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“ 提 要 通过逆转录一聚合酶链反应(RT—F'CR)从丙肝患者的血清中分离出编码完整HCV核心 

’蛋白(c区)的 eDNA片段，并将其克隆到杆状病毒转移质粒中。重组转移质粒 DNA与线性的杆状 

病毒DNA共转染蚋 昆虫细胞，经蚀斑筛选获得了带有编码全部核心蛋白基因的重组杆状病毒。 

重组病毒感染细胞后表达 HCV核心蛋白，其分子量约为 20 kD。免疫印染和酶联免疫实验表明， 

此重组蛋 白能被人 HCV阳性血 清所识别。动物 实验表明此重组 蛋白能诱导小 鼠产 生特异性抗 

关键词丙型肝炎病毒，核心蛋白，杆状病毒．昆虫细胞 抒f 
自从 Choo⋯等分离出第一个 HCV eDNA克隆以来．HCV的分子生物学研究得到 了飞速 

发展，世界不同地区包括中国的 HCV基因序列相继发表 0J，HCV蛋白的结构与功能逐渐得 

以阐明，应用免疫学方法测定血清抗体及利用 PCR法检潮病毒棱酸的 HCV特异性诊断方法 

已经建立。尽管如此，HCV的基础研究还十分薄弱；有关 HCV的癔染与免疫、以及 HCV与 

宿主细胞的相互作用、致病机理的研究进展不大；抗 HCV疫苗的研制似乎仍很遥远。流行病 

学调查表明，我国是一个 HCV感染较严重地区．加强 HCV基础研究，研制特异性好、灵敏度 

高、价格合理的 HCV诊断试剂．开展 HCV临床检验及谎行病调察仍然是当前我国 HCV研究 

的重要课题。 

HCV基因组编码 3010～3033个氨基酸的多蛋白前体，经加工修饰后成为有不同功能的 

结构蛋白和非结构蛋白_4 J。由于目前尚未建立 HCV的组织培养系统，因此缺 少这些蛋白的 

直接证据。目前的资料大多来 自比较研究和基因表达系统。C蛋白为病毒的棱衣壳蛋 白，约 

190个氨基酸组成，分子量为 20--22 kD，无糖基化位点．含碱性氨基酸。前 80个氨基酸构成 

两个大的亲水峰为衣壳蛋白的主要抗原决定簇所在。 

有关核心蛋白的表达及其特性的研究很多 J，近几年来由于杆状病毒．昆虫细胞表达系统 

表达产物的生化理化和生物学特性与天然产物相似，具有糖基化、磷酸化、信号驮和蛋白切割 

等后加工修饰功能，而且表达产量高，细胞培养简单，适合大规模生产等优点．已被广泛地用于 

各种外源基因的表达，包括各种病毒、细菌、细胞因子和植物等l6】。在我们的研究中使用杆状 

病毒一昆虫细胞表达系统表达了非融合的 HCV核心蛋白并对其免疫原性进行了评价。我们将 

编码 HCV核心蛋白基因克隆到转移载体 pBacPAK9杆状病毒多角体起动子下游．用这个重组 

的转移质粒DNA和线性杆状病毒 DNA一起共转染 Sf9昆虫细胞．通过体内同源重组而获得 

t 车文于 1996年 1月 I8日收 。5月 12日修回 
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含有 HCV核心蛋白基因的重组杆状病毒。重组杆状病毒感染 Sf9昆虫细胞后表达了核心蛋 

白。此重组蛋 白能被人 HCV阳性血清识别。甩此重组蛋白免疫小鼠能诱导特异性抗体产生。 

材料与方法 

1 细胞与病毒 Sf9昆虫细胞( ：- tfrugi~rda。ATCC)于27℃培养在含有2％胰蛋白胨内扬(Trypt~e 

phosphate broth。G[BCO)．1％二性霉素(Amphoteficin Gmco)，10％牛血清 (G[BCO)，50 l|／mL庆大霉素的 

IPL一41(Gmco)营养藏中。每周 1：5传代。转移质粒(pBacpAK9)DNA。棱多角体野病毒(AcMNPV OS)和 

载体 病毒(BacPAK6)购于 CLONT咖 Laboratori~．【 。 

2 基因克隆与重组转移质粒的构建 用异蕊氰酸■玲酚法从 HCV阳性血清 中提取病毒 RNA。以巢式 PCR 

调琅 HCV的C区eDNA。巢式 PCR引糖依据中国 HCV序列 设计。在内引物的 3 嫱和 5 端分别加入了 

BamHl和 PsO限制性醇切位点以便于定向克隆．负箍的 5 端加入了终止密码子。 

外引物 ：PI：5 一CTGCC~GAT 

P2：5 

GCGAGTGoC一3 

TGG1’ATATC一3 

内引物：Pl：5 一ATTAA
—

GGA
—

TCCA*I~AGCACGAATCCTAAACCT -3 

BamH[(298～318) 

P2：5 一CAATTCTGCAGIT 3 

Pstl(871—854) 

逆转录使用了 M—MLVH逆转录酶。37℃下反应 60nlin，94℃灭活 5m_皿-然后进行 PCR循环 ；PCR反应 

条件为：94℃。1mi~；50℃，2mm；72℃．1 mjn。如 十循环。两次 PCR反应条件相同 PCR产物经低熔点凝胶 

纯化 回收后．酶切鉴定。转移质粒和 PCR产物分别用相应 的内切酶酶切。连接后转化列大 肠杆菌 I'll01感 

受态细胞中。挑选曹有插入片段的克睦进行酶切鉴定，所获重组质粒经纯化后备用。实驻中使用的各种工具 

醇均购 自Premega公司。 

3 重组病毒的构建 采用CLONTECH的 BacPAK杆状病毒表达系统。在 35[ni-92组织培养板上接种1．5 x 

lo! 的 Sf9昆虫细咆．27℃放置4h。形成细瞻单层后去上清．用无血清 、无抗生素 IPL一41培养藏洗细瞻单层 

两次。取500 ng含插入片段的重组转移质粒 DNA娱 5 m，B~361酶解的BacpAK6病毒 DNA混合．再与5O 

L转移试剂{昆合后室薯放 15rain。然后再与 1．5mL无血清、无抗生素细胞培养藏混合加到细瞻单层上，27℃ 

放置 5 h．加 1 5mL完全培养藏 27"C培养3d。收集共转染培养藏用于重组病毒的筛选。在 35删 组织培养 

皿中．加2×l旷 的纲胞井使其形成细胞单层。将共转染培养灌上清稀释至 lO一、1O_ 、10～，分嗣琅 100 L 

小心加至单层细胞表面．室薯放置 1 h。将 42℃2％的灭菌琼脂糖与预热至42℃的细胞培养藏 1：1混匀后。 

加 1．5m1 凝歧列上述的培养皿中．待腔凝后加 1．5mL完全培养j瞳，27℃培养5d。通过 0 09％中性红染色， 

观察蚀斑。挑取蚀斑重新感染细瞻。收集培养上清和细胞备用。 

4 重组病毒的鉴定 重组病毒和野病毒盛染 72 h的 Sf9细瞻(1×10'cdk)用 PBS洗两次，加 100 LK bufer 

(5O0mmol／1 KCI，15mmol／LMgcb．1O0 mmd／L Tris-HCI pH8 2，0．5％ Tween加，1O0 ~g／mL pmtdnK)，56 

℃ ×45rain、95℃ ×10rain，然 后以酚 、氯仿去蛋白．乙醇沉淀获取病毒 DNA。使用 内引糖进行 PCR扩增．凝 

胶电泳检定 PCR产物。将 sf9细瞻(2．5×l旷cd mL)接种 96孔细胞培养板．每孔 1O0 L。病毒培养藏稀 

释 l0叫至 10一．每孔加入 l0 L。培养一局后统计、计算重组病毒浦度。 

5 重组蛋白的表达 重组病毒接种 S／9细胞(M．O．1_：1)．等量分至 5只培养瓶 中培养。每蒋 24 h收 获一 

瓶培养细胞，SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳后进行免疫印透实验，以确定不同时伺重组蛋白的表达量。 

6 免疫印桨实验(WBI 感染病毒 72 h的细胞和上清藏(细瞻用 PBS洗两次)．加入样品缓冲j瞳煮沸 3 min． 
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15％的 SDS—PAGE进行电泳 然后转膜，电转条件为 125mA．2 h。转印后的硝酸纤维膜用 5％的脱脂牛奶 

封闭 1 h．与人 HCV抗体 性血清(1：10)4℃孵育过夜，PBS洗膜，加生物素标抗 [gG(1：1000．Vector Lahora— 

toffee,Ins)37℃ x1 h．再加 HRP一亲合素(1：1000)及底物 4一氯 一1一萘酚显色 ．水洗中止反应。 

7 嬲 免疫嚷附实验 IEIA) 重组病毒蕃染 72h的SD钿臆(1 x107 calls)用 PBS洗两次后瞎于 2mL超声渡 

缓冲藏 中(5O nund／LTr／s-HCI．pH8 0，2mmol／LEDTA,0．1mmol／LDTT，pMSF100tqg／mL)。超声波破碎， 

低速离心取上清 ．加 33％硫酸铵 4℃ x4h，5000 r／min离心 30min，沉淀瞎于 2．5mL的碳酸盐包被藏(0 015 

mol／L NaCO~pH9 6) 每孔 l00 L包被 96孔酶标板，37℃ x 2 h 4℃过夜，用台 5％马血清的 Tween—PBS缓 

冲藏(O 02md／] pH 7 4)37℃封闭 1 h。HCV阳性血清 1：10至 1：1280稀释后，每孔 100fzL．37"C x 45min。 

洗扳后加入辣根过氧化物酵标羊抗人 lgG及底物星色。在492 nm渡长下罚定OD值。 

8 动物免疫实验 重组病毒感染 72 h的 SIx)细胞经反复冻融，与福氏完全佐剂乳化后．腹腔免疫小 鼠(1 x 

106 cdIs／只)。10d后使用福氏不完全佐剂，以同样剂量的蕃染细胞加强免疫。10 d后采血 ．收集血清。采用 

丙肝病毒抗体酵联免疫罚定试剂盘(北京生物制品研究所 )进行分析．咀羊抗 鼠代替羊抗人酶标 抗体检罚小鼠 

免疫血清。 

结 果 

1 重组杆状病毒的构建 

杆状病毒 一昆虫细胞表达系统是先将外源基因克隆到带有与杆状病毒同源序列的转移质 

粒中而获得重组转移质粒，然后将重组转移质粒与杆状野病毒 DNA共转染细胞．DNA在体内 

发生同源重组而获得重组杆状病毒，此病毒带有很强的多角体起动子，感染后的昆虫细胞表达 

重组蛋白(图 1)。我们按照我国 HCV的序列设计引物，用 RT—PCR方法从 HCV 阳性人血 

清中调出完整的核蛋白基因。RT—PCR扩增的 C区 eDNA片段全长 573 nt，位于 HCV 多蛋 

白前体 1～191aa之间。将此基因经限制性 内切酶鉴定后插入转移质粒，获得重组转移质粒并 

命名为 pTHCVc(图 2)。重组转移质粒与杆状野病毒 DNA共转染 SD 细胞，经克隆筛选得到 

重组杆状病毒。为了证实重组杆状病毒中确实含有 HCV核蛋 白基因，使用 PCR方法从病毒 

感染后的细胞中扩增核蛋白基因，结果表明重组病毒的基因组含有 HCV核蛋白基因(图 2)。 

2 重组蛋白的表达 

通过蚀斑筛选获得了重组病毒并命名为 BVHCVc。将重组病毒感染的 Sf9细胞经 SDS 

PAGE电泳和免疫印迹试验分析，结果表明由重组病毒感染的 Sf9细胞在分子量约为 20 kD 

处有一特异的蛋白带能被人 HCV阳性血清所识别，而由野病毒感染的 Sf9细胞则无任何反应 

出现。重组蛋白的分子量大小与理论推导值相符(图 3)。为了解重组病毒感染 Sf9细胞后不 

同时间重组蛋白的动态表达，取重组病毒感染后不同时间的细胞进行免疫印迹检测。结果表 

明，重组病毒感染 SD细胞 24 h后重组蛋白开始表达，72 h间达到高峰，此时细胞较完整，随着 

感染的时间增长细胞出现裂解。 

3 重组蛋白的抗原性和免痉原性分析 

为了解由昆虫细胞产生的 HCV核蛋白是否可用于 HCV感染后的检测，我们将重组病毒 

和野病毒感染 72 h的 SD细胞裂解，经粗提后作为抗原包被酶标板，使用 已确认的 HCV 阳性 

血清和正常人血清，通过问接 EIA对重组蛋白的抗原性作了分析。结果表明，重组病毒感染 

的细胞裂解物与 HCV阳性和阴性血清反应的比值高于野病毒感染的细胞裂解物(表 1)。重 

组蛋白在 EIA中能被人 HCV 阳性抗体所识别。 
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94l6 

躅 l 重组杆状病毒 BVI-ICVc的构建 

Fig I Constrt~ ion of reeombirmnt baculc~ims BVHCVv 

寰 I 重组 HCV誊番白与人 HCV阳性■清的 EIA实验 

为了分析重组 

核蛋 白是否能作为 

抗原而诱导特异抗 

体的产生，我们将 

重组病毒和野病毒 

感染的 Sf9细胞冻 

融后免疫小鼠。用 

已知含有核蛋白的 

HCV EIA 检 测试 

剂测定小鼠血清中 

特异性抗体。结果 

表明由重组病毒感 

染细胞免疫血清随 

着稀释度提高 OD 

值下 降，表 现出 良 

好的线性关 系，而 

野病毒感染细胞免 

疫血清 则不 明显。 

说 明此重组核蛋 白 

诱导的特异抗体能 

被试剂盒 中的 CII 

抗 原(大肠杆菌表 

达的 c区部分基因 

产物) ’ 所识别(表 

2)。 

Table1 EIA reactM ty。f ∞  瑚 t}研 cxme pmcdnwith human }研 p~ tive serum 

★野病毒盛巢的Sf9细胞裂解物。AeMNPVmieeteclS[9 cellI伸 证． 

#重组病毒盛巢的 S[9细胞裂解物。BVHCV~infected S／9 cell lysat E_ 

§在 492ran的光吸收值。Value ofoptlcd de~ity at 492一  

@ 
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图 2 重组转穆质粒的酶切分析和重组杆状病毒 HCV棱蛋白基固的 PCR分析 

Fig 2 Enzymes digestion~alysis of recombinant t㈤ fer —  and PCR aⅡatysis of HCV ⋯ protein g眄】e hⅨn recombl- 

nant baculovlrus 

P卸eI(A)：L丑ne1，marker(中x174DNA／He．ae田)；L棚 e 2．HCV∞ proteing廿-e amplifiedfrom HCVpositive htrman sen皿 

by PCR；Lane 3，HCV ∞哩 protein g盯 digested with Ch I zyT眦  

Panel(B)：Lane1柚d 2，mark~ (kDNA／／~mdⅢ，~X174DNA／I-beⅢ )；Lane 3，rec~ binam tra~[er 簦Ⅱ ；L舯 e 4。 

o。m naI-t uans[er pla~．4raJd dlge~ted with Barn HI曲 帅 e；I埘坤 5．rex：c~ Ikqllt trans／~ pla~fid die．tedwith Born  

HI and Pst1即 帅  ． 

Panel(c)：Lane1，markedCX174DNA／HaaeⅢ)．Lane 2。Sf9 cellsinfected with wildtype v_岫 ，Lane 3．Sf9 cellsinfected 

with BVHCvc 

从表 1和表 2可以 

看出，重组病 毒在 昆虫 

细胞 Sf9细胞所表达的 

重组蛋白具有与天然蛋 

白相似的抗原性和免疫 

原性 。 

讨 论 

HCV 核 心 蛋 白 对 

于丙型肝炎临床诊断有 

很高的应用价值．特别 

表 2 重组接蛋白小置免疫血清的窝定 

T k 2 E1A reac6vlty ofmome a _皿 一  edwith reevmblmant core protein 

D；l血 BVHCVc‘AcMNPV ．P／N 

★野病毒感染的 SD细胞。Sf9 cdls inle~ed with AcMNPV 

#重组病毒感染的 Sf9细胞。sf9 cells infected with BVHCVc 

§在 492nm的光暇收值。Value optical de*mity at 492]1111． 

是对早期诊断 。因此国内外有关核心蛋白的表达和研究的报道很多，但大多采用大肠杆菌 

或哺乳细胞作为表达系统。杆状病毒表达系统是 目前得到广泛使甩的表达系统之一．它具有 

表达外源蛋白的效率高、安全、操作简便 、能糖基化、费用低等优点。我们从中国的 HCV阳性 

人血清中克隆出核心蛋白区的基 因．构建重组杆状病毒，在 昆虫细胞 中表达 HCV 的核心蛋 

白。不同的表达系统所表达的 HCV核心蛋白在 电泳迁移率上有所不同，范围在 20～22 kD． 
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圉 ， 重 组 HCV桩蛋 白的 电蘸和 免接印 逄分析 

Fig3 Analysisol re~omhlnam Hcv cote by SDS—PAGE andWesternNot 

pane](A)；SDS—PAGE e1．辨 cellsi~／ectedwithBVHCVc；L肌e2．S#9 ceilsjn|刚 wi th 

AcM NPV'；L蛐e，．Marker 

Panel(B)：West~ belt．Lane 1，SI9 ceils infected with BVHCVc；【m e 2．SD cells infe~ted with 

A~MNPV；Lane 3．Marker(pr~st．ained pnH n molecular wdght standards，GIBCO 

BRL) 

我们的表达产物为 20Id3。此重组 HCV的核心蛋白在变性(ws)和非变性(EIA)的条件下， 

都能被 HCV阳性血清所识别。由于在试验中使用的是未经提纯细胞裂解物，且尚未能对其 

表达量作出评价，但无论是用其作为抗原还是免疫原，从试验结果看与对照组都有明显的区 

别，说明由此重组病毒感染昆虫细胞所产生的重组核心蛋白具有抗原活性和免疫原活性。 目 

前大部分 HCV诊断试剂的抗原来源是台成肽或大腑杆菌表达重组蛋白。合成肽抗原由于缺 

乏蛋白的天然构形而影响其敏感性，大肠杆菌表达重组蛋白需高度提纯以保证其特异性。由 

于重组杆状病毒是非人源性病毒，昆虫细胞又远离脊椎动物属，故与人源少有交叉反应。从免 

疫印染结果看，未经提纯的感染细胞与血清反应其出现一条特异性区带，因此是一个良好的抗 

原来源系统。这一重组蛋白的表达量及提纯后抗原的免疫学评价正在进行中。 

参 考 文 献 

1 ChooO．L．W e／net L K．O,,ed,yl R f l~lation of a eDNA clone derivedfrom aMoodhe rn r㈣ A nDⅡ一B viral hep~th is 

ge*~me．Sc~ence．t9g9．244：259 

2 ChooQL．RichnmnKH，l-hn JH al Genetic啦 n皿 Ii帅 of diversity 0|the hep~tltlsC virus ProcNadAcidSciUSA, 

l991．88：3451—3455 

3 毕胜利．白宪鹤．刘崇柏等 我目丙型肝毙病毒诃北株基因纽的克睦及 eDNA垒序列的测定与分析 中华实验和临床病毒 

学杂 志．1992．6：425 

4 Takami~waA．MoriC．Fake S df ．~．-rllettire 8 iorganizatiooofthe hepatitisC virus gencanei~Natedfrom hⅧTzan衄 r J 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第4期 项金忠等：HCV 心蛋白在昆虫细胞中的表达及其免疫学特性的初步评价 331 

vid ．1991．65：1105 

lhrada s，Wa~ SeY．Express．ond P工oc 一  哪  hepatitisC e廿s m删 r咖 cells JV ，】991，65：3015 

Luekow VA．Reomnbinm~DNA咄 咖b盯 却d。P曲cat_啪 M 口 咖 ．1师 ．卯 

程达荣，纪鞭韬．于鲁等．三种重组抗原检蔫抗丙型肝曼病毒抗体诊断竹售的比较．中华硅生物学和免痤学杂春，1993，13 

(2)，97 

Chiba】．0bbaH，M~ uum Y d ．&∞ 凼曙rl0由 0f hepatitisC virasinfectionwithanHCV COle pr0t口nm ecI- r pI 

nan1 ba m n PI眦 N Acad USA，1991，88：4641～4645 

Expression of HCV Core Protein in Insect Cells and Evaluation 

0f Its Immunological properties 

Xiang Jind~ Gl∞ Liang ZIlang PeMei 

(National Vaccine and Serum Institute，BeOing 100024) 

The full—length cDNA coding HCV core protein was isolated from human HCV positive 

serum bv RT-PCR and inserted into baculoviros transfer vector．Sf9 insect cells were co-transfect— 

ed with the recombinant transfer vector plasmid and wild type baculovirus DNA．T1le rec~mbi— 

nant baculoviruses oontai【Iing gene ol HCV oDre protein were obtained by plaque screening．Tbe 

recombinant HCV core proteins(20 kD)were expressed by SD cells infected with recombinant 

viruses．WesteITI blot and EIA wgealed that the recombinant proteins cab be rea)gn捌 by human 

HCV positive s盯a．and the recombinant protein can elicited specific an ti—HCV an tibody in ani— 

mals 

Key words HCV。Core protein，Baculovirus，Insect cells 
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