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HCV是慢性肝炎的主要病因之一 , 60%～80%

的 HCV 感染者将发展为慢性肝炎 , 约 25 %在 3～

20 年后可能发展成肝硬化 , 部分患者可进展为肝

细胞癌。在 HCV基因组中 ,包膜蛋白 E2 区基因变

异最大 , E2 蛋白不仅在 HCV吸附宿主细胞过程中

发挥重要作用 ,而且还参与了信号转导过程。研究

显示 CD81 能与 HCV E2 结合 , 认为 CD81 可能是

HCV的受体。本研究对 HCV E2 区基因进行了克

隆、原核表达及鉴定 , 为进一步了解包膜蛋白 E2

的功能及其与 CD81 的相互关系打下基础。

1 材料与方法

1.1 血清标本

取自本科住院病人 , 为 33 岁女性 , ALT 102.6

IU/L,HCV RNA 4.72×103 copies/mL,anti - HCV IgG

(+),anti- HCVIgM(- ),临床诊断慢性丙型肝炎 , 诊断

标准按照 2000 年西安第十次全国病毒性肝炎及

肝病学术会议制定的《病毒性肝炎防治方案》, 无

输血史及抗病毒治疗史 , 其他肝炎病毒标志物检
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摘 要 :【目的】构建丙型肝炎病毒(HCV)包膜蛋白 E2 基因的重组原核表达质粒 ,并获得 E2 蛋白的高效

表达。【方法】通过 RT- PCR 法从 HCV RNA阳性的血清标本中扩增出 HCV E2 区基因 595 bp, PCR 产物分别

经 BamHⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后连接到经同样酶切的原核表达载体 PET22b(+)上,转化大肠杆菌 DH5α菌株 ,获

得阳性重组质粒 PETB,阳性质粒转化 BL21( DE3) ,IPTG 诱导表达 ,表达产物经 SDS- PAGE 和 Western blot 鉴

定。【结果】成功地克隆了 HCV E2 区基因,构建了其原核表达质粒,并在 BL21( DE3)菌中表达 HCV E2 重组蛋

白,Western blot 显示表达蛋白具有抗原性。【结论】HCV E2 重组蛋白的表达和鉴定为进一步了解 HCV糖蛋白

E2 的功能及其与 CD81 二者的相互关系打下基础。
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Abstract:【Objective】To study the expression and identification of hepatitis C virus envelope protein E2 in

prokaryotic expression systems.【Methods】The HCV E2 gene was amplified by RT- PCR and was digested by BamH

Ⅰand HindIII. The fragment was inserted into an Escherichia coli expression vector, pET22b (+), and used to

transform E coli DH5α. The positive recombinant plasmid was obtained. The target protein was expressed in BL21

(DE3) and induced by IPTG. The antigencity of the protein was demonstrated by SDS- PAGE and Western blot

analysis. 【Results】 Prokaryotic expression plasmid of HCV E2 was constructed successfully. The expression of

protein E2 was induced by IPTG. The results of Western blot analysis suggested that the protein E2 had

antigenicity. 【Conclusion】 The expression and identification of HCV E2 protein set a basis for studying HCV

glycoprotein function and the interaction between HCV E2 and CD81.
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图 2 原核表达蛋白质 PB 的 SDS- PAGE 鉴定

Fig.2 SDS- page analysis of fusion protein expression

M: Protein marker; 1: Negative bacteria; 2: Preinduction of

fusion protein; 3: Induction of fusion protein for 4 h; 4: Induction of

fusion protein for 8 h

测阴性。

1.2 试 剂

E.coli DH5α, BL21( DE3)等菌株由本室保存,

PET22b(+)质粒购自 Novagen 公司 , anti- His 单克

隆抗体购自 Invitrogen 公司 , anti - HCVE2 单克隆

抗体购自 Biodesign 公司 , 各种酶及主要生化试剂

购 自 Invitrogen、MBI、Takara、Qiagen、Omiga、KPL、

Promega 等公司。

1.3 方 法

1.3.1 PCR 引物设计 根据 Enomoto等 [ 1]报道的

HCV- 1b 序列设计了特异性的引物。由广州赛百

盛公司合成。S3: 5′- TCA GGA TCC TCC AGT

GTA TTG CTT CAC - 3; S4: 5′- TGC AAG CTT

CAG GTA TTG CAC GTC CA–3; (划线处分别为

BamHⅠ、Hind Ⅲ酶切位点)。用巢式 PCR,即外引

物为 P1、P6, 内引物为 P3、P4, 目的片段长度为

595 bp。

1.3.2 HCV RNA的提取、逆转录和 PCR 扩增 E2

基因 运用 MBI 公司逆转录试剂盒 , 按操作步骤

制备终体积为 20 μL的产物 cDNA置- 20 ℃保存

备用。PCR 参数如下 : 94 ℃ 5 min 预变性 , 94 ℃

30 s 变性 , 58 ℃ 40 s 退火 , 72 ℃ 1 min 延伸 , 共

25 个循环 , 72 ℃总延伸 10 min。将 PCR 产物在

2%的琼脂糖凝胶中电泳鉴定。

1.3.3 原核重组表达载体构建 将 PCR 扩增

HCV E2 区 DNA 片段分别经 BamHⅠ、Hind Ⅲ双

酶切后连接到经同样酶切原核表达载体 PET22b

(+)上,转化大肠杆菌 DH5α菌株 ,获得阳性重组质

粒 PETB, 测序工作由大连宝生物技术公司完成。

1.3.4 包膜蛋白 E2 在 DE3 菌株中的表达 将含

有重组质粒 PETB的 DE3 单菌落接种于 3 mL的

LB培养基中,37 ℃培养过夜,取 0.06 mL过夜菌接

种于 6 mL培养基中,37 ℃振摇 2.5～3 h,加入 IPTG

至终浓度为 1 mmol/L,诱导 4～8 h。诱导后的细菌

超声波裂解 ,经 SDS- PAGE 凝胶电泳 ,分析 E2 蛋

白表达情况。

1.3.5 Western blot 检测融合蛋白 含重组质粒 P

ETB的菌体蛋白经 SDS- PAGE 凝胶电泳后电转移

至 PVDF 膜上。将膜置于封闭液中 37 ℃封闭 2 h,

然后加鼠抗的 anti - His 单克隆抗体 ( 或鼠抗的

anti- HCV E2 单克隆抗体 )在 37 ℃孵育 1 h、漂洗

后再加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgG,

在 37 ℃孵育 1 h,充分漂洗后用底物 TMB显色。

2 结 果

2.1 原核重组表达载体的构建及鉴定

HCV E2 基因经过序列特异性引物的 PCR 扩

增,PCR 产物分别经 BamHⅠ、Hind Ⅲ双酶切后连

接到经同样酶切的原核表达载体 PET22b(+)上,获

得阳性重组质粒 PETB。阳性克隆提取质粒经

BamHⅠ、Hind Ⅲ双酶切鉴定 , 与目的片段长度吻

合(图 1)。以重组质粒为测序模板 , 用 T7 启动子

引物和 T7 终止子引物正反向测定重组质粒序列 ,

经测序鉴定,证明插入片段序列与目的片段序列相

符,并且读码框架与载体相吻合。

2.2 包膜蛋白 E2 在 DE3 中的表达

携带重组质粒 PETB的 DE3 菌株, 经 IPTG诱

导后经 SDS- PAGE 电泳分析证实表达了命名为

图 1 阳性重组质粒 PETB 的双酶切鉴定

Fig.1 Restr iction analysis of recombinant plasmid

M:DNA marker; 1: Plasmid PET22b(+) digested with BamHⅠ

and Hind Ⅲ ; 2: Recombinant plasmid PETB digested with BamHⅠ

and Hind Ⅲ
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PB的重组蛋白。由于 PB在菌体内以细胞周质成

分存在 , 主要位于细菌裂解液的上清部分,表明这

种蛋白呈可溶表达(图 2)。

2.3 Western blot 检测融合蛋白

分别以 anti- His 单克隆抗体、anti- HCV E2 单

克隆抗体为一抗进行 Western blot, 检测证实该融

合蛋白具有抗原性 , 显色可见 PB的菌体蛋白有单

一条带,其分子量约为 30 ku,与所预计的融合蛋白

大小一致(图 3, 4)。

3 讨 论

HCV属黄病毒科丙型肝炎病毒属 , 其基因组

为单股正链 RNA, 全长约 9.4 kb, 含一个开放读码

框架( ORF) , 编码的蛋白质为结构蛋白(包括核心

蛋白 C和包膜蛋白 E1、E2) 及非结构蛋白 ( NS2、

NS3、NS4A、NS4B、NS5A、NS5B) [2]。随着 HCV全基

因组得到克隆化 , 人们对 HCV 进行了广泛的研

究。但在 HCV的致病机制、特异性药物的研制、疫

苗的开发等方面仍然进展缓慢。究其原因 , HCV的

受体一直未得到鉴定也是其中之一。1998 年 Pileri

等 [3]认为 HCV 包膜蛋白 E2 可与 CD81 发生特异

性结合 ,提出 CD81 可能是丙型肝炎病毒的细胞受

体。HCV 与 CD81 的结合可能在介导病毒附着、侵

入人体细胞的过程中起关键作用。从而引起了人

们的广泛重视。随后的一系列研究都集中在 E2 蛋

白的表达及与 CD81 的相互作用上 [4- 8]。

E2 蛋白有多个抗原表位 , 一些位于高变区 ,

一些位于相对保守区。因为在 CD81 中结合部位是

细胞外大环 , 此区域在人类和黑猩猩中是非常保

守的 , 因此 E2 蛋白与 CD81 结合的抗原表位也可

能是在相对保守区 [9]。由此 , 我们根据 Enomoto

等[1]报道的 HCV- 1b 序列设计了引物 , 扩增出目的

基因区 B。经构建重组质粒及测序 , 所得序列与

GeneBank 中 HCV多个已发表的各血清亚型序列

进行同源性比较 , 证实目的序列针对 E2 相对保守

区域 ,且涵盖能与 CD81 特异性结合的位点。与多

个已知分离株的相应序列的核苷酸同源性在 90%

～94 %之间 ,推导的氨基酸序列同源性在 83 %～91

%,为中国人常见的 1b 亚型。

我们选用原核表达载体 PET22b (+) 来表达

HCV E2 蛋白 , 克隆入该载体的外源基因经诱导

后 , 通过 6 His 和信号识别肽融合表达目的蛋白,

带有 pelB 信号肽序列的目的蛋白被运送到细胞

周质中 , 增加了蛋白的可溶性 , 同时更有利于蛋白

折叠和二硫键的形成产生活性 , 不仅可以大量表

达目的蛋白,为目的蛋白的纯化及蛋白质的生物学

活性分析带来了便利。

本研究成功完成了 HCV包膜蛋白 E2 基因的

克隆并进行原核表达 , 在表达蛋白质的过程中 , 我

们通过摸索获得了有利于蛋白高效、大量、可溶性

表达的适合条件 , 虽在诱导过程中出现细菌生长

缓慢 ,但未影响蛋白的表达量。分别以 anti- His 单

克隆抗体、anti - HCVE2 单克隆抗体为一抗做

Western blot 检测 , 显色可见 PB的菌体蛋白条带,

与所预计的融合蛋白大小一致 , 证实该融合蛋白

具有抗原性。由此可以判定已成功表达 HCV E2

区包膜蛋白。

完成 HCV E2 包膜蛋白的原核表达及活性鉴

图 4 蛋白质 PB 的 Western blot 鉴定 (一抗为 anti- HCV

E2 单克隆抗体 )

Fig.4 Western blot analysis of fusion protein expression

( Histay monodonal antibody)

M: protein marker; 1: negative bacteria; 2: preinduction of

fusion protein; 3: induction of fusion protein for 8 h; 4: induction of

fusion protein for 4 h

图 3 蛋白质 PB 的 Western blot 鉴定 (一抗为 anti- His

单克隆抗体 )

Fig.3 Western blot analysis of fusion protein expression

( Histay monodonal antibody)

M: Protein marker; 1: Induction of fusion protein for 8 h; 2:

Induction of fusion protein for 4 h; 3: Preinduction of fusion protein;

4: Negative bacteria
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定为进一步研究 HCV包膜蛋白的功能、筛选 HCV

的受体以及研究 HCV 与 CD81 的相互作用奠定

了基础。
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空腹 FFA却无明显改变 , 那格列奈降低空腹 FFA

的作用可能并非由改善早期胰岛素分泌所引起。

未 经 药 物 干 预 时 空 腹 FFA 与 BMI、TG、

HOMA- IRI 呈正相关,与胰岛素敏感性呈负相关[5]。

短期胰岛素泵强化治疗可改善 2 型糖尿病患者胰

岛 B细胞功能 , 减轻胰岛素抵抗 , 降低 TG及空腹

FFA[6]。本研究中,那格列奈及瑞格列奈对胰岛 B细

胞功能、胰岛素抵抗的改善程度相似 , 同时瑞格列

奈组及那格列奈组体重及 BMI 无明显变化 , TG及

空腹胰岛素水平均有下降趋势,但两组之间比较无

明显差异 , 而那格列奈组与瑞格列奈组相比空腹

FFA明显降低 , 可见那格列奈对空腹 FFA的下降

作用可能独立于 BMI、TG及空腹胰岛素水平改变

之外。瑞格列奈组的空腹血糖降低比那格列奈更显

著,但对空腹 FFA作用两者相反 ,那格列奈降低空

腹 FFA的作用也并非由降糖作用引起。综上所述,

那格列奈对 2 型糖尿病患者空腹 FFA的下降作用

不能完全用促进胰岛素分泌和降低血糖、改善胰岛

功能来解释,其机制有待进一步研究。
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