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肝癌生物标志物 SOAT1单克隆抗体的制备及评估
曾冰洁1, 2, 蒋 情1, 3, 张钰萍4, 徐 叶1, 2, 刘如石1, 2, 王庆林1, 2*, 梁湘辉5*

(1. 湖南师范大学 医学院 医学检验系, 中国湖南 长沙 410013; 2.“免疫诊断试剂”湖南省工程技术研究中心, 中国湖南
长沙 410013; 3. 涟源市第一中学, 中国湖南 娄底 417100; 4. 郴州市中医院 医学检验科, 中国湖南 郴州 423099;

5. 中南大学湘雅医院 检验科, 中国湖南 长沙 410008)
摘 要:肝癌是临床上一种常见的恶性肿瘤,目前临床上仍缺乏特异有效的诊断标志物。有研究表明,固醇 O-
酰基转移酶 1 (sterol O-acyltransferase 1, SOAT1)作为胆固醇代谢的关键酶,与肝癌的发生发展密切相关。因此,
SOAT1在作为肝癌生物标志物方面具有巨大潜力。本研究从肝癌细胞 Huh-7中获取 SOAT1基因,经原核表
达、蛋白质纯化后,以纯化的重组 SOAT1蛋白作为抗原免疫小鼠,利用杂交瘤等技术共获得 5株 SOAT1单克
隆抗体细胞株,分别命名为 1F3、1G3、1D6、2F8、4D11,其中 4D11能够识别肝癌细胞 Huh-7及临床肝癌组织标
本中的 SOAT1蛋白;最后,将 4D11送至生物公司进行测序,获得该抗体可变区的氨基酸序列。本研究利用重
组 SOAT1蛋白成功制备了抗 SOAT1的特异性单克隆抗体,这不仅为后续应用 SOAT1蛋白制备肝癌伴随诊
断试剂盒提供了原材料,而且还为建立基于 SOAT1的肝癌诊断方法奠定了基础。
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Abstract: Liver cancer is a common malignant tumor in clinic. Studies have shown that sterol O-acyltrans-
ferase 1 (SOAT1), a key enzyme in cholesterol metabolism, is closely related to the occurrence and develop-
ment of liver cancer. Therefore, SOAT1 has great potential as a biomarker for the cancer. Herein, the gene
encoding SOAT1 was obtained from the Huh-7 liver cancer cell line. After prokaryotic expression and pro-
tein purification, the purified recombinant SOAT1 protein was used as an antigen to immunize mice. A total
of 5 anti-SOAT1 monoclonal antibody cell lines, named 1F3, 1G3, 1D6, 2F8 and 4D11, respectively, were
obtained by using hybridoma and other technologies. Among them, 4D11 was able to recognize the SOAT1
protein in Huh-7 cells and clinical liver cancer tissue samples. Subsequently, 4D11 was sent to a biological
company for sequencing, and the amino acid sequences of the antibody variable regions were obtained. In
conclusion, an anti-SOAT1 monoclonal antibody was successfully prepared by recombinant SOAT1 protein,
which would not only provide the raw materials for the subsequent application of SOAT1 protein in develo-
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ping liver cancer companion diagnostic kits, but also lay a foundation for the establishment of SOAT1-based
liver cancer diagnostic methods.
Key words: liver cancer; sterol O-acyltransferase 1 (SOAT1); monoclonal antibody

（Life Science Research，2023，27（3）：267-274）
肝癌是全球较为常见的恶性肿瘤, 其病死率

在所有癌症中位居第二[1]。肝癌主要分为原发性肝
癌和转移性肝癌。原发性肝癌的病灶来源于肝脏

本身, 包括肝细胞癌和胆管细胞癌等, 其中肝细
胞癌占原发性肝癌的 95% [2]; 转移性肝癌则由其
他组织来源的恶性肿瘤转移形成,如胃癌、大肠癌
等。肝癌起病隐匿, 初期症状并不明显, 晚期才会
出现腹胀、恶心、消瘦、梗阻性黄疸、不明原因的发

热等临床症状[3]。肝癌的危险因素众多, 主要有肝
炎病毒(包括乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒)感染、
黄曲霉毒素接触、酗酒、肥胖和糖尿病等[4]。目前,
肝癌的临床诊断以病理学、影像学、血清生化检查

及多种分子技术相关的检测手段 [5]为主, 而早期
肝癌的有效诊断方法仍比较缺乏。因此, 寻找更
为准确和早期的标志物及诊断方法迫在眉睫。

固醇 O-酰基转移酶(sterol O-acyltransferase,
SOAT)又称脂酰辅酶 A-胆固醇酰基转移酶(acyl-
coenzyme A-cholesterol acyltransferase, ACAT), 是
一种定位于内质网膜, 能催化胆固醇转化成胆固
醇酯, 并将其储存在胞质脂肪滴中的蛋白质[6]。人
体共存在两个 SOAT编码基因, 分别为 ACAT1和
ACA T2。由 ACAT1翻译而成的 SOAT1主要表达
于肾上腺、肾脏、卵巢和肝脏等; 而由 ACAT2翻译
形成的 SOAT2多表达于肠细胞[7]。2019年, Jiang
等[8]发现在乙型肝炎病毒相关性早期肝细胞癌中,
SOAT1水平显著上调, 且其高表达与肝癌预后不
良密切相关。因此, SOAT1有望成为诊断肝癌及
判断预后的新标志物。

本研究从肝癌细胞 Huh-7中获得 SOAT1基
因, 构建 SOAT1 原核表达载体, 并以纯化后的
SOAT1蛋白作为免疫原免疫小鼠, 通过细胞融合
等技术制备了抗 SOAT1单克隆抗体, 这不仅为筛
选抗 SOAT1抗体提供了原材料, 还为进一步建立
基于 SOAT1 的早期肝癌检测方法提供了基础
资料。

1 材料和方法

1.1 材料

大肠杆菌 Rosetta-gami B、质粒 pET-32a、肝癌

细胞 Huh-7和小鼠骨髓瘤细胞 Sp2/6均由本实验
室提供; DMEM 培养基购自美国 Gibco 公司; 胎
牛血清购自长沙贝博生物科技有限公司; SOAT1
上下游引物委托湖南擎科生物技术有限公司合

成; 构建载体相关的 ExTaq酶、限制性核酸内切
酶 EcoR玉和 Xho玉、DNA标准品购自日本Takara
公司; 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自天根生化科技
有限公司; 蛋白质标准品构自美国 Bio-Rad公司;
质粒小量抽提试剂盒、Protein G柱及鼠来源抗 6伊
His-tag单克隆抗体购自上海生工生物工程股份
有限公司; 雄性 BALB/c小鼠(6~8周)购自湖南斯
莱克景达实验动物有限公司; 弗氏佐剂、HT 及
HAT培养基均购自美国 Sigma公司; 辣根过氧化
物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的山羊抗
小鼠 IgG 抗体(GAM-IgG-HRP)由厦门大学夏宁
邵教授惠赠; 山羊抗小鼠 IgG抗体购自长沙艾碧
维生物科技有限公司; 高敏 ECL发光液购自莫纳
(武汉)生物有限公司; 人正常心肌、人肝癌组织石
蜡切片均由湘雅二医院病理科惠赠; DAB显色试
剂盒购自武汉赛维尔科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 目的基因的获取

采用 Trizol法提取肝癌细胞 Huh-7总 RNA,
经逆转录获得 SOAT1 cDNA。根据 GenBank 中
SOAT1 的编码序列(coding sequence, CDS), 设计
引物 (F: 5忆-CGGAATTCATGAAGGAAGTTGGCA-
GTC-3忆; R: 5忆-CCGCTCGAGCTAAAACACGTAA-
CGACAAG-3忆),并分别加入 EcoR玉和 Xho玉的酶
切位点。利用上述引物对 SOAT1基因进行 PCR
扩增, 反应条件: 94 益预变性 2 min; 94 益变性
30 s, 55 益退火 30 s, 72 益延伸 1 min, 共 30个循
环; 72 益终延伸 10 min。经 1%琼脂糖凝胶电泳
后, 对 PCR产物进行胶回收并测定其浓度。
1.2.2 重组载体构建

将胶回收后的 PCR产物和载体 pET-32a分
别进行 EcoR玉/Xho玉双酶切, 酶切产物经 1%琼
脂糖凝胶电泳后, 再次进行切胶回收。将纯化后
的 PCR产物及载体 pET-32a进行连接, 转化至大
肠杆菌 Rosetta-gami B中, 挑取阳性克隆, PCR鉴
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定后送至湖南擎科生物技术有限公司测序。

1.2.3 SOAT1重组蛋白诱导表达及鉴定
挑取阳性菌落转接至 3 mL含氨苄青霉素的

LB 液体培养基中, 37 益、230 r/min 摇床培养过
夜。隔日, 将已活化菌种以 1︰100的比例接种,
37 益、230 r/min继续培养。当 OD600 nm达 0.6时,添
加 0.1%异丙基硫代-茁-D-半乳糖苷(isopropylthio-
茁-D-galactoside, IPTG)诱导 8~9 h, 12 000 r/min离
心 10 min, 收集菌体, 超声破碎法破碎细菌, 分别
收集诱导前后菌液、超声混合物、离心后上清及沉

淀, 采用 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS polyacry原
lamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)分析目的蛋
白表达情况。与此同时, 以鼠来源抗 6伊His-tag单
抗为一抗, 羊抗鼠抗体为二抗, 采用蛋白质印迹
法(Western-blot)鉴定目的蛋白。
1.2.4 SOAT1重组蛋白纯化

SOAT1蛋白在菌体中主要以包涵体形式存
在。将 SOAT1包涵体充分洗涤后, 分别配置 20倍
体积于蛋白质的含有 6 mol/L、5 mol/L、4 mol/L、
3 mol/L、2 mol/L尿素的磷酸缓冲盐溶液(phosphate
buffer saline, PBS), 将蛋白质混合物转移至透析
袋中, 按浓度从高到底透析, 每 3 h更换一次。复
性后, 离心收集上清, 采用镍柱亲和层析的方式
纯化蛋白质。采用 SDS-PAGE分析纯化后蛋白质
的纯度并检测浓度。

1.2.5 小鼠免疫及血清抗体效价检测

采用纯化后的重组 SOAT1蛋白作为抗原, 对
6~8周雄性 BALB/c小鼠进行免疫, 共五轮。前四
轮均使用皮下多点注射, 每两周注射 1次; 在第
四轮免疫结束后 10 d, 以腹腔注射的方式进行第
五轮免疫。每次免疫前取眼眶血, 包被 SOAT1蛋
白, 通过间接酶联免疫吸附试验(enzyme-linked
immunoadsordent assay, ELISA)测定小鼠血清抗体
效价。

1.2.6 细胞融合

取已完成五轮免疫的小鼠脾脏, 充分研磨,
收集脾细胞。在进行细胞计数后, 将脾细胞和处
于对数生长期的 Sp2/6细胞以 5︰1到 10︰1的
比例混合, 1 300 r/min离心 5 min, 弃上清。将离
心管置于 37 益温水中, 1 min内缓慢滴加聚乙二
醇(polyethylene glycol, PEG)溶液(每只小鼠 1 mL),
混匀,静置 1 min。3 min内加入 5 mL预热的DMEM
培养基, 定容、离心。用含滋养层细胞的 HAT培养
基重悬细胞,根据脾细胞数量进行铺板。培养 10 d

后, 更换成 HT培养基。
1.2.7 杂交瘤细胞筛选和克隆化培养

当融合细胞出现较大细胞团时, 包被 SOAT1
蛋白, 采用间接 ELISA法筛选阳性克隆。将筛选
出来的阳性孔扩大培养, 待细胞密度达到 60%,
通过有限稀释法进行亚克隆。

1.2.8 单克隆抗体大量制备及纯化

取 9周雄性 BALB/c 小鼠, 腹腔注射石蜡油
450~600 滋L/只。10~15 d后, 收集对数生长期杂
交瘤细胞并调整至 2伊106 mL-1, 以同样的方式注
射小鼠, 剂量为 500 滋L/只。7 d后收集腹水, 并通
过辛酸硫酸铵沉淀和 Protein G柱亲和层析进行
纯化。

1.2.9 抗体亚型鉴定

收集阳性杂交瘤细胞株的上清, 以抗 IgG1、
IgG2a、IgG2b、IgG3、IgM、IgGAM 抗体作为第二抗
体 , 其中抗 IgGAM 抗体为阳性对照 , 通过间接
ELISA鉴定各株抗体亚型。
1.2.10 抗体效价测定

采用间接 ELISA检测抗体效价。将纯化后的
各株抗体稀释至同一质量浓度(0.5 mg/mL),随后梯
度稀释至 1︰409 600, 分析 OD值, 对抗体效价
进行评价。

1.2.11 Western-blot鉴定肝癌细胞中 SOAT1 的
表达

培养肝癌细胞 Huh-7, 提取总蛋白质 , 经
SDS-PAGE后, 转膜, 封闭, TBST洗涤。将获得的
5株单抗 1︰500稀释后作为一抗, 4 益孵育过夜;
次日, TBST洗涤后, 加入 HRP标记的山羊抗小鼠
抗体作为二抗孵育, 再次 TBST洗涤后, ECL显色
观察抗体结合效果。

1.2.12 免疫组织化学鉴定

组织切片经烤片、脱蜡、水化、柠檬酸钠抗原

修复、3%过氧化氢去除内源性过氧化物酶后, 加
入 1︰200稀释的已纯化的 SOAT1抗体, 4 益孵
育过夜; 次日, PBST洗涤, 加入二抗, 室温孵育
1 h, 再次 PBST洗涤后, DAB显色, 用蒸馏水终
止显色。经苏木素复染细胞核、饱和碳酸锂返

蓝、梯度乙醇脱水、二甲苯透明等系列操作后 ,
采用中性树脂封片, 于显微镜下观察抗体结合
情况。

1.2.13 抗体可变区分析

提取 4D11杂交瘤细胞 RNA, 送至金斯瑞生
物科技股份有限公司测序。
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2 结果

2.1 目的基因的获取及重组载体的构建

提取肝癌细胞 Huh-7总 RNA, 电泳后发现,
RNA在琼脂糖凝胶上呈现明显的三条带, 分别是
28S、18S和 5S (图 1A),且条带明亮清晰,表明提取
的 RNA可用于后续逆转录实验。以逆转录产物
cDNA为模板进行 PCR, PCR产物的琼脂糖凝胶
电泳结果显示, 1 500 bp附近有明显条带, 提示
SOTA 1基因可能扩增成功。对 PCR产物和载体
pET-32a进行酶切连接后, 将重组载体转化至大
肠杆菌感受态细胞中,随机挑取菌落进行 PCR, 筛
选阳性克隆。菌落 PCR产物的电泳结果显示, 所
挑菌落均在 1 500 bp位置出现特异性条带(图1B),
初步确定重组载体转化成功。提取菌内质粒并测

序, 结果显示, 重组载体序列基本正确, 未明显发
生突变, 可用于后续实验。

2.2 SOAT1重组蛋白的表达及鉴定
将测序基本正确的重组载体诱导表达, 超声

破碎后, 进行 SDS-PAGE分析。结果显示, 沉淀样
品在 50 kD处出现明显蛋白质条带(图 2A), 这初
步说明重组蛋白质表达成功且主要以包涵体形式

存在于菌体中。为进一步确定该条带是我们所需

的目的蛋白 , 采用抗 6伊His-tag 作为一抗进行
Western-blot验证。验证结果表明, 抗 His抗体能
够识别所表达蛋白质且位置符合预期(图 2B)。综
上得出, 经 IPTG诱导后, 菌株成功表达带 His标
签的 SOAT1重组蛋白。

2.3 SOAT1重组蛋白纯化
通过梯度浓度尿素对蛋白质包涵体进行缓慢

复性, SDS-PAGE分析表明, 在 8 mol/L、6 mol/L、
4 mol/L尿素溶解条件下, 50 kD处可见明显条带
(图 3A), 这说明包涵体最低可被 4 mol/L尿素溶
解。在后续镍柱亲和层析中, SOAT1重组蛋白主
要在 20 mmol/L、30 mmol/L 和 50 mmol/L 咪唑中
被洗脱下来(图 3B), 且纯度较高, 可用于下一步小
鼠免疫。

图 1 目的基因的获取及重组载体的构建
(A)肝癌细胞 Huh-7总 RNA电泳图; (B)阳性克隆菌落PCR
电泳图。M: DNA分子量标准; 1~9: 阳性菌落 PCR产物。
Fig.1 Target gene acquisition and recombinant vector
construction
(A) Electrophoresis of total RNA isolated from Huh-7 cells; (B)
Electrophoresis of PCR products from positive clones. M: DNA
molecular mass standard; 1 ~9: PCR products from positive
colonies.

图 2 重组蛋白质的表达及鉴定
(A) SDS-PAGE; (B) Western-blot。M: 预染蛋白质分子量标
准; 1: 诱导前; 2: 诱导后; 3: 超声后的悬液; 4: 超声后的
上清; 5: 超声后的沉淀。
Fig.2 Expression and identification of the recombinant
protein
(A) SDS-PAGE; (B) Western-blot. M: Prestained standard pro-
tein marker; 1: Before induction; 2: After induction; 3: Suspen-
sion after ultrasound; 4: Supernatant after ultrasound; 5: Pre-
cipitant after ultrasound.
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2.4 免疫小鼠血清抗体效价检测

小鼠进行免疫后, 用重组 SOAT1蛋白检测血
清抗体效价。以初次免疫前的检测值作为阴性对

照, 以大于 2.1倍阴性对照(即 P/N逸2.1)的 OD值
作为阳性。结果显示, 经四轮免疫, 小鼠血清抗体
在 1︰3 200 000稀释后仍可被检测出, 说明该抗
体已达到制备单克隆抗体的要求(图 4)。

2.5 单克隆抗体的纯化与鉴定

结果显示: Protein G柱纯化后的抗体泳道出
现 3 条带, 分别是 24 kD 的轻链、55/70 kD的重
链和 100 kD的重链聚合体; 此外, 未纯化的腹水
泳道有杂蛋白条带出现, 辛酸硫酸铵沉淀纯化和
Protein G 柱纯化后的泳道杂蛋白明显减少 , 且

Protein G柱纯化后的抗体泳道目的蛋白更为明
显(图 5)。这说明纯化后单克隆抗体的纯度和浓度
显著提高, 基本达到后续实验要求。经过纯化后,
最终共获得 5株抗 SOAT1单克隆抗体, 分别命名
为 1F3、1G3、1D6、2F8、4D11。采用 BCA法测定并
计算所得单克隆抗体的质量浓度,结果如下: 1F3为
0.55 mg/mL; 1G3为 0.55 mg/mL; 1D6为 0.57 mg/mL;
2F8为 0.56 mg/mL; 4D11为 0.75 mg/mL。

图 3 SOAT1重组蛋白的纯化
(A) 不同浓度尿素中重组蛋白质的溶解情况。M: 预染蛋白质分子量标准, 1~5: 8 mol/L、6 mol/L、4 mol/L、2 mol/L、1 mol/L
尿素浓度, a~c: 蛋白质悬液、悬液离心后的沉淀和悬液离心后的上清; (B) 重组蛋白质的纯度鉴定。M: 预染蛋白质分子量
标准, 1~8: 20 mmol/L、30 mmol/L、50 mmol/L、70 mmol/L、90 mmol/L、100 mmol/L、200 mmol/L和 300 mmol/L咪唑洗脱液, 9:
挂柱流穿液。

Fig.3 Purification of the recombinant SOAT1 protein
(A) Recombinant protein dissolution in different concentrations of urea. M: Prestained standard protein marker; 1~5: Urea con原
centrations 8 mol/L, 6 mol/L, 4 mol/L, 2 mol/L and 1 mol/L, respectively; a~c: Protein suspension, precipitant and supernatant,
respectively; (B) Recombinant protein purity identification. M: Prestained standard protein marker; 1~8: Imidazole eluent concen-
trations 20 mmol/L, 30 mmol/L, 50 mmol/L, 70 mmol/L, 90 mmol/L, 100 mmol/L, 200 mmol/L and 300 mmol/L, respectively; 9: The
flow-through.

图 4 免疫小鼠血清抗体效价检测
Fig.4 Detection of antibody titers in sera of immunized
mice

图 5 单克隆抗体的纯化结果
M: 预染蛋白质分子量标准; 1: 纯化前未煮沸的腹水; 2: 纯
化前煮沸的腹水; 3: 辛酸硫酸铵沉淀纯化后未煮沸的腹
水; 4: 辛酸硫酸铵沉淀纯化后煮沸的腹水; 5: Protein G柱
纯化后未煮沸的单克隆抗体; 6: Protein G柱纯化后煮沸的
单克隆抗体。
Fig.5 Purification results of monoclonal antibodies
M: Prestained standard protein marker; 1: Unboiled ascites
before purification; 2: Boiled ascites before purification; 3:
Unboiled ascites after purification by bitter-ammonium sul-
fate precipitation; 4: Boiled ascites after purification by bit-
ter-ammonium sulfate precipitation; 5: Unboiled purified mo-
noclonal antibody; 6: Boiled purified monoclonal antibody.
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2.6 单克隆抗体亚型鉴定

利用间接 ELISA法, 对筛选得到的杂交瘤细
胞稳定分泌的抗体进行亚型鉴定, 结果显示: 1F3
是 IgG2a型, 其余 4株单抗均是 IgG1型(图 6)。
2.7 单克隆抗体效价测定

由图 7可知, 1F3、2F8、4D11 的效价均达到
1︰204 800; 1D6和 1G3的效价达到 1︰102 400。

2.8 Western-blot检测肝癌细胞中的 SOAT1
Western-blot结果显示, 在 1︰500的稀释比

下, 1D6和 4D11可以识别 Huh-7细胞中的SOAT1
蛋白(图 8)。
2.9 免疫组织化学鉴定肝癌组织中的 SOAT1

选取 4D11用于免疫组织化学鉴定。结果显
示, 4D11可以识别肝癌组织切片中的 SOAT1蛋

图 6 单克隆抗体亚型鉴定
Fig.6 Monoclonal antibody subtype identification

图 8 Western-blot检测 Huh-7细胞表达的 SOAT1
Fig.8 Western-blot detection of SOAT1 expressed in Huh-7 cells
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图 7 单克隆抗体效价
Fig.7 Titration of monoclonal antibodies
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图 9 免疫组织化学检测肝癌组织中表达的 SOAT1 (400伊)
(A) 人正常心肌组织; (B) 人正常肝脏组织; (C) 高分化肝细胞癌组织。红圈指示部分为免疫组织化学结果阳性区域。
Fig.9 Detection of SOAT1 expressed in liver cancer tissues by immunohistochemistry (400伊)
(A) Normal myocardial tissue; (B) Normal liver tissue; (C) Well-differentiated hepatocellular carcinoma tissue. The red circle in-
dicates the positive area in immunohistochemistry staining.

图 10 4D11可变区重轻链核苷酸及氨基酸序列
Fig.10 Nucleotide and amino acid sequences of light and heavy chains in variable region of 4D11

(A) (B) (C)

白(图 9)。
2.10 单克隆抗体 4D11可变区结构域测序
为了后续抗体功能研究工作的开展, 对 4D11

可变区进行了测序, 结果如图 10所示。
3 讨论

肝癌作为一种常见的恶性肿瘤, 其高死亡率
及高侵袭性给患者及家庭带来巨大的医疗经济负

担。因此, 针对肝癌的早期筛查及早期诊断对改

善预后、延长患者生存期具有重大意义。甲胎蛋白

(alpha-fetoprotein, AFP)是临床广泛使用的肝癌血
清标志物, 但其灵敏度和特异性较低, 仅三分之
一肝癌患者的 AFP水平高于 100 ng/mL; 而在无
恶性肿瘤情况下, 慢性肝病患者血清 AFP也有所
升高[9]。近年来, 脱-酌-羧基凝血酶原(des-酌-car原
boxy-prothrombin, DCP)也开始被用于早期肝癌的
诊断,但样本量少,检测质量各异,仍需更多高质量
研究进一步证明 DCP在肝癌诊断中的可行性[10]。
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所以, 开发一种新的具有高特异性及灵敏度的肝
癌诊断标志物是当务之急。

近年来, 脂质代谢的改变与癌症发生发展之
间的关系受到众多学者的关注。有研究指出, 脂
肪细胞可通过增加肉碱棕榈酰基转移酶 1A (car-
nitine palmitoyltransferase 1A, CPT1A)和电子转运
链复合蛋白的水平来驱动脂肪酸代谢, 促进乳腺
癌细胞的增殖及迁移, 从而加速癌症的进展[11]。此
外, Wang等[12]发现, 3个脂质代谢相关基因在肝
细胞癌中高表达, 并与癌症预后紧密联系, 可作
为肝细胞癌的独立预后因素。胆固醇作为脂质代

谢中的重要一员, 参与了癌症发生发展的过程。
有研究指出, 添加胆固醇可逆转熊果酸抑制肝细
胞癌生长的作用[13]。而另一项关于 p53抑制肝细
胞癌生长的机制研究证明, p53通过抑制甲羟戊
酸途径, 减少胞内胆固醇含量, 从而发挥抑制肝
癌细胞增殖的作用[14]。

SOAT1是一种调控细胞内胆固醇酯储存的
关键酶, 其高表达在神经胶质瘤、肾细胞癌、肾上
腺皮质癌、乳腺癌等多种癌症中已被证明与不良

预后相关[15-18]。Ren等[19]通过分析 TCGA数据库发
现, SOAT1在肝细胞癌及胆管癌中上调最为明显,
且 SOAT1的高表达与肝细胞癌患者的不良预后
相关。与此同时, Chen等[20]通过免疫组织化学比
较了肝癌及癌旁组织中 SOAT1的表达情况, 发现
SOAT1在肝癌组织中的表达显著高于癌旁组织。
由此推测, SOAT1单独或与其他血清学标志物联
合检测或可提高早期肝癌检出率。

运用原核表达系统进行蛋白质表达具有蛋白

质不溶、构象不稳及低纯化率等缺点,而融合标签
的使用, 可增强目的蛋白的表达, 提高蛋白质溶
解度[21]。本研究采用了两端带有 poly His标签的
pET-32a表达载体, 该标签是目前使用最广的亲
和标签, 不会对蛋白质的表达和折叠产生影响,
且带 His标签的重组蛋白质与 Ni(域)-亚硝基三乙
酸(Ni2+-NTA)具有高亲和力, 允许通过梯度浓度咪
唑使结合的重组蛋白质解离, 从而达到纯化的效
果。本实验所获得的重组蛋白质以包涵体的形式

存在于胞质, 难以溶解, 所以我们先使用梯度变
性剂尿素溶解包涵体, 之后通过透析的方法去除
变性剂, 使目的蛋白恢复天然构象, 最终得到可
用于小鼠免疫的重组蛋白质。在进行 4次免疫
后, 小鼠血清效价达 1︰3 200 000, 这说明重组
SOAT1蛋白具有良好免疫原性。经细胞融合、亚

克隆试验, 最终筛得 5株抗 SOAT1单克隆抗体,
分别命名为 1F3、1G3、1D6、2F8、4D11。根据间接
ELISA结果可知, 5株抗体均具有较高的效价亲
和力。其中, 4D11能够在Western-blot、免疫组织
化学等试验中检测到 SOAT1蛋白, 这说明我们最
终获得了一株能够特异识别肝癌细胞所表达的

SOAT1蛋白的单克隆抗体。后续我们将利用该株
抗体检测正常人及肝癌患者血清中的 SOAT1, 进
一步研究 SOAT1作为肝癌新标志物的可行性。
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