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Abstract：To construct a recombinant eukaryotic expression vector bearing fusion gene Of Hepatitis B 

viruS(HBV)S2+S gene and IFN-a gene，technique of splicing by overlapping extension and two 

times PCR were used．Fusion gene fragment was obtained and directly cloned into pcDNA3．1 V5／His 

TOPO TA cloning vactor to get recombinant eukaryotic expression vector pcDNA3．1$2S／IFN—a． 

Then the recombinant vector was transferred into Vero E6 cells using LipofectAM INE．The recombi— 

nant vector was constructed and correctly checked by digestion with restriction enzymes and poly— 

merase chain reaction．The vector bearing fusion gene could be expressed in eukaryotic cells detected 

by indirect immunofluotescence technique．The relative efficient expression of the fusion gene in Vero 

E6 cells might provide an experimental basis for specific immunotherapy for HBV infection． 
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摘要 ：构建含 HBVPrdS2+S和 IFN—a融合基因的真核表达载体pcDNA3．1．S2s／IFN．a并在真核细胞中进行表达。 

应用重叠延伸剪切技术(splicing by overlapping extension，简称 SOE)经两次 PCR获得嵌合基因片段 S2S／IFN 回 

收后直接克隆到 pcDNA3．1 V5／His TOPO TA克隆载体，得到真核重组载体 pcDNA3．1．S2s／IFN—a。然后用脂质 

体法转染 vem E6细胞。对重组载体进行了限制性酶切及 PCR鉴定，证明连接正确 ；经间接免疫荧光检测证实该 

重组载体能在真核细胞中表达插入的外源性基因编码的融合蛋白。真核表达载体 pcDNA3．1．S2s／IFN—a的成功 

构建及在 vem E6细胞中的有效表达，为进一步探讨 HBV感染的特异性免疫治疗提供了实验依据。 
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目前，基因免疫在流感、艾滋病、乙丙型肝炎等 

感染性疾病的治疗研究中表现出广阔的前景。体内 

外实验表明基因疫苗可以同时诱导针对病原的体液 

和细胞免疫反应u J。Hepatitis B virus(HBV)是 

嗜肝 DNA病毒。包膜蛋白由 HbsAg，preS1Ag和 

preS2Ag组成，中和表 位位于 S区。preS1Ag和 

preS2Ag也均含有 T细胞和 B细胞表位，可增强 S 

抗原的免疫原性[ 。而 IFN—a作为细胞因子具有抗 

病毒和免疫调节的生物学效应。因此，我们采用分 

子克隆技术，将 HBVprS2S基因与 IFN 以期通过 

表达的融合蛋白发挥二者的协同作用达到抗病毒效 

应。清除慢性肝炎患者体内的病毒。 

l 材料与方法 

1．1 质粒、宿主菌、细胞和试剂 

质粒 p1．211(含 HBV全基因)由上海生化所郑 

文超博士惠赠。含有人 IFN—a13编码基因的 pDO— 

NEO239质粒由北京 302医院成军博士惠赠。重组 

质粒 pcDAN3．IFN—a由本室构建。Vero E6细胞由 
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本室保存。 

1．2 试剂 

各种限制 性 内切 酶，Taq DNA聚 合酶购 自 

Promega公 司。WizardTM PCR Preps DNA Purifica— 

tion System．W izard M Plus M inipreps DNA Purifica— 

tion System均购自Promega公司。PcDNA 3．1／V5一 

His TOPO TA Cloning M Kit购 自Invitrogen公司。 

脂质体转染试剂盒 LTPOFECTAMINETM2000购 

自GIBCOBRL公司。人抗 HbsAg购自上海生物制 

品研究所，小鼠抗人 IFN—a为第四军医大学免疫教 

研室产品。FITC标记羊抗鼠IgG、羊抗人HRP．IgG 

均由中国人民解放军军事医学科学院制备。胰蛋白 

胨、酵母提取物为英国Oxford产品。其余生化试剂 

均为常规分析纯的进 口或国产试剂。RPMI1640和 

DMEM 培养基，胎牛血清均购自GIBCOBRI 公司。 

1．3 真核表达载体 PcDNA3．1．$2S／IFN—a和 PcD— 

NA3．1．$2S的构建 

1．3．1 参照文献【 ，用重叠延伸剪接术(splicing by 

overlap extention，简称 SOE)经两次 PCR获得嵌和 

基因片段 S2S／IFN 回收后，直接克 隆到 pcD— 

NA3．1 V5／His TOPO TA克隆载体，转化大肠杆菌 

JM 109。 

引物的设计、合成 根据 HBV—adr亚型中国株基因 

序列和 IFN—a13基因序列合成并纯化 4条引物，引 

物由上海基康生物技术有限公司合成。引物序列如 

下 ： 

上游引物 HF1：5 一CGGAAGCTTATGCAGTG 

GAACTCCACAA(、，3 

中间引物 HF2：5 一CTTTGGGTATACATFGC 

CTCGCCTCGCCCTTTGCT一3 

中间引物 HF3：5 一AGCAAAGGGCGAGGCAA 

TGTATACCCAAAG一3 

下游引物 HF4：5 一CCGGAATTCTCAATAAG 

AAT TGTTTTC 3 

HF1为 HBV preS2S基 因的上游引物 (1811— 

1830nt)，引入 HindⅢ酶切位点；HF2和 HF3是完 

全互补的，分别含 HVB S基 因 C端 15bp(2639— 

2653nt)和 IFN—a13N 端去掉 始码 和信号肽后的 

15bp(70—84nt)，共 30bp的序列；HF4为 IFN—a13的 

下游引特(586—603nt)，引入 EcoR I酶切位点。 

1．3．2 PCR过程 第一次，PCR，以质粒 p1．2Ⅱ为 

模板，用引物 HF1和 HF2扩增 HBV preS2S基因片 

段 (约 850bp)。以重组质粒 pcDNA3．IFN—a为模 

板，用引物 HF3和 HF4扩增 IFN—a基因片段(约 

540bp)。反应条件：94℃预变性 5min，94℃变性 

45s，55℃退火 45s，72℃延伸 45s，35个循环，最后 

72℃延伸 10min。用 1％的琼脂糖凝胶 电泳分离上 

述 PCR产物后 ，以 Wizard M PCR Preps DNA Purifi— 

cation System 回收产物。第二次 PCR，以第一次 

PCR产物为模板，各取 100ng，用引物 HF1和 HF4 

扩增，获得基因片段 S2S／IFN—a。反应条件：94*(2预 

变性 5min，94℃变性 45s，52℃退火 lmin，72℃延伸 

2min，35个循环，最后 72℃延伸 30min。回收第二 

次 PCR产物。 

1．3．3 目的片段 S2S／INF_a与 pcDNA3．1v5／His 

TA克隆载体的具体连接步骤 按照操作说明书进 

行。 

1．3．4 阳性克隆的鉴定 挑取单克隆菌落于 3mL 

含 Amp的 LB培养基 中，震荡过夜，用 WizardTM 

PCR Preps DNA Purification System提取质粒，取 

i／,I 进行 PCR鉴定。分别用 Hind nl和 Hind nl 

XhoI进行单、双酶切鉴定插入方向和插入片段的大 

小。 

1．4 真核表达质粒 pcDNA3．1$2S／IFN—a在 E一6细 

胞中的瞬时表达 

1．4．1 细胞培养及转染用质粒的制备 用含 10％ 

胎牛血清的 DMEM 培养基，于 37℃，5％CO 孵箱 

中培 养。用 Wizard M Pcr PreDs DNA Purification 

System提取质粒。 

1．4．2 重组质粒的转染 用脂质体介导转染法进 

行。按照脂质体转染试剂盒 I IPLFECTAMINETM 

2000Reagent的操作说明书。1)将处于数生长期的 

E一6细胞 3×10 重悬于 0．5mI 完全培养基中，接 

种至24孔板。孔内放置一无菌载玻片。同时设置 
一

未加细胞的空白对照孔和只转染空载体细胞的阴 

性对照孔。2)培养 18～24h，使细胞达 90％～95％ 

融和。3)无菌 Ep管中制备，0．8～1．0 g无血清、无 

抗生素的DMEM 中。将此两溶液在 5min内混合。 

4)用无血清、无抗生素的 DMEM 洗涤细胞两次。 

加入 0．5mI 无血清、无抗生素的 DMEM。5)将 

Lipofectamine+DNA混合物 lOOt(L小心滴加至细 

胞上。6)37℃，5％CO2孵箱中培养 4～6h后，换为 

完全培养基继续培养。7)转染 48-72h内检测重组 

质粒的表达。 

i．4．3 用间接免疫荧光法检测抗原的表达 参照 

文献 8的方法，用间接免疫荧光法抗原的表达 ，荧 
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光显微镜下观察。 

2 结果 

2．1 pcDNA3·1S2S／IFAa 

第一次 PCR产物分别为 850bp、540bp，第二次 

PCR产物为 1．4kb，与预期结果一致；重组质粒 分 

别经 H d llI和 Hin dⅢ+Xho I单双酶切，可见与 

理论结果一致的6．9kb，5．5kb和 1．4kb的电泳条带 

(见封 3彩图 1)。 

2．2 融合基因 S2S／IFN．a在直核细胞中瞬时表达 

的检测 

用间接免疫荧光法，在荧光显微镜下观察到了 

抗原的表达(见封 3彩版图2)。 

3 讨论 

研究表明，慢性乙型肝炎的发病与免疫机制有 

关。因此，要想清除患者体内的病毒，应从抗病毒和 

提高机体免疫反应两方面入手。基因免疫研究表现 

出了诱人的前景，但单纯用只含特异性抗原的基因 

疫苗效果并不理想，而与细胞因子联合免疫可以显 

著增强其免疫效果。细胞因子具有免疫调节活性， 

能够不同程度的调节体液或细胞免疫反应 ]。多 

项研究表明，II 一12可以增强由编码 HIV和流感 

病毒抗原的DNA疫苗诱发的特异 CTI 反应[ ~1 ； 

II 一2和 GB—GSF可以增强由HCV的DNA疫苗诱 

发的细胞免疫反应[ ，̈]II 一2基因与 preS2S基因进 

行融合表达时，特异性的免疫反应至少可以增加 

100倍[15]。干扰素作为临床一线抗病毒药物有一 

定的作用，但临床疗效并不理想。我们成功构建了 

含 HBV pre$2S与 IFN—a融合基因的真核表达载 

体 pcDNA 3．1S2S／IFN 并在Vero E6细胞中进行 

了有效的表达，拟在后续的研究中鉴定融合蛋白的 

生物学活性及进行动物学实验，以期通过 IFN—a 

增强的基因免疫达到彻底清除病毒的目的。 
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