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汉滩病毒 S片段基因编码区在 Vero-E6细胞中的表达 

√  
杨为松 黄长形 李光玉 汪 毅 自雪帆 

(第四军医大学唐都医琬传染科，西安 710038) 

煳 词 

芈  汉滩病毒倡于布尼亚病毒科汉坦精毒属
，主要引起人类肾综合征出血热⋯。我国是肾综 

合征出血热发生和流行的主要疫区，该病起病 急、病死率高，流行范围广，因此寻找安全有效 、 

低廉的疫苗是控制本病流行和发生的关键。基因免疫是近年来微生物学和免疫学研究的新热 

点_2 J，也是达到上述目的的一个新途径。它将某病原体的抗原基因插入到真核表达载体中． 

构成含有病原体抗原基因的重组质粒，再用该质粒免疫动物。由于基因免疫具有同时激发机 

体的体液免疫和细胞免疫的特点，而且操作简单，成本低廉，因此探索基 因免疫预防肾综合征 

出血热具 有现 实意 义。我 们将汉滩 病毒 s片段 编码 区基 因克隆 至真 核 表达 载体 质粒 

pVR1012的多克隆位点上，构建 了 pVRs22重组表达质 粒．并进行 了体外 非洲绿猴 肾细胞 

Vero- 的瞬时转染和表达，为汉滩病毒 S基因的动物免疫奠定了基础。现将结果报告如下。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1 1 质粒及宿主菌 质粒 pBvS22为含汉滩病毒(76／118)S片段编码区基因的质粒，由本室黄长形博士 】 

构建；质粒 pVRl012为真核表达载体质粒，由美国Vica]公司惠赠；宿主菌TG，，由本室保存 

l 1 2 细胞 Veto-E6细胞为本室保存。 

l 1．3 特异性抗核蛋 白单克隆抗体及荧光抗体 购自中国预防医学科学院病毒学研究所 出血热室。荧光抗 

体羊抗 鼠 IgG抗体购 自华美公司。 

l 1．4 试剂 各种分子克隆工具酶、连接酵购自宝灵曼公司、Promega公司及华美公司，Lipofeetamine转染试 

剂盒为 Gibco产品。 

1 2 方法 

l 2 l 含有议滩病毒 S片段编码区基因真核表达质粒的构建 用 EcoR I酵切含 S片段编码 区基 因的 pB． 

vs22质粒．线性化后，K]enow酵朴平 ．再用 s I酶消化，形成大小为 2 365 bp和 1 300 bp的两个片段，低融点 

琼脂糖 回收小片段，此即为 S片段编码区基因。同样用 F'st I酵切真核表达载体质粒 pVR1012，线性 化后， 

KIenow酶补平 ，再用 Sa]I酶切．低融点琼脂糖回收酵连接产物转化 TG1钙化菌，挑取转化克隆．用 BamHI、 

Hind~、PvuII单酶切．PstI／s I双酵切鉴定，获得阳性克隆．所得到的表达质粒命名为 pVRS22．见图 1。 
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CMV promoter／enhan~ 

图 1 pVRsn质粒掏建图 

F 1 Co~tntction the pVRS~ expr~ ion plac id 

1．2 2 重组质粒 pVRS22的体外转染试验 用古 1％小牛血清(杭 州四季青产品)的 MEM培 养基，在 37℃， 

5％ C02的条件下培养 Verc~ 细胞 转染采用 I．igofeetamine介导的方法 ．参照产品说 明书及文献 [4]进行， 

分别用重组质粒 pVR822和空白载体质粒 pVRl012进行转染．转染 4～5 h后，弃转染液．代之以 10％小牛血 

清的 MEM，继续培养．待转染后 72 h，用汉滩病毒核蛋 白单克隆抗体进行间接免疰 荧光染色，以确定转染细 

胞中核蛋白的瞬时表达情况。 

2 结果 

2．1 重组表达质粒 pVRS：2的构建 汉滩病毒 S片段编码区基因被正向插入到 pVR1012真 

核表达载体的多克隆位点 中，形成了一个约 6200 bp的重组质粒，经琼脂糖凝胶 电泳及酶切产 

物电泳分析与预期结果完全相同。 

2．2 体外 Vero．E 细胞瞬时转染的结果 转染后72 h，用汉滩病毒核蛋白特 异性单克隆抗 

体，对转染的 Vero—E 细胞进行间接免疫荧光染色，可见个别细胞中观察到荧光颗粒，结 果见 

图 2。 

2．3 汉滩病毒 S基因编码核蛋白 对汉滩病毒核蛋白免疫学研究表明，病毒核蛋白与保护性 

免疫有关_5· 。用核蛋白免疫动物，尽管诱导产生的是非中和抗体，但被免疫动物对汉滩病毒 

的攻击却有部分保护作用。这种免疫保护作用主要是由其诱导产生的细胞免疫应答所承担。 

我们选择汉滩病毒 S片段编码区基因作为 目的基因，希望在今后汉滩病毒核蛋 白基 因免疫的 

研究方面提供一些依据，也为汉滩病毒核蛋白基因免疫动物奠定物质基础。pVR1012质粒是 

能在哺乳动物细胞中表达的巨细胞病毒载体，它含有 CMVIE启动子和增强子 ，并含有牛生长 

激素基因(BGH)，这样的结构最适合核蛋白基因在哺乳动物细胞 中的表达【 。我们应用基因 

重组技术，成功地构建了含有汉滩病毒 S片段编码区基因的 pVRs22真核表达质粒，并用该质 

粒进行 了 Vero-E 细胞的瞬时转染。Veto—E 细胞是分离培养汉滩病毒最常用的细胞系，具有 

易于生长、营养要求不高等特点．用其作为转染的靶细胞，对今后研究汉滩病毒各种抗原在哺 

乳动物细胞中的表达及各毒力位点、抗原位点的分析具有一定的意义 
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圈 2【 pVRS, 在 vem 细咆巾帕瞬时茬选(IFA染色) 

I P 2 1 E~pressio⋯ f pVRS~2 in transiently msfected V ’E6~ells 

圈2 2 pVR1012在 vel(J 细胞中的瞬时表达([FA染色) 

Fig 2 
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Transient Expression of Hantaan Virus S segment Gene 

Coding region in vitro of Vero-E6 cells 

Zhang M enghua W ang Hangyan Yang W eisong Huang Changxing 

Li Guangyu W ang Yi Ba[Xuefan 

(Tangdu Hospital，The Fourth Military Medical University，Xi'an 710038) 

Abstract The coding region of S genorae segment of Hantaan virus(76／118 strain)was inserted 

into the eukarytic expression plasmld pVR1012 The recombinant expression plasmid pVRS22 

was c。nstructed．Ver0一E cells were transiently tmnsfected in vitro with pVRS22 plasmid．The 

transient expresslon of Hantaan virus nucleocapsid proteins in Vero-E6 cells was detected by indi— 

rect immunofluorescence assay(IFA)with monoclonal antibody 5H5 against Hantaan virus 

Key words Hantaan virus，Gene expression，S segment，Coding region 
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