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乙肝病毒抗原基因真核表达载体的构建及表达 

仝 君 ，张大志 

(重庆医科大学附属第二医院病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：构建乙肝病毒(Hepatitis B virus，HBV)相关抗原基因真核表达载体，检测各抗原基因在体外真核细胞中的表达 

情况。方法：以含有 1_3倍的 HBV全基因组序列的质粒 PeDNA3．1一HBV为模板 ，PCR扩增 HBV的各抗原基因片段，通过连接 

至中间克隆载体 Peasy—T1一Simple，酶切及测序鉴定正确后，再将目的片段插入真核表达载体 peDNA3．1(+)中，构建包含HBV 

抗原基因的重组表达质粒pcDNA3．1(+)一HBs，pcDNA3．1(+)一HBe，pcDNA3．1(+)一HBc。阳性克隆用限制性内切酶酶切鉴定正 

确后用脂质体2000分别瞬时转染 HepG2细胞，同时转染 LO2细胞作为对照，Western blot和免疫荧光技术分别检测各抗原基 

因产物在细胞内的表达。结果：成功扩增出HBV各抗原基因片段 ，通过酶切测序鉴定证明成功构建了包含 HBV抗原基因的重 

组表达质粒 pcDNA3．1(+)一HBs，pcDNA3．1(+)一HBe，pcDNA3．1(+)一HBc，Western blot和免疫荧光检测到目的蛋白在转染细胞 

中的正确表达。结论：本实验成功构建包含HBV抗原基因的真核表达载体，并能在体外真核细胞中表达相关抗原蛋白，为进一 

步研究各抗原的生物学功能奠定了实验基础。 
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Construction and expression of eukaryotic expression vectors of 

H BV antigen genes 

T0NGJun，etal 

(Institute ofViral Hepatitis，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To analyze the expression of HBV antigen genes in eukaryotic cells in vitro，eukaryotic expression plasmids 

containing HBV antigen genes were constructed．Methods：The fragments of HBV antigen genes were amplified by PCR from the plasmid 

PcDNA3．1-HBV which contains 1．3 fold HBV whole genome sequence．Then the PCR fragments were cloned into Peasy—T1一Simple 

vector following the routine procedures．After identification by enzyme digestion and DNA sequence analysis，the interested gene fragments 

wereinsertedintothe enkaryotic expression vectorPcDNA3．1(+j．Th e resultant recombinantplasmidswere confirmed by restriction enzyme 

digestion and the correct ones were transiently transfected into HepG2 cells，and LO2 cells as a contro1．Western blot and Immunofluores— 

cence were used to analyze the expression of HBV gene products in the transfeeted cells．Results：The fragm ents of HBV antigen genes 

were correctly amplified．Restriction enzyme digestion and DNA sequence analysis confirm ed that the recombinant plasmids containing 

HBV antigen genes were successfully constructed．Western blot and Immunoflnorescence confirmed that the interested genes could be 

correctly expressed in transfected cells．Conclusion：The construction of eukaryotic expression plasmids containing HBV antigen genes 

and the antigen gene expression in eukaryotic cells in vitro provide a solid experimental foundation for further research on the biological 

function of HBV antigens． 
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在全球范围内，乙型肝炎病毒(Hepatitis B virus，HBV)感 

染者大约有4亿人，并且是急性和慢性肝病的主要诱因。我 

国 HBV携带者达 1-3亿 ，慢性肝炎患者高达 30 001万人，每 

年约 25～3O万人死于乙型肝炎相关性疾痈”。乙肝表面抗原 
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(HBsAg)，乙肝 e抗原(HBeAg)，乙肝核心抗原(HBcAg)作为 

HBV感染的病毒学标志物被广泛应用于临床，可反应患者的 

免疫应答状态及治疗效果 ，也可反应病毒变异的情况，具有 

重要的临床价值。HBV不能在体外培养，其感染宿主范围窄， 

制约了HBV研究方法的进展口一。本实验通过构建包含HBV 3 

种抗原基因的真核表达质粒，监测抗原基因在体外真核细胞 

中的表达，而不是将 HBV全基因组转染人真核细胞，为分别 

研究各抗原的生物学功能及对免疫细胞功能的影响奠定了 

实验基础。 
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1 材料与方法 

1．1 主要 的试剂 

宿主菌大肠杆菌 DH5 ，人肝癌细胞 HepG2，正常肝细胞 

L02由重庆医科大学病毒性肝炎研究所保存。pcDNA3．1(+) 

质粒由重庆医科大学感染性疾病实验室惠赠。ExTaq DNA聚 

合酶、T4DNA连接酶、EcoR I和 Xho I限制性内切酶购 自 

Takara公司。凝胶回收试剂盒购于Promega公司，质粒提取 

试剂盒购 自Qiagen公司；脂质体 LipofectamineTM 2000购 自 

Invitrogen公司；一抗(小鼠抗人 HBsAg单克隆抗体，兔抗人 

HBeAg多克隆抗体，小鼠抗人 HBcAg单克隆抗体)，二抗(辣 

根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG，兔抗小 鼠IgG)购 自Abcam 

公司，二抗(FITC标记的羊抗小鼠IgG，羊抗兔 IgG)及4’，6一 

联脒 一2一苯基吲哚二盐酸盐 (4’，6-diamidono一2一pheny lin— 

dole，DAPI)购自Sigma公司。胎牛血清，DMEM购 自GIBCO 

公司，引物合成及 DNA测序由上海博尚公司完成。 

1．2 实验步骤 

1．2．1 目的基因的获取和中间克隆载体的构建 设计和模 

版 PcDNA3．1一HBV相匹配的上下游引物，用 PCR的方法扩 

增HBV 3个抗原基因片段，引物序列及产物长度见表 1，划 

线处分别为 o I和Xho I酶切位点，上游引物插入 o 

I酶切位点，下游引物插入 Xho I酶切位点。PCR反应条件： 

94~C预变性 3 min，94~C变性 40 S，58 oC退火 40 S，72℃延伸 1 

min，30个循环，72~C后延伸5 min。PCR产物经电泳，纯化回 

收后，连接到中间克隆载体Peasy—T1一Simple中，并转化感 

受态大肠杆菌 DH5 ，提取阳性重组质粒，行 EcoR I和Xho 

I双酶切鉴定。 
表 1 PCR实验使用的引物序列 

基因名称 引物序列 

HBs 

HBe 

HBc 

forward：GAATTCGAGAACATCGCATCAGGA 

reverse：CTCGAC ITAAATGTATACCCAAAGACA 

forward：GAA ITCCAACTrI ITrCACCTCTGCCTA 

reverse：CTCGAGCTAACA ITGAGA I-rCCCGAGA 

forward：GAA I-rCGACATTCACCCGTATAAAGAA 

reverse：CTCGAGCTAACA ITGAGA ITrCCCGAGA 

1．2．2 重组质粒的构建 分别小量制备中间克隆载体Peasy— 

T1-Simple—HBs，Peasy-T1-Simple-HBe，Peasy—T1一Simple — 

HBc和真核表达载体 pcDNA3．1(+)的质粒 DNA，并行 EcoR 

I和 Xho I双酶切 ，经琼脂糖凝胶电泳，分别 回收目的片段 ， 

用T4 DNA连接酶将各抗原基因片段与线性化的pcDNA3．1 

(+)空载体进行连接，转化感受态大肠杆菌DH5 ，筛选氨苄 

青霉素抗性菌落的重组质粒，行EcoR I和Xho I双酶切及 

测序鉴定。 

1．2．3 重组质粒的鉴定及测序 用限制性内切酶EcoR I和 

Xho I进行双酶切鉴定，由于合成的抗原基因片段两端分别 

含有 oR I，Xho I酶切位点，而线性化的 pcDNA3．1(+)质 

粒没有这 2种酶的识别位点，因此用 EcoR I和 Xho I酶切 

重组质粒可将目的片段切下，电泳观察酶切片段的分子量大 

小初步鉴定，然后送上海博尚公司测序，测序正确的质粒分别 

命名为 pcDNA3．1(+)一HBs，pcDNA3．1(+)一HBe，pcDNA3．1(+) 

一 HBc。 

1．2．4 细胞培养与瞬时转染 人肝癌细胞 HepG2和正常肝 

细胞 L02分别培养于含 10％胎牛血清 ，1％青／链霉 素的 

DMEM和 1640培养基中，将 HepG2和 LO2细胞分别接种于 

6孑L培养板中(5 X 10 个／：E)，24 h后待细胞汇合度达95％左 

右时按LipofectamineTM 2000说明书进行转染，分别将上述构 

建的重组质粒及 pcDNA3．1(+)空质粒转染 HepG2细胞，并 

转染LO2细胞做为对照，同时转染 pEGFP—C1(含有 EGFP 

标记基因)质粒监测转染效率。分别于转染后24、48 h，于荧 

光显微镜下随机选择 5个细胞区域内视野，计数绿色荧光细 

胞数及总细胞数，计算绿色荧光细胞发生率=(绿色荧光细 

胞数／总细胞数)X 100％。 

1．2-5 蛋白提取和 Westernblot检测 提取 pcDNA3．1(+)一HBs， 

peDNA3．1(+)一HBe，pcDNA3．1(+)一HBc分别转染 HepG2细 

胞后48、72h蛋白，转染 L02细胞后 48 h蛋白，经 Bradford法 

测定蛋白浓度 ，设立空白和阴性对照。每组分别取总量为 30 

g的蛋 白样品，SDS—PAGE电泳分离蛋白，湿转将蛋白条带 

转移至 PVDF膜上，5％脱脂奶粉封闭 1 h，加入对应的一抗4℃ 

孵育过夜，洗膜后加入相应的二抗 ，室温慢摇孵育 1 h；DAB 

显色。Western blot检测结果 ，以 BandScan5．0图像分析软件 

进行扫描分析，相对表达量以各组HBs，HBe，HBc抗原与自 

身内参 13一actin灰度值的比值计算。 

1．2．6 细胞免疫荧光 取对数生长期的 HepG2细胞以 5 X 

10s个，孑L的密度种植在六孔板玻片上，24 h后待细胞汇合度 

达 95％左右时按上述方法将重组质粒和空质粒 peDNA3．1 

(+)转染入 HepG2细胞，48 h后用预冷的磷酸盐缓冲液(PBS) 

冲洗细胞，经4％多聚甲醛固定，0．2％曲拉通 X一100(TritonX 

一 100)通透，5％山羊血清室温封闭后 ，与相应的稀释为合适 

浓度的 HBV各抗原蛋白一抗 4℃孵育过夜 ，次 日PBS洗涤 

细胞 3次后 ，与相应的稀释为合适浓度的异硫氰酸荧光素 

(FITC)标记的二抗室温避光孵育 1 h，PBS洗涤 3次 ，DAPI稀 

释液孵育细胞 1 min，以PBS缓冲液冲洗，封片后用激光共聚 

焦显微镜观察 3种抗原在细胞内的表达。 

1．2．7 统计学分析 使用SPSS 1 1．0统计软件进行统计分析， 

实验数据以均数 ±标准差表示，2组间比较采用 t检验，多组 

之间比较采用方差分析，P<O．05表明差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 PCR产物及中间克隆载体的鉴定 

PCR扩增产物经 1％琼脂糖凝胶电泳后结果显示其产 

物片段大小与预计相符，符合 HBs 681 bp、HBe 639 bp、HBc 

552 bp大小的清晰条带，已得到 HBV各抗原基因片段(图1 o 

Peasy—T1一Simple载体全长 3 829 bp，具有—个突出的带 T碱基 

的缺口，可以直接连接 3’末端带有突出 A碱基的 PCR产物。 

PCR产物经纯化 回收后 ，连接到克隆载体 Peasy-T1一Simple 

上，构建成中间克隆载体，经 EcoR I和Xho I酶切，可获得 






