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摘　要:【目的】构建包含丙型肝炎病毒(HCV)C 区 、E2区及 NS3区的嵌合重组载体。【方法】设计合成 3 对寡核苷酸引

物 ,用 PCR法从 HCV 重组质粒 pHCVc、pBE2和 pGMXNS3-5 中特异扩增出编码 HCV C 区 、E2 区和 NS3 区抗原的部分基因

片段(501、603和 900 bp), 分别用 Hin dⅢ 、 BamHⅠ 、 EcoRⅠ和 XhoⅠ 酶切后 ,逐个定向连接到质粒 pcDNA3 中 , 转化宿主菌

XL1-Blue , 分别用上述内切酶酶切及 DNA测序鉴定重组质粒。【结果】酶切鉴定示所切下的片段大小均与预计相符 , 测序结

果与文献报道序列及预计结果一致 ,证实符合表达框架。【结论】成功构建了 HCV 嵌合重组质粒 pcDNA3-C-E2-NS3。
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Abstract:【Objective】To construct the chimeric recombinant plasmid vector encoding C 、E2 and NS3 anti-

gens of HCV.【Methods】The specific primers were designed and synthesized to amplify the DNA fragments

(PCR method)of C 、E2 and NS3 antigen genes from the recombinant plasmids pHCVc , pBE2 and pGMXNS3-

5 of HCV respectively.The leng th of the acquired f ragments were 501 bp , 603 bp and 900 bp.After being di-

gested by appropriate rest riction endoenzymes(Hin dⅢ , BamH Ⅰ , EcoRⅠ and Xho Ⅰ), the generated f rag-

ments of C 、E2 and NS3 genes were cloned into pcDNA3 one by one according to thei r specific orientations.

Then the recombinant plasmid w as identified by DNA sequencing and digesting of endoenzymes.【Results】The

fragments digested by endoenzymes w ere as large as the predicted results.DNA sequencing was the same with

the sequence reported on the literatures.【Conclusion】The chimeric recombinant plasmid pcDNA3-C-E2-NS3

w as successfully const ructed.
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　　丙型肝炎病毒(HCV)高度变异 ,准种感染多 ,

HCV 的分子特性决定 HCV 疫苗可能为几个抗原

组成的嵌合疫苗或混合疫苗。HCV 基因组为单股

正链 RNA ,长约 9 500 bp ,编码一个大的前体蛋白 ,

此蛋白水解后产生特异性病毒基因产物 ,包括结构

蛋白(C 、E1 、E2)和非结构蛋白(NS2-5)[ 1] 。结构蛋

白内含重要的中和抗原表位与细胞免疫抗原表位 ,

与HCV 的免疫致病及防御密切相关 , HCV C区相
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对保守 ,是疫苗研究的靶抗原。非结构蛋白 NS3

有许多CD4
+及 CD8

+T 细胞识别位点 ,可能与病毒

清除有关 。我们将编码 HCV 的C 区 、E2区和NS3

区的部分基因片段共同克隆入同一真核表达载体

pcDNA3中 ,为进一步了解 3个基因的表达及 DNA

免疫研究打下基础。

1　材料与方法

1.1　载体与宿主菌

HCV质粒 pHCVc 、pBE2[ 2]和 pGMXNS3-5 由

李刚教授惠赠 ,真核表达载体 pcDNA3 为本室保

存;大肠杆菌 XL1-Blue 由周智博士惠赠 。

1.2　主要试剂

PCR扩增试剂(加拿大真达公司);限制性内切

酶 Hin d Ⅲ , BamH Ⅰ , EcoR Ⅰ , XhoⅠ (华美公

司);DNA 纯化试剂盒(Bio-Rad);T 4DNA 连接酶

(Promege);λDNA/ Hin d Ⅲ +EcoR Ⅰ(天象人公

司)。

1.3　引物的设计与合成

根据已知序列设计 ,由上海生工生物工程有限

公司合成 。
引物 1:5′-GCAAGCTTATGAGCACGAATCCTAAAC-

HindⅢ

C-3′(1-20 nt)(+);引物 2:5′-TCGGATCCATGTGCCAGG-

BamHⅠ

CCCTGCAAG-3′(483-501 nt)(-);引物 3:5′-TA-GGATCC

BamHⅠ

ATGGGCGT TGACGGGAGCACCC-3′(1 138-1 156 nt)(+);

引物4 :5′-CT GAATTC GGTCAAGGTGTTGTTGCCG-3′

EcoRⅠ

(1722-174 0nt)(-);引物5:5′-GCGAATTCATGGAAA-

EcoRⅠ

CCACTATGCGGTCC-3′(36 01-362 2nt)(+);引物6:5′-

GC CTCGAG TTACCTGTAGATGCCTCTCCTG-3′(4 482-

X hoⅠ

4 500 nt)(-)

其中引物 1 、2对扩增 C区 ,为 501 bp;引物 3 、

4对扩增 E2 区 , 为 603 bp;引物 5 、6 对扩增 NS3

区 ,为 900 bp。

1.4　PCR扩增目的基因

将含目的基因片段即 HCV C 、E2和 NS3区的

各重组质粒 pHCVc、pBE2和 pGMXNS3-5 摇菌过

夜 ,碱裂解法提取质粒 DNA 作为模板。PCR反应

总体积50μL ,含 ddH2O 34.6μL ,10×buffer 5μL ,

2 mmol dN TP 5 μL , DNA 模板 2 μL ,各区特异引

物对各 1.5 μL(10 μmol), Taq 酶 2 U ,反应条件:

96 ℃6 min预变性 ,94 ℃45 s , 55 ℃45 s ,72 ℃90

s ,循环 32次 ,72 ℃再延伸 7 min ,以此条件扩增 C

区和 E2区 ,扩增 NS3区时稍作改动:96 ℃10 min

预变性 ,循环 35次。扩增产物取 2 μL 电泳 ,紫外

线下观察结果。

1.5　PCR产物的分子克隆及鉴定

1.5.1 　pcDNA3-C 的构建及鉴定 　用内切酶

HindⅢ和 BamH Ⅰ同时消化 pcDNA3和纯化后的

C 区 PCR产物 ,琼脂糖电泳 ,切下相应条带处的琼

脂糖凝胶 ,以试剂盒回收 DNA ,连接反应总体积 20

μL ,目的基因与载体比为 3∶1 , T 4DNA 连接酶3 U ,

16 ℃连接过夜后 ,转化宿主菌 XL1-Blue ,过程见文

献[ 3] ,在含氨苄青霉素的 LB平板上随机挑取 6 ～

8个单菌落 ,用 Hin d Ⅲ及 BamH Ⅰ双酶切鉴定阳

性克隆。

1.5.2　pcDNA3-E2的构建及鉴定　方法同上 ,仅

将内切酶换为 BamH Ⅰ和 EcoRⅠ 。

1.5.3　pcDNA3-E2-NS3的构建及鉴定　以内切

酶 EcoRⅠ和 Xho Ⅰ同时消化质粒 pcDNA3-E2和

NS3 ,连接和转化过程同上。鉴定时分别用 BamH Ⅰ

单酶切及 BamH Ⅰ 、EcoRⅠ和 Xho Ⅰ 3酶切 。

1.5.4 　pcDNA3-C-E2-NS3 的构建及鉴定 　以

BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ消化 pcDNA3-E2-NS3 ,将切下

的片段 E2-NS3 纯化回收后连接到经 BamH Ⅰ和

Xho Ⅰ消化后的 pcDNA3-C 上 , 鉴定时分别用

BamH Ⅰ单酶切 , Hind Ⅲ和 Xho Ⅰ双切 。由北京

赛百盛生物公司对所连上的 C-E2-NS3 进行全基

因序列测定 ,测序引物 2个来自 pcDNA3 ,3个来自

HCV 特异引物 ,以最终确定阳性重组子。

2　结　果

2.1　目的基因片段 PCR扩增结果

重组质粒 pHCVc、pBE2 和 pGMXNS3-5 经

PCR扩增后 ,分别获得 501 bp 、603 bp和 900 bp片

段 ,10 g/L 琼脂糖电泳 ,大小与预计相符(图 1)。

2.2　阳性重组质粒的鉴定结果

HCV E2区 603 bp片段插入 pcDNA3 载体的

多克隆位点 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ之间 ,重组质粒

pcDNA3-E2经 BamH Ⅰ单酶切后泳动速度较空载

体pcDNA3慢 ,用 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ两种酶同时

切 ,双切出1条6 03bp的带 ,与预计相符(图2)。
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图 1　PCR扩增 HCV C、E2 和 NS3 区基因

Fig.1　HCV C、E2 and NS3 were amplified by PCR

图 2　限制性内切酶酶切鉴定重组体 pcDNA3-E2

和 pcDNA3-E2-NS3

Fig.2　pcDNA3-E2 and pcDNA3-E2-NS3 were identified

by restriction enzyme map

M:λDNA/ HindⅢ +EcoRⅠ ;1:pcDNA3-E2-NS3 digested by

BamHⅠ , EcoR Ⅰ and X ho Ⅰ ;2:pcDNA3-E2-NS3 digested by

BamHⅠ and XhoⅠ ;3:pcDNA3-E2 digested by BamHⅠ and EcoRⅠ;

4:pcDNA3-E2-NS3 digested by BamHⅠ ;5:pcDNA3-E2 digested by

BamHⅠ ;6:pcDNA3 digested by BamHⅠ

重组质粒 pcDNA3-E2-NS3经 BamH Ⅰ单酶切后泳

动速度较 pcDNA3和 pcDNA3-E2慢 ,以 BamH Ⅰ 、

EcoRⅠ和 Xho Ⅰ 3种酶同时酶切 ,得到 603 bp和

900 bp的 2个片段 ,均与预计相符(图 2)。

重组质粒 pcDNA3-C 经 BamH Ⅰ单酶切后泳

动速度较 pcDNA3慢 , Hin d Ⅲ和 BamH Ⅰ双切出

1条 501 bp的片段 ,与预计相符(图 3)。重组质粒

pcDNA3-C-E2-NS3经 BamH Ⅰ单酶切后泳动速度

较pcDNA3 慢 , Hind Ⅲ和 Xho Ⅰ双切出片段为

2 004 bp ,与预计相符(图3)。测序结果示各连接

图 3　限制性内切酶酶切鉴定重组体 pcDNA3-C

和 pcDNA3-C-E2-NS3

Fig.3　pcDNA3-C and pcDNA3-C-E2-NS3 were identified

by restriction enzyme map

M :λDNA/ Hind Ⅲ+EcoRⅠ;1:pcDNA3 digested by BamHⅠ;2:

pcDNA3-C digested by BamHⅠ ;3:pcDNA3-C digested by HindⅢ

and EcoR Ⅰ ;4:pcDNA3-C-E2-NS3 digested by BamH Ⅰ ;5:pcD-

NA3-C-E2-NS3 digested by HindⅢ and Xho Ⅰ

位点正确 ,符合表达框架 ,序列与已知相符。

3　讨　论

1989年明确 HCV 感染以来 ,国内外学者一直

在致力于 HCV 疫苗的研究 。有研究显示 HCV 核

心蛋白C 所诱导的 CD4
+
T 细胞反应与慢性丙型肝

炎的症状减轻及良好的干扰素反应有关[ 4 , 5] ,并由

于它高度保守而被选为疫苗的重要组成部分 ,它的

主要抗原表位位于 N 端 120 氨基酸残基内。但另

有研究表明 C 蛋白是反式调节因子 ,它的 C 末端

疏水区是抑制活性必需的[ 6] ,故我们选用包括它的

主要抗原表位在内的 ,去除了部分 C末端疏水区的

1 ～ 167位氨基酸残基间的区域为目标抗原之一。

HCV E2 蛋白高变区(HVR1 383 ～ 408 氨基酸残

基)含有中和表位 ,用它免疫可以产生保护性抗

体[ 7] 。除 HVR1 , E2的 504 ～ 554氨基酸残基等亦

含有限制性免疫原性簇 , 可产生有效的免疫反

应[ 8] 。我们选用包括高变区及主要抗原识别表位

在内的 380 ～ 580氨基酸残基间区域为另一目标抗

原。虽然现在以 HCV E2 DNA 或HCV E2重组作

为疫苗已达成共识 ,但HVR1变异性大 ,对异源毒
(下转第 110 页)
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株的交叉免疫力仅 20%,应用受到限制 。近年来

人们发现 ,NS3蛋白所诱导的特异性 CD4
+
T 细胞

反应与急性 HCV 感染者病毒清除密切相关 ,并对

异源毒株在 T 细胞水平有较高的交叉免疫反

应[ 9] ,现已证实它的 CD4
+T 细胞识别位点分别位

于 1 207 ～ 1 278氨基酸残基和 1 271 ～ 1 488氨基

酸残基 ,故我们选用 1 201 ～ 1 500氨基酸残基间的

区域为又一目标抗原 。

我们在设计引物时 ,为便于定向连接于载体

中 ,提高连接效率 ,在各引物 5′端均引入相应的限

制性内切酶酶切位点。我们在构建嵌合重组质粒

pcDNA3-C-E2-NS3时 ,采用逐个定向连接的方法 ,

虽然较费时费力 ,但易保证连接及亚克隆的正确

性 ,测序结果示该重组质粒与已知序列相符 ,符合

表达框架 ,为下一步的真核细胞表达打下了基础。
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