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LINE1-ORF1p 过表达对肾母细胞瘤
细胞 WT_CLS1 增殖的影响

唐美玲 1　肖萍 2　邹继珍 2　曹丁丁 1　李媛媛 1　常会波 1

（1. 首都儿科研究所生化免疫科；2. 首都儿科研究所病理科，北京　100020）

［摘要］　目的　制备 LINE1-ORF1p 多克隆抗体，研究 LINE1-ORF1p 过表达对肾母细胞瘤细胞 WT_CLS1

增殖的影响。方法　利用基因工程方法原核表达 LINE1-ORF1p，免疫家兔制备多克隆抗体。间接 ELISA 法检测

抗体效价，通过 Western blot 及免疫组化方法检测抗体对 LINE1-ORF1p 的特异性识别能力。构建真核表达载体

pEGFP-N1-LINE1-ORF1，转染 WT_CLS1 细胞，通过 Western blot 和 qRT-PCR 检测 LINE1-ORF1 蛋白和基因的表

达情况，采用细胞增殖实验和平板克隆形成实验检测 LINE1-ORF1p 对 WT_CLS1 细胞增殖及肿瘤细胞克隆形成

的影响。结果　制备的 LINE1-ORF1p 抗体效价 >1 : 16 000，能对细胞及肿瘤组织内 LINE1-ORF1p 特异识别。转

染 pEGFP-N1-LINE1-ORF1 的 WT_CLS1 细胞，其 LINE1-ORF1 的 mRNA 及蛋白水平显著增高（P<0.05），细胞

增殖能力和克隆形成能力都显著增强（P<0.05）。结论　LINE1-ORF1p 可以促进肾母细胞瘤细胞的生长和肿瘤

细胞克隆形成，可能参与肾母细胞瘤的发病机制。               ［中国当代儿科杂志，2018，20（6）：501-507］
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Effect of LINE1-ORF1p overexpression on the proliferation of nephroblastoma WT_
CLS1 cells
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Abstract: Objective    To prepare the LINE1-ORF1p polyclonal antibody, and to study the effect of LINE1-ORF1p 
on the proliferation of nephroblastoma WT_CLS1 cells. Methods    A genetic engineering method was used to achieve 
prokaryotic expression of LINE1-ORF1p, and rabbits were immunized with LINE1-ORF1p to prepare polyclonal 
antibody. Indirect ELISA was used to evaluate antibody titer, and Western blot and immunohistochemistry were used 
to evaluate the specific ability of antibody to recognize LINE1-ORF1p. The eukaryotic expression vector pEGFP-N1-
LINE1-ORF1 was constructed and used to transfect WT_CLS1 cells. Western blot and qRT-PCR were used to measure 
the protein and mRNA expression of LINE1-ORF1, respectively, and cell proliferation assay and colony-forming assay 
were used to evaluate the effect of LINE1-ORF1p on the proliferation of WT_CLS1 cells and the formation of tumor cell 
clone. Results    The LINE1-ORF1p antibody prepared had a titer of >1:16 000 and could specifically recognize LINE1-
ORF1p in cells and tumor tissue. WT_CLS1 cells transfected with pEGFP-N1-LINE1-ORF1 had significant increases 
in the mRNA and protein expression of LINE1-ORF1 and significantly enhanced cell proliferation ability and colony 
formation ability (P<0.05). Conclusions    LINE1-ORF1p can promote the growth of nephroblastoma cells and the 
formation of tumor cell clone, and may be involved in the pathogenesis of nephroblastoma.

[Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(6): 501-507]
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肾 母 细 胞 瘤 又 称 Wilms 瘤（Wilms tumor, 

WT），是儿童最常见的恶性实体瘤之一，常表现

为无痛性腹部包块、腹痛、血尿、高血压，也有

因其他疾病就医而偶然发现的病例。肾母细胞瘤

的发病机制错综复杂。近年来，长散布核元件 -1
（long interspersed nuclear element-1, LINE-1）在肿

瘤发生发展中的作用逐步得到证实。

LINE-1 是人类基因组中最丰富的能自主转

座的非末端重复序列反转录转座子，约占总序列

的 17％左右，它可通过“复制粘贴”的机制，以

RNA 为中介体，反转录并插入到新的基因位点。

这种反转录转座活动会影响基因组的稳定，从而

驱使肿瘤发生 [1-2]。众多研究表明体细胞中 LINE-1
反转录活性增强是许多上皮癌（如肾癌、卵巢癌、

肺癌和前列腺癌、黑色素瘤等）的特征性改变 [3]。

LINE-1 编码的 ORF1p 与 ORF2p 蛋白是支持其转

座的重要组分，而肿瘤细胞中 ORF1p 的水平是

ORF2p 的千倍左右，LINE-1 的过表达与肿瘤的增

殖、转移密切相关 [4-6]。

生理性 LINE-1 表达一般限于生殖细胞、胚胎

干细胞和早期胚胎 [7]。肾母细胞瘤与早期胚胎肾的

基因表达谱存在相似性，因此 LINE-1 的表达变化

可能与肾母细胞瘤的发生发展有着一定联系 [8]。由

于目前无市售人源性 LINE1-ORF1p 抗体，本研究

通过基因工程的方法原核表达 LINE1-ORF1p，经

动物免疫获得 LINE1-ORF1p 多克隆抗体后构建真

核表达载体 pEGFP-N1-LINE1-ORF1，研究肾母细

胞瘤细胞系 WT_CLS1 中 LINE1-ORF1p 过表达对

细胞增殖的影响，为进一步研究肾母细胞瘤的发

生机制提供新思路，以期为临床诊断及治疗提供

理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　 细 胞、 菌 株 和 质 粒　　大肠杆菌 TOP10

及 BL21（康为世纪生物公司）；原核表达载体

pET28a；真核表达载体 pEGFP-N1；人胚肾 293 细

胞、黑色素瘤细胞系 A375、宫颈癌 Hela 细胞系和

肾母细胞瘤 WT_CLS1 细胞（本实验室保存）。

1.1.2　主要试剂及耗材　　T4 DNA 连接酶，反

转录酶（Promega 公司）；限制性核酸内切酶

EcoRI、SalI 及 NdeI（Fermentas 公司）；质粒提

取试剂盒、DNA 胶回收试剂盒和 qPCR 试剂（康

为世纪生物公司）；qPCR 引物（上海捷瑞公

司）；异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷（isopropyl β-D-
thiogalactoside, IPTG）（Genview 公 司 ）；Luria-
Bertani（LB）培养基；超滤离心管（Sartorius公司）；

BCA 蛋白定量试剂盒（北京鼎国昌盛生物公司）；

β-actin（北京中杉金桥公司），HRP 标记的羊抗

兔 IgG（CST公司）；CCK-8试剂盒（日本同仁公司）；

Taq 酶，细胞转染试剂 TRANSFECT III，ECL 超敏

发光试剂（北京博海众诚生物科技有限公司）。

1.1.3　实验动物　　体 重约 2.5 kg 的家兔（北京

金牧阳实验动物公司）。

1.2　LINE1-ORF1p 抗体制备及鉴定

1.2.1　pET28a-LINE1-ORF1 及 pEGFP-N1-LINE1-
ORF1 的构建及鉴定　　扩增含有 LINE1-ORF1 基

因片段的质粒，用限制性内切酶 NdeI 和 SalI 进行

酶切，琼脂糖凝胶回收目的片段，并用相同的酶

酶切 pET28a 载体后回收片段。将目的片段与载体

片段用 T4 DNA 连接酶（4℃过夜）连接后转化进

TOP10 感受态细胞，涂布在含卡那霉素抗性的 LB

平板上 37℃孵育过夜。次日随机挑单克隆菌斑扩

增菌液，提取质粒并用 SalI 和 NdeI 双酶切及测序

鉴定，获得重组质粒。同样的方法构建真核表达

载体 pEGFP-N1-LINE1-ORF1，其中酶切位点选取

EcoRI 和 SalI。

1.2.2　pET28a-LINE1-ORF1p 的 诱 导 表 达、 纯 化 

将 pET28a-LINE1-ORF1 重组质粒转化到 BL21 感

受态细胞，涂布在含卡那霉素抗性的 LB 平板上，

37℃孵育过夜。挑取几个单克隆菌斑分别接种

到 2 mL 卡那霉素抗性 LB 培养基中，37℃震荡培

养，待菌液处于对数生长期时，加入不同终浓度

（0.5 mmol/L、1 mmol/L、1.5 mmol/L、2 mmol/L）

的 IPTG，分别 24℃培养 3 h、6 h、9 h 及过夜。收

集菌液沉淀，超声碎菌并离心，分别收集沉淀和

上清，通过 SDS-PAGE 胶电泳检测诱导的目的蛋

白表达，以确定最佳诱导条件。诱导条件确定后

将该菌株扩大培养，超声碎菌后经过亲和层析柱

纯化蛋白，再经超滤离心管进一步纯化并浓缩蛋

白，BCA 法测蛋白浓度并用 12% SDS-PAGE 胶鉴

定纯化效果。

1.2.3　多克隆抗体制备及纯化　　纯化的 LINE1-
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ORF1p 作为免疫原与等体积氟氏完全佐剂充分乳

化，皮下多点免疫法免疫家兔，每次剂量为 0.5 mg

（浓度 1 mg/mL），共免疫 6 次。于末次免疫后的

一周，颈动脉取血，分离血清。

用间接 ELISA 法测抗血清效价：将纯化的

pET28a-LINE1-ORF1p 用包被液稀释至约 100 ng/

mL，分别将阳性血清和阴性血清用 PBS 倍比稀释，

稀释梯度为 1 : 500 以及 1 : 1 000 至 1 : 64 000，二抗

为 HRP 标记的羊抗兔 IgG（1 : 3 000 稀释）。酶标

仪测定 450 nm 处各个孔的吸光度（A450），计

算阳性血清与阴性血清的吸光度之比（P/N），P/

N<1.5为阴性、1.5~<2.1为可疑阳性、≥2.1为阳性，

将 P/N ≥ 2.1 时所对应的血清最高稀释倍数作为抗

体的效价。获得的抗血清采用抗原亲和纯化的方

法纯化抗体。

1.2.4　Western blot 检测 LINE1-ORF1p 表达　　将

真核表达载体 pEGFP-N1-LINE1-ORF1 转染入人胚

肾 293 细胞，并以转染空载体及空白细胞做对照，

48 h 后收集细胞提取蛋白，通过 Western blot 检测

LINE1-ORF1p 表达。培养人黑色素瘤细胞系 A375

和人子宫颈癌Hela细胞系，收集细胞并提取蛋白，

通过 Western blot 检测两种细胞的 LINE1-ORF1p
表达。一抗工作浓度：β-actin 1 : 1 000，自制兔抗

LINE1-ORF1p 1 : 10 000；二抗（含有 HRP 的羊抗兔 

IgG）：1 : 2 000。用 Image J 软件分析各条带的灰度

值，计算目的条带相对于内参 β-actin 的灰度比值，

对蛋白表达进行定量分析。以上实验独立进行3次。

1.2.5　免疫组化检测黑色素瘤裸鼠模型肿瘤组织

的 LINE1-ORF1p 表达　　采用免疫组化试剂盒以

及自制兔抗 LINE1-ORF1p，按照说明书检测本课

题组前期保存的人黑色素瘤裸鼠模型（包括非核

苷类逆转录酶抑制剂依非韦伦处理模型和 DMSO

处理的对照模型）肿瘤组织的 LINE1-ORF1p 表达

情况。

1.3　LINE1-ORF1p 过 表 达 对 WT_CLS1 细 胞 系

增殖的影响

1.3.1　细胞转染及 LINE1-ORF1 蛋白与 mRNA 表

达的检测　　将真核表达载体 pEGFP-N1-LINE1-
ORF1 及 空 载 体 pEGFP-N1 转 染 入 WT_CLS1 细

胞，48 h 后收集细胞分别提取蛋白和 RNA。通过

Western blot 检测 WT_CLS1 细胞中 LINE1-ORF1p

的表达情况，一抗工作浓度：β-actin 1 : 1 000，

LINE1-ORF1 1 : 10 000， 二 抗 浓 度 1 : 2 000， 用

Image J 软件分析各条带的灰度值，计算目的条带

相对于内参 β-actin 的灰度比值，对蛋白表达进行

定量分析，以上实验独立进行 3 次。

通过 qRT-PCR 检测转染后的 WT_CLS1 细胞

LINE1-ORF1 mRNA 水平是否提高，以 β-actin 为

内参，进行 3 次独立实验，每次重复 3 个复孔。

由计算机给出的 CT 值计算平均值，再根据公式：

△△CT =[CT（转染组目的基因）-CT（转染组内参）] 

- [CT（空载体组目的基因）-CT（空载体组内参）]，

相对表达量 =2 - △△ CT ，计算 LINE1-ORF1 的相对

表达量。空载体 LINE1-ORF1 mRNA 表达量定为 1。

1.3.2　细胞增殖检测　　将真核表达载体 pEGFP-
N1-LINE1-ORF1 及 空 载 体 pEGFP-N1 转 染 WT_

CLS1 细胞，24 h 后将细胞按每孔 1x104 细胞密度

铺于 96 孔板进行细胞培养，利用 CCK-8 试剂盒观

察培养 24 h、48 h、72 h 后的活细胞数，每组 3 个

平行孔，实验独立重复 3 次，绘制平均生长曲线。

1.3.3　平板克隆形成试验　　将真核表达载体

pEGFP-N1-LINE1-ORF1 及空载体 pEGFP-N1 转染

WT_CLS1 细胞，转染 24 h 后将细胞按 1 000 个 /

孔的密度铺于六孔板，置于 37℃、5%CO2 的孵箱

中培养14~17d。肉眼观察到克隆形成时弃培养基，

PBS 洗 3 遍，甲醇固定 15~20 min，弃去固定液，

结晶紫染色 10~15 min，清水浸泡洗去多余染色背

景，晾干，计数克隆形成数目。实验独立重复3次。

1.4　统计学分析

采用 Excell 软件对数据进行处理。正态分布

的计量资料以 x±s 表示，组间比较进行 t 检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　LINE1-ORF1 原核、真核重组质粒的构建

通过常规基因克隆的方法将 LINE1-ORF1 基

因分别与原核表达载体 pET28a、真核表达载体

pEGFP-N1连接，经过双酶切鉴定，从核酸电泳图（图

1、2）可见双酶切产物为目的基因片段（1 017 bp）

与载体片段（原核表达载体 pET28a 为 5 369 bp，

真核表达载体 pEGFP-N1 为 4 700 bp），与理论值

相符。经过测序鉴定与原质粒目的基因序列一致，

正向插入载体中，表明两个重组质粒构建成功。
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图 4　间接 ELISA 法检测 LINE1-ORF1p 抗体效价

图 3　pET28a-LINE1-ORF1p 经 ITPG 诱导并纯化后

的 SDS-PAGE 电泳图　　M：蛋白 marker；1：纯化前；2：流

穿液；3：纯化后。[ITPG] 异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷。图 1　重组质粒 pET28a-LINE1-ORF1 酶切电泳图　

　1：重组质粒 pET28a-LINE1-ORF1；2：NdeI 和 SalI 酶切重组质

粒 pET28a-LINE1-ORF1；M：DL2000 marker。箭头所指为目的基

因 LINE1-ORF1 片段。

图 2　重组质粒 pEGFP-N1-LINE1-ORF1 酶切电泳图
　　1：重组质粒 pEGFP-N1-LINE1-ORF1；2：EcoRI 和 SalI 酶切

重组质粒 pEGFP-N1-LINE1-ORF1；M：DL2000 marker。箭头所指

为目的基因 LINE1-ORF1 片段。

2.2　pET28a-LINE1-ORF1p 的表达、纯化

诱导条件经过优化后，最终确定诱导 pET28a-
LINE1-ORF1p 表达的条件。即扩大培养的阳性菌

株，在对数生长期加入IPTG至终浓度1.5 mmol/L，

24℃过夜（12~16 h）震荡培养，收集蛋白并纯化。

12% SDS-PAGE 胶电泳显示（图 3），在 40 kD 处

有清晰单一的目的条带，纯化效果较好。将纯化

的蛋白经超滤离心管进一步离心获得更纯的蛋白

并浓缩。

2.3　LINE1-ORF1p 抗体制备、效价检测及纯化

用纯化的重组蛋白 pET28a-LINE1-ORF1p 免

疫家兔，制备抗血清，间接 ELISA 法检测抗体效

价（图 4），显示效价 >1 : 16 000，表明制备的抗

体有较高的效价。按照抗原亲和纯化的步骤将抗

体从血清中纯化并浓缩，最后加入等体积 50% 甘

油，-20℃保存。

2.4　LINE1-ORF1p 抗体的鉴定

人胚肾 293 细胞瞬时转染 LINE1-ORF1 后，

利用自制 LINE1-ORF1p 抗体经 Western blot 检测，

在 40 kD 处可见清晰单一的条带，空载体转染（对

照）细胞未见目的条带。利用自制 LINE1-ORF1p

抗体，经 Western blot 检测黑色素瘤细胞 A375 和

宫颈癌 Hela 细胞的 LINE1-ORF1p 表达，在 40 kD

处可见清晰单一的条带。见图 5。
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图 8　LINE1-ORF1p 过表达对 WT_CLS1 细胞增殖的

影响（n=3）　　a 示与同一时间点的转染 pEGFP-N1 的细胞比较， 

P<0.05。

图 7　转染 LINE1-ORF1 对 WT_CLS1 细胞 LINE1-ORF1p 表达的影响（n=3）　　A：Western blot 检测 LINE1-
ORF1p 表达；B：LINE1-ORF1 蛋白表达的相对定量，a 示与转染 pEGFP-N1 细胞比较，P<0.05；C：qRT-PCR 检测 LINE1-

ORF1 mRNA 相对表达水平，a 示与转染 pEGFP-N1 的细胞比较，P<0.05。

图 6　 免 疫 组 化 检 测 黑 色 素 瘤 裸 鼠 模 型 肿 瘤 组 织

LINE1-ORF1p 表达（×400）　　A：依非韦伦处理的肿瘤组织；

B：DMSO 处理的肿瘤组织。箭头所指为 LINE1-ORF1p 阳性表达。

图 5　Western blot 检测 LINE1-ORF1p 抗体特异性　

　A：人胚肾 293 细胞的 LINE1-ORF1p 表达。1：未转染细胞；2：

转染 pEGFP-N1 的细胞；3：转染 pEGFP-N1-LINE1-ORF1 的细胞。

B：黑色素瘤细胞A375和宫颈癌Hela 细胞的LINE1-ORF1p表达。

免疫组化检测黑色素瘤裸鼠模型肿瘤组织

LINE1-ORF1p 表达，显示 LINE1-ORF1p 定位在胞

浆，依非韦伦处理的标本 LINE1-ORF1p 阳性表达

弱于 DMSO 处理标本（图 6A、B）。

2.5　转染 LINE1-ORF1 重组质粒的 WT_CLS1 细

胞的 LINE1-ORF1 蛋白及 mRNA 表达

经 Western blot 及 qRT-PCR 检 测 发 现， 与

2.6　LINE1-ORF1p 过 表 达 促 进 WT_CLS1 细 胞

增殖

使 用 CCK-8 试 剂 盒 检 测 WT_CLS1 细 胞 增

殖情况，结果显示随着转染后的时间延长 ，转

染 LINE1-ORF1 重组质粒 48 h 和 72 h 后细胞的

增殖能力明显强于相应时间点的转染空载体细胞

（P<0.05），见图 8。

2.7　LINE1-ORF1p 过 表 达 提 高 WT_CLS1 细 胞

克隆形成能力

与转染空载体细胞比较，WT_CLS1 细胞转染

重组质粒pEGFP-N1-LINE1-ORF1后细胞克隆增多，

见图 9。

空载体转染细胞相比，转染 LINE1-ORF1 的细胞

LINE1-ORF1 蛋白和 mRNA 表达均较高。见图 7。
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3　讨论

LINE-1同其他一些重复序列在过去被称为“垃

圾基因”，如今，随着研究的深入，发现其具有

重要的调控作用。无论是在正常发育还是疾病发

生中，LINE-1 都成为有趣的主体。鉴于其对全基

因组的甲基化改变，遗传信息的表达和反转录的

贡献， LINE-1 在肿瘤发生、发展中的作用也逐渐

进入研究者的视野。在正常体细胞中，LINE-1 的

启动子处于高甲基化状态从而抑制 LINE-1 转座活

动，而在大多数恶性肿瘤中 LINE-1 出现低甲基化

以及蛋白、mRNA 高表达的现象 [9]。LINE-1 编码

的两个蛋白 ORF1p 和 ORF2p 是支持 LINE-1 转座

的重要组分，但 ORF1p 的表达量是 ORF2p 的千倍

左右 [4]，提示 ORF1p 可能起着除了支持转座以外

的重要作用。本课题组前期研究发现 LINE-1 基因

启动子区低甲基化与肾母细胞瘤的发生有密切的

关系 [10]，LINE-1 低甲基化对蛋白表达有一定的影

响。本研究通过基因工程原核表达纯化的方法获

取 LINE1-ORF1p，免疫家兔后纯化抗血清得到多

克隆抗体，并证明其具有较高的效价及特异性，

为进一步研究 LINE-1 与肾母细胞瘤之间的功能关

系奠定了基础。本研究 LINE1-ORF1p 最佳诱导表

达条件是 1.5 mmol/L 的 IPTG 24℃诱导 12~16 h。

另有报道 [11-13] 认为，由于 LINE1-ORF1p 是一个三

聚体结构，ORF1p N端标签可能影响此蛋白折叠，

从而影响其活性、对抗体的产生有影响。而本研

究并未切割掉 ORF1p N 端标签同样获得了敏感性

和特异性较好的抗体，可能是因为选择的原核表

达载体 pET28a 中的 HIS 标签是由 6 个组氨酸构成

的区段，这个标签在 pH8.0 时不带电，且无免疫

原性，对蛋白的分泌、折叠等功能基本不影响。

为研究 LINE1-ORF1p 与肾母细胞瘤的发生发

展的关系，本研究将构建的真核表达载体 pEGFP-
N1-LINE1-ORF1 转 染 肾 母 细 胞 瘤 细 胞 系 WT_

CLS1，转染后的 WT_CLS1 细胞增殖和克隆形成能

力增强，提示 LINE1-ORF1p 可能参与肾母细胞瘤

的发生发展。肾母细胞瘤发病机制复杂，许多基

因及信号通路参与肿瘤的发生，而 LINE1-ORF1p

是一种 RNA 结合蛋白，不仅能结合自身 mRNA，

也能结合其他的 RNA 或编码蛋白 [14]，因此 LINE1-
ORF1p 可能通过竞争调节某些转录因子，或与某

些信号通路分子存在蛋白 - 蛋白相互作用，从而

影响 WT_CLS1 细胞增殖，但这些仍需后续深入研

究。

综上，本研究成功制备了针对人源性 LINE-
ORF1p 的多克隆抗体，为临床 LINE-ORF1p 的免

疫组化或血清学检测提供了可能；并进一步证实

了 LINE-ORF1p 可以促进肾母细胞瘤细胞增殖，有

望为肾母细胞瘤的诊断提供新的初筛方法，并为

靶向治疗研究提供理论依据。
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2018 年全国新生儿颅脑超声诊断学习班通知

为提高对围产期脑损伤及新生儿其他中枢神经系统疾病的诊断水平，充分利用已有的医疗资源，推广颅脑超声

检查诊断技术，北京大学第一医院儿科按计划于 2018 年 8 月 21~25 日举办为期 5 天的新生儿颅脑超声诊断学习班。

本学习班属国家级教育项目，授课教师为本科及北京市著名专家教授。学习结束授予 10 学分。主要授课内容包括：

中枢神经系统解剖；颅脑超声检查方法；新生儿不同颅脑疾病超声诊断；胎儿中枢神经系统的超声诊断；鉴别诊断

等。招收学员对象：儿科新生儿专业医师、超声专业医师及技师。学费：2 000元。报名截止日期2018年 8月 8日（上

课前 2 周）。2018 年 8 月 20 日（星期一）白天正式报到。

报名方法：点击 http://wukxyiwg.eventdove.com 报名，填写正确信息保存即可。或联系北京大学第一医院儿科颅脑

超声室，索要正式通知。

联系人：王红梅，孙国玉，胡文婕。电话：010-83573461 或 83573213。Email：bdyy2002@163.com。邮编：

100034。我们将在开班前 1 个月寄去正式通知。

北京大学第一医院儿科

2018 年 3 月 15 日


