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摘　要:采用pcDNA3.1 hCD154重组质粒 DNA免疫 BALB c小鼠, 制备抗人CD154 单克隆抗体, 得到了能分泌针

对人T 细胞表面 CD154分子的特异性单抗的杂交瘤细胞株 ( 7E8) 。通过 RT_PCR扩增 7E8 单抗轻链可变区基因,

并对其进行克隆 、 测序 、 DNA 序列分析和氨基酸推导, 结果显示轻链可变区基因和氨基酸序列完全符合小鼠 Ig轻

链的结构特征, 为制备基因工程抗体并应用于临床打下了基础。
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　　CD154是一种主要存在于激活的 T 淋巴细胞表

面的 Ⅱ型跨膜糖蛋白, 是 CD40 的配体 。CD40_

CD154之间相互作用, 是诱发体液免疫和细胞免疫

的重要信号传导途径
[ 1]
。研究表明, 采用抗人

CD154单克隆抗体阻断第二活化信号, 可以诱导 T

细胞无反应性, 达到抑制免疫应答的目的
[ 2]
。我们

在已经构建的人 CD154基因真核细胞表达载体的基

础上
[ 3]

, 拟用 DNA 免疫研制抗人 CD154 单克隆抗

体。鉴于鼠源性单抗用于人体内能诱导人体产生抗

鼠抗体等限制其临床应用的缺点, 对所获得单抗的

轻链可变区基因进行克隆, 并分析其基因序列。

1　材料和方法

1.1　动物和试剂　BALB c 小鼠, 雌性, 5 周龄,

购自本校实验动物中心;高纯度质粒提取试剂盒购

自宝灵曼公司;PE_anti CD154 McAb 、 Cychrome
TM
_

CD3McAb为 Coulter immunotech公司产品;重组质粒

pcDNA3.1 hCD154由免疫学教研室构建。

1.2　DNA免疫制备抗人 CD154单克隆抗体　将提

纯的重组质粒 pcDNA3.1 hCD154直接注入 8只健康

雌性 5周龄的 BALB c小鼠后腿股四头肌, 共免疫3

次, 在细胞融合前 3 d用表达 hCD154的 CHO 细胞

作加强冲击免疫。取小鼠的脾细胞和骨髓瘤细胞

SP2 0进行细胞融合, 获得杂交瘤细胞, 然后采用

显微操作技术, 将阳性克隆经过 3次亚克隆达到单

克隆化。

1.3　单克隆抗体特异性鉴定　采用免疫荧光法检

测所得单抗与表达 hCD154 的 CHO 细胞的结合特

性;采用流式细胞仪鉴定单抗与激活的人T 细胞的

结合特性;采用竞争抑制实验进一步鉴定所获单抗

与激活的人 T 细胞的结合的特异性 。

1.4　抗体的特异性和亚类鉴定　采用双向免疫扩

散鉴定 3株细胞所分泌的单克隆抗体的类别。

1.5　杂交瘤细胞总 RNA提取和 cDNA 第一链的合

成收集杂交瘤细胞, 用裂解液裂解细胞, 按照

QIAGEN公司的 RNA 提取试剂盒说明书提取 RNA

后, 合成 cDNA第一链 。

1.6　PCR扩增轻链可变区基因　以逆转录合成的

cDNA第一链为模板, PVL1 5′GGCGGATCCGACAT-

TGTGATGACCCAGTC3′, PVL2 5′ CCAGTCGACTA-

ACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCC3′为 引 物, 进 行

PCR扩增 。扩增条件94℃变性 50 s, 55℃退火55 s,

72℃延伸 60 s共 30个循环, 最后一个循环完成后,

72℃延伸 7 min。

1.7　将VL基因克隆入PUC18质粒　用 sal Ⅰ 酶切

纯化的 PCR产物及其 PUC18质粒, 回收后加入 T4

连接酶进行连接反应, 转化感受态菌, 将转化菌涂

于预制的含有 X_gal 和 IPTG 溶液的 LBA 平板上,

37℃过夜。

1.8　重组质粒的筛选及鉴定　采用α互补法进行

蓝白斑筛选, 再用 BamH Ⅰ和 sal Ⅰ双酶切对重组
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质粒进行签定, 命名为 PUC18 VL。

1.9　VL基因核甘酸序列测定和分析　应用DNA自

动测序系统, 以 PUC18 VL 为模板, 采用双脱氧末

端终止法测定 VL 基因序列, DNA序列和氨基酸序

列在 www.ncbi.nlm.nih.gov 网站进行在线分 析,

DNA序列和氨基酸序列分析使用 Standard nucleotide_

nucleotic BLAST 和 Standard nucleotide_protein BLAST,

对获得的基因片段在 GenBank及 Ig 库进行同源性检

索。

2　实验结果

2.1　抗人CD154单克隆抗体的获得　经筛选和单

克隆化后, 得到 3株能分泌抗人 CD154单克隆抗体

的杂交瘤细胞株, 分别命名为 7E8 、 2C5 、 6D6。

2.2　抗人 CD154单克隆抗体的特异性鉴定　①免

疫荧光结果显示, 3 株细胞分泌的抗体可以与

CD154基因转染的 CHO细胞反应, 与未转染 CHO

细胞不反应 。②流式细胞仪双标结果显示, 7E8所

分泌的抗体能与激活的人 CD3
+

T 细胞结合, 结合

量达 4.6%, 大多数分布于 CD3
+

CD8
-

T 细胞

(4.1%) , 少量分布于 CD3
+

CD8
+

T 细胞 ( 0.5%) ,

证明所得到的抗体是特异性针对人 CD154分子的单

克隆抗体。 ③竞争抑制实验结果显示, 7E8细胞分

泌的抗体, 可以部分抑制人 PE_CD154标准抗体对

CD154分子的结合, 抑制率为 60%, 证明此抗体是

针对人淋巴细胞表面的 CD154分子的单抗。

2.3　抗体类别的鉴定 　双向免疫扩散结果显示,

2C5 、 6D6两株细胞分泌的抗体属于小鼠 IgG1 类,

7E8细胞分泌的抗体属于小鼠 IgG2a类免疫球蛋白。

2.4　人 CD154单抗轻链可变区基因扩增和克隆　

琼脂糖凝胶电泳结果显示, PCR扩增出一条大约

341 bp特异性条带, 与小鼠免疫球蛋白轻链可变区

基因的理论值相符。双酶切重组质粒, 经琼脂糖凝

胶电泳鉴定, 双酶切可以切出大约 341 bp的条带,

证明轻链可变区基因已经克隆到重组质粒。

2.5　轻链可变区基因及氨基酸的序列分析　将含

有轻链可变区基因的重组质粒进行 DNA序列测定,

结果显示, 抗人 CD154VL基因全长为 341 bp, 编码

113个氨基酸, 通过国际互联网检索, 发现此轻链

可变区基因与小鼠 Igκ链的同源性达 94%, 氨基酸

与小鼠 Ig κ链的同源性达 92%, 应归属于 Ig 的 Vκ

2基因;氨基酸序列分析结果显示, 重链可变区含

有明确的 4个骨架区和 3个抗原决定簇互补区, 第

23和第 93位氨基酸为半胱氨酸, 是抗体二硫键形

成有关的两个特征性氨基酸 (图1) 。
D I V M T Q S P L T L S V T I G 16

GGATTC GAC ATT GTG ATG ACC CAG TCT CCT CTC ACT TTG TCG GTT ACC ATT GGA 48

BamH Ⅰ

Q P A S I S C T S S Q S L L Y T 32

CAA CCA GCC TCC ATC TCT TGC ACC TCA AGT CAGAGC CTC TTA TATACT 96

CDR1

N G K T Y L S W L L Q R P G V P

AAT GGA AAA ACC TAT TTG AGT TGG TTA TTA CAG AGG CCA GGC CAG TCT 144

P K R L I Y L V S K L D S G V P 64

CCA AAG CGC CTA ATC TAT GTG GTG TCT AAA CTG GAC TCT GGA GTC CCT 192

CDR2

D R F T G S G S G T D F T L K I 80

GAC AGG TTC ACT GGC AGT GGA TCA GGA ACA GAT TTT ACA CTG AAA ATC 240

S R V E A E D L G L Y F C V Q G 96

AGC AGA GTG GAG GCTGAA GAT TTG GGT CTT TAT TTC TGC GTG CAA GGT 288

S H L P L T F G A G T K L E I K 112

TCA CAT CTT CCT CTC ACG TTC GGT GCTGGG ACC AAG CTG GAG ATC AAA　336

CDR3

R 113

CGT TA GTCGAC 341

Sal Ⅰ

图 1　抗人 CD154 单抗VL基因的核苷酸及氨基酸序列分析

Fig.1　Analysis of the nuc1eotide sequence of anti_hCD154

McAb VL gene and its amino acid sequence:the complementary

determining regions ( CDRs) are indicated with lines

3　讨　论

DNA免疫是将编码外源性蛋白的核酸表达载

体, 直接转化到机体, 以激发机体产生针对外源性

蛋白的特异性免疫应答过程 。免疫方案的选择直接

影响免疫效果:①免疫途径:DNA免疫途径包括皮

下 、肌肉和粘膜等。通过皮下和粘膜途径虽然可以

诱导免疫应答, 但由于细胞代谢较快, 外源 DNA

的表达往往是一过性的, 维持时间短, 免疫效果不

好;采用肌细胞注射的方法进行免疫, 转入的外源

性 DNA可长期存在并稳定表达, 因此, 选择 BALB 

c小鼠的股四头肌作为编码人 CD154基因的重组质

粒进入小鼠体内的途径 。结果显示, 在末次免疫后

的第 4周, 小鼠体内产生较高效价的抗体。 ②免疫

原的免疫次数:由于外源性 DNA在肌组织的扩散

和肌细胞对 DNA的摄取率受限, 1次免疫难以达到

理想的免疫效果, 采用连续 3次免疫法给小鼠肌肉

注射DNA, 在末次免疫后的第 4周, 小鼠体内产生

较高效价抗体。

为鉴定单克隆抗体的特异性, 首先采用免疫荧

光法检测所得单抗与表达目的基因的 CHO细胞的

结合活性;然后采用流式细胞仪, 检测所得单抗与

激活淋巴细胞表面天然 CD154分子的结合活性;最

后, 通过竞争抑制实验检测所得单抗与标准 CD154

单抗竞争结合 CD154分子的情况 。实验结果表明,
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制备的3株杂交瘤细胞株分泌的单抗都可以结合表

达CD154的 CHO 细胞;7E8 单抗可以结合激活的

CD3
+

T细胞, 其中大多分布于 CD3
+

T CD8
+

T 细胞

(4.1%) , 少量分布于 CD3
+

CD8
-

T 细胞 ( 0.5%) ;

7E8 单抗可以部分抑制人 PE_CD154 标准抗体对

CD154分子的结合, 此结果与国外报道的 CD154在

活化的淋巴细胞的分布特征是一致的, 最终证明所

得到的抗体是特异性针对人 CD154分子的单克隆抗

体。

由于通过 RT_PCR扩增的抗体可变区基因是未

知序列, 所以引物的设计显得尤为重要。根据小鼠

Ig 可变区基因的保守序列设计轻链可变区引物
( 4)

,

并引入可变区基因中出现频率较低的酶切位点, 以

保证在克隆入载体时, 所扩增的基因序列不被限制

性内切酶切断 。实验结果显示, 扩增到 341 bp的轻

链可变区基因, 证明了设计引物的正确性 。采用

RT_PCR扩增出人 CD154单抗轻链可变区基因, 酶

切后克隆入PUC18测序质粒, 经序列测定后, 抗人

CD154轻链可变区基因全长为 341 bp, 编码 113个

氨基酸, 通过互连网检索, 发现此轻链可变区基因

及氨基酸与小鼠 Ig κ链的同源性在 94%, 应归属于

Ig 的Vκ基因, 变异碱基主要位于抗原决定簇互补

区 ( CDR) ;氨基酸序列分析结果显示, 轻链氨基

酸序列符合小鼠 Ig框架结构, 含有明确的4个骨架

区和 3个抗原决定簇互补区, 在第 23 93位氨基酸

为半胱氨酸, 是与抗体二硫键形式有关的两个特征

性氨基酸
[ 5]

, 提示能够形成抗体结构的正确折叠 。

抗人CD154单克隆抗体的制备和轻链可变区基因的

序列分析为人CD154基因工程抗体的制备并应用于

临床治疗打下了基础 。
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Preparation of Anti_hCD154 Monoclonal Antibody by DNA Immunization and

Sequencing of Light Chain Variable ( VL) Genes

ZHANG Zhi_fang , ZHANG Chun_yan

( 1.Department of Dhysiology, Sun Yat_sen Medical College,

Sun Yat_sen ( Zhongshan ) University, Guangzhou 510089, China;
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Abstract:Anti_hCD154 monoclonal antibody ( 7E8) was prepared by pcDNA3.1 hCD154 immunization.Its specificity

was verified by MIF and flow cytometry.The results show that McAb ( 7E8) can bound to CHO cells expressing the

hCD154 and human T cells activated.Competition tests with standard anti_hCD154 McAb showed that McAb ( 7E8)

could inhibit standard anti_hCD154 McAb binding CD154 molecules on human T cells.These results suggested that

McAb ( 7E8) was a specificity McAb against hCD154 molecules.VL cDNA of McAb against hCD154 were amplified by

RT_PCR from total cellular RNA of hybridoma cell 7E8 secreting specific McAb against hCD154 and was cloned into

PUC18 vector.Sequence analysis of VL cDNA showed that VL cDNA of 7E8 McAb consists of 341bp encoding 113 amino

acid residues.Comparing with mouse Ig database, the VL region is in agreement with the characterization of DNA se-
quence presented in the mouse Ig Vκregion.
Key words:human CD154;DNA immunization;monoclonal antibody;gene cloning
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