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摘 要 用PCR法获得了HBsAg preS1(1—65)肽段基因，将该基因融合在肿瘤坏死因子(hTNF 

q)之后，插入表达载体PSB一92中，使融合基因的5 端直接置于大肠肝苗 P，启动子下游．采用3o 

℃培养．42℃诱导，获得了TNF与 pveS1(1—65)融合蛋白的表达产物。SDS—PAGE电泳显示表 

达产物为25 kD．约占细菌总蛋白的 35％ 表达产物经 Western blot验证．能分别特异地与hTNF a 

抗体与preSl抗体结合．稀释复性后．该融合蛋白还具有 TNF的生理功能(对1．-929细臆的细胞毒 

活性)。经 DNA序列测定．preSl(1—65)肽基因正确地融合在 hTNF n基因之后。该结果提供了 
一 种制备 preS1的新方法．为进～步开展治疗肝猫和己肝的导向药物打下基础。 

关键词 互噩瘟鸯摩亘塾 ，preSl(1—65)基因．△墅堕 垦里王． 盒 ，表达 

众所周知，乙肝表面抗原(／-IBshg)是乙型肝炎病毒(HBV)Pb膜蛋白，由HBV基因组的s 

开放阅读框架(S-ORF)所编码⋯。I-m~Ag含有大、中、小 3种分子形式蛋白质，这些蛋白质 C 

端具有相同的序列l』 。其中小分子蛋白(sHBs)即主要蛋白由226个氨基酸组成，中蛋白是 

在主蛋白N端加上 s5个氨基酸的 preS2区，大分子蛋白(LFms)则根据病毒亚型的不同在中 

蛋白的N端前面再加上由108或 119个氨基酸组成的 preS1区．这三种蛋白都存在糖基化和 

非糖基化的形式。L．n{ 和 Pontisso 等实验结果表明．LHBsAg的 preS1区参与病毒与肝细 

胞膜的结合．Petit 等指出 preS1(21—47)肽段是病毒与古有肝细胞受体的肝细胞瘤细胞 

HepG2的结合位点，但也可能还有 preS1(u 一14)肽段。Rhyum[”等认为．HBV adr亚型 

preS1(1—56)肽含有 B细胞和 T细胞抗原决定簇．preS1蛋白含有许多免疫原性 比s蛋白更 

强的T细胞和B细胞表位l8 J，preS1特异性的细胞免疫可以帮助克服某些个体对s蛋白的免 

疫无反应状态，或同时对 S蛋白和 preS2蛋白的双重无反应状态_9j。实验还证明，化学合成的 

preS1(12—47)肽段接种黑猩猩后，能使黑猩猩对 HBV攻击获得良好保护_l ，因而有人提出 

基因工程疫苗也应带有 preS1蛋白， 期获得对 H／3V比较全面均衡的免疫效果_l“。还有人 

报道，preS1抗原的出现与病毒的复制水平密切相关“ ，而且乙肝病毒表面抗原上的 preS1表 

位只有在病毒完全消除之后才会消失，从而可以用作指示病毒复制剂量 及预后和评价治疗 

效果的检验指标 。为此，汪垣等人采用化学合成的 preS1(20—47)肽段“ ．Sidorkieovicz[“ 

等则采用与 口半乳糖苷酶(450aa)融台表达得到的 preS1(20～49)四串联肽段建立了 preS1的 

收穑日期：1997—12—31 修回日期：1998—03～12 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 13卷 

抗原一抗体检验试剂盒。 

为了研究preS1多肽与肝细胞受体的相互作用，分离和鉴定 HBV细胞受体．深入了解 

HBV感染肝细胞的机制，并建立更为有效的 preS1抗原一抗体检测系统，选用这含有 B细胞和 

T细胞抗原决定簇和与肝细胞结合的全部位点在内的肽段，可能是更为合适的。也就是说，这 

个肽段应包括preSIN端的56肽序列。考虑到preS1多肽在大肠杆菌中的表达较难，一般多 

采用将 preS1基因与高表达的蛋白进行融合表达的方法_】 ，我们则根据过去在表达降钙素 

基因相关肽(CGRP)时所建立的与人肿瘤坏死因子 hTNF 进行融合表达的方法 ” 。将 

preS1(1—65)肽段基因融合在hTNF n基因之后，构建成功 TpreS1融合基因。然后插入表达 

载体 pSB一92中，使融合基因的 5 端直接置于大肠肝菌P 启动子下游，成功地实现 hTNF 与 

preS1(1～65)蛋白的融合表达。融合蛋白的表达量达到细菌总蛋白的 35％以上。 

材料和方法 

1 材料 

1 1 菌种与质粒 古 HBV adrl基因的质粒 由中国科学院典型培养物保藏委员会基因库提供．克隆质粒 

pUCI9、表达质粒 pSB一92，大肠杆菌 YK537、I)H5 n和含 hTNF n基因的pTK均为本室构建或保存。 

1 2 醣类 T4DNA连接醣，限制性内切醣均购自Pmmega公司，TaqDNA Pdymrease购自华美公司。 

1 3 主要试剂 DNA合成成套试剂为CPG公司产品，鼠抗 preS1抗体(滴度为 1：10 )为中科院生化所张祖 

传教授惠赠，鼠抗 hTNF口抗体(滴度 为1：10 )为第四军医大学免疫教研室金伯泉教授惠赠．羊抗鼠 l G—HRP 

(辣根过氧化物醣)购自华美公司，标准分子量蛋白质为上海生化所东风生化试剂厂产品。其它试剂为国产分 

析纯。 

2 方法 

2 1 一般方法 质粒 DNA的小量制备、酶切、连接、感受态细胞处理、质粒 DNA的转化和转化子的筛选以 

及DNA片段的回收。SDS-PAGE电袜，Westem-blot均按文献 进行。 

2 2 weSI(1—65)肽基因的获得 根据 HBV adr亚型基因的核苷酸顺序，设计两个 pCR引物，其中 P1位于 

5 端并带有 XhoI酶切位点，P2互补于 preSl(1—65)肚段 C末端氨基酸相应的基因序列，并古有终止密码子 

及 BamHI醣切位 。PCR反应以古 HBV adr1基因的质粒 DNA为模板，反应体积为 100 含有 100 pmol／ 

L的引物 P1和 P2，l0 L 10×Taq DNA聚合酶缓j巾液，200 pmol／L dNTP，反应于 PCR 自动反应仪(Ther． 

mo]yne公司产品)，按反应程序自动反应30个循环，94℃ 30 s，50℃ 40 s．72．℃ 40 s．最后于 72℃保温 10rain， 

反应产物经氯仿抽提，乙醇沉淀、备用。P1，P2 }物顺序见表 1。 

哀 I ；『袖序列 

n  e 1 The s ∞ce af primers 
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2，3 PeR法改造肿瘤坏死因子(hTNF a)基因 TNF基因 5 端和 3 端分别为 EcoRI和 BamHI识别位点 

并有 自己的终止密码子 TAA．为了使 preSl(1 65)肽正确融台在 hTNF a基因之后，必须消除 hTNF a基因 

的终止密码子及改变 hTNF 3 端的 BamHI识别位点，以便和 preS1(1—65)肽的 5 端 XhoI位点相符．为 

此 我们设计了PeR突变引物 P4改造 hTNF a的 3 端，该引物引进 了 Xho I识别序列，同时消除了 hTNF 

基因3 端的 BamHI酶切位点和终止密码子 TAA．5 端设计的引物 P3含有EcoRI识别位点，在上述 PeR仪 

上按以下程序反应 30个循环．94℃ 40 s，52℃ 50 s 72℃ 70 s，最后于 72℃保温 10min，PCR反应产物经氯仿 

抽提，乙醇沉淀、备用。P3、P4引物序列见表 1。 

2 4 改造后的 hTNF n基因和 preS1(1—65)肽融合基因(简称 TpreS1)表达载体(pSB-TpreS1)的掏建 分别 

用 EeoRI／XhoI和 XhoI／BamHI处理 TNF基因和 preS1(1—65)肽基因的 PeR产物，同时用 gcoRI／ 

BamHI消化表达载体 pSB．92，酶切回收后．一起在 4℃连接过夜，转化大肠杆菌 YK537，酶切鉴定转化子 将 

含融合基因的转化子用于表达。 

2 5 外源基因在大肠杆菌中的表达 含有重组质粒(pSB-TpreS1)的太肠杆菌 YK537于 30℃活化过夜后， 

按 1：100转接入 2YT，30℃培养至对数生长期．迅速转入 42℃诱导 4～6 h，5000 r／min 3min，收集菌体备用。 

2 6 DNA序列的测定 由中科院植物生理所 DNA序列中心完成 

2 7 融合蛋白的 hTNF n活性检谢 96孔板每孔接 1×10 ～4×104 L-929细胞培养过夜 ，加入不同稀释度 

的重组融台蛋白样品及放线菌素 D(终浓度为 1 g／ml )．继续孵育培养 l6—24 h后观察．以糸伤 50％L．929 

细胞的稀释度为 1个活性单位 

结 果 

1 PCR法获得preS1{l一65)肽基因 

以含 HBV adr基因序列的质粒DNA为模板，用 P1、P2寡核苷酸引物，扩增 preSl(1—65) 

肽基因，产物经 8％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴别，如图 1所示，两次 PCR产物条带均在分 

子量标准 267～174之间，其大小与预计片段大小相符合。 

图 1 PCR扩增所得的 preSl(1—65)基因产物的聚丙烯凝睦电妹结果 

l和2 PCR产物；3核酸分子量标准(7型)。 

F 1 PAGE PCR amplilqed gene fragraent preS1(1 65) 

l and 2 PCR pmduc~；3 moleeulsr weight markersⅦ 

2 preS1(1—65)和 hTNF a融合基因的构建及其在大肠杆菌中的表达 

2．1 hTNF a基因的改造 

以含 hTNF a基因的质粒为模板，用 P3、P4寡核苷酸引物，通过 PCR方法改造 hTNF a基 

因，使改造后的 hTNF a基因不含有终止密码子，并在 5 端带有 EcoR I识别序列．3 端带有 

XhoI识别序列，PCR产物经8％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴别．如图2所示．PCR产物在 

458 bp条带附近，其大小与预计片段大小相符合。 
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2 3 hTNF q和 preS1(1—65)肽融合基因的表达 

将重组质粒 psB—T preS1转化大肠杆菌 YK537，30℃培养．42℃诱导，离心、收集菌体，悬 

于 SDS-PAGE样品缓冲液中，沸水中煮5rain，进行 SDS-PAGE电泳，用考马期亮蓝染色．结果 

见图5。菌体经42℃热诱导后．出现25 kD大小的表达蛋白条带；不经热诱导的菌体中，无此 

条带。诱导产生的条带与 bTNF。preS1(1—65)融合蛋自分子量25kD相符。蛋白电泳凝胶 

经激光灰度扫描，表达量占菌体总蛋白的 35％。超声波破菌体、离心后上清和沉淀分别进行 

SDS-PAGE分析，表达产物位于不溶部分，沉淀中的表达产物在 Tris．HCI缓冲液中不溶懈．表 

明表达的产物以包涵体形式存在，这有利于产物的分离纯化。 

2．4 融合蛋白的Western—blot分析 

将 SDS—PAGE胶分别电转于 2张硝酸纤维索膜上，转移后的硝酸纤维素膜分别用 hTNF 

a 单抗及抗 preS1的单抗进行 Western-blot分析，结果只有融合蛋白的条带显阳性，见图6 证 
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ATGGTAAAAT( AGCT( CGCACTCCATCTGACAAACCAGrrGCTClATGTT 

G兀’GCTAAC(CACAG0CTGAAOGTC_AGCr．GCAA1bGCr．GAAC∞ TCCIT0CT 

AAC0CTCr．GCIG0CTAACGGTG丌 GAACr．G0GTGACAACCAGCrTG1．GGTA 

CO3T( GAAGGTcrG11ACC-I．GA1℃11AC110CCAGG兀’C丌’T1℃AAAGGTCAG 

(酊 r1’GCCCAT( ACACACGT丁CTGC1'rA0CCACACT L1℃T(-rCGT L1TG( 

GTTTCCTACCAGACT AGrrAACCr．GCr．G rGCG ArT℃AAA r(]CG阳 C 

CAGoGTGAAAoC(℃AGAAGGTGCTGAAGCTAAA(℃A1bGTlATGAA( G T 

TACC1'rG(汀G(汀 GTTTICCAACr．GGAGAAGG(汀GACo31’Cr．G1℃T0CTGAA 

ATCAACCGT(]CAGACTACc1'rGACTICGCTGAATCTG(汀 CAGGTA1’ACT1℃ 

GGT L1TATCC~TCTGCTCGAGA1’GGGAGGTT∞ T( T(℃ AAACCT( ACAA 

GGCAm OGGACGM TC1'r T( G丌 CCCAAT0 CI1GGGAT1℃邢  O0CGAT 

CACCAGn℃ GACCCTGCG丁rCGGAGCCAAC1℃AAACAAT(℃AGAT1．GGGAC 

TO?AACCCCAACAAGGATCACTGGccAGAGGCAAATCAGGTAGGAG∞ GGA 

( 册 60，』(r一， 尼 

囤 4 hTNF a-preS1(1—65)融音基因的 DNA序列分析 

F 4 日nEIy i日 TpreS1 fused ne 

枷  

2∞  
000 

O∞  
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囝5 融合表达蛋白的 SDS-PAGE图谱分析 囝 6 部分纯化的 T PreSl融音蛋白 SDS-PAGE分析和 

1和2．表迭的融合蛋白；3阴性对照； W~tern blot结果 

4．蛋白分子量标准 i蛋自分子量标准；2．阴性对照；3和4．表达的融合蛋白 

Fig 5 SDS-PAGE姐alys fus．。n p州Ein 5 Western‘hlot(用 hTNF a单抗) 

l̈ d 2 pSB-TP~S1／YK537； 6 Western blot(片j preSl单抗)。 

3 Ne朗 tire control：4 prot⋯i er F 6 SDS PAGE and W estern blot of p~rtlally 

purified fu on protein T PreSI 

1 Proteinmolecularwei曲【~rkerl 

2．Negative control 3 and 4 fused promin； 

5．Western—blot(with曲tI hTNF d McAb)； 

6 Western ublot(with anti preSl MeAb) 

明表达产物确为 hTNF preS1(1—65)融合蛋白。 

2 5 融合蛋白的TNF活性测定 

将纯化的 100毫克包涵体溶解于 5毫升含8mol／L尿素的 Tris-HCl(pH8，0)buffer中．加 

入等体积的50 mmol／L Trls-HCl(pH8 0)．使尿素浓度为4 mol／L．用50 mmol／L Tris．HC|(pH 

8．0)稀释 1O倍，透析复性，经活性测定粗纯化的融合蛋白的 TNF细胞毒比活性为 2×10 

U／mg。 
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讨 论 

乙型肝炎是一种世界性的疾病，我国是高流行区，约有 50％～70％的人群受过 HBV感 

染，有 8％～10％的人群为乙肝(H13sAg)携带者，而H13V的 preSl区具有重要的生物学特性和 

诊断用途  ̈，尤其是对于研究和阐明乙肝病毒感染的机制有着十分重要的理论和现实意义， 

这也是我们选择 H13V的 preSl区进行大量表达的原因。大肠杆菌表达是 目前基因工程中应 

用最广泛的一种表达系统．因为它能大量安全地生产蛋白，价格低廉，纯化也比较简单。由于 

preSl_为小分子量的多肽，一个十分可行的方法就是融合表达 由本文报道的 hTNF 与 

preSl的融合表达系统具有以下的几个优点：(1)当单独表达 hTNF a时，表达量可以达到菌 

体总蛋白的60--80％，这样可以预期融合蛋白也可能实现高的表达；(2)hTNF a只含有 157 

个氨基酸．分子量不大，因而在融合蛋白中所占的比重相对于一些大的融合蛋白来说．也会小 
一

些；(3)它不含有甲硫氨酸，因而融合蛋白经溴化氢化学降解后，很容易从降解产物中分离 

纯化得到其产物 preS1(1—65)。此外，该融合蛋白 炷后也可能具有 hTNF a的活性．因而表 

达的融合蛋白不仅可以用已有的抗hTNF a单抗试剂盒进行检测，还可通过 hTNF a的活性来 

进行检测，进而可以间接证明所融合的驮也可能是有活性的。我们实验室曾经成功地进行 

hTNF a与降钙索相关肽(CGRP)的融合表达lJ ，这次我们又尝试 preS1与 hTNF a的融合表 

达，结果又获得了成功。表达产率达到35％以上。包涵体产物经8 mol／L尿索溶解，稀释复性 

后，经 Western blot分析，它对 preS1抗体和 hTNF a抗体检测均为阳性．表明融合蛋白具有 

preSl的抗原性，可作为一种有用的抗原试剂用于乙肝病人的血清学诊断．并很有可能发展成 

为兼具佐剂活性的免疫原性多肽。此外．复性后的融合蛋白仍然保持 hTNF a的细胞毒活性， 

其粗产物对 L一929细胞的细胞毒比活达到2×10 u／mg．可以推断复性蛋白中所融合的 preSl 

肽段可能具有天然的构象，从而可以直接用于 preSl与受体的结合研究。本文报道的 preS1 

与 hTNF a融合表达的成功，提供一条制备preSl多肷的新方法．对于我们研究它与肝细胞受 

体之间的相互作用，并分离和阐明H13V细胞受体提供了条件。结果还提示有可能利用 preSl 

多肷嗜肝的特性和 hTNF a的抗肿瘤活性．进一步开展治疗肝癌和乙肝的导向药物研究。 

致谢 本论文的完成得到上海医科大学分子病毒室袁正宏老师给予的热情关心和帮助．在此 

谨致衷心感谢。 
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Fused Expression of Hepatitis B Virus preSl 

Gene in Escherichia colt 

Chen 13o Liu Hut Ren Hongyu Shu Chengzhi Chen Changqing‘ 

(Shanghai Research Center of Biotechnology．Chinese Academy of Sciences．Shangha 200233) 

(Department of Biochemis~ ．4th Military Medical University，Xi．口 710032) 

Abstract The gene encoding the N，termina1 1—65 amino adds of preS1 was amplified bv PCR 

and fused to the 3 end of hTNF 0t gene to form a hTNF a-preS1 fused gene which was directly 

inserted into the expression vector pSB，92 between EcoR I and BarnH I sites and under the con． 

trol of Pt promoter．The fused hTNFⅡ'preS1(1—65)gene can be expressed in E．coli by tern- 

perature induction The expression 1evel was up to more than 35％ and expressed fussion protein 

was sbown by a major band with a expected molecular weight aboHI 25 kD on SDS—PAGE，and al， 

so conftrm ed by W estern blot analysis with an ti—hTNFa monoclonal antibody and anti—preS1 mon， 

odonal antibody．After renaturatlon．the fused protien displayed the hTNFd biological activity． 

The preS1(1—65)gene is found to be accurately fused to hTNFa by sequence analysis． 

Key words HB~Ag preS1(1—65)gene．hTNF，Fusion protein．Expression 
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