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摘要　目的:从抗变形链球菌 SA É öÊ单抗杂交瘤细胞系 2B 12F 6中扩增克隆重链可变区基因。方法: 采用 PCR 技

术和基因工程技术,扩增杂交瘤细胞系 2B 12F 6 的重链可变区基因并克隆入载体 pU C18, Sanger双脱氧链末端终止

法测定核苷酸序列。结果:重链可变区基因全长 360 bp ,编码 118个氨基酸,其框架区与发表的小鼠重链可变区基

因序列有 70%的同源性,符合鼠重链可变区基因的结构特征。结论: 抗变形链球菌 SA É öÊ 单抗杂交瘤细胞系

2B 12F 6重链可变区基因的获得是构建抗变形链球菌 SA É öÊ基因工程抗体的基础。

关键词　变形链球菌　单克隆抗体　可变区基因　核苷酸序列

　　目前对于抗变形链球菌表面蛋白抗原É öÊ
( surface p ro tein an tigen É öÊ , SA É öÊ )单克隆抗

体 (monoclonal an tibody,M cA b)用于防龋的实验研

究已证实该M cA b 可抑制变形链球菌在牙齿表面

的粘附 1, 2 ,这说明M cA b 用于防龋值得探讨。但是

鼠M cA b 在人体应用时产生的人抗鼠抗体 (hum an

an ti2mouse an tibody, HAM A )导致的过敏反应又限

制了M cA b的应用 3 。随着DNA 重组技术的发展,

应用基因工程技术可改建鼠M cA b 从而克服鼠

M cA b 在人体产生的副作用。有关抗变形链球菌

SA É öÊM cA b 基因工程抗体的构建目前在国内尚

未见报道。

1　材料和方法

1. 1　细胞培养 4

抗变形链球菌M T 6R SA É öÊ M cA b 杂交瘤细胞株

2B 12F 6 按杂交瘤细胞培养规则调整细胞数至 1×105 个细

胞。

1. 2　细胞总RNA 提取 5 及 cDNA 合成

培养细胞离心后悬浮于 10 mmolöL T E200 Λl,置冰浴

5 分钟, 加入 5%N P240 5 Λl, 两次间隔 5 分钟, 再加入 10

mmolöL T E 200 Λl, 2×R ES21 400 Λl及等体积酚ö氯仿-

异戊醇抽提,离心吸上层液相再反复抽提 1次,吸上层液相

于 Eppendorf 管中, 加 1ö10 Λl 3 M N aA c和 1 倍- 20℃无

水乙醇混匀,置- 70℃ 20 分钟,离心弃上清后再用- 20℃

70%乙醇洗涤 1 次, 37℃干燥, 沉淀物溶于 12 Λl D EPC 处

理的灭菌超纯水中,取 1 Λl经 1%琼脂糖凝胶电泳,紫外光

灯下观察结果。按照逆转录试剂盒要求合成 cDNA 第一链。

1. 3　PCR 扩增及 PCR 扩增产物补平、回收

在 50 Λl反应液中含超纯水 25 Λl, 10×T aq 缓冲液 4

Λl, 25 mmolöL M gC l2 3 Λl, 10 mmolöL 4×dN T P 2 Λl,引物

各 2. 5 Λl, 95℃变性 5分钟后加 T aq DNA 聚合酶 5 Λ,然后

按 94. 5℃变性 50秒, 60℃褪火 50秒, 72℃延伸 60秒,循环

35次后 72℃继续延伸 5分钟,取 10 Λl反应物经 2%琼脂糖

凝胶电泳,紫外灯下观察结果。经抽提干燥的 PCR 产物中

加入: 超纯水 16 Λl, 10×K lenow 缓冲液 2 Λl, 4×dN T P 1

Λl, K lenow 酶 1 Λl混匀,置 37℃3小时后经 2%琼脂糖凝胶

电泳回收补平后的 PCR 产物,并行常规抽提,干燥, - 20℃

保存备用。

1. 4　2B 12F 6 V H 基因的克隆

用平端连接法将上述 PCR 产物与 pU C18 载体连接,

转化入感受态大肠杆菌 JM 109,随机挑选菌落提取质粒用

H indË 和 EcoR É 双酶切,筛选阳性克隆,进一步经三组酶

切鉴定。

1. 5　序列分析

用双脱氧末端终止法测定序列。按照测序试剂盒说明

进行。

阳性克隆菌种液按 1∶100接种于 50 m l 2×YT 培养

液中, 37℃摇床培养 15小时,抽提及纯化质粒后经变性,褪

火及 Α2P32标记反应,电泳 2小时凝胶置- 20℃放射自显影

24小时后行序列分析。

2　结　　果
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2. 1　提取细胞总RNA

1 Λl提取物经 1%琼脂糖凝胶电泳后,在紫外

光灯下显示 28 S和 18 S条带清晰,无基因组DNA

污染,降解的RNA 量较少。

2. 2　PCR 扩增V H 基因

10 Λl扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳后显示

扩增产物长度为 360 bp ,非特异性带少 (图 1)。

2. 3　阳性克隆的鉴定

筛选出的阳性克隆再次经三组酶切鉴定,表明

筛选出的阳性克隆含有插入的外源性DNA 片段

(图 2)。

2. 4　序列分析

2B 12F 6V H 基因核苷酸和氨基酸序列经放射自

显影后可见V H 基因片段和 Kabat 抗体基因库中

的小鼠抗体重链Ê (A )组有较高的同源性,其特点

是:①基因长度为 360 bp ,序列两端含有 PCR 引物

及正确的酶切位点; ②第 2 位和第 96 位含有维持

抗体结构所必需的半胱氨酸,而且位置正确; ③其

框架区与发表的小鼠V H 序列有 70%以上的同源

性,并符合鼠V H 的结构特征; ④所克隆的V H 基

因可编码 118个氨基酸 (图 3、4)。

图 4　2B12F6VH 基因核苷酸序列与相应氨基酸序列
(PCR 引物, CDR 区用下划线标出)

3　讨　　论

基因工程抗体的研究已涉及医学界多个学科,

如应用鼠人嵌合抗体对阻断乙肝母婴传播及在意

外感染时被动免疫 6 的研究以及抗肾综合征出血

热病毒基因工程抗体的研究 7 等。

本实验应用的 PCR 引物的 5’ 端引物相应于

鼠 Ig 重链保守的第一框架区 (FR 1)N 末端核苷酸

序列,而 3’ 端引物与 J 区序列互补,引物两端含有

限制性内切酶 P stÉ 和B steÊ ,可方便地将克隆的

V H 基因切下并克隆到含小鼠 Ig 启动子及前导序

列的载体中,以便在真核系统中表达。2B 12F 6 单抗

V H 基因经序列分析表明该V H 基因和Kabat抗体

基因库中小鼠抗体重链Ê (A )组有较高的同源性。

综上所述,所获得的 2B 12F 6V H 基因是完整的

具有功能性的,这为构建各种基因工程抗体和进一

步用于免疫防龋途径的探讨奠定了基础。

(本文图 1～ 3见中心插页 2)　　
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Clon ing and Sequenc ing of Var iable Reg ion Gene of Heavy Cha in

of M onoclona l An tibody Aga in st SA É öÊ of S t rep tococcus m utans
W en L iya

D ep artm ent of O ral M ed icine of 309 H osp ital, B eij ing

Yan Yan, Ying W en, W u X ingan, et al

D ep artm ent of M icrobiolog y , the Fou rth M ilitary M ed ical U niversity

Abstract
Objective: To clone and sequence a imm unoglobulin variable region of heavy chain (V H ) from a mouse hybridom a 2B 12F 6,

w h ich p roduce monoclonal an tibody again st SA É öÊ of S trep tococcus m u tans. M ethods: T he imm unoglobulin variable region

gene of heavy chain of 2B 12F 6 w as amp lified and cloned in to pU C18 by using PCR techn ique and gene engineering techn ique, and

then the gene sequence w as analyzed by Sanger’ sm ethod. Results: T he V H gene segm en t w as 360 base pairs in length and coded

118 am ino acids, and the homology of fram ework of V H gene and mouse V H gene published w as 70% , w h ich acco rded w ith the

feature of mouse V H gene. Conclusion: T he V H gene gained from 2B 12F 6 could p rovide the possibility of construction of gene en2
gineering an tibody again st SA É öÊ of S trep tococcus m u tans.

Key words:　S trep tococcus m u tans　　monoclonal an tibody　　variable region gene　　DNA sequence

去骨引导埋伏尖牙异位萌出一例

刘永钦

　　上颌尖牙的错位萌出常以唇向错位居多,而于同侧中

切牙位的异位萌出较少见。条仓均等 1 曾报道三例。笔者曾

以去骨引导生长期埋伏尖牙于同侧中切牙位萌出成功一

例。现报告如下。

患儿张某某,女, 12岁 2个月,要求拔除错位的左上中

切牙。检查:一般情况良好。颜面外观见上唇稍不对称,上唇

中线旁左侧略突起。口内见û1唇向错位,且旋转 180°,牙冠

蜗牛状畸形,以舌面为轴心卷曲,咬合时与下前牙无接触。

1û与û2之间隙呈上宽下窄梯形,近中切角间距约 8 mm。1û

近中切角与中线重叠, û2及乳尖牙牙位正常,无松动。余牙

健康. 排列顺序正常,  关系良好。上前牙区X 线咬合片示:

û1畸形, û3埋伏阻生,斜横于û2及Ë 之上方,与两牙根影无

重叠,牙冠向内下方,牙冠末端距门齿孔左缘约 5 mm , û3冠

影与û1影重叠, û2和û3牙周膜清晰,根尖无破坏。处理:局麻

下顺利拔除û1,术中在û1牙槽窝根尖区腭侧见小部分û3牙

冠。用牙槽窝刮匙小心去除û3牙冠周围菲薄牙槽骨,暴露û3

牙尖、边缘嵴及部分牙冠唇面。常规压迫止血。半年后复诊,

检查发现û3已于û1牙位萌出,咬合时û3舌轴嵴与û12有点状

接触,上唇中线旁左侧较丰满。
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