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Abstract： To construct the eukaryotic expression vector of HIV一1 gp l 20 gene and observe its 

expression in vitro，the recombinan t expression vector pVAX 1 GP 1 20 was constructed by inserting the 

gp l 20 gene into the eukaryotic expression vector pVAX 1．The pVAX 1 GP 1 20 was transfected into Vero 

cells by lipofectamine and the expressed product was detected by indirect immunofluore—scence． 

Restriction enzymes digestion analysis and sequencing results revealed that the recombinan t expression 

vector pVAX 1 GP 1 20 has been constructed successfully．The indirect immunofluorescence result 

showed green fluorescence on the membrane of transfected ceils．The constructed eukaryotic expression 

vector of HIV一1 gp l 20 can be expressed in ，itro，which lay the foundation for the further study of 

HIV一1 DNA vaccine． 
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获得性免疫缺陷综合征 (Acquired immunode— 

ficiency syndrome，AIDS)是由人类免疫缺陷病毒 

(Human immunodeficiency virus，HIV)引起的世界 

广泛流行、严重危害人类健康的疾病。尽管目前公 

认疗效较好的高效抗逆转录病毒治疗 (HAART)在 

抗 HIV 感染中取得了一定效果，但由于药物昂贵， 

化疗药物的毒副作用和 HIV 耐药株的产生影响了 

艾滋病治疗，限制了其在发展中国家使用。因此， 

最终将需要一一种有效的疫苗来控制 HIV 感染的流 

行及传播。近年来，不少学者研究了多种类型HIV 

疫苗，其中最引人关注的是 HIV一1 DNA疫茁 (核 

酸疫苗)。 

DNA 疫苗是用编码病原体有效免疫原的基因 

与细菌质粒构建的重组体直接免疫机体，转染宿主 

细胞，使其表达保护性抗原，从而诱导机体产生特 

异性免疫的疫苗。DNA疫苗具有使用方便，生产成 

本低，在体内可持续表达，免疫效果好，维持时间 

长等优点。HIV一1是引起全球艾滋病流行的病原， 

目前研究HIV一1 DNA疫苗主要是表达HIV一1外膜蛋 

白的GP120或GPI60，以及能表达于T细胞表面的 

HIV一1核心蛋白(Gag)及Pol的部分片段。HIV—lenv 

基因编码 HIV 外膜蛋白前体GP160，可被宿主细胞 

蛋白酶裂解为外膜蛋~(GP120)和跨膜蛋~(GP41)。 

GP120能诱导机体产生中和抗体和C TL反应，成为 

HIV一1 DNA疫苗研究的重点⋯。我们将HIV一1中国 

流行株编码 GP120蛋白的基因插入到真核表达载体 

pVAX1中，构建了真核表达载体 pVAX1GP120，并 

在体外进行了初步表达和检测。 
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1 材料与方法 

1．1 实验材料 

菌株 IM109、Vero细 胞 、真 核表达 载体 

pVAXI(美国FDA批准可用于人体的 种核酸疫苗 

表达载体)为本室保存。含有中国人 HIV一1流行株 

编码GP120蛋白基因的质粒pKSGP120为解放军军 

需大学金宁 一教授惠赠。限制性内切酶 EcoR I、 

f I，T4DNA连接酶均购 自十 TaKaRa公司。胎 

牛血清购自 Gibco公司，lipofectamine 2000购自 

Invitrogen公司，FITC标记的羊抗人 IgG抗体购 自 

武汉博士德公司。 

1．2 真核表达载体 (pVAX1GP120)的构建 

限制性 内切酶 EcoR I、 f I双酶切质粒 

pKSGP120，将其中的编码 GP120蛋白基因重组到同 

样酶切处理的真核表达载体 pVAX1，得到含有编码 

gpl20蛋白基因的 HIV DNA 疫苗真核表达载体 

pVAX1 GP1 20(具体操作步骤见分子克隆实验指南)[21。 

1．3 重组质粒 (pVAX1GP120)的酶切及测序鉴定 

使用限制性内切酶 EcoR I、Pst I双酶切重组 

质粒 pVAX1GP120进行鉴定。并将酶切鉴定正确的 

重组质粒送至上海生工生物工程公司进行测序。 

1．4 pVAX1GP120中 gpl20蛋白编码基因的同源 

性搜索 

通过 Internet用 Blast程序搜索 GenBank巾 

pVAX1GP120中 GP120蛋白编码基因的同源性序 

列。计算公式为：核苷酸同源性的百分率：被比较 

的片段相同的碱基数／相比较的小片段的碱基数× 

10o％ 。 

1．5 质粒的细胞转染 

采用脂质体转染技术操作步骤是：(1)在含有 

玻片的24孔培养板中，接种传代的 Vero细胞，当 

细胞量达到 90％～95％底面积时，于转染前用无血 

清和抗生素的 DMEM 洗 2遍，每孔加入 】mL 

DMEM。(2)配制细胞转染液 A (纯化的重组质粒 

5pL加入 50pL无血清和抗生素的 DMEM 中)，B 

(1ipofectamine 3pL加入5OuL无血清和抗生素的 

DMEM 中。5min内将 A 和 B 混匀，室温作用 

20min)。(3)将 108pL的质粒．1ipofectamine混合物 

加入每孔含细胞的 DMEM 中混匀。(4)细胞于 37 

℃，5％CO2孵育培养 6h，吸弃转染液，加入含有 

10％ FCS的 1640液 lmL，继续孵育 48h后检测。 

同时设空质粒对照组。 

1．6 表达产物间接免疫荧光法鉴定 

将 24孔板中的玻片取出，置冷丙酮固定 15min 

后，依次与艾滋病患者血清和 FITC标记的羊抗人 

IgG抗体反应，用荧光显微镜观察并拍照。 

2 结果与讨论 

2．1 HIV一1 DNA疫苗真核表达载体的构建及鉴定 

将质粒 pKSGP120上的gpl20基因用 EcoR I、 

f I双酶切后定向插入到真核表达载体 pVAX1中， 

构建了重组表达质粒pVAX1GP120。HIV一1 DNA疫 

苗真核表达载体酶切鉴定图谱见图 1。重组表达质粒 

pVAX1GP120用 EcoR I、 f I双酶切后，可切出 

1500bp左右的目的基因带，表明质粒构建正确。 
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图 1重组质粒 pVAX1GP120的鉴定 

Fig．1 Analysis of pVAX1GP120 

1，DL 2000 marker；2，pVAX1GP120 digested with EcoR 1／,~st 1 

2．2 真核表达载体 (pVAX1GP120)测序及同源性 

搜索结果 

利用 Blast程序，搜索 NCBI GenBank中与重 

组质粒 (pVAX1GP120)GP120蛋白编码基因同源 

的序列。结果表明该段基因的序列与pKSGP120中 

的GP 120蛋白编码序列完全 致，与HIV．1 ARV． 

2／SF2毒株 (HIvSF2CG)GP 120蛋白编码序列高 

度同源，仅有 2个碱基有差异。 

2．3 表达产物间接免疫荧光鉴定 

重组质粒用 lipofectamine 2000转染 Vero细胞 

后，于荧光显微镜下观察，结果见彩版 I图 2。由 

图2可见转染重组质粒pVAX1GP120的细胞边缘有 

明显的绿色荧光 (彩版 I图 2A)，而空质粒转染细 

胞未见荧光物质 (彩版 I图 2B)。因此，构建的真 

核表达载体可以在体外进行表达。 

3 讨论 

Wang等于 1993年首次报道了HIV一1 DNA疫 

苗的研究，使用 HIV．1gp160env．rev表达载体免疫 

小鼠，获得了保护性的细胞和体液免疫应答 。 

MacGregor等首次报道了HIV一1DNA疫苗在人类的 

I期临床试验，观察了HIV．1env．revDNA疫苗在 15 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


72 中 国 病 毒 学 第 l9卷 

例无症状 HIV感染者中的安全性和宿主免疫应答， 

提示 HIV一1DNA疫苗是安全的，并且可以增强这些 

HIV感染者的CTL反应和升高抗 GP120抗体滴度 

。 这些研究奠定了用 DNA疫苗来预防 HIV一1感 

染的可行性。 

近年来，联合 DNA疫苗初次免疫，重组蛋白 

疫苗加强策略集中于HIV一1外膜蛋白。这种免疫策 

略可以诱导细胞和体液免疫应答。国外有人使用编 

码HIV env的DNA疫苗初次免疫，以重组蛋白加 

强，可以增强 T细胞增殖性应答并升高中和性抗体 

滴度 J，而且，GP120DNA初次免疫，重组蛋白加 

强可以增强 CTL反应，这些策略可以有效地防止 

HIV一1或者 SHIV攻击恒河猴。 

我们将 HIV一1的 GP120蛋白全基因插入到真 

核表达载体 pVAX1中，从而构建了HIV一1真核表 

达载体 pVAX1GP120，通过酶切及测序鉴定正确。 

并在体外通过脂质体介导，将重组质粒转染 Vero 

细胞，通过间接免疫荧光进行表达产物检测，结果 

表明转染重组质粒的细胞表面有绿色荧光。因此， 

构建的真核表达载体可以在体外进行表达，为下一 

步进行 HIV一1 DNA疫苗的动物实验奠定了基础。 
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