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　　【摘要】　目的　构建人 Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｆａｌｌ蛋白（ＴＨＰ）抗原决定簇的原核表达载体，表达纯化重组人 Ｔａｍｍ唱
Ｈｏｒｆａｌｌ片段蛋白并制备单克隆抗体。 方法　将人 Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｆａｌｌ 蛋白片段 ｃＤＮＡ 克隆至原核表达载体
ｐＥＴ２８ａ，经大肠杆菌表达、纯化，获得的 Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｆａｌｌ 蛋白片段免疫小鼠，取其脾淋巴细胞与 ｓｐ２／０ 细胞融
合，制备能产生 ＴＨＰ蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株，进一步采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ、免疫组化等技术对制
备的单克隆抗体进行鉴定。 结果　原核表达重组质粒在大肠杆菌中能高效表达 ＴＨＰ 蛋白抗原决定簌的蛋
白片段，用纯化的 ＴＨＰ蛋白片段制备了鼠抗 ＴＨＰ单克隆抗体。 结论　成功制备了 ９ 株 ＴＨＰ单克隆抗体，为
进一步研究 ＴＨＰ蛋白的分布、结构、功能及检测试剂盒的研发奠定了基础。
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【Abstract 】 　 Objective 　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｆａｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ， ｔｏ ｐｕｒｉｆｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｆａｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．
Methods　ｃＤＮＡ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｆａｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＥＴ２８ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＤＥ３．Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｓｆａｌｌ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｉｍｍｕｎｅｄ Ｂａｌｂ／ｃ ｍｏｕｓｅ．
Ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｗａｓ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ｓｐ２／０ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＴＨＰ ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ，ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅｓｅ
ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ．Results　Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＴＨＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ＤＥ ３ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＴＨＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ ｃＤＮＡ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ，ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＴＨＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ＴＨＰ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｒａｔｓ．Conclusions　Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐｒｅｐａｒｅ ｎｉｎｅ ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ
ｓｔａｂｌｙ ｐｒｏｄｕｃｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＴＨＰ ，ａｎｄ ｔｈｅｓｅ ｗｏｒｋ ｈａｓ ｌａｉｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ＴＨＰ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔｓ．

【Key words】　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ；　Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ；　Ｈｕｍａｎ Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｓｆａｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ；　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｆａｌｌ蛋白（ＴＨＰ）是一种糖蛋白，在尿中含
量非常丰富，同时也是尿管型的主要组成成分，它由肾
髓袢升支厚壁段及远曲小管上皮细胞合成与分泌［１唱２］ 。
１９５０ 年 Ｔａｍｍ及 Ｈｏｒｓｆａｌｌ利用盐析法将其分离纯化，故
称为 Ｔａｍｍ唱Ｈｏｒｓｆａｌｌ 蛋白，正常人每日 ＴＨＰ的排泄量为
２０ ～２００ ｍｇ。 现已证明肾小球来源的红细胞在通过肾
小管髓袢时，红细胞表面可附着 ＴＨＰ，因此，通过特异
性检测尿红细胞表面的 ＴＨＰ 蛋白有助于判定血尿来

源［３唱４］ 。 此外，通过检测血清及尿液中 ＴＨＰ蛋白量的改
变，可提示多种疾病的发生与发展。 肾病（慢性肾病、
肾功能不全、尿毒症）患者由于其肾组织受到不同病因
及不同程度的损害，ＴＨＰ的合成减少，致使尿液和血液
中 ＴＨＰ含量下降，与尿素氮、肌酐的增高成正比。 在尿
路梗阻、肾移植排异反应及肾炎等疾病中均发现 ＴＨＰ
在肾间质中沉积，这是由于 ＴＨＰ 从梗阻或肾小管损伤
导致的裂隙中漏出所致。 另外，ＴＨＰ 蛋白存在于泌尿
系结石的核心，对结石的发生、发展起着不可忽视的作
用［５］ 。 为了进一步研究 ＴＨＰ 的结构功能和临床应用，
我们表达纯化了具有免疫原性的 ＴＨＰ 蛋白的片段，免
疫小鼠制备了高滴度的 ＴＨＰ 单克隆抗体，经鉴定后具
有很好的免疫学功能，为科研实验和临床诊断试剂盒
的研发奠定了基础。
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材料与方法

１．菌株、细胞株和动物：感受态细胞 ＢＬ２１、表达载
体 ＰＥＴ２８ａ由军事医学科学院九所提供。 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠：
购自北京维通利华实验动物有限公司。 Ｓｐ２／０ 为北京
康为世纪生物科技有限公司产品。

２．工具酶与试剂： Ｔｒｉｚｏｎ 总 ＲＮＡ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公
司）、ＨｉＦｉ唱ＭＭＬＶ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒；５ ×Ｉｎ唱Ｆｕ唱
ｓｉｏｎ ＨＤ Ｅｎｚｙｍｅ ＰｒｅＭｉｘ （ Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ）；限制性内切酶
ＢａｍＨ１、ＮｏｔⅠ（ＭＢＩ）；质粒小量提取试剂盒、ＤＮＡ 产物
回收试剂盒、Ｎｉ唱Ａｇａｒｏｓｅ Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试剂盒均购
自 ＴａＫａＲａ公司。 引物合成及目的基因序列测定为北
京诺赛基因组研究中心完成；辣根过氧化物酶偶联的
羊抗鼠二抗由康为世纪公司提供。 天然 ＴＨＰ纯品购自
Ｒ＆Ｄ公司。

３．人 ＴＨＰ 蛋白片段的分子克隆、原核表达及纯
化：根据 ＣｅｎｅＢａｎｋ 数据库人 ＴＨＰ的核酸序列，利用 Ｂｉ唱
ｏｅｄｉｔ软件对序列进行同源比对，确定保守序列，再结合
对其抗原决定簌表位研究，确定研究片段并合成引物。
在上、下游引物分别引入 ＢａｍＨ１、ＮｏｔⅠ酶切位点，具体序
列如下：３６７唱４３１ａａ唱上游引物：５′唱ＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＴＣ唱
ＣＴＣＧＧＧＣＴＴＣＡＡＴＧＡＣＡＧＡＧＡＣＡＡＣＣ唱３′； ３６７唱４３１ａａ唱下
游引物：５′唱ＴＧＣＴＣＧＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＧＴＣＣＡＧＧＧＧ唱
ＧＴＡＧＧＡＧＣＡＴ唱３′；提取人正常肾组织 ｍＲＮＡ，并以其为
模板进行 ＰＣＲ 反应，ＰＣＲ 产物经纯化后，将回收后的
ＰＣＲ产物 ３６７唱４３１ａａ ＤＮＡ目的片段经 ＢａｍＨ１ 与 ＮｏｔⅠ
双酶切，并与同样双酶切、线性化的 ｐＥＴ２８ａ 在 Ｔ ＤＮＡ
连接酶的作用下进行连接，连接产物转化入感受态菌
ＢＬ２１。 挑选阳性克隆，提取质粒，双酶切鉴定后测序。
将测序正确的克隆抽提质粒，并转入 ＢＬ２１ 菌株，ＩＰＴＧ
诱导表达，ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ电泳监测目的蛋白的表达。 表达
的目的蛋白经 Ｎｉ柱纯化后，得到具有免疫原性的目的
蛋白 ＴＨＰＰ。

４．鼠单克隆抗体的制备：以纯化的重组 ＴＨＰ片段
蛋白为免疫原免疫 Ｂａｌｂ／ｃ 小鼠 ５ 只，每隔 ３ 周后加强
免疫一次，第 １０ 天取血检测抗体效价，待抗体效价达
到要求后，取脾脏。 取加强免疫后检测抗体效价最好
的一只 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠分离脾细胞培养，采用常规方法，以
ＰＥＧ１５００ 为融合剂与杂交瘤细胞融合，经过大量培养
细胞，间接 ＥＬＩＳＡ 法进一步分离和筛选细胞株。 采用
有限稀释方法对所有筛选确认的阳性细胞株进行亚克

隆，待细胞集落生长至显微镜视野 １／３ 时吸取上清进
行筛选。 待亚克隆阳性率达到 １００％时，正式建株，每
株细胞冻存 ５支以上。 筛选阳性杂交瘤细胞腹腔免疫
小鼠获得腹水，经 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析柱纯化小鼠单克

隆抗体腹水，得到纯化的 ＴＨＰ单克隆抗体。
５．抗体的效价、亚类抗体亚类的测定：按照 Ｓｉｇｍａ

亚类测定试剂盒说明书完成。 抗体效价的测定采用间
接 ＥｌＩＳＡ法：首先加 １５０ μｌ／孔封闭液，３７ ℃ ２ ｈ后，洗
涤 ３ 次，置 ４ ℃冰箱保存备用。 用检测用抗原即天然
ＴＨＰ蛋白包被酶联反应板，２ μｇ／孔，将抗体稀释成：
１∶５００、１∶１０００、１∶３０００、１∶９０００、１∶２７ ０００、１∶８１ ０００、
１∶２４０ ０００、１∶７２０ ０００，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，洗板 ４ 次，拍
干；用正常小鼠血清（免疫前的）做阴性对照，取辣根酶
标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 特异按 １∶５０００ 倍稀释后，１００ μｌ／
孔，３７ ℃孵育 ２０ ～３０ ｍｉｎ，洗涤 ４ 次。 稀释 ２０ ×ＴＭＢ
至 １ ×ＴＭＢ，按 １００ μｌ／孔加入，３７ ℃显色 １５ ～３０ ｍｉｎ。
加入终止液（２ ｍｏｌ／Ｌ Ｈ２ＳＯ４ ）５０ μｌ／孔。 以 ４５０ ｎｍ 单
波长测定各孔 ＯＤ值，判断结果。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测单克隆抗体的特异性：天然
ＴＨＰ蛋白 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ 电泳，转硝酸纤膜，２％牛血清白
蛋白 ４ ℃封闭过夜；与 １∶２０ 稀释的 ＴＨＰ 单克隆抗体
３７ ℃孵育 ２ ｈ，加入 ＴＢＳＴ稀释（１∶４０００）的辣根过氧化
物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ抗体，３０ ℃孵育 ２ ｈ；以上步骤
完成后用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次（５ ｍｉｎ／次）。 将膜放入新鲜配
制的二氨苯胺（ＤＡＢ）底物溶液中显色，蒸馏水洗涤终
止显色反应，观察结果。

７．免疫组织化学法检测单克隆抗体的特异性：组
织标本经 ４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片厚度 ３ ～
４ μｍ，常规二甲苯脱蜡，血清封闭后滴加抗 ＴＨＰ 单克
隆抗体（１∶５０）稀释，室温孵育 ２ ｈ，滴加生物素化羊抗
鼠 ＩｇＧ，再滴加 ＡＢＣ（１∶１００），３７ ℃，ＤＡＢ 显色，苏木素
复染 １ ｍｉｎ，常规脱水、透明中性胶封片。 阴性对照的
一抗加入普通小鼠血清。 结果判断：阳性结果为显微
镜下可见细胞核、胞质内或细胞膜上出现浅黄色、棕黄
色及棕黑色颗粒，呈团块状分布。

结　　果

１．ＰＣＲ扩增结果：ｃＤＮＡ为模板，以设计的上下游
引物进行扩增，扩增出大小约 ２００ ｂｐ的条带，与预期的
片段大小相符（图 １）。

２．人 ＴＨＰ 蛋白片段的表达纯化：重组质粒
ｐＥＴ２８ａ唱ＴＨＰＰ转化大肠杆菌 ＤＬ２１，经 ＩＰＴＧ 诱导表达，
超声破菌，离心得到包涵体，与空菌比较，重组菌具有
良好的表达。 经 Ｎｉ柱进行纯化，得到目的蛋白的纯度
为 ９５％（图 ２）。

３．抗体的效价、亚类：经过 ３ ～５ 次克隆共建稳定
分泌抗体的细胞株 ９ 株。 经 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ亲和层析柱纯化
得到纯度大于 ９０％的 ＴＨＰ 单克隆抗体，抗体效价为
１０ －８ ～１０ －４，所获得 ９ 株细胞其中 ８ 株细胞亚型均为
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ＩｇＧ１ ＋ｋａｐｐａ，１ 株细胞亚型为 ＩｇＧ２ａ＋ｋａｐｐａ，对其进一
步Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫组化鉴定。

４．ＴＨＰ单克隆抗体Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ鉴定：我们用制备
的单克隆抗体检测天然 ＴＨＰ蛋白，结果显示，在相对分
子量 ９４ ｋＤ处有明显的识别条带，抗体能够识别天然
ＴＨＰ蛋白，结果见图 ３。

５．ＴＨＰ单克隆抗体在免疫组化分析中的应用：进
一步用制备的抗体进行肾组织的免疫酶学检测，图 ４
结果显示，ＴＨＰ 单克隆抗体在免疫组化染色中很好地
识别肾远曲小管的天然 ＴＨＰ 蛋白。 在正常肾组织中
ＴＨＰ蛋白主要分布于肾远端小管和集合管。

讨　　论

众所周知，ＴＨＰ 在肾结石、肾小球肾炎、肾盂肾炎
及尿毒症等肾脏系统疾病的发生、发展过程中发挥重
要作用。 随着分子生物学和遗传学技术的发展，将
ＴＨＰ的生物学研究推向了又一个高潮，最近的研究资

料表明 ＴＨＰ １６号染色体 １２畅３ 区域的基因突变会导致
ＴＨＰ储积病，导致家族性幼年高尿酸血症肾病、肾性囊
肿［６］ ；ＴＨＰ 基因区域的几个重要单核苷酸多态性与慢
性肾脏疾病有关

［７］ ，还有证据证明，ＴＨＰ特异性体液免
疫或细胞免疫反应在人类肾脏疾病中发挥重要作

用
［８］ 。 本实验用基因工程的方法制备重组 ＴＨＰ片段蛋

白作为免疫原，得到高效单克隆抗体，相信针对 ＴＨＰ表
达及其作用机制的进一步研究将会为肾脏疾病的诊断

和治疗奠定基础。
本研究中，对 ＴＨＰ蛋白进行基因序列分析，结合抗

原表位的现有研究，选取含有 ＴＨＰ 蛋白抗原决定簇的
一段基因片段，构建该基因片段的表达载体，得到具有
抗原活性的 ＴＨＰ的一片段蛋白。 目的蛋白的表达为包
涵体表达，可能与表达时的温度、蛋白性质等有关。 由
于为包涵体表达，目的蛋白又有二硫键，在复性过程
中，可能会发生蛋白质二硫键的错配等情况，导致活性
的丧失，为了避免蛋白质的错误折叠，在蛋白质复性
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中，逐步减低尿素的浓度，起到了很好的效果。 用纯化
好的蛋白进行检测，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ 都呈阳性反
应，说明重组蛋白具有良好的免疫活性。
本研究中，以纯化的重组 ＴＨＰ 抗原决定簇片段为

抗原，腹腔多次免疫获得分泌 ＴＨＰ 单克隆抗体的小鼠
脾细胞。 与 ｓｐ２／０ 细胞融合后，建立能稳定分泌 ＴＨＰ
单克隆抗体的杂交瘤细胞株，在体外传代 １０ 次（培养 ５
个月），分泌抗体的能力没有改变，说明具有很好地稳
定性。 我们用得到的 ＴＨＰ蛋白单克隆抗体与人尿、肾
组织中天然 ＴＨＰ进行Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、免疫组化反应得到
很好的结果，表明制备的单克隆抗体能准确识别内源
性 ＴＨＰ蛋白，具有很好的特异性，为今后 ＴＨＰ 蛋白的
分子机制研究、临床诊断试剂盒的开发奠定了坚实的
基础。
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