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摘要摘要 为探究纺锤体蛋白 INMAP的功能及其在细胞恶性增殖中发挥的作用，制备 INMAP多克隆抗体。利用0.1 mmol/L IPTG
于16℃诱导His-INMAP融合蛋白进行原核表达，SDS-PAGE及免疫印迹检测蛋白表达。4.0 mol/L尿素处理包涵体获得可溶

性融合蛋白，镍亲和柱分离纯化融合蛋白抗原并检测蛋白浓度及纯度。以所获抗原免疫4只Balb/c小鼠，收集心脏抗血清。以

纯化前、后的原核表达产物作为抗原检测 INMAP多克隆抗体的特异性。通过免疫印迹分析 INMAP在正常肝细胞系L-02及5个
肝癌细胞系（PLC、HepG2、SUN449、SMMC-7721和BEL-7402）中的表达差异。结果显示，His-INMAP融合蛋白主要以包涵

体形式存在，经4.0 mol/L尿素处理可获得可溶性目的蛋白，且纯化后的抗原纯度较高（94.1%）。INMAP多克隆抗体能与 IN⁃
MAP抗原特异结合。INMAP在6种肝细胞中具有多态性，除PLC外，在其他肝癌细胞中其基因表达水平显著下调。可见，本研

究制备的 INMAP多克隆抗体特异性高，为 INMAP基因功能的进一步研究奠定了基础。
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Detecting the Expression of Spindle Protein Gene INMAP in
Hepatoma Cells by Polyclonal Antibody

AbstractAbstract To investigate the function of INMAP, a spindle protein, and its role in malignant cell proliferation, INMAP polyclonal
antibody was prepared. Prokaryotic expression of His-INMAP fusion protein was induced at 16℃ by adding 0.1 mmol/L isopropyl-β-
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INMAP（interphase nucleus and mitotic apparatus protein）
是一种保守的纺锤体相关蛋白[1,2]，本实验室前期主要从它的

分子来源、基因表达和生理功能几个方面证明其很可能是一

种调控纺锤体组装的蛋白分子，在维持正常细胞周期进程方

面起到重要作用。

INMAP 基因定位于 12q23.3，其编码的蛋白分子量约

38.2 kD；经 5’RACE和Northern印迹分析证明其为 POLR3B
的一个差异转录本。经亚细胞定位分析发现该蛋白在细胞

有丝分裂间期细胞核内呈点状分布，在分裂期定位于纺锤体

微管上，而在分裂末期定位于中体。功能研究表明 INMAP在

纺锤体形成、着丝粒蛋白（CENP-B）保持完整性等方面发挥

重要作用[2,3]，跟染色体精确分离息息相关，影响肿瘤细胞的

生长命运和增殖属性。INMAP是细胞生命活动中不可或缺

的成分，其异常表达影响细胞正常分裂，可致基因组不稳

定。为了制备高特异性的 INMAP多克隆抗体和研究 INMAP
在肝癌细胞中的表达差异，本研究通过原核诱导表达重组蛋

白、尿素处理包涵体、用镍亲和柱分离纯化的融合蛋白免疫

小鼠，获得了特异性较高的 INMAP多克隆抗体。本研究拟为

制备 INMAP多克隆抗体提供一种经济、便捷的方法，同时也

为细胞恶性增殖机理和抑癌途径的探究奠定一定的基础。

1 材料与方法
1.1 实验材料及主要试剂

1.1.1 菌株、细胞及实验动物

重组载体 pET-30a-INMAP由抗性基因资源与分子发育

北京市重点实验室构建并保存，阳性重组大肠杆菌

（Escherichia. coli）BL21菌株由本实验室保存。

正常肝细胞系 L- 02、3 株肝癌细胞系（BEL- 7402、
SMMC-7721 和 HepG2）由本实验室保存，2 株肝癌细胞系

（PLC和 SUN449）由北京大学医学部基础医学院鲁凤民教授

馈赠。

4只Balb/c小鼠（8~12周龄，雌性，SPF级动物培养）由京

天成生物技术（北京）有限公司提供；动物的免疫、培养和抗

血清初检也由该公司进行。

1.1.2 主要试剂

鼠源单克隆抗体GAPDH和HRP标记的山羊抗小鼠 IG
抗体（Santa Cruz，美国），鼠源单克隆抗体His（MBL，日本），

ECL发光液试剂盒（Vigorous，中国），DMEM培养基和胎牛血

清（Invitrogen，美国），Ni Sepharose High Performance（GE，美
国）。

1.2 实验方法

1.2.1 INMAP蛋白的原核诱导表达

挑取单克隆菌落接种于15 mL含卡那霉素（终质量浓度

为 100 mg/L）的LB液体培养基，37℃、220 r/min培养过夜；重

组菌以 1:100扩大培养于 1 L含卡那霉素（终质量浓度为 100
mg/L）的LB表达培养基，37℃、220 r/min培养3 h；OD600为0.6~
0.8时，0.1 mmol/L异丙基硫代-β-D-半乳糖苷（IPTG）16℃低

温诱导表达3~4 h；4℃、5000 r/min离心4 min收集菌体；加与

菌体等体积的磷酸盐缓冲液（PBS）进行超声破碎（功率 200
W，超声 3 s，间隔 10 s，工作时间 35 min，保护温度 45 ℃），

4℃、14000 r/min离心 20 min，收集上清和沉淀；参考Wei等[4]

的 12% SDS-PAGE和免疫印迹方法，利用His抗体检测融合

蛋白的表达。

1.2.2 包涵体的处理

在超声破碎后的沉淀中，加等体积的溶解液（20 mmol/L
NaH2PO4·2H2O，500 mmol/L NaCl，20 mmol/L咪唑，4.0 mol/L
尿素），4℃、旋转仪旋转 3 h；4℃、14000 r/min离心 20 min，收
集上清和沉淀；利用考马斯亮蓝染色及免疫印迹分析上清和

沉淀，检测包涵体的溶解情况。

1.2.3 融合蛋白的纯化

采用镍亲和柱分离纯化 INMAP 融合蛋白，根据 Ni
Sepharose High Performance使用说明书，Ni琼脂糖珠子与包

涵体处理后收集的上清按 1:10（体积比）混匀，4℃、旋转仪旋

转孵育过夜；4℃、1500 r/min离心1 min，收集Ni琼脂糖珠子；

分别用浓度为 20、40、80、300和 500 mmol/L的咪唑缓冲液

（20 mmol/L NaH2PO4·2H2O，500 mmol/L NaCl）洗涤Ni琼脂糖

珠子，4℃、1500 r/min离心1 min，收集上清；采用免疫印迹法

对收集的上清进行鉴定，用分光光度计和12% SDS-PAGE检

D-thiogalactoside (IPTG), which was identified with SDS-PAGE analysis and Western blotting assay. Inclusion body was treated with
4.0 mol/L urea to obtain soluble His- INMAP fusion protein antibody, fusion protein was purified using Ni Sepharose High
Performance, and then the protein concentration and purity were detected. The purified protein antibody was injected into 4 Balb/c
mice, then blood samples were collected from hearts, and the anti- serum was isolated. The specificity of polyclonal anti- INMAP
antibodies in unpurified and purified prokaryotically expressed products were analysed. In addition, expression difference between
normal liver cell L- 02 and 5 hepatoma cell (PLC, HepG2, SUN449, SMMC- 7721 and BEL- 7402) was determined by Western
blotting assay. The results showed that His-INMAP fusion protein mainly existed in insoluble inclusion bodies. Soluble protein was
obtained with 4.0 mol/L urea treatment to solubilise inclusion bodies. Highly protein purity (94.1%) was harvested after purification.
The polyclonal anti- INMAP antibody could bind antigen specifically. Moreover, INMAP was found existing polymorphically in
hepatoma cells and its gene expression is down-regulated significantly in all tested hepatoma cells except PLC cell. Obviously, in this
study the anti-INMAP polyclonal antibody is of high specificity, which lays the foundation of further study on INMAP functions.
KeywordsKeywords INMAP; hepatoma (liver cancer) cell; polyclonal antibody; inclusion body
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测蛋白浓度和纯度。

1.2.4 多克隆抗体的制备

用PBS缓冲液将纯化的蛋白稀释成0.5 mg/mL，免疫4只
Balb/c小鼠。初次免疫，将抗原与弗氏完全佐剂等体积混合

并充分乳化，小鼠皮下多点注射，每只Balb/c小鼠每次注射量

为 100 μg。14 d后首次加强免疫，多点注射 50 μg融合蛋白

与等体积的弗氏不完全佐剂混合液；随后每 2 d加强免疫 1
次，共 3次；取小鼠心脏血，4℃、4000 r/min离心 15 min取血

清，加等体积的甘油和叠氮钠（终质量浓度 0.01%），-20℃保

存备用。

1.2.5 细胞培养及蛋白提取

参照Shen等[2]的方法进行细胞培养及蛋白提取。

1.2.6 INMAP多克隆抗体的特异性检测

利用纯化前、后的原核表达产物作为抗原，经免疫印迹

检测 INMAP 多克隆抗体的特异性；运用新制备抗体检测

INMAP在正常肝细胞及肝癌细胞中的表达差异。实验重复3
次，以 Image J软件进行灰度分析，以SPSS 19.0软件进行差异

显著性分析。

2 结果与分析
2.1 His-INMAP融合蛋白的原核表达

经 SDS-PAGE及免疫印迹检测重组菌体His-INMAP融

合蛋白的表达（图1，图2），结果显示，重组菌体蛋白印迹中出

现一条 44 kD条带（图 1中箭头所示），上清中很少。目的蛋

白分子量为38.2 kD，pET-30a的N端带有6个组氨酸，分子量

约6 kD，可见 His-INMAP融合蛋白主要以包涵体形式存在。

采用 Image J软件进行灰度分析，根据公式：包涵体体积

分数=[沉淀中 INMAP的灰度值/（上清中 INMAP的灰度值+沉
淀中 INMAP 的灰度值）] ×100%，得到包涵体体积分数为

98.8%（图3）。
采用4.0 mol/L尿素溶解包涵体（图4~图6），经尿素处理

后上清和沉淀中明显有 1条 44 kD条带（图 4中箭头所示）。

对免疫印迹结果进行灰度分析，发现55.6%的包涵体被溶解，

表明 4.0 mol/L尿素处理包涵体可获得部分可溶性的His-
INMAP融合蛋白。

2.2 His-INMAP融合蛋白的纯化

镍亲和柱分离纯化His-INMAP融合蛋白，以SDS-PAGE
及免疫印迹检测纯化效果。如图 7和图 8所示，咪唑浓度低

于80 mmol/L的洗脱液未得到融合蛋白，300 mmol/L咪唑第2

M—蛋白分子质量标准；1—沉淀；2—上清

图1 12% SDS-PAGE分析pET-30a-INMAP表达产物

Fig. 1 Analysis of expression products of pET-30a-INMAP
bySDS-PAGE

1—沉淀；2—上清

图2 免疫印迹检测融合蛋白的表达

Fig. 2 Detection of His-INMAP fusion protein using
Western blotting

图3 原核表达产物中可溶性蛋白和包涵体体积分数统计

Fig. 3 Histogram of His-INMAP relative quantity in the
soluble and insoluble fractions of prokaryotically expressed

product

M—蛋白分子质量标准；

1—处理前上清；2—处理后上清；3—处理后沉淀

图4 SDS-PAGE分析4.0 mol/L尿素处理的包涵体

Fig. 4 Treatment of inclusion body using 4.0 mol/L urea
was determined by SDS-PAGE

1—处理前上清；2—处理后上清；3—处理后沉淀

图5 免疫印迹检测包涵体处理结果

Fig. 5 Treatment of inclusion body was assayed
through Western blotting
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次洗脱后得到的蛋白呈现1条44 kD的主带，杂蛋白较少，纯

度为 94.1%，蛋白量较大。这表明，镍亲和柱纯化的 His-
INMAP融合蛋白纯度较高。

2.3 INMAP多克隆抗体的特异性检测

INMAP多克隆抗体检测结果如图9所示，纯化前、后的原

核表达蛋白均能检测出约44 kD的单一条带，表明 INMAP抗

体的特异性较好，抗体制备成功。6株肝细胞系的 INMAP表

达水平检测如图 10所示，肝细胞中均能检测出特异的条带，

并且出现多态性。与正常肝细胞 L-02 相比，除 PLC 外，

INMAP在肝癌细胞中的表达水平显著下调（P<0.01），表明

INMAP可能与肝癌发生（细胞癌化）有关。

3 讨论
融合蛋白技术是解决原核和真核细胞的重组蛋白快速、

经济有效的表达和纯化的最好方法[5]，用带有标签的融合蛋

白作为抗原制备抗体已经成为一个有效的途径[6~9]。本研究

运用具有快速、高效表达特点的pET-30a（+）作为表达载体，

经其表达的目的蛋白带有6×His标签——被翻译蛋白的金属

结合域，有利于与NI-NTA结合，不影响重组蛋白的结构和功

能[10]，可直接通过镍亲和柱纯化系统纯化获得目的蛋白。

本研究利用 IPTG低温诱导形成的His-INMAP融合蛋白

主要以包涵体形式存在于菌体的蛋白沉淀中，上清中获得的

可溶性融合蛋白较少（图1和图2）。原核蛋白表达缺乏真核

蛋白必需的折叠机制，因此外源蛋白在大肠杆菌中表达容易

聚集成包涵体。强变性剂尿素可通过离子间作用，打断包涵

体蛋白分子内和分子间的化学键，使多肽链伸展。研究表明

用浓度为 2.0~8.0 mol/L的尿素[11,12]溶解包涵体可获得可溶性

蛋白。本研究采用 4.0 mol/L尿素处理包涵体，结果有 55.6%

图6 尿素处理后可溶性蛋白和包涵体的体积分数统计

Fig. 6 Volume fractions of soluble and insoluble fusion
proteins after urea treatment

M—蛋白分子质量标准；1—纯化前蛋白；2—纯化后上清；3—20
mmol/L咪唑洗涤后的上清；4—40 mmol/L咪唑洗涤后的上清；5—
80 mmol/L咪唑洗涤后的上清；6，7，8—300 mmol/L咪唑洗涤后的

上清；9—500 mmol/L咪唑洗涤后的上清

图7 SDS-PAGE分析纯化的His-INMAP融合蛋白

Fig. 7 SDS-PAGE analysis of purified His-INMAP
fusion protein

1—纯化前蛋白；2—纯化后上清；3—80 mmol/L咪唑洗涤后的上清;
4，5，6—300 mmol/L咪唑洗涤后的上清

图8 免疫印迹检测纯化的融合蛋白

Fig. 8 Western blotting analysis of purified fusion protein

图11 INMAP蛋白表达水平的灰度分析

Fig. 11 Band quantification of INMAP protein expression
was analyzed

1—纯化前蛋白；2—纯化后蛋白

图9 免疫印迹检验 INMAP多克隆抗体的特异性

Fig. 9 Specificity of polyclonal anti-INMAP antibody was
identified by Western blotting analysis

1—L-02；2—PLC；3—HepG2；4—SUN449；
5—SMMC-7721；6—BEL-7402

图10 免疫印迹检测 INMAP在肝细胞中的表达水平

Fig. 10 Western blotting analysis of INMAP protein
expression in liver cell lines
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转变为可溶性蛋白。分析原因可能是菌体超声破碎不完全，

未破碎的菌体与包涵体一起沉淀，也可能是尿素浓度低，可

以尝试采用高浓度的尿素来溶解包涵体。本研究获得的可

溶性蛋白已经满足了实验需要，故未进一步对尿素浓度进行

优化。

提高多克隆抗体的特异性，抗原纯度是关键。本研究利

用镍亲和柱纯化His-INMAP融合蛋白，用不同浓度梯度（20、
40、80、300、500 mmol/L）的咪唑洗脱液洗脱，经 300 mmol/L
咪唑第2次洗脱获得的融合蛋白纯度较高（94.1%）且蛋白量

较大，用于免疫小鼠制备抗体。用免疫印迹方法检测了多克

隆抗体的特异性，纯化前后的融合蛋白抗原能与之特异结

合；本课题组前期研究中用单抗发现，INMAP在肝癌细胞系

HepG2和BEL-7402中出现 1个 40 kD的成分 [1]，本研究与之

一致，进一步证明多克隆抗体制备成功。INMAP在肝癌细胞

中均有表达并出现多态性，说明 INMAP可能与癌症发生有

关，可能是某个碱基发生突变造成翻译提前终止，或发生了

如磷酸化、泛素化、甲基化等蛋白修饰。与正常肝细胞L-02
相比，4株肝癌细胞系中 INMAP表达水平显著降低；本课题组

前期研究发现 INMAP在宫颈癌细胞HeLa中过表达抑制细胞

生长，促进凋亡[2]。可以推测 INMAP蛋白水平的变化关联着

细胞癌化或抑癌作用，但不同组织来源的肿瘤中分子间的作

用关系比较复杂，INMAP在肿瘤发生发展中的作用机制还需

进一步的探索。

4 结论
成功处理了包涵体，获得可溶性的His-INMAP融合蛋

白，并利用镍亲和柱分离纯化出高纯度的融合蛋白。制备了

特异性较高的鼠源 INMAP多克隆抗体，为研究 INMAP相关

的细胞恶性增殖调控机理奠定了基础。INMAP在肝癌细胞

中出现多态性，可能与细胞癌化或抑癌相关。
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