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　　提　要　目的: 对人抗甲肝病毒噬菌体抗体阳性克隆 597和 646,进行重链 DN A序列分析。方法: 用

Sange r末端终止法测定序列 ,计算机软件进行分析。结果: 经同源性分析 ,这两个克隆的同源基因均来源于

人免疫球蛋白重链基因序列。氨基酸序列推导可知 ,克隆 646重链 Fd基因和克隆 597重链可变区基因均为单

一开放读框 ,各编码 225个氨基酸和 119个氨基酸。2株克隆重链可变区含有明确的四个框架区和 3个抗原决定

互补区。结论:克隆 646和克隆 597的重链 DN A序列具有典型的人免疫球蛋白基因序列特征。
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　　 90年代发展起来的噬菌体抗体库技术 [1 ] ,使人们

能够绕开细胞杂交瘤 ,直接从基因水平制备抗体 ,这无

疑为人单抗的制备提供了较为有效的手段。我们利用

这一技术从人外周血淋巴细胞中扩增人抗体基因 ,构

建人源性噬菌体抗体库 ,并从该库中筛选到抗甲型肝

炎病毒的噬菌体抗体阳性克隆 [2 ]。本研究对克隆 646和

克隆 597进行了基因序列分析 ,现报道如下。

1　材料和方法

1. 1　实验材料
　　质粒 M 13m p18 /M13mp19和 Klenow 酶购于华美生物工

程公司 ;质粒 pBluescriptⅡ ks(+ )为军科五所 11室保存 ;限制

性内切酶购于 promega公司 ; Sequence Ver sion 2. 0 DN A测序

试剂盒购于 USB公司 ; [35 S ]d ATP购自 Du Pon T公司。

1. 2　实验方法
1. 2. 1　用 M13mp18克隆重链 Fd基因　　用内切酶 SpeⅠ 酶

解含待测基因质粒 DN A, Klenow酶补平后再用内切酶 XhoⅠ

酶解 ,克隆入经内切酶 Sma lⅠ 和 SalⅠ 酶解的 M 13mp18质粒

中。转化大肠杆菌 XLI-Blue,筛选出 M 13重组噬菌体。

1. 2. 2　用 M13mp19克隆重链 Fd基因　　用内切酶 SpeⅠ 和

XhoⅠ 酶解含待测基因质粒 DN A,克隆入 PBluescriptⅡ KS

(+ )质粒中。挑选重组子并用内切酶 SacⅠ 和 XhoⅠ 酶解后 ,再

克隆入经内切酶 SacⅠ 和 Sa lⅠ 酶解的 M13 /mp19质粒中 ,筛选

出 M 13重组噬菌体。

1. 2. 3　基因序列的测定及分析　　 DNA序列测定按测序试

剂盒说明书操作 ,采用 Sanger末端终止法行序列测定。测序结

果用计算机软件进行分析。

2　结果

2. 1　人抗甲肝噬菌体抗体重链 Fd基因的序列测定

　　对抗甲肝噬菌体抗体克隆 646进行了重链可变区、稳定区

CH1基因序列的测定 ;克隆 597进行了重链可变区基因序列的

测定。

　　将用 M13 /mp18和 M13 /mp19这一对测序载体对克隆 646

重链 DN A的测序结果拼接后 ,得到的重链 Fd基因全序列见图

1。第 1至 357位碱基为抗体可变区基因 , 358至 675位为部分稳定

区基因。克隆 597重链可变区基因序列见图 1。

　　比较克隆 646与克隆 597重链基因可变区中的三个 CDR区

基因序列 ,发现彼此间在 CDRs区的基因序列存在差异 ,且

CDR3区的碱基序列差异最大 ,见图 1。

2. 2　与已知人免疫球蛋白重链基因序列的同源性分析
　　将克隆 646重链 Fd基因序列和克隆 597重链可变区基因序

列输入计算机 ,通过 Interne t联网检索 ,用 BLASTN1. 4. 9. M P

软件与已知基因序列进行同源性分析。结果表明克隆 646重链

稳定区基因 ( 358～ 657 bp)与人免疫球蛋白 IgGG1重链稳定区

基因序列的同源性为 99%。克隆 646重链可变区基因 ( 1～ 350

bp)与人免疫球蛋白 IgGF4-23重链可变区基因序列的同源性

为 88%。克隆 597重链可变基因 ( 1～ 356 bp )与人免疫球蛋白

IgG30P1重链可变区基因序列的同源性为 88%。

2. 3　可变区氨基酸序列推导
　　将测出的克隆 646和 597的重链基因序列输入计算机 ,推导

的氨基酸序列见图 1。克隆 646重链可变区基因共编码 119位氨

基酸。基因中无终止密码 ,为一开放阅读框架。基因中第 22位和

第 96位为可变区序列中仅有的两个半胱氨酸。有明确的抗体可

变区四个框架区 ( Framewo rks, FRs)和 3个抗原决定互补区
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( Complementar y dete rming regions, CDRs )。第 31位到 35位氨

基酸为 CDR1区 ,第 50位到 66位氨基酸为 CDR2区 ,第 99位至

108位氨基酸为 CDR3区 (图 1划黑线处 )。表明克隆 646重链可变

区基因具有人抗体重链可变区基因特征。

　　克隆 597重链可变区基因特征同于克隆 646,其三个 CDR

区见图 1划黑线处。

　　　　　　　　　　　 15　　　　　　　　 　 30　　　　　　　　 　 45　　　　　　　 　　 60　　　　　　　　 　 75

A　
CAGGTGAAACTGCTCGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCC TGGCAGGACCCTGAGACTCTCCTGTGC AGCC TCT

Q　 V　 K　 L　 L　 E　 S　 G　 G　 G　 L　 V　 Q　 P　 G　 R　 T　 L　 R　 L　 S　 C　 A　 A　 S

B　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 GGGTCC

- 　 -　 -　 - 　 -　 -　 -　 - 　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 G　 S　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -

　　　　　　　　　　　 90　　　　　　　　　 105　　　　　　　　　 120　　　　　　　　　 135　　　　　　　　　 150

A　
GGATTCACC TTTGATGATT ATGCCATGCACTGGGTCCGGCAAGTTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGT

G　 F 　 T 　 F　 D　 D　 Y　 A　 M　 H　 W　 V　 R　 Q　 V　 P　 C　 K　 G　 L　 E　 W　 V　 S　 G

B　
　　　　　　　 　 AGCAGC　　　　　 　 AGC　　　　　　　 　 GC T　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 GCT

- 　 -　 -　 - 　 S　 S　 -　 -　 -　 S　 -　 -　 -　 -　 A　- 　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 - 　- 　 A

　　　　　　　　　 　 165　　　　　　　　　 180　　　　　　　　　 195　　　　　　　　　 210　　　　　　　　　 225

A　
ATTAGTTGGAATGGTGGTAGCATGGGCTATGCGGAGTCTGTGAGGGCCCGAT TCACCATCTCCAGAGACACGTCC

I　 S　 W　 N　 G　 G　 S　 M　 G　 Y　 A　 E　 S　 V　 R　 A　 R　 F　 T　 I　 S　 R　 D　 T　 S

B　
　　　　 GTTGGT　　　　　　 ACATAC　　　　 GAC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 AAT

- 　 -　 V　 G　 - 　 -　 -　 T　 Y　 -　 -　 D　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 N　 -

　　　　　　　　　 　 240　　　　　　　　　　 255　　　　　　　　　 270　　　　　　　　　 285　　　　　　　　　 300

A　
AAGAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGC TGAGGACACGGCCT TCTATCTC TGCAAAGT TAGGCAG

K　 N　 S　 L　 Y　 L　 Q　 M　 N　 S　 L　 R　 A　 E　 D　 T　 A　 F　 Y　 L　 C　 K　 V　 R　 Q

B　
　　　　 CACGTG　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　 CCGT AC　　 T AC　　 AGAAT TGAGTTG

- 　 -　 H　 V　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 -　 P　 Y　 -　 Y　 -　 R　 I　 E　 L

　　　　　　　　　 　 315　　　　　　　　　 330　　　　　　　　　 345　　　　　　　　　 360　　　　　　　　　 375

A　
TGGCTGGAATCAC TGTT TGAT ATGTGGGGCCAGGGAACCC TGGTCACCGTC TC ATC AGCATCC ACCAAGGGCCC A

W　 L　 E　 S　 L　 F　 D　 M　 W　 G　 Q　 G　 T　 L　 V　 T　 V　 S　 S　 A　 S　 T　 K　 G　 P

B　
　　　 　 ACAACA　　 TCT　　 ACT

- 　 -　 T　 T　 -　 S　 -　 T　 - 　 - 　 - 　 - 　 - 　 - 　- 　 - 　 - 　 - 　 -

　　　　　　　　　 　 390　　　　　　　　　 405　　　　　　　　　 420　　　　　　　　　 435　　　　　　　　　 450

A　
TCGGTCT TCCCCCTGGCACCC TCC TCC AAGAGCACCTC TGGGGGCACAGCGGCCCT GGGCTGCC TGGTCAAGGAC

S　 V　 F　 P　 L　 A　 P　 S　 S　 K　 S　 T　 S　 G　 G　 T　 A　 A　 L　 G　 C　 L　 V　 K　 D

　　　　　　　　　 　 465　　　　　　　　　 480　　　　　　　　　 495　　　　　　　　　 510　　　　　　　　　 525

A　
TAC TTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC TC AGGCGCCCTGACC AGCGGCGTGCACACCTTGCCGGC TGTG

Y　 F　 P　 E　 P　 V　 T　 V　 S　 W　 N　 S　 G　 A　 L　 T　 S　 G　 V　 H　 T　 F　 P　 A　 V

　　　　　　　　　 　 540　　　　　　　　　 555　　　　　　　　　 570　　　　　　　　　 585　　　　　　　　　 600

A　
C TACAGTCCTCAGGAC TC TAC TCCC TCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGC TTGGGCACCCAGACC TAC

L　 Q　 S　 S　 G　 L　 Y　 S　 L　 S　 S　 V　 V　 T　 V　 P　 S　 S　 S　 L　 G　 T　 Q　 T　 Y

　　　　　　　　　 　 615　　　　　　　　　 630　　　　　　　　　 645　　　　　　　　　 660　　　　　　　　　 675

A　
ATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCT TGTGACAAAACT

I　 C　 N　 V　 N　 H　 L　 P　 S　 N　 T　 K　 V　 D　 K　 K　 V　 E　 P　 K　 S　 C　 D　 K　 T

图 1　重链 DNA基因序列及氨基酸序列推导

Fig 1　Nucleot ide and deduced amino acid sequence of heavy chain DNA , CDRs are underlined

A: Fd gene o f clone 646; B: V H gene of clone 597

3　讨论

　　我们对人抗甲肝噬菌体抗体的 2个阳性克隆 (克隆

597和克隆 646) ,进行了重链基因的序列分析。根据所

测的基因序列及通过计算机分析 ,得知这 2个克隆的重

链 DNA序列 ,具有典型的人免疫球蛋白基因序列特

征。经同源性分析 ,知克隆 597和克隆 646的同源基因序

列均来源于人免疫球蛋白重链基因序列。根据 Kabat
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的分类系统
[3 ]
,这 2个克隆重链可变区基因属于人抗体

第Ⅲ亚群。而这 2个克隆在 CDRs区基因序列的差异

性 ,提示这 2个克隆可能来自于人体中不同的淋巴 B

细胞。同时也间接说明 ,在我们所构建的噬菌体抗体库

中 ,抗体基因存在着多样性。

　　 Barbas
[4 ]根据 20个克隆的重链基因 CDR3区的序

列 ,将抗艾滋病毒噬菌体抗体分为 6组。第 1组中的 4个

克隆具有相同的重、轻链基因序列 ,但只有 2个克隆产

生的抗体具有中和活性。第 2组的 5个克隆中 ,仅有 1个

显示出能够中和艾滋病毒。Barbas[ 5 ]在对呼吸道合胞

病毒 F蛋白的 3株噬菌体抗体阳性克隆测序后发现 ,

有 2株 DNA序列完全一致。另 1株虽然也表现出中和

活性 ,但重链基因的 CDR3区 DNA序列与上 2株完全

不同 ,却与一些不具中和活性的噬菌体抗体的重链基

因一致。Sanna
[6 ]
从构建的噬菌体抗体库中 ,筛选出 2株

能中和 2型疱疹病毒的噬菌体抗体 ,其重链 CDR区的

基因序列基本相同。而另 2株中和 1型疱疹病毒的噬菌

体抗体 ,尽管都识别病毒的囊膜 D蛋白 ,但重链 CDR2

和 CDR3区的基因碱基数及序列均有较大的差异。由

此看来 ,具有相同抗原特异性的噬菌体抗体 ,其不同克

隆在 CDRs区的基因序列与它们的抗原结合位点 ,中

和活性等生物学性质尚无十分明确的对应关系
[7, 8 ]
。在

我们的实验中 ,克隆 646与克隆 597在重链可变区 CDR

区显示出来的基因序列差异 ,其生物学意义尚不清楚。
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Sequencing of the heavy chain genes from human phage antibodies against

hepatitis A virus
Wan Zhesheng , Wang Haitao , Jiang Shaozhun ( Depa rtment of Microbiolog y , Third Militar y Medica l Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o sequence the heavy chain genes from h uman phage antibodies against h epatitis

A virus. Methods: The gene encoding HAV antig en-specific phage antibodies heavy chain from clones 597

and 646 were sequenced with Sanger 's chain termina tion me thod. Results: The gene sequence o f the tw o

clones w ere homologous with that of known human immunoglobulin genes. Both o f genes have one open

reading framewo rk. The Fd gene of clone 646 encoded 225 amino acids while the V H gene o f clone 597 encod-

ed 119 amino acids. There w ere four fr amew orks and thr ee com plementary determining r egions in the V H

genes of th ese two clones. Conclusion: Th e clones 597 and 646 have the typica l charac ter o f human im-

munoglobulin gene.

　　 Key words　 human phage antibody; g ene sequencing; hepa titis A virus.
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