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摘　要:【目的】为探索共刺激分子 B7-1 增强 HBsAg 真核表达载体基因免疫的效果 ,并用于消除乙肝免疫耐受。【方法】

用高保真 PCR法扩增目的基因片段 B7-1 及带接头和启动子的 IRES-HBs 基因片段 ,亚克隆到 pBluescript KS+载体中测序 ,再

克隆到逆转录病毒载体 PLXSN中。【结果】所扩增的目的基因片段经测序证实 , 未发现序列有改变。先将 B7-1 通过 EcoR

Ⅰ 、 Xho Ⅰ插入 plx sn 中 ,构建成 plx sn-B7-1 , 再用 Xho Ⅰ 、 BamHⅠ将 IRES-HBs 插入 , 构建成 plx sn-B7-1-HBs。【结论】成功

构建了共表达 HBsAg 及 B7-1抗原的重组逆转录病毒载体 , 可行体外真核基因表达 , 研究目的抗原表达的特性 , 或行基因免

疫 ,研究 B7-1 对 HBsAg 免疫反应的影响 , 进一步可用于防治乙肝的研究。
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Construction of HBsAg and B7-1 Coexpression Ritroviral Vector

ZHOU Zhi , YAO Ji-lu , YANG Lin , DENG Lian-xian , Lu Jian-xi

(Department of Infectious Diseases , the Third Affiliated Hospital ,

Sun Ya t-sen Univ ersity of Medical Sciences , Guang zhou , 510630 , China)

Abstract:【Object ive】To investigate the enhanced role of B7-1 in gene immunization of eukaryotic vecto r

w hich expressing HBsAg , and the possibili ty of it' s use in elimination of immunotolerance to hepatitis B virus.

【Method】B7-1 and IRES-HBs w ith linker and promoter sequence prior to HBs gene w ere amplified w ith high

fidelity PCR , then subcloned into plasmid pBluescript KS+ , which was used to sequence.The eukaryotic ex-

pression vector was const ructed by inserting B7-1 and IRES-HBs into ret roviral vector plxsn.【Result】No

change w as found in the sequences of target genes amplified by high fideli ty PCR compared w ith the known se-

quences.Plxsn-B7-1-HBs w as const ructed by first inserting B7-1 into plx sn w ith EcoRⅠ/ Xho Ⅰ , then IRES-

HBs w as inserted in the same w ay w ith Xho Ⅰ/ BamH Ⅰ .【Conclusion】The retrovi ral vecto r w hich expressing

B7-1 and HBsAg simultaneously w as const ructed successfully.It may be used to study the character of target

genes expression in cell lines in vit ro.Also it may be used to conduct gene immunization and investigate the role

of B7-1 on HBsAg immune response , which may be further used for prevention and therapy of hepatitis B.
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　　乙型肝炎病毒感染后在机体内持续存在 ,成为

慢性的主要原因是由于机体产生了特异性的免疫

耐受 ,这种耐受以 T 细胞耐受为中心环节。如能激

发有效的细胞免疫反应 , 就能清除感染的乙肝病

毒。基因免疫后 ,重组质粒被机体细胞摄取 ,在细

胞内合成 、加工目的抗原 ,能激发细胞毒性 T 细胞

反应 ,因此深入研究基因疫苗可能是防治乙肝最有

效的措施之一。我们曾构建表达 HBsAg 的重组逆

转录病毒载体 ,在体外真核细胞中高效表达 ,基因

免疫后 ,在小鼠体内成功诱导出体液免疫和细胞免
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疫反应[ 1 ,2] 。为增强基因免疫的效果 ,本研究将共

刺激分子 B7-1基因引入重组逆转录载体中 ,构建

共表达HBsAg 及 B7-1的真核载体 ,结果如下。

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　质粒 、菌株　pLXSN 为逆转录病毒载体 ,

基本骨架来自 pBR322 ,含 SV40早期启动子 ,控制

G418 抗性基因的表达 ,插入的外源基因表达受逆

转录病毒 LTR中启动子控制 , pBluescript KS+ ,

piLN-huB7 含人 B7-1cDNA 受体菌 xl1-blue , 均为

重庆医科大学肝炎研究所惠赠 。

1.1.2　琼脂糖　加拿大真达公司产品 。

1.1.3　各种酶来源 　限制性内切酶 BamH Ⅰ 、

EcoRⅠ 、 Xho Ⅰ 、 Sal Ⅰ 、T4 DNA 连接酶购于

promega公司。

1.1.4　试剂盒　快速质粒提取试剂盒 、胶回收试

剂盒分别购于宝灵曼公司和 BIO-RAD公司。

1.1.5　PCR 模板及引物 　表达 B7-2-IRES-HBs

的重组腺病毒载体作PCR扩增 IRES-HBs的模板。

扩增 IRES-S:P1 5′AATA GTCGAC GCC

CCT CTC CCT CCC 3′(上游引物含 Sal Ⅰ位点);

P2 5′GCGC GGATCC TAG GGT TTA AAT GTA

TAC C 3′(下游引物含 BamH Ⅰ位点)。

扩增 B7-1:P3′5′CGTA GAATTC AAG CTT

CCA TGG GCC AC 3′(上游引物含 EcoRⅠ位点);

P4′5′ACTG CTC GAG TCT AGA TTA TAC

AGG GC 3′(下游引物含 Xho Ⅰ位点)

1.2　方　法

1.2.1　目的基因制备及克隆　重组腺病毒 DNA

的提取 、目的基因的扩增 、亚克隆及测序另文报道 。

1.2.2　酶切目的基因片段　反应式如下:

EcoRⅠ/ Xho Ⅰ酶切 B7-1 　buf fer D 3 μL ,

buffer E 3 μL , EcoR Ⅰ 3 μL , Xho Ⅰ 3 μL , B7-1

DNA 48 μL , 37 ℃温浴 2 h ,再用 10 g/L 的琼脂糖

电泳回收目的基因。

Sal Ⅰ/ BamH Ⅰ酶切 IRES-HBs　buffer D 3

μL , buf fer E 3 μL , Sal Ⅰ 3 μL , BamH Ⅰ 3 μL ,

IRES-HBs DNA 48 μL ,37 ℃温浴 2 h ,再用 10 g/L

的琼脂糖电泳回收目的基因。

EcoRⅠ/ Xho Ⅰ酶切载体 plxsn　buf fer D 1.5

μL ,buf fer E 1.5μL , EcoRⅠ 1.5 μL , Xho Ⅰ 1.5

μL ,plxsn DNA 24 U , 37 ℃温浴 2 h ,再用 10 g/L

的琼脂糖电泳回收目的基因。

Xho Ⅰ/ BamH Ⅰ 酶切载体 plxsn-B7-1 　

buffer D 1.5 μL ,buffer E 1.5μL , Sal Ⅰ 1.5 μL ,

BamH Ⅰ 1.5 μL , plx sn-B7-1 DNA 24 μL , 37 ℃温

浴 2 h ,再用 10 g/ L的琼脂糖电泳回收目的基因。

1.3　重组逆转录病毒载体构建

先将B7-1通过 EcoRⅠ 、Xho Ⅰ插入plx sn中 ,

构建成 plxsn-B7-1 , 再用 Xho Ⅰ 、 BamH Ⅰ 将

IRES-HBs插入 ,构建成 plxsn-B7-1-HBs。

1.4　重组质粒克隆

连接 、转化及重组质粒鉴定参考文献[ 3]进行 。

2　结　果

2.1　目的基因扩增 、亚克隆及测序

用高保真 Taq 酶 Taq Plus Ⅰ扩增所得目的基

因片段大小与设计相符 ,经测序证实 ,每个反应约

500个硷基 ,未发现序列改变(PCR扩增方法及测

序策略另文报道)。

2.2　重组逆转录病毒载体的酶切鉴定

以 EcoRⅠ 、Xho Ⅰ将 B7-1插入 plxsn载体的

相应位点 , 构建成 plxsn-B7-1 ,如图 1A。用 XhoⅠ、

BamHⅠ酶切 plxsn-B7-1 ,与用 Sal Ⅰ及 BamH Ⅰ酶

图 1　plxsn-B7-1-HBs的酶切鉴定

Fig.1　Restriction enzyme analysis of plxsn-B7-1-HBs
A　 HindⅢ酶切鉴定 plx sn-B7-1:1.B7-1;2.plxsn经 EcoRⅠ 、 Xho Ⅰ

酶切;3.plxsn-B7-1 经 EcoRⅠ 、 Xho Ⅰ酶切;4.DNA 标准.plxsn-B7-1 cut

by HindⅢ:1.B7-1;2.plx sn cut by EcoRⅠ 、 Xho Ⅰ ;3.plxsn-B7-1 cut by

EcoRⅠ 、 Xho Ⅰ ;4.DNA marker.

B　HindⅢ酶切鉴定plxsn-B7-1-HBs:1.DNA 标准;2.IRES-HBs;3.

plxsn-B7-1 经 HindⅢ 酶切;4.plx sn-B7-1-HBs经 HindⅢ 酶切.plxsn-B7-1-

HBs cut by HindⅢ:1.DNA marker;2.IRES-HBs;3.plx sn-B7-1 cutt by

Hin dⅢ;4.plx sn-B7-1-HBs cut t by HindⅢ
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切的 IRES-HBs连接 ,即构成 plxsn-B7-1-HBs如图

1B。

3　讨　论

Taq plus Ⅰ即是将 Taq与p fu DNA聚合酶组

成的混合物。Pfu 来源于高温嗜热菌(pyrococcus

furiosis),有 3′-5′外切活性 ,能修正 、剪切错误掺入

的碱基 ,从而确保正确扩增目的基因。是目前已发

现的所有高温 DNA聚合酶中在扩增 DNA 时出错

率最低的(1.6×106),能扩增 10 ～ 30 kb的目的基

因。利用高保真度的 Taq plus Ⅰ系统扩增 B7-1

(约 880 bp), IRES-HBS(约 1 100 bp), 经测序证

实 ,未发现碱基变异 , 最后成功构建了共表达

HBsAg及 B7-1抗原的重组逆转录载体(plx sn-B7-1-

HBs),为进一步研究在逆转录病毒载体中引入 B7-

1能否增强 HBsAg 基因免疫的效果打下基础。

本研究构建共表达 HBsAg 及 B7-1 的真核表

达载体目的是为了实现慢性乙肝的基因免疫和基

因治疗。在逆转录病毒载体 plxsn中能否同时表达

两种抗原 ,它们之间有无相互影响正在研究之中。

在DNA疫苗载体中引入细胞因子或共刺激分子可

增强基因免疫的效果。共同免疫编码乙型肝炎表

面抗原的重组质粒和 IL-2或 GM-CSF 表达质粒 ,

显著提高机体对乙型肝炎表面抗原的体液免疫和

细胞免疫[ 4] ;表达 IL-2 和 GM-CSF 的重组质粒与

编码丙型肝炎病毒核心蛋白的质粒共免疫后也取

得相似的结果
[ 5]
;共免疫表达 GM-CSF 与狂犬病

毒糖蛋白[ 6]或癌胚抗原[ 5]的 DNA 疫苗后 ,其抗体

滴度较单纯表达目的抗原的疫苗高。共注射共刺

激分子 B7-1 、B7-2与表达结核杆菌 hsP65和癌胚

抗原的 DNA 疫苗也诱导出较高的抗体反应
[ 7]
。

He等[ 8]构建共表达 B7-1与 HBs抗原的重组腺病

毒载体 , DNA 免疫后 , B7-1明显增加对 HBsAg 的

体液免疫及细胞免疫反应。我们曾构建表达

HBsAg的重组逆转录病毒载体 ,在体外真核细胞中

高效表达 ,基因免疫后 ,在小鼠体内成功诱导出体

液免疫和细胞免疫反应[ 1] 。本研究在逆转录病毒

载体中引入 B7-1 ,目的是增强 HBsAg 基因免疫的

效果 ,开发治疗性疫苗 ,更好地防治乙肝 。

参考文献:

[ 1] 周　智 , 张定凤 , 任　红.乙型肝炎病毒-S 基因重组逆

转录病毒载体诱导小鼠体液和细胞免疫反应[ J] .中华

肝脏病杂志 , 1999 , 7(1):3.

[ 2] 周　智 ,张定凤 , 任　红.HBV-SAg 特异性靶细胞系的

构建[ J] .中华实验和临床病毒学杂志 , 1999 , 13(3):

231.

[ 3] Struh K.Enzymatic manipulation of DNA and RNA.In:

Ausubel F M , Brent R , Kingston R E , et al ed.Shor

Pro tocols in Molecular Biology(M).3rd ed.New York:

John Wiey & Sons Inc , 1995.3.1 ～ 3.50.

[ 4] Geissler M , Schirmbeck R , Reimann J , et al .Cy to-

tokine and hepatitis B virus DNA coimmuniztions enhance

cellular and humoral immune respomses to the middle but

no t to the hepatitis B virus surface antig en in mice [ J] .

Hepatology , 1998 , 28(1):202.

[ 5] Geissler M , Gesien A , Wands J R.The inhibitory effects

of chronic ethanol consumption on cellular immune re-

sponses to hepatitis C virus co re protein is reversed by ge-

netic immunizations augmented with cytokine expressing

plasmids[ J] .J Immunol , 1997 , 159(10):5107.

[ 6] Xiang Z Q , Ertl H.Manipulation of the immune response

to a plasmid-encoded viral-antigen by coinocutation with

plasmids expressing cy tokines[ J] .Immunity , 1995 , 2

(1):129.

[ 7] Conzy R M , Widera G , Cobuglio A F , et al .Selected

strategies to augment polynucleotide immunization[ J] .

Gene Therapy , 1996 , 3(1):67.

[ 8] He X S , Chen H S , Chu K , et al .Costimulatory protein

B7-1 enhances the cytotox ic T cell response and antibody

response to Hepatitis B surface antigen [ J] .Proc Natl A-

cad Sci USA , 1996 , 93(14):7274.

(编辑　关淡庄)

　　(上接第 55 页)

[ 8] Koch W J , Rockman H A , Samama P , et al .Cardiac

function of mice overexpressing the β-adrenergic receptor

kinase o r a β-ARK inhibitor [ J] .Science, 1995 , 268:

1350.

[ 9] Akhter S , Skare C A , Kypson A P , et al .Resto ration

of be ta-adrener gic signaling in failing cardiac ventricular

myocy tes via adenoviral-mediated gene transfer [ J] .P roc

Natl Acad Sci , 1997 , 94(22):12100.

[ 10] 唐铁军 , 别平华 , 陈镜合 , 等.实验性冠心病大鼠模型

的制作和应用 [ J] .国际心血管杂志 , 1999 , 1(4):

318.

(编辑　关淡庄)

76 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2000 , 21(4S)


