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摘 要 用 PCR土r增出 HG＼ E1 牡I ．克 进杆状 毒表述载体 p s．rBAcHTa中 悔建成重组 

转班载体 pFasTB c E2，转 比DHI()t~ 夫酾扦茼感受巷 胞．筛选 阳性茁落，}【f1提丈分子质粒 DNA， 

扶得台 HGV E2基闭的重逝 1 莉毒穿檀戴体，转染昆虫草地夜蛾 Sf9细胞，出 圳腿病变 ， 

响重组病毒颗粒的培荠 i 涪．m{ 感染草地夜蛾 S[9单层细胞及甜菜夜蛾幼虫，分别收集 s 

细胞和甜柴夜蛾毫1j虫休内曲血淋 缸m，进行 1 2％sD 聚丙烯酰胺凝胶 屯诛．可 见表达 融 舍董 

J带，经亲和鹾析进行蚩白纯 化．爿】F【 [SA 法硷测备娄吼清标本，初步研 毫HGVE2耩篮．j一 抗 

性 

关键词 压型 耋堕量，色麒帮 E2 当盥巳此兰!盐矗 查一 
， 。—— —— —’。 。’ ’-● 一  

近年哭发现的康型肝炎病毒(HGV)属黄病毒科成员之一，其包膜糖蛋白 E2舍专，。生 

和抗体的抗原表位．HGV感染看出现 艘 抗体往往伴随着病毒血症的消失．是疾病 复譬重 

要标志 。HGV E2抗体的检测可 动态地反映 HGV感染者的病情发展及转归 所以获取 

高活蝗的 IIGV E2蛋 白，在研究 HGV 表位、致病枧理以及 制完善的诊断试剂等方面具 

有重要意义 我们选 用最新尊 置■ jAr TO BAC梓状囊毒表达 系统 首农在昆虫螂鳇 ： 

达 _r HGV E2豫 要-- 

1 材料与方法 

1．1 BAC．T(，．BA(辑壮病毒表达系统 

选载『乖l】I·l、1： ．． =̂酾 1融 Jl{l『l 5 、 北傲蛾 sf0_徊袍 甜藜农蛾 ，虫 l即 i }}『武曩 ≥杆 

学研 所齐 望孵教挂 臀 Sfa? s̈ I lq，畸 清 G racu s培瞢基 GIP,CO／P,Ri _'l ) ： 

培养 井传代仪 

1．2 HGV E2全基因 

经过计 抖机舒折 世 增 HGV E2垒基 因晌 PCR目i物．E游 弓1物 序列 为 5 GTCAGAATT((；c c 

CCGCC~I'C'I G FCTTG 3．5 蝙 ：E(uR 酶 切 位 1．J特 i物 r芊 ,aGCg,g、 f0IA 

GAACT( L AGC r( ⋯l【。̂ j．5 Mm 憎酶切位 - 右 H r、1 2：．}、 iA t ’-【w— 粒 一』樽 

擞 “，描常 规 PcR程 扩 埔 j￡1I!x雎 i’ 帕 L_f一、 F2 ：：墟曩 

1 3 重组转座载体的构建 

』H EcoRI Hin(IIll舒 删双酶切 ；{( Y E2 基 和转座戴体 pF̂ ． HTa厦粒．j}j琼脂糖艇 乜 

收、纯化．过r姜后蒋亿量潍 Dft5，进f；jlI {_屯 {|1：亢 rn 重 ．进 鹭+Ti蟾定 得 酋 GV E2  ̂

蝮稿 131射：1 998—115—04，修 }]溜 1 1198 r19一l： 
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因的重组转座载体，命名为 pFmrBhc—E2。 

1 4 重组杆状病毒穿梭载体的获得 

将 pFnsrBAc—E2转化 DH10B̂c大瞒杆苗感受态细胞(其中含有一个杆状病毒穿棱载体 ，简称 Bacmid，还有 
一

个助手质粒 )，37℃ 4 h复苏后，稀释 10-。、lO- 、10 倍 ，分别涂布含“三抗”(50 g／mL卡那霉索、7 g／m[ 

庆太霉索、10ttg／mL四环素、100t~g／mLX．gal、20 g／ml，IPTG)的 L．H平板，37℃培养 24448 h后挑选 白色菌 

落，接种 LB培养基．37℃摇床过夜 后提取高分子量质粒，获得插入 HGVE2基因的重组杆状病毒穿棱载体， 

称为 Bacmid-E2。 

1．5 Baemid·E2转染 St'9细胞及 E2蛋 白的表达 

每 lOmL细胞瓶接种 l 5×10 个 Sf9细胞，使用 Grace’s培养基在 28℃培养，待细胞贴壁后．用 IJi口。一 

fectin法将 Bacmid—E2转染 Sf9细胞，倒置显微镜下观察到 SD 细胞病变后，收集含有重组杆状病毒颗粒的培 

养上清，作为毒种重新盛染 Sf9单层细胞，2～3 d后收集细胞，经煮沸裂解后进行 12％SDS-聚丙烯酰胺凝胶 电 

泳 。 

1．6 重组杆状病毒感染甜菜夜蛾幼虫及 E2蛋 白的表达 

将甜菜夜蛾幼虫虫卵在 25℃孵化成幼虫 ，分装于青霉索瓶 内以人工饲料 喂养 4～6 d后，每头幼虫注射 

上述毒种 l～2 L，4～5 d后感染的幼虫全身脓肿，消毒后剪幼虫倒数第二对腹足收集血淋巴赦，离心后将细 

胞和上清液进行 12％SDS-聚丙烯酰胺凝胶 电泳。 

1．7 E2糖蛋 白的纯化及抗原性测定 

将重组杆状病毒感染的 Sf9细胞和甜菜夜蛾幼虫血淋 巴细胞进行超声波破碎后，用 Ni．NTA树脂对表达 

的带有 6个组氨酸的 E2融台蛋白进行亲和层析，具体步骤按试剂盒(GIBCO／BRL公司产品。Cat：N0．10608 

— 016)说明书操作。对纯化的蛋 白进行 1：100稀释后包被条排孔，4℃过夜 后用间接 ELISA法检测各类血清 

标本。 

2 结 果 

2．1 重组转座载体的构建及鉴定 

具体构建过程如图 1所示。用 EcoRI和 HindⅢ双酶切重组转座载体 pFAsIBArE2，所释 

放的片段大小与HGV E2基因相符(图2)。 

2 2 重组杆状病毒穿梭载体的鉴定 

pFAsTBAc—E2转化 DH10BAc大肠杆菌感受态细胞，筛选平皿上的 白色菌落接种 LB培养 

基，摇床过夜后提取质粒，紫外透射仪下见高分子量的DNA条带，将其稀释 lO 倍后作为PCR 

模板，用上述 引物进行 PCR，能扩增出特异的 HGV E2片段(图 3)，证实 Bacmid—E2为插入 

HGV E2基因的重组杆状病毒穿梭载体 。 

2．3 Bacmid．E2转染 Sf9细胞 

Bacmld-E2转染 Sf9细胞 4 d后，倒置显微镜下可见转染 Sf9细胞核膨大，细胞折光性减 

低，胞内颗粒增大直至破碎 ，与正常 Sf9细胞差别 明显(图 4)，此时收集的培养上清，即含有大 

量的重组杆状病毒。 

2．4 HGV E2糖蛋白在 SD细胞及甜菜夜蛾幼虫体内的表达 

所收集的重组杆状病毒感染的 Sf9单层细胞以及甜菜夜蛾幼虫血淋巴细胞，裂解后进行 

％SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳，经考马斯亮兰 R 250染色，均可见分子量约为 54 000D的融 

合蛋白带，表达蛋 白的大小与 HGV E2糖蛋白理论值相符，而对照 Sf9细胞及甜菜夜蛾幼虫血 

淋巴液上清电泳未见此蛋 白带(图5)。 
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圈 1 重组转座载悻的构建 

Fig 1 Cotx~truction of recombinant transpc~ing v 。r．pF~TBAc-E2 

图 2 重组转座载悻的酶切鉴定 

Fig 2 R~triction endonuelease digestion of 

recombinant transposing v~ctor 

1～4：pF：TB̂fE2，Ec0RI十Hind[][； 5：pFmrBAcHTa 

6：kDNA／E~RI+Hind田 砌 rker 

图 3 Baemid．E2 PCR产物琼 占培凝胶电诛 

Fig 3 E]eetrophore~is of PCR product of Baemid—E2 

1：PCR products of Baemld-E2； 2：Positive control 

3--5：Negtlve eontroh 6：m NA／EcoRI十HindⅢ marker 

2．5 HGVE2糖蛋白抗原的 ELISA检测 

5份经 RT—PCR检测为 HGV RNA阳性的血清标本，抗 HGV E2抗体均呈阴性反应 ；16 
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份肝炎患者(丙肝 或乙肝)血清中，抗 HGV E2抗体阳性 者 3份：在 22例血透病人血清 中抗 

HGV E2抗体 阳性者 6倒 ；48例正常对照血清 中测出抗 HGV E2抗体阳性 1份一 

图 4 sf9细胞的显微镜观察 

Fig 4 Ohservalion of Sf9 cells unde~light micra~m pe 

l：Normal Sf9 cc_I ： 2 Bacmid E2”ans eted Sf9 c _1 

5 丧达 蛋白的 SDS~PAGE电泳结果 

l 3 sT PAGE 卸a sis of expr~sed pr0 n 

一  Sfg cdk}2：sf9 cells mfec~d with 

Tc nbj r La⋯  ： 3 I—ow molecular weight 

p r inmark~ (97 400．66 200，4 300，3100，： 

f j la 400 J：4⋯5 hemolymph celk~from lar 

～ 。：5
．

1~dopter(z exigna infected widl m 

!】11 t virus；5～ 7：heme!ymph flui~n— l自r 

v⋯  S iuplet s" d infected,．virh⋯ m 

bina=l 1r， 

t11⋯ rr，⋯  1『、 HGV ! T ⋯ eiI 一- c1 

rll I『̈ da*wL1 hI” apllr~,~imatakr 4 001l 

3 讨论 

HGV 为单股正链 RNA病毒，基因组全 }毛9 4 kh 

左右，仅有一 千开放 阅读框 架 (ORF)，编码 一个约 

2 900个氨基酸的多聚蛋 白前体 一，其 中结构区在宿 

主细胞蛋白酶的切割下，可加工成多个结构蛋 白(如 

n 和 E2蛋 白)i s, 1。文献报道原核系统表达 的 HGV 

重组 蛋白对 HGV 阳蛙者的抗体反应 性只达 25％立 

右 ，这可能是由于原核表达的蛋 白多为线性抗原， 

缺乏依赖于多肽折叠或翻译后加工才能形成的抗原 

表位。真核表达系统也存在细胞培养烦琐、表达量不 

高等缺陷：困此我们首次选用最新的 BAC—TO BAC 

督状病毒表达系统．利用细菌转座子原理将转座载体 

上的表达盒定 专转座到能够在大肠杆菌 中增殖的杆 

状病毒穿梭载体上，通过细菌蓝白斑筛选后，直接小 

量提取阳性菌落质粒 DNA，转染 sf9细胞所 得到的 

予代病毒即为重组病毒，随后可 用于感染新鲜 昆虫 

Sf9细胞进行蛋 白质的表达 、纯化及分析 该表达 系 

统操作简单 、陕速、表达量高，还能对蛋白进行表达后 

的修饰和加工 保持表达蛋白的生物活性 而且我们 

选 用新的表达载体上带有 6个组氨酸配体．易于乍日亲 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 来诗应等 ：庚型肝炎病毒包膜糖蛋 白 E2基 因在昆虫细胞中的表达 139 

和层析进行蛋白纯化。用纯化的 E2蛋白进行 ELISA检测结果表明，在丙肝和乙肝患者中存 

在部分 HGV共感染者，血透病人构成了 HGV感染的高危人群之一，更有意义的是抗 E2抗体 

的产生和 HGV病毒血症的出现呈现此消彼长的特点，表明抗 E2抗体对体 内病毒的清 除具有 

十分重要的作用，因此深入研究 HGV E2蛋白对确定 HGV的中和抗原表位、致病机理 、疫苗 

及诊断试剂 的开发都具有重要意义 

致谢 研究过程中得到武汉大学病毒研究所齐义鹏教授及朱应博士的热情指导，深表谢忱! 
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Expression of E2 Glycoprotein Gene of 

Hepatitis G Virus in Insect Cells 

Zhu Shiying Pan Wei Qi Zhongtian 

(Departmen~of Microbiology，Second Military Medical Uniwersity，Shanghai 200433) 

Abstract Hepatitis G virus E2 glycoprotein gene was amplified by polymerase chain reaction， 

and WaS inserted into baculovirus expression vector pFasrBm HTa．constructing a recombinant 

transposing vector pF̂ s-rBAC—E2．The plasmid PF~vsTBAc—E2 was transformed into DH10BAc com 

petent E coli cells High molecular weight DNA was prepared from the overnight culturos from 

the selected E， coli co1onies．which was recombinant bacu1ovirus shuttle vector containing HGV 

E2 gene．named Bacmid—E2 The Bacmid—E2 was transfected into Spodoptera fragiperda(Sf9) 

cells to get the recombinant virus，Fresh insect Sf9 cells and larvae of Spodoptera exigua were in 

fected with the recombinant virus to express the target protein．The E2 glyco protein recovering 

from the Sf9 cells and hemolymph eeUs of 1arvae of s tern e．rigua exhibited a molecular mass 

of approximataly 54 000 D Purified HGV E2 glycoprotein using affinity chromatography was 

used 【0 devdop an E1 ISA for detection of HGV E2 antibodies in human sera 

Key words Hepatitis G virus，Envelope glyco protein E2， Insect ceils，Gene expression 
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