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乙型肝炎病毒核心抗原在大肠杆菌中的构建及表达

张鹏艳，叶　琳△（成都生物制品研究所生物技术室　６１００２３）

　　【摘要】　目的　用基因工程的方法获得乙型肝炎病毒核心抗原（ＨＢｃＡｇ）编码区的基因片段，构建重组质粒并

在大肠杆菌中表达抗原蛋白。方法　用ＰＣＲ法扩增ＨＢｃＡｇ基因片段，构建含有ＨＢｃＡｇ基因的克隆质粒及表达质

粒，在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓ中以ＩＰＴＧ诱导重组蛋白的表达，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对重组蛋白进行检测。结果　

重组ＨＢｃＡｇ在大肠杆菌中得到表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示在预期位置出现特异性条带。结论　成功构建ＨＢｃＡｇ

原核表达系统并获得重组 ＨＢｃＡｇ，为该重组蛋白的相关功能研究奠定了基础。
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　　乙型肝炎是由乙肝病毒（ＨＢＶ）引起的传染性疾病，在全

球范围流行，危害十分严重。乙型肝炎病毒核心抗原（ＨＢ

ｃＡｇ）是 ＨＢＶ特异性的杀伤性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）的主要靶抗

原，在乙型肝炎的发病中起重要作用［１］。ＨＢｃＡｇ具有高度免

疫原性，含有丰富的体液和细胞免疫抗原表位，并能产生很强

的细胞免疫反应［２５］。几乎所有 ＨＢＶ感染者都产生抗ＨＢｃ，

同时有Ｔ细胞免疫应答，ＨＢｃＡｇ感染的肝细胞是细胞免疫效

应攻击的靶细胞，对 ＨＢｃＡｇ的免疫应答在病毒清除中可能有

重要作用。对 ＨＢｃＡｇ的强免疫原特性的认识，可以指导研制

更有效的预防或治疗性乙型病毒性肝炎的疫苗。作者构建了

ＨＢＶ／Ｃ基因的表达载体，并在大肠杆菌中表达重组 ＨＢｃＡｇ，

为进一步研究重组蛋白诱导的免疫应答奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　 材 料 　ｐＣＲ２．１ＴＯＰＯ 质 粒 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；

ｐＥＴ１５ｂ、含ＨＢＶＤＮＡ（ａｄｒ亚型）的ｐＨＢＶＮＣ１质粒、大肠杆

菌ＤＨ５α及ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰｌｙｓＳ由成都生物制品研究所生物技术

室保存。

１．２　试剂　ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、Ｔａｑ酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制

性核酸内切酶及ＩＰＴＧ购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自

塞百盛基因技术有限公司；质粒提取及ＤＮＡ回收试剂盒购自

上海生物工程技术服务有限公司；羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）购自成都

天泰生命科技有限公司；鼠抗Ｈｉｓｔａｇ抗体购自ＳＥＲＯＴＥＣ公

司；ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ购自晶美生物工程有限公司。

１．３　方法

１．３．１　引物设计及基因扩增　 根据 ＨＢｃＡｇ的基因序列设计

引物。上游引物：ＣＡＴ ＡＴＧ ＧＡＣ ＡＴＴ ＧＡＣＣＣＧ ＴＡＴ

ＡＡＡ ＧＡＡ ＴＴＴ ＧＧ，引 入 ＮｄｅⅠ 酶 切 位 点；下 游 引 物：

ＧＧＡＴＣＣＣＴＡ ＡＣＡＴＴＧＡＧＡＴＴＣＣＣＧ ＡＧＡＴＴＧ ＡＧ

ＡＴＣ，引入ＢａｍＨⅠ酶切位点。以质粒ｐＨＢＶＮＣ１为模板，

用ｐｆｕ酶扩增 ＨＢＶ／Ｃ基因片段；ＰＣＲ反应条件：９４℃热启动

５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，经３０

个循环后再７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳回

收基因片段，得到５５２ｂｐ的目的基因。

１．３．２　ＤＮＡ片段的 ＴＡ克隆及测序　在回收的目的基因３

末端加Ａ，再经ＴＡ连接入克隆质粒ｐＣＲ２．１ＴＯＰＯ；连接产物

转化感受态大肠杆菌ＤＨ５α，在氨苄青霉素（Ａｍｐ）抗性培养板

中３７℃温育过夜，挑选克隆，转接ＬＢ培养液摇菌扩增，提取

重组质粒ｐＣＲ２．１ＨＢｃ；经ＥｃｏＲＩ酶切，电泳鉴定后交赛百盛公

司测序。

１．３．３　含 ＨＢＶ／Ｃ基因的表达质粒构建及鉴定　挑选测序结

果正确的ｐＣＲ２．１ＨＢｃ重组质粒，经ＮｄｅⅠ、ＢａｍＨⅠ酶切回收

５５２ｂｐ目的片段，亚克隆入经同样双酶切的载体ｐＥＴ１５ｂ中，

构建表达质粒ｐＥＴ１５ｂＨＢｃ，并经 ＮｄｅⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切、电

泳鉴定目的片段的插入。

１．３．４　ＨＢｃＡｇ在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰｌｙｓＳ中的表达及电泳

鉴定　重组质粒ｐＥＴ１５ｂＨＢｃ经ＣａＣｌ２ 法转化感受态表达菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰｌｙｓＳ，挑取单菌落，接种到含５０μｇ／ｍＬＣａｒｂ的ＬＢ

培养液中，３７℃震荡培养至 ＯＤ６００＝０．８，加入终浓度为１

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ于３０ ℃诱导２ｈ；取诱导前后的样品，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ鉴定。在２００ｍＬＬＢ中扩菌并诱导 ＨＢｃＡｇ蛋白的表

·２０８１· 检验医学与临床２０１０年９月第７卷第１７期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１０，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１７



达，收集菌体，超声法裂解细菌，离心收集上清液，沉淀用６

ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解收集包涵体。ＨＢｃＡｇ基因与ｐＥＴ１５ｂ载体上

的６Ｈｉｓ基因融合表达，获得相对分子质量约２６×１０３ 的融合

蛋白。ＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＢｃＡｇ融合蛋白的表

达。

２　结　　果

２．１　ＨＢｃＡｇ基因的扩增　经ＰＣＲ反应扩增 ＨＢｃＡｇ基因，产

物经琼脂糖凝胶电泳回收基因片段，得到５５２ｂｐ的目的基因，

电泳结果显示其大小与预计相符（图１）。

　　注：１：Ｍａｒｋｅｒ２００ｂｐｌａｄｄｅｒ；２：ＰＣＲ产物。

图１　ＰＣＲ扩增 ＨＢｃＡｇ基因

２．２　重组 ＨＢｃＡｇ克隆质粒的酶切鉴定　重组质粒ｐＣＲ２．１

ＨＢｃ经ＥｃｏＲⅠ酶切，得到约５６９ｂｐ的插入片段，电泳结果显

示其大小与预计相符；测序结果为５５２ｂｐ目的基因片段与

Ｇｅｎｂａｎｋ注册的 ＨＢｃＡｇ序列一致；电泳结果见图２。

　　注：１：Ｍａｒｋｅｒ２００ｂｐｌａｄｄｅｒ；２：质粒ｐＣＲ２．１ＨＢｃ经ＥｃｏＲⅠ的酶

切产物。

图２　重组克隆质粒ｐＣＲ２．１ＨＢｃ经ＥｃｏＲⅠ酶切后

电泳鉴定结果

２．３　ｐＥＴ１５ｂＨＢｃ表达质粒的鉴定　重组ｐＥＴ１５ｂＨＢｃ质

粒，经ＮｄｅⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切，得到约５５２ｂｐ的插入片段，电

泳结果显示其大小与预计相符。

　　注：（Ａ）１：Ｍａｒｋｅｒ；２：可溶表达蛋白；３：包含体；（Ｂ）１：Ｍａｒｋｅｒ；２：可

溶表达蛋白；３：包含体。

图３　重组 ＨＢｃＡｇ蛋白表达形式的ＳＤＳＰＡＧＥ鉴

定（Ａ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析（Ｂ）

２．４　ＨＢｃＡｇ在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰｌｙｓＳ中的表达及电泳鉴

定　将重组质粒ｐＥＴ１５ｂＨＢｃ转化感受态表达菌ＢＬ２１（ＤＥ３）

ＰｌｙｓＳ，ＩＰＴＧ诱导，菌体经超声法裂解，离心收集上清液，沉淀

用６ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解，收集包涵体；ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示重组

蛋白主要以包涵体的形式表达，在相对分子质量约２６×１０３ 处

有一条明显的条带，与预期结果一致；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，

ＨＢｃＡｇ基因与ｐＥＴ１５ｂ载体上的６Ｈｉｓ基因融合表达，融合蛋

白能与ａｎｔｉＨｉｓ抗体结合，在预期位置出现条带（图３Ａ、Ｂ）。

３　讨　　论

在乙型肝炎肝组织免疫损伤的应答中，ＨＢｃＡｇ是靶抗原，

ＨＢＶ／Ｃ区基因可发生多位点多重类型的突变，影响 ＨＢｃＡｇ

特异性的细胞毒Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）作用表位是 ＨＢＶ感染慢

性化、肝细胞损伤加重的重要原因，与疾病活动有关［６］。ＨＢＶ

是嗜肝ＤＮＡ病毒，完整的 ＨＢＶ颗粒又称Ｄａｎｅ颗粒，球形，直

径约４２μｍ。ＨＢＶ基因组共有４个开放读码区（ＯＲＦ），分别

为Ｓ、Ｃ、Ｐ、Ｘ；ＨＢｃＡｇ存在于Ｄａｎｅ颗粒的核心，是 ＨＢＶ的结

构蛋白即病毒核壳蛋白，由 ＨＢＶ 基因组的 Ｃ开放读码区

（ＯＲＦ）编码。ＨＢｃＡｇ具有高度免疫原性，极微量的 ＨＢｃ（０．

０２５μｇ）在不添加任何佐剂的情况下即能激发小鼠产生抗体，

接种 Ｈ２小鼠时，所有小鼠均产生!

滴度的抗ＨＢｃ和特异性

Ｔ细胞反应
［２］。在 ＨＢｃＡｇ诱导下，外周血单个核细胞（ＰＢ

ＭＣ）产生Ｔｈ１类细胞因子量明显增高；在 ＨＢｅＡｇ诱导下，

Ｔｈ２类细胞因子量明显增高。慢性 ＨＢＶ感染进行免疫调节治

疗的一个目标就是使 ＨＢｅＡｇ特异性Ｔ细胞由Ｔｈ２细胞主导

型转化为Ｔｈ１细胞型，ＨＢｃＡｇ有望打破 ＨＢｅＡｇ诱导的免疫

耐受状态而增强Ｔｈ１细胞优势表达达到治疗的目的。

基于对 ＨＢｃＡｇ的强免疫原特性的认识，构建了 ＨＢＶ／Ｃ

基因的表达载体，并在大肠杆菌中成功地表达出重组 ＨＢｃＡｇ

蛋白；接下来将进行培养条件的研究和优化，提高抗原表达量，

并进行重组蛋白诱导免疫应答的研究。

参考文献

［１］ ＦｅｒｒａｒｉＣ，ＰｅｎｎａＡ，ＢｅｒｔｏｌｅｔｔｉＡ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｅｎｃｏｄｅｄａｎｔｉｇｅｎｓｉｎａｃｕｔｅ

ａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，

１９９０，１４５（１０）：３４４３３４４９．

［２］ 余传霖，熊思东．分子免疫学［Ｍ］．上海：复旦大学出版

社，上海医科大学出版社，２００１：８４３８７３．

［３］ＬｉｖｉｎｇｓｔｏｎＢＤ，ＣｒｉｍｉＣ，ＦｉｋｅｓＪ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈ

ｔｈｅＨＢＶｃｏｒｅ１８２７ｅｐｉｔｏｐｅｅｌｉｃｉｔｓＣＴＬｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｈｕ

ｍａｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨＬＡＡ２ｓｕｐｅｒｔｙｐｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

［Ｊ］．ＨｕｍＩｍｍｕｎｏｌ，１９９９，６０（１１）：１０１３１０１７．

［４］ ＨｅａｔｈｃｏｔｅＪ，ＬｅｅＳ．ＡｐｉｌｏｔｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅＣＹ１８９９Ｔｃｅｌｌ

ｖａｃｃｉｎｅｉｎｓｕｂｊｅｃｔｓｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ

ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，１９９９，３０（２）：５３１５３６．

［５］ ＶａｎｌａｎｄｓｃｈｏｏｔＰ，ＣａｏＴ，ＬｅｒｏｕｘｒｏｅｌｓＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｕｃｌｅ

ｏｃａｐｓｉｄｏｆｔｈｅｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ：ａｒｅｍａｒｋａｂｌｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎ

ｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．ＡｎｔｉｖｉｒａｌＲｅｓ，２００３，６０（２）：６７７４．

［６］ 骆抗先，朱幼芙，杨洁，等．乙型肝炎病毒感染时的Ｃ基因

热点变异［Ｊ］．中华实验和临床病毒学杂志，１９９７，１１（１）：

２９３２．

（收稿日期：２０１００３１０）

·３０８１·检验医学与临床２０１０年９月第７卷第１７期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１０，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１７


