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人抗HBs轻链基因的序列测定及序列分析 

石小枫 ，刘 杞 ，王志毅 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：获得人源性乙型肝炎病毒抗 卜Ⅱ 轻链基因。方法：从已构建的人源性噬菌体抗体库中，用固相化 }{】 Ag对构 

建的人源性噬菌体抗体库进行三轮淘筛，经 ELISA实验，筛选到抗 H13s噬菌体抗体(P／N：2．415)的阳性克隆，根据已知序列 

合成一对轻链引物，进行 PCR扩增，扩增出轻链目的基因片段，将目的基因片段定向克隆入质粒 pUC18，进行序列测定及分 

析。结果：筛选出的克隆具有HBsAg特异性亲和力，构建了pUCI8一抗HBsK链重组质粒，序列分析其为．c链，为643bp包括了 

可变区和恒定区。结论：利用抗原抗体特异性反应从噬菌体抗体库中筛选到抗 |{】3s轻链基因。 
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Sequence and analysis of human anti—HBSJc l ight chain gene 

Sill Xiaofeng，el al 

(Institutefor Viral Hepatitis，ChongqingMedical Uni．versity) 

【Abstract】Objective：To obtain the clone and gene of light chain on human antilx)dy against HBs．Methods：The phage displaying li— 

brary WaS subjected tO three rounds panning of“adherence—elution—amplification”with卜Ⅱ Ag coated in solid phase and help 

phage．The positive clone against I4BsAg WaS characterized by ELISA assay and its P ue waS 2．415．The recombinant plasmid 

vectors from the positive clone was am plified by PCR with designed oligonucleotide primers of K light chain．The K chain PCR frag— 

ment was subcloned into plasmid pUC18 and sequenced．Results：The phage antibody against E}sAg Was screened from a human im— 

munoglouin phage displaying library．The pUC18一K recombinant plasmid Was constructed and sequenced。The gene size of K chain is 

643bp including variable region and constant region．Oonclusion：According tO the sequenceing and ELISA assay．we suggest that K 

chain is a human anti—HBs—K immunoglobuin． 

【Key words】Human Ig light chain；Sequencing analysis；HBsAg 

基因工程抗体在医学生物学研究、疾病的诊断、 

治疗等方面有着广泛的应用，尤其是利用感染某种 

疾病或接触某种抗原的人淋巴细胞得到的人源性抗 

体，较单克隆抗体及嵌合抗体等有许多优点。噬菌 

体抗体技术的问世 ，为人源性基因工程抗体的获取 

带来了极大的方便 ，通过建立足够大的噬菌体抗体 

库，用不同的抗原进行淘筛而获得多种特异性抗体。 

本文就是在已建立的噬菌体抗体库基础之上⋯1，经 

HB~ag反复的“吸附一洗脱 一扩增”，获得了抗 HBs 

噬菌体抗体基因，经 PCR扩增 目的基因，亚克隆人 

质粒 pUC18，构建了人抗 船 s的 pUC18一K重组质 

粒并进行了DNA序列分析。 

作者介绍：石小枫('1964一 )，男，副教授．博士生， 

主要研究方向：病毒性肝炎的免疫发病机理及治疗。 

1 材料和方法 

1．1 i要精精 

1．1．1 质粒 pComb3Hss—Fab：为本所构建的人源性噬菌 

体抗体库[ ，质粒 pUC18购自上海生工生物工程公司。 

1．1．2 引物 参照冷泉港实验室的实验手册 设计轻链引 

物。 

轻链(．c链)： 

5’端：5’一GAA(C)A1vr(C)GAGC~CAC_G(C) 

CAGTCTCCA一3’ 

3’端：5一 ~
—

TCT
—

AGAATTAAACACTCTCC— 

CCTGTTGAA~ CT rTG rGACGGGCGAACTCAG一3’。 

由上海生工生物工程公司合成，2OD值，PAGE纯化。 

1．1．3 血源性乙肝病毒 HBsag lmg／ml，批号：980709，购自 

北京医科大学肝病研究所肝炎试剂研究中心。各种生物酶、 

dNTP及DNA质粒提取及回收试剂盒分别购自上海华顺及 
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生工公司 

l 2 主要 方法 

M已构建的噬苗体抗体库中⋯I筛选抗人 H 抗体琏 

因，然后进行克隆 ，鉴定、测序= 

1．2 I 抗 H 抗体基固的获取 

1 2．1 1 用固相化}Ⅲs 计噬菌体库的富集筛选 

先用包被液将 HI Ag稀释成 I)_5mg／ml，用 2tR)r,I／well 

(0 ling／wel1)包被酶标扳+置于4'C温盒中过使 次日弃包 

被液，以3％的l 封闭，每孔加50 t【经扩增的^源性噬菌 

体抗体库，37℃湿盒中放置2h．用 FB,~W冼孔4改，每改静置 

5min，每孔加5【lfd洗脱液．室温静置 15rain．用吸头反复嗬打 

后吸出全部渡体．用2mc&l Trls中和至 pH 7．5，一20r冻 

存备用 这样反复筛选 增共3次 

1．2 1 2 PCR扩增 

Hlk沁 富集筛选的人源性噬萄体抗体库．转化大脯杆菌 

XI 卜Blue．用DNA质粒提取Kit丹别抽提质粒．作 PCR扩 

增 陬 参数：94℃预变性 5nfinl进入循环：93％’x 45s， 

55℃×45s．72‘【1 X 60s，共35个循环．循环完成后 37t’ 

7眦n，4℃保存．将 PCR扩增产物进行 1 ％agarc x+e电{录．有 

660bD扩增条带的重组质粒留作EL1SA鉴定用 

1 2 1．3 ELISA反应鉴定 

用包被淹将 卜Il 稀释成 1 r~g／m1．用 )td．／we[1包被酶 

标板(0．05lzg／well1，同时设 HBc对照【用硷洲HK Ab试剂 

盒)，4℃湿盒过夜 3。 } 认封闭，将 R有 660|~扩增条 

带鹊重组人源性噬蘸体抗体质粒作 1：I、 ：2稀释．接 Kit的 

操作说明进行．同时设阴性对照．空白对照及待检样品(1： 

10、1：5I)稀释)．每孔加相同体积的相应样品．即：50j』I／we1]， 

经37℃×2h孵育．然后用 F[kST洗5次，每次 5rain 加入 

Mou．~一～n1 hunch K 50~l／v,,dl，空白对照加等件积的稀 

释液，再3’℃×lh孵育+重复 I"BST洗5救，加A l：5000的 

(Jc~it一 l￡l Mous~elgG—HRP 50b 【．37℃ ×l h．重复 TBST洗 

5次．最后加酶底物显色反应液A、B备 1犄，待显色后加 l 

滴终止液，450mn比色删 A值 结果判断标准：P／ >2 1为 

阳性。 

l 2 2 pUC】8一Anti Ⅶ 重组质粒的构建 

将E1 ISA阳性的』、源性嘴菌体质粒再作 ~R扩增 反 

应条件同上，胶回收 660bp大4,fl"J片段 与pL-CI8同时作 

SacI、XbaI积酶切．经酶消化的pUCI8与 链IK’R产物按 

1：3【v／v)进行连接 反应总体积25ft1． DNA琏接酶2~d． 

15℃连接过夜．转化【 法I ’制备的感受态大肠杆菌XLI 

— Blue转化苗除布于含氮苄青霉素和IPTG、x 舭I的平』【IL． 

进行氨苄青霉素抗性和蓝白蘑落筛选 挑含重组子的白色 

单菌落进行扩增，提取质粒进，疔sacI XlmI驭酶士JJ鉴定 

I．2 3 K链 DNA的序列删定 

将PLIC18一K重组质粒的酶切鉴定克隆委托上海基康 

生物技术有限公司进行序列测定 

结 果 

2．1 抗 卜【Bs抗体基因酌获取 

2 1．I Htk~X．g的淘筛 将购的血源性 H&Ag用 

包被液包被酶联板，利用抗原一抗体特异性反应原 

理进行三轮淘筛。建立J 抗 HI 抗体的子文库。 

2．I 2 PCR扩增 将轻链5’引物、3’引物和重链 

5’引物、3’引物分别配对，以建立的抗 FIBs抗体的 

子文库克隆质粒为模板进行 PCR扩增+与 y／Hind 

Ⅲ分子标准比较，轻链引物扩增出的DNA片段分 

子量大约660bp 与文献报道的轻链基因大小相同， 

见图 I． 

表 I 噬菌体抗体与 ItJ~a,g结台ELISA测定 

阴性对 空白对照 噬菌 抗体上清 

表 2 噬菌体抗体与 Hlk-,',．g 结合 EI 【sA测定 

阴性对照 噬菌体抗体上清 

H 舢 检测试刺盒 

图 【 pLICI8抗 HB．轻链重组质粒的构建及酶切鉴定 

1：pUCI8 2：pUCI8抗HBs—K链 3：pU(?18抗 HBs—K的 

酶切消化 4：Marker 

2．1．3 抗人 HBs噬菌体抗体的特异性鉴定 将 

PCR扩增出660bp片段的重组噬粒(pComb3Hss— 

Fa1))感染大肠杆菌 XLI—Blue，用库扩增的方法进 

行扩增．制备噬菌俸抗体上清，以用于ELISA检测 

该噬菌体抗体与 HHsAg、HBc．A~的结合性 结果显 

示：噬菌俸抗体与卜Ⅱ j呈阳性反应(P／N值>2．1)， 
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而与 HBc,~ 反应为阴性。见表 1，表 2。 

2．1．4 pUC18一Anti一}_玎Els轻链重组质粒的构建及 

鉴定 

将 ELISA检测鉴定为 阳性 的重组噬菌粒 的 

PCR扩增产物和 pUC18质粒经 Sac工、Xba工双酶， 

连接转化经 CaC12法制备的感受态大肠杆菌 XL1一 

Blue，挑白色菌落，提质粒进行 Sac工、Xba工双酶切， 

用 1％琼脂糖电泳分析酶切产物，有 660bp大小的 

片段，见图 1。 

2．1．5 pUC18一An ti一}_玎Els轻链重组质粒的序列 

测定 

委托上海基康生物技术有限公司进行序列测 

定，结果表明所克隆的 链为 658bp大小，经互联网 

Blast分析为人免疫球蛋白 IgO轻链，结合我们的 

ELISA实验结果，认为是抗乙肝病毒 HBs轻链。可 

变区(V区)由相对恒定的支架区(Framework re— 

gion，FR)和超变区(Hypervariable region，HVR)组 

成，其中 1—81bp为 FRI、82—105bp为HVR1、106 
— 144bp为 FR2、145—177bp为 HVR2、178—273bp 

为 FR3、274—309bp为 HVR3、310—328bp为 FR4； 

恒定区(C区)为 328—657bpl4 J。 

GAGCTCCGCAGTCTCAGTCACGTTGTCT1vrGTCTCCAG( GATACTGCCA 

℃ 贼  ℃姗  Ⅵ  

A I’AGT1 TACTT℃℃AGTCGGGOCACTGGCATCC AGACAGG11 GCGGCACT℃ TCT_C A(：A( A 

乃  6 玎 丁7 唧  G 脚  

． c G ℃ C 

G弋 cK CCc{ C G G c G G CG IGC G T 

A4 ． G G7 ( 7朋 0 7 ， 黝 7 (磁  G 

GAGAG7 7 臼 [r (r 40 7翻  臼 C l7 GACGC~GAGCAAA 

臼 G4． 4 ( ． 4 册  G ，e4 ， 4G乃1( ， 

姗 ℃ 

3 讨 论 

应用噬菌体抗体库技术，选用自然感染的抗 一 

HBs阳性的两名献血员的外周血淋巴细胞，提取总 

RNA，用逆转录 PCR技术扩增出抗体轻链 基因和 

重链 Fd基因，克隆人 pComb3Hss表达载体，转化大 

肠杆菌，构建 了库容量为 5×10 的人 Fab抗体 

。 

本文在构建的噬菌体抗体库基础之上，应用噬 

菌体抗体表达 Fab的特点，利用抗原抗体特异性反 

应原理，固相化抗原 }{】 Ag对此抗体库进行了三轮 

panning，转化大肠杆菌，挑单菌落，提取质粒，经 

PCR扩增，扩增 出轻链 660bp的 目的基因片段 ， 

ELISA实验表明，其阳性克隆 P／N=2．41(>2．1为 

阳性)，表明 panning后的此库有与 HgsAg特异性 

结合的能力。将目的基因片段及载体 pUC18作 Sac 

工&Xba工双酶切，定向克隆人 pUC18，转化大肠杆 

菌，利用 a互补原理挑 白色菌落，提质粒酶切鉴定 

后，作DNA序列分析。据 DNA序列结果、Blast及 

ELISA结果，确定为抗 HBs的 K链。由于只作了一 

个克隆的 DNA序列分析，不能进行抗体基因多态 

性分析。 

在噬菌体抗体库技术中，用以克隆抗体基因的 

pComb3载体引人了 M13噬菌体外壳蛋白Ⅲ基因， 

使得抗体与外壳蛋白 CP llI形成融合蛋白分子 Fab 
— CPllI，能够呈现在噬菌体表面，如用内切酶将基 

因Ⅲ片段从表达载体中除去，通过自身环化，则可得 

到可溶性 Fab段表达质粒，转化大肠杆菌，经 IPTG 

诱导，从培养上清中直接获取 Fab，利用此方法，国 

内已获得了抗 HBs Fab段抗体，并与 HBsAg有着良 

好得亲和力l ，这在疾病的诊断及治疗上有良好的 

前景。同时应注意到，以大肠杆菌为主的原核表达， 

虽然其培养方法简单 、迅速、经济又易于掌握 ，但由 

于不能象真核表达那样使抗体形成适当的折叠及糖 

基化，使之更接近抗体的自然结构而发挥更好的功 

能。因此如何更进一步地提高基因工程抗体的亲和 

性是广大科学工作者要解决的难题。在这方面人们 

通过抗体结合抗原位点的研究，发现了一些关键性 

位点，相信在不久的将来，一种高亲和性基因工程抗 

体必将展现在人们的眼前。 
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田 2 巴氏染色 I BS诊断( 川 

背景艳1稿．湖艟屠'虎分明．桩结掏清晰．染色质赖粒显示滑楚 

巴氏染色法背景弛丽，纲胞 救圩明 戗钻构消 

晰．有利丁细胞病珲诊断(觅附旧21 II 柑肯采 

境将怕、本质量作为报告岫 部分 便于宴靖卒 If 

床 师间的沟通．以俅证墩材质量 ⅫJ 解做山诊断 

』接鬲 5qb诃 
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