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【摘* 要】目的：构建丙型肝炎病毒（-7T）全长及 ) 种不同

缺失突变的核心蛋白基因的原核表达载体，并在大肠杆菌中

表达/ 方法：用 F7W 方法扩增基因型为 !R 型的 -7T 核心蛋

白的全长及 ) 种不同缺失突变的基因片段，对应氨基酸分别

为 7,%)：! V !&!55，7,!"：! V ,&55 _ (! V !&!55，7,"%：! V
!’&55，7+++：! V ,&55 _ (! V !’&55/ 将其克隆到高效表达载体

KWX30#8 中 构 成 重 组 质 粒（ KWX30#8#7,%)，KWX30#8#7,!"，

KWX30#8#7,"%，KWX30#8#7+++），转化大肠杆菌 YG#$!（I3)）

KGNAX/ ;F0. 诱导表达 ’ [ -6A 融合蛋白，表达产物经 XIX#
F8.3 及 Z1A?1HB R2>? 检测和鉴定/ 结果：经酶切鉴定及测序

证实全长及 ) 种不同缺失突变的核心蛋白基因的原核表达载

体构建正确/ 经 XIX#F8.3 及 Z1A?1HB R2>? 显示在 1H 约为

$! [ !")，!& [ !")，!& [ !")，!’/ , [ !") 处出现融合表达条

带/ 融合蛋白的表达量约占菌体蛋白总量的 $"] / 结论：全

长及 ) 种不同缺失突变的丙型肝炎病毒核心蛋白基因均在大

肠杆菌中得到有效表达/
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FG 引言

丙型肝炎病毒（=1K5?6?6A 7 P6HDA，-7T）感染已成

为全球性的社会公共卫生问题，迄今尚无有效的预防

性疫苗/ -7T 核蛋白基因相对保守［!］并且能诱导

70G 反应及 8I77，有可能用于开发 -7T 预防及治

疗性疫苗/ 我室曾扩增羧基末端的 $" 个氨基酸和

（或）第 ’" ‘ (" 位氨基酸多肽基因缺失的核蛋白基

因，并在真核细胞中表达成功，初步证实突变掉上诉

两个肽断能提高机体免疫反应［$ V )］/ 为进一步探讨

不同缺失突变核心蛋白对免疫反应的影响，我们构建

了 -7T 核心基因不同缺失突变基因片段的原核表达

载体并在大肠杆菌中进行了表达/

HG 材料和方法

H/ HG 材料

!/ !/ !* 质粒与菌株* 源质粒 K7;#,%)，K7;#,!"，K7;#
,"%，K7;#+++ 系本室将不同缺失突变的核心蛋白基

因克隆入真核表达载体 K7;#B1> 中构建而成，其中分

别插入了自西安地区患者血清中克隆的 !R 型 -7T
完整的核心蛋白基因（,%) RK），’" ‘ (" 位氨基酸缺

失的核心蛋白基因片段（,!" RK），羧基末端 $" 位氨

基酸缺失的核心蛋白基因片段（,"% RK），同时突变

掉 ’" ‘ (" 位氨基酸和羧基末端 $" 位氨基酸的核心

蛋白基因片段（+++ RK）/ 原核表达载体 KWX30#8 为
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!"#$%&’($" 公司产品，中间克隆载体 )*+,-. /012 为

3&’4/(0 公司产品5 !" #$%& 6,789 由本室保存，:;<7
为 !"#$%&’($" 公司产品5
75 75 <= 工具酶及主要试剂= >?@ 快速提取试剂盒

购自上海华瞬生物工程公司、高保真 3AB 试剂盒、

>?@ 分子量标准、蛋白分子量标准均为大连宝生物

工程公司产品，’&(C!，)*+D"，.E >?@ 连接酶、

胶回收试剂盒购自 3&’4/(0 公司5 抗-D$1 抗体购自

!"#$%&’($" 公司，二抗及显色试剂购自 F$(40 公司5
!5 "# 方法

75 <5 7= 3AB 引物设计 = 根据源质粒 )A!-GHI，)A!-
G78，)A!-G8H，)A!-EEE 中 DAJ 核心蛋白基因起始密

码子下游及终止密码子上游核苷酸序列设计了 I 条

引物（上海鼎安生物技术有限公司合成）：上游引物

37：GK *.*A**@.AA@.*@*A@A*@@.AA.@@@A IK，
下游引物：3<：GK .A*A@@*A...A@A@@@...AAA.-
*..*..*A@.@ IK，3I：GK .A*A@@*A...A@@*A*-
*@@*A.****.**.A@* IK5 在 其 上 游 引 物 引 入

)*+D"酶切位点、下游引物引入 ’&(C!酶切位点5
75 <5 <= 目的片段的扩增= 分别以质粒 )A!-GHI，)A!-
G78，)A!-G8H，)A!-EEE 为模板进行 3AB 扩增，扩增

过程中 模 板 与 引 物 对 应 如 下：)A!-GHI，)A!-G78 为

37，3<；)A!-G8H，)A!-EEE 为 37，3I5 循环参数为

9EL G 4$"，9EL 7 4$"，GGL G8 1，H<L 7 4$" 共进

行 I8 个循环，最后于 H<L延伸 78 4$"5 取 G #; 3AB
反应液在 78 ( M ; 的琼脂糖凝胶电泳上进行扩增产物

检测分析5
75 <5 I= 重组质粒的构建及鉴定 = 将 E 种 3AB 产物

按 7：I 与中间载体 )*+,-. /012 连接，转化感受态细

胞 6,789，挑阳性克隆接种扩增，小量提取质粒 >?@，

并以 ’&(C!，)*+D"双酶切进行鉴定后交上海鼎安

生物技术有限公司测序5 测序正确后将中间连接产

物 )*+,-. /012GHI，)*+,-. /012G78，)*+,-. /01-
2G8H，)*+,-. /012EEE 用 ’&(C!，)*+D"双酶切，

胶回收酶切产物与经相应双酶切的 )B+F+.-@ 质粒

连接5 转化感受态细菌 6,789，挑阳性克隆接种扩

增，小量提取质粒 >?@，并以 ’&(C!，)*+D"双酶

切进行鉴定后交上海鼎安生物技术有限公司做序列

测定5
75 <5 E= 融合蛋白的诱导表达 = 将重组质粒 )BF+.-
@-AGHI，)BF+.-@-AG78，)BF+.-@-AG8H，)BF+.-@-
AEEE 转化 :;-<7 感受态细菌5 I8L振摇扩增转化细

菌，I N 后（ ,O88 "4 约为 85 O）加 !3.* 至终浓度为 7
44’P M ; 诱导表达，分别于 7，I，G 和 H N 后收菌5
7< 888 - 离 心 G 4$"，菌 体 沉 淀 重 悬 于 788 #; <8

44’P M ; 磷酸盐缓冲液中，于液氮中和 E<L反复冻融

E 次，以最大速度 EL离心 78 4$"，然后分别在上清和

沉淀中加入 788 #; 及 <88 #; 7 Q F>F-3@*+ 上样缓

冲液，置于 R <8L备用5
75 <5 G = F>F-3@*+ 融合蛋白定量及 S/1%/&" TP’% 检

测融合蛋白= 用 7UV 的分离胶 F>F-3@*+ 电泳后将

蛋白转移到 ?A 膜上，以 G8 ( M ; 脱脂奶-.:F. 封闭，

以小鼠抗-D$1 抗体（7W788）为一抗，生物素标记的抗-
鼠抗体（7WG88）为二抗进行抗原抗体反应5 然后将 ?A
膜浸入含链酶亲和素-过氧化物酶（7WG88）的 .:F. 中

室温振摇 7 N，最后用葡萄糖氧化酶->@:-硫酸镍氨

法显色5

"# 结果

"5 !# 表 达 载 体 的 构 建 及 鉴 定 # 亚 克 隆 重 组 质 粒

)*+,-. /012GHI， )*+,-. /012G78， )*+,-. /01-
2G8H，)*+,-. /012EEE 以及终载体 )BF+.-@-AGHI，

)BF+.-@-AG78，)BF+.-@-AG8H，)BF+.-@-AEEE 用

’&(C!，)*+D"双酶切后，用琼脂糖凝胶进行电泳

分别在约 GHI，G78，G8H 和 EEE T) 处出现条带，与预

期分子量相符（ 图 7）5 >?@ 双向测序证实插入片段

序列及读码框均正确，表明质粒构建成功5

,：>?@ 40&X/& >;<888；7：)BF+.-@-AEEE；<：)BF+.-@-AG8H；I：

)BF+.-@-AG78；E：)BF+.-@-AGHI5

图 7= 重组质粒的限制性酶切分析

"5 "# 融合蛋白的表达与分析# 经 F>F-3@*+ 电泳检

测，在 .& 约 <7 Q 78I，79 Q 78I，79 Q 78I，7O5 G Q 78I

处出现条带，均与预期的目的条带分子量一致5 条带

随诱导时间延长颜色加深，经 !3.* 诱导 G N 时目的

蛋白量最多5 经薄层扫描测定，融合蛋白的表达量约

占菌体总蛋白的 <8V 5 表达蛋白大部分以包涵体形

式存在于菌体沉淀中，上清中也可见明显蛋白条带

（图 <）5
"$ %# 融合蛋白的 &’()’*+ ,-.) 结果# 显色后 .& 约

<7 Q 78I，79 Q 78I，79 Q 78I，7O5 G Q 78I 处出现蓝色

条带，与预期的所要表达的 O Q D$1 融合不同缺失突

变核蛋白分子量大小相符，表明目的蛋白在大肠杆菌

中得到了有效表达（图 I）5
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!：诱导前沉淀；"：诱导后 # $ 沉淀；#：诱导后 % $ 沉淀；&：诱导后 ’

$ 沉淀；%：诱导后 % $ 上清(

图 ") 融合蛋白表达的 *+*,-./0 分析

!：1%’#；"：1%!2；#：1%2’；&：1&&&(

图 #) 融合蛋白的 3456478 9:;6 分析

!" 讨论

近年来，核心蛋白的抗病毒免疫成为丙型肝炎的

一个研究热点，但研究发现全长的核心蛋白不能诱导

有效的 1<= 效应( 有学者推测核心蛋白的某些区段

对机体免疫反应有抑制作用，为证实这一推断，国内

外学者［& > ’］对 ?1@ 核心蛋白各个区段的功能作了大

量研究( 有研究［A］用截去 ?1@ 基因羧基末端的核心

蛋白（! B !’C 位氨基酸）的表达产物免疫小鼠，发现

核蛋白特异性抗体滴度在初次免疫第 !C 周时急剧升

高到 !DA222 并至少持续到 "’ EF，同时诱导出特异性

< 细胞增殖反应( 另一研究小组［G］研究证明：截去羧

基末端的核蛋白基因的质粒免疫小鼠能够刺激 HIJ,
! 的产生，并诱导出强烈的核蛋白特异性迟发性超敏

反应( =K8L$K85 等［!2］报告来源于 ?1@ 核心蛋白第

%G B A# 氨基酸合成肽具有抑制 ?1@ 感染者外周血 <
细胞针对核心蛋白的增殖反应( 作者认为该多肽片

段干扰了对核蛋白的抗原提纯( 为进一步探讨不同

缺失突变核心蛋白对免疫反应的影响，我们将全长及

# 种不同缺失突变的核心蛋白基因在大肠杆菌中进

行大量表达(
我们采用了原核表达载体 MN*0<,.，该载体有两

个特点：一是含有 <’ 启动子，可被 <’ NJ. 聚合酶识

别，<’ NJ. 聚合酶的转录效率比大肠杆菌 NJ. 聚合

酶高 % 倍，能够高效转录 ONJ.，大量表达目的蛋白(
二是载体上携带有 C 个 ?P5 残基，分子量仅为 A&2，对

目的蛋白的结构和生物学活性影响很小，而且便于纯

化( 本研究用该载体获得了目的蛋白的高效表达，同

时我们还观察到 H-</ 最佳诱导时间为 % $( 为减少

核心蛋白本身的细胞毒性作用，采取了 #2Q诱导( 总

之，本研究成功构建了不同截短核心蛋白基因的原核

表达载体，获得了正确的表达蛋白，为进一步研究

?1@ 核心蛋白各区域的免疫学功能打下了基础(
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