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摘　要:【目的】构建含乙型肝炎病毒(HBV)编码核心蛋白(HBcAg)的核心(C)基因的真核表达重组体 , 以进行核酸免疫及

相关研究。【方法】以含HBV(ayw 亚型)全基因序列的质粒 pHBV1 为模板 , 用 PCR 的方法获得编码 HBcAg 的 C 基因片段

(nt1889 ～ 2457), 该基因片段两端设计了 BamHⅠ和 EcoRⅠ的限制性内切酶位点 , 以便通过定向克隆将其插入真核表达质粒

载体 pcDNA3相应的多克隆位点。【结果】经 BamHⅠ和 EcoRⅠ酶切后琼脂糖凝胶电泳鉴定 , 以及重组体插入片段的 DNA 序

列测定 ,证实成功地构建了含 C 基因的真核表达重组体 pcDNA3-HBc。【结论】pcDNA3-HBc的构建成功为研究其表达及进行

动物免疫研究提供了物质基础。
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Abstract:【Objective】To creat Hepatitis B virus C gene eukaryotic expression construct , in order to study DNA-me-

diated immunization in mouse and related issues research.【Methods】Using plasmid pHBV1which contained hepatitis B

virus(ayw subtype)whole DNA sequences as the source of viral genes , HBV DNA fragment(nt1889 ～ 2457)encoding

for nucleocapsid protein(HBcAg)was polymerase chain reaction cloned as BamH Ⅰ-EcoRⅠ fragment.The gene was

inserted into the multiple cloning site of eukaryotic expression plasmid vector pcDNA3.【Result】The recombinant plas-

mid was cleaved with EcoRⅠ and BamHⅠ .Agarose gel electrophoresis , and sequencing the insert fragment in pcDNA3

showed that pcDNA3-HBVc eukaryotic expression construct is successfully created..【Conclusion】　The recombinant

construct pcDNA3-HBc provides available conditions for further study about it' s expression and immune response.
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　　核酸(DNA)免疫是近年研究的热点 ,通过内源

性产生抗原和加工提呈的途径 ,DNA免疫可产生较

强的体液和细胞免疫应答 ,不仅有预防而且还可能

有治疗功效[ 1] 。DNA 疫苗在防治乙型肝炎的研究

方面 ,对编码表面抗原(HBsAg)的 S基因有较多报

道 ,对 C基因的研究相对较少
[ 2]
。有证据表明 ,人

类感染 HBV后核心蛋白对 B细胞 、Th(辅助性 T 细

胞)和 CTL(杀伤性T 细胞)的应答均具有很高的免

疫原性[ 3 ～ 5] ,因此 ,对 C基因 DNA免疫的研究具有

十分重要的意义 。

1　材料与方法

1.1　质粒载体及关键试剂
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含HBV(ayw 亚型)全基因序列的质粒 pHBV1 、

真核表达载体质粒 pcDNA3 、大肠杆菌 HB101为本

室所保存;限制性内切酶 EcoRⅠ 、BamH Ⅰ 、T4DNA

连接酶 、 Taq 酶均购自 Promega 公司;DNA回收及

纯化试剂盒 Prep-Gene-A 购自 Bio-Rad公司 。荧光

测序试剂盒为 PE公司产品。

1.2　PCR引物的设计及扩增条件

根据HBV ayw亚型基因序列[ 5]设计一对引物 ,

由上海细胞生物所合成 , 在上 、下游引物中加入

BamH Ⅰ 、EcoRⅠ限制性酶切位点 ,以便于克隆基

因插 入 到 真 核 表 达 载 体 pcDNA3 中 , 上

游引物为 5′-TTACGGATTCTGGCTTTGGGGCATGGA-

C-3′,下游引物为 5′-CTCGAATTCATACTAACATTGA-

GATTCC-3′以质粒 pHBV1为模板在 MJ公司 PTC-

100TM热循环仪上按下列步骤进行 PCR 扩增 C 基

因:共 30个循环 ,每一循环 94 ℃变性 40 s , 55 ℃退

火40 s ,72 ℃延伸 1 min。

1.3　真核表达重组体的构建

PCR产物和质粒 pcDNA3 经 Prep-Gene-A 试剂

盒纯化后 ,分别用 BamH Ⅰ 、EcoR Ⅰ酶切 ,酶切后

同样经 Prep-A-Gene 回收纯化 ,用 T4DNA连接酶连

接目的基因 HBV C 和 pcDNA3载体 。连接物转化

CaCl2 法制备的大肠杆菌 HB101 感受态细胞 ,在含

氨苄青霉素的琼脂培养板上铺板 , 37 ℃过夜培养。

挑选单菌落提取质粒进行酶切鉴定 。

1.4　DNA序列测定

上述 PCR扩增的引物 ,用 PE 公司的双脱氧法

测序试剂盒在ABI PRISM 310型基因分析仪上进行

DNA测序 。

2　结　果

2.1　PCR扩增 HBV C基因

以含HBV ayw 亚型全基因序列的质粒 pHBV1

为模板扩增HBV核心(C)基因 ,PCR产物经 10 g/L

琼脂电泳鉴定 ,在 569 bp 处可见到清晰条带 ,与理

论上 C基因的大小完全符合(图1)。

2.2　pcDNA3-HBVBc重组体的构建及鉴定

目的基因 HBV C 和载体质粒经酶切 、连接及

转化后 ,将挑选到的单菌落扩大培养 ,提取质粒 ,用

BamH Ⅰ和 EcoRⅠ双酶切鉴定 ,琼脂糖凝胶电泳显

示空载体酶切为 1条带;重组体酶切为两条带 ,1条

5.4 kb ,为载体质粒;1条为 569 bp ,与插入的目的

基因大小完全相同 ,表明 HBV C 基因真核表达重

组体 pcDNA3-HBVc 构建成功(图 2)。

图 1　PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig.1　Agarose gel electrophoresis of the PCR product

M:100 bp DNA ladder ;A:PCR product

图 2　重组质粒的鉴定

Fig.2　Identification of recombinant plasmid

M:λDNA/ EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ;A:recombinant plasmid/ EcoRⅠ +

BamHⅠ ;B:recombinant plasmid/ EcoRⅠ ;C:plasmid pcDNA3/ EcoRⅠ

+BamHⅠ ;D:plasmid pcDNA3

2.3　重组体中插入的 DNA片段序列测定

测序结果表明插入的片段与文献报道
[ 6]
的

HBV(ayw 亚型)编码核心抗原的序列一致。

3　讨　论

乙型肝炎病毒持续感染的原因之一 ,是由于感

染者未能产生针对 HBV 结构蛋白的细胞免疫[ 3] 。

DNA免疫由于具有良好的诱导细胞免疫作用而在

乙肝防治策略研究上倍受关注 。

乙型肝炎病毒(HBV)核心(C)基因编码的核心

抗原(HBcAg),由 183个氨基酸自身聚集而成 ,为20

面体衣壳。包装 HBV的核酸及多聚酶外层覆盖病

毒包膜后自肝细胞释放。HBcAg 还可在感染的肝

细胞浆和肝细胞膜表面表达 ,成为机体特异性杀伤
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T 细胞(CTL)攻击的靶抗原。核心蛋白诱导的细胞

免疫对清除病毒感染的细胞以及病理损伤方面均

具有重要作用。

pcDNA3是含 CMV 启动子的高水平真核表达

质粒载体 ,与其他真核表达载体(如 pAp031)比较 ,

由于 pcDNA3 上所含有的氨苄青霉素抗性基因包

含一个短免疫刺激DNA序列而有利于DNA免疫后

体液和细胞免疫应答的产生[ 7] 。对 HBV S 基因的

DNA免疫研究提示 ,以 pcDNA3为载体的 S区 DNA

免疫所诱导的抗体转化率高于其他载体
[ 2]
。pcD-

NA3-HBVc重组体的构建成功 ,为探讨 HBV C 基因

的DNA免疫研究 ,选择优势载体及进行与 C 基因

相关的免疫病理机制研究提供了物质基础。
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BAC5单抗结合;②噬菌体间的差异:来自不同克隆

的噬菌体 ,由于递呈的氨基酸序列不一样 ,其表面

多肽所形成的构象之间会有差异 ,因此与液相中外

源BAC5单抗的亲和力也会有差别 。如果大部分噬

菌体与包被在板上的 BAC5单抗的亲和力比较高 ,

则不容易受外加抗体的影响。因此 ,大部分的噬菌

体克隆在加入外源 BAC5 单抗后也就不显示出对原

有 ELISA结果的“抑制” 。

BAC5单抗只与C2 、C17和C29的M13噬菌体有

阳性反应 ,对VCSM13和 RPLM13呈阴性反应 ,阳性与

阴性反应的光吸收值(A490)之比大于 2.1。导致

这一特异性识别的原因是因为 VCSM1 是辅助性噬

菌体 ,不存在外源随机多肽的 DNA 序列 ,因此表面

蛋白构象没有特异性改变 ,不被 BAC5 所识别。虽

然RPLM13噬菌体重组了外来随机多肽的 DNA 序

列 ,但未进行淘洗 ,含特异序列的噬菌体的比例必

定大大地低于经过 BAC5 单抗反复淘洗后所获得的

C2 、C17和 C29克隆 ,因此 RPLM13也呈现阴性反应 。

通过 3次淘洗和 ELISA选择后所获得的 ,来自

C2 、C17和 C29克隆的噬菌体不仅能被酶标板上的

BAC5单抗所俘获 ,还能与液相中的 BAC5 单抗相结

合。从它们有别于来自VCSM13和 RPLM13的噬菌体

的特点推测 ,这 3个克隆的噬菌体表面可能具有相

似的 、能被 BAC5 单抗所识别的抗原表位。至于它

们之间所递呈的外源肽段是否具有相同的氨基酸

序列 ,其中哪一个能作为免疫原诱导实验动物产生

相应的可定位于低分化/未分化癌细胞表面的抗

体 ,还有待进一步研究。
(北京军事医学科学院微生物与流行病研究所王海涛

教授 、杜勇博士对本工作给予了热情的指导和帮助 , 特此致

谢)

参考文献:

[ 1] 肖锡宾 ,张昌卿 , 刘长征 , 等.BAC5 单抗的制备及其在

鼻咽癌细胞上的反应[ J] .中山医科大学学报 , 1996 , 17

(1):75.

[ 2] 刘北一 , 富　宁.噬菌体表位文库在免疫学中的应用

[ J] .国外医学免疫学分册 , 1997 , 20(5):252.

[ 3] 杜　勇 ,王海涛.应用噬菌体随机肽库研究丙型肝炎病

毒核心蛋白 B细胞抗原表位[ J] .中华微生物学和免疫

学杂志 , 1999 , 19(1):4.

(编辑　黄小延)

201第 3期　韦　嘉 ,等.乙型肝炎病毒核心基因克隆及其重组体的构建


