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摘要 目的 克隆表达胶质瘤致病相关蛋白 1 基因( glipr1)

并制备 多 克 隆 抗 体，运 用 该 抗 体 检 测 各 肿 瘤 细 胞 系 中

GLIPＲ1 的表达。方法 通过 PCＲ 技术以含 glipr1 基因的

cDNA 克隆质粒( pLX304-glipr1) 为模板获得 glipr1( M) 片段，

再将此片段克隆至表达载体 pET-15b 上，并转入大肠杆菌

BL21-CodonPlus( DE3) 进行表达; Ni 柱纯化后的 GLIPＲ1( M)

蛋白作为抗原免疫家兔，获得多克隆抗体，Western blot 法检

测其特异性，并检测 GLIPＲ1 在 A549、PC14、LNCaP、PC3 及

U87 细胞中的表达。结果 成功构建了表达载体 pET-15b-
glipr1( M) ，并获得了纯化的 GLIPＲ1 ( M) 蛋白，成功制备了

兔抗 GLIPＲ1 多克隆抗体，特异性高，可用于检测各细胞系

中 GLIPＲ1 的表达，GLIPＲ1 在 U87 中的表达最高。结论

成功表达了 GLIPＲ1( M) 蛋白，并获得了多克隆抗体，为进一

步研究 GLIPＲ1 的功能和作用机制奠定了基础。
关键词 GLIPＲ1; 蛋白表达; 多克隆抗体

中图分类号 Ｒ 34; Q 78

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2016) 10 － 1436 － 05
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2016． 10． 009

胶质瘤致病相关蛋白 1 基因( glipr1 ) 是从胶质

细胞瘤中克隆出来的新基因［1 － 2］。GLIPＲ1 蛋白有

一段 信 号 肽 和 一 段 跨 膜 区 段，在 结 构 上 与 PＲ-1
( group 1 plant pathogenesis-related proteins ) 同

源［3 － 4］。研究［1 － 2，5 － 6］表明 GLIPＲ1 高表达与髓单核

细胞的分化有关，神经胶质瘤和星形细胞瘤发病过

程中，GLIPＲ1 的表达显著增加。亦有报道［7 － 9］指出

GLIPＲ1 是 p53 靶基因，其过表达可诱导前列腺癌、
结肠癌的细胞凋亡。前期研究［10］显示 GLIPＲ1 高表

达抑制肺癌细胞的生长，但其机制尚不明确。该实

验通过原核表达 GLIPＲ1 蛋白的抗原性区段( 去除

信号肽及跨膜后区段) ，制备其兔多克隆抗体，为进

一步研究肿瘤细胞中 GLIPＲ1 的表达、分布规律，以

及参与调节肿瘤细胞生长的具体机制奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 原核表达质粒 pET-15b、E． coli BL21-
CodonPlus( DE3) 感受态细胞、A549 细胞，LNCaP 细

胞、PC14 细胞及 U87 细胞由克拉克亚特兰大学肿瘤

研究与治疗发展中心保存。人 glipr1 基因 cDNA 克

隆 ( HsCD00441029) 购自美国 DNASU 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 目的基因的获得 根据 GenBank 注册的

GLIPＲ1 序列( HQ447422 ) 设计并合成上下游引物

GLIPＲ1-NOSIG-F 和 GLIPＲ1-NOTM-Ｒ，分别在上下

游引物的 5'端加接 Nde I 和 BamHⅠ酶切位点序列，

引 物 序 列 为: GLIPＲ1- NOSIG-F: 5'-GGAAT-
TCCATATGGCAAATATTTTGCCAGATATCG-3' ( 下划

线为 Nde I 酶切位点) ，GLIPＲ1-NOTM-Ｒ: 5'-CGG-
GATCCTTATCTGTTACGTGGATATATGGGCC-3' ( 下

划线为 BamHⅠ酶切位点) 。以含有 glipr1 基因的

cDNA 克隆质粒( pLX304-glipr1) 为模板，以 GLIPＲ1-
NOSIG-F 和 GLIPＲ1-NOTM-Ｒ 为引物，利用高保真

DNA 聚合酶 pfu 对目的基因进行扩增。扩增片段为

glipr1 基因去除 N 末端信号肽序列和去除自跨膜区

段开始 C 末端序列的区段，即 glipr1 基因的 55 ～ 711
bp 部分，在上游引物加上起始密码子 ATG，用 glipr
( M) 表示。
1． 2． 2 重组表达载体的构建及鉴定 胶回收 PCＲ
产物和表达载体 pET-15b 经 Nde I 和 BamHⅠ双酶

切后，PCＲ 酶切产物经酚仿 － 乙醇法纯化后与胶回

收的 pET-15b 载体酶切产物用 T4DNA 连接酶室温

连接 过 夜，将 连 接 产 物 热 激 转 化 入 E． coli BL21-
CodonPlus ( DE3 ) 感受态细胞，次日从平板上挑取

12 个菌落接种于含氨苄西林的 LB 平板上，37 ℃培

养 8 h 后，将上述菌体和空载体转化菌体收集于含

30 μl 蒸馏水的 EP 管中，再加入等体积的酚 /氯仿 /
异戊醇( 25 ∶ 24 ∶ 1) 混合液，在振荡器上剧烈振荡，

离心( 12 000 r /min、2 min) 后取 10 μl 上清液，用
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0. 7%琼脂糖凝胶电泳观察质粒大小，初步筛选阳性

克隆质粒，提取初筛阳性克隆质粒经过 PCＲ 和双酶

切验证后，通过 DNA 测序分析最终确认。
1． 2． 3 重组蛋白的表达 分别挑取含重组质粒

pET-15b-glipr1 ( M ) 和 空 质 粒 pET-15b 的 E． coli
BL21-CodonPlus( DE3) 单菌落于 2 ml LB 液体培养

基中( 氨苄西林 100 μg /ml) ，37 ℃振摇过夜。次日

以 1 ∶ 100 比例转接入 20 ml 的 LB 培养液中，37 ℃
振摇至吸光度( optical density，OD) 值 OD600 为 0. 6，

加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol /L，30 ℃振摇 4 h，冰

浴 10 min 后收集菌体，洗涤后用 500 μl PBS 缓冲液

重悬菌液，取出 100 μl 用于全菌蛋白电泳，剩余菌

液 4 ℃ 超 声 破 碎，离 心 ( 12 000 r /min、15 min、4
℃ ) ，取全菌、上清液和沉淀进行 SDS-PAGE 电泳。
1． 2． 4 重组蛋白纯化 因 GLIPＲ1( M) 蛋白主要存

在于 包 涵 体，用 5 ml 平 衡 缓 冲 液 ( 100 mmol /L
NaH2PO4、10 mmol /L Tris-Cl、8 mol /L urea，pH 8. 0)

重悬包涵体，混匀后冰浴 30 min。冰浴过程中超声

裂解细菌( 加入蛋白酶抑制剂 1 mmol /L PMSF) 。4
℃、12 000 r /min 离心 20 min，收集上清液。上清液

移入塑料离心管中，加入 1 ml 的 NTA-Ni2 + 柱，不间

断轻轻转动，室温 2 h。将上述混合物转移到 5 ml
注射器中，事先用滤纸封住底部。拔掉注射器针头

让液体 可 以 顺 利 流 出。加 入 洗 脱 缓 冲 液 ( 100
mmol /L NaH2PO4、10 mmol /L Tris-Cl、8 mol /L urea，

pH 6. 3) 洗涤液，去除杂蛋白，当流出洗涤液 OD280

＜ 0. 01 时，向 NTA-Ni2 + 柱中加入 1 ml 洗脱液洗脱 4
～ 5 次，收集洗脱液，测蛋白浓度。SDS-PAGE 检测

纯化后蛋白的纯度。
1． 2． 5 GLIPＲ1 ( M) 的抗原性分析 利用 anther-
prot［11］ 软 件 按 照 Parker et al［12］ 报 道 的 方 法 对

GLIPＲ1( M) 进行抗原性分析。
1． 2． 6 兔抗 GLIPＲ1( M) 蛋白多克隆抗体的制备

用纯化的 GLIPＲ1( M) 蛋白作为免疫原，与等体积的

弗氏完全佐剂充分研磨至完全乳化，每只家兔以 1
ml 乳化的免疫原，背部皮下多点注射法免疫家兔。
初次免疫前采集兔耳缘静脉血液，取血清作阴性对

照，第 1 次免疫后每隔 2 周免疫家兔，共免疫 4 次，

末次免疫 1 周后颈动脉放血并获得抗血清，用半饱

和硫酸铵盐析法和透析除盐法获得粗提的多克隆抗

体，分装保存于 － 20 ℃。
1． 2． 7 Western blot 法验证 GLIPＲ1 抗体 以每泳

道 2 μg GLIPＲ1 ( M) 抗原蛋白进行 12% SDS-PAGE
凝胶电泳，电转至聚偏二氟乙烯( PVDF) 膜上，将转

膜后的 PVDF 膜用含 3%的脱脂奶粉的 TBST 封闭 1
h 后，分别用上述 anti-GLIPＲ1 以 1 ∶ 500、1 ∶ 1 000、
1 ∶ 2 000、1 ∶ 10 000及购自 Abnova 公司( 台湾) 的

GLIPＲ1 抗体和对应的二抗进行免疫标记，ECL 化学

发光试剂 A、B 液 1 ∶ 1 混匀，覆盖于 PVDF 膜的蛋白

面，全自动凝胶成像系统进行曝光验证 GLIPＲ1 抗

体。
1． 2． 8 Western blot 法检测 GLIPＲ1 在各肿瘤细胞

系中的表达 收集 A549、PC14、U87、PC3 及 LNCaP
细胞，用蛋白裂解液裂解后离心( 12 000 r /min、10
min、4 ℃ ) 取上清液，测定浓度后，以各泳道 5 μg 进

行 12% SDS-PAGE 凝胶电泳，用 1 ∶ 2 000的 anti-
GLIPＲ1 和对应的二抗进行免疫标记，检测 A549、
PC14、U87、PC3 及 LNCaP 细胞中 GLIPＲ1 的表达。

2 结果

2． 1 重组质粒 pET-15b-glipr1 ( M) 的构建 以含

有 glipr1 基因的 cDNA 克隆质粒( pLX304-glipr1 ) 为

模板，以 GLIPＲ1-NOSIG-F 和 GLIPＲ1-NOTM-Ｒ 为引

物，PCＲ 扩增获得约 657 bp 的 DNA 片段，该片段为

glipr1 基因去除 N 末端信号肽序列和去除自跨膜区

段开始 C 末端序列的区段( 图 1A) ，命名为 glipr1
( M) 。将此片段回收、酶切后插入 pET-15b 构建成

表达载体 pET-15b-glipr1 ( M) ，然后转化大肠杆菌

E． coli BL21-CodonPlus( DE3 ) ，挑取单克隆，提取质

粒，经 Nde Ⅰ和 BamHⅠ双酶切验证，证明重组质粒

pET-15b-glipr1( M) 构建成功( 图 1B) 。

图 1 重组表达质粒 pET-15b-glipr1( M) 的构建和鉴定

A: glipr1( M) 基因 PCＲ 产物; 1: PCＲ 产物; M: 1 000 bp plus DNA

Ladder; B: pET-15b-glipr1( M) 重组质粒酶切鉴定; M: 1 000 bp plus

DNA Ladder; 1: pET-15b-glipr1( M) 酶切结果
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2． 2 重组 GLIPＲ1( M) 蛋白的表达与纯化 表达

载体 pET-15b-glipr1 ( M ) 转 入 表 达 宿 主 菌 E． coli
BL21-CodonPlus( DE3) 中，37 ℃振摇至 OD600 为 0. 6
后，经 IPTG 诱导 4 h，超声裂解细菌分别制备全菌蛋

白、可溶性上清液和沉淀蛋白样品，进行 SDS-PAGE
电泳分析。结果表明 pET-15b-glipr1 ( M) 在大肠埃

希菌 E． coli BL21-CodonPlus( DE3 ) 中成功表达，但

主要以包涵体形式存在( 图 2 ) 。通过利用 Ni 柱亲

和纯化后，产物经 SDS-PAGE 电泳分析表明经过纯

化后 的 GLIPＲ1 ( M ) 蛋 白 纯 度 较 高，可 用 于 兔 抗

GLIPＲ1( M) 蛋白的多克隆抗体制备( 图 3) 。

图 2 SDS-PAGE 鉴定重组 GLIPＲ1( M) 蛋白

M: 宽范围彩色预染蛋白质标准; A: 空质粒转化菌全菌蛋白; B:

空质粒转化菌上清液; C: 空质粒转化菌包涵体; D: 重组表达菌全菌

蛋白; E: 重组表达菌上清; F: 重组表达菌包涵体

图 3 重组 GLIPＲ1( M) 蛋白的纯化

M: 宽范围蛋白质标准; A: 切胶纯化后的 GLIPＲ1 ( M) 蛋白; B ～
G: Ni 柱亲和纯化后的 GLIPＲ1( M) 蛋白

2． 3 兔抗 GLIPＲ1( M) 蛋白的多克隆抗体制备

应用 antherprot 软件对 GLIPＲ1( M) 蛋白进行抗原性

分析，证明 GLIPＲ1 ( M) 蛋白抗原性预测值较高，可

用于制备抗 GLIPＲ1 抗体。将抗 GLIPＲ1 蛋白的抗

血清以 1 ∶ 500、1 ∶ 1 000、1 ∶ 2 000及 1 ∶ 10 000倍比

稀释作为一抗，GLIPＲ1 抗体 1 ∶ 1 000为阳性对照，

以纯化的 GLIPＲ1 ( M) 蛋白为检测对象，进行 West-
ern blot 分析。结果表明抗 GLIPＲ1( M) 蛋白的抗血

清在 24 ku 处能检测到符合预期大小的条带，且最

低效价为 1 ∶ 10 000，适宜的 Westem blot 使用效价

为 1 ∶ 2 000( 图 4) 。

图 4 Western blot 检测抗 GLIPＲ1 抗体的特异性

A: 1 ∶ 10 000; B: 1 ∶ 2 000; C: 1 ∶ 1 000; D: 1 ∶ 500 ; E: 1 ∶ 1 000

GLIPＲ1 抗体与 2 μg GLIPＲ1( M) 抗原蛋白

2． 4 抗 GLIPＲ1 抗体检测 GLIPＲ1 在各细胞系中

的表达 为了进一步考察该多克隆抗体是否可用于

检测细胞系中 GLIPＲ1 的表达，本实验用 1 ∶ 2 000
的 anti-GLIPＲ1 和对应的二抗进行免疫标记，West-
ern blot 法检测了 A549、PC14、U87、PC3 及 LNCaP
细胞中 GLIPＲ1 的表达。GLIPＲ1 ( 全长约为 30 ku)

在人恶性胶质母细胞瘤 U87 细胞中表达最高，前列

腺癌 PC3 中亦有表达，A549 细胞中只有微量表达，

而 PC14 和 LNCaP 细胞并未检测到 GLIPＲ1 蛋白。
表明 本 实 验 制 备 的 抗 GLIPＲ1 抗 体 适 用 于 后 期

Western blot 分析。见图 5。

图 5 GLIPＲ1 在 A549、PC14、LNCaP、PC3 及 U87 细胞中的表达

3 讨论

胶 质 瘤 致 病 相 关 蛋 白 1 ( GLIPＲ1 ) 又 称 为

ＲTVP-1，是富含半胱氨酸分泌蛋白家族 CAP 的一

员［3］。早期作为原癌基因被发现于人神经胶质瘤

中［1］。星形脑恶性肿瘤中 GLIPＲ1 的表达较高，其

表达水 平 与 星 形 细 胞 肿 瘤 的 恶 性 程 度 呈 正 相 关

性［1 － 2，6］。GLIPＲ1 的高表达促进神经胶质瘤的增

殖、存活、侵袭及转移［6］。肾母细胞瘤中 GLIPＲ1 亦

作为原癌基因发挥功能［13］。但是，在前列腺癌细胞

中，GLIPＲ1 表达较低，为 p53 调节基因，GLIPＲ1 的

高表达可产生活性氧，从而导致多种前列腺肿瘤细

胞系的凋亡［14］。本实验室前期研究［10］显示肺癌细

胞中 GLIPＲ1 的 mＲNA 水平亦很低，其高表达会导

致 A549 细胞的死亡。GLIPＲ1 在不同细胞系中的
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表达差异和功能差异引起了注意，为进一步研究

GLIPＲ1 的功能和机制，本研究克隆表达了 GLIPＲ1
( M) 蛋白，并制备了兔抗重组蛋白的多克隆抗体，特

异性高。同时，本研究运用该抗体通过 Western blot
法检测了 A549、PC14、U87、PC3 及 LNCaP 细胞中

GLIPＲ1 的表达。与前期研究［1 － 2，6］报道一致，人恶

性胶质母细胞瘤 U87 细胞中 GLIPＲ1 的表达最高，

前列 腺 癌 PC3 中 亦 有 表 达，这 与 本 研 究 结 果

GLIPＲ1 在 PC3 中执行双重功能一致，即低浓度的

GLIPＲ1 有利于 PC3 的生长，而高浓度的 PC3 则抑

制 PC3 的 增 殖。A549、PC14 和 LNCaP 细 胞 中

GLIPＲ1 的表达较低，与 GLIPＲ1 在这些细胞中发挥

抑癌功能相符［7 － 9，14 － 16］。综上所述，本实验成功制

备了高效特异的抗 GLIPＲ1 多克隆抗体，为进一步

研究的功能和机制奠定了基础。
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Prokaryotic expression and polyclonal antibody preparation of glipr1 gene
Sheng Xiumei1，2，Chen Long1，Wang Zhengxin2

( 1Dept of Biochemistry，School of Medicine，Jiangsu University，Zhenjiang 212013;
2Center for Cancer Ｒesearch and Therapeutic Development，Dept of Biological Sciences，

Clark Atlanta University，Atlanta，GA 30314)

Abstract Objective To clone and express glioma pathogenesis-related protein 1 gene，and prepare the anti-
GLIPＲ1 polyclonal antibody． Use anti-GLIPＲ1 to check the expression of GLIPＲ1 in some cancer cell lines．Methods
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Immunomodulating Peptide enhance
the effect of DDP on ovarian cancer cells

Zhou Juan，Liu Chen，Gu Fang，et al
( Dept of Biochemistry and Molecular Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the concomitant therapy effect of immunomodulating peptide( PGPIPN) and anti-
cancer drug cisplatin( DDP) on the proliferation and migration of ovarian cancer cells in vitro．Methods The inhib-
itory action of DDP with PGPIPN on the proliferation of primary ovarian cancer cells were detected by MTS． Apop-
totic ratios and cell cycle of primary ovarian cancer cells were measured by flow cytometry． Cell scratch assays were
carried out to test cells'migration． Ｒesults The result of MTS showed that the inhibition rate of the concomitant
group against ovarian cancer cells was significantly higher than the group treated only with DDP． The difference was
significant( P ＜ 0. 05) and in a dose and time dependent manner． Flow cytometry results showed that PGPIPN could
promote the apoptosis of human primary ovarian cancer cells by DDP，and the cycle of cells was arrested in G0 /G1
phase． Cell scratch assays showed that concomitant therapy significantly inhibited cell movement，of which the
difference from the group treated only with DDP of statistical significance ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion PGPIPN can
improve the effect of DDP on primary ovarian cancer cells．
Key words human primary ovarian cancer cells; drug combination; PGPIPN; DDP
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cDNA clone plasmids ( pLX304-glipr1 ) were used as template to amplify the glipr1 ( M) fragment by PCＲ． The
fragment was cloned into the pET-15b vector and expressed in E． coli BL21-CodonPlus( DE3) ． The GLIPＲ1 ( M)

protein was purified by Ni affinity chromatography and was used as antigen to prepare polyclonal antibody． Western
blot analysis was used to check the specificity of the antibody and detect the expression of GLIPＲ1 in A549，PC14，

LNCaP，PC3 and U87 cells． Ｒesults Expression vector pET-15b-glipr1( M) was successfully constructed，and the
purified GLIPＲ1 ( M) protein was obtained，the polyclonal anti-GLIPＲ1 antibody was successfully prepared and
could be used to check the expression of GLIPＲ1 in cancer cell lines． GLIPＲ1 was highly expressed in U87 cells．
Conclusion The GLIPＲ1( M) protein and the polyclonal anti-GLIPＲ1 antibody are successfully prepared，which
lays the foundation for the research of GLIPＲ1 function mechanism．
Key words GLIPＲ1; protein expression; polyclonal antibody
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