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!

>C23";!F2E$"36!6

%

>C23"

;!F2E$"3E!6

工程菌株由该实验室前期构建!异丙基
"

%

"?"

硫代半乳糖苷"

7;F<

#诱导
Z;[36!6

%

3E!6

重组蛋
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#%蛋白质免疫印迹法"
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#对
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重组蛋白进行鉴定!

Z%,

亲和层析柱对目的蛋白进行纯化$以纯化的重组蛋白
Z;[36!6
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为免疫原免疫
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+

小鼠!杂交瘤技术制备相应单克隆抗体!间接法测抗体!酶联免疫吸附测定

"

!C7D=

#方法检测抗体效价!

c/,N/O(S&MN

检测抗体特异性$结果
!

表达并纯化获得了
Z;[36!6

%

3E!6

蛋白!

杂交瘤技术获得
Z;[36!6"2"<4
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Z;[36!6"2"@2
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Z;[3E!6"A"Z3

杂交瘤细胞株!

c/,N/O(SM&N

结果显示!其

分泌抗体可分别与
Z;[36!6
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3E!6

特异性结合!用
Z;[36!6"2"<4
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Z;[3E!6"A"Z3

制备的腹腔积液效价分

别可达
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$结论
!

成功制备抗
Z;[36!6

%

3E!6

单克隆抗体!该抗体效价高!特异度好!为建立血清学诊断方

法打下了基础$
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患病率就占了
2K_

$

3"K

%

!研究发现
44_

以上的宫颈癌

都能够找到人乳头瘤病毒&

Z;[

'感染的迹象!这些感

染中主要型别是
Z;[36

&约占
KA_

'和
Z;[3E

&约占

3K_

'

$

6"4

%

!

Z;[

不能在体外经组织进行增殖培养!相

应的抗原及抗体来源相对缺乏!使得有关
Z;[

血清

学检测方法的研究也因此相对比较滞后$

3*

%

!本研究利

用蛋白原核表达和细胞融合技术制备
Z;[36!6

*

3E!6

特异性单克隆抗体!对
Z;[36

*

Z;[3E

型别感

染者的快速检测和诊断打下物质基础"

A

!

材料与方法

A.A

!

实验材料
!

>C23";!F2E$"36!6

*

>C23";!F2E$"

3E!6

工程菌株由本实验室前期构建+本实验室自备

D;2

(

*

细胞株+

D;@

级
>=C>

(

8

小鼠由上海斯莱克实验

动物有限公司提供"

A.B

!

仪器与试剂
!

异丙基
"

%

"?"

硫代半乳糖苷

&

7;F<

'诱导剂*次黄嘌呤
"

氨基喋呤
"

胸腺嘧啶核苷

&

Z=F

'培养基*次黄嘌呤
"

胸腺嘧啶核苷&

ZF

'培养

基*融合诱导剂
;!<5***

由美国
I!9]

公司提供+

卡那霉素由上海生工生物工程公司提供+小鼠抗
Z%,"

F$

)

单克隆抗体*弗氏完全佐剂和不完全佐剂由美国

D%

)

#$

公司提供+胎牛血清*

365*

培养基*青霉素*链

霉素由美国
Z%+&M(/

公司提供+

>8=

蛋白浓度测定

试剂盒由碧云天公司提供+

Z;[!6

*

Z;[36!6

*

3E!6

蛋白由上海沪震实业有限公司提供+

Z95*"

'

=2

生

物安全柜由青岛海尔特种电器有限公司提供+

I8:"

3E=78

二氧化碳培养箱由三洋电机株式会社提供+超

声破碎仪
1d"2K*

由浙江省三门超声波仪器厂提供+

1D;:c!9"A**

电泳仪由上海培清科技有限公司提

供+羊抗鼠
7

)

<"Z9;

*

I-&%N,W$(I]A

酶标仪由赛默

飞世尔科技公司提供+

46

孔酶标板*

46

孔细胞培养板

由美国
8MO(%(

)

公司提供+

Z%,FO$

P

@@

亲和层析柱

购自美国
<!Z/$&NR+$O/

公司"

A.C

!

Z;[36!6

*

3E!6

蛋白在大肠杆菌中的表达*纯

化及定量

A.C.A

!

Z;[36!6

*

3E!6

基因诱导表达
!

>C23"

;!F2E$"36!6

*

>C23";!F2E$"3E!6

工程菌株在琼脂

平板&含卡那霉素
K*

(

)

(

#C

'涂板活化后挑取单菌落

接种于
K#CC>

液体培养基&含卡那霉素
K*

(

)

(

#C

'

培养过夜!之后取菌液
3̀ 3**

稀释作扩增培养至
:?

值为
3.*

!以终浓度为
*.2##M&

(

C7;F<

诱导过夜后

收集菌液"诱导产物作十二烷基硫酸钠
"

聚丙烯酰胺

凝胶电泳法&

D?D";=<!

'分析!以稀释度为
3̀ 2***

的小鼠抗
Z%,"F$

)

单克隆抗体作为一抗!稀释度为

3̀ 2***

的羊抗鼠
7

)

<"Z9;

为二抗作蛋白质免疫印

迹法&

c/,N/O(S&MN

'鉴定"

A.C.B

!

Z;[36!6

*

3E!6

重组蛋白的纯化及定量
!

收

集诱导后菌液离心取沉淀!超声破碎菌体!取超声破

碎后悬液的上清和沉淀同时进行
D?D";=<!

分析!

考马斯亮蓝染色*脱色!观察是否在
2*a3*

A

*

22a3*

A

的位置出现蛋白质条带!以确定重组蛋白以可溶性形

式存在于超声裂解上清中"按照
Z%,FO$

P

@@

亲和

层析柱使用说明书进行纯化操作!对纯化前和纯化后

的产物分别进行十二烷基硫酸钠
"

聚丙烯酰胺凝胶电

泳法&

D?D";=<!

'分析!考马斯亮蓝染色*脱色!分析

纯化效果"采用
>8=

蛋白浓度测定试剂盒对纯化后

蛋白进行定量分析"

A.D

!

Z;[36!6

*

3E!6

蛋白单克隆抗体制备及其鉴定

!

以纯化的
Z;[36!6

*

3E!6

重组蛋白为免疫原免疫

6

"

E

周的
>=C>

(

+

小鼠"以
Z;[36!6

*

3E!6

蛋白作

为抗原分别包被
46

孔酶标板!

3̀ 3****

稀释度的

Z9;

标记的羊抗鼠
7

)

<

为二抗间接酶联免疫吸附测

定&

!C7D=

'法测定
>=C>

(

+

小鼠血清抗体效价+以

Z;[!6

抗原包被
46

孔酶标板!

3̀ 3****

稀释度的

Z9;

标记的羊抗鼠
7

)

<

为二抗间接
!C7D=

法测定

>=C>

(

+

小鼠血清腹腔积液效价"取免疫鼠脾细胞

与
D;2

(

*

细胞作细胞融合实验"采用以
Z;[36!6

*

3E!6

抗原分别包被
46

孔酶标板!

3`3****

稀释度

的
Z9;

标记的羊抗鼠
7

)

<

为二抗间接
!C7D=

法筛

选融合的阳性杂交瘤细胞!有限稀释法对阳性细胞进

行单克隆增殖培养!以获取可稳定分泌单克隆抗体的

杂交瘤细胞株"

c/,N/O(S&MN

对单克隆抗体进行鉴

定!提取蛋白质并进行
D?D";=<!

电泳*转膜!以抗

Z%,"F$

)

单克隆抗体作为一抗*羊抗鼠
7

)

<"Z9;

为

二抗!按照产品书进行孵育!

!8C

显色液显色"分析

观察是否在
2*a3*

A

*

22a3*

A 位置出现特异性条带"

B

!

结
!!

果

B.A

!

Z;[36!6

*

3E!6

重组蛋白表达*纯化及定量结

果
!

>C23";!F2E$"36!6

*

>C23";!F2E$"3E!6

诱导

和纯化后进行
D?D";=<!

电泳!鉴定结果见图
3

!在

诱导后出现相对高浓度的蛋白条带!并伴有杂带!在

纯化后杂带消失"将
7;F<

诱导后进行
c/,N/O(S&MN

鉴定!结果显示!与
>C23

相比!

Z;[36!6

*

3E!6

在

2*a3*

A

*

22a3*

A 处有明显条带!说明所诱导的表达

蛋白即为目的蛋白!见图
2

"对所获得的蛋白质进行

浓度测定!测得吸光度为
*.6K*

!根据本实验室绘制的

标准蛋白浓度测定曲线!计算得出目的蛋白浓度为

*.2K#

)

(

#C

"见图
A

"

B.B

!

Z;[36!6

*

3E!6

蛋白单克隆抗体制备及其鉴定

结果
!

血清抗体效价测定结果显示
Z;[36!6

免疫

后小鼠血清
3̀ 36***

稀释后高达
3.234

!见表
3

"

B.B.A

!

腹腔积液效价测定
!

间接
!C7D=

法检测结

果显示!腹腔积液在作
3̀ K32***

稀释后
:?

值仍高

达
*.4AB

!效价高达
3*

6
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!!

注#

I

为
?H=

标记物+

3

为
>C23

未诱导+

2

为
>C23

诱导后+

A

为

>C23";!F2E$"36!6

未诱导+

5

为
>C23";!F2E$"3E!6

未诱导+

K

为

>C23";!F2E$"36!6

诱导后+

6

为
>C23";!F2E$"3E!6

诱导后+

B

为

Z;[36!6

纯化后+

E

为
Z;[3E!6

纯化后

图
3

!!

诱导表达蛋白的
D?D";=<!

电泳分析

B.B.B

!

细胞融合后阳性克隆筛选
!

脾细胞与骨髓瘤

细胞融合后经筛选共得到
A

株阳性杂交瘤细胞"其

中两 株 可 分 泌 抗
Z;[36

抗 体!分 别 命 名 为

Z;[36!6"2"<4

*

Z;[36!6"2"@2

+

3

株 可 分 泌 抗

Z;[3E

抗体!命名为
Z;[3E!6"A"Z3

!其中中间数字

代表
46

孔板序号!后字母加数字代表在
46

孔板的位

置!细胞培养液吸光度&

=

5K*

!参考波长
6A*(#

'分别

为
*.44K

*

3.**A

*

3.*32

"

B.B.C

!

阳性克隆鉴定
!

以
>C23

*

>C23";!F2E$"

36!6

*

>C23";!F2E$"3E!6

为抗原!收集杂交瘤细胞

Z;[36!6"2"<4

*

Z;[36!6"2"@2

*

Z;[3E!6"A"Z3

培

养液为一抗!

Z9;

标记羊抗鼠
7

)

<

为二抗!进行

c/,N/O(S&MN

!结果显示杂交瘤细胞
Z;[36!6"2"<4

*

Z;[36!6"2"@2

分泌抗体可特异性与
Z;[36!6

结

合!见图
5

!

Z;[3E!6"A"Z3

分泌抗体可特异性与

Z;[3E!6

结合!见图
K

"

!!

注#

I

为
?H=

标记物+

3

为
>C23

+

2

为
Z;[36!6

+

A

为
Z;[3E!6

图
2

!!

Z;[36!6

#

Z;[3E!6c/,N/O(S&MN

鉴定

图
A

!!

Z;[36!6

#

3E!6

蛋白标准曲线

表
3

!!

小鼠血清抗体效价结果
:?

值

蛋白类型
3̀ 2*** 3̀ 5*** 3̀ E*** 3̀ 36*** 3̀ A2*** 3̀ 65***

空白对照

Z;[36!6 2.24* 3.B62 3.K** 3.*33 *.KKA *.A2A *.*6A

Z;[3E!6 2.32A 3.BE3 3.234 *.B5B *.56B *.26A *.*66

!!

注#

I

为
?H=

标 记 物+

3

为
>C23

+

2

为
>C23";!F2E$"36!6

&

Z;[36!6"2"<4

'+

A

为
>C23";!F2E$"36!6

&

Z;[36!6"2"@2

'

图
5

!!

抗
Z;[36!6

单克隆
c/,N/O(S&MN

鉴定

!!

注#

I

为
?H=

标记物+

3

为
>C23

+

2

为
Z;[3E!6

&

Z;[3E!6"A"

Z3

第
3

次'+

A

为
Z;[3E!6

&

Z;[3E!6"A"Z3

第
2

次'

图
K

!!

抗
Z;[3E!6

单克隆
c/,N/O(S&MN

鉴定

C

!

讨
!!

论

!

在
Z;[

感染患者中!亚型发生率最高的是
Z;[36

型和
Z;[3E

型!这也是我国妇女宫颈癌的主要型

别$

33"32

%

"因此!加强对
Z;[36

型和
3E

型感染的检测

对宫颈癌的早发现和早治疗具有极其重要的意义"

一方面
Z;[

的血清学研究对
Z;[

流行病学研究具

有重要价值!但另一方面由于条件限制现在还没有体

外培养
Z;[

的合适方法!所以很难要获得足够的

Z;[

天然抗原作为研究材料"原核表达系统具有产

量高*费用低廉方面的优势!通过降低诱导温度!控制

诱导前细菌的浓度*降低诱导时转速和减少诱导时间

可以明显促进目的蛋白的可溶性表达$

3A

%

!同时
Z%,

标

签不但不会使重组蛋白的生物学活性受到影响!而且

还使得蛋白质的纯化和检测步骤更方便"本实验室

通过预先构建的
>C23";!F2E$"36!6

*

>C23";!F2E$"

3E!6

转化菌原核表达获得了大量的
Z;[36!6

*

3E!6

蛋白!经
c/,N/O(S&MN

鉴定!证实了目的蛋白即是研

究者所需要的蛋白"纯化的
Z;[36!6

*

3E!6

融合蛋

白作为免疫原免疫小鼠!取小鼠的脾细胞与小鼠骨髓

瘤细胞作细胞融合!作单克隆培养!有限稀释筛选出
2

株分泌抗
Z;[36!6

及
3

株分泌抗
Z;[3E!6

的抗

体!分 别命 名 为
Z;[36!6"2"<4

*

Z;[36!6"2"@2

*

Z;[3E!6"A"Z3

"

c/,N/O(S&MN

检测所筛选到的抗

体!结果显示
Z;[36!6"2"<4

*

Z;[36!6"2"@2

只与

Z;[36

型的
!6

蛋白发生抗原抗体反应!确认是抗

Z;[36!6

特异性单克隆抗体"同样!

Z;[3E!6"A"

Z3

只与
Z;[3E

型的
!6

蛋白发生抗原抗体反应!确

认是抗
Z;[3E!6

特异性单克隆抗体"通过制备小

鼠腹腔积液!本实验成功地获得了大量的
Z;[36!6

*

3E!6

特异性单克隆抗体!腹腔积液检测显示出极高

的效价!免疫结果良好"不仅为今后进一步研究

Z;[36

*

Z;[3E

的致癌机制!提供了一个重要的实验
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资源!而且对
Z;[36

*

Z;[3E

感染者的快速检测和

治疗将具有重要的实际应用价值"

D

!

结
!!

论

!!

成功制备抗
Z;[36!6

*

3E!6

单克隆抗体!该抗

体效价高!特异度好!为建立血清学诊断方法打下了

基础"
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