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抗人 C
l q 轻链可变区基因在 D H , 。

中的表达及序列同源性分析
`

陈克敏 朱锡华 (第三军医大学基础部免疫学教研 室 ) 重庆
,

6 3 。。 3 8

提 要 利用基因工程技术在大肠杆菌中表达抗 人 C
l
q 轻链可变区基因 lC q v

L
。

将质粒 p G E M
一

lC
q v

L

中的 C l q v L
基因克隆进表达载体 p B v 2 20 中

,

在大肠菌中成功地表达出抗人 C
l q 轻链可变区片段 ( p lC q V L )

,

并利用计算机分析软件进行了氨基酸序列同源性分析
。

本研究为进一步抗人 C
l q F v

抗体的研制及用于自身

免疫性发病机制的研究打下了一定基础
。

关键词 人 C lq
;

单克隆抗体
;
轻链可变区

;
表达

;
原核细胞

中图法分类号 R 39 2
.

1

补体是机体免疫系统中一个调控精细的多分子效

应系统
。

lC q 是补体系统 C ,

的第一组成成份
。

它是一

个 巨分子量糖蛋 白 ( M r 4 6 0 又 10 3
)

,

含 A
、

B
、

C 三条 不

同链
,

由 18 条肤链组成
。

C
:
q 与 C

,

激活物结合
,

激活

C , ,

从而启动补体经典途径的活化
。

同时
,

巨分子结构

赋予 C
, q 丰富的结合位点

,

可与体内多种分子相结合
,

发挥广泛 的生物学作用
。

但 C
:
q 庞大而复杂的分子结

构
,

使人 们对它结构功能认识望而却步
。

本研究选用本

室制备的三株抗人 C
, q M e A b s ( A

; ,

B
。 ,

D
。
) 中

〔 ’习 ,

抗原

结合 力最高 的 A
;

株来制备基因工程小抗体
,

在大肠

杆菌中表达抗 人 C
l q 轻链可变区基因

,

并作 了氨基酸

序列同源性分析
。

这对进一步应用生物物理溶液构象

方法研 究 C l
q 的功能结构

,

探讨 C l
q 与抗 lC q 抗体在

自身免疫性疾病中的作用具有指导意义
L,

,
3口。

产 g / m l) 的 L B 平板
,

37 ℃ 培养过夜
。

1
.

5 D ot bl ot 筛选 重组 子
,

酶切 作进一 步鉴定

由 pG E M
一

C
l
q V

L
回收酶切片段 C

】q V
L ,

以地高辛配基引物

法标记制备探针
。

从转化皿上随机挑取单菌落
,

快速粗提质粒
,

点于 N C 膜上
,

作预杂交
、

杂交
、

洗膜及显色反应
。

由此一次可

筛选上百个菌落
,

从中筛选出的数个阳性菌落
,

碱裂解法小量

抽提后
,

以 E co R I酶切作进一步鉴定
,

1
.

2% 凝胶电泳比较片段

大小
。

L 6 杭人 C lq 轻链可 变区墓因的表达 .7[
8二

将上述筛选的阳性重组表达子命名为 p B v
一

C
l
q V L .

含有外

源基因表达载体的在肠杆菌 D H , 。

在 30 ℃ 活化过夜
,
1 %稀释后

继续于 30 ℃摇床培养至 O D 达 。
.

6
,

迅速转至 42 ℃诱生 4 h
。

超

声波裂解细菌
,
3 50 o x g 离心 5 m in

,

表达的 p C
l q V

L
以不溶性

包涵体形式存在于沉淀中
,

经 1% D S D 处理使之变为可溶性
。

采用 SD S
一

P A G E 法检测菌体裂解液中的重组蛋白 ( p C
l
q V L )

。

1
·

7 p C
:
q V

L

的序列计算机分析

图 1 示抗 C
l q 轻链可变区的基因序列 及其推衍的氨基酸

序列
。
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1 材料与方法

1
.

1 试剂

限制性内切酶
、

C IP
、

lK
e

no w 大片段
、

连接酶等购 自华美生

物工程公司
、

P
r o m e g a

公司
、

P h
a r m a e ia 公司

。

地高辛标记试剂

盒购 自 P h
a r

m
a e ia 公司

。

1
.

2 p G E M
一

C ; q V
。

由本室构建
。

1
.

3 P B V 2 2 O

含
c
l t s 8 5 7 基因

,

编码温度敏感性入阻遏蛋 白
。

由病毒所候

云德教授馈赠
。

1
.

4 质拉 D N A 的提 取
、

鉴定
、

D N A 重 组技米

按常规进行 仁` 一 ’ 1
。

碱变性法抽提质粒 p G EM
一
C

, q v
L ,

以 X ba

I
、

N o t 酶切后回收 C
, q V

L
基因片段

,

然后在 K l
e n o w 大片段作

用下进行末端填平反应
。

S m
。 I 酶切表达载体 p B v 220

,

以 C IP

作载体脱磷反 应
。

在连接酶作用下将 C
, q V

:
克隆进 p B v 220

中
。

重组子转化感受态 菌 D H S。 ,

转化菌液涂布于含氨节 ( 1。 。
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的核普酸顺序及推衍的氨基酸顺序
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抗人 lC q 轻链可变区基因在 D H 。
。

中的表达及序列同源性分析 2勺 1

3 讨论

基因工程抗体的研究发展迅速
,

已克隆出各种单

克隆抗体轻
、

重链可变区基 因
,

部分获得了表达
。

其中

基因工程抗体的表达是 目前该研究领域的热点
、

难点
。

而 目前尚未见到补体基因工程抗体的研究报道
。

本研 究 利 用 p B V 2 20 表 达 载 体
,

构 建 了 p B V
-

C
l q V

。

重组子
。

在 C
l
q V

L

基 因的第 l
,

2
,

3读框中
,

仅第

一 位读框可通译为 1 11 个氨基酸
,

第 2
,

3位读框分别在

第 2和 第 31 编 码 子遇 到 终 止子
,

表 明第 1位 读框 为

C
,
q V

L

的正确开放阅读框架
。

利用 C
,
q V

。

中第 6位编码

M e t 的密码子作为起始密码子来表达 p C
l q V

。 。

在理论

上
,

缺失了 5个氨基酸残基的 p C
,
q V

:

并不影响其功能

及活性
。

由于表达 子所携带 的 d t s 8 5 7抑制基 因与 R

启动子同在一个载体上
,

可以转化任何菌株
,

因此本实

验选用蛋 白酶活性较低的 D H
S。

作宿主菌
,

使表达产物

不易为菌体蛋 白酶降解
,

结果表 明 C
l q V

L

在 D H
S。

中获

得有效表达 (图 4 )
。

由大肠杆菌表达大量均一分子形式

的 C
l
q 小抗体

,

对深入了解 C
l q 的结构

、

功能
,

提供 了

更精细有效 的研究工具
,

这表现为在许多免疫细胞上

(如 B
、

M
甲
)

,

同时存在 C ,
q R

、

F c R
,

二者功能交工重叠
,

而 lC q 小抗体 cF 段缺失
,

提供了研究 C
:
q 免疫调节功

能的新型分子
。

计算机序列的同源性分析表明 p C l
q V I

仅与免疫

球蛋白可变区序列具有显著意义的同源性
,

图 4所示

p C
l q V

L

与 鼠免疫球蛋 白 V K

的同源性片段 中
,

主要为

抗
一

D N A
,

抗
一

独 特 型
,

抗
一

R B C 等 自身抗 体 的 V
K

片

段
[ ,一 ` 3二。

表 明 p e
, q v

。

与 鼠 x g V K

自身抗体相关
。

根据

自身抗体 V 基因学说
,

提示
:

( 1 ) p C ,
q V

I

可能属正常

自身抗体
,

协 同 C
,
q 具有 一定调节 作用

。

人们现在认

为
,

自身抗体可能具有重要的生理作用
,

如参入抗体库

的 发生
、

发展
、

成熟及免疫调 节作用
。

( 2 ) C ,
q VI

_

与病

理性 C ,
q 自身抗体可能来源于 同一基 因片段

。

在许多

类 型的 自身免疫性疾病 患者 中
,

发 现血清 中存 在抗

C
, q 自身抗体

,

并与疾病的严重程度呈正相关
L’ ` ,

本文

的 P C , q v
l

与病理性 lC q 自身抗体的关系及在 自身免

疫性疾病 中的作用是一个令人感兴趣的问题
,

值得进

一步研究
。
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笼足招孰釜众落息釜孰落队括孰釜马落见落兔釜见括众蕊军偌息豁兔釜众备冬
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落几括延 括足招见落见括孰釜队务息落息书息括熟落皂落它落息

8 3岁高龄妇女切除巨大卵巢肿瘤一例报告

E x e i s i o n o f a m a s s i v e m u c o u s c y s t a d e n o m a o f o v a r y i n 8 3 y e a r o l d w o m a n

程显杰 (第三军医大学附属新桥医院妇产科 ) 重庆
,

6 3 。。 3 ?

患者郭冰轮
,

女
,

83 岁
,

住院号 1 0 8 8 3 。
。

因绝经 30 余年
.

阴道

不规则流血
,

腹部包块及低位肠梗阻于 1 9 8 9年 6月 13 日急诊入

院
。

病人绝经 30 余年后无明显诱因于 1年半前出现 不规则阴道

流血
,

同时发现下腹部有包块逐渐增大
,

今年 l 月下腹包块拳头

大
,

并出现尿频症状
,

夜间小便 3~ 4次
,

最近 一月下腹包块迅速

长大似儿头大
,

常伴呕吐
.

逐渐消瘦
,

于 6月初去当地 医院检查
,

B 超提示 可疑卵巢肿瘤
,

因大便解不 出且 呕 吐
,

门诊 以盆腹腔

巨大包块
,

低位肠梗阻急诊收入院
。

既往患有慢性支 气管炎
,

肺气肿
,

两年前右股骨骨折
,

跋

行
,

生活勉强 自理
。

查体
,

老年妇女貌
,

检查合作
。

体温 36 ℃
,

脉搏84 次 /m in
,

呼

吸 2 0次 / nr in
,

血压 1 1 / 8 k P a ,

心率 5 4次 / m i : 1
,

心津齐
,

双肺呼 吸

音粗糙
,

闻及干鸣音
。

妇科检查
:

腹部膨隆
,

包块腹测 3 0 C
m 夕 2 1 :

.

外阴 及官颈

萎缩
,

阴道宫颈有中量暗红色血液
,

子宫水平 位稍 人
,

其前 方叫

扣及 7 月孕大小囊实性包块
。

B 超提示腹盆部 巨大包块 来自附

件
,

恶性可能性大
.

X 光胸平片示
:

慢性支气管炎
、

双肺肺 气肿
,

未见转移病灶
。

经周 密讨论充分准备于 6月 22 日在持硬麻醉下 行全子 宫双

附件切除术川
,

术中所见
:

子宫稍大
,

长有 3个小肌瘤
,

右卵巢萎

缩呈线状
,

左卵巢增大约 30
c m 又 20

。
m 火 20

c
m 囊实性不规则

与左盆壁相粘连
,

放液 2 0 。。 m l
,

完整切除包块及全子宫右附

件
,

手术历时 Z h
。

术后合并肺部感染及心功能障碍
,

病情危重
,

经大力抗感染
,

改善 心功能
,

纠正 电解质紊乱
,

精心护理等措

施
,

并发症基本治愈
.

腹部伤 口 s d 拆线愈合好
,

术后 16 d 康复

出院
,

术后 4年随访病人健在

最后诊断
:

( 1) 左卵巢多房性粘液性囊腺瘤
。

( 2) 子宫内膜

囊腺性增殖症并肌腺瘤
。

( 3) 慢性支气管炎并感染
,

肺气肿
。

讨 论

随着国 民经济的发展和 人民生活条件的改善
,

人均寿命逐

渐提高
。

老年人 口不断增加 L21 ,

老年人的医疗保健间题
,

已日益

受到 人们普遍重视
,

为此对老年病的 医治 要求更高了
,

为保障

老年人的健康长寿
,

积极开展对老年病的治疗
,

包括手术治疗

显得更为重要
。

本病例的报道
,

对于 80 岁以上 高龄妇女手术成

功
,

说明老年病手术虽然并发症多
,

但只要加强手术前充分准

备
,

术后加强管理
、

护理
,

对老年病仍可手术治疗
。

关键词 卵巢肿瘤 /外科手术
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