
鼠抗CD71单抗轻链及重链可变区基因的克隆和序列分析  

    CD71分子又称转铁蛋白受体，是一种表达在包括肿瘤细胞在内的很多类型细胞的表面，与细胞的成熟、增殖、分化密切相关的分子，而成熟

的淋巴细胞、红细胞、血小板均不表达CD71[1][2]。国内外大量的研究[3][4][5]表明，根据CD71分子的表达特点，可以在抗肿瘤治疗中将CD71

作为某些异常细胞表面的一种特异标志，CD71作为靶目标引导外源药物或毒素进入增殖细胞，导致细胞毒效应。目前采用的CD71抗体主要为鼠源

单抗，虽然有较大的应用价值，但在临床诊断与治疗上仍然存在一些不利因素，如应用于人体会诱导人抗鼠抗体反应，相对分子质量较大难以穿

透实体瘤等[1]。国外已研制出抗CD71的单链抗体(ScFV)[4]，ScFV作为抗体H链可变区和L链可变区由一短肽连接而成的抗体小分子片段，是抗体

与抗原结合的最小单位。ScFV分子小，免疫原性低，渗透能力强，半衰期短，在临床影像学诊断、肿瘤治疗等方面有良好的应用前景。本研究应

用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术，直接从一株分泌抗CD71单抗的杂交瘤细胞 WuT9中扩增出重、轻链可变区，并进行序列分析，为下一步构

建单链抗体奠定基础。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  试剂   Trizol试剂及cDNA第1链合成试剂盒购自Gibco公司，Taq酶购自华美公司，限制性内切酶(EcoRⅠ、Hind Ⅲ、EcoRⅤ、Nco

Ⅰ、BamHⅠ)购自Promega公司，pMD18-T载体系统购自TaKaRa公司。其他产品均为国产分析纯。 

    1.1.2  细胞株和菌株   分泌抗人CD71单克隆抗体的杂交瘤细胞株WuT9由武汉生物制品研究所免疫学研究室研制并保存[6]，单克隆抗体为

IgG1κ型；E.coli TG1购自Promega公司。 

    1.1.3  寡聚核苷酸引物设计   参照文献[7，8]及BLAST抗体数据库的统计资料，结合所用载体系统上的酶切特点，设计并合成4条寡聚核苷

酸引物(表1)。在这4条引物中分别引入限制性内切酶EcoRⅤ、BamHⅠ、NcoⅠ、Hind Ⅲ的识别顺序。所有引物均由TaKaRa公司合成(其中

R=A/G，M=A/C，S=C/G，W= A/T，Y=C/T，K=G/T)。 

    1.2  方法 

    1.2.1  RNA的提取和分离   应用美国Gibco BRL公司的Trizol试剂，按照说明书从3.2×106 个WuT9杂交瘤细胞中提取总RNA。 

    1.2.2  cDNA第1链的合成   按照Gibco BRL 公司的cDNA第1链合成试剂盒说明书进行。 

    1.2.3  RT-PCR扩增轻链及重链可变区基因   以cDNA为模板，在50 μl反应体系中，分别加入第1链 cDNA 1 μl、10×PCR缓冲液 5 μl、上

游及下游引物各1 μl(25 pmol)、dNTP 1 μl、25 mmol/L MgCl
2
 3 μl、DEPC 水37 μl，95 ℃预变性10 min，加Taq酶1 μl，进入温度循环，

进行PCR扩增。反应条件为94 ℃变性1 min，58 ℃退火1 min，72 ℃延伸1.5 min，共30个循环，然后72 ℃延伸10 min。取5 μl PCR产物进行

1.2%琼脂糖凝胶电泳。 

    1.2.4  轻链及重链可变区基因的克隆和序列测定   按照克隆载体pMD18-T说明书，与pMD18-T载体连接，转化大肠杆菌TG1，用蓝白筛选并

酶切鉴定阳性克隆。 

    DNA序列测定用PERKIN ELMER公司的ABI PRISM BigDye测序系统进行，采用PCR-双脱氧末端终止法序列测定。测定结果进行计算机网络基因

库比较分析。 

    

2  结果 
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    2.1  RT-PCR反应产物的鉴定 

    用RT-PCR扩增抗CD71单抗的重链及轻链可变区基因，1.2%琼脂糖凝胶电泳观察到清晰的条带。通过与DNA标准M
r
比较，可以初步认定V

H
和V

L

分别为350、330 bp左右，符合重链可变区及轻链可变区基因的长度(图1)。 

    图1  抗CD71单抗V
H
、V

L
基因RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳

 

    Fig.1  RT-PCR product of variable genes of immunoglobulin light and heavy chains against CD71 molecule on agarose 
gel electrophoresis

    Lane 1,4: Standard molecular weight DNA; Lane 2: V
H
; Lane 3: V

L
 

    2.2  抗CD71单抗V
H
和V

L
基因的阳性克隆鉴定 

    转化菌通过蓝/白菌落初步筛选，各得到上百个白色菌落，挑取单个菌落扩增，提取质粒，用引物中特异性酶切位点进行双酶切(切出340 bp

左右片段)，进一步鉴定特异性重组片段(图2)，筛选出阳性克隆。 

    图2  抗CD71单抗V
L
、V

H
基因克隆产物限制性内切酶分析

 

    Fig.2  Analysis of cloning products of variable genes of immunoglobulin light and heavy chains against CD71 
molecule by restriction endonuclease

    Lane 1, 4: Standard molecular weight DNA; Lane 2: V
H
; Lane 3: V

L
 

    2.3  抗体可变区基因序列的测定 

    经与BLAST基因数据库比较分析，确定均为免疫球蛋白的重、轻链基因。并同时可读出CD71单抗的FRS和CDRS序列。与Kabat数据库[7]中已

发表的鼠抗体可变区序列进行比较确定其V
H
基因属于鼠重链V

H
第ⅠA亚类，全长348 bp，可编码116个氨基酸；其V

L
基因属于鼠κ轻链第Ⅱ亚类，全

长336 bp，可编码112 个氨基酸(图3A、B)。 



    图3  抗CD71 V
H
(A)、V

L
(B)基因核苷酸及相应氨基酸序列

 

    Fig.3  V
H
(A), V

L
(B) gene nucleotides and relevant amino acids sequences for the CD71 mAb 

    

3  讨论 

    CD71分子与肿瘤和某些血液系统疾病如肝细胞癌、急性淋巴细胞白血病、免疫母细胞性淋巴瘤等的发生、发展有着密切的联系，目前在抗体

的导向治疗及放射免疫显像中被认为是一种比较理想的结构型肿瘤相关抗原，国内外已有很多应用抗CD71单抗，对肿瘤进行定位显像诊断和治疗

取得成功的报道[3][4][5]。 

    本实验中我们从一株分泌抗CD71的单克隆抗体杂交瘤细胞(WuT9)中提取总RNA，应用RT-PCR扩增出抗体的V
L
和V

H
基因，并将其克隆进行了序

列分析。在杂交瘤细胞总RNA提取的过程中，我们选用mAb产量高、特异性好、处于对数生长期的细胞，尽量避免RNA酶的污染，应用Trizol一步

法进行操作，简便、省时，得到了高纯度、高产量的总RNA。引物的设计中，我们根据FR1 和FR4框架区的保守序列，尽量保持其完整性，采用了

通用引物。此次克隆为下一步进行抗CD71的单链抗体、免疫毒素的构建打下了良好基础。 
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