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目的
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考察新型抗体靶向性核酸转移系统的关键组分葡萄球菌
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蛋白
?

聚乙烯亚胺交联物"

CD1?D̀#

#的生物学功

能!即结合
#
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Y

与压缩&复合
!U1

的能力$方法
!

采用酶联免疫吸附试验和中和抑制实验测定
CD1?D̀#

交联物与多种来源
#

=

Y

的结合能力%采用
!U1

凝胶阻滞实验测定
CD1?D̀#

交联物与
!U1

片段的结合%采用溴化乙啶拒掺实验测定
CD1?D̀#

交联物压

缩
!U1

的能力$结果
!

CD1?D̀#

交联物可与多种种属来源的
#
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Y

良好结合%

CD1?D̀#

交联过程对
CD1

的结合特性无明显影响!

CD1

活性保持较好%

CD1?D̀#

交联物能较好地中和质粒
!U1

或脱氧核酶"

!["K

#的负电荷!压缩
!U1

片段能力接近游离
D̀#

$结论

!

制备的
CD1?D̀#

交联物保持了
CD1

和
D̀#

的生物学活性%

CD1?D̀#

交联物可用于抗体靶向性核酸转移系统的构建$
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$是一类聚阳离子聚合

物"是目前最有前途的非病毒核酸转移载体之一"它具有以下

特性+带有强大正电荷"能结合并压缩核酸分子使其易进入细

胞,

D̀#

携带大量的氨基"易使携带的核酸进入细胞质而具有

较高的表达效率'
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核酸载体"能使
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载体具有组织细胞靶向性或特异性!
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$是一种性能

稳定的小分子蛋白"能与
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抗体以高亲和力%非共价迅速结

合'
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"将
CD1

与
D̀#

共价交联"形成
CD1?D̀#

交联物"再与
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抗体非共价结合即可避免因抗体与
D̀#

直接化学交联而

使活性受损伤等问题'
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抗体
?CD1?D̀#

与核酸结合或

复合即成为一种新型的抗体靶向性核酸转移系统"其中
CD1?

D̀#

交联物起着)桥梁*或)接头*作用"为该抗体靶向性核酸转

移系统的关键组分!

本项目组已制备出
CD1?D̀#

交联物并对其理化等特性进

行了表征"本文主要探讨该
CD1?D̀#

交联物的生物学活性"即

分别结合
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和
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片段的活性,压缩
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的能力!
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波长处测定质粒
!U1

含量!
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!

脱 氧 核 酶 #
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为 针 对 人 端 粒 酶 催 化 亚 基
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$基因的核酶"长度
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"由广东药科大学病原生物

学与免疫学系提供!
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样品的包被
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用酶联包被液#
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将
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交联物或
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稀释成终浓度
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稀释的样品加入酶联条板中#
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&孔$于
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过夜即可!
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酶联免疫吸附试验#

V̀#C1

$检测
!

按文献'
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(方法进

行实验!大致过程+正常山羊血清封闭后洗涤,分别加入不同

种属
#

=

Y

"经孵育洗涤后"加入各自对应的
W6D

标记的山羊抗

体#二抗$"继续孵育,同上洗涤后"加入酶联底物液
"5Q

#武汉

博士德公司产品$显色%硫酸终止显色反应"紫外分光光度计于
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波长处测吸收光度#
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$值#
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中和抑制实验
!

按文献'
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(方法进行!一定浓度的
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标记的兔抗小鼠
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与不同浓度的
CD1?D̀#

交联物混

合后于
*i

过夜,取
CD1

包被的酶联条板去上清液"同上封

闭"洗涤"加入上述混合物"同上孵育"洗涤"加入酶联底物液显

色"测定
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"按公式计算抑制率!抑制率#
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抑制物

孔
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!抑制物孔即
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标记的兔抗

小鼠
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交联物%

CD1

或
D̀#

,对照孔即仅
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标

记的兔抗小鼠
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!
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核酸片段的凝胶阻滞实验
!

参照文献'
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(方法进行

实验!#
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复合物制备+将
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质粒或
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用
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羟乙基哌嗪乙磺酸#
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释成浓度
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V

稀释液与不同

浓度的
CD1?D̀#

交联物等体积混合"于室温下作用
)&8KM

即

制备成
CD1?D̀#

&

!U1

复合物,按照文献方法计算
D
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比

值'
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$琼脂糖凝胶电泳+制备
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或
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的琼脂糖凝胶"在

样品孔中加入
CD1?D̀#
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!U1

复合物等"常规方法电泳%观察!

!$"$K
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溴化乙啶拒掺实验
!

参照文献'

3

(方法进行!大致步

骤+将鲑鱼精
!U1

用
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#

L

W3$*

$稀释成浓度
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8V

"加入到
+)

孔板中"然后加入不同体积的浓度为
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的
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CD1?D̀#

"使孔中
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比值在
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,室温下静置

'&8KM

后"每孔加入浓度为
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的
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溶液
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V

"经

充分混合后"采用荧光光谱仪检测#激发波长
(',M8

"发射波

长
)&(M8
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统计学处理
!

采用
CDCC'-$&

软件分析数据"计量资料

以
!."

表示"采用
#

检验"以
$

"

&$&(

为差异有统计学意义!
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结
!!

果
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CD1?D̀#

交联物与多种
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Y

的结合
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兔
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#

W6D

标记

的兔抗小鼠
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Y

%正常兔血清
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=

Y

$%正常人血清
#
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Y

及小鼠

#
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Y

#小鼠抗人
2CDY*

单抗$均能与包被的
CD1?D̀#

交联物结

合"且具有
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Y

浓度依赖性"而山羊
#

=

Y

#

W6D

标记的山羊抗

兔
#

=

Y

"正常山羊血清
#

=

Y

$%正常小牛血清
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Y

则结合阴性#图
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$"提示
CD1?D̀#

交联物可与多种
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抗体较好地结合"但

有一些动物种属限制,包被的
CD1

能与兔抗小鼠
#
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良好结

合"但包被的
D̀#

与兔抗小鼠
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结合阴性#图
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CD1?D̀#

交联物与
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结合的特异性及结合能力
!

CD1?D̀#

交联物%游离
CD1

均能抑制
W6D

标记的兔抗小鼠
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与包被的
CD1

结合"且呈浓度依赖性"但游离
D̀#

无抑制

作用"提示
CD1?D̀#

交联物与
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结合具有
CD1

特异性#图
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$,虽然
CD1?D̀#

交联物的抑制作用较游离
CD1

有所降低"

但两者抑制曲线接近"提示
CD1

与
D̀#

的化学交联过程对

CD1

的活性无明显影响"仍保持了
CD1

结合
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的功能!见
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+正常人血清
#

=

Y

,

*

+小鼠抗

人
2CDY1

,

(

+

W6D

标记的山羊抗兔
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+正常小牛血清
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对照

图
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V̀#C1

法检测包被的
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交联物与多种

种属来源的
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Y

结合

图
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V̀#C1

法检测
W6D

标记的兔抗小鼠
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与包被的

CD1?D̀#

交联物)游离
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及游离
D̀#

的结合

图
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V̀#C1

检测
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交联物)游离
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或

游离
D̀#

抑制
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标记的兔抗小鼠
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与

包被的
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交联物与质粒的结合
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制
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质粒在电场中的移动"且具有剂量依赖性"表现
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*

$!

U

&

D

比值为
%$(

时"

CD1?D̀#

交联物不能抑制
L

Ỳ0D?2'

质粒的泳动#图
*

"

>GM@-

$"当
U

&

D

比值为
($&

%

'&$&

时"

CD1?D̀#

交联物能完全抑制
L

Ỳ0D?2'

质粒的泳动"表现为无
L

Ỳ0D?2'

质粒条带出现#图
*

"

>GM@*

%

(

$,

D̀#

能抑制
L

Ỳ0D?2'

质粒的泳动#图
*

"

>GM@%

$"而
CD1

无抑制作用#图
*

"

>GM@)

$!这些结果表明"

CD1?D̀#

交联物能

较好地中和质粒
!U1

的负电荷"形成电中性或带正电荷的

CD1?D̀#

&

L

Ỳ0D?2'

质粒复合物"具有
D̀#

特异性!

"$D

!

CD1?D̀#

交联物与
!["K

的结合
!

CD1?D̀#

交联物能抑

制
!["K

的泳动"具有剂量依赖性"表现为
U

&

D

比值的依赖性

#图
(

$!

U

&

D

比值为
%$(

时"

CD1?D̀#

交联物不能抑制
!["K

的泳动#图
(

"

>GM@%

$,当
U

&

D

比值为
($&

时"

CD1?D̀#

交联物

几乎能完全抑制
!["K

的泳动"当
U

&

D

比值为
'&$&

时"

CD1?

D̀#

交联物能完全抑制
!["K

的泳动"表现为无
!["K

条带出现

#图
(

"

>GM@-

%

*

$!

D̀#

抑制作用很强#图
(

"

>GM@(

$"而
CD1

则

无抑制作用#图
(

"

>GM@)

$!表明"

CD1?D̀#

交联物也能较好地

+-%-
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中和
!U1

短片断#如核酶等$负电荷"形成电中性或带正电荷

的
CD1?D̀#

&

!U1

片段复合物"具有
D̀#

特异性!

!!

'

+

L

Ỳ0D?2'

质粒,

%

+

L

Ỳ0D?2'kD̀#

#

U

&

D

比值
E)$&

$,

-

+

L

Ỳ?

0D?2'kCD1?D̀#

#

U

&

D

比值
E%$(

$,

*

+

L

Ỳ0D2?'kCD1?D̀#

#

U

&

D

比

值
E($&

$,

(

+

L

Ỳ0D?2'kCD1?D̀#

#

U

&

D

比值
E'&$&

$,

)

+

L

Ỳ0D?2'k

CD1

#

'&&&

#

=

&

8V

$

图
*

!!

!U1

凝胶阻滞实验检测
CD1?D̀#

交联物与

质粒
!U1

的结合

!!

'

+

!["K

,

%

+

!["KkCD1?D̀#

#

U

&

D

比值
E%$(

$,

-

+

!["Kk CD1?D̀#

#

U

&

D

比值
E($&

$,

*

+

!["Kk CD1?D̀#

#

U

&

D

比值
E'&$&

$,

(

+

!["Kk

D̀#

#

U

&

D

比值
E)$&

$,

)

+

!["KkCD1

#

'&&&

#

=

&

8V

$

图
(

!!

!U1

凝胶阻滞实验检测
CD1?D̀#

交联物与
!["K

的结合

"$K

!

CD1?D̀#

交联物包裹压缩
!U1

的能力
!

在
U

&

D

比值为

&

即无
CD1?D̀#

交联物或
D̀#

情况下"

!U1

处于伸展状态"

Q̀

染料易渗入
!U1

分子中"表现为荧光信号强,当
CD1?D̀#

交联物或
D̀#

加入"

!U1

被包裹压缩"

Q̀

染料不易掺入,随着

U

&

D

比值增加"

CD1?D̀#

交联物或
D̀#

含量增加"

!U1

被包

裹压缩程度增强"

Q̀

染料掺入量降低"因此荧光信号逐渐减

弱"提示
CD1?D̀#

交联物或
D̀#

均有包裹压缩
!U1

片段的能

力#图
)

$!

CD1?D̀#

交联物的压缩曲线与
D̀#

近于重合"提示

D̀#

与
CD1

的化学交联未明显影响
D̀#

对
!U1

的包裹压缩

能力!

图
)

!!

溴化乙啶拒掺实验检测
CD1?D̀#

交联物

包裹压缩
!U1

的能力

#

!

讨
!!

论

!!

CD1

是来源于金黄色葡萄球菌细胞壁的一种蛋白成分"

其分子量依据提取方法不同而不同!

CD1

有许多优点'

-

"

,

"

''

(

+

分子量小"易制备纯化"性质较稳定"加热或甲醛处理不影响其

活性"故易保存,

CD1

与
#

=

Y

的
0H

结合并不干扰
#

=

Y

抗体与

抗原结合,另外
CD1

有一重要特性"即能与
#

=

Y

抗体以高亲和

力"非共价迅速结合"且结合过程受温度等影响较小,

CD1

与

#

=

Y

结合有一定种属特性"能与豚鼠%人%兔%猪%小鼠等动物

#

=

Y

结合"而不与牛%羊等动物的
#

=

Y

结合!本项目组曾将

CD1

与
DVV

共价交联制备了
CD1?DVV

交联物"希望以此作为

)桥*能将
#

=

Y

抗体和
!U1

分子以非共价键结合起来构建具

有靶向作用的基因转移系统"

CD1?DVV

交联物显示出结合多

种来源
#

=

Y

的活性'

-?*

(

!本文研究制备的
CD1?D̀#

交联物也

可与多种种属来源的
#

=

Y

较好地结合"且具有
CD1

特异性"其

结合活性由
CD1?D̀#

交联物中
CD1

结构所赋予,

CD1?D̀#

交

联物的抑制作用较游离
CD1

有所降低"但两者抑制曲线接近"

提示
CD1

与
D̀#

的化学交联过程对
CD1

的活性无明显影响!

D̀#

是一类聚阳离子聚合物"是目前最有前途的非病毒核

酸转移载体之一'

'?%

(

"其作用原理及优点'

-

"

+?''

(

+带强大正电荷

的聚阳离子聚合物能中和核酸片段的负电荷"并且包裹压缩核

酸片段形成致密小颗粒"使整个复合物呈电荷中性或带正电

荷"有利于核酸片段与带负电荷的细胞结合,被
D̀#

紧密包裹

压缩的核酸片段可免受核酸酶的降解"稳定性增强,另外"

D̀#

携带大量的氨基"具有)质子海绵效应*易使携带的核酸进入细

胞质而具有较高的表达效率'

'

"

'%?'*

(

"因此其转染的核酸表达效

率理应优于
DVV

等聚阳离子多肽!本项目组曾将
CD1

与

DVV

共价交联制备了
CD1?DVV

交联物"

CD1?DVV

交联物显示

出压缩复合
!U1

的能力'

-?*

(

!本文研究显示"

CD1?D̀#

交联

物能较好地中和质粒
!U1

或
!["K

的负电荷"形成电中性或

带正电荷的
CD1?D̀#

&

!U1

片段复合物"并且能包裹压缩

!U1

#图
)

$"具有
D̀#

特异性"其活性由
CD1?D̀#

交联物中

D̀#

结构所赋予,

CD1?D̀#

交联物包裹压缩
!U1

能力近于游

离
D̀#

#图
)

$"提示
D̀#

与
CD1

的化学交联对
D̀#

的活性无明

显影响!

基于
CD1?D̀#

交联物的核酸转移系统由三部分构成+

#

=

Y

抗体"

CD1?D̀#

交联物和核酸片断!其中
CD1?D̀#

交联物起

着)桥梁*或)接头*作用"为该抗体靶向性核酸转移系统的关键

组分"它也可以被认为有两条)臂*+一条)臂*即
CD1

"可与
#

=

Y

抗体非共价连接"能避免抗体的活性受损等问题,另一条)臂*

即
D̀#

"能中和预导入的核酸片段的负电荷"包裹压缩核酸片

段形成致密颗粒"使整个复合物电荷呈中性或带正电荷有利于

进入细胞"并且易使携带的核酸逃逸内吞体进入细胞质"因此

具有较高的表达效率'

'?%

(

!
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后固定对
0@<>

=

@M

染色是有作用的"可以影响细胞核大

小"以及
!U1

对酸和染料的接触!散点图上的)

N

*形细胞分

布是由不完全染色引起的!大的细胞核被完全染色"小的细胞

核只有部分被染色"过小的细胞核不利于细胞核
!U1

含量的

测定'

'(?')

(

!醛类固定液中的甲醛对染色有影响!甲醛的含量

会影响染色深浅和细胞核大小!但是"甲醛会与硫堇结合"破

坏硫堇染色"使染出的颜色偏黄绿色"并产生沉淀!因此"细胞

片进入染液之前"要把固定液彻底冲洗干净"避免固定液污染

硫堇染液!

综上"根据细胞核的结构特点"采用醛类固定液进行后固

定"硫堇对细胞核
!U1

染色"与细胞学染色相结合"获得了良

好的染色效果"为后续的多技术联合诊断提供依据!此外"

!U1

定量分析系统#

!U1?#25

$能测定多种细胞核形态参数"

如球形度%偏心率%核致密度等!这些大数据有待科学工作者

进一步挖掘"以广泛%深入了解不同固定液的作用机制!
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