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【摘+ 要】目的：扩增鼠源性抗 LXY 末端蛋 白（LXY#T.）

2V= 轻、重链可变区（YU，YL）基因，构建 EMP 原核表达载体

并于大肠杆菌中表达- 方法：从鼠源抗 LXY 末端蛋白杂交瘤

细胞（1*）中提取细胞总 JSV，逆转录成 >@SV，以鼠源简并

性引物 TIJ 扩增抗体的 YU 和 YL 基因，克隆到 ;G1N#. 13EH
载体，测序并对其结构进行分析- 选择序列正确的克隆，分别

构建 YU 及 YL 的 TXY$$" 原 核 表 达 载 体，)$Z 诱 导 表 达，

[/EB/A8 =07B 鉴定表达产物- 结果：经测序证实，所克隆的 YU

基因为 *(* =;，YL 基因为 *%’ =;，两者序列与鼠抗体的同源

性均大于 ,"\ - 构建了鼠抗 LXY#T. 抗体基因 YU 及 YL 的

TXY$$" 原核表达载体，并在大肠杆菌中获得表达- 表达产物

经 ]@]#TVG1 及 [/EB/A8 印迹分析与羊抗鼠 ^9G 产生特异反

应- 结论：抗 LXY 末端蛋白轻、重链可变区基因的克隆及表

达为进一步探讨 LXY 感染患者的免疫治疗奠定了基础-
【关键词】抗 XY#.T；抗体；杂交瘤

【中图号】J%*+ + + 【文献标识码】V

JK 引言

乙型病毒性肝炎（ 乙肝）是由 LXY 感染所引起

的、波及全球的传染性疾病，该病易于慢性化，并与肝

癌的发生密切相关- 对乙肝的防治工作仍是医学界

的一大棘手问题- 目前，有关乙型肝炎的治疗方法主

要以干扰素等抗病毒药物为主- 为探讨 LXY 末端蛋

白单链抗体在相关肝脏疾病诊治中应用意义，我们应

用鼠源抗 LXY 末端蛋白杂交瘤细胞 TIJ 扩增抗体

的轻、重链可变区基因，构建 EMP 的原核表达载体并

对表达产物进行了鉴定-

LK 材料和方法

L- LK 材料K 小鼠杂交瘤细胞系为本室制备，该细胞

可分泌抗 LXY 末端蛋白 2V=［!］，常规培养于 !""
2U _ U 小牛血清的 JTN^ !()" 培养液中- 扩增鼠源性

抗体轻、重链可变区（YU，YL）基因的 TIJ 引物合成

于上海生物工程有限公司，序列如下 ’‘端引物为 YU

MDJ：’‘#VG（.V）.（IG）（I.）GVGI.I（GI）（.V）

（GI）（VI）.（GI）VI（IV）IVG（V.）I.IIV#*‘，YL

MDJ T$：’‘#VG..IIGVGI.IG.（ .G）（ G.）.GVI
（G.）IVG（GI）（VI）（VG）（.I）I（.I）#*‘；*‘端引

物 为 YU XVIa：’‘#GIGIIG.I.VGVV..VVI VI.#
IV..II.G..GV#*‘；YL XVIa：’‘#VIIGIIGGV.I#
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!"##!##"###!"!##"##!#$%&’ 逆转录酶及 (#)
所用试剂均为 !*+,- 公司产品，.!/0$1 载体为 (2-$
3456 公司产品，羊抗鼠 75! 86+ 抗体为 9-2:*, 733;$
<-=-5> 公司产品’
!’ "# 方法

?’ @’ ?A 细胞总 )9" 提取及 )1$(#)A 取 % B ?CD 杂

交瘤细胞，1)7E-= 法提取细胞总 )9"（ (2-3456 7<,
F*G，及实验指南）’ 以细胞总 )9" 为模板进行 ,H9"
第一链的合成：%’ I !J )9"，@ !J IK 逆转录缓冲液，

? !J L=*5-（:1?@），MCN 保温 ?C 3*<，冰浴 @ 3*<，加

入 ? !J ?CC 33-= O J H11，? P ?C 33-= O J :91(，? !J
)96Q4 *<R*+*G-2，C’ I !J 0-=-<4> 鼠白血病病毒逆转

录酶，%MN反应 ? R’ 以 ,H9" 第 ? 链为模板，(#) 扩

增抗体 SJ 及 ST 基因’ (#) 反应体系为：模板 ,H9"
I !J，?C B (#) 缓冲液 I !J，@’ I 33-= O J :91( I
!J，I !3-= O J 引物 I !J，!"# H9" 聚合酶 ? !J，加

水至 IC !J；UVN VC Q，IWN VC Q，M@N VC Q，反应 %I
个循 环’ ?I 5 O J 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 (#) 扩 增

产物’
?’ @’ @A (#) 产物的克隆及鉴定 A 上述 (#) 产物于

?I 5 O J 低熔点琼脂糖凝胶电泳分离后，切取 %DC +.
大小左右的条带，X6E62: 0*<*.24. 柱（ (2-3456 7<,
Y*G）回收纯化，取 C’ % Z C’ I !5 回收的 (#) 产物与

?CC <5 .!/0$1 载体进行连接反应，?DN连接 ?D R，

连接产物分别命名为 .!/0$1 O SJ 及 .!/0$1 O ST’
转化 [0?CU 感受态细菌并经蓝白筛选挑取阳性克隆

进行扩大培养’ 提取重组质粒进行 $%&) 7 酶切鉴定

重组子，同时进行序列测定及分析’
?’ @’ %A 原核表达载体的构建及表达A 将测序证实正

确的 .!/0$1 O SJ 及 .!/0$1 O ST 质粒分别用 $%&) 7
和 ’"(T 7 双酶切后回收小片段，与经相同内切酶消

化处理的 .\S@@C 载体质粒连接后转化 HTI6 菌株，

提取重组质粒 H9"，以 $%&) 7 和 ’"(T 7 酶切鉴定，

将得到有插入片段的正确克隆命名为 .\S@@C O SJ 及

.\S@@C O ST’ 将含有 .\S@@C O SJ 及 .\S@@C O ST 表达

质粒的重组菌接种于 J\ 培养基中 %CN活化过夜，次

日按 ?]IC 的比例转接于 J\ 培养基中，%CN 培养至

)DCC <3 ^ C’ D，转至 V@N培养 D R，离心收集菌体，超声

破碎 后 离 心 获 得 包 涵 体，做 _H_$("!/ 分 析，_H_$
("!/ 以考马斯亮蓝染色、脱色’
?’ @’ V A X4QG42< +=-G 检测 .\S@@C O SJ 及 ST 表达蛋

白A _H_$("!/ 电泳后，将表达产物电转移至硝酸纤

维素膜’ 硝酸纤维素膜于 IC 5 O J 脱脂奶 (\_ 中 %MN
封闭 UC 3*<，加羊抗鼠 75! 86+ 抗体（9-2:*, 733;<-=$
-5>，7<,），VN 孵育过夜，(\_ 充分漂洗（?C 3*< B %

次），加辣根过氧化物酶标记的驴抗羊 75!，%MN 作

用 VC Q，(\_ 充分漂洗，化学荧光法（/#J）显色，观察

结果’

"# 结果

"$ !# %&’ ()，(* 基因扩增# 应用针对鼠抗体 SJ，

ST 基因引物，从产生抗 T\S 末端蛋白杂交瘤细胞

系 /% 中扩增出两条约 VCC +. 左右的 H9" 片段（8*5
?），其 H9" 片段的大小与预期鼠源性抗体 SJ，ST 基

因大小一致’

0：(#) 362F42；?：J*5RG ,R6*< 54<4；@：T46‘> ,R6*< 54<4’
8*5 ?A )1$(#) 63.=*a*,6G*-< -a /% 3"+ =*5RG 6<: R46‘> ,R6*<
‘62*6+=4 54<4 a26534<GQ
图 ?A /% 3"+ SJ，ST 基因 )1$(#) 扩增结果

"$ "# +,- 扩增产物的克隆及鉴定# 琼脂糖凝胶电

泳并分别回收上述 SJ，ST 基因 (#) 扩增产物，分

别与 .!/0$1 /6Q> 载体连接，连接产物转化大肠杆

菌 [0?CU 感受态细胞，得到数 ?C 个白色转化菌落’
挑选白色菌落，提取质粒 H9"，经 $%&) 7 酶切鉴定

插入片段，可得到 VCC +. 左右大小的插入片段（8*5
@）’

?：.!/0$1 O ST；@：.!/0$1 O SJ；0：(#) 362F42’
8*5 @A $%&) 7 4<E>34 :*54QG*-< -a 24,-3+*<6<G .!/0$1 O SJ 及

.!/0$1 O ST .=6Q3*:
图 @A 重组 .!/0$1 O SJ 及 .!/0$1 O ST 质粒 $%&) 7 酶切鉴定
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!" #$ %&’ 产物测序 $ !" 基因由 #$# 碱基组成，编

码 %&% 氨基酸，!’ 基因由 #() 碱基组成，编码 %&) 氨

基酸，!"，!’ 基因测序结果 表 明 为 开 放 读 框，与

*+,+-.,/ 中已发表的序列比较未发现有与其序列相

同的基因，说明其为新发现的基因序列0
!"

1*12*3*1*32331312*13331*132331*13122
*1*32313331*2323312331211*2*31232***
*1*11**231331231332*331311*212113311
1213212**21331*31*11*331**1233233333
1*13222231222121*123312332**312*2**1*
233321313*32231*2**31*2***232*1*1*323
121313231*1321231*312*313*11*22*3221
32122*231*31****1*21*21*3331**13*3*
*2**1**313311*32**111231113***32*12
*3**33231131**112*1*2*221122321*13**
3*3211
!’

1*2233*1*323*2**2*13231**3123331**2*
31*32*31**1*231***232*2*32*1**331*3*
11*2332***32232**32131332231331*32332
**12*3132***3*11*31*1*3332**131***3
322*1*2**122**131*1213123321121*2**2
112133213112*1*1**22311***311**33131
32*132*212131312332331*3131*3**12323
1*132*131232*1**12*3**232122132*2*31
1*123****112113*232**2222132*3311**3
13**23133*23233231*3**2**323***2**3*
*23*1233***3**2211

!" ($ )*，)+ 基因原核表达载体的构建及表达$ 将

测序正确的 4*5672 8 !" 及 4*5672 8 !’ 质粒分别用

!"#9 : 和 $%&’ : 双 酶 切 并 回 收 酶 切 片 段，插 入

;-!&&< 表达载体，相同酶切结果显示表达载体构建

成功0 将正确的重组菌在 #<= 活化过夜，经 >&= 诱

导表达0 ?@?7;1*5 可见 ’A%> <<<蛋白条带（BCD #），

进一步用 E+FG+A, HIJG 实验证实了所表达蛋白为鼠源

性抗体蛋白（BCD >）0

#$ 讨论

’-! 虽为 @K1 病毒，但必须经过 9K1 中间体

的逆转录复制［&］0 最初的研究表明，这一过程需要病

毒 "#() 基因及 *#+ 基因参与［#］0 ’-!7*#+ 基因编码 >
种蛋白，自 K 端起分别为末端蛋白（ G+ALC,.I，;2），

F4.M+A，末端蛋白（ A+N+AF+ GA.,FMAC4G.F+，92）及 9K1

%：!" +O4A+FFCJ, 4AJPQMG；&：!’ +O4A+FFCJ, 4AJPQMG；#：-I.,/ MJ,GAJI0

BCD #R ;1*5 +I+MGAJ4SJA+FCF A+FQIG
图 #R 蛋白电泳结果（考马斯亮蓝染色）

BCD >R E+FG+A, HIJG A+FQIGR R R 图 >R 蛋白印迹杂交结果

酶（ 9K.F+’）0 B+CG+IFJ, 等［>］及 "+D. 等［)］分 别 对

’-!7*#+ 抗体及抗原在乙肝患者血清中存在意义与

’-! 感染血清学其他指标之间的关系进行了比较性

研究，他们的结果均表明 ’-!7*#+ 抗原及抗体可在多

数 ’-! 感染患者血清内出现，尤其是它们可以出现

于其他 ’-! 血清学指标均为阴性的 ’-! 感染的个

体血清中，提示这一指标在某些病例中可能是唯一反

应 ’-! 感染或体内 ’-! 低水平复制的重要标记物，

同时也是病毒复制过程中的关键因素，因此有效阻断

该蛋白的功能可望为 ’-! 生物治疗提供新的手段0
R R 随着现代分子生物学和免疫的发展，基因工程抗

体的诞生为病毒感染性疾病及恶性肿瘤的诊断和治

疗带来了新的方法和手段0 该方法的优势在于单链

抗体分子量小、穿透力强、较好保持抗原亲和性及特

异性、免疫原性低、体内半衰期短，易与效应分子相连

构成多种新功能的抗体分子［$，(］0
我们应用已经获得的鼠源性分泌抗 ’-! 末端蛋

白的杂交瘤细胞（5#），提取细胞总 9K1，逆转录成

M@K1 并以鼠源简并性引物 ;39 扩增抗体的 !" 和

!’ 基因，经测序证实，所克隆的 !" 基因为 #$# H4，

!’ 基因为 #() H4，两者序列与鼠抗体的同源性均大

于 T<U 0 同时应用 ;-!&&< 质粒构建了原核表达载

体并在大肠杆菌中成功获得表达0 表达产物经 ?@?7
;1*5 及 E+FG+A, 印迹分析与羊抗 鼠 :D* 产生特异
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反应! 实验结果为进一步探讨 "#$ 感染患者的免疫

治疗奠定了基础!
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出血热误诊为上呼吸道感染 ! 例
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!" 病例报告" 患者，男，(( 岁，因间歇性全身乏力、肌肉酸痛

( YK，发冷 % YK，发热 + A 入院! 曾在我院查 I#R +! Q _ %)O ‘
[，M )! V)，[ )! +，体温波动在 *P a +)b ! 初步诊断“ 上呼吸道

感染”，用阿莫西林、$R 银翘片、清热解毒冲剂等治疗无效!
查体：S *P! Ob，#3 面性 %( ‘ P K3/! 全身皮肤无出血点，双眼

球结膜轻度充血，咽部充血，软腭未见充血点，心肺腹部未见

阳性体征! 实验室检查：I#R U! PQ _ %)O ‘ [，M )! UO，[ )! (%，

"2# %Q) E ‘ [，3R[ *) _ %)O ‘ [，尿蛋白 *! ( E ‘ [，流行性出血热

抗体（ c ）! 诊断：流行性出血热! 入院后立即按照流行性出

血热的治疗原则给予抗病毒、抗渗出、抗出血治疗! 具体包括

卧床休息，给予高热量，多维生素，易消化饮食；维持水、电解

质、酸碱及血浆渗透压平衡；给予大剂量（Q E）$96! R 和 $96!
4! 同时给予氢化可地松 %)) :E ‘ A，稀释后缓慢静脉滴注! 入

院后 * A 患者的尿量由 +Q) :[ ‘ A 增至 UQ) :[ ‘ A，肌酐 ()+! V
!:08 ‘ [，#dM %*! * ::08 ‘ [! Q A 尿量增加至 +))) :[ ‘ A! 经综

合治疗 %) A，肌酐和 #dM 检查等正常，痊愈出院，随访 % :0 未

见异常!

#" 讨论 " 国际上将流行性出血热（ ;@9A;:9D .;:0??./E9D =;>
L;?，4"W）与流行性肾病（<;@.0@/6.9/ ;@9A;:9D/，M4）等统称

肾综 合 征 出 血 热（ .;:0??./E9D =;L;? Y96. ?;</8 5B.<A?0:;，

"WJG）! "WJG 是由布尼亚病毒科（7C<B/L9?9A/;）汉坦病毒属

（./<6/L9?C5）中某些病毒引起和由某些啮齿动物携带传播的

一类自然疫原性疾病! 我国流行的是 4"W 是以黑线姬鼠和褐

家鼠为其主要宿主动物和传染源，其传播主要通过与宿主动

物或其排泄物（尿、粪）‘ 分泌物（ 唾液）接触! 4"W 起病急，进

展快，病死率高，早期诊断对降低病死率有着特殊的重要意

义! 4"W 临床上以发热、休克、充血、出血及急性肾功能衰竭

为主要临床表现，但通常不典型! 患者在就诊时处于病程变

化的不同时期，常以某一系统或某一器官的症状较为突出，而

典型症状并不明显，又没有明显的感染因素，容易造成误诊时

间较长，可达 * a + YK［%］，误诊率高达 ( ‘ *，多数误诊为上呼吸

道感染［(］! 我们报道的病例误诊为 ( YK，患者仅表现为全身

乏力，肌肉酸痛，发冷发热，临床表现不典型而误诊为上呼吸

道感染! 另外此病例无明显接触史，且自身感觉不重，加上接

诊医生经验不足，对 4W" 这一传染病的发生发展等的认识不

足而造成误诊［*］! 4W" 的诊断主要是应用 XEH 捕获 4[XGN 法

检测 4"W XEH 抗体，治疗原则主要是采取综合性治疗［+］!
对于本例患者的误诊，我们认为在 4W" 流行区域及流行

季节提高对流行性出血热不典型病例的认识，临床工作中掌

握疾病的特点，认真细致的检查是非常的重要! 同时要明确

本病必须做到早发现、早休息、早治疗和就近治疗的原则! 针

对各期的病理生理改变，在各期到来之前采取预防性治疗和

防治合并症的治疗，特别是应抓好抗病毒治疗及液体疗法!
对重症患者务必尽早抗休克、预防出血及抗肾功能衰竭治疗!
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