
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 34卷　第 12期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 34 N o. 12

2006年 12月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) D ec. 2006
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　　[摘　要 ]　将培养收获的M SB 1细胞用磷酸盐缓冲液洗涤 3次后,调整细胞浓度为 2×106ömL ,然后每毫升细

胞悬液加2 IU 木瓜蛋白酶和1 mmo löL 的L 2胱氨酸溶液0. 1 mL ,混匀后37 ℃作用1 h 以分离M SB 1细胞表面M A T 2
SA。对木瓜蛋白酶处理前后的M SB 1细胞进行间接荧光抗体染色以检测M A T SA 的分离情况。获得的M A T SA粗

提物经超滤浓缩和Sephadex G275凝胶纯化后,用SD S2PA GE 检测纯化的结果。试验结果表明,从M SB 1细胞表面

分离到M A T SA ,经电泳获得了纯化的M A T SA ,其相对分子质量约为35 ku。结果为M A T SA 单克隆抗体的制备及

其相关的研究奠定了基础。
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　　马立克病 (M arekπs D isease,M D )是由鸡马立

克病病毒 (M arekπs D isease V iru s,M DV )引起的一

种鸡高度接触性肿瘤病。1907年,匈牙利病理学家

Jo seph M arek [1 ]首先报道此病, 1969 年, 在英国科

学家B iggs 的倡导下, 开始使用马立克病这一名

称[2 ]。马立克病肿瘤相关表面抗原 (M arekπs d isease

tumo r2associa ted su rface an t igen,M A T SA )是M D

肿瘤细胞和M D 成淋巴细胞系细胞表面存在的特异

性抗原[3 ] , Ro ss[4 ]指出, M A T SA 是细胞转化的标

志。M D 淋巴瘤细胞表面和不同的成淋巴细胞系细

胞表面的M A T SA 与组织相容性抗原和胚胎抗原无

关, M DV 感染鸡体内M A T SA 的出现可以刺激机

体产生对M D 免疫非常重要的抗肿瘤免疫应答。

M A T SA 在禽淋巴细胞性白血病 ( lymphocyt ic

leukem ia, LL ) 和禽网状内皮组织增殖病 (A vian

ret icu loendo thelio sis,A R E)的淋巴瘤细胞上均不表

达[5 ]。因此,M A T SA 可用于M D 的鉴别诊断。

从用高度吸收的抗血清做的间接免疫荧光试验

获得的数据[6 ]来看,仅5%～ 30%的M D 肿瘤细胞上

存在M A T SA ,而几乎100%的M D 成淋巴细胞系细

胞上存在M A T SA。M D 肿瘤细胞上M A T SA 的分

离鉴定已有报道[7 ] , 但M D 成淋巴细胞系细胞上

M A T SA 的研究尚未见报道。M SB 1细胞是已经建

系的一种M D 成淋巴细胞系细胞, 本试验对M SB 1

细胞上M A T SA 的分离、纯化进行了研究, 以为

M A T SA 及其相关的研究奠定基础。

1　材料与方法
1. 1　材　料

1. 1. 1　M SB 1 细胞　由山东农业大学崔治中教授

惠赠。

1. 1. 2　主要试剂　DM EM (高糖)干粉为 G IBCO

公司产品; 优级胎牛血清 (FBS)、PAA、可溶性两性

霉素B、TM B 和L 2胱氨酸为Sigm a 公司产品;木瓜蛋

白酶 (6 000 U öm g)、羊抗兔 IgG2F ITC 和羊抗兔

IgG2HR P 为SABC 公司产品; Sephadex G275 (分离

范围 3 000～ 7 000)为 Pharm acia 公司产品; 蛋白质

M arker为P rom ega 公司产品;凝胶过滤缓冲液 (0. 1

mo löL pH 7. 2 PBS,用前进行脱气处理)。

1. 1. 3　主要仪器设备　超净工作台为江苏安泰集

团产品; 二氧化碳培养箱为 T hermo 公司产品;

PL 5241型超纯水仪为PALL 公司产品;倒置显微镜

为O lympu s公司产品; 高速冷冻离心机为Backm an

公司产品; 层析柱 (1. 6 cm×100 cm )和A KTA TM自

动核酸蛋白层析仪均为A. P. 公司产品;生物成像系

统为美国UV P 公司产品;电子天平为瑞士普利赛斯

公司产品; 全自动酶标仪为芬兰勒勃公司产品;
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EL ISA 板为N unc公司产品。

1. 2　M SB 1细胞的培养

1. 2. 1　M SB 1细胞生长液的配制　以DM EM 作为

基础培养基,加入体积分数10% FBS, 500 U ömL 的

青霉素、500 ΛgömL 的链霉素, 2 ΛgömL 的两性霉

素B ,调整pH 为7. 4。

1. 2. 2　M SB 1细胞的培养　以生长液悬浮细胞, 37

℃,体积分数5% CO 2 条件下培养。

1. 2. 3　M SB 1 细胞的传代　待细胞长满细胞瓶

90%以上时,进行传代。无菌操作下轻拍细胞瓶的侧

壁,使细胞脱落,然后将细胞悬液转入10 mL 玻璃离

心管中, 800 röm in 离心10 m in,轻轻弃去上清,将细

胞沉淀用 40 mL 新鲜的生长液轻轻悬浮后,分装入

25 mL 细胞瓶中,每瓶10 mL 进行传代, 37 ℃、体积

分数5% CO 2 条件下培养。

1. 2. 4　M SB 1 细胞的收获　待细胞长满细胞瓶

90%以上时,收获。无菌操作下轻拍细胞瓶的侧壁,

使细胞脱落,然后将细胞悬液转入 50 mL 塑料离心

管中, 1 000 röm in 离心10 m in,轻轻弃去上清,沉淀

细胞用0. 01 mo löL pH 7. 2的PBS液洗3次后用于

提取M A T SA。

1. 3　M A T SA 的提取

参考Schat等[8 ]和D andapat 等[9 ]的方法并加以

改进。将用PBS液洗过的M SB 1用PBS悬浮,计数后

用PBS液,调整细胞浓度为2×106ömL ,每毫升细胞

悬液加木瓜蛋白酶2 IU , 1 mmo löL 的L 2胱氨酸溶液
0. 1 mL , 37 ℃作用1 h, 4 000 röm in 离心10 m in,收

集上清。将上清液装入透析袋中用生理盐水透析,每

3 h 换1次透析液,过夜后将透析袋中的液体装入超

滤离心管中, 4 000 g (H eraeu s,角转头)离心30 m in,

收集浓缩液即为粗提的M A T SA , - 60 ℃冻存备

用。

1. 4　M A T SA 的鉴定

1. 4. 1　间接荧光抗体染色[10 ]　对木瓜蛋白酶处理

前后的M SB 1做间接荧光抗体染色,一抗为制备的

兔血清,二抗为F ITC 标记的羊抗兔 IgG。

1. 4. 2　间接EL ISA 法　以提取的M A T SA 为抗原

包被EL ISA 板,一抗为兔血清,二抗为羊抗兔 IgG2
HR P,底物为TM B ,做间接EL ISA 鉴定。

1. 5　M A T SA 蛋白浓度测定

将分次提取的M A T SA 粗提液合并,混匀,做适

当稀释后在紫外分光光度计上测OD 260和OD 280,按

以下公式计算蛋白质浓度。

蛋白质浓度 (m gömL ) = 1. 45×OD 280- 0. 74×OD 260

1. 6　M A T SA 的纯化[11 ]

1. 6. 1　凝胶的溶胀　称取 15 g Sephadex G275于

500 mL 烧杯中,加225 mL 洗脱缓冲液,在室温下溶

胀 48 h 以上,期间反复倾去细颗粒,直至液相不再

混浊为止,然后在沸水浴中溶胀 3 h,装柱前对凝胶

进行脱气处理。

1. 6. 2　装　柱　在无直接光照、无空气对流处垂直

安装层析柱,在层析柱的上端安装流动相接头,在距

柱上端约2 cm 处作一记号。关闭层析柱的出水口,

向层析柱中加入洗脱缓冲液,然后打开出水口,待缓

冲液剩余量约为柱体积的 1ö3 时关闭出水口,然后

将溶胀后的凝胶浓浆液通过流动相接头缓慢倾入柱

中,待凝胶沉积高度约为 1～ 2 cm 时,打开出水口,

流速为 2 mL öm in, 凝胶面上升至记号处时装柱完

毕,装柱过程中凝胶不能分层。柱高 90 cm ,柱体积

180 mL。

1. 6. 3　平　衡　装柱完毕后,将凝胶柱与层析仪连

接好,用至少 2 倍柱床体积的洗脱缓冲液洗涤凝胶

柱 (流速为 1. 5 mL öm in) ,以使其稳定,平衡至电导

率、紫外吸收均稳定。

1. 6. 4　上样与洗脱　凝胶柱平衡好后,待平衡液流

至柱床表面以下 1～ 2 mm 时 (注意不能流干) ,关闭

出口,用加样枪加入2 mL 样品,然后打开出口,使样

品渗入凝胶内,用少量的洗脱液洗表面 1～ 2 次 (应

尽可能小的稀释样品)。当样品快流干时,加洗脱液

至柱床表面以上 2～ 5 cm 处,接上恒压洗脱瓶开始

层析,流速为1. 5 mL öm in,按照280 nm 紫外吸收曲

线分峰收集,标记, - 60 ℃保存备用。

1. 7　收集峰蛋白质的SD S2PA GE 分析

积层胶50 göL ,分离胶120 göL ,上样量20 ΛL ,

具体方法参照文献[ 12 ]。

2　结果与分析

2. 1　M SB 1的培养

　　M SB 1 细胞是鸡的肿瘤细胞系, 37 ℃、体积分

数5% CO 2 条件下培养时,细胞生长良好,呈半贴壁

或不贴壁状态,倍增时间较短,一般 36～ 48 h 倍增

一代。在低倍镜下观察,细胞呈圆形,透亮,折光性差

(图 1 A )。中倍镜下,可见细胞呈圆形,大小稍有差

别,折光性较差,细胞呈半贴壁状态,轻轻晃动细胞

瓶时有些细胞会悬浮 (图1 B , C,D )。
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图 1　培养不同时间的M SB 1细胞

A. 培养24 h (×40) ; B. 培养24 h (×100) ; C. 培养2 h (×100) ; D. 刚接种 (×200)

F ig. 1　M SB 1 cells cu ltu red at differen t t im e

A. Cultu red 24 h (×40) ; B. Cu ltu red 24 h (×100) ; C. Cu ltu red 2 h (×100) ; D. Just passaged (×200)

2. 2　M A T SA 的鉴定

2. 2. 1　间接荧光抗体染色　间接荧光抗体染色结

果见图 2。从图 2 可以看出, 木瓜蛋白酶处理前,

M SB 1 细胞表面的荧光亮度很强,用木瓜蛋白酶处

理后,M SB 1细胞表面的荧光亮度明显减弱,表明从

M SB 1细胞表面分离到M A T SA。

图 2　木瓜蛋白酶处理前后M SB 1细胞间接荧光抗体染色结果

A. 处理前; B. 处理后

F ig. 2　 IFA of M SB 1 cells befo re and after treatm ent by papain

A. Befo re treatm en t; B. A fter treatm en t

2. 2. 2　间接 EL ISA 　以提取的M A T SA 包被

EL ISA 板,稀释到1∶400时, PöN 仍大于 2. 1,说明

M A T SA 粗提液中含有目的蛋白M A T SA。

2. 3　粗提的M A T SA 蛋白浓度测定

根据紫外分光光度计测定的结果,计算粗提的

M A T SA 蛋白质浓度为10. 64 m gömL。

2. 4　M A T SA 的纯化

从图 3 可以看出,共得到 3 个色谱峰,其中峰 1

为主要的目的峰。样品在Sephadex G275凝胶柱上

层析,主要的目的峰从 55 mL 开始出现, 110 mL 时

出完。

2. 5　纯化M A T SA 蛋白质的SD S2PA GE 分析

将收集的各组分进行SD S2PA GE 分析,结果见

图4。由图4可知,图4 A 和图4 B 均在约35 ku 处出

现了条带,表明获得了纯化的M A T SA。

图 3　M A T SA Sephadex G275凝胶过滤的洗脱曲线

F ig. 3　E lu tion curve of M A T SA th rough

Sephadex G275 gel filt ra t ion
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图 4　纯化M A T SA 的SD S2PA GE 结果

A. 洗脱峰峰顶组分; B. 洗脱峰多组分;M. M arker; 1～ 6. 洗脱峰1的组分; 7～ 11. 洗脱峰2的组分;

12～ 16. 洗脱峰3的组分; 17. 未纯化的M A T SA ; 18～ 19. PBS对照; 20～ 22. 分别为洗脱峰1, 2, 3峰顶组分

F ig. 4　SD S2PA GE detection of purified M A T SA

A. F ractions of crest of peak 1, 2 and 3; B. F ractions of p rofiles 1, 2 and 3;M. M arker; 1- 6. F ractions of p rofile 1;

7- 11. F ractions of p rofile 2; 12- 16. F ractions of p rofile 3; 17. U npurified M A T SA ; 18- 19. PBS; 20. F raction of p rofile 1;

21. F raction of p rofile 2; 22. F raction of p rofile 3

3　讨　论

1) M SB 1细胞是从M D 肿瘤组织中获得的1株

M D 成淋巴细胞系细胞,从理论上讲,其培养条件应

该符合一般淋巴系肿瘤细胞的培养条件,但在本试

验培养过程中发现,用 1640和M 199做基础培养基

培养均生长不佳。后来借鉴山东农业大学崔治中教

授的方法,改用DM EM 做基础培养基,加入进口的

胎牛血清,效果很好。

2) M A T SA 是M D 肿瘤细胞和M D 成淋巴细胞

系细胞表面存在的特异性抗原, 免疫学研究表明,

M A T SA 是一种肿瘤相关抗原,与M DV 诱导产生

的生产性感染细胞中的抗原无关。从用高度吸收的

抗血清间接免疫荧光试验获得的数据看, 仅 5%～

30%的M D 肿瘤细胞上存在M A T SA ,而几乎100%

的M D 成淋巴细胞系细胞上存在M A T SA [6 ] ,穆杨[7 ]

等研究了M D 肿瘤细胞上M A T SA 的分离与鉴定,

发现从M D 肿瘤细胞上获得的M A T SA含量很低,

而且肿瘤组织中其他的组织成分对后续的纯化工作

影响较大,而M SB 1细胞是从M D 肿瘤组织中获得

的一株M D 成淋巴细胞系细胞,因此本研究中作者

以M SB 1 细胞为材料分离并纯化了M A T SA , 从结

果来看,效果不错。

3) Suzuk i等[13 ]指出, 可以用木瓜蛋白酶或胃

蛋白酶等酶从M DCC2M SB 1细胞或其他来源于M D

淋巴瘤细胞系的细胞上溶解或消化有免疫活性的

M A T SA。Schat 等[8 ]指出,用木瓜蛋白酶可以从细

胞表面分离M A T SA ,而不影响细胞壁的通透性。本

试验用木瓜蛋白酶从M SB 1 细胞表面分离M A T 2
SA ,以提取物做间接EL ISA ,抗原在1∶400稀释后,

PöN 仍大于 2. 1, 表明从M SB 1 细胞表面分离到

M A T SA。

4) 蛋白质纯化是蛋白质研究中经常遇到的难

题之一,蛋白质纯化的方法很多,本试验根据M A T 2
SA 的分离过程和前人的研究结果, 对粗分离的

M A T SA 先进行透析,以除去其中的盐分和可能混

入的小分子蛋白,然后超滤浓缩,并进一步除去可能

混入的小分子蛋白, 然后采用 Sephadex G275 凝胶

过滤,最后获得了纯化的M A T SA。

5) 不同文献中报道的M A T SA 相对分子质量

相差较大, Ho rie 等[14 ]用单克隆抗体 2B 9 和兔抗

M A T SA 血清检测M DCC2M SB 12clo. 18 细胞上

M A T SA 的相对分子质量为 70 ku; Ro ss[4 ]用兔抗

M A T SA 血清从M SB 1细胞提取物中经免疫沉淀获

得的M A T SA 相对分子质量为40 ku; D andapat 等[9 ]

报道的M D 淋巴瘤细胞上最具保护性作用的M A T 2
SA 相对分子质量为 13～ 14 ku。 Iku ta 等[15 ]认为,

M D 淋巴瘤细胞表面的M A T SA 与M D 成淋巴细胞

系细胞表面的M A T SA 是相关的,但血清学特性不

一致。H igash ihara 等[16 ]认为, M SB 1 细胞上的

M A T SA 的抗原性可以分为 2 种: 一种决定簇对不

同的成淋巴细胞系细胞或M D 瘤细胞而言是普遍存

在的; 另一种决定簇对肿瘤细胞或成淋巴细胞系细

胞而言是特异的。Ho rie 等[14 ]认为, 他们检测到

M A T SA 可能是M DCC2M SB 12clo. 18 细胞特异性

的,而Ro ss等[4 ]检测到的M A T SA 可能是不同细胞
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系上普遍存在的M A T SA。本试验提取的M A T SA

经纯化后电泳显示, 相对分子质量约为 35 ku, 与

Ro ss等报道的一致。
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Separa t ion and iden t if ica t ion and pu rif ica t ion of M arekπs
d isease tum o r2associa ted su rface an t igen on M SB 1 cells

M U Yang1, ZHANG Yan -m ing1, TONG D e-wen 1,W ANG Y u-dong2,

L IW e i2,L IY u-q ing2, ZHENG Zeng-ren2

(1 Colleg e of A n im al S ci2T ech ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 N tiona l A n im al Q uaran tine Institue,M O A , Q ing d ao, S hand ong 266032, Ch ina)

Abstract: M SB 1 cells w ere harvested and w ashed th ree t im es w ith pho sphate buffer sa line, and then

the concen tra t ion w as regu la ted to be 2×106ömL. 2 IU papain and 1 mmo löL L 2cyst ine 0. 1 mL to 2×106

M SB 1 cells w ere added and then incubated 1h in 37 ℃. N o rm al M SB 1 and M SB 1 trea ted w ith pap in w ere

detected w ith indirect f luo rescen t an t ibody assay to indica te w hether M A T SA w as removed from M SB 1

cells. C rude ex tract of M A T SA w as concen tra ted and pu rif ied u sing u lt raf ilt ra t ion and gel f ilt ra t ion of

Sephadex G275. SD S2PA GE detected pu rif ica t ion resu lt detected w h ich p roved that M A T SA had been re2
moved from M BS1 cells by indirect f luo rescen t an t ibody assay. D etect ion of sodium dodecyl su lfa te po ly2
acrylam ide gel electropheresis indica ted that M A T SA had been separa ted and pu rif ied. T he mo lecu lar

w eigh t of pu rif ied M A T SA w as abou t 35 ku.

Key words: M SB 1; m arekπs d isease tumo r2associa ted su rface an t igen; separa t ion and pu rif ica t ion of

M A T SA
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