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抗热休克蛋白 72多克隆抗体血清的制备和检测 

黄帆 徐康 吴兴刚 马中富 林正 

【摘要】 目的 探讨在大肠杆菌中表达人热休克蛋白 72(hHsP72)与组氨酸(His)的融合蛋白并制备其 

抗体血清的方法。方法 将 hHSP72片断插人 His融合表达载体 pPROEX一1 ，重组载体酶切鉴定后，在大 

肠杆菌中经异丙基一p—D一硫代半乳糖苷 (IPTG)诱导表达获得 His—hHSP72融合蛋 白。采用纯化后的 

HSP72免疫新西兰白兔 ，制备抗血清；蛋白质免疫印迹法(Western blot)检测重组抗原的免疫活性。结果 重 

组质粒酶切鉴定结果表明，hHSP72基因已正确插人到pPROEX一1 中，经IPTG诱导后 ，表达出分子质量约 

为 73 ku的蛋 白，获得 了效 价为 1：100 000的多克隆抗体。Western blot检测证 明 ，所制备 的多克 隆抗体 可以 

与 hHsP72特异性结合，其效价高于市售的单克隆抗体。结论 用 hHsP72片断在大肠杆菌中能成功表达，并 

能制备得到多克隆抗体 ；这种多克隆抗体是一种新 的高特异性和 高灵敏度 的试剂 。 
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[Abstract] Objective To express fusion protein of histamine(His)and human heat shock protein 7 2 

(hHSP72)in Escherichia coli(E．coli)，and tO prepare hHSP72 antiserum in rabbit．Methods hHSP72 gene 

was inserted into pPR0EX 一 1 ． The recombinant vector was identified by restriction endonuclease 

digestion analysis and sequence． Fusion protein His — hHSP72 was expressed in E． coli under 

isopropy—p—D—thioga1actoside(IPTG)induction．The rabbit antibody against His—hHSP72 was prepared 

by using purified His—hHSP72 protein as immunogen，and the specificity and sensitivity of polyclonal 

antibody were identified by Western blot． Results The restriction endonuclease digestion analysis of 

recombinant plasmid and sequence demonstrated that the hHSP7 2 gene had been exactly inserted into 

pPROEX 一1 ．Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel e1ectrophoresis(SDS—PAGE)analysis showed 

that the relative molecular mass of the fusion protein was about 73 ku．W estern blot result proved that the 

rabbit polyclona1 antiserum could fuse with over 20 ng hHSP72 protein when diluted tO 1 ：1 O0 000． 

Conclusion The polyclonal antibody against hHSP72 can be prepared in E．coli，it is a new reagent with 

high specificity and sensitivity for the research of hHSP72． 

[Key words] heat shock protein72； construction of vector； polyclonal antibody 

热休克蛋 白(heat shock proteins，HSPs)普遍 

存在于真核和原核细胞 中。它们是一组结构上非常 

保守的蛋白质，其中 HSP72是一个可以被应激所诱 

导并在应激中发挥分子伴侣作用的重要蛋白质“ 。 

静息状态下 ，细胞内 HSP72处于低水平 ，当细胞受 

到某种应激因素作用时，HSP72的转录和翻译都迅 

速增加。细胞内的HSP72能够抑制蛋白降解，使蛋 

白质肽链重新折叠，恢复蛋白质功能，提高细胞在应 
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激时的存活率 。所以 HSP72的诱导不仅仅是细胞应 

激结果 ，更是细胞受刺激后 的抗衰亡表现 。研究指 

出：HSP72能够保护神经元、心 、肾、肠、肝细胞免受 

热和 (或)缺血诱导 的细胞 凋亡和细胞 坏死 ，并将蛋 

白质分子移位至线粒体、内质网或叶绿体内发挥作 

用，使细胞蛋白质恢复原有的功能 。 ；单核细胞的 

胞内 HSP72诱导能够抑制炎症因子释放 ，维护细胞 

基本生存“ 。为了深入研究 HSP72的性质和功能 ， 

更清楚地分析细胞 的保护机制以及为阐明某些疾病 

的发生机制创造条件 ，本研究 旨在构建一个能够在 

原核细胞高效表达 HSP72的载体 ，优化表达条件 ， 

获取大量高纯度 的 HSP72，用纯化 的 HSP72作 为 

抗原免疫新西兰大白兔，获得效价高、特异性高的抗 

HSP72多克隆抗体血清 ，为研究 HSP72的相关功 

能提供条件 。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·532· 中国危重病急救医学 2006年 9月第 18卷第 9期 Chin Crit Care Med，September 2006，Vo1．18，No．9 

1 材料和方法 

1．1 材料 ：各种限制性内切酶及 T4DNA连接酶购 

自New England Biolabs．Inc；免疫印迹化学发光法 

(ECL Western)检测药盒购 自Amersam Pharmacia 

Biotech公 司；pH2．3一HSP72重 组 质 粒 由 美 国 

RUGERS大学实验室赠送；载体 pPROEX一1TM购 

自Invitrogen Inc；抗 HSP72单克隆抗体 SPA一80、 

辣 根过 氧化 物酶 (HRP)一羊抗兔 IgG 购 自 Stress— 

Gen公司；健康雄性新西兰 白兔由本 院实验 动物中 

心提供 ；弗 氏佐剂购 自Gibico BRL公司；感受态细 

胞 DH5a购 自 Invitrogen Inc。 

1．2 方 法 

1．2．1 pEX—HSP72的构建 ：首先用 BamH I酶切 

开 目的蛋 白pH 2．3一HSP72重组质粒 ，然后用绿豆 

核酸酶纯化其 5 端 ，提纯后再用 HindⅢ处理纯化后 

的 DNA片断，再克隆至原核细胞高效表达载体 

pPROEX一1TM中。构建成的 pEX—HSP72于37 C 

转化入 DH5a菌株。培养后鉴定 阳性菌落 ，提取质粒 

进行酶切和 DNA序列鉴定。 

1．2．2 确定异丙基一 ⋯D 硫代半乳糖苷(IPTG) 

诱导 目的蛋 白的最佳浓度 ：挑取 pEX—HSP72转化 

的DH5a菌落，在 LB培养液中 37 1C振摇过夜，次 

日将该菌液以 1：20接种于含有氨苄青霉素的多管 

LB培养基 中，继续于 37 C振荡培养 1 h，然后分别 

加入 O～2．0 mmol IPTG诱导表达 4 h。4 C离心收 

集菌体经裂解后，使用QIAGEN公司的镍亲和试剂 

盒纯化组氨酸 (His)一HSP72。用十二烷基硫酸钠一 

聚丙烯酰胺凝胶 电泳 (SDS—PAGE)鉴定 IPTG 诱 

导目的蛋白的最佳浓度。 

1．2．3 蛋 白质免疫印迹法(Western blot)：混合不 

同量的纯化 HSP72与 5 ptg转化 pPROEX一1TM的 

DH5a细菌 总 蛋 白，用 质 量 分 数为 1O 的 PAGE 

后 ，然后通过 SD—Dry半干转移槽把凝胶中的蛋白 

质转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上 。用不 同稀释 

度的抗HSP72多克隆抗体血清和抗 HSP72单克隆 

抗体作为第一抗体，使用 ECL药盒检测结果。 

1．2．4 兔抗 His—hHsP72融合蛋白抗体的制备： 

使用 Qiagen提供 的 Ni—NTA agrose试剂盒提纯 

His标 记的 目的蛋 白。采用 大体积 细菌裂解 液与 

Ni—NTA agros混合、多次洗脱，小体积溶解缓冲 

液溶 解 目的蛋 白的方 法，经 纯化后 再用 聚 乙二 醇 

8000(PEG8000)浓缩 。以成年雄性新西兰白兔作为 

免疫对象，免疫前取血制备免疫前血清作为对照。用 

纯化后的His—HSP72融合蛋白作为免疫原，初次 

皮下多点注射 500 g混合完全弗氏佐剂的融合蛋 

白，免疫后 21 d及 28 d分别用 250 g融合蛋白和 

完全弗氏佐剂加强免疫 2次，满 5周制备血清进行 

检测。 

1．2．5 His—HSP72免疫后 的兔血清对人、鼠细胞 

表达 HSP72的特异性 ：42 C热处理人 HeLa细胞和 

鼠 N18神经母细胞瘤细胞 2 h，37 C继续孵育 4 h 

和 8 h后收获细胞 ，未热处理的 HeLa和 N18细胞 

作为对照；按林正等 方法制备全细胞提取液，经 

1O PAGE后 ，用 1：10 000稀释的抗 HSP72多克 

隆抗体血清进行Western blot检测。 

2 结 果 

2．1 重组表达载体的构建及酶切鉴定：图 1显示 

pEX—HSP72酶切鉴定图谱 ，泳道 4显示经 Stu I和 

HindⅢ双酶切后 ，pEX—HSP72被分为约 5．0 kb的 

载体 pPROEX一1TM和 2．4 kb的 HSP72 DNA 带。 

DNA的 测序结果亦证实 ，在预期位点上插入了 目的 

片段。 

M ：1 kb DNA Marker；1：载 体 pPROEX 一1 DNA； 

2：Stu I／Hind Ⅲ双酶切后的线性 pPROEX一1 DNA； 

3：连接用片段 HSP72 DNA；4、5：pEX—HSP72经 

Stu I／Hind I双酶切后 5．0 kb的载体 pPROEX一1 DNA带 

和 2．4 kb的 HSP72 DNA带 

图 1 重组表达载体pEX—HSP72酶切鉴定 

Figure 1 Analysis of restriction endonuclease digestion on 

recombinant expression vector pEX —HSP72 

2．2 HSP72在原核细胞中的表达 ：图 2显示 ，含有 

目的蛋 白基 因的原核表达质 粒 pEX—HSP72能在 

DH5a细菌 中被 IPTG 严谨 地调 节 目的蛋 白的表 

达 ，当 IPTG含量低 于 O。2 mmol／L时没有 HSP72 

表达 ，而 IPTG浓度从 0．4～2．0 mmol／L均出现 明 

显 的HSP72表达。图 3显示 ，1 mmol／L IPTG诱导 

表达后再用 QIAGEN公司的 Ni—NTA His吸附胶 

进行纯化结果 ，泳道 1、2表示高浓度的 目的蛋 白，泳 
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道 3为纯化前的细菌总蛋 白质 。 

图 2 10 SDS—PAGE诱导表达 目的蛋 白的 IPTG浓度分析 

Figure 2 Analysis of different concentrations of IPTG 

for inducing HSP72 protein expression with 10 SDS—PAGE 

2 50 kLI 

l 50 ku 

l00 ku 

75 ku 

HSP72—’ 

50 ku 

M 

氟 卷 鸯醅瓣 
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神 经母细胞瘤细胞 (图 6B)用 1：10 000稀释 的抗 

HSP72多克隆抗体血清进行检测都可见清晰的特 

异性 HSP72带 。 

4 

1，2：免疫前兔血清 ；3，4：免疫后兔血清 

M：Marker；1，2：经纯化后的 HSP72蛋白质 ； 

3：从 DH5a细菌分离的总蛋白质 

图 3 10 SDS—PAGE分析 目的蛋 白的纯化 

Figure 3 Purification of HSP72 protein 

analyzed by 10 SDS—PAGE 

2．3 His—HSP72免疫兔血清对细菌表达 HSP72 

的特异性和敏感性 ：图 4结果显示 ，1o0 ng纯化 的 

HSP72经 10 9／5的 PAGE作用后 ，用免 疫前后免血 

清作为抗体进行 Western blot检测。泳道 1、2使用 

免疫前兔血清(稀释 1：5 000和 1：50 000)在预期 

位置未出现条带；泳道 3、4使用免疫后兔血清(稀释 

l：5 000和 l：50 000)出现 了特 异 的 HSP72带。 

图 5结果显示 ，用不同量纯化 HSP72与 5 g转化了 

pPROEX一1TM的 DH5a细菌 总 蛋 白混 合 后 进 行 

SDS—PAGE，以不同稀释度抗 HSP72多克隆抗 体 

血 清或抗 HSP72单克隆抗体进 行对 比的Western 

blot检测结果显示 ，抗HSP72多克隆抗体血 清在 以 

1：i00 000倍比稀释后能清晰检测出 20 ng水平以 

上的 HSP72抗原。 

2．4 His—HSP72免疫兔血清对人、鼠细胞 HSP72 

抗原的特异性(图 6)：Western blot显示真核细胞表 

达的 HSP72。无论在人 HeLa细胞(图 6A)或鼠N18 

卜一  —— 卜一_ e 

A：第一抗原为 1：100 000抗 HSP72多克隆抗体血清； 

B：第一抗原为 1：1 000抗 HSP72单克隆抗体；M：Marker 

图5 Western blot显示抗 HSP72多克隆抗体血清的 

特异性和灵敏度 

Figure 5 Specificity and sensitivity of 

anti—HSP72 polyclonal serum shown by W estern blot 

A B 

A：人 HSP72抗原 ；B：鼠 HSP72抗原 ；C：空 白对照 ； 

1：细胞孵育 4 h；2：细胞孵育 8 h 

图6 Western blot显示 1：10 000抗HSP72多克隆抗体 

血清对 HSP72抗原 的特异性 

Figure 6 Specificity of 1：10 000 anti-HSP72 polyclonal 

serum to HSP72 shown by W estern blot 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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3 讨 论 

本实验在 pPROEX一1TM基础上构建 了原核细 

胞 高效 表 达 HSP72的 pEX —HSP72重 组 质 粒。 

pPROEX一1TM的优点是能在 DH5a细菌 中高拷贝 

数复制具 有 Trcq促进子 和 LacIq基 因，单拷 贝 的 

LacIq等位基因表达过来 1O倍的 lac阻遏物，确保 

目的蛋白的紧密性调节 ，使 目的蛋白能被 IPTG高 

效诱 导表达 ，使具有 IPTG诱导启动子的质粒表达 

外源蛋 白的总量可以达到全细菌蛋 白的 3O 以上； 

pPROEX一1TM具有 6xHis—Tag结构，易分离纯化 

目的蛋白，而不影响目的蛋白结构 。 

用表达的融合蛋白制备抗体时需高浓度和高纯 

度的抗原。本实验用 Qiagen的 Ni—NTA agarose 

试剂盒提纯 His标记的 目的蛋 白，采用 大体积细菌 

裂解 液与 Ni—NTA agarose混合 ，多次洗脱 ，小体 

积溶解缓 冲液溶解 目的蛋 白的方法，纯化后用 

PEG8O0O浓缩，从而取得高浓度和高纯度的 目的蛋 

白HSP72。 

制备抗 HSP70多克隆抗体 的 目的是为了进行 

真核细胞 HSP72的相关研究 ，考虑到由原核细胞表 

达 的蛋白与真核细胞表达 的蛋 白间差异性 ，用原核 

细胞表达的蛋白质作为抗原诱导的抗体会丧失某些 

结构的特异性。为证实制备抗HSP70多克隆抗体对 

真核细胞 的作用，本实验选取人 HeLa细胞和鼠 

N18神经母细胞瘤细胞作为对象并对细胞进行热休 

克处理。结果显示，抗 HSP72多克隆抗体血清能在 

1：10 000稀释时检测出真核细胞表达的 HSP72。 

尽管 已有市售的抗 HSP72单克隆抗体 ，但其制 

备过程复杂、价格高昂，且效价不高 ，仅从 1：200 

1：1 000不等。本研究制备的HSP72抗血清不需要 

纯化则可 以直接用于对 HSP72的检测 ，在倍 比稀释 

1：100 000时，能 检测 出 2O ng以上细 菌表 达 的 

HSP72蛋 白；并且能够特异地检测 出经热休克处理 

后 HeLa和 N18细胞表达的 HSP72蛋白，证实该抗 

HSP72多克隆免疫血清的高效性和高特异性。该免 

疫血 清的制备为进行大量有关 HSP72研究提供 了 

较好 的基础 ，也提供了一条 比较简洁地制备高效多 

克隆抗体的途径，为其他抗体制备提供了一个参照。 
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缺血／再灌注联合盲肠结扎穿孔术大鼠肠系膜血管白细胞与内皮细胞的相互作用 

失血性休克导致的缺血／再灌注(HS／R)损伤常诱发脓毒症和微循环紊乱，甚至多器官功能障碍综合征(MODS)。巴西学 

者最近进行了一项研究，对大鼠实施 HS／R联合盲肠结扎穿孑L术(CLP)，随后行盲肠切除加腹腔灌洗(REL)，观察肠系膜血管 

中白细胞与内皮细胞的相互作用。实验中将 81只 Wistar大鼠(200~250 g)随机分为 3组 ：①对照组：无 HS／R损伤；②HS／R 

损伤 I组 ：HS加 25 失血量的血液进行再灌注；③HS／R损伤 Ⅱ组：HS加 25 失血量的血液以及 3倍失血量的乳酸林格液 

(LRS)再灌注。3组动物 24 h后全部行 CLP，再过 24 h行 REL 通过活体显微镜观察、免疫组化法检测细胞间黏附分子一1 

(ICAM一1)的表达来评估白细胞与内皮细胞间相互作用的变化，同时观察肺组织 ICAM 一1表达和中性粒细胞浸润情况。与 

对照组相比，HS／R损伤 I组和HS／R损伤 Ⅱ组大鼠的白细胞黏附均增加 5倍，聚集增加了 7倍；而 ICAM一1(O．5倍)和血小 

板选择蛋白(O．5倍)的表达均减少。REL可使 HS／R损伤 I组大鼠的肠系膜血管白细胞与内皮细胞间相互作用恢复正常，而 

HS／R损伤 Ⅱ组大鼠的白细胞黏附和聚集虽有所减少 ，但未恢复正常。对肺组织 ICAM一1表达和中性粒细胞浸润的观察结果 

与肠系膜血管类似。由此认为，HS／R+CLP+REL并活体观察肠系膜微循环的大鼠模型是适于研究机体局部和广泛炎症反 

应的模型。该实验结果提示，采用外科手段清除引起脓毒症的病灶对控制脓毒症和 MODS有重要意义。 
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