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丙型肝炎病毒(简称 HCV)是危害人类健康的传染性 疾病。预防该病 的传播 主要 借助 于 

HCV血清学诊断来筛选献血员和检测临床标本。从 国内外 已分离到的 HCV株得知，HCV 核 

心蛋白(Core)和非结构蛋 白 NS3含有较强的优势抗原表位，其相应的抗体出现早。阳性率高． 

已成为 目前第二、第三代 HCV免疫诊断试剂的重要成份【1．2]。通常 Core蛋 白和 NS3蛋 白分 

别用基因工程方法表达，然后作为固定化抗原。检测人体内 HCV的抗体。我们对 Co re和 NS3 

的两种不同组合方式及其表达的研究．对于发展新的 HCV诊断试剂很有帮助。现将结果报道 

如下。 

I 材料和方法 

1．1 质粒与菌种 

古 HCV的 Core基因表达质粒 0HCVc。eDNA长为 392 bp．古 NS3基因表达 质粒 pHcVN．eDNA长为 690 

bp．均为武汉病毒研究所构建口】。太肠杆苗 Dmn、E coli 06、表达载体 pGEX由武汉病毒研究所保存。 

1 2 融合基因衰选载体 的构建 

人工接头台成的核苷酸为：GGATCAGGATCAGGATCA。用 BamH[和 EcoRI双酵分别切下 pHCVc的 

Core基因和 pHCvN的 NS3基因，回收后。两基因通过接头序列进行连接反应．插入载体 pGEX中．反应过程 

按文献进行⋯。 

1．3 I蛆厦粒的讳选和一切鉴定 

1．3．1 用 PCR方法筛选质粒。合成 pHCVc的 Core基 因 cDNA上游引物 P1和下游引物 P2．台成 pHCvN的 

NS3基因 eDNA上游引物 和下 游引物 P‘。用引物 P1和 P．扩增，得到重组 质粒 pHCVcN；用引物 和 P2 

扩增，得到重组质粒 pHCVNc。 

1．3．2 两株表达菌株经 小量提取质粒后．用 BamHI、EcoR[和 Sac[酵切分析。 

1．4 衰选产物的SDS,PAGE纯化及抗原活性分析 

表达质粒在 E． 06中按常规方法诱导表达．苗体蛋白裂解后 ，作 SDS-PAGE翻备 电泳。将翻备腔 中重 
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组蛋白条带切下．w'~ttl心管中用 PBs浸泡过夜．第二天 12 000 r／'min离心 15rain．所得上清即为古表达产物 

的粗提液 以此粗提液包被于 96孔 板上，取 自备质控阳性血清和阴性 血清进行 间接 ELISA检测。 

2 结果与讨论 

2．1 重组质粒的酶切鉴定 

重组质粒 pHcV 和 pHCVNc构建后的结构如图 l所示。在 NS3抗原基因 3 端 200 bp处 

有一个 Sacl位点，将 pHCVcN用BamHl、E0oRI和 Sad酶切时，预计得到 4 950、900和200 bD 

三片段。而 pHCVNc用 BamHI、EcoRI和 SacI酶切时，预计得到 4 950、490和 610 bp三片段。 

pHcV N和 pHcV№用 BamHl和 EcoRI双酶切，预计得到 4 950和 1 100 bp两片段。实际电泳 

结果与预测完全一致(图 2)，说明两个重组质粒构建正确。 

田 1 质 牲 pHCVcu~ pHCVt~~的结 构 

Fig i The吐rucn】re o pl*smM pHCVc．saad pHCVNc 

2．2 重组蛋白的诱导表达 

两株表达菌株在 LB培养液中，培养至 OD60o为 0．6。每管加 IPTG至终浓度为 1 mmol／ 

L．再培养 5 h后，收集菌体蛋白，作 SDS-PAGE电泳分析。以 Core基因 +NS3基 因方式获得 

的融合蛋 白大小为 68 kD，与预测结果一致，且蛋 白稳定．抗原活性较高。而 以 NS3基因 + 

Core基因方式获得的融合蛋白大小为66 kD，比预测的结果小(图3)，且蛋白不稳定．易降解， 

墨 圈 M 
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田 2 pHCVcn和 pHCVwc的酵 切鉴 定 

Fig 2 Digested products or"pHCVc~and 

pHCVwc by r~ cth)n et~yme 

1．2 pHCVNc．B+E+S 3．pHCVcn．B+E+S 

4 pHCN~c．B+ E 5．pHCVcn．B+E 

6 M3NA／HindⅢ 

B：B帅 HI：E：EcoRI：S：sac【 

囤 3 表达产物 SDS-PAGE分析 

Fig．3 SDS-PAGE analysis。f pHCV and 

pHCVnc㈣ i∞ p~xiucts 

M ：Marker of protein molecular weight(kD) 

1．2 ExDr ∞ p~xiucts of pHCVwc 

3I 4 E r∞s products of pHCVcn 

无法检测抗原活性 。这两种基因的不同组合对其编码的融合蛋 白空间结构有影响，因而影响 

了表达产物的理化性质和抗原活性。 

2．3 抗原活性分析 

将 pHCVc~表达物以 1：50稀释后包被 96孔板，用 ELISA方法检测 自备质控血清中的 10 

份阳性血清 、1O份阴性血清。同时用上海实业科华公司的抗．HCV抗体 ELISA检测试剂盒作 

参照，检测结果 见表 l(质粒 pHCV~c表达抗原有降解，未检测活性)。pHCVc 表达抗原的粗提 

物．已能明显地检测出阳性血清和阴性血清。用科华抗 HCV第三代试剂平行检测，检出情况 
一

致。但效果 比科华产品差 ，同一阳性血清，科华测出数值较高；而同一 阴性血清，科华测出的 

数值较低。考虑到科华试剂盒中包被抗原有 Core、NS3、NS4、NS5等区域，而本表达抗原仅有 

Core和 NS3融合蛋白，且未经高度纯化。在检测后能有这样的结果，显示融合抗原具有 良好 

的应用前景。作为一种单一的抗原，其表达产物的纯化和后续的包被，较多抗原组分的分散表 

达，包被和纯化要方便和简单得多。以 Core+NS3为基础，继续融合其它抗原基因片段有可 

能进一步提高抗．HCV的诊断水平。 

衰 1 HCV阳性血清和阴性血 ；膏EL~SA检测结果 

Table l ELISA detection of HCV Fositlve㈣ and n~ tlre EteFom 
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Fusion Expression of Hepatitis C Virus Core Region 

and NS3 Region in E ．coli 
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Abstract：The gene encoding the core and NS3 proteins of hepatitis C virus was ampfified by 

PCR，respectirely．Two genes were fused and formed the recombinant plamid pHCVc~(Core 

NS3)and pHCvNc(NS3+Core)．The fused plasmid were expressed in E．co／i 06．The pHCcN 

plasmid expressed fnssion protein was shown by a major band with a expected molecular weight 

about 68 kD on SDS—PAGE．However，the pHCVNc plasmid expressed fnssion protein was 66 kD 

in molecular weight．The results indicate that the pHCVNc fussion protein differs from the 

pHCVcN fussion protein in m ulecular weight．It suggests that the fusion way is important for the 

structure of recombinan t proteins． 

Key words：HCV ；NS3 gene；Co re gene；Fussion protein；Expression 
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