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联结法
` 25 1标记癌钙蛋白

徐鹅群 何荣霞

(江苏省原子医学研究所 无锡 2 14 0 63)

摘 要 介绍了从人体癌组织中提取
、

纯化肿瘤标志物— 癌钙蛋白 (简称 o n co M )
,

并采用联结

法 碘化标记 了高比活性的
’
气一 。 nc 。 M

,

其比活度为 0
.

20 一 0
.

34 T B q / g
,

放化纯度达 96 %
。

放射

免疫测定表明
,

当抗血清稀释度为 1 : 4
000 时

, ’ 25 1一 o
cn

o M与特异性抗体结合率达40 %
,

与非标

记抗原能竞争结合抗体
,

获得 良好的竞争抑制曲线
。

关键词 癌钙蛋白
,

联结法
,

竟争抑制曲线

钙结合蛋白是细胞中的一类重要的蛋白质
,

对细胞生理生化过程起着重要的调节作用
。

癌钙 蛋 白( o n e o m o d ul in 简称 o n e o M )是一种钙结合蛋白
,

M a e M an
u s首先在 M o

币
s大鼠肝

癌组织巾发现它 11, 2]
,

接着先后在带瘤动物的血液中 3[J
、

人和大鼠胎盘中 141 找到它
,

并得到 了

胎盘 o n c 0 M纯 品
.

目前已知。 n
co M在人类的多种肿瘤组织中存在

,

其中包括膀胧癌
、

乳腺

癌
、

子宫颈癌
、

结肠癌
、

肝癌
、

皮肤癌和舌癌等
,

阳性率约为 85 %
.

经分析证实
,

不同来

源得 到的 。 n
co M是相 同的蛋白质

。

有报道表明
,

肿瘤病人血液中o n
co M量增高

,

但在啮齿

类及人类正常组织 中均未检测到
,

因此
,

o n
co M可作为一种较理想的肿瘤标志物

,

经放射

性 碘标记后 可供放射免疫测定
.

人体内。 n
co M含量的检测有助于诊断肝

、

肺等肿瘤的发

生
,

并有助 于 。 n
co M在肿瘤生长中的确切机理研究

。

本文报道了。 n
co M的提纯和碘化标记

物制备
,

这对建立放射免疫分析法是至关重要的
。

1 试 剂和 器 材

D E A E 一 s e Ph a e e l
、

s e p h a d e x G
一 5 0 if n e

,

p h a r
m a e i a

产品
;
十二烷基硫酸钠 ( S D S ) S e r r a

进 口分装
;
聚 乙烯毗咯琳酮 (P V )P B as F进 口分装

;

低分子量蛋白标准系中国科学院上海生化

研究所产 品
; 乙二醇双 ( a 一

氨基乙基 )醚四乙酸 (E G T A )
、

苯甲基磺酞氟 (P M S )F 及其它化学

试剂均是国产分析纯
。

N al 勿系中国原子能科学研究院提供
。

肿瘤组 织系本市各医院手术切除的癌组 织 (包括肺
、

肠
、

子宫癌等 )
,

经病理切片证

实
。

2 实 验 方 法

2
·

1 o n e o M分离纯化

参 照 M ac M
a n us l2, 5]方 法加 以 改进

。

采用人体癌组织
,

加适量缓冲液 A制成匀浆
,

离心

后 上 清 液经 8 0 ℃加热除去凝固蛋白
,

再经硫酸按 65 %和 10 0% 饱和度分步盐析
。

将沉淀混悬

于缓 冲液 B 中
,

经透析得澄清液为粗提物
,

再经 D E A E 一 S即 h ac el 柱层析
,

先后用缓冲液

收稿 日期
:
1 99 5一 06

一 0 6
,

修回日期
:
1 9 95

一 10一 30
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B
、

0
.

l m
o l /L N a C I洗脱

,

最后用 0
.

1一 0
.

6m o l /L N a
C I梯度洗脱

,

收集浓度在 0
.

3一 0
.

4 m o l /L

N a
CI 各管

,

透析
,

浓缩后经 S e p h a
de

x G 一 50 柱层析
,

洗脱液于 2 65 nln 测 O D 值
,

收集第二个

峰管
,

透析
,

冷冻干燥即得 o n c 0 M 纯品
。

2
.

2 碘化标记物制备

参 照 并 改 进 了 B a l t o n 和 H u n t e r [6 ]方法
,

即采 用 间接 标记 法
,

先制备
’ 2 5 1一 B o l t o n -

h u n t e r试剂即
`2 5 1一 s ( 4一经基苯 )丙酸玻拍酞亚胺醋 (简称

’ “ 51一 B一 H )
,

再通过肤键与o n e o M

末端氨基相接
,

得到
’ 25 1一 o n e o M

。

联结法标记 o n e o M反应式为

Q q
、

_

, t
八 厂 . 入 。 , 二

~
, ,

竺 ~ _ _

了户- 门 C h 一 T

n U 叫俗 沙卜七 n Z一七 h Z一 U 一 U 一到 又 l ee , 尸弋霆尸门~

— 于一 N a 一 i

0

1 251
H o

每
(B一 H )

9 义C H Z一 C H , 一 C一 o 一 N只
尸

( , 2 51一 B一 H ) O

1 25 1

o n e o
M

P H S
.

5

H o

备
? V

C H Z一 C H Z一 C一 N 一 o n e o M

` 2 51 ( 1 2 51一 o n c o M )

2 ..2 1 ` 25 1一 B一 H试 剂制 备
.

取 预先分装于反应玻 璃管 内的 B一 H试剂 3 协 g
,

注人约 10 林 l

( 3
.

7 x l o 7 B q )N a ` 2 5 1溶 液
,

速加氯胺 T液 1 0 卜 l (5 0 协 g )
,

立即加偏重亚硫酸钠 1 0 林 l ( 12 0 林 g )终

止反应
,

加人碘化钾 10 协 l( 2 00 卜 g)
。

所用氯胺 T
、

偏重亚硫酸钠和碘化钾分别用 0
.

25 m ol /L

和 0
.

O5m ol /L p H 7
.

5磷酸缓冲液新鲜配制
,

反应在室温 ( 10 一25 ℃ )下进行
。

2
.

2 .2 ’ 25 1一 B 一 H试剂 纯化
。

在上述碘化反应液中加 5 协 1二甲基甲酞胺
,

250 “ 1重蒸苯充分

混匀
,

吸 出苯液
,

重复提取一次
,

合并苯液
,

真空干燥器抽干
,

除去溶剂
,

得到白色固体
` 25 1一 B 一 H试剂

,

分别测定固体物和火层中的放射性活度
,

求出
` 25 1

一
B一 H试剂的碘化产率 Y

y 一 [
, 2 51一 B一 H c pm /(

` 25 1一 B 一 H e p m + 水层 e p m ) ] X 10 0%

本实验的平均碘化产率为 51
.

1 2 士 3
.

14 % ( n = 1 1)
。

2
.

.2 3 ` 2 5 1一 B一 H试剂 薄层层析
。

采用硅胶 G F 2 54 薄层层析测其放化纯度
。

展开剂
:

醋酸 乙

醋
: 甲苯 ~ :1 1( V/ 仍

,

上行展开
,

分段测其放射性活度
。

可见第一峰在原点
,

rR 一 0
,

为游离

碘
,

占8
.

1%
;

第二峰 fR = 0
.

18
,

为碘化醋的水解产物
;

后面仅一个峰
,

fR = .0 72
,

占总放射性

活度的 6 7%
,

为
’ “ 5 1一 B 一 H试剂

。

2
.

2
.

4 ` “ 5 1一 o n e o
M制备

。

在 冰浴 ( o oC )下
,

将 1 9 / L o n e o M 溶液 10 以 l ( o
.

i m o l /L 硼酸钠缓冲

液
、

p H .S 5配制 )注人上述 125 1一 B
一 H试剂管中

,

充分混匀
,

加人过量硼酸钠缓冲液
,

反应一

定 时间
,

再加人 100 林 1甘氨酸溶液 ( 0
.

l m ol /L 硼酸钠缓冲液 p H .S 5配制 )
,

终止反应
。

于 4℃

放 置 i om i n
。

将此反应液经 S e p h a d e x G一 5 0凝胶柱过滤
,

将
` 25 1一 o n e o M与低分子量杂质分

开
,

用含 0
.

2 5% 明胶的 0
.

0 5m o l /L磷酸盐缓冲液 p H 7
.

5洗脱
,

流速 1 2m l /h
,

0
.

6m l /管收集 5 0

管
,

每管吸出 10 林 1于 P a c K ar d 5 3 01 Y 计数器测量
,

得淋洗分离 曲线
。

2
.

3 o n c o M 一 R I A

反应在 0
.

1 2 5m
o l /L T r i s 一 H C I缓冲液 (P H S

.

4
、

含 0
.

5% B S A )中进行
,

抗血清
、

标准品均

用 此缓 冲液稀释
,

采用平衡饱和法
,

于反应管中分别加人缓冲液
、

不同浓度标准
o n c o

M
、

定量抗 o n e o M抗血清及定量
’ “ 51一 o n e o

M (Z 0 0 0 o e pm )混匀后室温放置 l h
,

4℃反应 2 4 h
,

每管

加 1 0% N R S及羊抗兔第二抗体各 5 0 , l
,

3 7 oC 水浴保温 30m in
,

离心分离
,

经 P a e k a r d 5 30 1
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( 5 0% 结合率 )时
,

9
.

2 x i o 4 e o
un st /m认其相应 的 o n e o M 含量为 i 4

.

s n g
,

算出
` 25 x一 o n e o M 放

射性比活度范围为 .0 2一 0
.

34 T B q /g
。

3 :2 3 放射免疫活性检测
。

将一定量的
’ “ 51一 o n

co M与不同稀释度的兔抗 。 n
co M抗血清在

o
.

1 25 m ol /L T ir s 一 H C I p H .S 4反应系统进行结合反应
,

用羊抗兔第二抗体为分离剂
,

测量沉

淀 c o u n st /m in
,

计算结合率
,

当抗血清最终工作浓度为 1: 4 0 0加寸
,

0B 结合率达 40 %
。

3 .3 o n cL o M 一 R IA标准曲线建立

以 B/ 肠结合率为纵坐标
,

。 n
co M剂量对数为横坐标

,

绘制竞争抑制曲线 (见图 3 )
。

3 .4 方法学考核

3
.

.4 1 灵敏度
.

以 1 0个场管结合率均值减 2s 后所对应的剂量为灵敏度
,

其测得值为 4
.

5 林 g/

L
。

3 ..4 2 准确度
.

以 回收试验和稀释试验衡量本法的准确度
.

在缓冲液中加人三种不同浓度

的标准品
,

测得回收率分别为98 .3 4%
、

101
.

17 %
、

97
.

29 %
,

平均为 9 .8 93 %
。

取同份样品不

同稀释梯度与测得量成线性关系 (见图 4 )
.

A d d i t io n

am
o

un
t o f o n e o M / p l

2 0 4 0 6 0 8 0 10 0 12 0

乙” oo

一一一
200100 0

·

的乏ù芝。。uoJ。。三.卜妇u。a。匆目
。芝

岁一省自

圈 3 0 n c 0 M竞争抑制曲线 圈 4 回收试验曲线 (a) 和稀释试验曲线 ( b)

n g
.

3 hT
e e o m P e it it v e i n h i b i it o n e u r v e n g

.

4 R e e o v e yr a s s a y (
a ) a n d d i l u t i o n a s s a y (b )

o f o n e o M
3

.

4 .3 精密度
.

三份不同浓度的标准品各做10 只平行管
,

测出批内变异系数分别为 1
.

73 %
、

.2 07 %
、

.5 05 %
,

平均为 .2 95 %
;
三份不同浓度的样品

,

二个月内测定三次
,

批间变异系数平

均为 10
.

78%
.

精密度图显示可测范围为 8一 256 协 g/ L
.

3
.

4 .4 特异性
。

将钙调素 (C al 加
。 d ul in 简称 C a M )配制成一系列不同浓度的稀释液代替标准

品与定量抗血清和标记抗原进行反应
,

按 A br ha am 法计算得交叉反应率小于 .0 92 %
。

标 记物 放 置 5 周
,

岛结合率和 非特异结合均无 明显变化
,

以上结果证明
,

标记物
` 25 1一 on co M免疫活性是好的

.

由此建立的。 n co M
一 R IA 完全符合放免要求

。

4 讨 论

癌钙 蛋 白是一 种热稳定的酸性小分子钙结合蛋 白
,

等电点为 3
.

9
,

于 80 ℃水浴中加热
s m in 仍 保持其活性

,

每个。 n
co M分子可结合两个 C a Z + 。

在 S D S和 P A G E 电泳中仅出现一条

带
,

表明是` 单链多肤
.

根据其理化特性
,

采用 上述方 法从人体癌组织中分离纯化得到
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:

联结法
’
气标记癌钙蛋白

。n
c oM

,

以蛋白相对含量计算
,

最后纯化得率为 0 .0 8%
,

比文献【2 ]报道略低
,

这是因不同

来源 的癌组织其
o n c o M含量不同之故

。

M ac M an u s首先是从大 鼠M o rr is 肝癌组织 中分离纯

化得到 。 n
co M

,

对由不 同材料得到 的。 n
co M进行氨基酸组成分析 4[]

,

研究表明
,

来 自不同

组织 的 o n c 0 M在氨基酸组成上几乎是完全一致的
。

这一点也被不同来源的。 n co M具有交叉

免疫反应这一事实所证明91[
。

为此
,

如需获得较多量的 o n co M
,

可考虑采用大鼠肝癌或其它

动物肿瘤组织来提取
。

人肿瘤组织中的癌钙蛋白经氨基酸序列分析
,

10 8个氨基酸的组成中无色氨酸
,

苯丙胺

酸 /酪 氨 酸比率较高
,

酪氨酸仅一个
。

在制备碘化标记物时
,

我们曾用氯胺 T法和 fo d o g e n 法

进行标记
,

结果制得的标记物均无免疫活性
,

故采用联结标记法 (B ol ot n 一 H un t er 法 )是最适

宜的
.

该法具有反应 自发进行
,

条件温和
,

避免了高浓度放射性碘
、

氧化剂及还原剂直接与

欲标记的蛋白质接触时对其免疫活性和生物学活性的影响等特点
,

实验结果也说明该法是制

备 。 n co M标记物的最佳方法
.

制得的
` 25 1一 。 n co M经放免测定具有较高的免疫活性

,

与非标

记抗原竞争结合特异抗体
,

得到良好的竞争抑制曲线
,

由此研制的。 n co M一 R IA 方法稳定
、

正确
、

可靠
.
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