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丙型肝炎病毒 P7蛋白体外原核表达状况的研究 

陈 可，胡接力，胡 源，张文露，王增产，汤 华，黄爱龙，蔡雪飞 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：扩增丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HcV)P7蛋白基因，克隆到多个原核表达系统，观察P7蛋白在体外表达的情 

况，获取具有生物学活性的HCV P7重组蛋白。方法：设计扩增全长 HCV P7基因片段的特异引物，以H／FL质粒 DNA(含 HCV la 

cDNA全长序列)为模板，通过PCR扩增全长 HCV P7基因，定向克隆到 pQE30、pGEX 4T一2、pET32a(+)3种不同类型的原核表达 

载体中。将重组后包含 HCV P7基因的原核表达载体转化表达型大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS或 sG13009(PREP4)，并做异丙基 

硫化 一13一D一半乳糖苷(Isopropyl—beta—D—thiogalactoside，IfyI℃)诱导表达 ，通过 SDS—PAGE和 Western blot鉴定 HCV P7蛋白原 

核表达的情况。结论：获得可溶性的重组蛋白GST—HCV P7和 Trx—HCV P7，为进一步研究 P7蛋白的生物学功能奠定基础。 
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【Abstract]Objective：To amplify HCV P7 gene and clone it into several prokaryotic expression systems，then investigate the effects of 
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these working systems and harvest HCV P7 protein with biologic 

activity．Methods：Design Special primers were designed for the 

amplification of HCV P7 complete DNA sequence and amplify P7 

DNA fragments were amplified with H／FL plasmid as template by 

PCR．The obtained P7 DNA fragments were directly cloned into 
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pQE30．pGEX 4T一2 and pET32a(+)prokaryotic expression vectors and transform these recombinant plasmids were transformed into E 

coli．strain BL21(DE3)pLysS or SG13009 (PREP4)，and IPTG was added to induce recombinant E coli．expression．The expression 

products were identified with SDS—PAGE and Western blot．Results：There was no track of non-fusion HCV P7 protein expression from 

recombinant E coli．including pQE30／HCV P7 or pET32a(+)一Nde／HCV P7 plasmid．But the study succeeded in the expression and 

purification of recombinant HCV P7 proteins，Both are all soluble and biologic activity，and are expected to use extensively in anti—HCV 

virus research． 

【Key words】HCV；P7 protein；prokaryotic expression 

丙型肝炎病毒(Hepatitis C virlls，HCV)P7蛋白由63个氨 

基酸组成 ，在 HCV前蛋白翻译体中，介于结构蛋白E2和非 

结构蛋白NS2之间ll‘’1。在早期的相关研究中，P7蛋白在细胞 

体内表达后整合于内质网膜上，形成六聚体的阳离子通道 ， 

对HCV病毒颗粒的释放有一定的促进作用[1】。金刚烷胺和长 

烷基链的亚氨基糖衍生物可抑制 P7蛋白形成的阳离子通 

道，从而可能会对 HCV的治疗发挥重要作用 。关于 P7蛋白 

的在 HCV整个生活周期中扮演的角色和对宿主细胞的影响， 

目前对其生物学功能的研究还处于起始阶段。本研究将HCV 

P7蛋白基因克隆于带组氨酸标签的原核表达载体 pQE30、 

pET32a(+)和带 GST蛋白标签的原核表达载体 pGEX 4T一2， 

对表达的融合HCV P7蛋白进行鉴定和纯化，为深入研究HCV 

P7蛋白的生物学功能奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒与菌株 包含 HCV 1a型 cDNA的质粒 H／FL、原 

核表达质粒 pQE30、pGEX 4T一2和 pET32a(+)，克隆型大肠 

杆菌 DH5 0c、表达型大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS和 SG13009 

(PREP4)均为本实验室保存。 

1．1．2 试剂与耗材 限制性内切酶 BamH I、Hind m、Nde I 

和Xho I购买 自NEB公司；DNA聚合酶 PrimerStar、T4 DNA 

连接酶和 DNA Marker 2000购自TaKaRa公司；Protein Marker 

购自Fermantens公司；质粒小量纯化试剂盒 、胶回收和 PCR 

产物纯化试剂盒购自Omega公司；异丙基硫代 一B—D一半乳 

糖苷 (Isopropyl—beta—D—thiogalactoside，IPTG)购 自上 海 生 工 

公司 ；Ni—NTA亲和层析柱购 自Qiagen公司；GST亲和层析 

柱购自GE公司；GST标签蛋白单克隆抗体(Cat：71097—3)购 

自Novagen公司；6 x His标签单克隆抗体 (Cat：CW0082)购 

自康维世纪公司，羊抗鼠二抗购买自北京中杉公司；PVDF膜 

(0．22 LLm)购买 自Millipore公司；ECL显色试剂购买 自默克 

公司；PCR引物序列由上海英骏公司合成。 

1．13 主要仪器 Bio—Rad Gel Doc 2000凝胶成像系统，Bio— 

Rad Protean MP4+蛋白电泳和转印系统 ，Sonics Material VCX 

750超声波细胞破碎仪。 

1．2 方法 

1．2．1 引物设计 根据丙型肝炎病毒 P7基因的读码框设计 

PCR扩增引物，并在上游引物中引入 BamH I和 Nde I酶切 

位点，在下游引物中引入 Hind m和Xho I酶切位点。上游引 

物序列 ：5’一CGGATCCCATATGGcrrrrGGAGAAc一3’，下游引 

物序歹U：5’一ATCTCGAGAAGCTTTGCGTATGCCCGCT一3’。 

1．2．2 HCV P7基因的克隆 以 HCV la型 cDNA质粒 H L 

为模板，按照以下反应体系进行 PCR。反应总体积 5O l，含 

5×Taq reaction buffer 10 Ixl，dNTP 2 Ixl，cDNA模板 1 txl，特异 

性上下游引物各 l l，Taq酶 (5 U／lx1)0．5 Ixl，ddH2O 34．5 Ixl。 

PCR反应条件：95qC 5 rain预变性；94℃30 s，60℃ 30 s，72℃ 

30 s，循环 3O次，72％延伸 5 min。 

1．2．3 重组原核表达载体的构建及鉴定 PCR产物分为 3 

份，分别用 BamH I和Xho I双酶切，Nde I和Xho I双酶切， 

BamH I和HindⅢ双酶切。以 1％琼脂糖凝胶电泳检测鉴定 

并做胶回收纯化。质粒 pET32a(+)分为 2份，分别用 BamH I 

和 I双酶切、A e I和 矗0 I双酶切，质粒 pGEX 4T一2用 

BamH I和Xho I双酶切 ，质粒 pQE30用 BamH I和Hind llI 

双酶切。琼脂糖凝胶电泳回收 I)NA大片段。将上述载体和目 

的基因片段用T4 DNA连接酶 l6℃连接过夜。连接产物转化 

感受态大肠杆菌 DH5Ⅱ，在含氨苄青霉素抗性的平板上筛选 

生长，挑取单菌落提取质粒，用各自对应的酶切位点做双酶 

切 ，以琼脂糖凝胶电泳鉴定，进一步经 DNA测序确认为阳性 

克隆。 

l_2．4 重组蛋白的诱导表 将测序正确的重组质粒 pET32a 

(+)／HCV—P7、pET32a(+)一Nde／HCV—P7和 pGEX 4T一2／HCV- 

fy7转化表达型大肠杆菌 BI 21(DE3)pI ysS，将 pQE30／IICV 

fy7转化表达型大肠杆菌 SG1 3009(PREP4)。分别挑取阳性克 

隆，接种于 2 ml含氨苄青霉素(终浓度：lO0 I~g／mt)的 LB液 

体培养基中，37℃，220 dmin震荡培养。当OD6oo=0．6左右时 

加入诱导表达剂 IPTG (终浓度：0．5 mmo]]L)，37℃条件下继 

续震荡培养 3 h。收集菌液，4 000 r／min离心 10 min，弃上清。 

用 200 l的 1×Lysisbuffer(1％SDS，150mmol／LNaC1，50mmol／L 

Tris—HCI pH8．0，1 mmol／L PMSF，2 lnnlol／L EDTA)重悬细菌， 

95℃变性 5 min，进行 SDS—PAGE，考马斯亮蓝染色。 。 

1．2．5 表达蛋白的纯化和鉴定 挑取 pET32a(+)／HCV P7和 

pGEX 4T一2／HCV P7转化表达型大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS 

的阳性克隆，接种于 2 ml含Amp(100 Ixg／m1)的液体培养基 

中，37~C条件下 220 r／min过夜培养。次日按照 l：100(v／V)放 

大至200ml，培养至菌液浓度为 ()I] 0．6左右，加入 IPTG终 






