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HBV—S基因四环素调控双表达载体的构建及其调控表达研究 
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【摘 要】目的：构建在同一载体中含乙肝病毒表面抗原基因(Hepatitis B virus surface gene，HBV—s)和四环素阻抑蛋白基因的 

双表达载体，研究在真核细胞中四环素对 s基因表达的调控。方法：在双表达载体pVITRO3一个启动子后的多克隆位点插入四 

环素阻抑蛋白基因，用含四环素操纵子的启动子取代另一个启动子，并在其多克隆位点插入s基因，在同一载体中构建成 s基 

因的四环素调控表达系统。用脂质体将重组质粒转染 HepG2细胞，潮霉素400~g／ml进行抗性筛选，20 d形成抗性克隆，建立 

在四环素诱导下能稳定表达S基因的细胞系。以不同浓度的四环素(O．5、1．0、2．0、3．0~g／m1)进行诱导，用逆转录PCR和微粒子 

酶免疫分析法检测s抗原的表达，以确定四环素的最佳浓度。结果：转染了重组质粒的HepG2细胞，在无四环素环境下，表达 

HBsAg水平极低，72 h时S／N值平均为 1．57，在不同浓度的四环素诱导下，HBsAg表达量明显增加，72 h时S／N平均值分别为 

4．24、4．23、4．18、4．20，未发现与四环素的浓度之间有剂量关系。结论 ：成功构建了在同一质粒中表达 HBV—S基因和四环素阻抑 

蛋白基因的双表达调控载体，在不同浓度四环素诱导下均有 HBsAg表达，并随时问延长而表达量增高，但在同一时间点无明显 

差异。 
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Construction of the tetracycline regulated expression vector of HBV-S gene 
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【Abstract]Objective：To construct a co一．expression vector which expresses both HBsAg and Tet Repressor protein and in which the 

expression of HBsAg can be regulated by tetracycline，and to study the regulating role of tetracycline in the HBV一-S expression in 

HepG 2 cel1．Methods：Tetracycline repressor(TetR)gene was insert into the first multiple cloning site，which was just after the first 

promotor in pVITRO3，a co一．expression vector，then the second promotor was partly replaced by another one which contained tetracy— 

cline operator．Then，HBs gene was inserted into the second multiple cloning site．The constructed vector was transfected into HepG2 

by means of lipofectamine．And 400~g／ml Hygromycin B was used to kill the untransfeeted host cell hne．After 20 days selection
，
the 

cell hne which expressed HBsAg stably after being induced by tetracycline was generated．,Then the HBsAg expression was induced by 

various concentrations of tetracycline(0．5，1．0，2．0，3．0 Ixg／m1)．And HBsAg was detected by means of RT-PCR and MEIA(Micropar-一 

ticle Enzyme Immunoassay)to determine the appropriate concentration of tetracycline．Results：HBsAg was expressed little without te— 

tracycline in transfected HepG2．The average S／N in 72 hour was 1．57．And the S／N of HBsAg was increased remarkably but had no 

difference after being induced by various concentrations of tetracycline．The average S／N in 72 hour was 4．24
．4．23．4．1 8 and 4．20 re一 
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speetively． Conclusion：The basal expression was very low in 

the tetracycline regulated expression vector of HBV-S gene 

without inducer．After being induced by various concentrations 

of tetracycline，HBsAg expression was sharply increased with 

the incubation time pM ongation
，but the expression quantity 

showed no difference at the same time point． 
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微电极阵列芯片技术研究不同发育阶段 C57小鼠心肌细胞的 
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【摘 要】目的：微电极阵列芯片技术研究不同发育阶段 C57小鼠心肌细胞的电生理特性。方法：分离 13．5—19．5 d胎鼠和2 d乳 

鼠的心室肌细胞并培养于微电极阵列(Microelectrode arrays，MEA)电极盘中 48 h，通过倒置相差显微镜，透射电镜、扫描电镜观 

察其形态 ，免疫组化鉴定并用 MEA技术研究其电生理特性。并对生后 1、7、14、21、28、35、>60 d的意识清醒未麻醉的小鼠行心 

电图(Electrocardiogram，ECG)和心率变异性(Heart rate variability，HRV)~录。结果：胎鼠心室肌细胞场电位时程(Field poten— 

tial duration，FPd)随发育而增加(P<0．01)，乳鼠的突然明显缩短(尸<0．01)。胎鼠心室肌细胞的搏动频率随发育而减慢。出生后小 

鼠的心律是窦性心律，平均 PR、RR、QRS、QT、-rr问期随发育逐渐缩短，7 d组比 1 d组减少的差异有统计学意义(尸<0．O1)，而 14、 

21、28、35和>60 d之间差异无统计学意义。卜S—T段在 1 d小鼠明显抬高，7 d组和14 d组逐渐降低，到35 d则基本回到基线。 

HRV随发育逐渐增加。结论：C57小鼠胎鼠心肌细胞 FP电生理特性的变化和生后小鼠ECG间期和形态随发育的变化可能为 

小鼠心脏随发育的电生理特性提供有用的信息。 
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的作用 ，并且期望能通过调节四环素的浓度 ，调控阻抑蛋 白 

对四环素操纵子下游的s基因表达的的调控。结果表明，转 

染后未加 四环素诱导的细胞上清中，表达 HBsAg水平极低 ， 

其 S／N值未达到阳性标准 ；而加不同量四环素进行诱导后 ， 

细胞上清中 HBsAg表达量随着时间的延长逐渐增加 ，以 72 

h后最明显，但在同一时间点表达量与四环素的浓度似乎关 

系不大。 

本实验构建了S基因的四环素调控表达载体，在体外的 

研究中，该重组载体实现了四环素对HBsAg表达的调控作 

用．即加入四环素后启动了目的基因的表达，但没有实现不 

同浓度四环素对目的基因表达量的精确调控。这方面还需要 

进行深入的研究，比如开发新的调控表达载体，改变 TO／TR 

的比例，实现目的基因最佳的调控表达，以期用于临床进行 

基因治疗。 
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