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[摘要 ]  长型肌球蛋白轻链激酶 ( longm yo sin light cha in k inase, L- MLCK )及其分子内结构域的功能还不清楚.

在研究其功能时, 特异性抗体是一基本工具, 但目前国际上还没有制备成功特异性较好的抗体. 为此, 我们先在

大肠杆菌 E. co li BL21中重组表达了鸡 L- MLCK的 4Ig蛋白片段 (MLCK4Ig) ,蛋白经纯化后作为抗原免疫小鼠.

在小鼠血清中检测到特异性抗体的基础上,建立了 2株杂交瘤细胞株,获得抗鸡 MLCK4Ig的单克隆抗体. 该抗

体可以特异与鸡 L- MLCK和鸡 MLCK4Ig反应.本文并对该抗体的特性及应用进行了讨论. 结果表明,我们部分

解决了 L- MLCK的抗体缺乏问题, 为研究 L- MLCK及 MLCK4 Ig片段的功能提供了重要工具 .
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Abstrac t: The functions of longm yosin light cha in k inase (MLCK ) and the m ultip le dom a ins w ith in the m olecule were

poorly understood. To our know ledge, there is no specific antibody aga inst L- MLCK so far, wh ich is essen tia l for the

study o fL- MLCK. In this report, the 4 Ig fragm ent o f ch icken L- MLCK (MLCK4Ig ) w as expressed by using ofE. co li

BL21 system, the pur ified prote in was used as antigen to induce antibody. Spec ific antibody was detected in the sera o f

m ouse in jected w ith chickenMLCK4Ig. W e further estab lished two hybr idom a ce ll lines produc ingm onoc lonal an tibody,

wh ich specifically reac ted w ith ch icken MLCK4Ig o r ch icken L- MLCK. The character istic and usefulness o f the ant-i

body we re a lso discussed. The resu lts show ed that ourwo rk partially so lved the prob lem o f L- MLCK antibody de fic ien-

cy, w hich prov ides an im portant too l fo r the functional investigation of L-M LCK andM LCK4Ig fragm ent.

K ey words: L- MLCK, MLCK 4 Ig, prote in expression, monoclona l an tibody
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  肌球蛋白轻链激酶 (myosin light chain kinase, M LCK )是由 Ca
2+

/CaM激活,对肌球蛋白Ò的轻链 ( reg-

u latory light cha in, RLC)进行磷酸化的一种底物专一性磷酸化酶, 能够将肌球蛋白轻链氨基端的特异位点

Ser
18
、Thr

19
磷酸化

[ 1 ]
. RLC的磷酸化可提高肌球蛋白 ATPase活性, 从而启动肌肉收缩. 研究表明, MLCK的

功能不仅与肌肉收缩有关,还与细胞运动、损伤修复、细胞凋亡、轴突生长锥伸长、胞质分裂、张力纤维的形

成、血小板形态改变、分泌作用、上皮细胞通透性改变、细胞骨架改变等过程有关
[ 2]
.

在脊椎动物中, MLCK主要分两种: 横纹肌 MLCK ( skMLCK )和平滑肌 MLCK ( smoo th muscle MLCK,

smMLCK)
[ 3]
. smMLCK有两个大小不同的异构体, 相对分子质量为 150 000的称为短 MLCK ( S- MLCK ),
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相对分子质量为 210 000的称为长 MLCK ( L - MLCK ),二者来自于同一个基因的不同转录本. L - M LCK

蛋白除 N端多一段约 60 000的部分外,其余氨基酸序列与 S- MLCK完全相同. S- MLCK含有一个催化

活性中心,一个 CaM结合区,三个 DFRxxL位点 ( F- actin结合位点 ),一个 PEVK重复序列和一个 Fn结合

位点. 除了含有与 S - MLCK完全相同的中段和 C- 端结构外, L- MLCK的 N端还含有两个 DFRxxL位

点、6个 Ig样结构,能独立与微丝结合
[ 4]
. S- M LCK可分布于绝大部分组织, L- M LCK常与 S- MLCK共

表达, 但主要分布于胚胎组织、多种肌肉组织、内皮细胞、肺组织及部分体外培养细胞等
[ 5]
.

研究发现, L- MLCK和 S- MLCK除了分布有差异, 功能也有不同.如 L - MLCK可以被 Caspase3酶

切成多个片段,酶切后的 MLCK活性不依赖于 CaM
[ 6]
. 目前对于 L- MLCK分子及 L- MLCK分子中各部

分功能的研究受限于没有特异的抗体.现在研究中使用的 MLCK抗体主要有 K36和 D119. K36是以 S-

MLCK为抗原制备的多克隆抗体,与 L- MLCK和 S- MLCK均可发生反应, 而为了研究蛋白质在组织细胞

中的功能,通常还需要用免疫组织化学的方法进行特定蛋白的分布研究, K36由于其不能区别 L - MLCK

和 S- MLCK,无法用于这类研究. D119是以 L- MLCK的 N -端 1- 170氨基酸残基为抗原制备的多克隆

抗体, 可以与细胞中的 L- MLCK和其它蛋白质发生交叉反应,特异性较差
[ 5, 7]

. 阐明 L- MCLK及其各特

有结构域的功能,是 MLCK研究的重要方面.本文克隆、表达并纯化了鸡 MLCK 4Ig蛋白片段, 并以此蛋白

为抗原免疫小鼠,得到了特异性识别鸡 L- MLCK的抗体,进一步建立杂交瘤细胞株,成功制备了高滴度

抗 MLCK 4Ig抗体, 该抗体可以特异性识别 L- MLCK和 MLCK 4Ig, 为进一步的 L- MLCK研究提供了重要

工具.

1 材料和方法

111 材料

111. 1 菌种与质粒

  宿主菌 BL21( DE3)和表达载体 pET28a( + )为美国 Novagen公司产品,宿主菌 XL1- b lue为本实验室

保存菌种, pMD18T为 Takara公司产品.

11112 试剂

限制性内切酶 BamH I、Nde I以及 T4DNA连接酶为 TaKaRa公司产品, 割胶回收试剂盒为 Invitrogen

公司产品, H is- tag亲和层析 N i- NTA系统为美国 N ovagen公司产品, HAT和 PEG4000为 S igm a公司产

品, BCA试剂盒为 P ierce公司产品, ECL试剂盒为 Perkin E lmer公司产品,引物由上海 Inv itrogen公司合

成.

11113 动物

8- 12周龄 Ba lb / c雌鼠, SPF级,购自南京大学模式动物研究所.

11114 细胞

SP2 /0细胞以含 10%胎牛血清 ( GB ICO公司 )的 RPM I1640培养基培养, H ela细胞以含 10%胎牛血清

的 DMEM培养基培养.

112 方法

11211 MLCK 4Ig片段表达载体的构建

  根据鸡 L- MLCK重组质粒 pEGFP- MLCK210
[ 4 ]
的序列设计 MLCK 4 Ig片段扩增引物.正向引物 P1:

5. - CATATGGGAATTCCTCCCCAGTTTGAG - 3. , 5.端引入 Nde I酶切位点; 反向引物 P2: 5. - GGATCCT-

TACAGAGACACCTGGCAGCTG- 3. , 5.端引入 BamH I酶切位点. PCR产物连接至 pMD18T,转化 XL1-

B lue感受态细胞, 筛选阳性菌落提取质粒, BamH I和 Nd e I双酶切和测序证实, 所获目的片段为正确的

MLCK 4Ig基因编码序列.

Nde I和 BamH I双酶切以上阳性质粒, 与相同酶切的 pET28a质粒连接,转化受体菌 XL1- B lue, Nde I

和 BamH I双酶切鉴定得到 MLCK 4Ig片段表达质粒 pET28a- MLCK 4Ig的阳性菌.

11212 MLCK 4Ig片段的表达及纯化

pET28a- MLCK 4Ig质粒转化 BL21菌, IPTG(终浓度 012mmo l/L ) 20e 诱导表达 24 h,离心 ( 6 000 r /

m in, 4e , 8m in),收集细菌沉淀,加入 20mL含 015mg /mL溶菌酶的结合缓冲液 (结合缓冲液: 015mo l /L
)125)
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N aC ,l 20mmo l/L T ris# HC,l 5mmol /L im idazole, pH719) ,超声破碎,离心, 上清液以 N i- NTA柱层析纯化,

纯化蛋白经 SDS- PAGE电泳鉴定.

11213 MLCK 4Ig抗原的制备及小鼠的免疫

以上 N i- NTA柱层析纯化后的 MLCK 4Ig片段蛋白透析除盐 (透析液: 20mmo l/L T ris# HC l pH813, 1

mmo l /L EDTA ), BCA测定蛋白浓度.样品按照文献处理 ( 65e 孵育 15m in), 进行 SDS- PAGE电泳
[ 8, 9]

,电

泳结束后凝胶用水清洗 10m in,以 0125mo l/L KC l染色, 直到 MLCK 4Ig片段蛋白条带清晰可见.切下蛋白

条带,用水清洗 2次,每次 3m in.加少量生理盐水将胶研磨成胶体状, 腋下注射免疫 5只 Balb /c小鼠,每只

注射样品中含 50 LgM LCK 4Ig片段蛋白. 2周之后,加强免疫同样量的蛋白. 1周后,鼠尾采血测定抗体的

效价. 2~ 3周后,选择效价高的小鼠再次加强免疫, 3 d后进行细胞融合.

11214 杂交瘤细胞株的建立及抗 MLCK 4Ig单克隆抗体的制备

取以上小鼠脾细胞与 SP2 /0骨髓瘤细胞融合, 融合剂用 PEG4000. 在 1~ 2周后, 间接 ELISA法筛选分

泌特异性 MLCK 4Ig抗体的阳性克隆. 细胞培养上清阳性的克隆,以 HAT选择培养基、连续 3次有限稀释,

并继续用间接 ELISA法筛选得到阳性杂交瘤细胞.

选择分泌抗体滴度高的阳性杂交瘤细胞扩大培养, 收集细胞调整浓度为 10
7
个 /m ,l将 015mL细胞悬

液注射到用无菌石蜡油处理 1周的 Bab l/c小鼠腹腔, 7~ 10 d后,收集腹水.用 ELISA法和W estern B lo tt ing

鉴定单克隆抗体并测定其效价.

11215 EL ISA测定

用 100 ngMLCK 4Ig抗原包被 96孔板, 4e 过夜.抗体按不同稀释度稀释后加入, 37e 孵育 2 h. PBS洗

3次,二抗孵育 015 h, PBS洗后加入底物和终止液,测 490 nm吸光值.

11216 病毒感染 He la细胞及蛋白的提取

为进一步鉴定我们制备的单克隆抗体,用本实验室制备的表达鸡 MLCK的腺病毒 ( Adv- MLCK )和表

达鸡 MLCK4Ig的腺病毒 ( Adv- 4 Ig)分别感染 He la细胞, 48 h后,收集细胞, 重悬于细胞裂解液 ( 015% NP

- 40, 50mmo l/L Tris, 011mmo l /L EDTA, 150mmol /L N aC ,l 100 Lmo l/L Na3VO 4, 1 mmo l/L二硫苏糖醇,

014mmo l /L苯甲磺酰氟, 3 Lg /mL胰蛋白酶抑制剂, 2 Lg /mL pepstain, 1 Lg /mL leupeptin) , 置冰上裂解细

胞 30m in, 4e , 12 000 r /m in, 离心 10m in, 上清用于W estern B lot分析.

11217 W estern B lo t分析

蛋白进行 SDS- PAGE电泳,转移至 PVDF膜,用以上制备的抗MLCK4Ig单克隆抗体进行Western B lot

分析, 以 ECL试剂检测,并曝光, 暗室显影.

2 结果

211 MLCK 4Ig片段蛋白的表达与纯化

  以 P1和 P2为引物, pEGFP- MLCK210为

模版, PCR扩增得到 1 197 bp产物,经测序证实

为正确的鸡 MLCK 4Ig编码序列,重组 pET28a-

MLCK 4Ig质粒并经 BamH I和 Nd e I双酶切鉴

定证实 (图 1).

应用 SDS- PAGE,检测到 MLCK 4Ig片段蛋

白的表达. pET28a- MLCK 4Ig质粒重组的 BL21

( BL21pET4 Ig)经 IPTG诱导后,在相对分子质量

略大于 45 000的位置, 与 BL21相比多 1条带,

与 MLCK 4Ig片段的相对分子质量预测值相同.

M LCK 4Ig片段蛋白主要在细菌裂解上清中, 表

达量不高.细菌裂解上清经 H is-tag亲和纯化后,

纯度为电泳 1条可见蛋白条带 (图 2).
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212 抗 MLCK 4Ig单克隆抗体杂交瘤细胞株的建

以上纯化得到的 MLCK 4Ig片段蛋白免疫小鼠, 在血清中检测到特异性抗体,选择阳性强效价高的小

鼠加强免疫 1次, 3 d后进行细胞融合.对阳性克隆经 3次连续有限稀释,得到分泌抗 MLCK 4Ig单克隆抗

体的杂交瘤细胞株,其中 2株分泌高效价抗体的杂交瘤分别命名为 B3和 E9,细胞培养上清间接 ELISA法

测定抗体滴度均 > 10
4
. 以 B3细胞注射小鼠腹腔,收集腹水,效价 > 10

6
.分别以 BL21菌和 MLCK 4 Ig重组

BL21菌的总蛋白及 MLCK 4 Ig纯化蛋白进行 SDS- PAGE电泳,转移至 PVDF膜上, 以 MLCK 4Ig单克隆

抗体作为一抗检测.结果可见, 此抗体与 BL21的蛋白没有非特异反应,对 MLCK 4 Ig具有高度特异性 (图

3) .

213 抗 MLCK 4Ig单克隆抗体的应用

为了进一步鉴定我们所制备单克隆

抗体的有效性和特异性, 我们分别以 L -

MLCK和 MLCK4 Ig腺病毒感染 He la细

胞, W estern b lo tting检测了 He la细胞中表

达的 MLCK4 Ig蛋白片段和 L - MLCK蛋

白.结果显示, He la细胞对照 ( CTL)中没

有条带 (图 4A ), MLCK4Ig腺病毒感染细

胞中只有单一条带. 同样, 在 L- MLCK腺

病毒感染细胞中也只有单一条带, 对于

He la细胞中存在的人源性的 L - MLCK,

M LCK4 Ig单克隆抗体不能识别 (图 4B ),

而 K 36抗体可以识别 H ela细胞中 MLCK

的表达 (图 4C ). 结果表明,我们得到的抗

MLCK4 Ig单克隆抗体能够用于真核细胞表达的鸡 L- MLCK和 MLCK4Ig特异性检测.

3 讨论

MLCK 4Ig结构域在鸡、鼠、人中有很高的保守性, 一级结构同源性高达 70%以上,而且都是以 Ig样结

构存在,空间结构非常相似,所以制备高特异性的单克隆抗体难度较大.我们曾尝试以小鼠 MLCK4Ig为抗

原制备兔源或鼠源多克隆抗体,但血清中未检测到抗体的产生 (未发表资料 ) .据我们所知,其它实验室也

未得到抗小鼠 L- MLCK抗体 (如 Stu l,l JT实验室,私人交流 ), 原因尚不清楚. 本研究以鸡 L- MLCK 4Ig

为抗原,免疫 Babl /c小鼠, 得到了特异性识别鸡 L - MLCK和 MLCK4Ig的抗体. 为了得到性质稳定的抗

)127)
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体,我们建立了分泌抗 MLCK 4Ig单克隆抗体的杂交瘤细胞株 2株, 并获得效价为 10
6
的小鼠腹水,纯化的

单克隆抗体滴度高于 10
4
. 本文结果还显示,我们制备的单克隆抗体可用于W estern B lo t法检测鸡 L- ML-

CK和 MLCK4 Ig蛋白质分子,还不清楚此抗体是否能用于免疫组织化学的研究.

M LCK4 Ig抗体的成功制备为后续的研究工作提供了有力的工具.如: 为了研究平滑肌细胞中 MLCK

的功能,我们建立了平滑肌细胞特异性敲除小鼠. 在 MLCK的拯救实验中, 以重组鸡 MLCK腺病毒感染小

鼠,成功地应用本文制备的单克隆抗体进行了平滑肌细胞 MLCK表达的检测
[ 10]

.

生物信息学分析发现, MLCK4Ig结构中含有发生蛋白质聚集的保守氨基酸残基序列, 我们的研究也

证实, 真核细胞表达的 MLCK 4Ig片段发生聚集
[ 11]

.聚集的蛋白质作为抗原, 可能会把其抗原决定簇包埋

在聚集体内部,减弱其抗原性,导致抗体制备的失败.本研究采用诱导表达可溶性的鸡 MLCK 4Ig为抗原,

成功地制备了高特异性、较高效价的抗体.包涵体形式表达的蛋白是变性的蛋白,虽然可以经过复性过程

的处理恢复生物学活性,但是, 经过体外复性的蛋白可能仍与体内的活性蛋白的空间结构有所不同. 表达

的可溶性蛋白,经纯化后, 再进行如方法中介绍的 SDS- PAGE, 较好地保持了蛋白的生物学活性和构象,

有利于抗体的制备.
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