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HCV全长 NS3基因表达及在抗体检测中的应用 
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丙型肝炎病毒(HCV)是引起非甲非 乙型肝炎的主要病原因子。被 HCV感染的病 例中， 

超过 50％以上会引起持续性感染、慢性肝炎，最终可能引起肝硬化和肝细胞癌_l】。HCV严重 

威胁人类健康，但 目前对丙肝患者尚缺乏有效的治疗手段．因此，严格把好血源关，提高对丙肝 

患者检出的灵敏度，是阻止丙肝血源传播的有效手段 。 

丙型肝炎病毒基因组为单股正链 RNA，核苷酸长约 9 5 kb，仅含一个开放 阅读框，翻译成 
一

个大的聚蛋白前体，由宿主细胞信号肽酶和病毒蛋 白酶加工成多个成熟 蛋白。其中非结构 

蛋 白 NS3分子量为 70 kD，有丝氨酸蛋白酶和 RNA解旋酶活性l2 J，参与聚蛋 白前体加工和 

RNA复制过程。NS3蛋白较早被用于 HCV的血清学检测，但 目前广泛采用的 NS3工程蛋白 

都是 c端半长，分子量为 33 kD左右 。本研究在大肠杆菌 中表达垒长 NS3蛋 白，通过抗体检 

测 比较证 明，运用全长的 NS3蛋白比半长的 NS3蛋白更为优越。 

1 材料和方法 

1 1 材料 

1．1 1 睫粒和菌株 携带全长非结构蛋 白基 的质粒 pBAC25由意大利 De France~o教授 惠赠 ．pQE30质 

粒为本室保存，它在多克隆 位点上游含 lac启动子和 6个组 氯酸密码，pGEM—T载体为 prornega公司产 品。大 

肠杆苗 DH5a、JM109菌株 山本章保存 。 

1，1 2 酶及生化试剂 各种酶和化学试剂主要购 自Promeg~、GIBCO BRI LifeTechnologies、华美、原平等公 

司。Ni金属离子鳌台层析柱为 Invitr0gen公司产品，用于分离纯化蛋白。 

1 1 3 HCV抗体诊断国家参考品 购自卫生部北京药检所，批号 97001，一20℃保存。 

1．1．4 病人血清样品 从湖北省^民医院、湖北医科大学第二附届医院、武汉市第三^民医院、武汉市第一 

^民医院收集，一2O℃保存。 

1．1 5 半 长 NS3蛋白 购自北京精华公 司，日本东瀛公司产品，一20℃保存 

1．2 方法 

1 2．1 NS3基因扩增和克隆 用 p~AC25质粒 DNA为模板．按常规 PCR方法扩增。上辩 引物设计有 EcoRI 
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和 k仇 H 

GCCCGT 

位 点．下 前 引 物 设 计 有 HindⅢ 和 Kpn[位 点．印 上 游 引 物 ：5 GAA'FFCGGATCCAT 

下前 日I物 ：5 GGTACCAAGCTTCTACCGTA 。解链 温 

度 94℃．遢A温度 55℃，延伸温度 了2℃．重复 40个循环。PCR产物经 0 8％低熔 点琼脂糖 凝胶 电泳分离后． 

回收 1．8 kb的 DNA片段，与 pGEM—T载体连接．转化大肠杆菌 DH5a。通过蓝白斑筛选 含重组质粒 pGEM—T 

NS3的菌株，提取质粒 DNA。经酶切鉴定获得重组质粒 pGEM+T—NS3。 

将重组质粒 pGEM．T．NS3的 DNA用 BamH I、HindⅢ敢酶不完全消化．回收全长 I．8 kb片段，与 ／／amH 

1、Hind~双酶切的 r~E,30表达质粒 连接．转 化大 肠杆菌 JM109．获得 具有 表达 N岛 蛋 自能力 的工 程菌 株 

JM109NS3 

1．2 2 NS3蛋白的表达和纯化 接种 JM109NS3到 20m1 2YT培养渍 37℃培 养过夜，按 1：20接 种．37℃ 

摇床培养约 1 h，加 1 mm0l／L IPTG诱导．继续振荡培养 5 h。收 获苗体，悬浮于 20 mmol／L Tris。0 5 m0 L 

NaCI溶液中．冻融后超声波破碎．离心收集沉淀，溶于 8molli 腺 中．按照 [nvitrogela公 司产品说 明进行 Ni 

garose柱层析提纯 NS3蛋白。表达和 NS3蛋白纯 化用 SDS-PAGE分析检查．用 Western blot验证。 

1．2 3 Western-blot分析 对 JM109NS3诱 导表达的 蛋白进行 W~tem blot分析 ．按 常规方法进行 一抗 为 

HCV抗体阳性 血清病人血清 ．二抗用辣根过氧化物酶标记的鼠抗人 IgG单抗．以 3．3一二氨联苯胺显色 。 

1 2．4 HCV抗 体检测 柱层析纯化的产物用碳酸缓冲液 1：50稀释．半长 NS3蛋白用碳酸缓冲液 1：1000稀 

释 ．包被酶标板 用间接酶标 法检耐 HCV抗体诊断国家参考品和临床病 人血清，OPD显色 ．酶标仪涮 定 A啪 

值 ．cutoIf值计算 ：阴性对照均值 ×2+0 1，̂|92值高于 cuto{[值为阳性 。 

2 结果与讨论 

2．1 全长 NS3基因的扩增和克隆 

PCR产物经琼脂糖凝胶 电泳后，在紫外灯下可 见特 异的 目的产物，大小在 1．8 kb左右。 

与预计大 小完全相 符，由于发现 PCR获得的 Ns3 DNA 内部存在 BamH I切点，所 以先将 

PCR产物克隆到 pGEM—T载体中，从 pGEM—T-NS3DNA中用 HindⅢ切割后，用 BarnH I部 

分消化获得完整的 NS3片段，再与 pQE30表达 载体连接转化 JM109菌株，从转化的 ．IM109 

NS3中提取质粒 DNA，用 BarnHI和 Hind1／1双酶切鉴定，获得 3．4 kb的 pQE载体 DNA带和 

1．3、0．5 kb的 NS3 DNA带，与预期结 果相 符，证 实 Ns3 DNA 已被正 确克 隆到 表达 载体 

pQE30中。 

2．2 NS3基因的诱导表达和 NS3蛋白的纯化 

分别用不同的菌体密度、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 l：20稀释，37℃培养 l h可达到对数生长期，IPTG诱 导 5 h表达 量最 高。 

l2％聚丙烯酰胺凝胶 电泳检查，考马斯亮 蓝染色在诱导表达的细胞样 品中可 见分子量约 70 

kD的全长 NS3蛋白带，约占细胞的 30％。Western-blot分析表明，该蛋白带可与抗血清 发生 

特异性反应，表明 NS3蛋白已获得正确的高效表达 。经柱层析纯化后，获得提纯的 NS3蛋白。 

电泳检查结果见一条分子量 70 kD的带。NS3蛋 白的表达 ．Western—blot鉴定和 NS3蛋白纯 

化的结果见图 I。 

2．3 全长 NS3蛋白与半长 NS3蛋白对 HCV抗体捡测比较 

分别用全 长 NS3蛋白和 C端半长 NS3蛋 白包被，平行检测 HCV抗体诊断 国家参 考品 

(阳性参考品和阴性参考品各 4O份)：对 40份 HCV抗体阳性参考品，全长 NS3蛋白检测的符 

合率为 80％(32／40)，而半长 NS3蛋白检测符合率为75％(30／40)；对 40份阴性参考品，两种 

抗原的检测符合率均为 100％(40／40)。由于包被时所用全长 NS3蛋白量 比半长 NS3蛋白量 
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田 1 SDS-PAGE分析表选产物(A}和免疫印违分析(B) 

Fig 1 SDS-PAGE analysis of expression pr。dun (A)and Western—hl0t(B) 

Ⅱmolecularwelghtmarker(kD)．binduced JM109 s Krain containing pQE30 NS3；c nowlnd ucedIM109 strain eomain- 

ing pQE30．NS3；d induced JM I strain~ mining pQE30；e JM I strain；f purified protein u chelating re．sin；g 

indeed JM109 st~in containing pQE∞一NS3}h induced JM109 strain containing pQE30． 

要步，则可在不影响检测符合率的情况下提高检测 OD值。全长 NS3蛋 白不能检出的阳性血 

清为 2、l2、27、33、35、36、38、40号 ；半长 NS3蛋 白不能检出的阳性血清 为 11、12、13、19、24、 

25、27、34、36、40号。二者均不能检测出的阳性血清为 l2、27、36、40号，说 明两种蛋白抗原性 

存在差异。 

目前 国内外丙肝抗体诊断试剂，所用的组合抗原包括核心、NS3和 NS5区段，其 中的 NS3 

抗原为 c靖半部，分子量 33 kD，尽管血源经血站和 医院双重检查把关，仍有不少人输血后患 

丙型肝炎．进一步提高丙肝抗体检测的灵敏度是有很大意义的。全长 NS3蛋 白分子量 70 kD． 

N端半部具有蛋白酶活性．参与 HCV蛋白质切割，c端半部有 RNA解旋酶活性，参与 RNA 

复制。N端半部也含多个抗原表位，从理论 上推测 用全长的 NS3蛋白为抗原检 测血清 中的 

HCV抗体．应 比用半长的 NS3检测抗体更灵敏、更全面，且全长的 NS3与 C靖半部的 NS3蛋 

白在血清学检测比较研究方面，在国内外都未见报遭。我们在大脯杆菌中成功的高效表达的 

全长 NS3蛋白和获得高纯度的蛋白，并用大肠杆菌表达 的全长 NS3蛋白与 c端半部 NS3进 

行 HCV抗体检测比较．结果表明，检测国家 HCV阳性血清参 比品全长 NS3蛋 白的阳性 检测 

率 比c端半部 NS3提高 5％，而二者的阴性符合率都为 100％，表明用全长 NS3蛋 白在提高检 

测的灵敏度同时，也保持了高度的特异性。我们认为．全长的 NS3抗原在 HCV抗体检测上具 

有推广应用价值 并且为进一步针对 NS3活性研 究抗 HCV 药物．以及研 究 NS3在 HCV 

RNA复制 中的作用，提供了良好的基础。 
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Expression of Full-length HCV NS3 Gene in E．coli and 

Its Application in HCV Antibody Detection 

ZHANG Bin。YE Lin_bai。GAO Jin-rong。XUE Jing-ping，RUAN Hua 

W ANG Xiao-ling，ZHAO Yue-e 

(Institute of~rology，Wuhan University，Wuhan 430072，China) 

AbstracU Fllu—length NS3 gene of a hepatitis C virus was amplified by PCR using plasmid 

pBAC25 containing HCV aonstructural protein gene as template．The amplified fragment(about 

l_8 kb)was cloned into plasmid pQE30 and the recombinant plasmid WaS expressed in JM109． 

The NS3 protein was purified by NiSO4 metal chelating  resin，and its antigenecity WaS deter— 

mined by ELISA．the results showed that the full—leng th NS3 proteinⅥras more sensitive than the 

commereial earboxy-terminal domain of NS3 protein in HCV antibody deteetion． 

Key words：Hepatitis C virus；NS3：Expression：Antibody deteetion 
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