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丙型肝炎病毒 CS，NS3 NS4区抗原融合基因的构建 

及其在大肠杆菌中的表达 
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Ahsla-aet：DNAfragments ofCore(300bp)andNS4(400bp)，encodingthe nucleoeapsid regio~(Core)protein cs 

and nomtructttral re,on‘NS4)protein NS4a of HCV，have been obtained floln HCV genome bv P(=R．both of 

the two缸 ts'i~-re liked with C33c(700bp)and formed a chinenc gene C33e．Core．NS4(HCV-CCN)．The 

chimeric genew衄recombined with expression vector pET24a(+)andw鹪 expressedin Escherichia coti．Tne 

expressed pmtelnw衄purified byNi(+)NTB affmity c~ ography Itsmolecularweight was about 58kD． 

Western blotting analysis showed that the chimerical antigen had good a~tigenicity．which could p an impor． 

rant rolein anti-HCV assay． 
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丙型肝炎病毒是与输血有关的非甲非乙肝病 

毒山；是全世界输血后获得性肝炎的重要病因之一。 

并与急慢性肝炎、肝硬化和肝癌有关。由于主要通 

过输血的传播，会给人民的身体健康尤其输血事业 

带来极大危害。 

采用基因工程技术，表达含有多段抗原的融合 

蛋白作为 HCV检测试剂的抗原，可以简化多种抗原 

的表达及纯化过程，并提高了试剂的均一性 2。研 

究表明，在 HCV的抗原基因中，核心蛋白Core、NS3 

区的 C33e抗原、NS4区基因编码的抗原免疫原性最 

强，相应抗体出现早，分布广，亲和力强。因此，我们 

构建了含有中国人HCV序列的Core、C33c及NS4抗 

原的融合基因，并在太肠杆菌中表达了融合蛋自。 

该融合蛋白具有庭好的抗原性，有望发展成为新型 

HCV酶联免疫诊断试剂盒。 

1 材料与方法 

1．1 菌株与质粒 

大肠杆菌 TG1和 BI21(DE3)，质粒 PSK(+)， 

PET24a(+)、HCV—NK、PET—C33c由中科院上海生 
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化所 218组保存。 

1．2 PCR引物 

根据现已报道的中国人丙型肝炎病毒序列 设 

计核心蛋白Core区璐 多肽基因的上游和下游引物 

f．I，P]及菲结构蛋白NS4区NS4a抗原基因的上游和 

下游引物 P1， 。为了便于克隆和表达，在 Core区 

引物P：和 的两端分别设计了 BamH I和 EcoR I 

位点；在 NS4区引物 P1和 P2的两端分别设计了 

EcoRI和 Xho I位点。在2个 P1的5 端分别添加了 

4个间隔氨基酸 Gly—Gly-Gly-Gly的密码子。引物均 

由中国科学院上海生物工程研究中心合成。 

1．3 聚合酶链反应(PCR) 

以HCV全长基因(HCV．NK)为模板进行。反应 

条件为：94℃lmin，55℃40s，72℃lmin，共 30个循环， 

循环结束后自动延伸 10rain． 

1．4 PCR产物的克隆和鉴定 

将 2种 PCR产物利用产物两端的位点，参照文 

献l4j的方法，分别克隆到pAK(+)质粒上．按 USB 

测序试剂盒说明书操作，测定其核甘酸序列，与文献 

报道序列[33相比较鉴定。 

1．5 融合基因的构建 

分别用 Xba I和 BanH I，BamH I和 EcoR I， 

EcoRI和 I从相应的重组质粒上切出 C33c， 

Core和 NS4片段，以 C33c Core．NS4顺序插人 到 

pE~24a(+)质粒中，使片段均正确连接。 

1．6 融合基因在太肠杆菌中的表达 

将含 融合基因的重组质粒转化表达宿主菌 

BL21(DE3)，按常规方法诱导表达L4 J，制备菌体蛋 

白。同时制备可溶组分和包含体成分。进行 SDS— 

PAGE凝胶电泳分析。用抗 His的单抗进行免疫印 

迹试验鉴定6×His融合蛋白。 

1．7 融合基因表达产物的纯化 

融合基因表达产物与载体 pEr24a中的 6×His 

融合蛋白，可选用 Ni(+)一NTB亲和柱纯化。 

1 8 融合蛋白抗原性测定 

将人 HCV阳性血清与重组表达产物进行免疫 

印迹反应，鉴定表达产物的抗原性。 

2 结果与讨论 

2．1 抗原基因的克隆及鉴定 

以中国人 HCV全长基因为模板，根据 Core和 

NS4区优势抗原簇基因序列设计引物，用 PCR方法 

扩增出一条 3O0bp左右的片段和一条 41；Obp左右的 

片段，分别将它们克隆到 psK(+)质粒上(图 1)经 

测序分析证明所获片段基因序列与文献报道序列相 
一 致一 
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2．2 融合基因的构建 

将 C33c基因用 Xba I和 BamH I，Core基因用 

BamH I和 EcoR I，NS4基因用 EcoR I和 1分别 

从相应重组质粒中切出，插人到质粒 pET?Aa(+)中 

的相应位点(图2)，该重组质粒称为 PET-CCN。 

X'tx~l 

图 2 NS3，Core和 NS4区抗原融台基因 的构建 

Fig．2 Conslraeti~ of the 8I帆
,

gt~le of NS3．Gxe and NS4 mltigens 

(CCN) 

2．3 融合基因的表达 

该融合基因 C33c—Core-NS4的重组质粒 PEq"一 

CCN在大肠杆菌 BL21(DK3)中表达(图3)。与对照 

相比较，表达菌的 SDS．PAGE图谱上于 58kD处有 1 

条明显的蛋白条带，与预计分子量一致。但在 4O和 

18kD处也有 2条蛋白条带。表达产物基本上以不 

溶性包涵体存在。用抗 His的单抗和 HCV阳性血 

清分别进行免疫印迹试验鉴定融合蛋白，表明部分 

表达蛋白在近 N端降解为 18kD和40kD蛋白(图 4， 

图5)。但是当表达蛋白纯化后，在 4℃放置一周后 

仍未有明显降解。说明融合蛋白是在菌体内部被部 
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田3 融告基因表达产物的 SKS-PAGE凝胺电甚】( 

g．3 SDS-PAC-E 眦口tl pET-CCI~'。 m 0 

t。Protein mni"kea'~2，pE124a(+J／BL21；3．pET-CCN／BL21 in indue· 

tJen time0 h．4，pET-CCN／BL21 in illtuefi~ time 4h；5，Purified HCV- 

CCN prote／n 

分降解，但纯化后是比较稳定的。 
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圈4 用抗 His的单抗识别6×H 融音蛋白的免疫印迹试验 

Fig．4 W删tem M0【蚰alv B 0f 6 x s 棚 protein Ⅲ ． s 

Tb∞∞kn h 

1．Protein m ★ ；2．p口 CCN／B[21 
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图5 兜疫印迹试验．川人ItCV田_i性血清识别 ItCV三段 

抗原融台基因(HCg-CCN) 

Fig 5 w耐廿TI№  蛳 0f山I。e HcV 目即 I~teln 

(} v_ccN)Ⅵm l№Ⅻ ~fi-HCV p~tlw—  

M，protein TrIBIjcer；l，pET-24~v'BL21；2．pET—CCN／BL2l：3． 

HC ．Cd  

2．4 表达产物的纯化 

表达产物用 Ni(+)．NTB亲和柱纯化后，进行 

SDS---P．~GE分析(图 3)。纯度可达 95％以上。根据 

紫外分光光度法A2B0值计算，重组表达产物的纯化 

表达量为 30mg／L大肠杆菌培养物。参于融合的 

pET-6 x His蛋白很小，不会影响重组蛋白的抗原性 ， 

却十分利于融合蛋白的纯化和鉴定。 

2．5 表达产物的抗原性分析 

以重组质粒表达菌及纯化产物作抗原与人 

HCV阳性血清进行免疫印迹试验，表达菌和纯化产 

物在 58kD处均有明显的反应条带(图5)，说明该融 

合蛋白具有较强的抗原性。在 HCV抗原中 Core和 

C33e抗原免疫原性强，相应抗体出现早，分布广，其 

联合检出率可达 99％左右 j．NS4抗原免疫原性是 

最强的，但抗体出现较晚。采用上述三种抗原基本 

上可检测出所有的 HCV阳性感染血清样品 j 因 

此本研究构建了含有 Core区，NS3区及 N2M．区优势 

抗原决定簇基因的融合表达质粒。包括 Core区∞ 

多肽，NS3区完整的 C33c抗原及 NS4区 NS4a抗原， 

基因片段的大小不同于国内外其它同类试剂。在不 

降低抗原性的基础上，减少蛋白分子量，可使其在大 

肠杆菌中的表达量提高，并增加稳定性。在C33c与 

Core之间，Core之间，Core与 NS4之间，加人 Gly．Gly- 

Cly．Gly柔性连接肽，有利于保持各抗原之间的灵活 

性和免疫原性。本研究成功地研制了重组嵌合抗原 

HCV-CCN，初步的免疫印迹试验表明该融合抗原具 

有良好的抗原性，可望成为新型 HCV酶联免疫诊断 

试剂的优选抗原。 
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