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人源乳腺癌单链抗体基因的构建 

唐树彬，段 红，蒲 军，李少林，彭志平 

(重庆医科大学基础医学院核医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建人源抗乳腺癌单链抗体(scfv)基因片断。方法：首先利用乳腺癌患者癌旁淋巴组织提取总 RNA，然后通过 

RT—PCR分别扩增 vH和 vL基因片断，再将经纯化的 VH和 vL基因片断通过 “重叠 一延伸 一拼接 PCR”(SOE—PCR)而形成单 

链抗体(scfv)基因片断。结果：构建了750bp的人源抗乳腺癌单链抗体(sefv)基因片断。结论：成功地构建了人源抗乳腺癌单链抗 

体基因片断，为进一步构建人源抗乳腺癌单链抗体库提供了试验基础。 
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Construction Of human single-chain antibody gene for breast cancer 

／vG Shubin，et al 

(Department ofNuclear Medicine，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Otdiective：To construct human single—chain antibody gene fragment for breast cancer．Methods：Total RNA was isolated from 

tumor adjacent lymphatic tissue of breast cancer patients．Then heavy and light chain fVH and VL1 genes of antibody were amplified 

separately by RT-PCR，and assembled into ScFv genes by SOE-PCR．Results：The human single-chain antibody gene fragm ent for breast 

cancer was constructed and its size was about 750bp．Conclusion：The human single—chain antibody gene fragm ents were constructed 

successfully，which provides a way for constructing the human single-chain antibody library of antl-breast cancer． 
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乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一，全世界每 

年约有 120万妇女发生乳腺癌，有 50万妇女死于 

乳腺癌，发病率占全年各种恶性肿瘤的7％～10％I”。 

在我国，乳腺癌的发病率虽较西方国家为低，但近 

年来亦有上升趋势。目前，以超声及 x线等为主的 

乳腺癌诊断方法，对早期乳腺癌的诊断尚缺乏足够 

的准确性和特异性。而以手术，化疗，放疗及生物治 

疗为主的综合治疗又因副作用太大而在临床应用 

中受到诸多限制。因此，许多学者把目光投向了乳 

腺癌的抗体诊断及治疗。但是，无论是早期利用肿 

瘤细胞免疫小鼠得到的多克隆抗体，还是以后运用 

杂交瘤技术生产的单克隆抗体都因为抗体的特异 

性低或者人抗鼠免疫反应等原因而不适用于临床 

肿瘤治疗。直到 1998年 FDA正式批准人源化鼠源 

单克隆抗体赫赛汀(Herceptin)应用于临床 CerBb2 

受体阳性的乳腺癌的治疗 ，才为肿瘤的抗体治疗带 
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来了新的挈机。但是在临床使用中发现这种被寄予 

厚望的单克隆抗体仅能对 30％的 Her2／neu阳性的 

乳腺癌患者产生抗肿瘤效果12]。Micheu等【 认 为单克 

隆抗体分子量较大，组织穿透性差 ，使其在肿瘤部 

位的浓聚减少是 Herceptin治疗效果不甚理想的一 

个重要原因。单链抗体(scfv)分子量较小、组织穿透 

性强、能够迅速到达靶抗原部位，在肿瘤的诊断及 

治疗中有很强的应用价值。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

RNA抽提试剂盒(Tissue RNA Kit)，胶回收试剂盒(Gel 

Extraction Kit)，质粒抽提试剂盒(Plasmid Kit)均购 自上海华 

舜生物工程有限公司。RT—PCR试剂盒(RNA PCR Kit)、Sfi I 

和 Not I限制性内切酶、Taq DNA聚合酶、T4 DNA连接酶为 

大连宝生物公司产品。噬菌粒载体 pCANTAB5E、辅助噬菌体 

M13K07、大肠杆菌 E．coli TG1购 自法玛西亚。引物参照 

YangI 睃 计，由北京三博志远生物技术有限公司合成。扩增 

VH基 因的 引物 ：5’一TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT 
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图 1 总 I{、 电泳结果 
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图 2 H基 因及 、【基 因电泳结果 

图 3 单链抗体 基 因电泳结果 

单链抗体l fv J具有分子量，J、 组织穿透性好 

免疫 性低、1 靶部位存 时间短 组织穿透力强 

易于摹冈丁程制备和改造等优点 ，田析在肿瘤的 

诊断及治疗中有广泛的应用前景 是日前的研究热 

点之一 但是F{前报道的用于肿瘤研究的单链抗体 

多为鼠澡性抗体 ．这 抗 }奉因人抗鼠免疫反应 

I1tArA)等睬【目而不适台f临 睐臆fH 

本实验利用患营的癌旁淋巴组 {提取 I{NA，『}1 

F新鲜组 有较多得R A婀．我们利 j̈液氮 

碾磨 疗法制箭淋 组垫 浆，从而有效的避免了 

RNA的破坏 I然 嗵过 RT一 R分别扩增 VH ／ 

Ⅵ 基 片断．再将 vH和 ． 四片断通过 蓖程 

一 延伸 一拼接 PCR”【 E— 而形成单链抗体 

c I 凶片断 淋 转移是乳腺癌最常见的转移 

式 ，我们选择乳腺幅患者 薷芳淋巴组 l米构建抗 

乳腺癌单键抗体摹 有助于提高单链抗悼的敏感 

性和特异性 此外 ．我们选择病理类 不同驶 

H r2̂1 I阳性与禽的乳腺牾的患 ．增加了抗乳腺 

癌单链抗体罐因的多样 ．白利 ] 钩建较大的抗乳 

枨癌单链抗体唪 

综 所述，奉I式验构建的人滁抗乳枨穗单链抗 

体斌因为下一步得到高亲 力干Ⅱ高特异性的 链 

抗体打下r实验鉴别『̈而这种 链抗体完争范服了 

人抗鼠免疫反应而适台于 1味的直 j̈ 
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