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丙型肝炎病毒 F蛋白原核表达载体的构建、表达和纯化 

高亚丽，刘 娇，刘 湘，汤 华，陈 沂，蔡雪飞，唐 霓 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室 重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)F蛋白的原核表达载体，表达pET32a(+)一HCVF融合蛋白。方法：根 

据丙型肝炎病毒 F基因的全序列设计引物，以 HCVla型 cDNA质粒 H／FL为模板，通过 PCR方法扩增得到 F基因的编码区序 

列，将其定向克隆于含有 6×Histag的原核表达载体 pET32a(+)，转化大肠杆菌JM109，经菌落 PCR筛选 ，双酶切和测序鉴定阳 

性克隆后，转化大肠杆菌 BL21，采用 IPTG诱导表达融合蛋白，表达产物经 SDS—PAGE电泳分析和 Western—blot检测鉴定，并用 

Ni—NTA亲和层析柱纯化。结果：F基因以正确的方式插入到 pET32a(+)载体中，重组质粒转化大肠杆菌 BL21后经 IPTG诱导 

表达，出现了与预期分子量相符的蛋白条带，该蛋白通过 Western blot检测具有 6 X His tag蛋白的免疫学活性。结论：成功构建 

了丙型肝炎病毒 F蛋白的原核表达载体 pET32a(+)一HCVF并表达和纯化出重组融合蛋白，为进一步研究 F蛋白的生物学功能 

奠定了基础。 
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【Abstract】Objective：To construct a prokaryotic expression plasmid containing HCV F gene，and purify the recombinant fusion protein in 

E．coli system．Methods：F gene of Hepatitis C virus was amplified by PCR method from plasmid H／FL (containing full length cDNA se- 

quence of HCV la subtype)，cloned into pET32a(+)vector，and then transformed into E．coli JM109．After identified by restriction diges— 

tion and DNA sequencing，recombinant plasmid was transformed into E．coli BL2 1 and induced with IPTG．The fusion protein trxA—F was 

further confirmed by Western blot analysis and purified by affinity chromatography method．Results：Restriction digestion and PCR 

screening showed that HCV F gene was cloned into pET32a(+)successfully．After BL21 was transformed with recombinant vector pET32a 

(4-)一HCVF and induced with 0．5mmol／L IPTG，a 35．4kD protein band was f0und by SDS—PAGE．And this recombinant protein showed a 

hi ly specific and strong reaction with anti-His monoclonal antibody by Western blot analysis．Conclusion：The prokaryotic expression 

plasmid pET32a(+)-HCVF was successfully constructed，which will be helpful for further research． 

【Key words]Hepatitis C virus；F pmtein；Pmkaryotic expression 

丙型肝炎病 毒 (Hepatitis C virus，HCV)核心基 

因是 HCV基因组中最保守的区段，它编码的核心蛋 

白除组成 HCV核衣壳外，还具有诱导细胞转化、调 

控病毒和宿主基因转录等功能⋯。近年来研究发现， 
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HCV核心基因密码子富含腺嘌呤核苷酸，翻译过程 

中核糖体可能发生一2／+1框移而产生 F蛋 白。F蛋 

白是一种新的HCV编码蛋白，在丙型肝炎病毒自然 

感染过程中产生，目前对其生物学功能的研究还处 

于起始阶段。本研究将 HCV F蛋白基因克隆于带组 

氨酸标签的原核表达载体 pET32a(+)，对表达的融 

合 F蛋白进行鉴定和纯化 ，为了解 F蛋 白的生物学 

功能奠定 了基础。 
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1 材 料 和 方 法

1 ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 质 粒 与菌 株 扩 增 模 板 H C V l a 型 e D N A 质 粒 H ／F L 、

表 达 质 粒 p E T 3 2 a ( + ) 、 大 肠 杆 菌 J M l 0 9 、 B L 2 1 均 为 本 实 验 室

保存 。

1 ． 1 ． 2 主 要 试 剂 T a q D N A 聚 合 酶 、 限制 性 内切 酶 B a m H I

和 H i n d m 、 T 4 连 接 酶 、 D N A M a r k e r 购 自 T a K a R a 公 司 ；P r o
—

t e i n M a r k e r 购 自 T i a n g e n 公 司 ；质粒纯 化试 剂 盒 、 胶 回收 和 P C R

产 物纯 化 试 剂盒 购 自 O m e g a 生 物公 司 。 异 丙 基 硫 代 一 B — D 一

半乳糖苷 ( I 阿 G )为上 海 生 工 公 司产 品 ， N i — N T A 亲 和 层 析 柱 和

6 × H i s t a g 检 测 试 剂 盒 ( N i — N T A H R P C o n j u g a t e ) 购 自 Qi a g e n

公 司 。 P C R 引物 序列 由上 海 英骏 公 司合 成 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 引 物 设 计 根 据 丙 型 肝 炎 病 毒 F 基 因 的 读 码 框 设 计

P C R 扩 增 引 物 ， 并 分 别 在 上 下 游 引 物 中 引 入 B a m H I 和

H i n d m 酶 切 位 点 。 上 游 引 物 序 列 ：5
’

一 C G G A T C C C A T A T —

G A G C A C G A A T C C T A A A C C T C A A A G A A A A C C A A A C G T A A C 一 3

下 游 引物序 列 ：5
’

一 T A A A G c T T c G c C G T C
‘

r rr C C A G 一 3
’

。

1 ． 2 ． 2 H C V F 基 因 的 克 隆 以 H C V l a 型 c D N A 质 粒 H ／F L

为模 板 ， 按 照 以 下 反 应 体 系进 行 P C R 。 反 应 总 体积 5 0 ¨ l ， 含

1 0 × T a q r e a c t i o n b u f f e r 5 “ l ， d N T P 4 斗 1 ， c D N A 模 板 1 斗 l ， 特

异性 引物各 1 斗 l ， T a q 酶 ( 5 u ／斗 1 )0 ． 5 斗 l ， d d H 2 0 3 8 斗 10 P C R 反

应 条 件 ：9 5 ℃ 5 ra i n 预 变 性 ；9 4 ℃ 3 0 S ， 5 7 ℃ 3 0 S ， 7 2 ℃ 3 0 S ，

循 环 3 0 次 ；7 2 ℃ 延 伸 1 0 m i n 。

1 ． 2 ． 3 重 组 原 核 表 达 载 体 的构 建 及 鉴 定 P C R 产物 经 B a m H

I 和 H i n d m 双 酶 切 ， 以 1 ％ 琼 脂糖 凝 胶 电泳 鉴 定 并 胶 回 收 _1J
。

质 粒 p E T 3 2 a ( + ) 同样 用 B a m H I 和 H i n d m 双 酶 切 、 电 泳 回

收 D N A 大 片段 。 将 上 述 载体 和 目的基 因 片段 用 T 4 D N A 连

接 酶 1 6
~

C 连 接过 夜 。 连 接 产物 转 化 大 肠 杆 菌感 受 态 J M l 0 9 ，

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 B a m H I 和 H i n d m 双 酶 切 ， 以 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴 定 ，

进 一 步 经 D N A 测 序确认 。

1 ． 2 ． 4 融 合 蛋 白 的 诱 导 表 达 将 测 序 正 确 的 重 组 质 粒

p E T 3 2 a — H C V F 转化大肠 杆 菌菌株 B L 2 1 ， 分别挑取 阳性 克 隆 ，

接 种 于 10 0 m l 含 A m p ( 1 0 0 ¨ g ／m 1 ) 的 液 体 培 养 基 中 ， 3 7 ℃

2 0 0 r ／m i n 震 荡培 养 。 当 O D ~
= O ． 6 左 右 时取 1 m l 作 对 照 ， 在 剩

余 的 培 养 物 中加 入 I P T G ( 终 浓 度 为 O ． 5 m m o ]／L ) 3 0 ℃ 继 续 震

荡 培 养 8 h 。 收 集 菌 液 ， 4 0 0 0 r ／m i n 离 心 2 0 m i n ， 弃 上 清 。 用

2 0 m l 的 1 X L y s i s b u f f e r 重 悬 细 菌 ， 超 声 破 碎 后 进 行 1 2 ％

S D S — P A G E ， 考 马 斯亮 蓝 染 色 ， 并 通 过 凝 胶 薄层 扫描 测 定 表 达

量 。

1 ． 2 ． 5 表 达 产 物 的 鉴 定 取 适 量 诱 导 表 达 蛋 白样 品 进 行

S D S — P A G E ， 转 膜 后 用 含 5 ％ 的脱 脂 奶 粉 T B S T 封 闭 2 h ， 按 照

6 X H i s t a g 检 测 试 剂 盒 ( N i — N T A H R P C o n j u g a t e )使 用 手 册 的

方 法 加 入 一 抗 ， 3 7 ℃ 孵 育 3 0 m i n 后 直 接 用 4 一 氯 一 1 萘 酚 ( 上

海 生 工 )染 色 。 结果 由 B I O — R A D 图像分 析仪分 析 。

1 ． 2 ． 6 表 达 蛋 白的纯 化 与 复性 挑 取 p E T 3 2 a
— H C V F 转 化 大

肠 杆菌菌株 B L 2 1 的阳性克 隆 ， 接种 于 2 m l 含 A m p ( 1 0 0 ¨ g ／m 1)

的 液 体 培 养 基 中 ， 3 7 ℃ 2 0 0 d m i n 过 夜 培 养 。 次 日按 照 l ：5 0

( V ，v ) 放 大 至 1 0 0 m l ， 培 养 至 菌 液 浓 度 为 O D ~
= O． 6 左 右 ， 加

入 I P T G 终 浓 度 达 0 ． 1 m m o l／L ， 3 7 ℃ 诱 导 培 养 5 h ， 收 集 菌 液 ，

4 0 0 0 r ／m i n 离 心 2 0 m i n ， 弃 上 清 ， 用 尿 素浓 度 梯 度 ( 1 m o l／L
、 2

m o l ／L 、 3 m o l／L
、 4 m o l ／L

、 5 m o l／L
、 6 m o l ／L 、 8 m o l／L ， p H = 8 ． 0 ) 溶 液

依 次洗 涤 沉 淀 ， 每 次洗 涤 后 1 2 0 0 0 r ／m i n 离 心 2 0 m i n ， 保 留上

清 。 最 后 8 n o l ，L 尿 素洗 涤后 弃沉 淀 。 S D S — P A G E 电泳 检 测 包

涵 体 蛋 白在 尿 素浓 度 梯 度 中的分 布情 况 ， 选 取 包 含体 蛋 白含

量 最 多 的部分 ， 用 同等浓 度 的尿 素溶液 稀 释 至 蛋 白浓 度 为 1 0 0

¨ g，m l ， 装 入 截 流 量 为 0 ． 8 k u 的 透 析 袋 ， 按 1 ：1 0 0 ( v ，v ) 于 复

性 缓 冲液 ( 5 0 m m o l／g T r i s ， 5 0 m m o l／L N a C l ， 5 ％ 甘 油 ， 0 ． 5 m m o l／L

E D T A ， 1 ％ 甘 氨 酸 ， 1 m m o l ／L 还 原 性 谷 胱 甘 肽 ， 0 ． 1 m m o l／L 氧

化 性 谷 胱 甘 肽 ) ， 4 ℃ 透 析 2 4 h ， 然 后 按 1 ：1 0 0 ( v 厂v ) 置 于 3 0 0

m m o l／L N a C l ， 2 0 m m o l／L T r i s
— H C l ( p H = 8 ． 0 ) 的缓 冲液 中 4 ℃ 透

析 1 2 h 。 透 析 后 的蛋 白溶 液 于 4 ℃ ， 1 2 0 0 0 r p m 离 心 2 0 m i n 。

上 清 用 N i — N T A 亲 和 层 析 柱 按 Qi a g e n 公 司 使 用 手 册 方 法 纯

化 ( B i n d i n g b u ff e r ：3 0 0 m m 0 1] L N a C l ， 2 0 m m o ~ L T r i s — H C l p H 8 ． 0 ，

1 0 m m o l／L I m i d a z o l e ． W a s h i n g b u f f e r ：3 0 0 m m o l ／L N a C l ． 2 0 m m o l／L

T r i s
— H C I ， 2 0 m m o l／L I m i d a z o l e ． E l u t i o n b u ff e r ：3 0 0 m m o l ／L N a C ! ，

2 0 m m o l／L T r i s — H C l p H 8 ． 0 ， 2 0 m m o l／L I m i d a z o l e ． ) ， 收 集 并 用

S D S — P A G E 电泳 检 测 纯 化 产 物 。

2 结 果

2 ． 1 P C R 扩 增 产物 鉴 定

以 含 H C V l a 型 c D N A 的 质 粒 H ／F L 为 模 板 ， 经

P C R 扩 增 ． 扩 增 产 物 电 泳 在 4 8 3 b p 处 有 特 异 性 扩 增

条 带 ， 与 预 期 扩 增 片 断 大 小 相 符 ( 图 1 ) 。

1 2 3 4 5 b p

2 0 【x 】

l 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

l 【x 】

1 、 2 ． 阴性 对 照 ；3 、 4 ． 质粒模板 H ／F L 扩增 的 F 基 因 ；

5 ． 分 子 量 标 准

图 1 P C R 扩 增 H C V F 基 因

2 ． 2 重 组 质 粒 酶切 与 P C R 鉴 定

重 组 质 粒 p E T 3 2 a ( + ) 一 H C V F 的 菌 落 P C R 鉴 定
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3 8 7
一

( 图 2 ) 和 纯 化 质 粒 经 B a m H I 和 H i n d Ⅲ 双 酶 切 产 生

4 8 3 b p 的 D N A 条 带 ( 图 3 ) 的 结 果 ， 提 示 F 基 因 成 功

构 建 入 p E T 3 2 a ( + ) 。 测 序 结 果 也 证 实 插 人 到 p E T 3 2 a

( + ) 载 体 中 的 F 基 因 序 列 完 全 正 确 。

2 ． 3 F 蛋 白 的 诱 导表 达 及 S D S — P A G E 分 析

采 用 I P T G 于 3 7 ℃ 诱 导 含 p E T 3 2 a ( + ) 一 H C V F 质

粒 的 B L 2 l 菌 株 5 h ， 经 1 2 ％ S D S — P A G E
， 结 果 显 示

在 3 6 k D 处 出 现 表 达 的 新 蛋 白条 带 ， 与 预 期 的 分 子

量 相 符 ( 图 4 ) 。 经 凝 胶 薄 层 扫 描 分 析 ， 测 得 重 组 蛋 白

约 占菌 体 总 蛋 白量 的 2 0 ％ 。 对 表 达 蛋 白 的 可 溶 性 分

析 表 明 ， 融 合 表 达 产 物 主 要 以 不 可 溶 的 包 涵 体 形 式

存 在 。

2 ． 4 融 合 蛋 白 的 W e s t e r n b l o t 鉴 定

W e s t e r n 结 果 显 示 在 大 约 3 5 ． 4 k D 处 出 现 特 异

的显 色 条 带 为 目 的 蛋 白 t r x A — F ， 对 照 为 p E T 3 2 a ( + )

空 质 粒 诱 导 表 达 蛋 白 t r x A ( 2 0 ． 4 k D ) 。 W e s t e r n b l o t 结

果 证 实 t r x A — F 融 合 表 达 蛋 白 能 与 抗 H i s 单 克 隆 抗

体特 异 性 结 合 ， 具 有 良好 的 免 疫 学 活 性 ( 图 5 ) 。

1 2 3 4 5 6 7 8 9

b p

1 ． 阳性 对 照 质 粒 H ／F L ；3 ． 6 ． 8 ． 阳性 克 隆 ；2 ． 4 ． 5 ． 7 ． 阴性 克 隆 ；

9 ． 分 子 量 标 准

图 2 P C R 筛选 含重 组 质粒 p E T 3 2 a (+ )一 H C V F 的阳 性 菌落

4 8 3

l 2 3
b p

1 2 3

1 ． 蛋 白质分 子 量 标准 ；2 ． I P T G 诱 导 转 染 p E T 3 2 a (+ )的 B L 2 1

菌 ；3 ． I P T G 诱 导 转 染 p E T 3 2 a (+ )一 H C V F 的 B L 2 1 菌

图 4 S D S — P A G E 鉴 定 诱 导 表达 的重 组 融 合 蛋 白

k D 1 2 3

凳 每
5 5 臻 嘲辨辔

1 ． 蛋 白质分 子 量 标 准 ；2 ． t r x A — F 融 合蛋 白 ；3 ． t r x A 蛋 白

图 5 W e s t e r n b l o t 鉴 定 重 组 表 达 蛋 白

2 ． 5 表 达 蛋 白 的 复 性 与 亲 和 层 析 纯 化

包 涵 体 蛋 白经 尿 素 浓 度 梯 度 洗 涤 后 复 性 ， 复 性

蛋 白用 N i — N T A 亲 和 层 析 柱 纯 化 ， 得 到 纯 度 达 8 5 ％

以 上 的 可 溶 性 F 蛋 白 ( 图 6 ) 。

鬻
薹如 一 _ ” ～ ，。

1 ． 蛋 白质分子 量 标 准 ；2 - 6 ． 洗脱液洗脱 的 t r x A — F 蛋 白

图 6 N i — N T A 亲和 层 析 柱 纯 化 t r x A — F 蛋 白

3 讨 论
1 ． B a m H I 和 H i n d Ⅲ 双 酶切 质粒 p E T 3 2 a (+ )；2 ． B a m H I 和

日 i n d

!
双 酶

要兰嬖塑粤
3

—

2 a (+ )- H C V F ；3 � 分子 量 标准
x u 等 嘲认 为 H C V F 蛋 白在 原 核 及 非 细 胞 系 统

图 3 双 酶 切 鉴 定 重 组 质 粒 p E T 3 2 a (+ )一 H C V F
’ 。 。

4 2 5 5 6 0 4①
0

蚍
。 0 ： ：

M

3 3 2 0 2 9圯 鸵 钾 鲫 黯 艄 巧 M

眦泡如瑚㈣㈨ 哪 纠
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中表达是由核糖体移位所致。在体外无细胞翻译体 

系中，它以 C蛋 白的 AUG为起始密码子 ，按照 C蛋 

白的阅读框翻译至第 10位aa时发生核糖体移位， 

以C+I阅读框翻译至终止密码子出现，由此生成前 

10位 an与 C蛋白相同的新蛋白。事实上 ，在不同的 

翻译环境中，产生的F蛋白有多种情况。Banlant等『3_ 

在大肠杆菌中表达HCV lb编码的C蛋白时，发现 C 

蛋白与F蛋白的嵌合体，即 1～44 aa为 C蛋白序列， 

43位 aa处发生 C+1阅读框移位 ，到达 144位 aa时 

再次移位 ，重新按照 C蛋 白阅读框翻译至终止子出 

现。在真核细胞内，Baril和Brakier—Gingrast4[发现，F 

蛋白的产生是利用细胞基因区内部的非 AUG密码 

子直接启动翻译，他们证实，核糖体在 26位 aa处发 

生+1的阅读框移位，以GUG或 GCG为起始密码子， 

翻译出F蛋白：另外，Vassilaki等【5j还发现有短片段 

F蛋白产生(翻译起始点是从 C蛋白的 80位 aa附近 

的非密码子AUG)，此外，上面所提到的嵌合体在真 

核细胞中也有发现。 

F蛋白和 C蛋白具有部分共同的翻译密码子， 

C蛋 白能调控病毒基因转 录、细胞增殖 与死亡 ，干 

预脂质代谢及抑制宿主免疫反应等[61，另外，HCV的 

C蛋白还能促进 Ras癌基因介导啮齿类动物细胞 

转化 ，使表达 HCV核心蛋 白的转基因小 鼠发生 

HCC[7，81，那么，与 C蛋白伴生的 F蛋白在这些事件 

中是否扮演了某种角色呢?Bain等[91研究表明F蛋 

白具有良好的抗原性，可引起体液免疫应答和细胞 

免疫应答。Xu等 证实 F蛋白分布在内质网上，其 

半衰期为 10 min，因其寿命短暂而推测该蛋 白可能 

作为调节因子而存在。又由于 HCV的 C蛋 白、NS5A 

蛋白等七种蛋白组成的蛋白复合体也分布于内质 

网上，该复合体是作为 HCV病毒的复制场所而存 

在，所以推测 F蛋白可能参与调节 HCV RNA的复制 

及病毒颗粒形成。Branch等⋯]通过比较发现干扰素 

可以刺激 HCV感染细胞表达 F蛋白。由上述这些 

研究结果可 以推断 ，对 F蛋 白的研究可能是推动深 

入了解 HCV分子致病机制的一个新领域。 

目前关于 F蛋白的以下问题值得我们进一步 

深入研究：(1)F蛋白产生的机制：核心蛋白的一些 

功能是否需要 F蛋白的参与，两者之间的关系如何? 

(2)F蛋白引起的免疫应答是否具有保护性?F蛋白 

是否调节HCV RNA的复制?F蛋白与干扰素之间 

的作用机制等等。本实验以pET32a(+)为载体，克隆 

HCV F基因转化大肠杆菌．经I G诱导后高效表达 

了F蛋白，为今后深入研究 F蛋白生物学功能奠定 

了基础 
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