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靶向人ＣＰＮＥ７可变剪接异构体的鼠源抗血清制备与应用鉴定

王彬睿１，马中琪２，常　峥３，李艳萍１，周欢思１，金明静１，赵黎梅３，颜健华２，

卢春花１，３

（１．广西中医药大学附属国际壮医医院 壮瑶医药研究实验室，广西 南宁　５３０２００；２．广西大学 医学院，广西 南宁　
５３０００４；３．南宁市第一人民医院 医学实验中心，广西 南宁　５３００２１）

［摘　要］目的 钙依赖性膜结合蛋白７（ＣＰＮＥ７）的关键可变剪接异构体在多种肿瘤中异常表达，为深入研究其功能，本研
究拟制备一种能特异性同时识别ＣＰＮＥ７ＦＬ与ＣＰＮＥ７Ｓ两种主要可变剪接异构体的鼠源抗血清。方法 基于生物信息学

筛选ＣＰＮＥ７异构体的共同保守序列，设计并合成肽段免疫８只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠制备抗血清，通过间接 ＥＬＩＳＡ测定抗血清效
价。随后，构建ＣＰＮＥ７原核表达载体并建立Ａ５４９细胞过表达体系，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证抗血清的特异性。结果 成功获

得效价达１∶３２０００的抗血清。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，该抗血清能有效识别原核表达的ＧＳＴＣＰＮＥ７融合蛋白，并能在真核
细胞中检测到过表达的ＣＰＮＥ７ＦＬ与ＣＰＮＥ７Ｓ异构体。结论 本研究成功制备了高效价、高特异性的抗人ＣＰＮＥ７抗血清，
为后续开展ＣＰＮＥ７异构体表达谱分析、功能研究及其在肿瘤诊疗中的作用提供有效的研究工具。
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　　可变剪接（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇ，ＡＳ）广泛存在
于人类基因表达调控中，ＡＳ失调几乎涉及肿瘤发
生发展的各个环节，包括促进增殖、抑制凋亡、增

强迁移侵袭、耐药与免疫逃逸等，被认为是肿瘤

形成的关键分子事件之一［１３］。因此，针对由 ＡＳ
产生的特定蛋白异构体开发研究工具，对于深入

理解其生物学功能及肿瘤相关作用机制具有重

要意义。

钙依赖性磷脂结合蛋白（ｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰＮＥ）家族是一类钙
依赖性膜结合蛋白，在哺乳动物中有 ９个成员
（ＣＰＮＥ１～９），其典型结构由 Ｎ端两个 Ｃ２结构域
（Ｃ２Ａ／Ｃ２Ｂ）与 Ｃ端 Ａｄｏｍａｉｎ样结构域组成，能够
感应Ｃａ２＋并与带负电的膜磷脂相互作用，以此参
与膜转运、囊泡交通及信号转导等生物过程［４６］。

ＣＰＮＥ７是该家族的重要成员，在发育与上皮分化
中发挥关键作用。研究表明，ＣＰＮＥ７由釉原上皮
分泌，可诱导间充质细胞向成牙本质细胞分化［７］，

并通过与细胞表面受体 ｎｕｃｌｅｏｌｉｎ结合，调控原纤
毛形成及分化信号［８９］。近年来，ＣＰＮＥ７在多种肿
瘤中被发现异常高表达，尤其在结直肠癌中显著上

调，与不良预后相关［１０１２］。功能实验显示，ＣＰＮＥ７
可通过与 ＰＫＭ２、ＮＯＮＯ等分子互作，分别激活
ＭＡＰＫ信号通路或促进ＺＦＰ４２转录，从而促进肿瘤
细胞增殖、迁移与转移［１１１２］。敲低 ＣＰＮＥ７能增强
结直肠癌细胞对５氟尿嘧啶的敏感性，提示其在
化疗反应调控中具有潜在价值［１２］。本课题组长期

关注ＣＰＮＥ家族多个成员在肺癌发生发展中的作
用，针对该家族关键成员开发特异性研究工具是系

统研究的重要基础。

然而，目前对 ＣＰＮＥ７不同可变剪接异构体的
功能分化与调控机制尚缺乏系统研究，关键瓶颈在

于缺乏能够同时识别 ＣＰＮＥ７ＦＬ与 ＣＰＮＥ７Ｓ两种
主要异构体的特异性抗血清工具［１３］。为此，本研

究基于ＣＰＮＥ７异构体序列特征设计并合成多肽抗
原，以 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠为模型制备抗血清，并通过
ＥＬＩＳＡ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证其效价与特异性，为进
一步研究ＣＰＮＥ７异构体的表达分布及生物学功能
提供实验基础，也为其在肿瘤诊断与治疗中的应用

奠定技术支持［１４］。

１　材料与方法
１．１　实验材料　实验所用人肺腺癌上皮细胞
Ａ５４９购自中国科学院细胞库，Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α及
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１购自上海生工生物工程有限公司，慢
病毒（ＣＰＮＥ７ＦＬＦＬＡＧ与 ＣＰＮＥ７ＳＦＬＡＧ）由吉玛
基因科技有限公司合成。ＤＭＥＭ培养液、胎牛血
清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｏｐｔｉ
ＭＥＭⅠ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；氢
氧化铝佐剂购自ＭＣＥ公司；异丙基βＤ硫代半乳
糖吡喃糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，
ＩＰＴＧ）购自Ｓｉｇｍａ公司；蛋白质相对分子质量（Ｍｒ）
标准、ＰＶＤＦ膜购自 ＢｉｏＲａｄ公司；聚凝胺、辣根过
氧化物酶标记的抗鼠二抗、ＲＩＰＡ裂解液、青霉素、
链霉素、嘌呤霉素、胰蛋白酶细胞消化液、抗体稀释

液、ＥＣＬ化学发光检测试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司。
６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠由北京维通利华实验
动物技术有限公司提供。本研究动物实验方案

经广西大学实验动物伦理委员会审批通过（ＮＯ：
ＧＸＵ２０２２１６６），所有实验均遵循实验动物伦理
相关规范进行。

１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　在 Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ）检索人类ＣＰＮＥ７基因，获
得其主要可变剪接异构体 ＮＭ＿０１４４２７５（ＣＰＮＥ７
ＦＬ）与 ＮＭ＿１５３６３６３（ＣＰＮＥ７Ｓ）。比较两种转录
本的外显子结构，识别缺失区域并确定可变剪接

模式。

１．２．２　序列比对与二级结构预测　在 ＣｌｕｓｔａｌＯ
ｍｅｇａ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｏ）
在线工具中将 ＣＰＮＥ７ＦＬ与 ＣＰＮＥ７Ｓ的氨基酸序
列进行多序列比对，分析保守结构域差异。利用

ＥＳＰｒｉｐｔ３０（ｈｔｔｐｓ：／／ｅｓｐｒｉｐｔ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ＥＳＰｒｉｐｔ／ｃｇｉ
ｂｉｎ／ＥＳＰｒｉｐｔ．ｃｇｉ）对ＣＰＮＥ７序列保守性与二级结构
进行整合分析。

１．２．３　剪接事件与表达谱分析　通过 ＴＣＧＡ
ＳｐｌｉｃｅＳｅｑ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｍｄａｎｄｅｒ
ｓｏｎ．ｏｒｇ／ＴＣＧＡＳｐｌｉｃｅＳｅｑ）分析 ＣＰＮＥ７在不同癌种
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中的可变剪接事件及ＰＳＩ值（外显子在转录本中的
包含比例，反映剪接事件在不同样本间的相对使用

水平）分布；结合人类蛋白质图谱数据库（ｈｕｍａｎ
ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ，ＨＰＡ），分析其在各肿瘤组织中的表
达模式。

１．２．４　抗原片段设计与合成　比对 ＣＰＮＥ７ＦＬ和
ＣＰＮＥ７Ｓ蛋白异构体的氨基酸序列，筛选出在主要
转录本中高度保守且不涉及可变剪接的区域作为

候选抗原表位。由苏州强耀生物科技有限公司负

责合成偶联，并选取氨基酸序列合成多肽与载体蛋

白（ｋｅｙｈｏｌｅｌｉｍｐｅｔｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ，ＫＬＨ）偶联以增强
其免疫原性，同时与牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）偶联多肽，用于后续 ＥＬＩＳＡ检测与
抗血清筛选。

１．２．５　小鼠免疫与抗血清制备　选用８只６～８
周龄、体质量１８～２２ｇ的雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。按每
只２５μｇ抗原剂量，首次免疫将合成的 ＣＰＮＥ７多
肽ＫＬＨ偶联物与铝佐剂（体积比９∶１）充分混匀并
吸附，制备２００μＬ免疫混悬液，经背部多点皮下注
射实施免疫；后续加强免疫继续采用铝佐剂制备免

疫混悬液。共进行３次免疫，每次间隔１４ｄ。在终
末取血前进行末次加强免疫，以进一步提高抗体滴

度和特异性。每次免疫后通过尾静脉采血获取血

清，采用间接ＥＬＩＳＡ方法检测抗体效价变化，对免
疫应答水平进行动态监测。根据 ＥＬＩＳＡ检测结
果，筛选抗体反应较高且稳定的小鼠个体血清用于

后续实验分析。末次免疫后７～１０ｄ，在麻醉下心
脏取血，室温静置１ｈ后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，分离血清并于－８０℃保存备用。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ测定抗血清效价　采用间接 ＥＬＩＳＡ
法测定抗血清效价。将 ＣＰＮＥ７多肽ＢＳＡ偶联物
以０１μｇ／孔包被９６孔酶标板，４℃过夜孵育。弃
包被液后用ＰＢＳＴ洗涤３次，加入２００μＬ５％ ＢＳＡ
封闭液，于３７℃孵育２ｈ。再以１∶５００～１∶６４０００
梯度稀释的小鼠血清为一抗，３７℃孵育１ｈ，洗涤
后加入ＨＲＰ标记抗鼠 ＩｇＧ（二抗，１∶５０００），３７℃
孵育４５ｍｉｎ。经洗涤后加显色液反应，测定各孔
ＯＤ值，计算抗血清效价。以抗血清与阴性对照比
值（Ｐ／Ｎ）≥２１，阴性对照 ＯＤ４５０值 ＜０２为阳性判
定标准，据此确定抗血清的最高阳性稀释倍数作为

其效价。各检测点均设置平行重复孔，结果取平

均值。

１．２．７　载体构建与蛋白提取　将 ＣＰＮＥ７ＦＬ与
ＣＰＮＥ７Ｓ编码序列分别克隆至 ｐＧＥＸ４Ｔ１载体，

在Ｎ端融合ＧＳＴ标签。测序鉴定正确的重组质粒
经Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α扩增后转入Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１菌株，在
含１００ｍｇ／ＬＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎ的ＬＢ培养基中３７℃培养。
细胞生长至ＯＤ６００为０６～０８时，加入０５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，于２０℃诱导过夜。收集菌体后超声裂解，
１２０００×ｇ、４℃离心２０ｍｉｎ，取上清用于后续分析。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　蛋白样品经 １２％分离胶、
５％浓缩胶 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，部分胶用于考马斯亮
蓝染色评估目标蛋白分子质量及表达水平，其余转

移至０４５μｍＰＶＤＦ膜。膜以５％脱脂奶粉 ＴＢＳＴ
封闭１ｈ，加入自制 ＣＰＮＥ７抗血清（１∶１０００）４℃
孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤后加入 ＨＲＰ标记抗鼠 ＩｇＧ
（１∶５０００）于室温孵育１ｈ，经 ＥＣＬ显色检测并成
像记录。为进一步验证，切取与理论分子质量一致

的蛋白条带，经脱色和胰蛋白酶酶解后，采用

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ鉴定。
１．２．９　过表达细胞系的制备及抗血清应用　由
吉玛基因科技有限公司合成 ＣＰＮＥ７ＦＬＦＬＡＧ与
ＣＰＮＥ７ＳＦＬＡＧ慢病毒，在 Ｎ端融合 ＦＬＡＧ标签。
选取Ａ５４９细胞，于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基中，在３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养。待细胞融
合度达４０％～６０％时，加入含有８ｍｇ／Ｌ聚凝胺的
病毒感染液进行感染，２４ｈ后更换为新鲜培养基。
感染７２ｈ后加入２ｍｇ／Ｌ嘌呤霉素进行筛选，持续
约１周，获得稳定表达 ＦＬＡＧ标记 ＣＰＮＥ７ＦＬ或
ＣＰＮＥ７Ｓ的Ａ５４９过表达细胞系。细胞融合度达
８０％～９０％时更换培养基，ＰＢＳ洗涤后用裂解液裂
解２０ｍｉｎ，于４℃、１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清
测定蛋白浓度并于－８０℃保存。所得蛋白样品用
于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。

２　结果
２．１　转录本与蛋白结构分析　人类 ＣＰＮＥ７基因
通过可变剪接产生功能不同的主要异构体，Ｅｎ
ｓｅｍｂｌ数据库检索显示，存在两种编码蛋白的转录
本：ＣＰＮＥ７ＦＬ（全长型，ＮＭ＿０１４４２７５）和ＣＰＮＥ７Ｓ
（缺失型，ＮＭ＿１５３６３６３），后者缺失第３－４外显子
（图１Ａ）。序列比对表明，两者在主要功能结构域
区域高度保守，但ＣＰＮＥ７Ｓ缺失部分β折叠区（图
１Ｂ），可能影响局部构象稳定性。第３４４－３５４位
氨基酸序列“ＫＹＫＱＫＲＲＳＹＫＮ”在上述两种主要异
构体中未涉及可变剪接（图１Ｂ），因此被选作抗原
肽段用于抗血清制备。
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　　Ａ：ＣＰＮＥ７ＦＬ与ＣＰＮＥ７Ｓ转录本结构对比，黄色方块表示外显子，黑色连线表示内含子区域，箭头表示转录方向，
与ＣＰＮＥ７ＦＬ相比，ＣＰＮＥ７Ｓ缺失第３－４外显子（红色标记区域）；Ｂ：ＣＰＮＥ７ＦＬ与 ＣＰＮＥ７Ｓ二级结构比对，红色高亮
区域表示两种异构体共有的氨基酸序列，红色虚线方框标示由于可变剪接导致缺失的β折叠结构区域，绿色方框标示
所筛选的抗原肽段。

图１　ＣＰＮＥ７转录本及序列分析
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２．２　肿瘤中的剪接事件与表达谱分析　ＴＣＧＡ
ＳｐｌｉｃｅＳｅｑ数据库分析表明，ＣＰＮＥ７基因第３－４外
显子存在外显子跳跃事件，形成 ＣＰＮＥ７Ｓ转录本
（图２Ａ）。该事件在多种肿瘤中具有一定发生率，
不同癌种间 ＰＳＩ值存在差异，提示 ＣＰＮＥ７在不同
组织来源的肿瘤中具有特异的可变剪接模式，可能

与肿瘤发生发展密切相关（图２Ｂ）。结合 ＨＰＡ数
据库分析发现，ＣＰＮＥ７在多种肿瘤组织中均有不

同程度的阳性表达，其中淋巴瘤呈中至强阳性；甲

状腺癌及部分结直肠癌、卵巢癌、睾丸癌和皮肤癌

呈中等强阳性，而肝癌、宫颈癌、子宫内膜癌表达较

低（图３）。其中，肺癌组织呈中低水平表达，Ａ５４９
细胞本底表达较低，适合作为过表达验证模型。以

上结果提示，ＣＰＮＥ７在不同肿瘤组织中异常表达，
其可变剪接异构体可能与组织特异性功能及肿瘤

进展相关。

　　Ａ：ＣＰＮＥ７基因外显子结构，蓝色方块表示外显子（Ｅｘｏｎ１～１７），连线表示内含子，红色标记
表示外显子３－４跳跃事件，对应剪接异构体ＣＰＮＥ７Ｓ；Ｂ：不同癌种中ＣＰＮＥ７外显子３－４跳跃事
件的ＰＳＩ值分布，横坐标为肿瘤类型（ＴＣＧＡ），纵坐标为ＰＳＩ值（０～１），红色表示肿瘤组织，绿色表
示正常组织，箱线图显示数据分布及中位数。

图２　ＣＰＮＥ７外显子可变剪接事件分析

图３　ＣＰＮＥ７蛋白在不同肿瘤组织中阳性表达比例

２．３　ＣＰＮＥ７抗血清效价检测　将 ＫＬＨＣＫ
ＹＫＱＫＲＲＳＹＫＮ肽免疫小鼠，采集免疫鼠的血清作为
抗血清，进行梯度稀释后，以ＢＳＡＣＫＹＫＱＫＲＲＳＹＫＮ

肽段作为包被抗原，用间接ＥＬＩＳＡ对抗血清的血清
效价进行测定。以抗血清与阴性对照比值（Ｐ／Ｎ）≥
２１且阴性对照ＯＤ４５０值 ＜０２为阳性判定标准，据
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此确定所制备的抗血清的最大滴度达到１∶３２０００
（图４），所制备的抗血清具有较高免疫反应性和良
好的特异性识别能力，可用于后续的蛋白表达与功

能研究。

图４　抗ＣＰＮＥ７抗血清ＥＬＩＳＡ效价曲线

２．４　原核表达与抗血清验证　收集 ＩＰＴＧ诱导表
达后的菌体进行蛋白提取，并通过１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ
分离后以考马斯亮蓝染色观察到在 ｐＧＥＸ４Ｔ１
ＣＰＮＥ７Ｓ目的分子质量 （８７ｋＤａ）ｐＧＥＸ４Ｔ１
ＣＰＮＥ７ＦＬ目的分子质量（９６ｋＤａ）附近出现特异
性条带（图５Ａ），ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ鉴定，结果显
示所得肽段与ＣＰＮＥ７蛋白序列高度一致（图５Ｃ），
确认该条带确系 ＣＰＮＥ７重组蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测，结果表明自制 ＣＰＮＥ７抗血清能够在理论分
子量处识别出特异性条带。其中，ＧＳＴＣＰＮＥ７Ｓ
原核表达蛋白理论分子质量约为 ８７ｋＤａ，ＧＳＴ
ＣＰＮＥ７ＦＬ原核表达蛋白约为９６ｋＤａ，而空载体菌
未检测到条带（图５Ｂ），该抗血清具有良好的特异
性与应用价值。

　　Ａ：ＧＳＴＣＰＮＥ７蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ图（泳道１：ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＰＮＥ７Ｓ诱导后；泳道２和泳道４：ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＰＮＥ７诱
导前；泳道 ３：ｐＧＥＸ４Ｔ１ＣＰＮＥ７ＦＬ诱导后；泳道 Ｍ：蛋白质 Ｍｒｍａｒｋｅｒ）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＰＮＥ７抗体识别
ＣＰＮＥ７Ｓ及ＣＰＮＥ７ＦＬ原核表达蛋白；Ｃ：质谱鉴定ＧＳＴＣＰＮＥ７蛋白质谱图。

图５　ＣＰＮＥ７原核表达与抗血清应用
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２．５　过表达细胞系构建与验证　Ａ５４９细胞经慢
病毒感染并稳定整合后，成功获得 ＣＰＮＥ７ＦＬ
ＦＬＡＧ与 ＣＰＮＥ７ＳＦＬＡＧ的过表达细胞株。蛋白
质提取后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果显示在目的

蛋白分子质量位置出现与理论值相符且信号强度

明显高于对照组的特异性条带，且相应的ＦＬＡＧ抗
体验证亦显示阳性结果（图６）。

　　Ａ：Ａ５４９ＣＰＮＥ７过表达细胞显微镜成像；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＰＮＥ７抗血清识别Ａ５４９中过表达的
ＣＰＮＥ７Ｓ蛋白，以 ＧＡＰＤＨ作为内参对照；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＰＮＥ７抗血清识别 Ａ５４９中过表达的
ＣＰＮＥ７ＦＬ蛋白，以ＧＡＰＤＨ作为内参对照。

图６　ＣＰＮＥ７过表达细胞系与抗血清应用

３　讨论
本研究围绕ＣＰＮＥ７基因的可变剪接异构体开

展系统性研究，结合生物信息学分析与实验验证，明

确了ＣＰＮＥ７主要存在２种转录本：全长型 ＣＰＮＥ７
ＦＬ与缺失型ＣＰＮＥ７Ｓ。有研究表明可变剪接在肿

瘤发生中广泛失调［３，１５］，本研究生物信息学结果

显示，短转录本缺失第３－４外显子，导致部分β－
折叠结构缺失，该剪接事件在多种肿瘤组织中频繁

发生，肿瘤组织ＰＳＩ值存在差异，且 ＣＰＮＥ７总体表
达在多癌种中呈阳性，由此推测 ＣＰＮＥ７的可变剪
接与其在肿瘤发生发展中的作用密切相关［１５１７］。
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在此基础上，本研究选择了上述两种主要异构体中

高度保守的氨基酸序列“ＫＹＫＱＫＲＲＳＹＫＮ”作为免
疫抗原，并成功制备获得针对 ＣＰＮＥ７的抗血清。
该抗血清可同时识别 ＣＰＮＥ７ＦＬ与 ＣＰＮＥ７Ｓ两种
异构体，在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验中均可检测到与理论
分子质量一致的特异性条带。结合结构生物学分

析，ＣＰＮＥ７Ｓ缺失的第３－４外显子区域对应部分
β折叠区，可能影响 Ｃ２结构域的空间稳定性，从
而削弱其Ｃａ２＋依赖性膜结合能力及蛋白相互作用
界面［４，６］。ＣＰＮＥ７ＦＬ含有完整的 Ｃ２Ａ／Ｃ２Ｂ结构
域，可感应Ｃａ２＋并与带负电的膜磷脂相互作用；而
ＣＰＮＥ７Ｓ结构域缺失可能导致膜结合能力下降或
信号转导特性改变。结合文献报道，ＣＰＮＥ７可通
过与ＰＫＭ２、ＮＯＮＯ等分子互作调控 ＭＡＰＫ及转录
网络通路［１１１２，１８］，推测 ＣＰＮＥ７的可变剪接可能
通过改变其相互作用蛋白谱和亚细胞定位，进而

影响肿瘤细胞的代谢调控、迁移和药物耐受性。

蛋白功能研究高度依赖于稳定且特异的研究

工具的建立。已有研究通过原核表达系统成功获

得重组蛋白，并结合活性检测与虚拟筛选策略，筛

选出具有功能调控作用的小分子抑制剂，为相关蛋

白的功能研究及药物开发提供了重要基础［１９］。

本研究成功获得了可识别ＣＰＮＥ７两种主要异
构体的抗血清，但仍存在一定局限性。由于 Ａ５４９
细胞内源性ＣＰＮＥ７表达水平较低，可在低背景条
件下清晰地评估抗血清对目标蛋白的识别能力，从

而有效避免内源性表达差异及非特异性条带对结

果判读的干扰。同时，该体系可分别构建 ＣＰＮＥ７
ＦＬ与ＣＰＮＥ７Ｓ两种异构体的表达模型，有助于直
接验证抗血清对不同剪接异构体的识别能力。后

续研究将利用Ｒａｊｉ（淋巴瘤）或ＮＴＥＲＡ２（睾丸癌）
等细胞系，进一步评估该抗血清对内源 ＣＰＮＥ７蛋
白的识别效果。并且，目前主要验证了抗血清在

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ中的应用效果，尚未在免疫组化、免疫
荧光或免疫沉淀等实验中系统评估其适用性。此

外，尽管本研究制备的抗血清在过表达体系中具有

良好的识别性能，但在多种细胞系中未能检测到内

源性 ＣＰＮＥ７蛋白。本研究在肝癌 ＨｅｐＧ２及肺癌
Ｈ１２９９等常用细胞系中进行了检测，均未观察到明
确的内源性特异性条带。其原因可能与ＣＰＮＥ７在
上述细胞系中整体表达水平较低，或抗体识别的线

性表位在天然构象中暴露不足有关。由此推测，该

抗血清目前主要适用于ＣＰＮＥ７过表达体系的相关

研究（如功能恢复实验），其在内源性检测中的应

用仍需借助免疫沉淀等高灵敏度技术进一步验证。

同时，本研究对 ＣＰＮＥ７异构体功能差异的推测主
要基于生物信息学与结构分析，尚缺乏细胞及动物

水平的实验证据。未来研究可在此基础上进一步

优化抗体制备策略，开发能够区分特定异构体的单

克隆抗体或通过抗体工程提高特异性与稳定性。

同时也利用该抗体系统研究ＣＰＮＥ７异构体在不同
癌种及分期组织中的表达分布，并结合细胞与动物

模型阐明其在肿瘤发生、转移及药物反应中的具体

作用。
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