，并初步探讨其在相关

疾病发病中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　马来酰胺活化匙孔血蓝蛋

白（ＫＬＨ蛋白），ＳＭＣＣ，ＳｕｌｆｏＬｉｎｋＣｏｕｐｌｉｎｇＧｅｌ购

自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司；弗氏佐剂、四甲基联苯胺

（ＴＭＢ）为Ｓｉｇｍａ公司产品；Ｐ１０柱、５５０酶标仪、４２２
型电洗脱装置为ＢｉｏＲａｄ公司产品；ＨＲＰ标记的抗

兔ＩｇＧ抗体购于ＲｏｃｋＬａｎｄ公司；ＥＣＬ化学发光试

剂盒购于 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司。４０点人多种类型肿瘤

和正常组织芯片由上海芯超生物科技有限公司提

供。免疫用雄性新西兰大白兔，体质量约２．４ｋｇ，购

自中国科学院上海实验动物中心。

１．２　ＰＩＷＩＬ２抗原表位分析　采用公共核酸与蛋白

质序列数据库（Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库）及抗体设计筛查软件

（Ｄｒａｇｏｎｆｌｙ，ＵＳＡ）选择ＰＩＷＩＬ２蛋白特异的片段。

１．３　ＰＩＷＩＬ２多肽的合成、纯化和交联　ＰＩＷＩＬ２
多肽片段由上海再创生物科技有限公司（ＣＳｔｒｏｎｇ
公司）合成，获得的多肽经常规Ｃ１８的ＲＰＨＰＬＣ柱

进行纯化。ＰＩＷＩＬ２多肽与 ＫＬＨ 偶联方法参照试

剂盒实验步骤进行，构建半抗原载体偶联物。多肽

与活化凝胶的连接步骤：取１０ｍｇＰＩＷＩＬ２多肽，以

连接缓冲液 ２ ｍｌ（５０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，５ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，ｐＨ８．５）溶解后与２ｍｌＳｕｌｆｏＬｉｎｋＣｏｕｐｌｉｎｇ
Ｇｅｌ混合３０ｍｉｎ后，以封闭缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＣｙｓ

ｔｅｉｎｅ，ｐＨ８．５）封闭３０ｍｉｎ。

１．４　兔抗ＰＩＷＩＬ２多肽抗体的制备　按１００μｇ多

肽／次剂量的多肽ＫＬＨ 偶联物与等量的弗氏佐剂

充分乳化后，于兔背部皮下多点注射，每隔２周背部

皮下多点免疫１次，共４次。其中，首次采用完全弗

氏佐剂乳化后免疫，第２～４次采用不完全弗氏佐剂

乳化后免疫。在第８周，经耳缘静脉采血测定抗体

的效价，符合要求时，立即颈动脉取血，分离血清后，

无菌分装保存于－２０℃。

１．５　ＰＩＷＩＬ２多肽抗体的纯化　采用亲和层析法。

抗血清以４０％硫酸铵沉淀后，经ＰＢＳ透析，与相应

肽连接凝胶混合过夜（４℃）。装入Ｐ１０柱，以０．１

ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸溶液（ｐＨ３．０）洗脱２次，收集洗脱液，

用紫外分光光度计测光密度（Ｄ２８０）值，测定蛋白浓

度，纯化抗体再次ＰＢＳ透析后，４℃保存。用１２．５％
凝胶进行还原型电泳分析，上样量为５μｇ，行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测纯化后的抗体纯度。

１．６　抗血清特性的鉴定

１．６．１　抗血清效价和结合能力的检测　采用间接

ＥＬＩＳＡ法。多肽偶联物以０．５μｇ／孔浓度包被９６
孔酶标板。每孔１００μｌ，４℃孵育过夜后，用１０％的

牛血清封闭，每孔２００μｌ，３７℃２ｈ后洗涤备用。抗

体以封闭缓冲液稀释至１μｇ／ｍｌ，再倍比稀释９个梯

度，以检测纯化抗体对相应多肽的结合能力。同时，

取出包被好的检测板，每孔加入抗血清１００μｌ（以

０．５μｇ／ｍｌ无关兔ＩｇＧ作为阴性对照），３７℃孵育３０

ｍｉｎ，洗涤３次，后每孔加入１∶５０００稀释的 ＨＲＰ
标记的羊抗兔ＩｇＧ１００μｌ，３７℃孵育１５ｍｉｎ。洗涤３
次后进行 ＴＭＢ显色，３７℃孵育１５ｍｉｎ，终止反应

后，用酶标仪测定样品Ｄ４５０。反应孔Ｄ 值与阴性对

照的Ｄ 比值≥２判为阳性，以阳性最大稀释倍数作

为抗血清的最终效价。

１．６．２　ＰＩＷＩＬ２多克隆抗体的检测　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹法。提取宫颈癌 ＨｅＬａ细胞、转染腺病毒Ｅ１Ａ
基因的人肾上皮细胞２９３系和人红白血病Ｋ５６２细

胞这３种细胞株的总蛋白。每样本６０μｇ蛋白上

样，进行ＳＤＳＰＡＧＥ，后经１６０ｍＡ恒流转膜６０ｍｉｎ
（０．４μｍｏｌ／Ｌ硝酸纤维素膜）。用含５０ｇ／Ｌ脱脂奶

粉的ＴＢＳＴ封闭液室温振荡封闭２ｈ，以 ＴＢＳＴ洗

膜后，依次滴加１∶５００的ＰＩＷＩＬ２多克隆抗体血

清，４℃孵育过夜，洗膜４次，每次１０ｍｉｎ。１∶２０００
的 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ室温振荡反应４５ｍｉｎ，

室温洗膜。用ＥＣＬ化学发光试剂盒显色处理５ｍｉｎ
后，于暗室曝光到Ｘ线胶片上，显影、定影。

１．６．３　多克隆抗体的组织芯片免疫组化染色　采
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用ＳＰ法进行免疫组化染色。采用４０点消化组织

芯片（上海芯超生物科技有限公司），滴加５％ＢＳＡ，

室温下封闭２０ｍｉｎ，加入按１∶１００稀释的兔抗人

ＰＩＷＩＬ２多肽抗体，４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗片后加入

羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗片后进

行ＤＡＢ显色，苏木精复染，返蓝后，脱水、透明、封

片，镜检，放大２００或４００倍拍照记录结果。细胞质

染色强度表示法为：淡黄＋、黄（）、棕黄（）。

２　结　果

２．１　多肽序列选择　根据亲水性、柔韧性、抗原性

及表面性４个参数预测的结果综合考虑ＰＩＷＩＬ２多

肽（相对分子质量１０９８００）片段，确定其３４５～３５６
位１２个氨基酸作为拟合成的多肽（序列为：ＤＰＴ

ＳＡＭＶＬＱＱＨＲ）。并在Ｃ末端加上半胱氨酸用于

肽片段与载体的连接。

２．２　ＰＩＷＩＬ２多肽抗原的合成与纯化　获得的多

肽经质谱分析均与多肽的理论相对分子质量一致，

ＨＰＬＣ检测纯度９５％以上，可以作为抗原免疫动

物。

２．３　抗血清效价分析　ＥＬＩＳＡ方法检测免疫两次

后抗血清的效价以判断动物对多肽抗原的应答，并

检测末次免疫后收获的抗血清的效价。结果，两次

免疫后抗血清效价为１１００００，末次抗血清效价为

１２００００，可检测多肽抗原最低限度为８ｎｇ／ｍｌ。

２．４　纯化抗体对相应多肽的结合能力　ＥＬＩＳＡ法

检测了纯化抗体对相应多肽的结合能力。结果表明

经多肽偶联的凝胶亲和层析所纯化的抗体，在９个

倍比稀释点（５００～１．９５ｎｇ／ｍｌ），相应Ｄ４５０均较高

（０．５２～０．８５），显示了较好的特异结合能力。

２．５　纯化抗体ＳＤＳＰＡＧＥ分析　１２．５％还原型电

泳分析表明，主要蛋白条带在５００００位置，符合兔

ＩｇＧ的基本特征，同时抗体的纯度可达８０％以上。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＰＩＷＩＬ２抗体特异性　３株

细胞总蛋白杂交阳性条带均约在相对分子质量

１０００００处，说明ＰＩＷＩＬ２抗体特异性较强（图１）。

２．７　组织芯片的免疫组织化学检测　在正常食管、

胃黏膜组织中，本抗体对平滑肌细胞显示出明显的特

异性，呈现不同程度的阳性染色。食管癌、胃癌肿瘤

细胞上阴性表达，但在相应组织的平滑肌上仍有阳性

表达；在听神经瘤、纤维脑膜瘤肿瘤细胞胞质内也呈

明显阳性表达（图２）。结果提示该多抗可能在某些肿

瘤细胞、平滑肌细胞的分化调控中起重要作用。

图１　３种细胞株 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹验证结果

Ｆｉｇ１　Ｐｕｒｉｆｉｅｄａｎｔｉｂｏｄｙｗａｓｖａｌｉｄａｔｅｄ

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓｔｒａｉｎｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＨｅＬａｃｅｌｌ；２：２９３ｃｅｌｌ；３：Ｋ５６２ｃｅｌｌ

３　讨　论

　　ｍｉＲＮＡ主要功能是调节生物体内在的与机体

生长、发育、疾病发生过程有关的基因表达，而且这

种小分子可能调节着人类１／３的基因［６］，与肿瘤的

发生也关系密切［７］。对作为ＲＩＳＣ“效应器”的 Ａｒ

ｇｏｎａｕｔｅ蛋白家族成员研究具有重要意义，尤其是对

ＰＩＷＩ蛋白亚家族的研究渐成为热点［８］。目前关于

ＰＩＷＩＬ２蛋白功能的研究很少。２００４年Ｐｉｌｌａｉ等［９］

发现ＰＩＷＩＬ２可能与目标 ｍＲＮＡ结合而抑制蛋白

合成。ＰＩＷＩＬ２（亦称 ＨＩＷＩ２或ＥＩＦ２Ｃ３）与ＡＧＯ１、

ＡＧＯ４均位于１ｐ，这一区域在 Ｗｉｌｍｓ瘤、原发神经

外胚层瘤及许多其他恶性肿瘤中常发生缺失［１０］，提

示ＰＩＷＩＬ２可能在肿瘤形成中起重要作用。

　　本研究根据Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库获得人ＰＩＷＩＬ２蛋

白序列，由于Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白家族的序列同源性高，

因此使用能区分 ＡＧＯ蛋白成员、且与人蛋白组其

余部分不同的多肽序列非常重要。本研究采用抗体

设计师内部多肽选择数据库（Ｄｒａｇｏｎｆｌｙ，ＵＳＡ）来选

择最佳多肽免疫原，有效地避免了 ＡＧＯ蛋白之间

的抗原交叉性，用于人 ＡＧＯ蛋白抗体的生产。合

成多肽制备抗体是目前广泛使用的抗体制备方法，

通常选用疏水性弱、抗原性强、长度为１０～３０个氨

基酸的多肽作为免疫原来生产抗体［１１］。本研究采

用的多肽选择数据库考虑到了多肽的序列独特性

（该独特性是基于与所有人蛋白序列比较后的数据

得到的）、抗原性（ＨｏｐｐＷｏｏｄｓ评分）、合成难度和

溶解性。该数据库可为覆盖整个蛋白序列的重叠多

肽以及选定的用于抗体生产的最佳肽段打分。
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图２　人ＰＩＷＩＬ２免疫组化定位结果

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎＰＩＷＩＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ

Ａ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｅｎｄｏｃｈｙｌｅｍａｏｆｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｆｒｏｍｅｓｏｐｈａｇｅａｌｍｕｃｏｓａ；Ｂ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｌａｍｉｎａｍｕｓｃｕｌａｒｉｓｍｕｃｏｓａｅｆｒｏｍｇａｓ

ｔｒｉｃｍｕｃｏｓａ；Ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｅｎｄｏｃｈｙｌｅｍａｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ｂｕｔｎｅｇａｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｏｕｍｏｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ；Ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｅｎｄｏｃｈｙｌｅｍａｏｆｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒ，ｍｕｓｃｕｌａｒｌａｙｅｒｉｎｖｅｓｓｅｌｗａｌｌ，ｆｉｂｒｏｃｙｔｅｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇｇｌａｎｄｕｌａｒｂｏｄｙ，ｂｕｔ

ｎｅｇａｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ；Ｅ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎａｃｏｕｓｔｉｃｎｅｕｒｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ；Ｆ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｆｉｂｒｉｎｏｕｓ

ｍｅｎｉｎｇｉｏｍａｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ａ（×４００）；ＢＦ（×２００）

　　针对 ＰＩＷＩＬ２，本研究合成出多肽并将其与

ＫＬＨ结合用于免疫。在兔体内免疫３次之后，该多

肽显示出强免疫反应，且在９６孔板上用固定化免疫

原肽段进行ＥＬＩＳＡ检测时显示出了高滴度。同时

经过纯化抗体的ＳＤＳＰＡＧＥ分析、蛋白杂交等验

证，明确显示所制备抗体符合ＰＩＷＩＬ２特性。通过

该抗体对正常黏膜和癌组织进行组织芯片免疫组化

染色发现，本实验制备的ＰＩＷＩＬ２在人听神经瘤、纤

维脑膜瘤肿瘤细胞胞质内明显阳性表达，但在食管

癌、胃癌组织中未见阳性表达，提示ＰＩＷＩＬ２在肿瘤组

织中的表达可能具有组织和细胞特异性。有趣的是，

无论正常的食管、胃黏膜还是食管癌和胃癌组织中，

ＰＩＷＩＬ２在相应组织平滑肌细胞胞质中均阳性表达。

该结果提示，除了我们常关注的ＰＩＷＩＬ２与肿瘤发生

发展的关系外，ＰＩＷＩＬ２是否具有调控平滑肌的分化、

增殖和凋亡等功能，值得进一步研究。

　　总之，本抗体的成功制备为进一步研究 Ａｒｇｏ

ｎａｕｔｅ蛋白家族在 ｍｉＲＮＡ／ＲＮＡｉ通路中的作用及

在人类其他疾病中的意义提供了重要工具。
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