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丙型肝炎病毒核心蛋白基因在大肠杆菌内 
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·2f 
提要 将从中国丙肝病人血清中扩增克隆的丙型肝炎病毒核 tL"蛋白基因(408bp)酶切处理后插入 

表选载体pJL~02内，获得高表达核心蛋白的重组工程苗。将重组菌经 42℃热诱导5h，SD~-PAGE 

分析表明．表述的核 L-蛋白占苗体蛋白总量的2O％．经肝 筛和吸附层析纯化后获得的棱心蛋白， 

EI2SA检测证实有较好的抗原性和特异性。用表达的核心抗原加用表达的 隅 抗原(G，)装配的抗一 

HCV试荆盒 ，经用标准血清验证及与国外第--~~y[-HCV试荆盘比较．证实符合丙肝诊断试剂要求。 

病学术会议上 ，将经 

血传播的非甲非乙型肝炎命名为丙型肝炎。同年 ，美国Chiron公司的C'hooEI]首次证实丙型肝 

炎的病原为一单股正链RNA病毒，并克隆了部分基因片段 此后，美国和日本等学者对丙型肝 

炎病毒(HCV)的分子生物学进行了大量研究 1990年美目株和 日本株[23全部核苷酸序列已被 

分析清楚。根据 HCV的核苷酸序列 ，国外学者合成了各种引物口一5]用于扩增及检测HCV的不 

同基因片段 ．并将基因片段在各种细胞内表达成功 一力 中国株 HCV的全长核苷酸序列未见 

发表，我们参照日本株HCV的核苷酸序列合成了二对引物 ，利用逆转录一PCR技术从中因病人 

血清中扩增克隆了HCV核心蛋白基因，序列分析后与日本和美园株HCV的对应核苷酸序列 

进行了比较。本文介绍克隆的核心蛋白基因在大肠杆菌内的高效表达及表达蛋白的抗原鉴定。 

材料和方法 

1 菌种与质粒 大肠扦菌 R玛 DH HB101由军事医学科学院三所和八所赠送。表过载体r．1LA502及载体 

上的一对弓f暂由西德GBF公司 MeCazthy博士惠赠。质粒 pUClg／19购自华美公司。 

2 试剂与工具酶 限制性内切酶、T．DNA‘连接酶，T,DNA聚合酶为美国Promcga公司或Biolabs公司产品 

”P dATP为英国 Ame~ham公司产品． l血ad％G2蚰 及Scphazo~．15为瑞典Pharmacia公司产品。NS3区抗 

原(cH)为本室用工程苗生产，抗原全长275个氨基酸．位于eDNA嘲的3565~4406bp处．RT—PCR克隆的eDNA 

片段长842bp． 

3 一般方法 质粒提取纯化、限制性内切酶反应、DNA片段回收、DNA粘末端的补平或削平、T,DNA连接酶 

反应、质粒转化、琼脂糖凝皎电辣、SDS-pAGE、拨酸探针标记及杂交均参照文献啪进行． 

1 按殴探针的标记爰杂交 以扩增的基因片段 1 为模板．用Nick翻译i盘掺入 0v-”P dATP制备桥针 ．菌 

落原位杂交时，预杂交液为 5O 甲酰胺、1xSSC、1xDenhardt's液、0．1％SOS、120~／．,1鲑鱼精子DNA．42℃ 

本文于1993年 3月 9日收到，0月7日修回 

·参加本工作的还有本所于嘎明、李先富 懵秀珍三位呵志． 
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预杂交5小时。将标记的核酸撵针煮沸3分钟 ，加入预杂交液内即为杂交液，42"C杂交 24小时．杂交膜先用2 

×ssc、0．1％ 洗二次(|0℃)，每次 15分钟 ，再用 0．1X：~C洗一次(55℃)，凉干后-70℃自显影24小时． 

5 表达产物的纯化 将表达重组苗 2℃热诱导4小时，离心(6000r／m， ℃ 10分钟)．将菌休悬浮于 PBs溶 

液(pH7．2)中，超声破菌后离心(4000r／m，4"C 10分钟)．回收上清后离 I~,(12000r／m，4℃ 10分钟)．弃上清．沉 

淀依次用 2Ⅱl0I／L、 n ／L、8m~／L尿素处理 ，最后一次 37"C水搭 30分钟 ．离,~,(10000r／m，4"C10分钟)后上清 

即为表达核心蛋白粗品 ．置遗柝袋内透析除去尿素成分． 

将透析后样品浓缩后，上样至用P眵(p}I7．0)平衡好的 岫 dex G200柱上(Ⅺ【26／70)．P眵( 7．0)洗脱 

后(0．3mi／mm)收集分子量为 16kD的蛋白峰 ，再上样至交联有正常人JgG的Scpharosc4B柱上(16／70)，P路 

(p}I7．0)洗脱后(0．1ml／min)收集穿过蛋白峰 ．Ⅱ融 测定蛋白抗原性 ．收集抗原性较好蛋白峰。 

II 纯化蛋白抗原效价铡定爰中和试验 用纯化的核心蛋白抗原 1：10梯度稀释后包被酶联反应板 ℃ 

2|h)．JJ~L-血清及白蛋白封闭后(4℃ 24h)，用Ⅱ盥A法浏定抗原效价。中和试验：先用 l d纯化抗原或受体茁 

蛋白1叫 与5 阳性血清加入 90ld样本稀释液内，42"C反应 15分钟，然后再分别测定阳性血清被纯化抗原或 

受体菌蛋白阻断前后的 OD值 ，分别计算中和效率。 

T 装配抗-HCV试剂盒的灵敏度爰特异性谢定 将纯化的核心蛋白抗原用包被液(0．嗡 ，L碳酸盐缓冲 

液，prig．6)1 t 250稀释，与用包被液 1—200稀释的纯化 UsI区抗原(cH)等量混台 ．以每孔 1O叫 包被酶联扳 

℃，24h)，用20 小牛血清封闭后(|℃12h)，用PBS-T缓冲液洗5次．真空抽干即为抗原预包被扳。用预包被 

板条测定抗-} 标准血清(10份阳性血清和 10份阴性血清．3份灵敏度确定血清 ．均购自中国药品生物耐品 

检定所)．血清用样本稀释液 1：20稀释后每孔加样 1O叫 ，43"C温育 30min．pI~-T洗三遍．加酶标二抗(鼠抗人 

IgG-H~P)100pl／-TL．43"C反应 2 ，洗板三次后加新配O1：'O底物 10 ．室沮放置5～10mJn，加21',1HzSO~终止 

反应后用酶联仅(西德，Z960型)测定OD值． 
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圈1 表选核心蛋白基因质粒掏建示意图 
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结 果 

l 表选核心蛋白的重组质粒构建 在PCR扩增棱心蛋白基固时，设计台成了内外两对引 

物。在丙引物对的上游引物上加上了EcoRI酶切位点，在下游引物上加上了终止密码子TAG 

及 Pstl酶切位点。扩增的基因片段经 EcoRI及 Pstl双酶切后 ，已插入质粒 pUC19内，该质粒已 

大量扩增制备。表达载体 pJLAS02含有强启动子 、PL，在其多克隆位点内含有 Ncol EcoRI等 

酶切位点(图 1) 经计算扩增基 因片段用 EcoRI和 PstI酶切后 ，连接至 p3LA502的 EcoRI位 

点，其核心蛋 白的翻译阅读框架正好和载体启动子后的第一个 ATG(Ncol位点内)的起始翻译 

一 致 ，因而构建后可表达一个含有 13个载体氪基酸序列的融合蛋白，含有核心蛋白的 1】5个 

氮基酸及 非翻译区的 6个氮基酸 ，全长共 134个氮基酸 ，构建流程见图 l。 

图2 转化子原位杂交结果 

1、2、3争为舍扩增片段的阳性苗对照． 4号为受体苗RRI对照． 

5、6、7号为扩增的基田片段直接点样， 8、9、10、11号为杂交强 性的重组子． 

F 2 br 翟t m of P·I曲 cIcd HCV DNA pm  Io the tramfonmtion clonJcs 

N嗥 1，2 mnd 3 am 咖 I ~omr~ ．No {b ncSmive c。n”ol 

N嗥 5．6帅 d 7 droping direct1．v mmplyfie~8en~fragments o~I|o tIlc membrane 

No 8．9．10蛐d l1 a ~ tive mo帅  nant ic＆ 

2 重组子的转化及筛选 将连接重组的质粒转化大肠杆菌 RR1，涂布含有 AP的LB平板 ， 

30℃过夜生长 ，次 日，将菌落转种至格式化的高压硝酸纤维素膜上 ，置 LB平板上 30℃生长过 

夜 ，揭下硝酸纤维素膜经变性 、中和等处理进行原位杂交 3d个转化子中 4个杂交呈强阳性 

(图 2)。撬 4个强阳性菌落接种至 LB培养基大量培养 ，提取质粒 DNA，取 2个质粒(8号 ，9 

号)用 EcoRI和SalI双酶切 ，结果两质粒均切下一条约 0．4kb基困片段(图 3)，证明这两个质 

粒均为正向插入单个棱心蛋白基因的重组质粒。 

3 重组菌的诱导表达一 将酶切正确的重组质粒转化至大肠杆菌 DH5a，挑单菌落接种至 ,~rnl 

u 培养基内(含 AP 60~,g／m1)，30℃生长过夜 ，次 日按 l 接种量转接种至含 200ml LB培养基 

的三角烧瓶内，30"C振荡培养约 4小时 ，水浴迅速升温至 2℃，再置 42"C摇床 内振荡培养 6h 
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分别于 42℃热诱导的 0、l、2、4、5、6小时取样，用全苗进行SDS-PAGE分析 ，结果表明，经 42℃ 

热诱导后表达出一条约 16RD的蛋 白带 ，在诱导 4h时产量达高峰 ，延长诱导时间表达量变化 

不大(图 4)。经蛋白扫描袁明 ，表达核心蛋白占菌体蛋白总量的 20 。 

图 3 质粒的酪切鉴定 

a：质粒PJLA502．b：重组于8质粒 重组于9质粒，d：DNA标准分子量． 

e：重组于 8质粒+E∞RI+smI，f；重组于9质粒+E∞RI+snI g：质粒 LA502+F~oR[+SalI． 

F 3 Identff~cation 【he嘞 m砧 18nl plasmlds ECORI曲 ds I culfing 

a，plasmidI~LA502．b，No．8 r田。m JmnI plasn~d．c．No．0 reo0mbinan!piasmid．d．DNA marker~． 

e， 8 r bif nt phstT1 CUltCd by ECoR I and Sm I．f，No．9 reoornblnant Ij王iIsrrliI】Culled by EcOR I and岛 I I． 

B， L^502 rT“ culled ECoR I and 1 

cv i 

№  

辫 锭 
i÷ 

田4 重组苗 2℃热诱导不同时问进行 t5％SO3一PAGE分析 

a：标准蛋白分子量 、c、d、c、f、g舟茄 为诱导 6̂ 4、2、1和 0小时的靖果。 
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Fig．4 Afl onthe core pro~n m 日。d reeomblnam 血 sn“ with l5 SDS-PAGE 

a，州 eiI-alrke~ b．c．d．e，f，B eq_’c阻 r=p~ vdyt r刚  indocin$the~ Bar=t 6，5⋯4 2 l and 0hours at 42℃ 

‘ 表达核心蛋白的抗愿性鉴定 表达的核心蛋白经包涵体纯化和亲和层析二敬处理后 ，获 

得较好的蛋白抗原。纯化抗原经 l；|0000稀释后仍有较好的抗原性(表 1)，中和试验结果(表 

2)表明，表达的蛋白抗原能较好地中和血清中的抗 HCV抗体，阻断效率达 77 ，而受体菌蛋 

白的阻断率仅有 7．5 。 

寰 l 寝选拔心蛋白抗原皴 I室(0D瑚值) 

Tabl~l T啪 眦 曲 啦 一 p瞳酬 帅蛳 时 EL1SA(OD~0 value) 

衰 2 衰选挂心蛋白抗原中和试验结果(oDn0值) 

1 2 N棚乜 test=西 舯嘲 。d i蚪 1．o t antibody a~iJlst HCV(OO~)O vaIuc) 

阳性对黑(束中和) 

P0i“v。。omrd (no neutralization) 1．51 

表达蛋白抗原中和试验 

N m t (wilh c目 anti8c．1) 0·35 

受体苗蛋白巾和试验 
N 血蝴证 ‘呻 t t(w 删 ciI-d 丑 缸 ) I．30 

阴性对黑 0
． 09 

NcEati contr~ 

、5 装配抗一HcV试剂盒的灵敏度及特异性 用装配的抗一HCV试剂盒测定 10份阳性和 10 

份阴性标准血清，结果符合率均为 100 。测定1 、2 、 灵敏度标准血清，其效价分别为l： 

64、1；512、l；512。三批试剂盘的变异系数均≤10．26 。 

6 表达核心抗原和表达NS,抗愿(G，)检测抗一HcV的比较 分别用核心抗原 (1：500稀释 ) 

和NSs抗原(1-400稀释)包被酶联板检测抗一HCV，检测 180例阴、阳性血清，结果见表 3。表 3 

结果表明180份血样中有97份用二种抗原检测均阳性 ，有 l9份仅核心抗体阳性 ，l2份仅抗． 

NS3( 3)阳性 ，说明两个抗原检测的抗体谱并不相同。用两种抗原混合装配的抗一HCV试剂盒 

检测该 180份血清，结果阳性倒数 129倒，比单独核心抗原和 NS3抗原测定抗一HCV阳性总和 

(126剜)多检出3倒，这说明两种抗原不仅能互补，混合后还能提高检出率。按 l29例为阳性 

总数计算 ，用核心抗原检测抗一HCV的检 出率为 93 (1l6／l29)，用 Ns(c≈)抗原检测抗一HCV 

检出率为 83 (109／129)。 
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袁3 挂心抗厦和嗡 抗原检il~-acv的比较 

啦 ．3 功 叽D∞ 唾 corelult~ ll andNS=枷  h 删 '啪 时 a11d—Hcv 

7 装配抗一HCV试剂与其它试剂盒的比较 用美国Abbott公司，UBI公司及日本囤际试药株 

式会社的y~-HCV试剂盒分另 检测同一批血清(共 180份阴、阳性血清)，将测定结果与装配抗一 

HCV试剂盒的测定结果分别进行比较，结果装配抗一HCV试剂盒与Abbott试剂盒符合率为95． 

00 ，与UBI试剂盒符合率 9 ．22 ，与日本国际试剂株式会社试剂盒的符合率为98．33 。上 

述结果表明装配的抗一HCV试剂盒与国外第二代抗一HCV试剂盒基本一致 ，尤其与 日本的抗一 

HCV试剂盒较接近。 

讨 论 

对不同株 HCV的核苷酸序列及氨基酸序列研 究表 明，编码的氨基酸序列以核心蛋白区最 

为保守。因此装配抗一HCV试剂盒采用此区抗原应有较高的检出率。此外，核心抗体出现相对 

较早 ，也会增加抗 HCV检出率。美国 Chiton公司的第一代抗一HCV试剂盒仅厢非结构区抗原 

(c。o0)，其检出率较低。Abbott公司第二代试剂盒加用了核心蛋白抗原 ，检出率显著提高，其使 

用的核心抗原和非结构区抗原(Gs)均由工程菌表达 我们用自已表达的核心抗原和非结杠J区 

抗原装配抗一HCV试剂盒 ，通过标准血清验证及与困外试剂盒比较 ，证实装配的试剂盒符合诊 

断要求 

虽然核心蛋白抗原保守性较高 ，但单独使用也会产生假阴性 ，因为部分血清仅存 在有非 

结构区抗原的抗体。只有加用非结掏区抗原才能达到较高的抗一HCV检出率。本文中检测 180 

份血样有 l2份血样仅NS 抗体阳性，有 10份血样仅核心抗体阳性，说明单独使用任一抗原均 

会产生漏检，单独使用核心抗原检出率要高于单独使用NS3区抗原检出率 

表达的核心蛋白融合了表达质粒载 体上的 13个氮基酸和 HCV 5 非编码区的 6个氨基 

酸，它们对核心蛋白的抗原性和特异性均无较大影响。表达的核心蛋白纯化后可完全代替合 

成的核心区抗原 ，用于装配抗一HCV试剂盒。 
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Expression of HCV Core Protein in E．c0fi and Its Application 

LiYue~i Tang 31aqi Shi Jiang 

(Nanj~ M／／／／ar~M Re．sear~ lgst／／~e，N∞豇9 210002) 

The cloned HCV 。0re prote~n genewasinserted ~rltothe p】asmid ve~or LA502 at EcoRI sice， 

and the recombinant p】asmM was Ixansformvd into ．∞ DH ．Afar mducing 5hrs at 42℃ +SDS- 

PAGE analysis showed that the expressed core protein is twenty percent of total protein of 日．∞ 

DH jthe pu~fied oore protein by Sephadcx G200 ge1 filtration and Sepharose一4B—IgG afflnity chrc~ 

matographY has excellent antigcnicity and specificity ．and is$ood for detecting anti-HCV． 

Key words HC'V·Core protein gcn~expression．口． ，Antigen，Anti-HCV detection 
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