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　　【摘要】　目的　通过制备中心体相关蛋白ＣＤＫ５ＲＡＰ２的单克隆抗体，检测ＣＤＫ５ＲＡＰ２在正常乳腺

及乳腺癌中的表达差异，为进一步研究ＣＤＫ５ＲＡＰ２在乳腺癌发生、发展中的作用提供依据。方法　采用

传统的杂交瘤方法制备 ＣＤＫ５ＲＡＰ２的单克隆抗体，通过敲除 ＣＤＫ５ＲＡＰ２的细胞模型进行免疫荧光检

测，验证其特异性。选取正常乳腺、导管内癌和浸润性导管癌３组标本各３０例，用制备的单克隆抗体进

行免疫组化检测。结果　得到一株ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体（５Ｆ６），亚型为ＩｇＧ１，用免疫荧光检测确证其

特异性。免疫组化检测ＣＤＫ５ＲＡＰ２的表达显示浸润性导管癌和导管内癌之间无明显的差别，但是两组

均明显高于正常乳腺组（Ｐ＜０．００１）。结论　乳腺正常组织不表达或低表达 ＣＤＫ５ＲＡＰ２，而乳腺癌组织

中该蛋白的表达率明显增高，提示ＣＤＫ５ＲＡＰ２可能成为乳腺癌诊治的新型标志物。
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　　中心体是细胞骨架的重要组成部分，作为细胞中首要的微管组织中心
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｏｒｇａｎｉｚｉｎｇｃｅｎｔｅｒ，ＭＴＯＣ），中心体在细胞的生命活动中发挥着重
要的作用［１－３］。中心体异常出现在肿瘤早期甚至癌前病变中，并且和恶性肿

瘤进展具有相关性［４－５］，因此对定位于中心体并实现其功能的各种蛋白的研

究越来越受到关注。

ＣＤＫ５ＲＡＰ２（ＣＤＫ５ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２）是一种崭新的蛋
白，分布于胞质中，并在中心体处聚集［６］。ＣＤＫ５ＲＡＰ２基因发现于常染色体隐
性遗传疾病———小头畸形。该因子异常导致中枢神经系统发育障碍，患者的

大脑皮层体积明显减小［７－８］。荧光免疫法检测结果显示，ＣＤＫ５ＲＡＰ２广泛存
在于细胞质中，但是其分布的荧光强度有着明显的差别，在细胞分裂间期它富

集于中心体而在细胞分裂期则富集于染色体极。这说明 ＣＤＫ５ＲＡＰ２在细胞
分裂间期同中心体的复制相关而在分裂期则是纺锤体形成的主要部分［９］。

作为中心体功能蛋白成分的一分子，ＣＤＫ５ＲＡＰ２在肿瘤中的作用值得深入
探索。本研究通过制备ＣＤＫ５ＲＡＰ２蛋白的单克隆抗体，检测其在乳腺组织中
的表达情况，为进一步探讨中心体在肿瘤发生过程中的可能作用奠定基础。

１　材料与方法
１．１　动物、细胞株和主要试剂

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠购自中国医学科学院动物研究所，小鼠骨髓瘤细胞（ＳＰ２／０）
为本室冻存。宫颈癌细胞Ｈｅｌａ及ＣＤＫ５ＲＡＰ２稳定敲除的Ｈｅｌａ细胞由香港科
技大学齐众教授惠赠，乳腺癌ＭＣＦ７细胞为本室所藏。

弗氏完全佐剂及弗氏不完全佐剂、ＨＡＴ（次黄嘌呤、氨基喋呤、胸腺嘧啶
核苷）、ＨＴ（次黄嘌呤、胸腺嘧啶核苷）条件培养基购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
ＤＭＥＭ培养基、聚乙二醇（ＰＥＧ）、ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。辣根
过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗鼠 Ｉｇ、邻苯二胺（ＯＰＤ）、二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）、８氮鸟嘌呤（８ＡＧ）购自Ｓｉｇｍａ公司。中心粒周蛋白（ｐｅｒｉｃｅｎｔｒｉｎ）多抗
购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记羊抗鼠Ｉｇ、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４标记羊抗兔Ｉｇ
购自分子探针公司。

ＣＤＫ５ＲＡＰ２免疫原为原核表达重组蛋白，涵盖该分子１～７０氨基酸，由香
港科技大学齐众教授表达纯化并惠赠。

１．２　单克隆抗体制备
取７～１０周龄Ｂａｌｂ／ｃ雌性小鼠４只，将１００μｇＣＤＫ５ＲＡＰ２多肽与弗氏完
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全佐剂充分混匀，于小鼠腹部皮下多点注射。此后间隔１４ｄ加强免疫３次，
抗原量减半与弗氏不完全佐剂充分混匀。融合前３ｄ由尾静脉注射５０μｇ多
肽强化免疫。取免疫小鼠脾细胞与 ＳＰ２／０细胞融合，融合后细胞接种于含
ＨＡＴ的甲基纤维素半固体培养基，３７℃培养７ｄ后在解剖镜下将克隆转移至
液体培养基继续培养［１０］。

用间接酶联免疫法筛选阳性克隆。包被重组ＣＤＫ５ＲＡＰ２多肽，每孔加培
养上清液１００μｌ，孵育后加入酶标二抗，ＯＰＤ显色。经确认得到的阳性克隆继
续培养扩增，接种至小鼠腹腔生产腹水，收集腹水后用 ＰｒｏｔｅｉｎＧ提纯抗体，紫
外分光光度计测定抗体的浓度，ＥＬＩＳＡ测定效价。
１．３　ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体的特异性检测

将Ｈｅｌａ细胞及ＣＤＫ５ＲＡＰ２稳定敲除的 Ｈｅｌａ细胞用胰酶消化，取适量细
胞点于载玻片上，３７℃培养８ｈ后，冷甲醇固定，加 ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体、
ｐｅｒｉｃｅｎｔｒｉｎ抗体孵育，加不同荧光素标记的二抗，荧光显微镜下观察。
１．４　ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体的乳腺癌细胞染色

取适量ＭＣＦ７细胞点于载玻片上，置于无菌的平皿中３７℃，培养８ｈ后，
置于冷丙酮中固定２０ｍｉｎ，封闭后加ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体孵育１ｈ，洗涤后
加ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ，ＤＡＢ显色，常规苏木素复染。
１．５　ＣＤＫ５ＲＡＰ２在乳腺癌组织中的表达

收集天津市肿瘤医院乳腺病理研究室２００３～２００７年保存的常规石蜡包
埋组织块，包括正常乳腺组织或轻度增生组织、导管内癌和浸润性导管癌（非

特殊型）３组标本。每组样本数为３０例，共９０例。经过该院乳腺病理研究室
至少２名副高以上病理医师根据２００３年ＷＨＯ新分类再次明确其病理诊断。
患者术前均未接受放射治疗和化疗，中位年龄５５．８岁。

组织切片抗原修复、封闭后，应用 ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体１∶５００稀释，
４℃过夜。ＰＢＳ漂洗３遍，加ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ，３７℃孵育１５ｍｉｎ，ＤＡＢ
显色，常规复染与封片。

免疫组织化学分析染色结果的判定方法如下［１１］：将每张切片放置于４００
倍视野的显微镜上选取５个有代表性的不同区域，每个区域选１５０～２００个细
胞，每个视野的得分由阳性细胞的比例和显色强度两方面决定。依照阳性细

胞比例＜５％，５％～２５％，２５％～５０％，５０％～７５％，＞７５％分别得０分、１分、２分、
３分、４分；依照细胞质的显色强度未着色、浅黄色、棕黄色、棕褐色分别得
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０分、１分、２分、３分；将两项得分相乘得到该视野的最终得分。每张切片的得
分为该切片选取的５个视野得分的平均值。最后将切片按照得分分为以下
４个等级：０～１分为阴性（－），２～４分为（＋），５～８分为（），９分以上为
（）。
１．６　统计学处理

全部数据采用 ＳＰＳＳ１３．０软件包处理，不同组间比较采用 χ２检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体筛选

用间接ＥＬＩＳＡ法筛选获得５株单克隆抗体，其中一株单克隆抗体（５Ｆ６）
亚型鉴定为ＩｇＧ１，纯化抗体效价为１∶５０００。
２．２　ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体的特异性检测

Ｐｅｒｉｃｅｎｔｒｉｎ作为中心体标志在两组细胞（对照和ＣＤＫ５ＲＡＰ２敲除）中均有
染色，而敲除ＣＤＫ５ＲＡＰ２的 Ｈｅｌａ细胞没有 ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体的荧光显
色，对照 Ｈｅｌａ细胞则在中心体处有明显的聚集荧光，说明该抗体对于
ＣＤＫ５ＲＡＰ２蛋白具有明显的特异性（图１）。

图１　ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体免疫荧光检测（×４００）

２．３　乳腺癌细胞免疫化学染色
ＭＣＦ７细胞ＣＤＫ５ＲＡＰ２染色显示胞质呈明显的阳性反应（图２）。阴性
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对照为正常鼠血清。

ａ：ＣＤＫ５ＲＡＰ２染色；ｂ：鼠血清染色阴性对照

图２　ＭＣＦ７细胞ＣＤＫ５ＲＡＰ２的免疫组织化学染色结果（×２００）

２．４　ＣＤＫ５ＲＡＰ２在乳腺癌组织中的表达
光镜下观察结果，可见在阳性细胞质内呈均匀着色的棕／黄色颗粒，阳性

细胞密集或（和）散在分布，部分阳性样本中存在有部分细胞核着色，纤维间

质细胞，淋巴细胞等不着色，背景清晰（图 ３）。利用 ＳＰＳＳ１３．０软件包，
ｃｒｏｓｓｔａｂｓ总体分析正常乳腺组织及轻度增生（Ｎ），导管内癌（ＤＣＩＳ）和浸润性
导管癌（ＩＤＣ）中 ＣＤＫ５ＲＡＰ２的表达情况（χ２＝８５．６５７，Ｐ＜０．００１），说明不同
组别样本的着色效果之间差异有显著的统计学意义。ＣＤＫ５ＲＡＰ２在导管内癌
组和浸润性导管癌组表达没有显著性差异（χ２＝３．４４６，Ｐ＝０．３２８），但两者均
高于正常乳腺组（ＤＣＩＳ组比Ｎ组，χ２＝３６．７８８，Ｐ＜０．００１；ＩＤＣ组比Ｎ组，χ２＝
４３．４６７，Ｐ＜０．００１，图４）。

Ｎ：正常乳腺；ＤＣＩＳ：导管内癌；ＩＤＣ：浸润性导管癌

图３　ＣＤＫ５ＲＡＰ２在乳腺癌组织中的表达（×２００）
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：Ｐ＜０．００１，与正常乳腺相比；Ｎ：正常乳腺；ＤＣＩＳ：导管内癌；ＩＤＣ：浸润性导管癌

图４　ＣＤＫ５ＲＡＰ２在各组样本中的表达情况

３　讨论
细胞骨架是构成细胞的支持性结构，维持着细胞的形状。除此之外，其还

在细胞分裂、运动、信号转导等方面起重要作用。研究发现细胞骨架蛋白成分

的异常表达及分布可能与肿瘤发生、发展过程中细胞病理表型及病理生理过

程有关［１２］，并可能与肿瘤发生和细胞增殖失控，以及肿瘤细胞的恶性生物学

行为如无限生长，侵袭和转移等密切相关［１３－１４］。

中心体是细胞骨架重要的组成部分，扮演着微管组织中心的角色，其功能

的发挥有赖于相关蛋白的募集和正确的相互作用。ＣＤＫ５ＲＡＰ２为中心粒周围
物质（ＰＣＭ）组成成分之一。研究表明，ＣＤＫ５ＲＡＰ２对于 γ微管蛋白（γ
ｔｕｂｕｌｉｎ）锚定在中心体至关重要。该蛋白的缺失将使γ微管蛋白脱离中心体，
从而抑制微管的形成及有丝分裂期纺锤体的形成［９］。该蛋白在肿瘤组织中的

表达尚无文献报道。

抗体是研究蛋白质表达、分布的有效工具之一。本研究首先利用原核表

达ＣＤＫ５ＲＡＰ２（１～７０氨基酸）制备ＣＤＫ５ＲＡＰ２单克隆抗体，获得一株单克隆
抗体（５Ｆ６），经ＣＤＫ５ＲＡＰ２敲除细胞免疫荧光鉴定确认其特异性。免疫细胞
化学染色表明乳腺癌ＭＣＦ７细胞质呈明显的阳性反应，从而为该抗体在免疫
组化中的应用奠定了基础。

应用该单克隆抗体，在乳腺癌组织标本检测中发现，相对于正常和良性的

轻度增生的乳腺组织，导管原位癌（Ｐ＜０．００１）、浸润性癌（Ｐ＜０．００１）中
ＣＤＫ５ＲＡＰ２的表达明显增加，差异具有统计学意义。因此，可以初步的推测
ＣＤＫ５ＲＡＰ２在乳腺癌的发生、发展中可能起到一定的促进作用。在原位癌、浸
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润性癌的发展过程中，细胞的分裂活动变得活跃，细胞的形态发生明显的改

变，而决定细胞形态的微管数目和排列也会发生相应变化。

本研究提示，ＣＤＫ５ＲＡＰ２是具有潜能的乳腺癌诊断标志物之一。其在浸
润性癌中的强表达提示它可能对于病情的进展具有促进作用。该因子的深入

研究有助于加深对于乳腺癌发生、进展机制的认识，并为开发新的肿瘤治疗靶

点增加了新的内容。
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