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提 要 应用基因重组技术，从载体CDZ2M~ I．73kb DNA片段(含1曲3bp的HCv结构~cDNA 其特异 

性已为southern blot'~实 将HCV cDNA片殷插人载体pcDNA3，构建HCV重组体．经在大肠杆菌中表达，筛选 

酶切分析 获得~ HCV(pcDNA3一HCV)．以重组质粒转染H9~ (CD{淋巴细胞系)．~G418筛选出抗性细胞．经 

RT—PCR．dot—ELISA验证表明．pcDNA3一HCV能在H9细胞中进行复制．转录和表达．这为丙受肝炎发病机理 

的研究提供了一个有用模型． 
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慢性病毒性肝炎是危害我国人民身体健康 

的常见病、多发病．丙型肝炎病毒(Hepatitis C 

virus，HCV)是慢性肝炎的主要病原体之一．为研 

究HCv致肝炎慢性化的机理，拟构建重组HCV基 

因载体．转染H9淋巴细胞(CD：T淋巴细胞)株．建 

立HCv体外模型． 

1 材料和方法 

1．1 主要材料 

1．1．1 DNA载体 1．CDZ2：定 向插人1693bp HCV 

cDNA片段．主要为HCV结构基因．棱苷酸序号fnt) 

3l7～2009．含HCV校心区的启动子(ATG)．基 因型为 

HCV—J型．德国Lubeck~科大学微生物研究所惠赠．2． 

哺乳动物细胞表达载体：pcDNA3．具氨苄青霉 素及新霉 

素抗性．能在原棱及真校细胞穿梭表达．北京医科大学基 

础医学研究所惠赠． 

1．1．2 PcR引物 Hcv引物：根据HCL-J基因型序列设 

计 其正 负链nt序号为493~521和682~710，扩增产物为 

209bp． 

1．1．3 限制性内切酶EcoR1、Bam H1、Xbal及质粒提取 

药盒．地高辛(DIG)棱酸检测试剂盘购自德国Boehringer 

mannherm公司． 

1．1．4 H咖 胞株(人CD：淋巴细胞系)和JM109菌椿：德国 

·男 1956—05出生．酉I教授 

甚即蝶 

Lubeck医科大学赠送． 

1．2 实验方法 

1．2．1 重组体的构建和筛选 

重组HCV表达载体构建过程如图1所示． 

用JM101大肠杆菌扩增后 常规方法纯化CDZ2质粒． 

以限制性内切酶EcoRl消化CDZ2质粒 电泳分 离纯化 

1693bp HCV cDNA片殷．切开pcDNA3质粒(EcoRI酶 

切 位 点)．去 磷 酸 化 处 理 ．用 T4连 接 酶 插 人 169bP 

HCVcDNA片段．将莆组质粒转化到JM101大脑杆菌．用 

含氨苄青霉素LB培养基扩增筛选．抽提质粒．用限制性内 

切酶Bam H1、Xbal酶切鉴定分析．将正确插人的重组体 

命名为pcDNA3一HCV． 

1．2．2 在H9细胞的转染与表达 采用常规的磷酸钙转染 

法．将pcDNA3一HCV{l；I各DNA一磷酸钙沉淀物．加人 内 

有1x10 H9细胞的细胞 培养皿 ．再加含10，6FCS的 

RPMI 11640培养基进行培养．转染细胞培养48小时后．转 

至含G418的选择培养基(含20％FCS、G418 lOOmg／ml的 

RPMI 1640 pH7．4)培养．获得G418#c性阳性细胞克隆． 

1．2．3 pcDNA3-HCV转染H9细胞及细胞表达产物的鉴 

定 收获培养上清液 ．真空降冻干燥后．溶于50m1 

1 SDS溶液；收获阳性细胞克隆细胞(5x 10 ) 抽提细胞 

总RNA和蛋白质． 

1．2 3．1 RT—PCR 以DN&se I(Boehringer Mann- 

helm公司)处理后的总RNA抽提液为楼板．逆转录反应引 

物为oligo(d 15，按常规进RT—PCR“ ． 

1．2．3．2 dto ELISA 在嗣j酸纤维索(N c)喷上．点滴5m 
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HCVcD̂ lA 

圈1 重组HCV基因蕺体的构建 

1细胞蛋白提取液、浓缩上清液 兔血清和阴 阳性对 

照(RPMI 1640培养基 HCV校心区抗原)，按常规进行dot 

ELISA．一抗为抗一HCV兔血清(1：500m释)．=抗为HRP 

标记的羊抗兔IgG． 

2 结 果 

2．1 HCV cDNA的获取和证实 
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j出·I 抽r棚 BcoR1 分子量标窿 

图2 HCV基因重组载体的酶切鉴定 

以CDz2为模板经PCR扩增出1_73kbDNA， 

而阴性对照模板未扩增出此DNA。 经South— 

orll blot检测，1．73kb DNA条带处显色。 

2．2 重组体筛选 

转化重组体和pcDNA3的JM109菌株均在古 

有AP的LB固体培养基中生长出菌落，而空白对 

照和感受态细菌未生长．经重级体的酶切图谱分 

析 ，E corI、Ba rllHI酶 切重 组 体 后 出现 约 

1．73kbDNA(图2)，将正确方向插^HCVcDNA的 

重组体命名为pcDNA3一HCV。 

2．3 RT—PCR结果 

以转染pcDNA3一HCV的H9细胞总RNA为 

模板经RT—PCR扩增后，出现209bpHCVcDNA． 

与阳性对照一致(图3)。 

2．4 dot ELISA结果 

转染pcDNA3一HCV的H9细胞的培养基的 

浓缩上清液和细胞蛋白提取液均为阳性，而转染 

pcDNA3的H9细胞的蛋白提取液及其浓缩上清 

液为阴性(图4)。 

3 讨 论 

丙型肝炎病毒是引起慢性肝炎的主要病原 

图3 RT—PCR扩增结果 

体之一，但导致病毒性肝炎慢性化的机制尚不明 

了。免疫耐受和免疫逃避通常被认为是病毒性肝 

炎尤其是乙型病毒性肝炎慢性化的主要机制，近 

上：左为阳性对照，中为转染pcDNA3；-HCV~H9细胞蛋 

白提取液，右为培养上清(浓缩) 

下：左为阴性对照，中为H9细胞蛋白提取液．右为培养上 

清(浓缩) 

圈4 dot ELISA结果 
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年认为病毒的 肝外库 亦是病毒性肝炎慢性化不 

可忽略的因素。已发现丙型肝炎病毒能感染人类 

T淋巴细胞系，并在T细胞内复制 ．认为淋巴细胞 

是HCV肝外组织重要的复制场所之一．与其致病 

机理和预后密切相关 ．因此，建立重组HCV基 

因转染的淋巴细胞模型．对进行抗HCV治疗、预 

防HCV感染以及丙肝的发病机理等研究均具有 
一

定的价值． 

利用DNA重组技术，选择能在原核和直核细 

胞穿梭表达的pcDNA3为载体．构建HCV重组 

体。由于pcDNA3具有多克隆位点，通过不同酶切 

后形成不同的电泳图谱，大大方便了重组体的筛 

选工作．pcDNA3被EcoR I酶切后，切点下游Xba 

I和下游BamH I酶切位点被分割在两端．Xba I位 

点 与HCV插人片段3 端Xba I位点毗邻：而 

BamH 1则下插入片段3 端的BamH I位点遥相 

对应．重组体转人JM109菌扩增后．分别用XbaI 

和BamHI酶切，显示出不同酶切图谱。对正确连 

接的重组体．BamH I切割为近似原载体(5．4kb1 

和插入片段(1．7kb)舶两条电泳带．而Xba I两个切 

点毗邻，电泳圈上仅能看见近乎于重组体大小(约 

7．1kb)的一条带。 

由于pcDNA3带有Neomycin基因，给转染重 

组体的细胞克隆筛选带来了便利。用G418筛选后 

结合免疫斑点杂交．准确快速地获得表达HCV核 

心抗原的淋巴细胞株． 

Hiramatsu等“ 应用DNA重组 ，用PRC／ 

CMV质粒，将HCV基 因转 染到 人肝癌细胞 

系(HepG2)中．使其表达CZA Ns3、NS4、NS5抗 

原和正负链HCv DNA．为HCV的研究提供了一 

个体外肝细胞模型。将HCV重组体转染淋巴细胞 

系并获得复制与表达，与肝细胞源细胞模型互为 

补充，有助于深入开展对丙型肝炎发病机理的研 

究，弄清发病过程中淋巴细胞与肝细胞的交互作 

用机制。了解。肝外库 在丙型肝炎慢性化过程中 

的作用和意义。 
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Construction and expression of a recombinant 

hepatits c virus gene vector 

Zhou Weiping，et al 

Institute for Viral Hepatitis 

By inserting 1693bp HCV cDNA (total structure region genes)from CDZ2 into pcCNA3 vector，the 
recombinant HCV expressive vector pcDNA3一HCV was constructed

． To ident the recombinant HCV，it was 

intoduced into JM109 E-cell strain，then restriction enzyme reaction waa carried out reapectively
． H9 ceLL 

line(CD：T cel1)was transfected by the recombinant HCV expressive vector pcDNA3一HCV and G418 reBistant 

cell clones were identified．RT—PCR，dot ELISA showed that the pcDNA3一HCV was replicated
。 transcribed 

and expressed in H9 ce]Is．The construction of the H9 cell model transfected by pcD —HCV was 8acee日sfuI_ 

KEY W ORDS Hepatitis C virus；Recombin ant；Transfection；Expression 
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