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HBsAg和 GM—CSF融合表达质粒的构建 
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(重庆医科大学病毒性肝炎研究所．重庆 400010) 

【摘 要1目的：构建乙肝HBsAg和GM CSF的融合表达质粒，借助( M—CSF的免疫佐剂作用，提高乙型肝炎DNA疫苗的 

免疫效果。方法：用 PCR方法分别从 pEcob6和 pCI) hGM—CSF中扩增出基因 S和 GM CSF，克隆到真核表达质粒 DcD— 

NA3．1(+)中，构建pcDNA3．1 S及融合表达质粒pcDNA3．1一GM ( F S，然后以重组质粒转染真核细胞，研究重组质粒 

体外表达。结果：经酶切鉴定及 DNA序列证实重组质粒构建正确 ，细胞转染试验表明重组质粒能在 COS 7及 HeI ( 一2内 

表达。结论：乙肝HBsAg和GM CSF的融合表达质粒构建成功，重组质粒能在真核细胞内表达 
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Construction of plasmid coexpressing hepatitis B surface antigen 

and granulocyte macrophage——colony stimulating factor 

QING Yuling，et al 

(Institute of Vira[Hepatitis，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To construct plasmid coexpressing GM—CSF and HBsAg，enhance hepatitis B DNA vaccines antivirus effect． 

Meth(uds：(1)The HBsAg encoding fragment and GM CSF encoding fragment were created by PCR amplification fr()n1【】Ec()b6 

and pCD—hGM —CSF respectively，then were cloned into plasmid pcDNA3
． 1(+)，pcDNA3．1一S and pcDNA3．1一GM —CSF 

(without stop ccxlon)were constructed．(2)HI3sAg DNA fragment(with stop codon)WaS amplified by PCP,．then was subcloned into 

plasmid pcDNA3．1一GM —CSF．Results：Recombinant pcDNA3
． 1一S and pcDNA3．1一GM —CSF—S were confim1ed by using re— 

striction enzymes and DNA sequencing．Hl~Ag was detected in the lysates and supematants from cells transf< cted with pcDNA3
． 1一 

S and in the ly~tes from cells transfected with pcDNA3．1一GM —CSF—S． Conclusion： Fwo eukaryotic expressi()n Dlasmids were 

constructed successfully and could express HRsAg． 

【Key words】I)NA vaccine；I-~ ag；GM—CSF；pcDNA3．1：Cloning 

乙型肝炎病毒(Hepatitis B Virus，HBV)感染能 

导致急性、慢性肝炎，与肝硬化及肝细胞癌密切相 

关，是危及全球人类健康的疾病。近年来由于a干 

扰素的合理应用及核苷类似物的开发与应用，在乙 

肝的治疗方面已取得了较大的进展，但治疗效果不 

够理想。DNA疫苗因能诱导特异性细胞免疫应答， 

且临床试验证明其具有很好的安全性，但作为治疗 

性疫苗其免疫效果尚需进一步提高。粒细胞、巨噬 

细胞集落刺激因子(granulocyte macrophage colonv 

stimulating factor GM—CSF)能通过多种途径，在多 

个环节参与免疫调节，是最有前景的免疫佐剂之一 、 

Sedegah_l 等的试验研究表明用DNA疫苗与质粒 

GM—CSF共注射与单独用 DNA疫苗注射比较，前 

者抗体水平、IFN一7分泌水平及 CTL活性均较后 

者高。Chowlj 等用 HBV DNA疫苗与编码 GM— 

CSF的质粒联合注射小鼠，使Thl细胞增殖，CT[ 

潘 增强，并使 T细胞反应增强 2—3倍。Had— 

dad 等的研究表明pGM—CSF的免疫增强作用可 

能与 AP 充实到注射位点有关 本研究构建 HB— 

sAg及 GM—CSF的基因融合真核表达载体，拟通 

过基因融合技术增强乙肝DNA疫苗的免疫效果。 
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1．1 主要 试 剂 

T DNA连接酶(Promega公司)，限制性 内切 酶 BamH 

I、xholI、HindⅢ(BioLabs)，PCR系统(内含 TaqDNA聚合 

酶、dNTP、buffer、MgCI2，上海 生工)，DNA molecule marker 

(上海生工)，PCR产品纯化试剂盒、胶回收试剂盒、质粒小 

量提取试剂盒(上海华舜生物有限公司)。 

1．2 菌种和质粒 

pEcob6(含双拷贝乙肝病毒adw亚型基因全序列)，为本 

所构建和保存。pCI)一hGM—CSF(含编码人 GM—CSF144 

个氨基酸残基的 DNA序列)，由中科院输血研究昕馈赠。质 

粒 pcDNA3．1(+)及E．coil JM109为本所保存。 

1．3 PCR扩增 HBsAg及 GM—CSF目的基因 

(1)质粒 pcDNA3．1一S引物： 

上游引物SP1：5 GCAAGCTTAAC 圆 GAGAACAT 
CA 3 含 HindⅢ酶切位点及起始密码。 

下游 引物 SP2：5 GCCTcGAGT FATGGTAACAGCG 

GTA 3 含 Xhol I酶切位点及终止密码子。 

(2)融合质粒(pcDNA3．1一GM—CFS～S)N端引物 

上游引物 GP 1：5 GCAAGCTTCTCT( ( AGGATGTG(；3 

含 HindⅢ酶切位点及起始密码。 

下游 引物 GP2：5 ATGGATcCTCCT( AACCCTCC(’A( C 

AGTCAAA 3 含 BamH I酶 切 位点 和基 因接 头 GGT TCA 

GGA GGA TCC，引物不含终止密码子。 

(3)融合质粒(pcDNA3．1一GM—CFS—s)c端引物 

上游引物 SP3：5 GCGGATCCGAGAACATCACATCAG 

G 3 含 BamH I酶切位点，引物不含起始密码子。 

下游引物 SP2：同前 

以 pEcob6及 pCD—hGM—CSF作为模板，以上述引物 

以 PCR方法扩增出目的基因，反应结束后取 1．5if]PCR产 

物于 1．0％的琼脂糖胶中电泳，证实 PCR产物与预期 DNA 

片段大小相符后，进行 PCR纯化后备用。 

1．4 构建质粒 pcDNA3．1一S 

以引物 SP1和 SP2扩增 S目的基因，对扩增片段及 

pcDNA3．1(+)进行 Hind11I和 Xhol I双酶切，置 1％琼脂糖 

凝胶电泳，胶回收大片段。以T DNA ligase 1 1连接酶切产 

物，4C过夜，连接产物转化 JM109感受态细胞，筛选重组质 

粒，并进行酶切及测序鉴定。 

1．5 构建质粒 pc1)NA3 1一GM—CSF—S 

先以引物 GP1和 GP2扩增出融合质粒 N端的 GM— 

CSF基因，对扩增片段 及 pcDNA3．1(+)进行 Hind 11I和 

BamHI双酶切，克隆到 pcDNA3．1(+)上构建质粒 pcD— 

NA3．1一GM—CSF(不含终止密码)。再以引物 SP3和 SP2 

扩增出融合质粒 C端的s基因，对扩增片段及 pcNI)A3 1一 

GM—CSF进行 BamH I和 Xhol l双酶切，以 T DNA ligase 

l l连接酶切产物 ，连接产物转化 JM109感受态细胞，筛选 

重组质粒 pcDNA3．1一GM—CSF—S(含终止密码)，并进行 

酶 切及测序鉴定 

2 结 果 

2．1 重组质粒 pcDNA3．1一S的鉴定 

以xh。l I和 Hind111对重组质粒 pcI)NA3．1一s 

进行双酶切，获 S基因片段大小约 660bps，与预期 

片段大小相符，酶切产物电泳结果见图 l。 
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图 1 质粒 pcDNA3．1一S PCR及酶切鉴定 

1．pcDNA3 1一S 2．PCR of S gene 3 Xhol l and Hind 

11I digestion of peI)NA3 1一S 4 I)NA molecular Marker 

2．2 DcDNA3．1一GM ～CSF—S的酶切鉴定结果 

分别以 Xhol i和 Hind111、HindⅡl and BamH I 

和 Xhol i and BamH I对 pcDNA3．1一GM—CSF— 

S进行双酶切消化，所得基因片段大小与预期片段 

大小相符，酶切产物电泳结果见图 2。 
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图 2 质粒 pcI)NA3．1一GM —CSF—S PCR及酶切鉴定 

1．DcDNA3．1一GM —CSF ～S 2．PCR of S gene 3 Xhol 

and BamH I digestion of pcI)NA3．1一GM —CSF—S 4．PCR 

ofGM —CSF gene 5．Hind fJI j and BamH I digestion of 

pcDNA3．1一GM —CSF—S 6．PCR of GM —CSF—S gene 

7．Xhol I and Hind Ul digestion of pcDNA3．1一GM —CSF—S 

8．DNA II1()lecular Marker 

以上两个质粒经送上海生工测序鉴定，证实插 

入片段与片段标准碱基序列完全一致。 
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2．3 重组质粒DNA转染细胞上清及细胞裂解液 

中HBsAg的表达 

2．3．1 重组质粒 DNA在 HepG2细胞中的表达 

ELISA检测结果表明pcDNA3．1一S转染细胞培养 

上清及裂解液HBsAg均为阳性；pcDNA3．1一GM— 

CSF—S转染细胞上清中 HBsAg为阴性，细胞裂解 

液中HBsAg为阳性；空质粒pcDNA3．1转染细胞培 

养上清和细胞裂解液HBsAg均为阴性，结果见表 1 

(结果为三次转染平均值)。 

表 1 重组质粒转染的 HepG2细胞中的 

HBsAg的表达(；±s =3) 

Groups n ts P／N P／N,

roup A450 A450nm(
,r 

。 

nm( ± ) ± ) 

PcDNA3．1 S 0．151±0．033 

P DNA3·1一GM 0
． 076±0．023 

一 (BF—S ‘ 一 ’ 

PcDNA3．1 0．037±0．02 

3．02 0．118±0．006 2．36 

1．54 0．393±0．()61 7．86 

0．74 0．035±0．026 0．7 

阴性对照A 450nm=0．045，P／N值<2．1为阴性；P／N 

>2．1为阳性 

表 2 重组质粒转染的COS一7细胞中 

HE,sAg的表达(j± ，”=3) 

Groups A‘ P A45 P A450nrn(i±s) A450nrn(j± ) 
PcDNA3．1一S 0．113±0．018 

P 【)NA3-1一GM 0
． 039-+0．014 

一 CSF—S ‘ ’ 

PcDNA3．1 0．03±0．024 

2．26 0．137±0．013 2．74 

0．78 0．463±0．054 9．26 

0．6 0．027±0．015 0．54 

阴性对照 A 450nm=0．032，P／N值<2．1为阴性；P／N 

>2．1为阳性 

2．3．2 重组质粒在 COS一7细胞 中的表达 

ELISA检测结果表明pcDNA 3．1一S转染细胞培养 

上清及裂解液 HE~Ag均为阳性；pcDNA3．1一GM— 

CSF—S转染细胞培养上清 HBsAg为阴性，细胞裂 

解液 HBsAg为阳性；空质粒 pcDNA 3．1转染的细 

胞培养上清和细胞裂解液HBsAg均为阴性，结果见 

表2(结果为三次转染平均值)。 

3 讨 论 

本研究选择编码五肽 G—S—G—G—S的基因 

作为基因连接子，是因为甘氨酸是一种最简单的氨 

基酸，具有可及构象的广泛性，有利于运动，常出现 

在蛋白质中运动性大的区域，如绞链区；且体积小的 

特点又使其利于堆积，不易产生碰撞；丝氨酸则常出 

现在转角结构中。因而本研究设计由甘氨酸和丝氨 

酸组成活动度好的蛋白质接头，尽可能使 GM— 

CSF和HBsAg折叠成天然三维结构，以适合与各 自 

的受体结合点相互作用；编码五肽G—s—G—G—s 

的DNA序列中GGA TCC与 BamH工酶切位点的 

DNA序列相同，故本研究选用质粒 pcDNA3．1，将 

其多克隆酶切位点中的BamH酶切位点，设计在基 

因接头内，以利于鉴定和操作；本文选择细胞因子构 

建融合基因，拟通过细胞因子的作用，提高DNA疫 

苗诱导机体免疫应答的能力。目前大量试验已证明 

GM—CSF能通过活化 DC等抗原提呈细胞，从而增 

强DNA疫苗的免疫效果。小鼠骨髓来源的 DC能 

在 GM—CSF的刺激下扩增l5 J，Haddad[ j等的研究 

发现 pGM—CSF能诱导 APCs的局部浸润，在注射 

pGM—CSF后 3～5天观察到DC细胞 CHIc印迹， 

注射后 1～l4天观察到巨细胞 CDllb、Mac一3、IA 

Ed及粒细胞 GR一1印迹。Rakhmilevich_()J等的研 

究表明GM—CSF DNA与gpl00共注射后，可减少 

gpl00用量的情况下达到对肿瘤挑战保护作用。体 

外细胞转染试验表明，pcDNA3．1一S表达蛋白为分 

泌型蛋白，可能与 HBsAg主蛋白的一级结构中含有 

具有分泌功能的信号肽序列有关(signal peptide se— 

quence)，虽然 HBsAg主蛋白中的信号肽不同于一 

般的专职信号肽，不存在由内壁上的信号肽酶将信 

号肽切下后将不含信号肽的蛋白质分泌到细胞外这 

种切割过程_7』，在 pcDNA3．1一GM—CSF—S中虽 

含有GM—CSF的51个碱基的专职信号肽序列，但 

却不能将表达的HBsAg分泌到细胞胞外，其原因有 

待进一步探讨。ChowIs J等的试验表明质粒表达蛋 

白能否分泌到胞外并不影响其免疫效果，我们将在 

今后的实验中，用上述重组质粒免疫小鼠，研究重组 

质粒表达及分泌蛋白与质粒免疫效果的关系。 
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用，在本实验中我们针对 RSV基因组 RNA NS1基 

因和M2mRNA设计了两种AODN，用脂质体转染 

的方法将其导人细胞内，观察特异AODN抗 RSV 

效应。首先以不同感染复数的RSV感染9HTE细 

胞，发现当moi在0．1以上时，细胞培养5天后大部 

分死亡，而感染复数为0．0l时，细胞病变范围在 

50％～75％左右。在同一感染量(moi=0．01)的 

RSV感染细胞后，分别加人两种反义核酸，浓度分 

别为 1／*mol／L，5／*mol／L，10／*mol／L，15／*mol／L，结果 

发现随着AODN浓度的增加，细胞存活率也逐渐增 

高，在 AOI)N浓度为 151,mol／L时显示出较强的抗 

病毒作用，细胞存活率分别为74．94％和71．95％。 

在研究中对 AODN进行全硫代修饰，将寡核苷 

酸内极性的磷酸二脂键用硫原子修饰，转变为中性 

的磷酸二脂键，与天然的寡核苷酸相比具有更强的 

抗核酸酶水解和激活 Rnase H的作用，是 目前最为 

理想的反义核酸骨架修饰手段之一_6 J。 

本研究结果表明设计合成的两种 AODN均显 

示出较强的抗RSV效应，同时也佐证了呼吸道合胞 

病毒的NS1基因和M2基因在病毒复制过程中具 

、， 、， 、 、， 、 ，、，e 、 

有重要作用。 
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