
第 18 卷第 2 期
1 9 96 年 4月

第 三 军 医 大 学 学 报

CT A A AC D AE M I AE M E D I CI NE AM IL I T AR I ST E R T I AE

V
o l

,
1 8

A P r

,
N o

.

1 9 9 6 9 3

丙型肝炎病毒外膜 E Z

/ N S ,

区基因在大肠杆菌中的表达
’

论著

沈定霞 郝 飞 退好 英 .. 李 梦东 马贤凯 二 (第三军医大学附属西南 医院传染病专科中心 ) 重庆
,

6 3 。。 3 8

提 要 将丙型肝炎病毒外膜 E
Z

/ N S
,

基因亚克隆至融合型表达载体
,

在大肠杆菌中进行表达
,

表达的

重组蛋白经 w es t e
m lB ot 和 E LI S A 鉴定具有丙型肝炎病毒外膜蛋白的抗原性

,

能与丙型肝炎病毒感染血清

发生特异性结合反应
,

为研究外膜蛋白抗体的意义创造了条件
。

关键词 丙型肝炎病毒
;
外膜蛋白

;
基因表达

中图法分类号 R 5 1 .2 6

丙型肝炎易转成慢性
,

并可能发展为肝硬化及肝

细胞癌
。

寻找丙型肝炎病毒 ( H C V )具有保护性的抗原

表位以研制疫苗来预防 H C V 感染是当前 H C V 研究

领域的重要课题
。

H C V 基因组是一单股正链 R N A
,

具

有一个大的开放阅读框架
,

编码一条 由 3 0 1。一 3 0 3 3 个

氨基酸组成的多聚前蛋白
,

再 由宿 主和病毒的蛋 白酶

共同加工形成 H C V 病毒蛋白 .l[
’ 口,

包括核心蛋白 C
、

外

膜蛋白 E
,

和 E Z

/ N S
,

以及非结构蛋 白 N S
Z

一 N S
S 。

其中

E
Z

/ N S ,

基因在 H C V 基 因组中不仅变异最大
,

而且具

有特异性细胞毒 T 淋 巴细胞 以及 与体液 免疫反应有

关的 B 淋巴细胞的表位
,

是体内免疫系统作用的主要

部位比们
。

本研究在大肠杆菌 中表达了 H C v E Z

/ N S :

基因
,

用 W e s t e r n B l o t 和 E L I S A 鉴定了所表达 的重

组外膜蛋白的抗原性
。

材料与方法

1
.

1 菌株和质拉

E
.

C o
l i H B l o i 和 JM l o l

,

表达质粒 P R X
,

和 P G E X
一
ZT 由

军事医学科学院三所三室提供
。

含有 H C v E
Z

/N S
,

基因的重组

质粒 P G E M
一
T
一
E

:

由本室构建 (资料待发表 )
。

1
.

2 工具酶和试剂

限制性核酸内切酶购 自 rP
o

m eg
a
公司

,

连接酶 和 D N A

M
a
kr

e r
购自协和 医科大学基础所

,

蛋白质 M ar ke
r
购 自原平生

物技术工程公司
,

酶标羊抗人 Ig G 购自军事医学科学院五所
.

3气 叫噪丙烯酸 (I A A )和异丙基 卜。 硫代半乳糖昔 (I PI G )为

s ig m
a

公司产品
.

1
.

3 一般分子生物学实验方法

质粒的提取
、
D N A 片段的回收和连接

、

连接物的转化
、

质

粒 D N A 的限制性内切酶分析等按文献【5〕操作
。

1
.

4 外源基因在大肠杆 菌中的表达

含表达质粒 P R X
, 一

E :

和 P G E X
一

ZT
一

E
Z

的 E
.

C
o
l i H B l o l 和

E
.

oC il JM 10 1 分别在 M g 和 L B 培养液中用 12、A 和 IP T G 进

行诱导表达
。

1
.

5 表达蛋 白的 S D S
一

P A G E 和 W e s t e r n B l o t 分析

按文献 〔5〕
,

表达蛋白经 12 肠 S D S
一

P A G E 后
,

一半凝胶用

考马斯亮蓝 R 25 。 染色
,

另一半凝胶经电转印至硝酸纤维素膜

上
,

封闭后分别与 1
:

100 稀释的 H C v 感染 阳性血清及酶标抗

体反应
,

二氨基联苯胺显色
。

H CV 感染阳性血清是经逆转录聚

合酶链反应 ( R T
一
P C R )和重组免疫印迹试验 ( 4

·

PI B A )分别证

实有 H C V R N A 和抗 H C V 存在 [` ] 。

1
.

6 E LI S A 检 浏 H C V 感染 阳 性 和 阴性 血 清 中的

H C V 外膜蛋 白杭体

将诱导表达的细菌培养液离心
,

沉淀经悬浮后用超声波破

碎
,

再离心后分别收集上清和沉淀包被酶联板
,

与 5 份 H C V 感

染阳性血清和 20 份 H C V 感染阴性血清及酶标抗体先后孵育

后显色
,

同时设置空 白对照
、

正常对照血清及不含 E
Z

/ N S
,

基 因

的空载体对照
。

血清分别来 自不同临床类型的肝炎病人
,

其

H CV 感染阳性和 阴性鉴定方法同上
。

2 结果

2
.

1 H C V E Z

/ N S ,

基因表达质拉的构建
2

.

1
.

1 P R X
I 一

E
:

重组质粒的构建 用 E e o R I和 aB m H I 双

酶消化质粒 P R X
,

和 P G E M
一
T
一

E
Z ,

从低熔点琼脂糖凝胶中回

收 P R X
,

( 2
.

8 8 k b )及 H C V E
:

/N S
,

基因片段 ( 9 3 1 b p )
,

二者用

T
;

D N A 连接酶连接后转化 E
.

C ol i H B 101
,

获得含重组质粒

P R X
I 一

E
:

的克隆子 (图 l )
。

2
.

1
.

2 P G E X
一

ZT
一
E

Z

重组质粒的构建 先将 H CV E
:

/N S
,

基因亚克隆至质粒 P aB cP A K g 中
,

再用 aB m H I 从 P aB cP A K g
-

E
Z

质粒上切下该基因片段并将其插入式连接至 P G E X
一
ZT 的

aB m H I 位点中
。

用 E co R I 酶切
,

鉴定片段插入的方向
,

能切下

约 9 31 b p 片段者为正 向连接
,

否则为反向连接 (图 2 )
。
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丙型肝炎病毒外膜 E
:

/N S I

区基因在大肠杆菌中的表达

2
·

3 W
e s t e r n B l o t 鉴定重组 H CV 外膜 E

:

/ N S
,

蛋 白

经 W
e s t e r n

B l o t 鉴定
,

含重组质粒 P R X
, 一

E
:

和 P G E X
一
Z T

-

E
:

的工程菌经诱导后表达的重组蛋白质均能与部份 H C V 感

染血清发生反应
,

反应显色带的位置与在 12 % S D S
一

P A G E 中

重组蛋白质表达带的位置相对应
,

对照菌与阳性血清不反应
。

2
.

4 E IL S A 检 ..1 H C V 感染阳性和 阴性血清 中的杭

E
:

/ N S
;

蛋 白杭休

5 份 H C V 感染阳性血清有 2份 E
:

/N S I

蛋白抗体检测 阳

性
,

20 份 H CV 感染阴性血清有 3 份检测阳性
,

正常对照血清

和用不含 E :

/ N S ,

基因的空载体检测均阴性
。

参考文献

3 讨论

本文在获得含 H C V E
:

/ N S
:

基 因的克隆子并经

序列测定证实所 克隆的基 因为 H C v 外膜蛋 白基 因

( 资料待发表 )的基础上
,

将 H C V E
Z

/ N S
,

基因亚克隆

入表达载体 P R X
,

和 P G E X
一

ZT 中
〔 ,

,
吕〕 ,

在大肠杆菌中

进行表达
,

经 W
e s t e r n lB ot 和 E L IS A 鉴定

,

表达的重

组蛋白具有 H C V 外膜蛋 白的抗原性
.

P G E X
一

ZT
一

zE

在 E
.

C ol i 中表达的蛋白质分子量 ( 3 1 0 0 O u) 虽比预计

分子量 ( 5 9 0 o 0 u) 低
,

但除去融合蛋白谷胧甘肤 S 转移

酶 ( G S T ) 2 6 0 0 o u
外

,

E Z

/ N S ,

端部分基因仍然得到了

表达
,

且表达的这部分 蛋白能与 H C V 感染血清发 生

反应
,

说 明 H C V E
Z

/ N S
:

蛋 白 N 端具有 H C V 共同的

抗原表位
。

关于 H C V 外膜蛋 白抗体是否具有中和保护功

能
,

目前尚有争议
〔 ,

· ’ 。〕
。

我们应甩 E LI S A 检测了 H C V

感染阳性和阴性血清
,

发现阳性和 阴性血清中均可检

出 E
Z

/ N S
I

蛋白抗体
,

尤其是 H CV R N A 阳性血清中可

检出 E
z

/ N S
;

蛋白抗体
。

因此
,

H C V E
Z

/ N S
,

蛋 白抗体

是否具有中和保护作用
,

以及其检 出的临床意义仍需

深入研究
。

E
Z

/ N S ,

重组蛋白的获得 以及在此基础上建

立了 E LI S A 检测 E
Z

/ N S
I

蛋白抗体的方法
,

无疑为探

讨 E
Z

/ N S
:

蛋白的意义创造了条件
.
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