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摘　要:纯化的人血管能抑素包涵体进行 SDS_PAGE 分离, 切胶回收目的蛋白, 与弗氏不完全佐剂充分乳化后,

进行多点皮下注射免疫新西兰白兔, 制备兔抗人血管能抑素抗血清 , 抗血清去除交叉反应抗体后, 进行Western

Blotting分析抗血清与人血管能抑素及其N 端和 C端片段的抗原抗体反应特性。结果表明, 经过 4次加强免疫后,

获得了高效价的兔抗人血管能抑素抗血清。抗血清去除交叉反应抗体后, Western Blotting 分析表明, 它能与人血

管能抑素发生特异的抗原抗体反应, 同时还能与人血管能抑素的 N端片段和 C 端片段发生特异性较弱的抗原抗

体反应。证明制备的兔抗人血管能抑素抗血清能应用于人血管能抑素及其 N端和 C 端片段免疫学研究中。
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　　人血管能抑素 ( canstatin) 是最近发现的新的

血管生成抑制因子, 它是胶原蛋白 IV 的α2链的 C

端非胶原区 ( NCI)
[ 1]
。本室利用 RT_PCR技术从中

国人胎盘脐带总 RNA中合成了人血管能抑素基因,

并实现了在大肠杆菌中表达 、 表达产物的纯化和生

物活性测定
[ 2]
, 同时也克隆了人血管能抑素的 N

端
[ 3]
和 C端基因片段, 并实现了它们在大肠杆菌中

表达 、 表达产物的纯化和生物活性分析。研究显

示, 人血管能抑素及其 N端和 C 端片段都能特异

地抑制血管内皮细胞的生长, 并且都能抑制 BALB 

c小鼠体内 B16 黑色素瘤的生长 (另文发表) 。本

研究利用纯化的人血管能抑素包涵体作为抗原来免

疫新西兰白兔制备兔抗人血管能抑素抗血清, 并研

究了它与人血管能抑素及其 N 端和 C 端片段的抗

原抗体反应特性, 为进一步研究人血管能抑素及其

N端和 C端片段的功能和作用机制打下基础 。

1　材料和方法

1.1　实验材料　人血管能抑素及其N 端和 C 端片

段包涵体均由本室制备和保存
[ 2, 3]
。新西兰白兔,

雄性, 2 ～ 3 kg, 购自广东省医学实验动物中心 。

1.2　免疫抗原制备
[ 4]
　将约 10 mg 的纯化人血管

能抑素包涵体进行 SDS_PAGE, 切胶回收人血管能

抑素目的条带, 用 PBS摇动洗涤 48 h, 期间换 2 ～

3次 PBS;加适量的 PBS, 用研钵充分地研磨凝胶

成乳状, 加入等体积的弗氏不完全佐剂 ( 10 g 羊毛

脂与 40 mL 石蜡油充分研磨成乳白色粘稠油乳状

物) 混合, 再加入卡介苗素达 10 mg mL, 充分研

磨成完全油包水, 以备免疫用。

1.3　兔抗人血管能抑素抗血清的制备
[ 5]
　选择2 ～

3 kg的新西兰白兔, 免疫前先从耳沿静脉抽取 1.0

mL的血清作为阴性血清, ELISA法检测是否与抗

原有交叉反应。首次免疫时, 从双后跖部各注入

0.5 mL的抗原与弗氏完全佐剂混合液, 2周后于双

侧后肢肿大的 淋巴结内各注入 0.5 mL 的同样制

剂, 第三周沿背部脊柱两侧皮下分 4×2 点注射,

每点 0.2 mL, 每只兔臀部皮下注射 0.5 mL, 一周

后用 ELISA测效价, 若效价达不到理想值可再次加

强免疫 1 ～ 2次;效价达到理想值时, 采用颈静脉

放血, 用无菌的平皿装血, 37 ℃静置 2 h, 析出血

清 。

1.4　抗血清中交叉反应抗体的去除　采用表达人

血管能抑素的空载体菌株 E.coli BL21 ( DE3, pET_

3c) 培养物的丙酮抽提物去除抗血清中能与 E.coli

BL21 ( DE3, pET_3c) 菌体抗原起反应的抗体。具

体方法参照文献
[ 6]
。

1.5　ELISA 法确定抗体的效价
[ 7]
　将抗原适当稀

释后每孔加 100μL 于酶标板中, 37 ℃静置2 h;倾

去抗原, 每孔加入 200μL封闭液, 37 ℃静置 2 h ;

倾去封闭液, 用洗涤液洗 3 次, 每次 5 min;将抗

血清从 10゚ ～ 10
-5
梯度稀释, 每孔加入 100 μL 稀释

液, 37 ℃静置 1 h ;倾去抗血清, 用洗涤液洗 3

次, 每次5 min;每孔加入 100μL 按使用说明稀释

的羊抗兔 IgG_HRP, 37 ℃静置 1 h;倾去上清液,

用洗涤液洗 3次, 每次 5 min ;加入 100 μL AEC
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( 3_氨基_9_乙基咔唑) 显色液, 室温避光显色 10

min, 显色 (鲜红色) 到理想程度, 每孔加入 50 μL

的2 mol L H2SO4 终止反应, 根据颜色深浅进行定

性判断。

1.6　抗血清反应特性的Western Blotting分析
[ 6]
　将

人血管能抑素及其 N 端和 C 端片段包涵体进行

SDS_PAGE分离, 电泳转移到硝酸纤维素 ( NC) 膜

上, 晾干 NC 膜, 在封闭液中室温缓慢摇动 2 h,

以封闭膜上没有结合的蛋白结合位点;与 10
-2
稀

释的兔抗人血管能抑素抗血清在 37 ℃孵育 1 h, 用

洗涤液洗 3次, 每次 10 min;与适当稀释的羊抗兔

IgG_HRP 在 37 ℃孵育 1 h, 用洗涤液洗 3次, 每次

10 min;在 DAB (二氨基联苯胺) 显色液中显色

(棕色) 数分钟, 待目标条带显色清晰时, 将 NC

膜转移到 PBS中停止显色, 并拍照记录结果。

2　结　果

2.1　兔抗人血管能抑素抗血清的制备及其效价的

ELISA测定　试验兔按免疫程序免疫 5次后, 从耳

沿静脉取血进行 ELISA测定抗血清的效价。去除了

交叉反应抗体的抗血清与辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔 lgG结合, 通过显色底物 AEC ( 3_氨基_9_乙基

咔唑) 显色, 显示鲜红色 。抗血清经过 10
0
～ 10

-5

的梯度稀释后, 显色反应依次减弱, 从图 1可知,

抗血清在 10
-4
稀释下, 仍可判断为阳性反应, 而

阴性血清无颜色反应 。

图 1　兔抗人血管能抑素抗血清效价的 ELISA测定

1:阴性血清对照;2-7:抗血清从 10゚ ～ 10 -5梯度稀释

Fig.1　Determination of titer of the rabbit antiserum

against human canstatin by ELISA

1:negative blood serum;2～ 7:gradient dilution of

antiserum from 100 to 10-5 , respectively

2.2　兔抗人血管能抑素抗血清反应特性的Western

Blotting分析　将人血管能抑素及其 N 端和 C 端片

段包涵体进行Western Blotting 分析 。如图 2所示,

经过去除交叉反应抗体的兔抗人血管能抑素抗血

清, 在 10
-2
稀释度下, 能与人血管能抑素起特异

的抗原抗体反应, 而与人血管能抑素 N端和 C 端

片段抗原抗体反应特异性较弱 。各蛋白的双倍相对

分子质量处也有一条较弱的反应带, 推测可能是各

蛋白的二聚体。

图 2　兔抗人血管能抑素抗血清

反应特性的Western Blotting分析

1.人血管能抑素包涵体;

2.人血管能抑素 C 端片段包涵体;

3.人血管能抑素 N端片段包涵体

Fig.2　Western Blotting analyses of the characteristic

reaction of rabbit antiserum against human canstatin

A:SDS_PAGE;B:Western blotting

3　讨　论

影响免疫应答的因素较多, 主要有动物种类 、

遗传因素 、 抗原的物理状态 、抗原的用量 、注射途

径和免疫程序等。特别是抗原的物理状态, 应尽可

能的使抗原与佐剂充分乳化和包被, 抗原的用量不

能低于一定的量, 否则, 免疫动物可能会产生免疫

耐受大大降低抗体的产量
[ 6]
。本研究免疫第 3次

时, 抗体的效价很低, 经过 2次加强免疫后, 抗体

的效价迅速增加。

本研究制备的抗血清属于多克隆抗体类, 在抗

原制备过程中难免会有菌体蛋白污染而产生交叉反

应抗体, 为了去除抗血清中交叉反应抗体, 本研究

参照文献方法 [ 6] , 采用 E.coli BL21 ( DE3, pET_

3c) 培养物的丙酮抽提物去除能与 E.coli BL21

( DE3, pET_3c) 菌体抗原起反应的抗体。经过这些

处理后, 抗血清的特异性大大增加, 在 Western

blotting检测中, 兔抗人血管能抑素抗血清与抗原

发生特异的抗原抗体反应。

抗原与抗体的反应是由抗原的免疫原性决定

的
[ 6]
。用人血管能抑素包涵体制备的兔抗血清与人

血管能抑素包涵体发生强烈的抗原抗体反应, 在

Western blotting检测中呈现一条强烈的杂交带, 而

与人血管能抑素 N端片段或 C 端片段包涵体的抗

原抗体反应特异性大大降低, 在Western blotting 检

测中呈现一条较弱的杂交带, 说明人血管能抑素的
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免疫原性可能是由其 N 端和 C 端共同组成 。本研

究制备的兔抗人血管能抑素抗血清除了能应用于人

血管能抑素的免疫学研究外, 还能应用于人血管能

抑素的N 端和 C 端片段的免疫学研究中, 这对进

一步研究人血管能抑素及其 N 端和 C 端片段的功

能及其作用机制具有重要的意义。
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Preparation and Characteristic Test of

the Rabbit Antiserum Against Human Canstatin

HE Guo_an, LUO Jin_xian , LI Rui_fang, ZHANG Tian_yuan, WU Qun_yue

(Key Laboratory of Genetic Engineering of Ministry of Education,

Sun Yat_sen University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:The purified human canstatin was isolated by recovering the target band on the SDS_PAGE gel and used to

immunize the New Zealand white rabbits by subcutaneous injection after emulsified with Freunds incomplete adjuvant.

After removing its cross reacting antibodies, the antiserum against human canstatin was used to test its characteristic

reaction with human canstatin and its N_terminal and C_terminal domains by Western blotting analyses.The results

showed that high titer antiserum against human canstatin was obtained in immunized rabbits after four reinforced

immunizations.The results of Western blotting analyses after removing the cross reacting antibodies showed that the rabbit

antiserum against human canstatin specifically intensively reacted with human canstatin and faintly with its N_terminal and

C_terminal domains.These results demonstrated the prepared rabbit antiserum against human canstatin can specifically

react with human canstatin and its N_terminal and C_terminal domains, and can be applied in immunological stndy of N_

terminal and C_terminal domains.

Key words:human canstatin;N_terminal domain;C_terminal domain;antiserum
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