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融合、表达及初步应用
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摘 要 通过CDE技术从FD%全长基因组中扩增并克隆到D&.6区、)G4区的部分优势表面抗原肽的基因和

D77+基因。再将它们以D&.6、DD7B、)G4的顺序和D77B、)G4的顺序分别拼接融合成融合抗原DD)、D)。片段之

间以0H’/0H’/0H’/0H’/0柔性连接肽连接。经核苷酸序列分析表明，拼接点序列正确。将融合抗原D)、DD)基因分

别克隆至5"启动子控制下的表达质粒C;50#4（+）I、C;50##（J）I中，转化至大肠杆菌KL#!（M;7）后，经NC5H诱

导可高表达分子量约为47OM、:3OM的融合抗原，表达产物以包涵体形式存在。表达产物经)=#I0NMP亲和柱纯化

后，并对融合抗原D)、DD)的抗原性做了初步的鉴定。
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丙型肝炎病毒是一种广泛传播的血源性病毒，

是输血引发的肝炎、非甲非乙型肝炎的主要致病因。

且与许多原发性肝癌、肝硬化、自身免疫性肝炎以及

暴发性、病毒性肝炎均有密切关系。由于血清中

FD%抗原量很少，无法直接对其进行检测，只能通

过免疫学方法检测抗体和用CDE技术检测病毒

E)P的存在。而检测抗体存在的;LNGP试剂盒由

于使用方便，而得到广泛应用。!232年的第一代试

剂盒采用重组抗原D!$$07［!］，第二代试剂盒则加入

D##、D77B、:0!0!［#］，第三代试剂盒又加入了)G:区

域的抗原［7］。这些抗原分别位于相对保守的D区、

)G7区、)G4区和)G:区。但是，对于第三代检测

试剂盒中加入的)G:抗原的评价却褒贬不一。利

用基因工程技术，将多个优势表面抗原肽基因融合

表达，则可以省去分别表达、纯化单个抗原的烦琐操

作，而且可以达到诊断试剂盒所要求的等摩尔比混

合［4］。如DA=6,等表达了融合抗原D#:［:］，杨永平

等表达了D77B0DL［1］，曹诚等表达了4价抗原［"］，都

表现了良好的抗原性和特异性。

本研究首先通过CDE技术，从FD%基因组中

分别扩增并克隆了核心抗原)端32氨基酸的DG
基因、完整的D77B抗原基因、)G4区抗原)端!#2

氨基酸的)G4基因。然后，构建了含有DG基因、

D77B基因、)G4基因的融合基因DD)和含有D77B
基因、)G4基因的融合基因D)（见图!）。并分别在

大肠杆菌中表达了融合蛋白。表达产物经过蛋白质

印迹分析，具有明显的抗原性和较高的特异性。

图! FD%基因组和各抗原的定位

8=S(! 5A6S6,6T=B&.S+,=U+T=&,&>FD%+,VTA6.6’+T=W6
’&B+T=&,&>.6B&<J=,+,T0V6.=W6VB+XT=W6+,T=S6,

$ 材料和方法

$%$ 材料

含有FD%全基因组克隆的XGY0FD%质粒和

抗FD%阳 性 血 清 由 袁 正 宏 教 授 惠 赠；大 肠 杆 菌

5H!、KL#!（M;7），质粒XK’-6@B.=XTYG（I）、C;50#4
（+）I、C;50##（J）I由本室保存；限制酶、54M)P



连接 酶、!"#$%& 酶 为 ’()*%+,-公 司 产 品；./0
123聚合酶为345公司产品；51367#89/:%;#<,
=/;>="%&为7(?@/公司产品；!6AB7C3.D为3@#:6
;9/@公司产品；7#0E#$*#试剂盒为F7,公司产品。

!"# 方法

!"#"! 重组克隆及123序列测定：基因工程操作

参照文献［GH］的方法稍加修改进行。123测序方

法参照F7,公司推荐方法。

!"#"# 外源基因的表达：将构建好的重组表达质粒

转化大肠杆菌,-HG，接种于H6I.培养基中，AJK
培养过夜。以HL的接种量转接于新鲜的H6I.培

养基中，AJK培养H"A9至!<MM到MNB"MNJ时，加

入5D.’至终浓度为G@@%"／-，继续培养O9。离心

收集菌体，按每MNG"#样品加GM#-D,7及等体积

的HP717D3’Q上样缓冲液的比例悬浮菌体，沸

水浴GM@($，取HM#-上样，进行717D3’Q分析。

!"#"$ 表达产物的性质分析：离心收集菌体，按每

MNG"#样品加GM#-D,7的比例悬浮菌体，超声波

破菌，以BMMM:／@($OK离心B@($，弃沉淀，收集上

清，再以ARMMM?离心HM@($，吸出上清加入等体积

的HP717D3’Q上样缓冲液，沉淀悬浮在与上清

等体积的D,7及HP717D3’Q上样缓冲液中，取

HM#-上样，进行717D3’Q分析。

!"#"% 包涵体的纯化：BMM@-的表达菌，BMMM:／

@($OK离 心B@($，收 集 菌 体。 将 菌 体 悬 浮 于

GMM@-D,7中，冰上超声波破菌AM@($，ARMMM?OK
离心HM@($，收集沉淀。沉淀用D,7洗涤A次。

!"#"& S(;<融合蛋白的纯化：将BMM@-菌体中的

包涵体溶于<M@-,($C($?,ETT#:（HM@@%"／-.:(;·

U"，B@@%"／-咪唑，8SJNR，<@%"／-F:#/），OK过夜，

ARMMM:／@($离心HM@($，弃沉淀，上清经MNOB#@的

微孔滤膜过滤后，上以,($C($?,ETT#:平衡的2(HV6
513亲和柱。然后先以GM倍体积的,($C($?,ETT#:
洗柱，再以<倍体积的 W/;9($?,ETT#:（HM@@%"／-
.:(;·U"，<M@@%"／-咪唑，8SJNR，<@%"／-F:#/）洗

柱。最 后，以<倍 体 积 的Q"E>#,ET#:（HM@@%"／-
.:(;·U"，BMM@@%"／-咪唑，8SJNR，<@%"／-F:#/）洗

脱目 的 蛋 白，收 集 洗 脱 液。洗 脱 液 对 含O@%"／-
F:#/、H@%"／-F:#/的D,7和D,7进行梯度透析，

冷冻干燥，XHMK保存。

!"#"’ 表达产物的抗原性的初步鉴定：以抗SUY
阳性血清作为第一抗体，对表达产物进行蛋白印迹

分析，初步鉴定表达蛋白的抗原性和特异性。

# 结 果

#"! 通过()*技术获得)+、)$$,、-+%的基因

根据文献报道［Z］，由U区2端ZR个氨基酸组

成的多肽U7其抗原性与完整的*%:#蛋白相当，由

此设计一对引物DG：..’’3..UUU3.’3’U3U6
’33.UU.333UU.；DH：33’33..UU3UU3U6
U3UUU.U3..’UU3.3’3’’’’UU33’’。根据

文献报道［R］，27O区抗原的表面抗原决定簇在B6G6G
中，设计一对引物DA：..’’3.UU’’’3’’.’’6
3’’3’’3UUU3UUU..U3.’’’.U33U3UU.；

DO：..U.U’3’U’U33’’’UU..U.’U..。 根

据已发表的UAA*的*123序列［GM］，设计一对引物

DB：..’33..U33’’’.3U33’’.’U.U’.U、

D<：..’’3.UU33’U.’333.U’3U.’...’。

再分别以87!6SUY质粒为模板，扩增U7、UAA*、

27O基因。DU+反应条件：ROKG@($，BBKG@($，

JHKG@($，共AM循环，最后JHK延伸GM@($。DU+
产物经HL的琼脂糖电泳检测后，克隆至87!质粒

中，核苷酸序列分析表明，基因及连接肽序列均正

确。

#"# (./#%)-、(./##))-融合表达质粒的构建

及在大肠杆菌中的表达

融合表达质粒DQ.HOU2的图谱见图H（/），融

合表达质粒DQ.HHUU2图谱见图H（)）。在U7与

UAA*，UAA*与27O之间均以6’"[6’"[6’"[6’"[6柔性

连接肽连接，这样可以增加UAA*、U7、27O之间的灵

活性，减少它们之间的空间位阻，有利于保持三者原

有的免疫活性。

图H 重组质粒8Q.HOU2和8Q.HHUU2
=(?\H +#*%@)($/$>#]8:#;;(%$8"/;@(C;8Q.HOU2，8Q.HHUU2
3\.9#TE;(%$?#$#%TUAA*/$>(?#$/$C27O/$>(?#$&/;"(?/>#C

($>%8Q.6HO（/）V；,\.9#TE;(%$?#$#%TUAA*/$>(?#$/$C

U%:#/$C27O/$>(?#$&/;"(?/>#C($>%8Q.6HH（)）V

将DQ.HHUU2、DQ.HOU2分别转化大肠杆菌

,-HG，以终浓度G@@%"／-5D.’诱导表达，并进行
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!"!#$%&分 析。结 果 表 明，分 别 在 约’()"和

*+)"处有明显的表达条带（见图+），与预期分子量

一致，表达产物主要以包涵体的形式存在，蛋白印迹

分析表明，表达产物与抗,-./单抗有特异反应（见

图*$）。

!"# 表达产物的纯化

’0012表达菌，经超声波破菌后，收集包涵体。

将包涵体溶于3-45-4637889:中，过0;*’!1微孔滤

膜后，上<-=>?@"$亲和柱纯化。,-./融合蛋白可

被<-=>?@"$亲和柱完全吸附，流出液中基本无表

达产物。结合了表达产物的<-=>?@"$亲和柱可用

低浓度的咪唑（/011AB／2）洗去非专一性吸附的杂

蛋白。而用’001AB／2咪唑洗脱表达产物。表达产

物经纯化后，纯度可以达到C0D以上（见图+）。

!"$ 表达产物的抗原性的初步鉴定

将#&E==FF<、#&E=*F<的表达全菌液及纯

化的表达产物，经蛋白印迹分析，发现两蛋白均可以

图+ 融合基因在大肠杆菌中的表达产物的!"!
聚丙烯酰胺凝胶电泳

G-6H+ !"!#$%&I4IBJ.-.A887.-A4K9KL-599MK:9..95-4NIOL9:-I
PH#:AL9-41AB9O7BI:Q9-6RL1I:)9:；

=HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E=*F<N98A:9-457OL-A4；

+HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E=*F<I8L9:-457OL-A4；

*H#7:-8-95OR-19:-OI4L-694F<；

’HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E==FF<N98A:9-457OL-A4；

/HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E==FF<I8L9:-457OL-A4；

TH#7:-8-95OR-19:-OI4L-694FF<

图* 表达产物的蛋白质印迹分析

G-6H* $4IBJ.-.A8&MK:9..-A4G7.-A4#:AL9-4NJS9.L9:4NBAL

（$）&MK:9..95K:A57OL.Q9:9K:AN95Q-LR1A4AOBA495

I4L-NA5J5-:9OL95I6I-4.L,-./H

PH#:AL9-41AB9O7BI:Q9-6RL1I:)9:

=HSRAB99ML:IOL8:A132=PN98A:9-457OL-A4

+HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E=*F<I8L9:-457OL-A4

*HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E==FF<I8L9:-457OL-A4

（3）&MK:9..95K:A57OL.Q9:9K:AN95Q-LRR71I4
.9:I5-:9OL95I6I-4.L,FUH
PH#:AL9-41AB9O7BI:Q9-6RL1I:)9:
=HSRAB99ML:IOL8:A132=PN98A:9-457OL-A4
+HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E=*F<I8L9:-457OL-A4
*HSRAB99ML:IOL8:A132=P／K&E==FF<I8L9:-457OL-A4
’H#7:-8-95OR-19:-OI4L-694F<
/H#7:-8-95OR-19:-OI4L-694FF<

和抗 ,FU阳 性 血 清 发 生 明 显 的 特 异 反 应（见 图

*3）。说明FF<、F<均具有良好抗原性。

# 讨 论

目前，用于,FU检测的&2@!$试剂盒主要包

含F区、<!+区、<!*区的抗原，有的也包含<!’区

的抗原。但对<!’区抗原作用的评价，却褒贬不

一。FA:9、F++抗原在抗原反应性上有很好的互补

性。其联合检出率平均值可在CCD左右［*］，是研究

,FU诊断试剂的重点区段。此外，抗FA:9、F++O抗

原的抗体发现得较早［PP］，而<!*区抗原的抗体出现

较晚［*］。采用这+种抗原可检测出几乎所有的抗

,FU阳 性［PP］。故 本 研 究 构 建 了 含 有F区、<!++
区、<!*区的表面优势抗原肽基因的融合表达质粒

#&E=*F<、#&E==FF<。在不降低其免疫活性的基

础上，减少其蛋白分子量，可使得其在大肠杆菌中易

于表达，并增加蛋白稳定性。同时在F!、F++O、<!*
之间加入柔性连接肽，可减少各多肽之间的空间位

阻，也有利于保持各多肽原有的免疫活性。

本研究采用的表达系统为K&E/,-.融合表达系

(* 生 物 工 程 学 报 PT卷



统。它不仅可以在天然状态下纯化可溶性表达产

物，而且可以在变性条件下纯化不溶性的包涵体表

达产物。而且!"#$融合表达系统的载体蛋白较小，

故免疫原性较低，利于表达抗原蛋白，且还有抗!"#$
单抗的商业产品。这些都使得表达产物的鉴定和纯

化更加方便。

本研究表达的%%&、%&融合蛋白，经纯化后，

在$’()／*+,-.溶 液 中，/0放 置/星 期，取 样 经

12134567分析表明无明显降解，显示了较好的稳

定性。表达产物经蛋白印迹分析，表 明 融 合 蛋 白

%%&、%&与 抗 !%8阳 性 血 清 有 特 异 反 应，说 明

%%&、%&具有!%8抗原性。
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K/9期 沈小川等：丙型肝炎病病基因组%区、&1M区、&1/区基因的融合、表达及初步应用


