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【摘 要】目的:利用人工合成多肽制备载脂蛋白 M( appliprotein M，ApoM) 兔多克隆抗体。方法:分析并选取一段特异性的
ApoM氨基酸序列用于合成多肽，并耦联钥孔血蓝蛋白( KLH) ，用来免疫雄性的新西兰大白兔，经过多次加强免疫后用收集的
兔抗血清制备多克隆抗体，并进行 Western Blot检测。结果:利用人工合成并纯化的多肽，经多次免疫后获得所需的多克隆抗
体。结论:成功制备了兔 ApoM多克隆抗体，为后续的实验研究 ApoM的功能提供实验基础。
【关键词】载脂蛋白 M;多肽;多克隆抗体

【中图号】Ｒ 392．1 【文献标识码】A
【DOI】10．3969 / j．issn．1002－0217．2016．05．004

Using synthetic peptide to prepare the rabbit anti-ApoM polyclonal antibody

TAN Fengbiao，GAO Jialin，LU Xiaohua，ZHANG Yao
Department of Biochemistry，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To prepare rabbit anti-appliprotein M ( ApoM ) polyclonal antibody using synthetic peptides．Methods: Specific amino acid se-

quences of ApoM was initially synthesized and selected after analysis．Keyhole limpet hemocyanin ( KLH) was used as carries in the conjugation of the pep-

tides for antibody production．Then rabbit anti－ApoM polyclonal antibody was prepared using the serum obtained from male New Zealand white rabbits un-

dergone repeatedly boosted immunization，and determined with Western blot．Ｒesults: The rabbit anti-ApoM polyclonal antibody was successfully prepared

with artificially recombined and purified polypeptides．Conclusion: The rabbit anti-ApoM polyclonal antibody may lay a foundation for following experimen-

tal study of the ApoM expression．
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载脂蛋白 M ( apolipoprotein M，ApoM) 是由徐宁
等［1］人在研究富含甘油三酯脂蛋白( triglyceride-rich
lipoprotein，TGＲLP) 时发现的一种不同于以往的脂
蛋白转运蛋白类蛋白，优势表达于 HDL 中，少量表
达于 TGＲLP 及 LDL 中。人类 ApoM 基因定位于 6
号染色体短臂 ( 6p21．3) ，邻接 MHCⅢ区域，含有 6
个外显子和 5个内含子，系单拷贝基因。人类 ApoM
cDNA ( 734 bp) 编码一种含 188 个氨基酸残基的蛋
白质，相对分子量约 26 kU，结构与 Lipocalin 家族相
关联。多组织表达列阵研究显示［2］，ApoM 表达具
有高度的组织特异性，人 ApoM 特异表达于肝脏和
肾脏，在胚胎、胚肾、胃、骨骼肌细胞、小肠、心脏、大
脑、脾脏和睾丸中也有低表达，在肌肉组织、十二指
肠和卵巢中无表达，具有较高的组织特异性，这提示

ApoM的生理功能可能与肝脏和肾脏的功能密切相
关［3］。ApoM在 HDL 中含 5%，是 HDL 的主要成分
之一，成人血浆 ApoM含量约为 0．63～1．13 mmol /L。
ApoM主要与 HDL相互作用，促进 HDL颗粒的成熟
并调节其代谢［1］。目前的研究发现 ApoM具有抗动
脉粥样硬化作用，与冠心病和糖尿病的发生密切相

关，已成为研究的热点［4－6］。细胞核因子-1α ( HNF-
1α) 可提高 ApoM 的表达水平，对心血管具有保护
作用，是通过促进胆固醇代谢关键酶的表达并抑制

胆固醇代谢相关抑制因子的生成进而促进胆固醇的

转化来实现的。新的研究发现，ApoM 通过对血管
内皮细胞的 1-磷酸鞘氨醇( sphingosine 1-phosphate，
S1P) 受体提供 S1P 充当 HDL的血管保护成分［7－8］。
在研究蛋白质的功能和诊断检测方面，抗体是一种

重要的研究工具。为进一步探明 ApoM 的功能，我
们设计并合成人工多肽，通过免疫新西兰大白兔，制

备 ApoM兔多克隆抗体，为后续研究奠定基础。

1 材料与方法
1．1 材料 抗原多肽由上海生工全自动合成仪合
成，完全福氏佐剂 ( complete Freund' s adjuvant，
CFA) 、不完全福氏佐剂 ( incomplete Freund' s adju-
vant，IFA) ，丙烯酰胺，购自 Sigma 公司; 放射免疫沉
淀技术 ( radioimmunopreciptation assay，ＲIPA ) 裂解
液、二辛可宁酸( bicinchonininc acid，BCA) 蛋白浓度
测定试剂盒、loading buffer，辣根过氧化物酶( HＲP )
标记的羊抗兔 IgG( H+L) 和羊抗鼠 IgG( H+L) 抗体
均购自碧云天公司，ApoM 单克隆抗体购自 CST
( Cell Signaling Technology ) 公司，Ladder ( 10-170
kU) 购自 Pierce 公司，聚偏二氟乙烯( polycinylidene
fluoride，PVDF) 膜购自 Bio-ＲAD 公司，化学发光试

剂盒购自赛默飞公司，其他试剂均为国产分析纯。
雄性健康 8周龄新西兰大白兔 2 只( 每只 2．5 kg 左
右) 购自南京大学-模式动物研究所，动物实验得到
皖南医学院弋矶山医院动物伦理委员会的批准。
1．2 方法
1．2．1 ApoM 特征性抗原肽段的合成 根据 ApoM
基因编码的氨基酸序列，利用在线蛋白分析软件对

ApoM蛋白信号肽、亲水性和抗原性进行分析，确定
抗原肽段氨基酸序列，由上海生工合成并偶联

KLH，合成后的总量为 10 mg，置于 4℃保存备用。
1．2．2 合成多肽的溶解和分装 多肽的溶解性很
大程度上取决于多肽的极性。酸性蛋白溶解于碱性
溶液，而碱性蛋白可溶解于酸性溶液，含有大量不带

电荷的极性氨基酸残基或疏水性氨基酸的疏水性多

肽和中性多肽可采用少量有机溶剂如二甲基亚砜

( DMSO) 溶解，然后再用 PBS 稀释。但是含有甲硫
氨酸或半胱氨酸的多肽不能用 DMSO 溶解，因为
DMSO 可能造成侧链氧化。耦联了 KLH 的人工合
成多肽颗粒，在溶解前先加入 DMSO 到多肽粉末
中，方法是 1 mg多肽溶于 200～300 μL的 DMSO，然
后加 PBS补足至 1 mL，这样所得多肽溶液的浓度是
1 mg /mL，便于后续实验取用。超声处理有助于打
碎颗粒并增加溶解度，但应注意降温，避免超声处理

引起溶液发热和多肽降解。溶解后的多肽分装到冻
存管中置于－20℃冰箱保存备用，避免反复冻融。
1．2．3 抗原与佐剂的乳化 取溶解后的多肽抗原
1mL，加入等体积的佐剂，用 2．5 mL 注射器抽取液
体后，注射器留存少量空气，通过三通头连接另一注

射器，然后相互推动注射器的活塞，使抗原与佐剂相

互混合［9］。当抗原和佐剂充分乳化后，滴一滴乳化
后的液体在水面上，如果液体呈球形而不扩散，表示

抗原与佐剂乳化完全。
1．2．4 免疫兔子制备 新西兰大白兔( 分别标记兔
1、兔 2) 实验前常规饲养 1周，采用背部脊柱旁多点
皮下注射的方法免疫。首次免疫采用 CFA 乳化抗
原，兔 1 和兔 2 分别注射抗原乳化液 800 μL ( 400
μg) 和 400 μL( 200 μg) 作为基础免疫，分 4～8 点作
皮丘注射。首次免疫前先于注射点备皮并用 75%
的乙醇消毒，预防感染。注射前排净注射器内空气
后捏起兔子皮肤，按针头与皮肤呈 15°角进针，进针
深度以 1 ～ 2 cm 为宜，不宜刺入肌肉。首次免疫后
每 2周加强免疫 1次，加强免疫采用 IFA乳化抗原，
相较于首次免疫，加强免疫剂量减半。第 3 次免疫
后通过耳缘静脉采血 1 mL，获得抗 ApoM 血清，做
Western Blot检测。如果检测到抗体后，于再次免疫
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1周后取血。
1．2．5 免疫前后采血 准备两个 5 号医用输液针，
从针头后约 2 cm 处剪断皮管备用。在助手协作下
固定兔子，用手指轻弹其耳根部使血管充盈，采用乙

醇消毒后，将输液针头插入耳部血管中，血液顺着针

管一滴滴流出，用离心管收集所需量血液后退出针

头，并用干棉球按压止血。该方法操作简单，每次取
血量不超过 8 mL，饲养一段时间后可反复取血。先
将离心管置于 37℃的恒温箱中 30 min，然后置于
4℃冰箱中过夜，使其自然凝固，析出血清。以 4000
r /min，4℃离心 10 min，收集上清后分装置于－80℃
冰箱保存备用。
1．2．6 Western bIot 检测抗体 ①组织蛋白的处
理。分别取野生型、杂合型和剔除型 ApoM 模型小
鼠的肝脏组织，严格按 ＲIPA 试剂盒说明书操作法
提取肝组织蛋白，采用 BCA蛋白浓度测定试剂盒测
定提取蛋白浓度后，取适量蛋白样品与上样缓冲液

按4 ∶1混匀，100℃金属浴 10 min 后冷却至室温备
用，其余样品置于－ 80℃备用。②配制 SDS-PAGE
胶。按照制胶方案制备 15%的分离胶和 5%的浓缩

胶。③采用 SDS-PAGE 方法检测血清中 ApoM的抗
体。具体操作方法为每孔点样金属浴后的蛋白 30
μg后电泳，100V恒压转膜 70 min，标记蛋白面后将
PVDF膜置于 5%的脱脂奶粉中封闭 1 h，以 1∶500稀
释的兔抗血清作为一抗，用商业化的 ApoM 单克隆
抗体作为对照，4℃孵育过夜。以 1 ∶10 000 稀释的
HＲP 标记的羊抗兔 IgG或羊抗鼠 IgG抗体作为二抗
孵育 1 h后洗膜，滴加发光液在多功能成像仪中检
测 Western blot结果并分析。

2 结果
2．1 ApoM多肽氨基酸序列分析 利用在线蛋白分
析软件对 ApoM 蛋白氨基酸序列进行分析，并结合
市场上利用多肽制备的成熟抗体所选择的氨基酸序

列，避免选择蛋白内部重复或接近重复段的序列以

及同源性太强的肽段作为抗原，以提高获得抗体的

特异性。经过对 ApoM 蛋白信号肽、亲水性和抗原
性分析，最终选择 ApoM 蛋白氨基酸序的第 106 ～
120位氨基酸 ( ETＲAＲLSKELQAAQA) 作为合成多
肽的序列，见图 1。

A为信号肽分析结果，位于 19位氨基酸对应的 c值最大，s值陡峭，y值最高峰，该处预测为信号肽的剪切位点。B 为亲水性分析结果，蛋白的

亲水部位与蛋白抗原表位有密切的联系。C为抗原性分析结果，抗原肽段应选择亲水性和抗原性强的区域，并综合参考各种参数。

图 1 ApoM蛋白质性质分析结果

2．2 抗原多肽的溶解和分装 取一个 10 mL 的离
心管，加入 6 mg多肽，滴加 DMSO溶解后，加入 PBS
调至 6 mL并混匀，然后分装在 6 支冻存管中，每支
1 mg /mL，便于后续实验，置于－20℃冰箱保存备用，
避免反复冻融，见图 2。
2．3 ApoM 多克隆抗体的检测 利用耦联了 KLH
的 ApoM多肽抗原免疫新西兰大白兔，获得兔抗血
清。通过 Western bIot检测，ApoM 剔除小鼠及野生
型和杂合子小鼠肝组织中 ApoM 的表达，结果显示
在 23 ku左右有一特异性条带，结果与预测一致，商
业化的 ApoM单抗约为 25 ku，如图 3所示。

A:向多肽粉末中加入 DMSO，溶解多肽; B:用 PBS定容至 6 mL; C:将

溶解后的多肽溶液分装冻存管中，放－20℃冰箱保存备用。

图 2 多肽的溶解和分类
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A为免疫后兔抗血清的检测结果，Lane1～ 2 为野生型鼠，Lane3～ 4 为

杂合子鼠，Lane5～6为剔除鼠; B为商业化的 ApoM单克隆抗抗的检

测结果，Lane1～2为野生型鼠，Lane3～4为剔除鼠。

图 3 western blot检测结果

3 讨论
ApoM是一种新型的与脂蛋白相关的载脂蛋

白，主要存在于高密度脂蛋白( HDL) ，ApoM 可能影
响 HDL代谢和抗动脉粥样硬化的功能，并与糖尿病
等代谢性疾病关系密切。对 ApoM 近启动子侧多态
性位点研究发现，T-778C的单核苷酸多态性与 1 型
糖尿病显著相关; 且 T-778C 与胆固醇水平相关，与
2 型糖尿病的易感性有关，提示 ApoM 基因启动子
的 T-778C 可能参与了 1型和 2 型糖尿病的共同发
病机制［6，10］。ApoM在冠心病发生发展扮演重要角
色，促进 HDL成熟，可逆转动脉粥样斑块的形成，可
能作为冠心病诊断与治疗的新靶点。而在糖尿病的
发病过程中，胰岛素、血糖对 ApoM 调控的复杂机制
以及 ApoM与糖尿病的发病关联还有待进一步实验
揭示。ApoM在肾脏组织中高表达，为肾巨蛋白配
体，可阻止肾脏脂质分子的丢失，但是其在肾脏疾病

中的作用尚少见报道，对于其在肾脏组织内的生理

及病理作用有待进一步揭示。为进一步研究 ApoM
在上述疾病中的作用及其对信号通路的影响机制，

我们采用人工合成并耦联了 KLH 的 ApoM 多肽片
段作为抗原，为了增强机体的免疫应答反应，采用佐

剂和抗原混合免疫的方法。该方法可以刺激网状内
皮系统，通过增加免疫活性细胞来促进 T 细胞与 B
细胞的相互作用，进而增强抗体的产生。用乳化后
的抗原免疫新西兰大白兔，最终获得兔多克隆抗体。
免疫动物时，由于个体差异及不同抗原的最佳免疫

剂量不同，过高或过低都无法获得最佳的免疫效果。

因此我们选择两只实验兔子，分别注射采用不同剂

量的抗原，以保证有一只兔子能产生最佳的免疫效

果。采用人工合成多肽的方法制备抗原，与传统原
核表达目的蛋白制备的抗原相比，人工合成多肽纯

度高，且操作简洁，所得抗体特异性强，灵敏度高，进

一步节约制备抗体所用时间［11］。为进一步方便研
究人员研究该分子在疾病中的作用提供便利的检测

基础，同时也为探明 ApoM 信号传导通路及机制提
供有效的研究手段。
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