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用聚合酶链反应制备抗端粒酶蛋白重链和轻链可变区基因 
张 擞 ，张 波 ，韩继生： 侯 琳： 

(1．重扶医科大学基础医学院病理学教研室 重庆 400016：2．北京医科大学病理学教研室 北京 100083) 

【摘 妻】耳的：为了剖备抗端粒酶蛋I~IhTERT可变 摹因。方法：幕~]Ni-NTA树脂层析1藏扶PBKTRT转染的E．coti JM109阳 

性菌中分离纯化端粒酶蛋I~thTERT，并免疫小鼠 从免疫的小鼠脾脏中提取淋巴细胞中．~,RNA，逆转录成eDNA，以逆转录 

台成的cDNA第一条链为模板，分别用VH和vL弓l物．通过PcR进行扩增。结果：PCR~J、增反应产生350bp大小的扰hTERT重链 

和轻链可变 基因 vH和vL基因 段的获得为进一步制备抗hTERT单功能区抗体 (dABs)和单链抗体ScFv奠定了实验基 

础。结论：提示该力社具有稳定性好，易于重复，扩增后vH和vL量较高的优点。 
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Preparing heavy and light chain variable region genes f0r anti— 

telomerase protein hTERT by the polymerase chain reaction 

ZHANG Hui etat 

c Department ofPathology，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To make variable region genes against teIomerase protein hTERT Methods：Telomerase 

protein hTERT vcas purified from E．coli JM 109 harboring pBKTRT by Ni—NTA resin chromatograph and 

immunized Balb／c mice． Total RNA of lymphocytes were extracted from spleens of immunized mice and 

conve~ed to eDNA by RT-PCR．First-strant eDNA was used as a template，heavy and light chain variable region 

genes for anti-telomerase protein hTERT were amplified individually with VH primers and VL primers using 

polymerase chain reaction． Results．"The heavy and light chain amplification reaction yielded a fragment 

approximately 350 base pairs in length．These fragment could provide possibility for preparing single。chain 

antibodies(ScFv)against telomerase．Conclusion：Results suggest that the method have be~er stability and easy 

repetition．and could get higher quantity of VH and VL． 

【Key words】Telomerase； Heavy chain variable region：Lj曲t chain variable region； Polymerase chain 

reaction 

在人类许多疾病的血清治疗中，人源性单克隆 

抗体优于鼠源陛 鼠源性免疫球蛋白会产生抗球蛋 

白抗体，使疗教减弱或消失，或引起超敏反应，然 

而用人-人杂交瘤技术产生人漏}生单抗还存在许多困 

难 基因工程抗体能克服鼠单抗用于临床疾病治疗 

所面临的异源性问题。免疫球蛋白可变区基因片段 

的获得使基因工程抗体的制备成为可能。本实验从 

端粒。酶蛋 白hTERT (human telomerase reverse 

transcriptase，hTERT)免疫的小鼠脾脏中提取编码 

抗hTERT mRNA进行逆转录．采用聚合酶链反应 

(polymerase chain reaction，PCR)扩增免疫球蛋白 

作者介绍 张 徽 I1963． ) 男， 安徽南畦人 副教枝，硕士 

主要研 究万向 肿瘤病理 

重链和轻链可变区基因，为进一步制备抗hTERT单 

链 抗 体 (Single—chain Variable region fram ent, 

ScFv)作准备。 

1 材料与方法 

1 1 hTERT蛋白分离与纯化 

在变性条件下，采用Ni．NTA树脂 (O1AGEN公司产品) 

层析 从oBKTRT转染的E coli JM109阳性菌中分离纯化 

hTERT。 PBKTRT为带有6×组氨酸尾的端粒酶hTERT 

eDNA重组质粒，由本实验室构建。E．coli JM109在100mI古 

氨苄青霉素 (100m L)LB培养摹中3TC振荡培养，细菌旱 

对数生长斯 (OD值选0 4—0．6) 加人1PTG至终浓度为 

lmmo]／L 再振荡培养5h，离心收集细菌。用Buffer A 

(6mo1／L Gu HC1， 0．1mol／L N~l-IP0‘， 0．0l111ol／L Tris／ 
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HCL，pH=8．0)重悬细菌沉淀 离心收集上清，与50％Ni- 

NTA混台，装人l 6cm的柱子。依次用BufferA，Buffer B 

(pHsD)和Bu髓c C (pH6 3)橇柱：分别用6mLBuffer D 

(p[-15．9)和6mL Buffer E(pH4．5)洗脱蛋向 BufferB， 

c，D， E组成为8mol／L Urea，0 lmol／L N~HP04， 0．01 mol,,"L 

Tris／HCl。层析洗脱液每1．5ml收集一管。每管取l0 l用r 

SDS-PAGE分析，并用Western Blot检测。洗脱液装人透析袋 

中，在含有500retool／| NaC1，20％g|yceml，0．01mot／L Tris／ 

HCI，da7．4的不同摩尔浓度尿素 (6M lM)使蛋白复性， 

然后用PE(蝴 浓缔，浓缩液冻存待用。 

1．2 Western Blot检测 

SDS·PAGE电泳凝胶浸于转膜 Buffer(39mmoI／L甘氨 

酸，48mmol／LTris．0．037~ DS，20％甲醇)中，-~：40优， 

4"C电泳10h，PAGE凝腔中的蛋白被转移到硝酸纤维豢膜 

上 ，用 TBS Bufier(10mmoI／L Tris-HCI， pH 7．5， l50 

mmol／L NaCI)洗2 x 10min，％ 封闭Buffer(B．M公司产 

品 )孵育 Ih，TBS—Tween Buffer(1OmrnoI／L Tris·Cl pH7 

5，500mmoI／LNaC【．O 05％Tweeo20)洗3 x t0min 俏酸纤 

维素膜在含有1／500Ni-NTAAP(QIAGEN公司产品)的TBS 

·Tween液中孵育lh．TBS-Tween Buffe~~ff,3 x 10rain，Buffer F 

(100mmol／L Tfis-HCl， pH 9．5， 100mmol／L NaCI． 5 

mmol／L Mgcl )洗lmin，用显色液BCIP／NBT(Sigma公司 

产品)显色j0rain，用燕馏水洗涤终止显色反应 

1,3 动物免疫 

s周雌性BaJb／c小鼠四只 (北京医科大学动物中．12"提 

供)。采用两种免疫力式： 

①腹腔免疫：h FERT与等量完辛弗氏佐剂制成油包水乳 

剂，每只小鼠腹腔注；t,lo．4ml(含hTERT 100 g)，两嗣后 

用不完全弗氏佐剂制成油包水乳剂，每只小鼠腹腔注射0． 

4ml，两周后，经腹腔注射0．4mL hTERT，三天后取脾脏。 

②脾内免疫：小鼠扯乙醚麻醉下，打开腹腔，脾内直接注l0 

ul hTERT (含1 ug)，5天后，再进行第二次脾内注射以加 

强免疫 5天后取脾脏． 

I 4 总RNA的提取 

采用一步 提取小鼠脾细胞中的总RNA。剪碎脾脏， 

放入匀浆器中，加入500 u】变性液 (4mol／L异硫鲁【酸胍， 

25 mol／L柠檬酸钠pH7．0，O 5％十二烷基肌氨酸钠)和3．5 u 1 

0。巯基乙醇，充分匀浆组织后，加50 【2mol／L乙酸钠 

(pH4．0)，500 l水饱和酚，100 u】氧仿／异戊醇，混匀， 

冰育I 5min，4"C离一L~20min，取上清，加等体积的异l内醇 

。 20℃，lh；4"C离 、10min，弃上清，N30O ul变性液，3 l 

B 巯基乙醇，振荡直 RNA完争溶解，加等体积异丙醇， 

‘20"C lh；4℃离 C,,10min，弃上清，N70％~醇洗涤RNA沉 

淀，稍晾干，加无RNAaSe水40 I，溶解RNA，取l0 】进行 

逆转录和PcR扩增 

1．5 引物的合成 

根据编码鼠免疫球蛋白重链可变 (heaD-chain 

variable region，VII)和 轻链 可 变区 (1ight-chain~ariable 

region VL)投苷酸序列5 和3 端的l相对恒定 设计其引 

VH弓l物：5’端引物 

VI I back：5'-AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG-3’ 

3’端引物 

VIIfor： 

TGAGGAGACGGTGACCGTGGI'CCCTTGGCCCCAG 3 

Ⅵ l物：5‘端引物 

VL back 5’GACATTCAGCTGACCCAG'ICTCCA 3 

3’端引物 

VL f 5'-GTTAGATCTCCAGC丁TGG]C．CC-3’ 

1．6 cDNA~合成和扩增 

总RNA为模板，VH f0r或VL f0r为弓i物、在AMV逆转 

录酶 (promega公司产品)的催化下台成cDNA第一条链。反 

应终体积50 1 RNA模板l0 1．20untoI／LVHfor l l或2O 

umol几vLr0 rl u1．10mmoI dNTPs 2 1．5 x逆转录Buft~'10 

l_400URnasinI l，去离子水24 l 70C加热5mJn，冰 

育1m ，~200UAMV逆转录酶2 1，42C 1．5h 

cDNA的扩增，反应终体积50 u 1。逆转录产物l0 l， 

20umol／L VHfor I l或20 moI／L VHback备l 】或20 mol 

，L VL r0r和VL back并I 1 4mmol／L dNTPs 2 l，10 x PCR 

Buffer 5 u1，2 5UTaq酶 (Promega公司产品)，加5O l石蜡 

油，置丁PCRtK中95℃预热lmin，按下列程序进行3O个循 

环 94．3 C 50s，52E 1rain，72'C 2min：完成搪环后于72℃ 

延伸5min PcR扩增产物用I．5％琼脂精凝殷电泳，在紫外灯 

下检测 

2 结 果 

2 I 端粒酶hTERT融合蛋白分离纯化 

带有6 x组氨酸标记的hTERT融台蛋白在变性 

条件下教分离纯化。融台蛋白被溶于6mo I／L盐酸胍 

中，用Ni—NTA树脂层析分离纯化，通过12％SDS— 

PAGE电泳，考马斯亮蓝染色，可见I7KD的单一蛋 

白条带 (图I)，用Western Blot检测显示阳性反应 

(图2)。 

2,2 免疫球蛋白VH和vL基目的扩增 

从hTERT免疫的小鼠脾脏中提取总RNA，分别 

用重链和轻链3 端引物 (VH f0r和VL f0r)，对编 

码抗hTERT mRNA进行逆转录 转录得到的cDNA 

产物分别用引物VH for和VH back或VL for和VL 

back采用PCR扩增免疫球蛋白重链和轻链可变区基 

因，扩增产物用I．5％琼脂糖凝胶电泳，在紫外灯下 

可见350bp的条带 (图3，图4) 
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图2 Westcrn Blot检测 1-3： hTERT阿]性反麻条带 

● 
， 一 
随着基因 [程技术的不断发展，抗体技术已进 

人第三代抗体时剃 其L}l噬菌体抗体库技术的建 

立，使基因工程抗体产生重大突破 将极大地促进 

抗体的开发和应用。利用噬菌体表面展示技术可构 

建 单 功 能 区 抗 体 (single domain antibodies． 

dABs)、单链抗体 (single—chain Fv，ScFv)C4．5] 异 

聚体抗体 (disulfide—stabilized Fv dsFv) 或Fab 

抗体库 构建ScFv的抗体库有多种方法：其中一种 

方法是将VH和VL通过一小段连接片段 (1inker)经 

PCR装配在一起形成ScFv 再克隆人噬菌体载体 

在辅助噬菌体如M】3K07帮助下包装产生单价的 

噬菌体 获得所需的抗体片段和基因 。ScFv与 

完整的IgG相比，其分子量小，穿透力强，结构简 

单 具有与lgG*l~类似的抗原亲合性⋯ ，在临床上 

有较好的应用前景。利用该技术还可直接用于改进 

抗体的催化括性⋯ 并对抗体进行诱变实验探查其作 

用机制 。 

应用噬菌体表面展示技术构建抗体库的首要条 

件是通过PCR扩增出抗体可变区基因，PCR扩增反 

应引物是根据Kabat免疫球蛋白数据库信息而设计。 

编码免疫球蛋白决定簇互补 区 (comp]ementarity— 

determining region，CDR)的核苷酸序列具有高度变 

化性，而J片段和重链可变区 (VH)和K轻链可变 

区 (VL)N末端具有相对较恒定的序列区，根据编 

码鼠免疫球蛋白VH和VL末端核苷酸相对保守序列 

区设计扩增的引物 VHfor和VLfor与1gG mRNA J 

片段相互补，VHback和VLback分别与编码重链和 

K轻链cDNA的N末端相互补。本实验通过对hTERT 

免疫的小鼠脾脏中提取的总RNA逆转录所得到的 

cDNA为模板，分别用VH和VL弓『物经过PCR扩增， 

1．5％琼脂糖凝胶电泳检测，可见约350bp大小的条 

带，与文献报道结果一致 】。我们所采用的两种免 

疫方法均得到一致的结果。并且经过多次反复实验 

均得到良好的结果。本实验具有稳定性好，易于重 

复．扩增的VH和VL量较高的优点。另外，该方法 

所需模板量少，操作简便、省时、重链、轻链引物 

中可引入限制性酶切位点，使扩增的基因可直接克 

隆于表达载体L}l 

VH和VL基 因片段 的获得 为进一 步制备抗 

hTERT单功能抗体以及进 一步将VH、VL基因片段 

与]inker随机拼接成VH—tinker—V L．并克隆于噬菌粒 

载体，制备抗hTERT单链抗体ScFv奠定了实验基 

础 

(下转第l 38页 
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3_3 横断面提供的信息一般较少．但可较好地观察 

半月板的全貌，髁间隆突层面显示最佳。在横断面 

上，半月板仅占 一个断面，但其前、后角与体部常 

不在同一层面上，因此当扫描平面与半月板体部平 

行时，其伴部的撕裂易显示，但前、后角撕裂 (尤 

其是后角)则难诊断。 

3．4 半月板在矢状面、冠状面上均能清楚显示，假 

在矢状面上前、后角显示更佳。在CT、MRI诊断半 

月板撕裂中，膝横韧带、半月板股骨韧带、膳肌腱 

等常造成假阳性，而这些结构在矢状面上也易鉴 

别，故矢状面对半月板损伤的诊断能提供较多的信 

息。在手术证实的33个撕裂半月板中，李文元 在 

MRJ矢状面上诊断了31个，冠状面上显示了19个， 

仅l例唯冠状面显示清晰，在影像上验证了诊断半 

月板撕裂应以矢状面为重点、辅以冠状面检查 
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