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逆转录病毒载体介导的HCV囊膜蛋白基因的表达及动物免疫试验 
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Retroviral Vector M ediated HCV E1E2 Envelope Protein Expression in 

Eukaryotic Cells and Animal Immune Experiment 
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f i．College of Animal Sciences and Technology,Noahwest Sci—Tech University of Agriculture and Forestry,Yangling 
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Abstract： The recombinant retroviral vector pBABE puro．E 1 E2 was constructed by inserting the 

fu11．1ength HCV ele2 gene of H77 strain into pBABE．puro．Both the recombinant retroviral vector and 

the pVSVg plasmid were transfected into eukaryotic cells 293T by calcium phosphate transfection 

method．And then，the pseudovirus were produced．The pseudovirus infected eukaryotic cells SP2／0 and 

ElE2 protein was expressed．ElE2 protein was detected by puromycin—resistant and FACS analysis． 

BALB／c mice were injected in abdomen with expressing E 1 E2 protein SP2／0 cells．Anti．HCV E 1 E2 

antibody was screened by FACS．M oreover,the antibody was also analyzed by Wlestern blot using E2 

protein antigen which was expressed in E coli．The results showed that HCV E1 E2 protein was 

expressed in SP2／0 cells’envelope successfully．FACS could detect specific anti．E 1 E2 antibody in 

SP2／0 cells immune mouse serum 臃 stern blot analysis showed that SP2／0 cells immune mouse serum 

could react specially to E2 protein that was expressed in E coli． 

Key words- Hepatitis C virus； Envelope protein gene；Retroviral vector； Pseudovirus；FACS 

摘要：利用DNA重组技术将丙型肝炎病毒 (HCV)H77株E1E2囊膜蛋白基因插入逆转录病毒载体pBABE—puro 

中构建成重组逆转录病毒载体pBABE—puro—E1E2，该重组逆转录病毒载体与pVSVg质粒经磷酸钙共转染法将其 

转入 293T细胞中包装逆转录病毒假病毒。用包装的假病毒感染 SP2／0细胞，经嘌呤霉素筛选阳性细胞后进行流 

式细胞技术 (FACS)分析，结果表明HCV ele2基因在 SP2／0细胞膜上成功表达。将表达E1E2蛋白的SP2／0细 

胞腹腔免疫BALB／c小鼠，经FACS分析免疫鼠血清，成功诱导小鼠产生了抗HCV E1E2蛋白的抗体，Western blot 

表明该抗体能与原核系统表达的 E2蛋白结合。 
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丙型肝炎病毒 (Hepatitis C Virus，HCV)主要通 

过输血传播，可以导致多种临床型的肝炎及其它肝 

脏疾病，包括肝硬化及肝细胞癌[1,21。HCV 基因组 

为单股正链 RNA，约 9．4 kb，编码一个 3 010～3 033 

氨基酸的多聚蛋白，排列顺序为 5'UTR．C．E1一E2． 
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NS2一NS3．NS4．NS5．3’UTR，其中 C为核心蛋白， 

E1、E2为囊膜蛋白。由于HCV在患者血中的滴度 

很低，目前又没有合适的体外增殖系统加以扩增， 

所以无法获得足够多的病毒粒子直接对其研究，只 

能借助于基因工程的手段表达相关基因，再对表达 
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蛋白进行研究。其中被认为带有 HCV主要免疫原 

的HCV囊膜蛋白E1和 E2的基因工程表达，是研 

究 HCV保护性抗原的性质、中和抗体以及亚单位 

疫苗的重要基础。 

逆转录病毒载体具有能有效地将外源基因整 

合进宿主细胞基因组、长期表达外源基因以及病毒 

包装过程简单的特点而成为真核细胞基因转移的 

最常用载体系统之～。本研究为了探讨 HCV 是否 

具有中和抗体以及研制抗 HCV单克隆抗体，我们 

用逆转录病毒载体将HCV E1E2囊膜蛋白基因整合 

到 SP2／0细胞基因组中，在 SP2／0细胞膜上成功表 

达了 HCV E1E2囊膜蛋白。用表达细胞免疫 BA 

LB／c小鼠，成功诱导小鼠产生了抗 HCV E1E2蛋白 

的抗体。这为下～步研究该抗体是否具有中和活性 

以及用细胞免疫法研制抗 HCV单克隆抗体奠定了 

物质基础。 

1 材料与方法 

1．1 质粒、菌株和细胞 

含有丙型肝炎病毒 H77株囊膜蛋白全长基因 

E1E2的质粒 H77一E1E2~CR3．1、293T细胞、SP2／0 

细胞、逆转录病毒载体pBABE．puro、pVSVg载体、 

大肠杆菌 DH5 a 均由北京大学生命科学学院细胞 

工程与细胞分化实验室构建或保存；FITC标记的抗 

鼠IgG二抗、HCV单克隆抗体H2、H33和 H53购 

自Promega公司，一20。C保存。 

1．2 目的基因的扩增 

以H77．E1E2~CR3．1为模板，PCR扩增 HCV 

全长囊膜蛋白基因E1E2。上游引物P1 5’GGATCCA 

TGGGTTGCTC1] CTCTATCTTCC 3 。5 端加上 

BamH I酶切位点，下游引物 P2 5 GAATTC1trACG 

CCTCCGCT／'GGGATATGAGTAA 3’，5’端 加 上 

EcoR I酶切位点。扩增片断为 1735bp，含有信号 

肽序列和跨膜区序列全长的 E1E2基因，这样可以 

确保 E1E2基因在细胞膜上表达。 

1-3 重组表达载体的构建 

PCR产物经BamH I和EcoR I双酶切后回收并 

纯化含 HCV ele2基因片段，定向插入逆转录病毒 

载体 pBABE—puro的多克隆位点BamH I和EcoR I 

处，得到重组逆转录病毒载体pBABE—puro．E1E2。 

用此质粒转化大肠杆菌 DH5 a 工程菌，筛选阳性 

克隆，扩增，用酶切法鉴定重组质粒，对重组质粒 

中的 HCV囊膜蛋白基因进行序列测定。碱裂解法 

大量制备重组逆转录病毒载体 pBABE．puro—E1E2 

及阴性对照逆 转录病 毒载体 pBABE—Puro，以 

PEG8000纯化，溶于灭菌生理盐水，测 OD值，调 

整浓度至 1 。 

1．4 逆转录病毒假病毒的包装 

用重组逆转录病毒载体 pBABE—puro．E1E2和 

pVSVg质粒磷酸钙共沉淀法转染 293T细胞，包装 

逆转录病毒假病毒。转染36h至48h之后，收集293T 

细胞的培养基，离心分装上清，冻存于．80℃冰箱中 

或直接使用。 

1．5 假病毒感染 SP2／0细胞及抗性筛选阳性细胞 

感染前24h将SP2／0细胞低密度传至培养皿中， 

将病毒上清加入 polybrene(聚凝胺)使其终浓度为 

8~tg／mL。将上述混合液体加至弃去培养基的靶细胞 

SP2／0之中。感染 12h至 24h后更换靶细胞的培养 

基，去除假病毒。48h后加入嘌呤霉素至终浓度 

5~tg／mL 进行筛选 。同时设立不用假病毒感染的 

SP2／0细胞作为阴性对照。假病毒感染并表达了 

ele2基因的SP2／O细胞将产生嘌呤霉素抗性能在嘌 

呤霉素存在情况下存活，反之将死亡。 

1．6 FACS检测表达 HCV E1E2囊膜蛋白的 SP2／0 

细胞 

感染 36h至 48h之后收取存活细胞，再扩传培 

养后用鼠源 HCV单克隆抗体 H2、H33和 H53进行 

结合，FITC标记的抗鼠 IgG二抗染色，用流式细 

胞仪技术(FACS)进行分析检测是否在 SP2／0细胞膜 

上表达了 E1E2蛋白。同时用不表达 E1E2蛋白 

SP2／0细胞作为阴性对照。 

1．7 表达 HCV E1E2囊膜蛋白的 SP2／0细胞免疫 

小鼠及血清抗体的检测 

取6～8周龄的雌性 BALB／c小鼠4只。用表达 

HCV E1E2囊膜蛋白的 SP2／0细胞腹腔免疫，细胞 

量为 1×10 个，免疫 2次，1次／2周。4周后毛细 

管眼球采血分离血清。以表达HCV囊膜蛋白E1E2 

的 SP2／0细胞和空白 SP2／0细胞作为抗原，一抗为 

免疫鼠血清，稀释 100倍，FITC标记的抗鼠 IgG 

二抗染色，FACS分析检测血清抗体。 

1．8 血清抗体的Western blot检测 

用已知表达 E2蛋白的大肠杆菌裂解物作为抗 

原，该 E2蛋白分子量约为 50kDa。～抗用免疫鼠 

的血清，100倍稀释，二抗为碱性磷酸酶标记的抗 

鼠IgG，进行 Western blot检测。同时设立用空白 

SP2／0细胞免疫的小鼠血清作阴性对照。 

2 结果 

2．1 重组表达质粒的构建及鉴定 

PCR产物经BamHI和 EcoRI双酶切后回收并 
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F信 ，肄．逆转录 毒拔体 f—HCV鹱．道蠹Ill盐：川帕表达矍 塑鱼堕 鉴 堕 

纯化 定向插入逆转采病毒载件 pBABE—puIO的多 

觅降他点BamH T和 EcoR I处，乖蛐质粒 pBABE— 

puro—E rE2经 BamH I和 EL’oR I职畸l- i,~1"1 1 5．1kb 

和 I．7 kb两片段，分别与载体千̈ HCV囊膜蚩闩肚 

I 重 质 蕾酶 牿定结果 

Fig I Restriction analysis of reco／zhbinant plasmid 

M  DL20~0 MarkeT： 1 2- Restriction analysis of pBABE-puro-EIE2 

㈣ mbanan【plusmid：3 Restriction analysN p8ABE—pum pluc．nfid 

2．2 嘌呤霉素筛选假病毒感染的SP2／0细胞 

崩重组逆转录病毒载体 pBABE—puro—E1E2 1 

pVSVg质粒磷酸钙兆沉淀法转染 293T抖l胞 包装 

逆转录病毒似病毒 似病毒感 SP2／O细胞，试验 

结果在嘌呤霉素抗性筛选下假螨毒感染旧 SP2／0细 

胞有 20％的细胞存活，其余细胞死亡 阴性刘j_!cc 

组的 sP2，0细胞全部死亡。衷叫有20％的细胞被假 

病毒感染并将 ElE2基因整台到 SP2／O细胞基因 

中，使得SP)J0纽I胞产生了嘌呤霉素抗性。 

2．3 FACS分析检测表达 E1E2囊膜蛋白的 SP2t0 

细胞 

用 H2、H33千̈ H53二种鼠源 HCV 克隆抗体 

通过流式细胞仪技术(FACS)进行分忻检删 E1E2蛋 

白在SP2／0细胞膜上的表达．结果如 t图2) A、 

B、c 3个图左峰分别为H2、H33和H53二刊 单扰 

与阴性 SP20细胞 FACS分析结果 右峰为三种单 

抗与表达 HCV ElE2囊膜蛋白的 sP2，f]细胞FACS 

分析结果 图中形成明显的两个峰，证叫 EIE2蛋 

白在SP2／0细胞膜 上被表达 

2 4 免疫小鼠血清抗体的 FACS检测 

取四只免疫小鼠的血清分别与表达 E1E2蛋白 

的 sP2 细胞和 降SP2／0细胞结合，F1TC标记的 

抗鼠lgG二抗染色 FACS分析 比较 FACS分折结 

果 L见罔3) A、B、C、D4个圈中左峰为四只免 

疫小鼠血清与阴性 SP20细胞 FACS分析结果：右 

峰为免疫小鼠血清与表达 ElE2蟹 的 SP20细胞 

FACS分析结果 形成明显的两个峰，说明用表达 

Fig 2 F1IJW cytometfic analysis of expression E I E2 protein 

SP2／0 cells 

A：Right apex is H2 McAb~acted with expo~ssint2 E l E2 pa~tein sP2g) 

cells and left apex is negative control：B：Right apex is 1t33 McAb~acted 

wllh expressing El E2 proiein SP210 cells 1d leI'l apex is negative⋯ Ⅱ0l、 

C：R~ht 、is H53 McAb~acled with expressing EI E2 protem SPZ10 

eelIs and left apex is negalI～ conux~l 

； 

FL1，FLI 

图3 流式细胞l倥舒析免接小鼠旧血清抗件 

Fig 3 F1ow cytometric analysis 0j immune Mouse Sef'dl~l 

A RJ~ht apexisthefirstimmune n ⋯ reactedwith e p E JE2 

pmlein SP'2ff~eelIs d left apex I negative conrad B：Right aD⋯  the 

⋯ nd immune l u reacted with expm．,~ing E1E：protein SI 1 

eel ；md lePl ape x is negalive ∞  丌_I．C：R~ght apex is the third imnmne 

ii)O1]~；c Ⅲ reacted with expressing EIE2 protein SPZ／O ceils left apex 

is negative control；D．Ri t apex is the Rmrth immune i1X)llg~蝌 um reacled 

with expres．．ingEIE2 p~ ein SP2J0 cells andlePl apexi,s negati vecnnm：fl 

一 
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HCVEIE2囊膜蚩白的 SP2，0细胞腹腔免疫小鼠产 

生了抗 E1巳2蛋白的抗体， 

2．5 V~restern blot检测结果 

Western 印迹分析中在 50kDa处有 条杂交 

带出现 (见罔4) 表明原核系统表达的 E2蛋白uJ 

以与表达HCV EIE2囊膜蛋 的 sP 0细胞免疫小 

鼠的血清抗体特异性结合，而 阴性 SP2／0细胞免 

嫂的小鼠的血清不结台 

kDa M 】 2 3 4 

97．4一 ■_  

66 一 _■■ 

■■_ ■- ■—_  

43 0一 _■■- 

l 0一 ■—_I 

矧4 血精抗体的WesternBlot检删 

Fig 4 ~restern—Blot detection of,qet-Hi1Li aadb~xiy 

M，pmlein mar f．I i111mofle ／~rllrrl wilh SP'Z~1 cells：2_4，liDmune 

mOkl~ with e~pness[oEI E2 protein SPZt0 cell 

3 讨论 

利用基因工程技术表达 HCV蛋白是E1丽歼鼹 

HCV基囡与蛋白的性质及功能研究的土要手段，己 

分别用于研究多聚蛋白前体的表达和加工规律 J、 

检测血清抗体 I、制备多抗、单抗 以及设计亚 

位疫苗等 Chiton公司⋯用重组痘苗稿毒系统表达 

的EI E2复台物免疫黑挥猩，首次提出了研制HCV 

疫苗的可能性 近来．他 J还发现只育在哺乳动物 

细胞 u 被正常加工了的 E1E2，才能有效地在体内诱 

导产生中和抗体并进而保护宿上免受病毒的攻击 

大量的研究显示HCV结构蛋白的E2区能刺激机体 

产牛具有保护作用的中和抗体 ⋯，世是目『 E2区 

的高度变异性，针对某种犁或株的抗体往往村其他 

型或株的HCV无-I 和作用。并且止常情况下 E2 

蛋白与 El蛋白形成二聚体结构，由于 B细胞识别 

的是抗原的空 构象，EIE2的二浆作结构对其抗 

屎性有重要的意义 因此，我们用逆转录摘毒载体 

在 SP2t0细胞中表达了ElE2基因的全氏，以保证 

其能形成上E确的二聚体结构，提高B剐胞的识别能 

力，更好地刺激机体产生抗体：试马盎表明SP2／O细 

胞免疫小鼠后，m清经FACS榆测，成功地诱导了 

小鼠产生抗 HCV E1E2蛋白的抗体，为 F一步HCV 

中和抗体的研究盟定了基础 

传统的单克隆抗件制备方法是利用天然病毒 

或基 工程表达的蛋白作为抗原免疫动物， 是 

HCV病毒体外根难培养而 躁坎表达系统表达的 

蛋白没有经过加工修饰，不能反lj史蛋白n勺天然构 

象，另外真核系统表达的蛋白纯化过程 常费时费 

力，代价昂贵。我们采用逆转录病毒岛效表达载体 

构建假病毒 将 HCV ele2基因转染到小鼠骨髓痫 

细胞 SP2／0细胞内，山于逆转求摘毒载件能够将外 

源基因整合到细胞DNA基因组- 叉“I丁 te2基 

冈带有信号肚序列，冈此 SP2／0圳胞能够(tsflll胞麒 

上稳定表达 E1E2蛋白 外源 固在其梭 I胞 l·表 

达的优势是其蛋白能够完全糖基化、空间构象与天 

然蛋白一致，保持完整的抗原结构 另外 SP2／0细 

胞米源于 BAcB，c小鼠，因此小鼠只能产 抗 E1E2 

蛋白f削宄体，而 产生针对细胞的抗体 我们的试 

验结果证州 _r免疫血清不能和I羽性 SP2／0细胞结 

台 就|兑明了这点。这就为 F一步 表达细胞作为 

抗原直接免疫BALB／c小鼠研制抗 HCV 克隆抗 

体奠定了基础 

Western blot检测表明表达 E】E2的SP2／0细胞 

免疫污导产生的抗 EIE2抗体能与夫肠杆菌表达的 

E2蛋白结合，这就为用原核表达的E2蛋白作抗原 

来检测细胞免疫后抗体水平的高低提供丁基础 

为FACS只能定性检测，不能定量掩测， I1 HCV 

很难体外培养，不可能州病毒直接做抗原．所以细 

胞免疫后抗体水平的检测还需要原棱系统表达的 

蛋白来检测 另外试验 诱导产 的抗 ElE2抗体是 

否具有‘中和活性?以及抗 HCV- 抗的研制这些1： 

作还在进 一步研究之-中 

致谢：本研究在北京人学生命科学学院细胞上 j 

细胞分化实验室完成的，跗 r在试骑中给予 

棒助的十H荚人员在此表 衷心感蹴 
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PI Recruitment 

Wuhan Institute of Virology,Chinese Academy of Sciences 

Wuhan Institute of V'trology,Chinese Academy of Sciences(CAS)was founded in 1 956．With scientific 

research elitists，W uhan Institute of Virology is the only comprehensive institute carrying out fundamental researches 

on virology in CAS．The institute offers a highly interactive research environment and outstanding research facilities
， 

including BSL3 laboratories．According to the national strategic need，W uhan Institute of Virology has recently 

extended its emphasis from general virology to human virology an d emerging diseases research
．  

The Institute is now seeking to recruit five senior research scientists(CAS Hundred Talents Program)for 

further development．The research fields contain Viral Immunology
， HIV／AIDS，Epidemiology and Emerging 

Diseases，Vaccine and Antiviral Drugs and M olecular Virology
． The recruited scientists can organize their own 

research groups．Qualified individuals are encouraged to apply． 

All interested applican ts must have a Ph．D．degree，good working experience with excellent scientific 

achievements and an established track record of publications
． Applicants under the age of 45 has priority 

consideration． 

Th e Institute will provide successful candidates with excellent working an d living conditions
． Salary and 

start—up support package will be commensurate with his／her experiences an d qualifications
． 

Applicants should submit a complete CV,a copy of certification of the Ph
．D．degree，a copy of current 

position，five representative publications，an  anticipated plan of the applied position an d three letters of 

recommendation by February 25，2005． 

Th e institute is also recruiting associate and assistant researchers for existing research groups including 

Tumor V'trology，Hepatitis，Influenza Viru s，Viral Zoonosis etc．Applican ts are welcome to contact the institute
．  

Please contact the following website for further information． 

http：／／www．whiov．ac．ca 

Contact Persons： Dr．Zhiming YUAN，M s．Naxin SHANG 

Address： Personnel Offi ce，W uhan Institute of Virology，Chinese Academy of Sciences
， 

44 Xiao Hongshan middle district，W uhan 43007 1，China
． 

Tel： 86—27—87199413， Fax： 86—27—87198072 

E—mail： yzm@wh．iov．cn shang@wh
．iov．ca 
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