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　　 Abstract　Objecti ve: T o observ e the functiona l changes o f the ga stric mucosa in cirr hotic po r ta l hyper-

tension after po r tacaval sh unt ( PCS) . Methods: After th e model of hepa tic cir rho tic po rta l hyper tension was

established in ra ts, the changes o f the lev els of g astric blood flow ( GM BF ) , g ly copro tein ( GP ) and

pro sta glandins ( PGE2 and 6-keto-PGF1α) w ere observ ed. Results: The lev els o f these pa rameter s w ere signif-

icantly low er in the ra ts with hepa tic cirrh otic hyper tension than tho se o f the cont rol g roup. After PCS, they

w ere g radually inc reased and were significantly higher than tho se befo re PCS in the 5th w eek postope rativ ely

( P < 0. 01) . Conclusion: Under cir rho tic por tal hyper tension, the defensiv e capacity o f the gastric mucosa

was w eakened to result in pa thological changes and PCS can improve the micr ocir culation and function of syn-

thesizing and secr eting GP and PGs of the gastric muco sa and its defensiv e capacity w as ther efor e increased.
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抗人 C1-INH McAb轻、重链可变区基因的克隆及其在 E . coli中表达的研究
 

The cloning and expression in E. col i of VH /VL gene of anti-human C1-INH

McAb
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　　 PCR技术是近年来发展起来的一种体外扩增特异 DN A

片段的技术 ,不仅用于已知序列 DNA扩增 ,也用于未知序列 ,

例如具有某些特定特点的免疫球蛋白可变区基因的扩增 ,大量

扩增获得 IgV区基因 ,使体外表达某些新抗体小片段成为可

能 ,例如 ,重链可变区 ( V H)与轻链可变区 ( V L )相连构成 Fv ,而

Fv片段是具有抗体完全结合位点的最小片段 ,利用基因编码

连接肽 Linker将 V H和 V L连接起来构成单链 Fv ( s Fv )等 ,大

规模制备的 s Fv无论在基础理论还是临床应用中均具有重要

意义。本文报道了抗人 C1-INH F7轻、重链可变区基因的克隆 ,

序列分析 , sFv的表达载体构建和 F7 s Fv在大肠杆菌中的表达。

　　使用 V H、 VL二对通用引物 ,应用 PC R技术分别由抗人

C1-IN H杂交瘤 F7细胞株经反转录合成第一链 cDNA ,扩增获得轻

链、重链可变区基因。 PCR产物定向克隆进测序载体 pUC18和

pUC19,分别由二个方向对 PCR产物进行双脱氧法序列测定。

基因 DNA序列测定结果及由 DN A推导氨基酸序列分析表

明: ( 1)抗人 C1-INH F7 V H基因长为 342 bp,共编码 114个氨基酸 ,

F7V H和 V L DNA序列与小鼠 IgG重、轻链同源性达 65% ～

80%。 ( 2)按 Kaba t分类 ,抗人 C1-INH F7 V H基因编码的氨基酸与

小鼠 VHⅡ ( A )亚组同源性为 76% ,属于Ⅱ ( A)亚组 , F7V H基因

是由 V H-D-JH3重排产生 ,而 F7 V L编码的氨基酸符合小鼠 κ链

IV亚组氨基酸结构特征 ,同源性为 73% , F7VL基因是由 Vκ-Jκ1

重排而成。

　　将获得的 VH和 V L基因片段构建在已有的分泌型表达载

体中 ,中间以编码 ( Gly4 Ser )3 15个氨基酸 Linker的基因相连 ,

VL 3′端含编码 ( His) 5的基因片段 ,构建的表达载体 pIg F7 s Fv

以 phoA为引导肽 ,编码引导肽、 V H、 Linker、 VL、 ( His)5和 S PA

序列 ,在大肠杆菌 DH5α和 BL21中表达的是含 ( His )5和 SPA的

F7 s Fv融合蛋白 ,分子量为 ( 33～ 34) KD,表达量占细菌外周质

蛋白的 11. 3% ,占细菌细胞膜蛋白的 9%。抗原结合实验中 ,发

现具有一定的结合活性。本研究获得的表达的产物为进一步

sFv的纯化 ,活性鉴定 ,奠定了基础。获得的 sFv可用于抗体的

结构与功能研究 ,构象分析 ,深入探讨 C1-INH的功能及其在补体

经典激活途径中活化和调节的细节等。

　　关键词　 PCR; C1-INH; McAb; VH ; V L ;序列测定 ;序列分析 ;

表达 ;大肠杆菌
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