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乙肝HBsAg和结核杆菌HSP70融合表达载体的构建 
梁增伟，李用国．任 红 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所 重庆 400010) 

【摘 要】目的：构建乙肝I-IBsA~ 核杆菌HsP 7{)融台表达质粒。方法：用PCR~-法从结核杆葡H37Rv基因组中扩增出结核 

杆菌HSP70基因序列，应用T-A克隆技术，克隆到质粒 pGEM-T vector、经 D】 A测序证实基因碱基无误后，亚克隆到真棱表 

达质粒pcDNA3 l(+)，构建成pcDNA3．1一HSPT0重组质粒。然后．再用PCRh法，从质粒pEcob6中=lr增出HBsAg~因，并克 

隆到质粒peDNA3 I—HSP70，将HBsAg纂因的C端与HSP70基因N端连接，构建 HBsAg~q HSP70融合表达质粒 pcDNA3．I·S- 

HSPT0。结果 经酶切鉴定和DNA测序证实重组质粒构建正确 结论：乙肝HBsAg和结核杆苗HsP70融合表达载体构建成功。 
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Construction of an eukaryotic expression Mector pcDNA3、1．S—HSP70 

LIANG Zeng-wei,etal 

(Institute ofViral Hepatitis．ChonRqinR Medical Universityj 

【Abstract】 Obiective：To construct an eukaryotic expression plasmid containing HBsAg and TB．Hsp70． 

Methods：By PCR and T—A cloning techniques，the full length gene of TB．Hsp70 from genome of Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv was amplified and cloned directly into pGEM—T vector，then the recombinant plasmid was 

digested with BamH I and EcoR I，and was subcloned into plasmid pcDNA3、1(一)(pcDNA3．1一HSP70)The 

HBsAg gene(without stop codon)was amplified from plasmid pEcob6 by PCR．After digested with Hind llI and 

BamH I，the PCR productwas clonedinto plasmid pcDNA3．I-HSP70 Results：Restriction enzyme digesting and 

DNA sequencing confirmed that the recombinant eukaryotic expression plasmid containing HBsAg and 

mycobacterium tuberculosis HSP70(pcDNA3 I-S·HSP70)had been constructed correctly．Conclusion：An 

eukaryotic expression plasmid peDNA3．I-S-Hsp70 has beenconstructed successfully． 

[Keywords】HBsAg；Mycobacterium tuberculosis；Heat shock protein-70；peDNA3．1：Cloning 

乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus，HBV)感染是 
一 个严重的公共卫生问题，全球约有3．5亿携带者， 

其中超过30％将发展成为慢性肝炎、肝硬化或原发 

性肝细胞癌 目前，预防HBV感染最安全和有效 

的方法是接种乙肝疫苗。但目前使用的商售乙肝疫 

苗仍存在一些明显的缺陷，其中，一部分接种者不 

产生应答或应答低下，达不到免疫预防的效果，为 

此，研制出更加安全和有效的乙肝疫苗成为一个急 

待解决的问题。Wol竹 1990年发现DNA免疫后， 

人们普遍认为一次新的疫苗革命即将来临 但随着 

研究深人，人们发现DNA疫苗也存在很多问题需要 

完善。各国学者对乙肝DNA疫苗进行了大量的研 

究，井取得了一定的研究成果，但存在着接种所需 

作者介绍：梁增伟 f1966- 、)、男．广西^，讲师，博士生 

主要研咒方向：乙型肝 是的发璃机理扣乙肝疫苗 

的质粒DNA的量较大，诱导产生的保护性免疫效果 

较低等缺点。为解决这些问题，各国学者进行了各 

种尝试 

结核杆菌热休克蛋白70(Heat shock protein 

70，HSP70)是结核杆菌的主要抗原成分之一，其 

具有免疫优势抗原 (immunodominant antigens)的 

特性，可诱导和增强机体体液免疫和细胞免疫的发 

生，并具有载体分子 (carrier molecule)效应和免 

疫佐剂性 。因此，有学者建议用其基因与一些 

传染病或寄生虫病病原体的抗原基因融台表达，以 

制备融合疫苗，借助HSP70的载体分子效应和佐剂 

作用，以提高病原体抗原的免疫原性和疫苗的免疫 

预防效果。本研究构建HBsAg和结核杆菌HSP70融 

合的真核表达载体，为进一步研究结核杆菌HSP70 

在乙肝DNA疫苗中的作用打基础。 
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材料和方法 

I I 王要 试卉4 

T4DNA连接酶、 制性内切酶BamHI、EeoRI、Pst 

I．HindIIl、Xba I、高保真PCR系统．高纯度PCR模板提 

取试剂盒 (德国Boehringer Mannheim公司)。胰蛋矗胨、酵 

母浸出液 (Oxoid公司) 琼脂糖、DNA Marker(上海生 
-

E) PCR产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒 (上海华舜)。 

】．2 茵种和质拉 

结核杆莆I{37Rv由重 医科大学第二临床学院徐波博 { 

提供；E．coil JM109为本所保存。pGEM-T Vector System 

(Promega公司)．质粒pcDNA3 1{+)为本所保存，质粒 

pEcob6(含乙肝病毒adw双拷贝拿基因序列1由任红教授构 

建和提供 

l 3 Pc凡圹增HSP70目曲基因 

上游引物： 

5 CK3CCGGGA1 CCATGGCTCGTGCGGTCGGGAT 3。 

含酶切'f3L~BamH I和起始密码ATG； 

下游引物： 

5’CAGOGAATTCCTI'GTCAGTGACGG1TACCT 3’ 

古酶切位 ~,EcoR I 下游引物在HSP70的ORF终止密码之 

后；由上海生 1_公司台成。按高纯度PCR模板抽提试剂盘抽 

提结楞f杆菌基因组作为模板；按高保真PCR系统建立PCR反 

应体系，在pcR4．~{PE2400)上进行PcR扩增目的基因。反 

应绪柬后取I．5p】产物在】．0％的琼脂赭凝胶中电泳，证实扩 

增出与预期大小相应的DNA片段后、进行PcR产物纯化。 

I 4 HSP70 PCR产物T·A克隆，构建pGEM-HSPT0 

按pG'EM-T Vector system建立反应体系：2 x buffer 5 】 

、 pGEM-TVector I 】、 PCR product 3 I
、
T4DNA ligase I 

al；4'C过夜。il接产物转化JM109感受态细胞，蓝一向斑筛 

选，摇菌，提质粒、经Pst l酶切鉴定后，送上海基康公司测 

序。具体方法见文献【4J 

I．5 pcDNA3．I-HSPT0~构建 

pcDNA3 l{t)空质粒BamHl、EcoRI酶切、回收大 

H段。质粒pGEM-HSP70，BamH I、EeoR I酶切，回收小 

片段；连接反应体系：pcDNA3 l大片段 】u『 pGEM-HSP70 

小片段4 I，10 xBuflh'l 『、T4DNA连接酶1 I 去离子水3 

u I，共10 1 a 4"C过夜。第二天取连接产物转化JMl09感受 

态细胞，井筛选出重组匝粒 BamH I、EcoR I酶切鉴定
。 

具体方1齄见文献f4]。 

】6 ecv．~增HBsAg~的基因 

上游引物： 

5 AGc 丛竖卫 ；,'La．TCTCCGCGAGGACTG 3 

含酶切位点Hindl~，引物在0 起始密码之前； 

下游引物： 

5’GTc 三 ,ACAGCGGTATAAAGGGACT 3， 

含酶切位点BarrlH I、丁终l卜密码之前；由上海生。l 公司台 

成。以质粒pEcob6为摸板、在PCR仪 (PE2400)上进行P( 

扩增目的基因。反应结求后取1．5 1产物在"％的琼脂糖撮 

胶中电泳、证实扩增出与预期大小相应的DNA片段后，进行 

PCR产物纯化 

I 7 质*~_pcDNA3．卜S-HSP70~／构建 

HBsAg PCR产物HindIE和BomH I酶切井纯化； 

pcDNA3】．HSP70质粒Hindl~和BamH l酶切．回收大片断。 

连接反应体系：pcDNA3．1-HSP70大片段1 u l，HBsAg PCR 

产物4 uI．10 xBufl~r】 I T4DNA连接酶】ul，去离子水3 

u I 共】0 】。4"C过夜。第二天取连接产物转化JM109感受 

态细胞、井筛选出重组质粒，Xba 1及Hindl~和EcoR I酶切 

鉴定。质粒送上海基康公司测序 具体 诂见文献[41。 

2 结 果 

2．1 结核杆菌HSP70 PCR产物T．A克隆和酶切鉴定 

将PCR产物克隆人pGEM-T vector后，提取重 

组质粒，Pst I酶切鉴定，由于质粒pGEM于73bp处 

有 一Pst I酶切位点，而HSP70于l 05 1 bp处有一P5tI 

酶切位点，目的基因HSP70插^方向的不同，Pst I 

可切出 一条914bp(正向)或1088bp(反向)的片 

段；经Pst I酶切鉴定，与预期的结果相符，切出一 

条约914bp片段；同时，用BamH I、EcoR I酶切 

鉴定，切出 一条约2．0kb的 目的基因片段 (见 图 

1)，重组质粒pGEM·HSP70经上海基康公司测序， 

其结果与HSP70标准碱基序列完全一致。 

a b c d 

丑 pGEM-HSP70 

b 帕 EM·HSP70 di~estedwithBarnH 1 and E,：oR 

c．oGEM-HSP70 di2嚣t0d with Pst I 

d．molecular仃1arker 

图】 pGEM-HSP70酶切鉴定 

2,2 重组质粒pcDlNA3．1·HsP7O酶切鉴定 
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BamH I、EcoR I消化重组质粒pGEM HSP70． 

切下HSP70目的基因，亚克隆到pcDNA3．1 )，提 

取质粒，再用BamH I和EcoR I酶切鉴定，切出约 

2．0kb的插入片段和5．4kb的载体片段．表明亚克隆 

成功，结果见图2。 

a b c d 

a．pcDNA31卜 

b ocDNA3．I．HSP70 

c．0cDNA3】·HSP70digestedwithB am H I and EcoR I 

d molecu]ar marker 

图2 pcDNA3．1-HSP70酶切鉴定 

2．3 质粒pcDNA3．1·S—HSPT0酶切鉴定 

重组质粒经HindⅢ和EcoR I酶切，切下约 

2600bp的片段，与预期切下的插入片段S+HSP70 

(2622bp)大小相符；s基因于93bp处有一-Xba I酶 

切位点，pcDNA3．I(+)于992bp处有一xba I酶切 

位点，Xba I单酶切，切下一约2600bp片段，与预 

期切下2568bp的片段相符，见图3。重组质粒经上 

海基康公司测序．证实重组质粒构建完全正确。 

a b C d 

a．pcDNA3 I-S-HSPT0 

b pcDNA3 l—HSPT0 di~ested with ttind III an d EcoR I 

C．vcDNA3．1·HSP 0&zested wjth Xba l 

d molecular marker 

图3 pcDNA3 I-S-HSP70酶切鉴定 

2．4 重纽质~．"pcDNA3．I·S-HSP70~谱 

17 BamH~ 

Am0icj 

ColE1 

圈4 重组质粒ocDNA3 I-S-HSP70图谱 

DNA疫苗的出现，普遍认为是传染病疫苗的第 

三次革命，因为DNA疫苗在体内不仅可诱导体液免 

疫的发生，还可诱导细胞免疫反应，故认为DNA疫 

苗不仅可作为预防性疫苗，还可作为治疗性疫苗， 

用于传染病的防治。在动物实验中，乙肝DNA疫苗 

显示了较好的免疫效果，其可诱导小鼠和大猩猩 

HBsAg特异性CTL反应和高滴度的抗·HBs产生 。 

后来，进一步研究发现，在动物实验中，与乙肝 

DNA疫苗同时注射一些细胞因子的真核表达质粒， 

如细胞因子GM·CSF、IFN·v等，或B7·I共刺激分 

子的表达质粒，可显著提高血液中抗．HBs滴度和增 

强特异性CTL反应。 。Chow．YH等构 建[L-2和 

HBsAg共表达载体，进行DNA免疫，也发现lL一2和 

HBsAg在同一质粒上共表达，可提高DNA疫苗的免 

疫效果 。 

结核杆菌HSP70是一种非常强的抗原，具有免 

疫优势抗原的特性，可诱导和增强机体体液免疫和 

细胞免疫的发生，并具有载体分子的效应，在无免 

疫佐剂的情况下，能增强与之相结合的多肽或寡糖 

的免疫原性 。。。。将其它传染病病原体的保护性抗原 

亚单位与结核杆菌HSP70共价结合，以增强亚单位 
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抗原的免疫原性 这在传染病疫苗的研制中具有重 

要意义。Young等⋯构建重组的结核杆菌HSP70表 

达载体；并在HSP?0的N端融合进HIV·1 P24蛋白基 

因，结果发现、此表达载体表达的HIV一1 P24一 

HSP70融合蛋白 在无佐剂的情况下 免疫小鼠能 

增强小鼠对P24的免疫应答；并证明P24与HSPT0共 

价结合是HSPT0增强机体对P24免疫应答的基础。 

结核杆菌HSP65也有相似的作用 但结核杆菌HSP 

：~EDNA疫苗中的佐剂作用和载体分子效应未见有报 

道 

本研究通过PCR．克隆技术将HBsAg和结核杆菌 

HSP70基因克隆人真核表达质粒pcDNA3．1(一)， 

使HBsAg基因的C端与HSP70基因的N端相连接，构 

建成真核表达质粒pcDNA3．1-S-Hsp70，使HBsAg和 

HSP70融合表达。真核表达质粒pcDNA3．1(一)含 

CMV启动子，Amp+ riCO~抗性基因及BGH polyA 

加尾信号和SV40早期启动子，可在大多数哺乳动物 

细胞中稳定表达。这为进一步研究结核杆菌HSP70 

在乙肝DNA疫苗中的作用打下了基础。 
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