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［摘要］’ 采用 ()*+,(技术，从 ! 株稳定分泌抗人 -*+./0单克隆抗体的鼠杂交瘤细胞中扩增抗体的可变区

基因，得 " 个 1!和 ! 个 12#序列经 3456789比对分析，其中 ! 个 1!为鼠骨髓瘤细胞系内固有的无功能基因；另

一 1!和 12具备鼠抗体可变区特征，为抗体功能基因# 经双酶切，将抗体可变区功能基因分别与表达载体

:;.<=""、:;2<=$< 中的人 34.相应恒定区相连，构建成抗人 -*+./0的人*鼠嵌合抗体基因#
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-E:CA76EG型前列腺素 /合成酶（-E:CA76EG*9N:F :JC897467GOEG / 8NG9B78F，-*+./0）主要分布于哺乳动物
的中枢神经系统和雄性生殖器官，并分泌至脑脊液（,0[）、血清、精液、羊水、尿液等体液中# -*+./0 是一
种双功能蛋白，除可催化前列腺素 2"（+.2"）转变为前列腺素 /"（+./"），且可运输亲脂 \疏水分子［!］#研
究表明，-*+./0 与许多疾病密切相关，如 -*+./0 不同程度地表达于卵巢癌、乳腺癌等组织［"］，病毒性脑
膜炎、脑脊膜瘤、椎管狭窄、脑栓塞等病人的 ,0[中 -*+./0 呈明显偏高［]］#
本室以毕赤氏酵母表达的人 -*+./0为抗原［<］，成功制备了兔抗人 -*+./0 多抗和鼠抗人 -*+./0 单

抗（待发表）#但特异性鼠单抗具有异源性，应用于人体研究会引发人抗鼠抗体毒性反应等#本研究利用基
因工程技术，构建抗人 -*+./0 的人 鼠嵌合抗体基因，为后续嵌合抗体蛋白的表达及相应的基础临床研
究奠定基础#

=’ 材料与方法

=> =’ 材料与主要试剂
’ ’ )JEVC6试剂、()*+,( UE9和 :.XQ*)载体购自 +JCKF47 公司；限制性内切酶 !"#$ 1、%&’ 3、()* 3 购自
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!"#$%&’公司、(%) * +,- ./0聚合酶购自1!2公司；3+4 5 6 细胞、大肠杆菌 71869、:!868 本室保存；表达载
体 +0;<=44、+0:<=6< 均由海军总医院王琰教授惠赠>
!" #? 分泌抗人 $@A;.3单抗杂交瘤细胞株的筛选
以人睾丸 $@A;.3完全抗原腹腔注射 !%B& 5 C 小鼠，多次免疫后取其脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞 3+4 5 6

在 AD;的作用下融合>约两周后，采用间接 D$230筛选出强阳性分泌抗体的杂交瘤细胞克隆，有限稀释、
扩大培养，并用 EF’GFH’I &B#G鉴定抗体的特异性>
!" $? 寡核苷酸引物的设计
合成一组自抗体前导序列和 J@K 交界处的简并引物，扩增单克隆抗体的可变区基因>具体引物序列

如下>其中扩增 J!的 L’端引物 L 个：$$8 M $$L，扩增 J:的 L’端引物 < 个：J:$8 M J:$<；扩增 J!、J:的
N’端引物都仅 8 个：1JO和 1J:>且在 J!、J:的 L’端引物中均引入 !"#$ J酶切位点；在1JO、1J:中
分别引入 %&’ 2和 ()* 2酶切位点>

!" %& 抗人 ’()*+, 单抗 -.、-’基因的 /0()1/扩增
先从 8 P 86Q 个稳定分泌抗人 $@A;.3抗体的杂交瘤细胞中提取总 R/0，再以 R(@AKR 法扩增 J$ 和

J:基因> L6 "$反应体系：86 P AKA &-,,FH L "$，86 S#B 5 $ T/(A 8 "$，C./0 模板 8U N "$，上、下游引物各
8U N "$及 +,-酶 6U N "$> AKR反应条件：9<V预变性 < S"I；9<V变性 N6 ’，=6V退火 N6 ’，Q4V延伸 <L ’，共
进行 NL 个循环；然后 Q4V保温 86 S"I>
!" 2& -’、-.基因的克隆及序列分析

AKR产物纯化后克隆入 +;D1@( JFCG#H，并转化 !+ "#’, 71869>将经 AKR和双酶切鉴定出的阳性克隆
送上海博亚公司测序，并登录 2W&B%’G数据库对所测定的序列进行比对分析>
!" 3& 抗人 ’()*+,人(鼠嵌合抗体基因的构建
用 !-#$ J * %&’ 2和 !-#$ J * ()* 2分别双酶切 +;D1 X ( 5 J$和 +;D1 X ( 5 J:，切下的 J$ 、J:片段

再分别与表达载体 +0;<=44 和 +0:<=6< 中的人 2W; 相应恒定区相连，得抗人 $@A;.3 轻、重链嵌合抗体
基因>将含嵌合抗体基因的重组载体转化 :!868，抗性筛选后经 AKR 和双酶切共同筛选出含目的基因的
阳性克隆>

8> AKR +H#T-CG %S+B","FT &Y J:$<，<N9 &+

4> AKR +H#T-CG %S+B","FT &Y $$L，<8= &+

N> AKR +H#T-CG %S+B","FT &Y $$8，<4Z &+
图 !& 抗人 ’()*+,单抗可变区基因 /0()1/产物

? ? ?

#& 结果

#" !& 杂交瘤细胞株的筛选
? ? 获得 8 株稳定分泌抗人 $@A;.3 抗体的杂交瘤细胞> 间接 D$230
测所获抗体的亲和力为 4 P 86Z $ 5 S#B，EF’GFHI &B#G结果显示该抗体能
特异性识别人睾丸 $@A;.3抗原（另文报道）>
#" #& 抗人 ’()*+,单抗 -’、-.基因的扩增
为了得到准确的可变区序列，我们将不同的 L’端引物分别与相

同的 N’端引物配对扩增，最终轻链的 L’引物 $$8、$$L 和重链的 L’引
物 :$< 均可扩增出相应的产物（图 8）> 扩出的 AKR 产物均在 <66 &+
左右（包括前导序列及 7 基因区）>由于所用的 L’端通用引物相互差
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别较大，提示我们从一株杂交瘤细胞中可能扩增出了 ! 个 "!和 # 个 "$%为对其进一步鉴定，分别进行克
隆、测序%
!" #$ %&、%’基因的克隆及序列分析
阳性克隆测序后分析，&&# 扩出的 "! 基因与 ’())*++ 等［,］所发表的鼠骨髓瘤细胞系内固有的无功能

"!基因序列完全一致（图 !）%在其 -.# 区密码子 /0’突变成了 /1’，即 /2)代替了抗体特征性的 ’23，抗
原互补决定区 ’4.! 直接与 5片段相连，且连接处发生了 6 个核苷酸的缺失，从而导致阅读框移位，提前
出现了 /00终止密码子%

图 !$ 引物 &&( 扩增出的无功能 %!基因和正常 %!!( 核苷酸序列

&&7 扩出的 "&基因全长 867 9:，在其上、下游分别存在 7; 9: 的前导肽序列和 !6 9: 5基因区% "&基
因内无终止码，为一开放阅读框，共编码 ##7 个氨基酸（图 8）%序列中有明确的 6 个框架区（-.3）和 8 个互
补决定区（’4.3），其中第 !8、<8 位氨基酸为抗体可变区特征性 ’23，表明 "&的氨基酸序列符合鼠抗体可
变区特征%经 =>9+(3?比对分析，与 "&同源性较高的序列编码鼠 =>!轻链基因%

图 #$ 引物 &&) 扩增出的抗人 &*+,-.抗体轻链可变区基因，下划线处为 /-0区

$&6 扩出的 "$基因全长 86@ 9:，且在其上、下游也分别存在 76 9:的前导序列和 !; 9: 5基因区% "$
基因内为一开放阅读框，共编码 ##, 个氨基酸（图 6）% 序列中亦有明确的 6 个 -.3 和 8 个 ’4.3，其中第
!!、<, 位氨基酸为抗体可变区特征性 ’23，表明 "$ 的氨基酸序列符合鼠抗体可变区特征%并经 =>9+(3? 比
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对分析，与 !"同源性较高的序列均为鼠免疫球蛋白重链可变区基因#

图 !" 引物 #$! 扩增出的抗人 $%&’() 抗体重链可变区基因，下划线处为 *(+区

,- !" 抗人 $%&’()人 鼠嵌合抗体基因的构建
人 鼠轻、重链嵌合抗体基因的构建见示意图 $，经
抗性筛选得含嵌合抗体基因的重组表达载体

%&’()** + !,和 %&"()-( + !"，分别双酶切鉴定如
图 )#

图 ." 构建人%鼠轻、重链嵌合抗体基因

.# /0123456768 %&"()-( + !"；

*# /0123456768 %&"()-( + !" 95:0;809 4< !"#$ ! + %&’ =；

># /0123456768 %&’()** + !,；

(# /0123456768 %&’()** + !, 95:0;809 4< !"#$ ! + ()* =
" 图 /" 重组表达载体 01’!/,, 2 3$和 01#!/4! 2 3#的双酶

切鉴定

5? 讨论

鼠单克隆抗体作为异源性蛋白在人体内可诱发人抗鼠抗体的毒性反应（"&@&），并使 @1&4 在体内
消除加快，这严重影响了鼠单抗的临床研究与应用#鼠 A人嵌合抗体部分地解决了这一难题#由于异源性
&4的免疫反应约 B-C是针对恒定区（D区），要降低 @1&4 的异源性，对其恒定区进行人源化是近年来基
因工程抗体研究的一个热点#

EDF技术的发展为获得 @1&4可变区基因提供了有效而简便的方法，但从何处起始设计引物，对所得
工程抗体的性质具有直接的影响#目前不少研究者利用抗体第一骨架区氨基酸序列的保守性，设计一组可
以有效扩增出 =:可变区基因的简并性引物#但由于引物的简并性及必要内切酶位点的引入，可造成个别
位置氨基酸残基的改变#第一骨架区序列虽然不涉及 DGF 区，但却参与 DGF 平面的形成，其氨基酸序列
的变化有可能对亲本抗体的特异性和亲和性产生一定的影响#本文所采用的是近年来国内外出现的，利用
抗体前导肽的保守序列和 D端的 H基因设计而成的一组通用引物［$］#因抗体 !IH交界处的 H基因数量有
限，该组引物中的 >’引物现一般认为可对所有的 H! 和 H" 进行扩增；而前导肽序列在真核细胞内的翻译
加工时将被切除，其简并性将不会影响可变区蛋白的氨基酸序列#但抗体的前导肽序列有时变异较大，故
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该组通用引物目前尚无 !""#的把握能将所有抗体的可变区基因扩增出来$本文扩增出的抗人 %&’()* 抗
体的重、轻链可变区基因，从序列碱基分析和同源性比对结果，可认为是继国内外学者［+］利用此组引物扩

增抗体可变区基因的又一成功报道$
一般认为，分泌特异抗体的杂交瘤细胞中只有一种轻、重链功能基因$我们从抗人 %&’()* 鼠杂交瘤

细胞中扩出了 , 个 -!和 ! 个 -.$后经序列分析证实，也仅由 %%/ 和 .%0 扩出的一对 -!、-.基因具有鼠
免疫球蛋白的一系列特征，为抗体功能基因$这种现象也曾有学者报道过，如 123456 等［7］从鼠杂交瘤细胞
中获得 8 个轻链基因，骆训懿等［9］从分泌抗人 :;<&"鼠杂交瘤细胞中克隆出 , 个 -!和 , 个 -.$但经序
列分析或表达鉴定，最终都只有一对 -!、-.是抗体的功能基因$因此在从鼠杂交瘤细胞中克隆单抗功能
基因时，应注意多基因、非功能基因的存在情况$
总之，本文成功扩增出抗人 %&’()*单抗的可变区序列，并利用限制性酶切位点构建成相应的人 =鼠

嵌合抗体基因$本工作为后续嵌合抗体蛋白的表达、临床相应疾病的诊断及 %&’()* 蛋白的功能研究提供
物质前提$
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