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HBx基因重组逆转录病毒载体的构建及表达 

吴明军 ．一，毕 杨 -．一，黄佳袢 -．一，赵迎泽 ．一，'f--l~)ll 3冯 涛 

(1．重庆医科大学基础医学研究所，重庆 400016；2．重庆医科大学生物化学与分子生学教研室，重庆 400016； 

3美国芝加哥大学医学中心分子肿瘤研究室) 

【摘 要】目的：构建携带 HBx基因的重组逆转录病毒载体，为进一步研究HBx基因在HBV相关性HCC(原发性肝癌)发病机 

制中的作用以及建立肝癌动物模型奠定基础。方法：根据基因库中已公布的 HBx序列设计引物，采用 PCR技术从 HBx腺病毒 

质粒中扩增出HBx基因。将 HBx基因克隆到逆转录病毒载体 pSEB—HUS质粒中。酶切、PCR及测序鉴定后经脂质体介导转染 

L02细胞 ，Western Blotting检测 HBx蛋 白的表达。结果：PCR、酶切及测序鉴定证实目的基因正确克隆至逆转录病毒质粒 

DSEB—HUS中，目的基因序列与 GENE BANK报道一致，转染 L02细胞后荧光显微镜可观察到 GFP的表达。Western Blotting检 

测可见 HBx蛋白的表达。结论：成功构建 HBx重组逆转录病毒载体。 
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Construction and expression of Retroviral Vector containing HBx gene 

U Mingjun，et al 

(Institution for Basic Medical Sciences，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct the retroviral vector containing HBx gene SO as to investigate the effects of HBx gene in the 

pathogenesis of HBV—dependent hepatic cell carcinoma (HCC)and further construct animal models of hepatic cell carcinoma． 

Methods：HBx gene Was amplified from the HBx adenovirus Plasmid by polymerase chain reaction(PCR)technique whose primer 

WO8 designed according to the an nounced sequences of HBx gene in gene bank，then cut by two endonucleases and directionally 

cloned into the pseb-hus vector and analyzed by gene sequencing an alyzer，the correct constructed vectors were tran sfected into 

L02 cell line．At last，HBx protein was detected by Western Blotting．Results：Through PCR，endonuclease cutting and gene 

sequencing，the target gene Was verified into be correctly cloned to retroviral plasmid pSEB—HUS and the high expression of green fluores- 

cence protein (GFP)in L02 cell line was observed under fluorescent microscope．The expression of HBx protein Was also observed by 

Western Blotting．Conclusion：Recombinant retroviral vector expressing HBx protein was successfully constructed． 

【Key words】HBx gene；Retroviral Vector；PCR；Western Blotting 

HBV的慢性感染与原发性肝细胞癌的发生存 

在密切关系。据卫生部最新流行病学调查显示，中 

国是世界乙肝大国，高达 10％的人群病毒携带率。 

全球 HCC病例 的 60％，HBV流行地区该病例的 

70％被认为是由HBV引起【11。HBV全部基因组序列 

都是蛋白质编码区，分别编码核心蛋白、S蛋白、前 

Sl蛋白和前 S2蛋白以及 X蛋白(HBx)。HBx可以 

通过激活一些信号转导通路导致肝癌的发生，如 

Ras、MAPK、PI13K—Akt、DAG—PKC、Src、JAK TAT、 

Wnt／l~一catenin等信号通路 。因此，有必要进一步 
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研究 HBx对病毒自身的复制与增殖以及宿主细胞 

中基因的表达与调控、细胞的凋亡与癌变等过程的 

机制[51。 

本研究采用逆转录病毒载体系统，成功构建携 

带 HBx基因的重组逆转录病毒载体，为进一步在体 

内外研究 HBx基因功能、建立肝癌动物模型、阐明 

HBV X蛋白在导致 HCC(原发性肝癌)发病机理中 

的作用奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料 

HBx腺病毒质粒由重庆医科大学生物化学与分子生物 
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效果的评定，需要测定机体的体液免疫反应和细胞 

免疫反应，只有这样才能全面地认识机体对结核感 

染的免疫应答。本研究结果表明，实验组 Ag85B— 

DNMH37Ra可以诱导小鼠产生特异性体液免疫和细 

胞免疫。免疫 4周或 8周后，小鼠血清中抗PPDIgG 

水平显著高于未免疫组 ，且在 Ag85B —DNMH37Ra 

组和H37Ra组中，8周显著高于 4周(表 2)。这表明 

实验组 Ag85B—DNA／H37Ra产生的抗体较持久，并 

随着时间的延长明显增高。也说明 H37Ra单独免疫 

产生的抗体也较持久。而 Ag85B—DNMBCG组或 

BCG组的抗 PPD IgG水平 8周虽高于4周，但无显 

著性差异。所以，可以认为 Ag85B—DNMH37Ra组的 

组合较 Ag85B—DNA／BCG组的组合更优越，可能与 

H37Ra比BCG的抗原性完整[5．61等方面有关。 

淋巴细胞增殖转化是观察细胞免疫功能的指 

标之一 。免疫 4周或 8周后 ，本研究 的实验组 

Ag85B—DNA／H37Ra的脾淋巴细胞 SI均值超过未 

免疫组的两倍以上，且比单独用 H37Ra或 BCG皮 

内接种组小鼠的增殖反应较强；其与Ag85B—DNM 

BCG组比较，在 4周有显著性差异，而 8周无显著 

性差异(见表 3)。这些结果表明，Ag85B—DNA初次 

免疫后，再用 H37Ra活菌苗加强免疫 ，小鼠脾淋巴 

细胞发生了显著的增殖转化，其结果优于 H37Ra或 

BCG单独免疫，也略好于 Ag85B—DNA／BCG组。 

综上所述 ，Ag85B—DNA／H37Ra序贯免疫策略 

可以诱导小鼠产生持久的高抗体水平和较强的细 

胞免疫应答 ，初步证明其免疫效果略优于 BCG，其 

初次免疫疫苗和加强免疫疫苗对于整个序贯免疫 

策略起到相辅相成的作用。Ag85B—DNA／H37Ra组 

合式疫苗较 Ag85B—DNA／BCG组合式疫苗的免疫 
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应答稍好些，而且对于预防大多由MTB感染所致 

的TB．H37Ra具有 BCG不可比拟的优越眭。这些说 

明选用 H37Ra来进行加强免疫更具潜力，但仍需要 

更全面地研究Ag85B—DNA／H37Ra组合式疫苗的免 

疫效果，从而为 TB的防治开辟新途径。 
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