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Abstract : In this work , the t runcated He p ati t is C vi rus ( HCV) st ruct ural p rotein E1 f used wit h

GST was expressed in E. col i. The f usion protein was used as an antigen to immunize rabbit to

p roduce the antibody for detection. To express HCV E1 in insect cells , t he recombinant baculov2
irus (vAc HCV E1) containing t he HCV f ull length E1 gene was const ructed by Bac2to2Bac recom2
binant baculovirus expression system. It was proved to be able to p roduce HCV st ruct ural p rotein

E1 in insect cell Sf9. The expression protein was detected by Western blot analysis. The size of

t he p roduct was 30 kDa , which was bigger t han t he predicted size of 20 kDa , implicating post2
t ranslational modification such as glycosylation. By using confocal microscope ,it was observed

t hat t he E1 protein was localized in t he cytoplasm and cellular membrane 48h after inflection.
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摘要 : 本文在大肠杆菌中表达了与 GST融合无跨膜区的丙型肝炎病毒 ( Hepatitis C Virus , HCV) E1蛋白 ,并通过

免疫兔制备了兔抗 E1的抗血清。然后利用Bac2to2Bac杆状病毒表达系统构建了含有 HCV结构蛋白 E1基因的重

组杆状病毒 vAc HCV E1。通过 Western blot 分析 , E1 蛋白在 Sf9 细胞中表达分子量大小为 30kDa 大于预测的

20kDa ,表明存在翻译后修饰如糖基化等。通过 Confocal显微镜观察当感染 48h后 E1蛋白定位在细胞质和细胞膜

上。
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　　丙型肝炎病毒 ( He p ati t is C vi rus , HCV)是输

血后及散在性的非甲非乙型肝炎 (Non2A , Non2B

Hepatitis , NANB H)的主要病因[1 , 2 ]。全世界目前

约有 1. 7 亿人被 HCV 感染 ,急性感染者中有 80 %

转为慢性 ,其中 20 %在 10～20 年后将发展为肝硬

化 , 1 %～5 %可能发展为肝细胞癌 ( Hepatocellular

carcinoma , HCC) [3 ]。到目前为止 ,尚没有有效的

治疗 HCV慢性感染的药物和防止 HCV 感染的疫

苗。

HCV为黄病毒科 ( Fl aviv i ri dae)丙型肝炎病

毒属 ( Hep aci v i rus)的唯一成员[4 ] ,其为有包膜的

单股正链 RNA病毒 ,基因组全长 9. 4～9. 6kb ,仅包

含一个大开放阅读框 ,编码一个大约 3000 aa 的多

聚蛋白前体[2 ,5～7 ] ,在宿主和病毒编码的蛋白酶的作

用下 ,多聚蛋白前体裂解为成熟的结构蛋白和非结

构蛋白。从 N端到 C端 , HCV蛋白的排列顺序为 :

C2E12E22p72NS22NS32NS4A2NS4B2NS5A2NS5B。HCV

结构蛋白包括核衣壳蛋白 (Core)和两个包膜糖蛋白
( E1和 E2) 。

HCV结构蛋白 E1为高度糖基化蛋白 , 具有 5

个潜在的 N 糖基化位点 , 分别位于氨基酸序列的

196、209、234、305和 325位。而第 5个糖基化位点

由于位于 Asn2Trp2Ser后紧接 Pro而阻止了核心糖

链的增加[8 ]。E1、E2是 HCV的两个膜蛋白 ,而 E2
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估计是 HCV 基因组上最高可变的区域[9 ]。而 E1

具有很高的保守性 ,蛋白的糖基化与蛋白的抗原性

和受体结合有很大关系。因此 E1 有很好的成为

HCV诊断试剂和疫苗的靶位潜力。

昆虫杆状病毒作为一种高效的真核表达载体得

到广泛的应用。在昆虫细胞中翻译后的修饰、蛋白

质的正确折叠和寡聚化与哺乳动物细胞系统相似 ,

而且与哺乳动物细胞表达系统相比 ,昆虫杆状病毒

表达系统表达异源蛋白水平更高[ 10 , 11 ]。在本研究

中 ,我们尝试了在昆虫细胞 Sf9 中利用 Bac2to2Bac

重组杆状病毒表达系统表达 HCV 结构蛋白 E1 ,并

研究了其在细胞中的定位。

1　材料与方法

1 . 1　昆虫病毒和细胞系

昆虫细胞 Sf9为本室保存 ,用含 10 %胎牛血清

的 Grace培养基 ( GIBCO/ BRL 公司)培养于 28℃细

胞培养箱中。AcMN PV Bacmid来源于 Bac2to2Bac

系统 ( GIBCO 公司) 。含有 HCV 全基因组的质粒

pBR TM/ HCV3011 由广东军区武汉总医院的焦成

松博士惠赠。表达增强荧光蛋白 ( e GFP) 的重组

AcMN PV (vAce GFP)由本室构建。

1. 2　HCV E1基因的克隆

根据 HCV E1 基因序列 ,设计了三个引物 ,

E1F : CA T GAA T TCCTCGGGGCT T TACC , 用于

E1 全长基因 PCR 的 E1R ( F ) : A A GC T T T TA

GGCAAA TA GCA GCA GCACTAC 和用于截断型

无 跨 膜 区 E1 基 因 PCR 的 E1R ( N TRD ) :

A A GC T T T TAA GCTACCACCAACGCT GC (斜体

为引入的酶切位点 H i nd III) 。所有引物由上海博

亚生物技术公司合成。

以含有 HCV1b 全长基因组的质粒 pBR TM/

HCV123011为模板 ,利用引物 E1F和 E1R ( F)合成完

整的 E1基因 ,引物 E1F和 E1R ( N TRD)用于合成原

核表达无跨膜区的 E1 基因。完整的 E1 基因 PCR

扩增的反应条件为 :94℃预变性 5 min ,按照 94℃1

min ,57℃1 min ,72℃1 min 设定 20 个循环 ,最后

72℃终延伸 10 min。无跨膜区的 E1 基因 PCR 扩

增的反应条件为 : 94℃预变性 5 min ,按照 94℃ 1

min ,57℃45 s , 72℃ 1 min 设定 20 个循环 ,最后

72℃终延伸 10 min。PCR产物分别克隆到 p GEM2
T Easy ( Promega 公司)获得重组质粒 :p TE1 ( F) ,

p TE1 (N TR) , 测序鉴定。

1. 3　E1的原核表达及抗体的制备

EcoRI和 H i ndIII双酶切 p TE1 ( N TR) , 回收

420 bp 的片段 ,连接到以相同酶切的 p GEX2KG载

体上得到 p GEX2KGE1 (N TR) (图 4) ,将挑取的克

隆培养过夜。后以 1 ∶100 转接到培养基 , IP T G

0. 5 mmol/ L 30℃诱导 4 h。将诱导的蛋白从聚丙

烯酰胺胶上割下 ,以 200μg的量免疫兔。每三周免

疫一次 ,连续免疫 3次。

取健康 Sf9细胞超声波破碎后 ,加入兔抗 E1血

清 4℃静置一周 ,进行中和。

1. 4　重组 Bacmid的构建

利用 AcMN PV Bac2to2Bac 系统 , 根据产品说

明书构建重组 Bacmid。具体过程简述如下 :采用

EcoRⅠ和 Hi nd Ⅲ消化 p T2E1 ( F) ,将全长的 E1基

因克隆到改造的 p FastBacDual 载体 ( GIBCO 公司)

p FastBacDual (e GFP) ( e GFP 位于 p10 启动子下

游)上 EcoRⅠ和 H i nd Ⅲ位点 ,这样 E1基因受多角

体蛋白基因 ( polh)启动子控制 ,得到 p FastDE1 供

体质粒。

利用供体质粒 p FastDE1 转座含 helper 质粒与

AcMNPV Bacmid的大肠杆菌感受态细胞 ,通过卡那

霉素、庆大霉素与四环霉素三种抗生素筛选 ,同时辅

以蓝白斑筛选 ,挑选三抗平板上长出的白色菌落 ,得

到含 HCV结构基因的重组 AcMNPV bacmid DNA :

AcHCVE1。提取重组 AcHCVE1 DNA , PCR分析鉴

定。

1. 5　Sf9细胞转染

利用脂质体 ( Invit rogen)将所构建重组 Ac H2
CV E1 Bacmid DNA 转染 Sf9 细胞得到重组病毒

vAc HCV E1 ,操作过程根据产品操作说明书进行。

利用试剂盒提供的 M13F和 E1R引物进行 PCR鉴

定 ,终点稀释法测定病毒的滴度 ,4℃保藏备用。

1. 6　HCV结构蛋白 E1表达的检测

以 1个感染复数的 vAcHCVE1 感染 Sf9 细胞 ,

取感染后 72 h ,细胞裂解液进行 12 % SDS2PA GE电

泳。电泳完毕后 ,将胶上的蛋白通过电转膜仪 (12 V ,

20 min)转移到硝酸纤维素膜上。膜在 0. 2 %的脱脂

奶粉的 TBS中 4℃封闭过夜 ,然后进行 Western2blot

实验。一抗为兔抗 E1血清。二抗采用羊抗兔 IgG2
AP (三鹰公司) ,最后采用 NB T和BCIP显色。

1. 7　免疫荧光定位

以 1个感染复数的 vAc HCV E1感染 Sf9细胞 ,

取感染 48 h 细胞用含 2 %甲醛的 PBS (p H 7. 4)

20℃固定 15 min。用含有 0. 2 % Triton X2100 和

1 % N GS的 PBS溶液在冰上透化 5 min。然后与中

和的 E1抗体室温温育 1 h后与羊抗兔 Ig G2Rhoda2
mine (三鹰公司)二抗室温温育 1 h。在 Confocal 显
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微镜下观察 (Leica 公司产品型号为 S2) ,具体步骤

见参考文献[12 ]。只表达 e GFP的重组病毒 vAce G2
FP作为对照病毒。

2　结果

2. 1　E1基因扩增及克隆

HCV全长和截短的 E1基因通过 PCR合成并

克隆到载体质粒获得重组质粒 p TE1 ( F)和 p TE1

(N TR) ,经过 EcoR I酶切分析鉴定正确 (图 1) (图

2) ,然后进行测序 ,结果表明获得的基因克隆完全正

确 ,E1基因全长为 561 bp ,截断的基因为 420 bp。

图 1 p TE1 ( F)的 EcoRI酶切鉴定

Fig. 1　Identification of p TE1 ( F) by EcoRI digestion

M1 ,λDNA digested wit h HindIII + EcoRI + B amHI ; M2 , DL2000 ;
1 , Positive clones.

图 2　p TE1 (N TR)的 EcoRI酶切鉴定

Fig. 2　Identification of p TE1 (N TR) by EcoRI digestion

M1 ,λDNA digested wit h HindIII + EcoRI + B amHI ; M2 , DL2000 ;
1 , Positive clones.

2. 2　原核表达及抗体的制备

将截短的 E1 基因从 p TE1 (N TR)克隆到表达

载体得到 p GEX2KGE1 ( N TR ) ,经过 EcoRI 和

H i ndIII双酶切鉴定得到正确克隆 (图 3 ) 。在

IP T G ,30℃诱导 4 h。经 12 %聚丙稀酰胺检测 ,可

见分子量为 42 kDa表达带 (图 4) , GST蛋白的大小

为 26 kDa ,无跨膜区 E1蛋白大小为 16 kDa ,融和蛋

白的大小与预计的相符。采用 Western Blot 的方

法检测抗兔血清 ,测得效价为 1 :1000。

2 . 3　构建供体质粒

为了构建重组 AcMN PV 我们首先构建了供体

质粒 ,即将全长的 E1 基因克隆到 p FastBacDual

(e GFP)的 EcoRI和 H i ndIII位点得到 p FBD E1。p

FastBacDual (e GFP)含有杆状病毒的两个晚期启

动子 polh和 p10启动子 ,同时 p10启动子控制 e G2
FP基因。所构建的质粒 p FBD E1中 HCV E1基因

位于 polh启动子下游。

图 3　p GEXKG2E1 (N TR)酶切鉴定

Fig. 3 　Identification of p GEXKG2E1 ( N TR) by rest riction

enzymes digestion

M2 ,λDNA + HindIII + EcoRI + B amHI ; M1 , DL2000 ;1 , p GEXKG
- E1 (N TR) + HindIII + EcoRI.

图 4　E1 (N TR)在 E. coli中的表达

Fig. 4　Expression of E1 (N TR) in E. coli

M , Marker ; 1 , Uninduced p GEM2KG; 2 , Uninduced p GEXKG2E1
(N TR) ;3 , Induced p GEM2KG;4 ,Induced p GEXKG2E1 (N TR)

2. 4　重组 AcMNPV Bacmid的鉴定

重组 p FBD E1 质粒转座含 AcMN PV bacmid

的大肠杆菌 D H10Bac ,三抗和蓝白筛选得到阳性克

隆 , Ac HCV E1 bacmid。提取 bacmid DNA ,利用

M13R与 HCV E1F进行 PCR鉴定 , 得到一条大小

为 1. 3 kb的产物 ,与预计的结果吻合。

2. 5　重组 Bacmid转染 Sf9细胞

提纯的 Ac HCV E1 BacmidDNA 转染 Sf9 细

胞。转染一周后 50 %细胞出现荧光。进一步扩增

病毒 ,从 BV 中提取病毒基因组 DNA 为模板 , E1F

和 M13R为引物进行 PCR ,得到大小为 1. 3 kb 左

右的目的带 (图 5) ,与预计的结果吻合 ,表明获得了
正确的重组病毒 vAc HCV E1。增殖病毒测定滴度。

2. 6　HCV结构蛋白表达

vAc HCV E1感染 Sf9 细胞 ,用抗 E1 的抗体检

测 HCV E1 表达 ,在 60 h 表达量最大 ,表达的 E1

蛋白大小为 30 kDa 左右 (图 6) 。而无跨膜区 E1
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(N TR)在 E. col i 表达的 Western blot ting 分析可

见与 GST融合的 E1 (N TR)在 42 kDa有阳性带 (图

6) ,其自身的大小为 16 kDa与预计的一致。全长的

E1预计为 20 kDa ,但其表达对 E. col i 有毒性[14 ]。

在 Sf9 细胞中全长 E1 表达蛋白大小为 30 kDa (图

6) ,比预计的分子量大 ,推测是蛋白糖基化的结果。

图 5　vAc HCV E1 PCR鉴定

Fig. 5　Identification of vAc HCV E1 by PCR

M ,DL2000 ;1 , vAc HCV E1 ;2 , Negative cont rol .

2 . 7　免疫荧光定位

取被 vAc HCV E1病毒感染 48h的昆虫细胞 ,

图 6　vAc HCV E1感染后表达蛋白的分析

Fig. 6　Western2blot analysis of HCV E1protein expression

in Sf9 cells

1 ,Induced p GEXKG2E1 ( N TR) ;2 , Sf9 cells infected by vAce GFP ;
3 , Sf9cells infected by vAc HCV E1 at 48 h .

E1抗体为一抗进行荧光标记激光共聚焦显微镜观

察 ,结果显示 ,e GFP 在细胞内均匀分布 ,而表达的

E1蛋白主要分布在细胞质和质膜上 ,同时在细胞质

内可观察到蛋白的堆积现象。而只含有 e GFP 的

AcMN PV重组病毒 (vAce GFP)感染的细胞中 ,e G2
FP在细胞内均匀分布 ,并无因为 E1的表达而出现

的特异性红色荧光 (图 7) 。

图 7　HCV结构蛋白 E1在 Sf9细胞内的定位

Fig. 7　Location of HCV structural p rotein E1 in the Sf9 cells

A ,AcE1 infected wit h t he Sf9 cells ;B ,Ace GFP infected wit h t he Sf9 cells ;1/ 2 ,Represent t he e GFP and t he Rhodamine respectively ;3 , overlay
of 1 and 2.

3　讨论

研究显示 HCV E1 蛋白为高度 N 糖基化的膜

结合蛋白[8 ]。通过原核表达 E1 制备的兔抗 E1 抗

体检测在 Sf9细胞表达的 E1 ,显示表达蛋白大小为

30 kDa左右为已糖基化蛋白。HCV E1 蛋白与病

人阳性血清反应率 ,因表达系统的差异而不同。曾

有报道用杆状病毒表达的 HCV E1 抗原检测阳性

血清的阳性率为 28 %[13 ]。本文采用杆状病毒表达

系统表达的 E1蛋白于阳性病人血清的反应率也很

低 (数据未显示) 。初步分析可能是因为在表达过程

中 E1蛋白表达有错误折叠或糖基化不完全的情

况 ,而导致于与阳性血清的反应率很低。

HCV E1蛋白为膜蛋白 ,许多报道都有 E1 的

结构预测并将其定位在膜上[ 18 ]。使用激光共聚焦

显微镜对感染 48 h 的 Sf9 细胞进行免疫荧光观察
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时。发现在细胞膜上有 E1 蛋白的存在 ,但大部分

位于细胞质 ,且有聚集的现象 ,一种可能是表达的

E1蛋白主要分布于细胞器膜上。研究过程中使用

杆状病毒的强启动子 pol h在感染的晚期 E1蛋白大

量表达 ,当 E1大量表达时会有折叠错误的现象[4 ] ,

这也可能是 E1没有被完全运输到细胞质膜而在细

胞质内堆积的一个可能的原因。本实验采用杆状病

毒载体在昆虫细胞中进行 E1 蛋白表达 ,由于表达

的 E1蛋白在昆虫细胞内的分布及定位与生理感染

状态可能并不一致。因此其真实的定位还需要进一

步的实验证明。

目前很多报道显示 E1蛋白会引起大肠杆菌细

胞裂解 ,昆虫细胞和哺乳动物细胞凋亡[4 , 15 , 16 ]在本

实验中 ,当感染超过 60h 后会引起细胞死亡 , E1 蛋

白的表达可能引起细胞膜通透性的改变导致细胞死

亡。同时也有文献显示 HCV 感染细胞会引起 ER

压力[ 17 ] ,因此大量的 E1 蛋白表达也可能引起 ER

紧张而导致细胞死亡。
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