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Abstract
AIM: To confirm the primary structure of heavy 
chain variable regions (VH) of antibody against 
human gastric cancer based on the sequence 
analysis method and to model i ts three-
dimensional structure using homology modeling 
method.

METHODS: The VH gene selected from the phage 
display library of antibodies against human 
gastric cancer was sequenced and analyzed. Its 
three-dimensional structure was modeled with 
computer homology modeling techniques and 
optimized using molecular mechanism method.

RESULTS: The sequence of VH was in agree-
ment with the characteristics of the mouse an-
tibody variable region. The FR and CDR were 

determined by Kabat analysis. The spatial struc-
ture of the VH was constructed and optimized 
with molecular mechanism method to obtain the 
stable 3-D structure.

CONCLUSION: The primary and three-dimen-
sional structures of VH are reasonable and reli-
able and lay the theoretical foundation for fur-
ther biological experiments.
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摘要
目的: 通过序列分析确定抗胃癌抗体重链可
变区(VH)的一级结构, 并借助同源模建方法模
拟其三级结构. 

方法: 从抗人胃癌噬菌体抗体库中筛选出VH

基因, 并进行序列测定、翻译和分析. 利用计
算机辅助蛋白质空间模拟技术, 采用同源模
建、力学优化合理模建VH的三维空间结构. 

结果: 序列比对分析表明获得的VH序列符合
鼠抗体可变区特征, 通过Kaba t分析确定了
FR、CDR; 合理搭建了抗体重链可变区的空
间构象, 并通过分子力学优化获得了稳定的三
维结构.

结论: 所测得的VH一级结构和构建的三维空
间结构均有较高的可靠性, 为进一步的生物学
实验奠定了基础.

关键词: 胃癌; 计算机辅助分子模拟; 抗体可变区
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■背景资料
在肿瘤的诊断治
疗中, 抗体占有很
重要的作用. 本研
究利用噬菌体抗
体库技术, 绕过杂
交瘤技术, 获得了
鼠抗人胃癌重链
可变区片段, 为今
后胃癌的显像和
导向治疗奠定了
一定的基础.

■同行评议者
李奇林, 教授, 南
方医科大学珠江
医院消化内科



更多的实践表明, 抗体可能成为较理想的肿瘤

诊断和治疗的新型药物[1]. 本研究利用噬菌体抗

体库技术, 绕过杂交瘤技术, 获得了鼠抗人胃癌

重链可变区片段, 为今后胃癌的显像和导向治

疗奠定了一定的基础. 然而, 由于其为鼠源性, 
在应用过程中会引发HAMA反应而限制了其应

用. 必须先进行人源化改造, 才能更好地应用于

临床. 而进行人源化设计必须了解其三维结构. 
因此本研究利用同源蛋白结构模建及分子力学

优化技术, 采用Biosym公司开发的计算机辅助

分子设计系统搭建了VH的三维结构. 

1  材料和方法

1.1 材料 细菌菌株E.coli  TG1, 克隆及表达载体

pCANTAB5E, 扩增VH可变区基因引物RS Primer 
Mix, S3和S6引物均为Pharmacia公司产品. 其他

有关分子生物学试剂系华美公司和Promega公司

产品. InsightⅡ(2005)软件包为MSI公司产品.
1.2 方法 抗人胃癌单链抗体基因文库及噬菌体

表面呈现文库的构建和筛选见文献[2].
1.2.1 VH基因序列的测定及分析: 从4℃贮存的阳

性克隆菌种取100 μL接种于25 mL含氨苄青霉

素(100 mg/L)的SOC培养液中, 30℃振荡培养过

夜, 碱裂解法大量制备噬菌粒DNA, 经FPLC Hi 
Trap Q柱纯化, 经Eco RⅠ、Hin dⅢ双酶切鉴定

后, 作为测序模板, 用S3 和S6引物从基因两端测

序. 将所测得的DNA序列通过www.expasy.ch进
行氨基酸序列的翻译, 并通过www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST对其序列进行相似性比较.
1.2.2 VH三维结构模建及结构优化: 通过www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLASTP, 利用BLASTp[3]软

件搜索蛋白质晶体结构数据库(PDB), 获得V H

的同源蛋白, 利用Ins igh tⅡ(2000)软件, 选择

HOMOLOGY[4]程序包, 经过同源蛋白结构叠加

以确定结构保守区(structural conserved region, 
SCR)和Loop区, 以该同源蛋白为模板对V H的

主链、侧链进行结构模建. 模建获得的VH初始

结构利用DISCOVERY-3[5]程序包, 应用CVFF/
Gromos96力场通过最陡下降、共轭梯度、牛顿

力学对初始模型进行分子力学优化及常温分子

动力学动态模拟, 获得VH的三维结构的能量最低

构象. 所有工作均在SGI Indigo 2工作站上完成.

2  结果

2.1 抗人胃癌VH基因序列的测定及同源性分析 
用S3和S6引物从基因两端测序, 测出相应的核
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苷酸序列并进行同源性分析(图1). 将VH基因序

列输入计算机与Internet网中的所有基因数据库

中的已知基因进行同源性比较, 其同源序列均

为鼠Ig重链可变区基因, 与之同源性最高的为

MM2F2A(Score 1464).
2.2 抗人胃癌VH氨基酸序列的推导分析 VH基因

长度为354 bp, 系一开放读框, 利用www.expasy.
ch对其进行序列分析, 对应的翻译模式见图2. 根
据推导的氨基酸序列进行Kabat分类分析, 确定

4个FR区和3个CDR区(图2). 通过确定的FR、

CDR区以及抗体结构所必须的两个恒定半胱氨

酸残基, 表明其结构符合鼠Ig重链可变区的氨基

酸序列特征.
2.3 抗人胃癌VH三维结构的同源模建 以VH序列

为探针, 用BLASTp程序在PDB库中搜索VH的

同源蛋白. 选择模板蛋白免疫球蛋白重链(PDB
号: 1E4X)和目标蛋白VH两者具有85%的序列相

似性. 将1E4X和VH进行序列比对, 考虑残基的

理化性质, 确定6个SCR区, 5个Loop区. 利用模

板蛋白1E4X重链可变区晶体结构的Cα原子坐

标确定了VH主链构象并完成了侧链安装, 组装

出完整的VH三维结构. 对模建的VH三维结构在

CVFF力场下, 经过最陡下降, 牛顿力学等方法

进行能量的分子力学优化, 获得能量最低构象. 
该稳定构象为全-β模式, N端5个反平行β片层, C
端6个反平行β片层, N端2个高度保守的半胱氨

酸残基形成1对二硫键结构(图3). 模建获得的VH

空间构象与1FVB晶体结构进行主链C原子的Cα

迭合, 迭合后的均方根位移RMS = 0.15 nm, 表明

理论模建的VH空间结构是可靠的. 应用Profile-
3D对优化后的VH三维结构进行理论评估. 结果

显示, 模建结构中无不兼容的残基, 说明结构较

合理, 而且优化后结构更合理. 

3  讨论

在肿瘤的诊断和治疗方面, 小分子抗体具有极

高的理论和应用价值. 因为其具有分子小, 免疫

原性弱, 穿透力强易于进入实体瘤周围的微循

环, 血清和全身廓清快, 无肾脏蓄积作用, 肿瘤

显像时清晰度高, 可作载体与药物、同位素、

毒素等结合之优点[6]. 本研究从已构建的抗人胃

癌单链抗体基因文库及噬菌体表面呈现文库中

筛选出了抗人胃癌VH基因, 经序列测定及同源

性分析表明其结构符合鼠Ig重链可变区的氨基

酸序列特征, 为今后的基因工程改造提供了条件. 
为了能更好地应用于临床, 必须将鼠源性

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前所获得的抗
体大部分为鼠源
性, 在应用过程中
会引发HAMA反
应而限制了其应
用, 必须先进行人
源化改造, 才能更
好地应用于临床, 
如何进行人源化
改造是亟待研究
的问题.
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的抗体先进行人源化改造. 而进行人源化设计

必须了解其三维结构. 人们通过对类似蛋白质

空间结构的对比发现, 蛋白质的三维结构较其

一级序列更为保守. 氨基酸残基序列有50%相同

的蛋白质, 约有90%的Cα原子偏差不超过0.3 nm, 
均方根偏差约0.1 nm, 氨基酸的残基替换通常发

生在蛋白质表面回折区域. 蛋白质主链结构, 特
别是疏水中心的结构受序列变异的影响很小[7]. 
因此, 用类似蛋白来预测目标蛋白的空间构象是

比较可靠的. 根据此原理, 人们已成功预测了许

多目标蛋白, 在抗体的结构预测中尤为突出[8-14]. 
本研究利用Biosym公司的Homology软件包, 同
源模建了用噬菌体抗体库技术获得的抗人胃癌

抗体VH结构域的三维空间结构. 经过分子力学和

分子动力学优化, Profile-3D的合理性评价, 提示

所获得的VH结构域的三维结构有较高的可靠性, 
为今后制备人源化单链抗体奠定了基础.

■相关报道
人们通过对类似
蛋白质空间结构
的对比发现, 蛋白
质的三维结构较
其一级序列更为
保守. 氨基酸残基
序列有50%相同
的蛋白质 ,  约有
90%的Cα原子偏
差不超过0.3 nm, 
均方根偏差约0.1 
nm, 氨基酸的残
基替换通常发生
在蛋白质表面回
折区域. 蛋白质主
链结构, 特别是疏
水中心的结构受
序列变异的影响
很小. 因此, 用类
似蛋白来预测目
标蛋白的空间构
象是比较可靠的.

Query:    1 CAGGTCCAACTGCAGCAGTCTAGGGCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAACTG 60
                 | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | |  | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | |
Sbjct:     1 CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGACTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGCTG 60

Query:    61 TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTATTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGG 120
                  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | |
Sbjct:     61 TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAGCGGAGG 120

Query:    121 CCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAGAGATTAATCCTAGCAACGGTCGTACTAACTAC 180
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  |  | | | | | | | | | | | | | |  | | |  | | | | |  | | | | |
Sbjct:     121 CCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAAA TATTAATCCTAGCAATGGTGGTACTGACTAC 180

Query:    181 AATGAGAACTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTTGACAAATCCTCCAGCTCAGCCTAC 240
                    | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | |
Sbjct:     181 AATGAGAAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTAC 240

Query:    241 ATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATATGAG 300
                    | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | |  |  | |  
Sbjct:     241 ATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTATTGTGCAAGAGAGGAC 300

Query:    301 GACTACGATCTCCATGACTACTGGGGCCAAGGGACCTCGGTCACCGTCTCCTCA 354
                      | |      |   |   | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | |  |   | | | |  | | | | | | | | |
Sbjct:     301 TACGGTAGTGACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA 354

图  1  VH基因序列及同源性分析结果.

图  3  以1EXB晶体结构为模
板同源模建获得的目标蛋
白VH的三维空间结构.

  Q    V    Q    L    Q    Q    S    R     A    E    L    V    K     P    G    A    S    V    K    L    S    C    K    A
CAGGTCCAACTGCAGCAGTCTAGGGCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAACTGTCCTGCAAGGCT
                    12                    24                    36                     48                    60                   72

  D    K    S    S    S    S    A    Y    M    Q    L    S    S    L    T    S    E    D    S    A    V    Y    Y    C
GACAAATCCTCCAGCTCAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGT
                  228                 240                  252                  264                  276                  288

  S    G    Y    T    F    T    S    Y   W   M    H   W    V    K    Q    R    P    G    Q    G    L    E    W   I
TCTGGCTACACCTTCACCAGCTATTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATT
                     84                   96                  108                  120                    132                  144

CDR1

  G    E     I    N    P    S    N    G    R    T    N    Y    N    E    N    F    K    S    K    A    T    L    T    V
GGAGAGATTAATCCTAGCAACGGTCGTACTAACTACAATGAGAACTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTT
                   156                 168                 180                  192                  204                  216

CDR2

   A    R    Y    E    D    Y    D    L    H    D    Y   W    G    Q    G    T    S    V    T    V    S    S
GCAAGATATGAGGACTACGATCTCCATGACTACTGGGGCCAAGGGACCTCGGTCACCGTCTCCTCA
                 300                  312                  324                   336                  348

CDR3

图  2  VH CDR区、FR区的确定.
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■创新盘点
本文先从噬菌体
抗体库着手, 得到
抗体后, 利用三维
重建得到空间结
构, 为人源化改造
奠定基础.
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WCJD 和WJG 2008 年对作者贡献分布
将开始实行公开策略

本刊讯 WCJD和WJG即将开始实行在每篇文章的脚注内注明每个作者对文章的贡献率, 如: 作者贡献分布: 

陈湘川与庞丽娟对此文所作贡献均等; 此课题由陈湘川, 庞丽娟, 陈玲, 杨兰, 张金芳, 齐妍及李洪安设计; 

研究过程由陈玲, 杨兰, 张金芳, 蒋金芳, 杨磊, 李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由曹秀

峰提供; 数据分析由陈湘川, 杨兰及 庞丽娟完成; 本论文写作由陈湘川, 庞丽娟及李洪安完成. (总编辑: 马

连生 2008-02-08)

■同行评价
本研究具有新颖
性 ,  有一定的意
义.


