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L摘 要〕 本研究建立了免疫 CP R 技术
。

并以此为基础检测 了血清中的肿瘤抗原
。

肿瘤病人血

清检测结果表明免疫 CP R 技术对肿瘤有较大诊断价值
。

将构建的单链抗体和链亲和素融合 蛋 白

基因 p E
f

l Z I
一

cs vF CEA
~

S T A 在大肠杆菌 HM s 1 74 (D E 3 ) ( p ly ss )中进行表达
,

免疫组化及蛋 白印迹均提

示获得 了具备结合生物素和抗原分子活性的双特异融合蛋 白
。

〔关键词 ] 融合蛋白
,

免疫 CP R
,

基 因表达

免疫 CP R (肠即
u n e 矽lym

e

瑙
e C h由 n er ac ti o n

)技术

的核心是单克隆抗体技术及 CP R 技术
。

其基本原

理是
:
将抗原抗体反应的特异性同 CP R 技术 的极高

敏感性相结合
,

建立 的一种用于检测微量分子及临

床诊断的新方法
。

199 2 年 San 。
等率先利用基因工

程的方法表达 了蛋 白 A 与链亲和素的嵌合体分子

获得成功 〔’ ]
,

以此嵌合体分子建立 了免疫 代R 技

术
。

但是蛋白 A 可以与待检标本 中任何残留的 19

分子结合导致假阳性反应
,

同时在血清标本中的 19

分子也不可能全部去除
。

本研究将单抗进行生物素

化 ( ib ot iyn l iat on )
,

再将一段核昔酸也生物素化
,

然后

用亲和素 ( va iid
n
)或链亲和素 ( s

etr p vat iid n) 将两者连

接构成具有双功能的嵌合体分子仁
2 1

,

其中抗体端可

以与抗原结合
,

特异性地捕获待检抗原
,

以保证检测

结果的特异性
。

核酸端可用 引物对其进行扩增
,

使

检测灵敏度提高近 10 以X) 倍 (图 1 )
。

这种方法与目

前应用的普遍 CP R 技术不同
,

可用 于检测蛋白等非

核酸物质
,

改变了过去利用 CP R 只能检测核酸物质

的状况
,

同时大大减少了常规 CP R 操作出现的假阳

性结果川
。

目前该种免疫 cP R 技术已开始在不同

学科领域中得到了应用
。

如检测细菌脂多糖 ( u s )

对脑脊液中肿瘤坏死因子 (NT F
一。

)的诱导作用 14 )
,

检

测血清 HB SA g
,

其敏感性达到 0
.

S gP 困 ;检测血清循

环可溶性细胞粘附分子 ( SI C AM
一

1 )
,

其敏感性是常规
EL巧 A 法的 or 《双 ) 倍困 ;检测小鼠 IT 已 克隆 lD o 细

胞表面 可溶性 T 细胞受体
,

其敏感性可达 0
.

s p g /

。
llj

7 !
。

此外
,

还有利用免疫 cP R 技术测定 M Hc 工

类抗原和血浆心房利钠肤红”
,

” 〕等
。

免疫 cP R 技术在

我国的建立促进了该领域在国际上的竞争
。

在国家

自然科学基金
、

原国家科委
“

九五
”

科技攻关及全军

,’I L五
”

重点科技攻关课题的资助下
,

在国内系统地

开展了本研究建立了免疫 CP R 技术并应用在肿瘤

诊断中
。

同时
,

利用基因工程技术表达出了单链抗

体和链亲和素的双特异性融合蛋白
,

进一步发展 了

免疫 :(P R 技术
。

抗原固定

* 洗涤
,

加人

生物素标记单抗

令37℃孵育
,

BP S 洗涤
,

加人

亲和素或链亲和素

十37 ℃孵育
,

P B S洗涤
,

加人

生物素标记核酸

告37℃孵育
,

BP S 洗涤

PC R

专

电泳判定

图 l 免疫 CP R 操作规程
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1 提高了肿瘤相关抗原分子 (以胃癌为例 )

检测的敏感性

近几十年来科技人员已经在肝癌
、

结肠癌
、

胰腺

癌
、

卵巢癌及乳腺癌等组织中发现了相应的抗原
,

且

在这些肿瘤的诊断中发挥了重要作用
。

以往建立的

EH SA 及免疫放射法检测血清中肿瘤抗原
,

阳性率

偏低
。

因而常规采用的方法难以达到检测微量肿瘤

抗原的目的
。

19 94 年我们建立了免疫 CP R 技术
,

并

用该方法检测 了胃癌抗原 M7G耘 在胃癌细胞 株

KA OT m中的表达
,

并同时用 EIJ SA 法进行平行对

照
,

以判定该技术的敏感性
。

结果发现
,

E ll SA 法需

要每毫升含 20 万个细胞分泌的抗原才能检出阳性

结果
,

而用 免疫 CP R 法只要每毫升 20 个细胞便可

得到阳性结果「’侧
。

为了解免疫 cP R 技术在血清诊

断中的价值及特异性
,

我们检测了胃癌
、

慢性胃炎及

献血员血清标本中的 M 7G纯
,

结果 发现
:
胃癌 198

例
,

阳性 164 例
,

阳性率 82
.

8% ;献血员 23 6 例
,

仅 2

例阳性
,

阳性率 0
.

8% ; 良性胃病为溃疡病 178 例
,

慢

性 胃炎 1 18 例
,

分别仅有 6 例及 7 例阳性
,

假阳性率

分别为 7
.

7% 和 5
.

9% 「” ]
。

为了观察免疫 P c R 技术

对人体其他肿瘤的诊断价值
,

研究中选取了 3 98 例

常见肿瘤进行检测
,

检测结果 为
:
胃癌 (1 64 / 198

,

82
.

8% )食 管癌 ( 巧 / 86
,

17
.

4% )
,

结肠癌 ( 40 / 9 0
,

44
.

4% )
,

肝癌 ( 0 / 84
,

O% )
,

卵巢癌 ( l 4/ 5
,

2
.

2 % )
,

子

宫癌 (0/ 27
,

0% )
,

肺癌 ( 4/ 66
,

6
.

1% )
。

结果提示免

疫 cP R 技术检测 M 7G 纯
,

除对胃癌有很大的诊断价

值外
,

还对结肠癌及食管癌具有一定的价值
。

对肝

癌
、

卵巢癌
、

子宫癌
、

肺癌等无显著交叉反应
,

阳性率

仍以胃癌最高 82
.

8%
,

具有统计学的显著差异 〔” 】
。

为了观察免疫 CP R 检测 M 7G A g 的特异性和敏感性
,

我们对经组织学确诊的 86 例胃癌和 83 例良性胃病

变组织同时用常规 E L仆 A 和放射免疫法方法进行

肿瘤抗原的检测并与免疫 CP R 检测结果相 比较
。

结果发现
,

常规方法检测 c EA
,

c 5A o
,

c 1A 9
一

9
,

TA G
-

7 2 等抗原在良性 胃病变的假阳性率为 7
.

2 %一

12
.

0%
,

胃癌为 27
.

9%一 4 5
.

3%
,

而用免疫 CP R 方

法则良性胃病变的假阳性率为 8
.

4%
,

与常规方法

无显著差异
,

但对 胃癌检测 的阳性率达 8 1
.

4%
,

比

其他方法明显提高
。

于结肠癌及肝癌肿瘤检测中
。

46 例结肠癌
,

阳性达

34 例 ( 73
.

9 % )
,

而常规 C E A 测定
,

含量超过正常标

准时
,

46 例结肠癌患者中只 占 18 例 ( 39
.

1% )
,

表明

免疫 CP R 技术的敏感性明显高于常规 的 C E A 测

量 [ `创
。

此外还测定了原发性肝癌中的血清 A即 的

表达
。

原发性肝癌 29 例
,

肝硬化 34 例
,

慢性活动性

肝炎 12 例
,

同时完成免疫 CP R 及常规的 A FP 测定
。

结果
:
利用免疫 CP R 技术在上述 3 组中的阳性反应

分别为 23 例 ( 79
.

3% )
,

3 例和 1例
。

而常规 A即测

定超过正常范围的例数分别为 14 例 ( 48
.

3% )
,

6 例

和 2 例
。

由此表明
,

该技术可用于检测血清中肿瘤

相关抗原
,

具有高特异性
,

高敏感性
,

而且检测率明

显高于常规 A FP 测定法「” 〕
。

2 免疫 P C R 检测结肠癌及肝癌的肿瘤标志

物

利用所建立的免疫 CP R 技术
,

课题组将其应用

3 融合基因的表达
、

纯化及活性鉴定

为了进一步发展所建立的免疫 CP R 技术
,

本课

题组选择了抗 C EA 和抗 AFP 杂交瘤株
,

分离克隆其

重链 和轻链 可 变 区 基 因
,

利用 一段 15 肤序列

( lG科se r ) : 联连 2 个可变区基因构成单链抗体
,

再以

一段 5肤的接头分子同链亲和素基因连接
,

构建了

抗 CEA 和抗 AFP 和链亲和素的融合基因表达载体
,

使之具有双特异
、

双功能性
。

我们将构建的 p E代 1
-

s e F v e E A
一

S r A在大肠杆菌 H M s l 7 4 (陇3 ) ( p l y s s )中进

行了表达
。

目的基因在 11
y
TC 诱导下得到表达

,

SD S
-

以GE 检测 目的蛋白在诱导 3小时后表达最高
,

分子

量 M :
为 5

.

7 x l护
,

而在未诱导状态下未见表达产物

蛋白带
,

薄层扫描显示诱导 3 小时的融合蛋 白约占

细菌总 蛋 白的 巧 %
。

将细菌粗提物行 8 % S D S
-

PA GE
,

所得凝胶在 4 ℃行转移电泳过夜
,

将硝酸纤

维膜经 1% 牛血清白蛋白封闭
,

依次加人生物素标

记辣根过氧化物酶 ( B1 0
一

HRP )
,

经联苯二氨 (DA B) 显

色
,

对照为未转化的菌株粗提物
,

证明该融合蛋白具

备结合生物素的功能
。

此外
,

为了证实该融合蛋白

是否具有抗体的功能 (即与 C E A 分子结合 )
,

我们选

择了能分泌 CEA 抗原的胃癌细胞株 SGC
一

9 7 18
,

将培

养上清进行俄
st e m

一

B lot
,

研究结果表明该融合蛋白

可结合 SGC
一

97 18 细胞株分泌的 C E A 抗原分子
,

且

与标准抗 c E A 抗体对照无明显差异 [ ’ 4〕
。

对 o4 例胃

癌石蜡切片进行了免疫组化和生物素免疫斑点实验

以验证表达产物是否具有单链抗体和链亲和素的活

性
。

研究结果发现
,

高分化腺癌 16 例
,

阳性 4 例

( 25 % )
,

中分化腺癌 10 例
,

1例阳性 ( 10 % )
,

低分化

腺癌 14 例
,

3 例阳性 ( 21
.

4% )
,

上述 40 例胃癌组织

切片中
,

阳性 为 8 例
,

总 阳性染色率 20 %
。

以表达
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金
一

从一中 国

的融合蛋 白和标准 C EA 抗体对 巧 例相 同切片进行

免疫组化染色
,

其阳性率分别为 26
.

7% 和 55
.

3%
、

显然两者之间阳性率有差别
,

但阳性颗粒的着色部

位
、

形态及程度基本相同
。

同时该融合基因的表达

产物与生物素同样是有结合能力
。

在此初步实验基

础上
,

对表达产物进行了纯化
。

本研究用硫酸镍使

iH s
iB dn 树脂荷电

,

以金属鳌合层析法纯化了抗 C E A

单链抗体和链亲和素的融合蛋白
。

结果取了纯度在

95 % 以上的特异性融合蛋白
,

免疫斑点和 Wes et m

lB ot 法检测证明纯化后的抗体是有较强的抗原及生

物素结合活性
。
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