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[摘要] 目竹：制备半胱氨酰白三烯受体2(CysLT：)多克隆抗体，并鉴定其免疫学特性及应用。

方法：以KLH偶联的CysLT2受体多肽免疫家兔制备抗体，用间接EI，ISA法测定抗体效价，以抗原

阻断法测定抗体敏感性及特异性；同时，以新制备的抗体进行Western blot和免疫组化，检测

CysI。T：受体的组织表达。结果：ELISA测定显示，获得的家兔抗Cysl。T：受体抗体的效价大于l／

1 047 296，对CysLT2受体的特异性强，对CysLTl受体和GPRl7基本无交叉反应。Western blot结

果显示，CysLT：受体在大鼠、小鼠肾、脑和肺中有较高的表达，其分子量在40 kD左右。免疫组化结

果表明，CysLT。受体主要表达在大鼠神经元，也表达在部分星形胶质细胞。结论：制备的Cysl。T。受

体多克隆抗体具有高效价和高特异性，能满足Western blot和免疫组化检测的要求。
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[Abstract] Objective：To prepare and identify a polyclonal antibody against cysteinyl

leukotriene receptor(CysLT2 receptor)．Methods：Rabbits were immunized with KI。H—coupled

CysLT2 receptor peptide to prepare the polyclonal antibody(pAb)．The titer of the pAb in rabbit

plasma was detected by indirect ELISA，and the specificity of the pAb was tested by antigen
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blockade．The tissue distribution of CysLT2 receptor was detected by Western blot and

immunohistochemistry with the prepared pAb．Results：The pAb showed a titer higher than 1／

1047296，and was specific to CysLT2 receptor，without cross—reaction with the antigens of CysLTl

receptor and GPR 1 7．A higher expression of CysLT2 receptor in kidney，brain and lung of rats and

mice was detected by Western blot analysis using the prepared pAb．The molecular weight of

CysLT2 receptor protein was about 40 kD．Immunohistochemical examination showed that

CysLT2 receptor was expressed mainly in the neuron，and partly in astrocytes in rat brain．

Concl usions：The prepared CysLT2 receptor pAb has high sensitivity and specificity，and can be

used in Western blot and immunohistochemistry．

[Key words 3 Cysteine／genet；Receptors，leukotriene／genet；Cysteinyl leukotriene receptor；

CysLT2 receptor；Polyclonal antibody

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2009，38(6)：591—597．]

半胱氨酰白三烯受体包括CysLT。、

Cysl。T2和GPRl7三种亚型[1{]。其中，对

CysLT。受体了解得较多，且有较多选择性拮抗

剂，而对CysLT2受体相对了解得较少[I≈3；

GPRl7为新近鉴定的亚型，有待深入研究[4]。

CysLT。受体分布在肺、脾脏、淋巴结、脑、肾脏、

小肠、皮肤、脐静脉内皮细胞、支气管和冠脉平

滑肌细胞、血液单核细胞和巨噬细胞、肥大细胞

等；其效应包括激活血管内皮细胞和巨噬细胞、

促进肥大细胞释放IL一8等细胞因子、促进肺纤

维化等【l卫矗]。本实验室最近发现，CysLT：受体

介导星形胶质细胞缺血损伤[63；并且，发现大鼠

胶质瘤C6细胞主要表达CysLT：受体[7]。这些

结果为进一步研究该受体亚型的调节作用奠定

了基础。

但是，有两个因素限制CysLT。受体研究的

深入，一是缺乏选择性拮抗剂，二是缺乏对动物

的特异性抗体，仅有针对人的商品化抗体。为

此，除了筛选CysLT。受体拮抗剂外，本研究在

制备另一种CysLT受体GPRl7抗体的基础

上[8]，制备兔抗大鼠CysLT2受体抗体，并研究

其在Western blot和免疫组化方面的应用。

1材料和方法

1．1试剂及仪器 钉形贝血蓝蛋白(keyhole—

limpet hemocyanin，KLH)偶联的CysI。T2受体

多肽(cg)FAGENFKARL RAIFSKDHL(大

鼠)，委托上海吉尔生化有限公司合成；弗氏完

全、不完全佐剂购自Sigma公司；HRP标记的

羊抗兔IgG，购自联科生物；抗人CysLT：受体抗

体，购自美国Cayman化学公司；小鼠抗神经核

(neuronal nuclei，NeuN，神经元标记物)抗体、

抗胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic

protein，GFAP，星形胶质细胞标记物)、异硫氰

酸荧光素(FITC)标记的山羊抗兔IgG及Cy3

标记的山羊抗小鼠IgG，购自美国Chemicon公

司。多波长酶标仪(Elx800 Universal Micro—

plate Recorder，美国Bio—TEK公司)；SDS

—PAGE胶电泳转膜装置(美国BIO—RAD公

司)；ODYSSEY免疫印迹膜荧光成像系统(美

国LI—COR Biosciences公司)；冰冻切片机

(CMl900，德国Leica公司)；荧光显微镜

(BX51，日本Olympus公司)。

1．2实验动物 雄性家兔3只，体重2．5～3

kg，购自浙江大学动物中心；成年雄性昆明种

小鼠和SD大鼠各5只，购自浙江省医学科学院

试验动物中心(合格证号：2008—0033)。

1．3 CysLT：受体多克隆抗体制备 KLH

-CysLT：受体多肽抗原以生理盐水稀释成2

mg／ml，与等体积的弗氏佐剂以三通管推注法

乳化30 min，将少量乳化剂滴入冷水中，若保持

完整不分散，呈滴状浮于水面，即乳化完全，可

用于家兔免疫。

在家兔背部脊柱两侧、颈部皮肤，多点皮下
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注射乳化抗原共1 ml／只。首次注射抗原一完全

佐剂免疫，以后每隔10 d，以同样方法用抗原

一不完全佐剂加强免疫，共6次，最后一次免疫

后5天，兔耳缘静脉采血1 ml。分离血清，以双

向琼脂免疫扩散鉴定血清的抗体效价。最后一

次免疫后10 d，以20％乌拉坦麻醉，颈动脉插

管。收集血液，分离血清。按需要加入叠氮钠至

0．02％；然后分装血清，于一20 C～一70 C

保存。

1．4抗血清的免疫学特性鉴定

1．4．1双向琼脂免疫扩散在1％琼脂糖凝胶

上打梅花孔，中孔加入10弘l KI。H—CysLT：受体

多肽，周围孔加10 pl 1／1、1／2、1／4、1／8、1／16、

1／32稀释的兔血清，37 C湿盒内温育24 h后观

察，如中孔与周围孔之间出现白色沉淀线，则为

阳性。

1．4．2效价测定 采用间接EI，ISA法测定，

采用研究组先前报道的方法[8]。用抗原(KLH

—Cysl。T。受体多肽)包被酶标板(预实验确定包

被抗原浓度为1弘g／m1)，4 C湿盒内过夜，洗板

后加入倍比稀释(1／8～1／1047296)的待测兔血

清，37(：湿盒内孵育2 h。洗板后，加入HRP标记

的羊抗兔IgG(1／10000)2 h，再加入底物溶液孵

育lO～30 min，加中止液后于酶标仪490 nm波

长处测光密度。同时，设立空白对照和阴性对照。

1．4．3特异性鉴定 以El。ISA法。测定可溶

性抗原(KLH—CysI。T：受体多肽)阻断兔血清抗

体反应，以50％最大抑制浓度(IC钟)作为敏感

性指标。为检测抗体与其他受体的交叉性，用

KI。H偶联的Cysl。T。受体和GPRl7多肽作为抑

制剂，以ELISA法测定各种多肽抑制抗体的反

应，判断抗血清与CysLT，受体和GPRl7有无

交叉反应。

1．5 CysLT2受体表达的鉴定

1．5．1 Western blot测定CysLT2受体蛋白

按报道的方法[9。1 01提取大鼠与小鼠脑、肾脏和

肺组织的蛋白，以本研究制备的大鼠Cysl。T。受

体抗体、市售抗人Cysl。T。受体抗体或无免疫阴

性血清(1：500)进行Western blot检测，观察该

受体的组织分布。

1．5．2 RT—PCR测定CysLT：受体mRNA

mRNA提取及RT—PCR方法参照文献[10-lZ]，大

鼠CysLT：受体的上游引物：5’一TAG ACT

TCT GCC TTC AGC一3’，下游引物：5’一TGA

CAG GAC CTC CCC GAG一3’，PCR产物为

1079 bp Ll¨；pactin上游引物：5’一TAC AAC

CTC CTT GCA GCT CC一3’，下游引物：5’

一GGA TCT TCA TGA GGT AGT CAG TC

一3’，PCR产物为285 bp。小鼠Cysl。T：受体的上

游引物：5'-GTC CAC GTG CTG CTC ATA

GG一3’，下游引物：5’一ATT GGC TGC AGC

CAT GGT C一3’，PCR产物为180 bp【3“21；p

—actin上游引物：5'-GTC GTA CCA CAG GCA

TTG TGA TGG一3’，下游引物：5’一GCA ATG

CCT GGG TAC ATG GTG一3’，PCR产物为

490 bp。

1．5．3免疫组化测定CysLT：受体表达大鼠

深度麻醉后，经心脏以生理盐水灌流后。用4％

多聚甲醛灌流固定，取出脑置于4％多聚甲醛固

定过夜，然后在30％蔗糖溶液脱水3～7 d，以冰

冻切片机切成10 pm切片，取囟门尾侧1．8～

2．0 mm脑切片用于实验。以Cysl，T：受体抗体

(1：l 000)与小鼠抗NeuN(1：100)或GFAP

抗体(1：800)在4 C孵育过夜，然后，以FITC

标记(绿色)或Cy3标记(红色)的二抗(1：100)

在室温下孵育2 h，在荧光显微镜下摄影。

2结 果

2．1 双向琼脂免疫扩散试验结果 免疫3只

兔，1号兔血清在1／1至1／16，2、3号兔抗血清

在1／1至1／8，均与KLH—Cysl。T。受体多肽抗原

有阳性沉淀线，表明血清与抗原有良好的反

应性。

2．2效价测定结果 根据ELISA测定结果。

换算P／N=(标本OD值一空白对照OD值)／

(阴性对照OD值一空白对照OD值)，得到效价

曲线(图1)。P／N值≥2．1为阳性，1．5≤P／N值

≤2．1为可疑。P／N值<1．5为阴性。综合分析

结果。1～3号兔血清的效价均在大于l／

1047296。由于3号兔血清的曲线靠左侧，其敏

感性较1、2号兔高，以下实验均采用该兔血清。

2．3特异性鉴定结果CysLT：受体抗血清1／

16 364，以KLH、KLH—CysLT。受体多肽、KI。H

—CysLT：受体多肽和KI。H—GPRl7多肽阻断抗
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IfIL清稀释度／l092

图l 免疫家兔血清CysI。T：受体抗体效价鉴

定结果

Fig．1 Identification of antibody titration

against CysLT2 receptor in the

serum from the immunized rabbits

体反应。KLH—CysI。T：受体多肽抗原的IC。。为

0．5495 btg／ml；单用偶联蛋白KI。H以及KI。H

—Cysl。T，受体、KLH—GPRl7多肽，则无明显阻

断作用，无法计算其IC；。(图2)。

2．4 组织样本中Cysl。T：受体的表达 用

Western blot以本实验制备的抗体(1：500)检

测Cysl。T：受体蛋白表达，大鼠和小鼠的脑、肾

脏和肺均有阳性条带，分子量约40 kD，在小鼠

组织的表达略高于大鼠，其中肾脏的表达较高

(图3A)。同时，与抗人Cysl。T。受体商品化抗体

(1：500)做了比较，结果表明町检测大鼠和小

鼠组织的Cysl。T：受体蛋自表达，但阳性条带很

弱(箭头所指，图3B)。无免疫兔血清(1：500)

用作阴性对照，在各组织无Cysl。T：受体阳性条

带(箭头所指，图3C)。为了确认CysLT。受体蛋

白表达，以RT—PCR检测CysI，T2受体mRNA

表达，发现脑、肾脏和肺均有表达，小鼠肺的表

达较弱(图3D)。

2．5大鼠脑内CysLT。受体的表达和分布免

疫组化检测中，用制备的抗体(1：1000)检测

Cysl，T。受体蛋白在大鼠脑内的表达和分布，结

果显示，该受体主要表达在皮层和海马NeuN

阳性的神经元，也表达在部分GFAP阳性的星

芝

料
求
艺
g
宝

8
甏
霞

logC／og·rnl一1

KI。H—CysLT。受体多肽特异性阻断抗血清抗体

活性。而KI．H—CysLTz受体多肽、KI。H GI’R17多肽

及KI。H对抗体活性无阻断作用。

图2 多肽抗原对Cysl。T：受体抗血清抗体活

性的阻断作用

Fig．2 Blocking effects of polypept ide

antigens on antibody activity of

CysLT2 receptor antiserum

形胶质细胞(图4)。

3讨论

本研究制备了家兔抗大鼠CysLT。受体多

克隆抗体，间接El。ISA法表明。该抗体滴度达

1／1 047 296。并且，以3种受体哑型KI。H—

CysLTI、KI，H—CysI。T2和KI。H—GPRl7多肽抗

原做特异性阻断试验，证明该抗体具有较高的

特异性，仅有CysLT：受体多肽能阻断其反应。

经Western blot和免疫组化验证，表明该抗体

可用于这两类实验。Western blot试验中，本研

究制备的抗体表明CysLT。受体分子量约为40

kD，对大鼠和小鼠组织均有较好的反应，表明

能用于该两种动物的实验；而市售抗人CysLT：

受体多克隆抗体(美国Cayman化学公司)虽有

一定的反应，但非常微弱。因此，该抗体对于今

后动物实验评价CysI。T：受体蛋白变化，增加了

一种有用的工具，加上我们最近制备的C-PRl7

抗体¨J，完善了对CysLT受体哑型的研究手段。

本研究以这一抗体为工具。初步探讨了

CysLTz受体组织，细胞分布，表明CysLT：受体

蛋白在脑、肺和肾脏的表达，其中，在肾脏表达
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A：用CysLT：受体抗体以Western blot法检测CysLTz受体蛋白表达(箭头所指)，该蛋白分子量

约40 kD，在大鼠、小鼠的脑、肾脏和肺均有表达；B：抗人Cysl。T：受体商品化抗体，对大鼠、小鼠组织的

特异性低；C：无免疫阴性兔血清用作对照，在相应部位无CysI，Tz受体阳性条带(箭头所指)；D：RT

—PCR检测Cysl，T。受体mRNA表达，大鼠、小鼠的脑、肾脏和肺均有表达。试验重复3～5次。每次结果

均相似。L：肺；K：肾脏；B：脑。

图3 大鼠和小鼠脑、肾脏和肺组织样本中CysI。T：受体的表达

Fig．3 Expression of CysI。T2 receptor in the tissue samples from rat and mouse

brain，k{dney and lung

较高；这一特点得到RT—PCR结果的证实，也

与文献报道一致心．3]。迄今，对于大鼠和小鼠组

织的CysI。T。受体表达，还未见蛋白水平变化的

报道，主要用Northern blot或RT—PCR方法检

测其mRNA表达水平[1。3]，因此，用我们制备的

抗体有利于研究基因转录、翻译后的功能表型

特点。对于脑内表达的CysLT。受体的细胞分

布，本研究还利用这一抗体以免疫组化方法证

明，该受体哑型主要分布在神经元，也分布在部

分星形胶质细胞。这一分布特点与我们报道的

该受体mRNA表达特点⋯。2]相符。

当然，本研究主要在于制备CysI。T：受体抗

体，并对此做町用性的评价，初步发现的现象仅

作为线索，对各种条件下Cysl．T：受体表达、分

布变化以及各种调节因素，将在今后开展进一

步研究。
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