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1

从 广 东省一慢性 丙型肝炎病 人血 清中获得

H C V 包 膜蛋 白基 因 区 ( E l ) 48 9 b p 的片段
,

插 人

p U C 18 和 p U C 19 质粒后进行序列测定
,

并将此片段

亚克隆进 p G E M E X
一

l融合表达载体
.

重组质粒转染

大肠杆菌 J M 1 09 ( D E 3 )
,

IP T G 诱导表达
,

菌体裂解

液 电泳后发现预定的表达产物条带
。

表达的融合蛋

白可为 H C V 感染提供新型的诊断试剂
.

2 结 果

1 材料和方法

P C R 产物鉴定
、

重组体鉴定
、

核普酸序列及同源

性分析 (略 )
。

E l 区融合表达产物的鉴定
:

p G E M E X
一

1

可表达 T
,

基因蛋白 10
,

约 25 5个氨基酸
,

插入目的基

因后
,

产生的融合蛋白约 4 26 个氨基酸
,

表达产物经

S DS
一

P A G E 和考马斯亮蓝染色后发现
,

在 42
.

7 k ~

55 k 间见有一条浓带
,

而空载体表达的 T
,

基因蛋白

1 0稍小于 4 o k
u (图 1 )

。

血清取自广东省阳春县 43 岁男性患者
,

临床诊

断为慢性丙型肝炎
。

无输血史
。

所用引物序列及位置

如下
:

F 6+ 5
,

G A C G G C G T G A A C T A T G C 3 ,
( 4 7 8~ 4 94 )

F 7一 5 ,
C A T A T C C C A A G C C A T G C G 3 ,

( 9 4 9一 9 6 6 )

P C R 产物的获取方法参见文献【1〕
。

将产物分别

克隆和亚克隆入测序载体和表达载体 2[]
。

4 8 9 b p 的

CP R 产物经 K l
e n o w 酶补齐后插入 p U C 1 8的 S m a l

切点
,

获得重组体 p U F 一
。

p U F I用 E
c o

R I 和 P
s t l 消

化
,

切出片段插入 p U C ” 的相同位置
,

得到重组质粒

p U F 2
.

为使表达载体 p G E M E X 一 1的 T
,

启动子与目

的基因表达框架相吻合
,

将 p U F I和 p G E M E X 一 1分

别经 E e o R x
、

K le n o w
、

B a n `H l 消化
,

然后进行一侧

平端一侧粘端连接
,

获得重组体 p G F
.

以 p U F I和

p U F Z为模板测定核普酸序列
,

方法参见文献【l〕
.

p G F 转染 J M l o g ( D E s )表达菌株
,

转化菌在5 7 ℃

增殖至吸光度 ( A )值为 0
.

3 ~ 0
.

4时
,

加入 IP T G 诱导
,

菌体裂解液在 5写浓缩胶和 10 写分离胶中进行 S D S
-

P A G E
,

凝胶经考马斯亮蓝染色
,

脱色后观察结果
.

3 讨 论

H C V 包膜蛋白是 H C V 与机体免疫系统
、

肝细

胞膜或外界环境直接接触的部位
。

国外实验证实
,

抗

包膜蛋白的抗体是在病毒血症或病毒复制期间出现

的 ! “ 〕 ,

利用表达的包膜蛋白检测相应抗体可反映

H C V 在体内处于活动性复制状态
,

可作为临床诊断

和疗效评估的一种重要指标
。

另外
,

包膜蛋白可能作

用于肝细胞膜上的表面受体或特异性结合蛋白
,

在

体外表达此蛋白将有助于肝细胞膜表面 H C V 受体

的研究
。

同时
,

有人认为此蛋白内的抗原性位点能诱

导机体产生保护性抗体 〔̀ ’ ,

在疫苗研制中可能有参

考意义
。

作者从广东省一患者血清中获得 H C V 包膜蛋

白区 4 8 9 b p 的基因片段
,

克隆后测序
,

发现此株核昔

酸序列与 H C V I 型 的同源性 介于 90
.

04 % ~ 92
.

8。肠
,

氨基酸序列为91
.

08 写~ 94
.

90 %
。
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