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乙型肝炎病毒e抗原基因与绿色荧光蛋白基因 

的融合及其表达。 

．岳莉莉 齐义鹂” 邓岩卉 吕利群 
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一  

量 翼 质粒ps 65T吉有I"7启动子驱动的绿色荧光蛋白突变疆窖fps 65T基因．’经肇谛j旨．在其 

中插入乙疆肝炎病毒 e抗晨《(}ⅡkA窖)基因，使两基因同框成为融台基因。鞋犬麓轩曹 BL2I中由 

于T7启动子坤控制．高效表达了具有双功能(抗晨《性和_发光性)的矗夸蓝白(_GFP一卸 A窖)。融 

合蛋白Mw为52 凸且，N蜡有6个组氨馥残基．因而用Ni金属羹合屠柝柱对矗音蕾白进 了分离 

纯化。利用诊断 I-IBV的ELISA试剂盘捡铡了矗合蛋白的抗愿性，在荧光垦徽舞下惩褰班了矗音蕺 

近年来，随着乙蛩肝炎病毒(Heptit B Virus，}{I}v)分子 物学 零速发尽．_尤其悬}肝炎 
病毒抗原基因克隆的成功．对}珥 病原学及血清学的检测工作起 了极大 健进俸角。但 

由于胃前常用的检撼试刺存在工柞量大，操作：|I杂 条饩难于控制。 
缺点，因此建立一种既能在人群中开展普查以检澍肝炎病毒携带者 

管等 
的血清 

流行病学方法，具有重要的现实意义。}玎kAg阳性一般表示病毒在体内复制，传染性强，因 

此． 抗 卸Be系统是检测乙型肝炎的重要指标。我们巳将丙型肝炎瘸毒(Hepatitis C 

Virus，HCV)的核心抗原与绿苞荧光蛋白(G№南n∞瑚蚰t n．G即 基因水平上进行了 

融合与表达；由基因工程酋生产的融合蛋白既具有HCV核心蛋白的抗原性，又具有绿色荧光 

蛋白的发光性．盛示了建立一 新的快速免疫谚断新技术的可能性‘q ·为了进一步提高用 

GF-P标记抗原的灵敏度 建立l易手橱}准化的试卿 ：我幻敛用荧光更强的GF ’突变律作为标 

记分子．它是曲群生型 GFP第。 位丝氮馥定点突变成苏氮睦(65 lf，而 得 孵豫为 

gfps 65T,其蕞_失激芳}波长宙廉束的3如 m 增加至 4匍_恤 最大发射渡长(5o6 tH| 娃的麓光 

强度提高了6倍嘲，这样不仅更有利于阳荧光显截幢观寨，且在自然光源下即可宽劐强烈的绿 

色荧光。因此，我们将FIBeAg!基茵与gfpS 6sT突变型基因嵌舍，在大脑杆曾中高 衷选了带 

有等分子绿色荧光蟹白 记l的己鼾e抗原．并对其进行了分离和纯化。作 为双功能蛋由，我们 

检溯了其抗原性和荧光性，为乙鼾的快速诊断开辟了新的途径。 ‘ ‘’ 
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材料与方法 

l 实 村l羁 

1 1 质粒和蕾株 ’ ： 

携带有突变型gtps O$T基因的质拉ps 65T由美国加州大学的 Teien博士赠进呤 i 6He厩粒为本室所 

保存．它是将 g基因的PCR扩增片段定向克隆在~EM3Zf(一)的EcoRI—BamHI位点上椅堪而藏 在 

PCR片段两徊粤l物中分别设计有EcoR[和BamHI位点，即上游引物： TTTGAATTCATG 1901—1920m 3 ， 

下辩引物：5 CCCGGATCCCTA2348～2329nt 3 。 

宿主细胞为大脑杆葛BL21(DE3)菌椿。其基医皱上整合有噬菌体 r，的RNA蕞合酶基医，产生的 RNA 

聚合酶能识别T7启动子．固此．凡是古有17噬菌体启动子的表达载体在该曹株中均可被高技转录。 

1．2 酶、试剂及溶液 

各种酶和化学试剂主要购自干 Pro~ega G[BCO BRL Life Technologies、华美、原平等公司。NiSO~I及金属 

螯合层析柱为 Invitrogen公司产品。用于分离纯化融合蛋白的蹿藏包括： 

溶液 A：6mol／L盐酸脏．0 lmol，LN P()‘．0 0lmd／LTrh．用 NeOH调 pH至 8．0。 

溶液 B：8md／L尿素．0．1mol／LNa PQ‘．0．1 raol／L"Iris。用 Na0H调 pH至 8 0。 

溶液C、D、E的成份同溶液B。但用 HC[分别将pH值调至pH6．3、pH5．9、pH 4．5。 

溶液 F：6md／L盐酸瓢，0．2md／L冰麓酸。 j 

血清标本l采自武汉市 HBV感染者，测定HBe抗原酶标诊所试剂盘购于卫生部武汉生物制品研究所。 

2 宴验方法 

2．1 DNA的制备及分子克隆 

质粒 DNA的制备和l鞘化按常规方法进行，片段回收采用 DE一81膜法．DNA的连接、转化均按分子克隆 

手册操作．在氨苄平板上筛选重组质粒，小量提取质粒 DNA后舅切鉴定。 

2．2 重组质粒的转化与蜂选 

将克隆有融合基因g s 65T—HBe的表达氯体 pS 65TP—He转化 E．m BL21，提取质粒 DNA酶切鉴 

定阳性重组体。表达载体上融台基因在 T7噬菌体启莉子趋动下可在大髓杆菌中表达 GFP一卸 Ag融合蛋 

白。进一步用 }珏 抗 HBe试剂盘。以EL[SA程序检测融合蛋白的抗原性，筛选阳性工程茁。 

2．3 融合蛋白的分离、纯化 

质粒 ps 65T的亲奉表达载体是 sETI其上有T7噬菌体启动子控制的起始密码ATG和6个组氨酸 

(H )密码．经克隆后可表选 N靖有6 His的融台蛋白。Iris和金属 N{有报强的亲和瞻力。因此可用螯合树 

脂通过金属亲和层析柱有效一步纯诧廉达产物 

将活化过夜的工程菌按 1：50稀释后室温培养OD值≈O．4+加 IPTG诱导5 h后室韫或4℃放置1 d；收获 

菌体经冻融后，将细菌番浮于溶液 A中。于室蔼搅拌 1 h；离心取上清加入到已平衡过的 Ni—NTA屠析柱中； 

分别用溶液A和溶液 B平衡．直至 Bo<0．01；l拣后分别用20mL的溶液 C、D、E、F洗脱。将得到的C、D、E 

洗脱藏分别对PBS透析2d。浓缩后待用。 

2．4 sns—PAG电泳及 ELISA控测 

用 12％SDS—PAG进行电濂厦ELISA试剂，分折纯化前的融合蛋白及柱层析纯化的产糟。 

结 果 

1．寰达麓体 1~6$TP-lie的构建 

质粒pS 65T上由T7窟动子控制的gfpS65T基因含有完整编码区共732 且5 端带 

有E∞lR I位点和起始密码ATG，3 末端带有2个终止密码≮t舢 Â )机B|哑H互位点，为了 
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段．即构建成表达载体 ps65 rP He．构建过程 图1。 

F_喔．1 

、 

l r I! ： j l ·· 

表达载蚌中柏 疆白埽．65TP一 l 聋晗基因雄擂在"l臻酋俸熏寅魂矛下聱。--将它鞲牡大脑 
杆菌BL21后提取pS65TPHeDNA,用B~mal充分消化．可释放出一个1．15kb的含有gfps 

65T一船e融合基因，’若用Ec0RI／Hindm双酶消化．喇应释薮出0．7kb的gfps65T基固和 
0．45 kb的88eAg~Ig，酶切后的琼脂糖凝胶电泳图谱与推论的罐果完盘- q院(鹭谱米蠢示》。 

2 阳性工爱膏糠晦蕾遗 ． 。 
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基因在 1-7噬菌体强启动子趋动下。经 IFFG诱导，应毙表达 GFP—HBe融合蛋白，离心收集 

菌体沉淀．用4~ol／L裂解并反复冻融．村备菌体裂解潦，1：50稀释后滴加于I'IB~b单克隆抗 

体包被的ELISA微孔板内，分 Ⅱ以阳性血清和正常血清为阻性和秘性对照．按操作程序进行 

加样、显色。被检测的10个菌落均显示了程度不等的阳性反应。基中以1、2号为强阳性。证． 

明这些菌株能表选具有 }丑Be抗原性的融合蛋白。 

3 双功瞳矗合蛋白的囊迭和电泳 

选择 1号、2号工程菌作进一步的详细研究。分别两不同的苗体密度、不同的生长温度和 

时间测定融合蛋白的表达水平．结果表明活化状态好的菌株经 1：50稀释后予室温 2 h就遮到 

对数生长期。苗体密度OD值 O．4，IPTG诱荨 h的表达薰为量优，竹℃培养时．融合蛋白的 

表达水平最高．但在 30‘左右培养及 4℃放置 1～2 d后产生的绿色荧光最为明显。将融合蛋 

白的粗提液及分离纯化后的洗脱液分别上样到 12％SDS—PAGE：中．20mA稳流电泳 4h，经 

考马斯亮兰染色后可见 GFP—HBe融台蛋白的 52 kDa(32+20kDa)的染色带出现(图 2A)，c、 

D洗脱液有两条带(48kDa和52k．Da)。可能是表达产物被宿主蛋1白酶降解自q结果．以捷脱液D 

的纯化效果较好(图2B)。 ’ 

囤2 双功能融合蛋白纯化前CA)后(B)的 SDS—PAGE分析 

1．亲本质粒 PRSET(对照) 2表选戟体 ps 65TP—He 3．涪藏 C洗脱峰 

4．溶藏 njjB蜕峰 5纯化前样品 6标准置自Mw 

F -2 l bsDS—PAGE丑n oftheh p蚪 西B 

1．parental p1 I：dRSET (eonto1) 2． ~eetoc pS65TP—He  3．Peakdutedw C 

4．Peak elutedwhh~duthm D 5 Sampleh purifiea6on 6．Sumdard protonMw 

4 双功能矗台蛋白的荧光特性 

将表达载体pS65TP—He转化BL21菌株．于4℃下放置 1～2 d，可见表达融合蛋白的菌 

株呈现绿色，其深浅与表达量成正比。涂片置荧光显徽镜下观察．。阳性细菌细胞发射强烈的绿 

r 

尊 一 

J 
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色荧光 而对照蕾赠无荧光。用岛岫 u EF=500翻荧光光度弹澹定萁荧光l光谱 可见融合 

蛋白的最大激发擅长为3 m．最大发射棱长!jl}-5o6 lm；鳍果觅图§ 

s l骰功麓■者鼍启曲捷蠢幢黼  ． ‘ 

在 膜土漓加待揎血清，1％Bs 封闭后将NC膜侵入 1 mg／mL盼融合蛋白抗原晦，37 

℃孵育 30 rain．洗膜后置荧光显擞镜下可见到期性血清点祥斑上融合匠盲裳 出盼擐鬯荧光 

同时我们也用ELISA试剂盒对其荧光和抗原性进行了捡默 琅硬璃鼍 宫鼍裔潦鬣 重 L倍 

比稀释后分剐{膏加在日0Iŝ 礅孔f}t ℃I孵育 h’用撬漾藏充分椎鬃番孔+4 1 m_m．糟1千，在 

荧光置徽镜 可现察到孔底的贽光．说明彀功能融合蛋白 已同包棱在赣矾 上的M羽BeAb 

单克瞻抗体发生丁特昴性的缝合。若每孔再加八 1滴掉根过氯化物静睬记的第一1种单克蠹抗 

体，37℃孵育1 h，挠高j}4蕊 1 min．然后每孔加显色 _A 曼色剂B各小海 37℃l5～20 m 后， 

用目测法观察封了 暇性免疫藏应，进一步证哪我惘表谜的融音蛋自可庸来檀潞待检韭清币的 

HBV抗体。 ． |=。 ． 

图3 衰然]皿功能融音蛋白的蛔 

F ．3 科“噶m曲 (A) E．硎 。曲  

c血t p蛐 皿 (B)ofGFP一珊 e BynL阱B咖 t r嘣 口． 

； 纛磬 

讨 论 
· 一  

我们以pS 65T为亲本质粒 经修饰看得到os 65TP 插入 邗 基因．·构建成表达藏体 

p~STP—He，在大肠扦菌细胞中该表达藏体上韵融和基因：~ STP—HBe在T7启动子驱动 

下高效表达了融合蛋白GFP一 Bêg。融合嚣白的表达永平除与工程曲f台p靖5TP—He)的 

活动状态、菌体密度和诱导时间相关外，不同培养温度对融合要身艘葵举 枣事 滓 喊 
在采验中我{仃发现器用较低的温摩(室湿l培养和放罩较长的对丽(1t 舢覃磊亍形成孥色荧 
光的融合蛋白。这可熊是由于在37．℃培养及菌l体密度较高时．产均较密易形成包擂棒，这种 

产物即使被溶解再复性以后．仍无可见的荧光吸收蜂 ．．。酗m荨n995j例的实醯结果l也表 

。 1 

l _ ．． 。 ， ．． ． ． +． 
一  篮  

I 

越  
． J=0 ll I 
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明，在 E．c 细胞内只有表达可溶性的GFP前蛋白才能正确地折叠，并在有氧环境中至少需 

要4 h通过自身 b和氧化 Gly。五7的N原子与Sex"一65的c原予形成N}e 键再脱氨． 

才能形成共扼的生色基团而发射绿色萤光。 

包涵体内的GFP前蛋白因缺氧不能形成内部的生色基团而投有荧光产生，所以我们在大 

量制备可溶性融合蛋白时，采用250 r／rain播床室温(约 30℃)培养．4℃放置 l d使其绿色荧 

光充分显现，才能得到大量的双功能融合蛋白。 

寻找简便而敏感的检壹血液中乙型肝炎的方法．以降低受血者的肝炎发生率．是临床医生 

和检验人员长期以来渴望解决的问题。用绿色荧光蛋白标记的抗原直接测定血渣中相应的抗 

体显示了诱人的前景。 

实验证明，GFP—HBe双功能融合蛋白既具有 瑚BeA誊的抗原性、又保持了GFP的荧光特 

性。利甩双抗体 ELISA夹心法试剂盒测定了融合蛋白的抗原性．同时在荧光显馓镜下观察了 

由特异抗原抗体反应产生的绿色荧光，显示两种方法具有较好的一致性，揭示用 GFP标记抗 

原检测技术具有较高的员敏度。这种用 GFP作标记物的直接、特异的抗廉抗体反应，避免了 

传统标记技术申需要分离、纯化、化学计量等复杂的过程，避免由于二抗、类风湿因子等所带来 

的非特异性干扰；并可同时检测IgG、IgM等各类抗体。由于反应体系中无游离醇或游离荧光 

染料存在，使本底很低，也提高了特异性。 
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Fusion of HBV e Gene with Green nuorescent Protein Gene and 

Its Expre~ion in E ．coli Cells 

Yue Lili QiⅥpeI1g DengYanhui LuLiqun 

(1mtittue m ，W“kH UaisJer~ ，Wu2m．430072) 

Deng Xiaozhao 

(NanjingInstitgge ofMilitaryMedical＆ 。Na 210002) 

髓e bi—funcdortfusion protein of hepatitisB virus e antigen andmutant gree~fluorescent 

protein was expressed in E．coli BL21 strain．The fusion protein ras separat~ and its anti— 

geneclty WaS determined by ELISA kit for HBe．meanwhih the intensity of its luminescence could 

be observed．The approach in which the antigen tagged by equal molecular GFP allows using 

the bi—function fusion protein to establish a new method for immurmgical diagnosis． 

Key words ngeAg gene，Green fluorescent protein gene．T7 p}lagepr衄 ca Bi-function protein 
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