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乙型肝炎病毒 亚型基因在大肠

杆菌细胞中的克隆与表达
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将克隆的乙型肝炎病毒 业型基囚组 。 抽入到质粒 的 “ 。

位点
,

经 分子杂交和限制性酶切分析表明
,

阳性重 组体含有
,

方向为
’

末端近 位点
,

在大肠杆细胞中
,

插入片段能表达 和 “ 及微量的
。

乙型肝炎是人类的严重传染病
,

对乙 型肝炎病毒 的 研究受到许 多国家的

高度重视
。

国内从 年 〔” 就开始了 基因工程的研究工作
,

陆续在大肠杆菌
〔 , 、 酵母 〔 , 和 甫乳动物细袍 〔

‘〕中表达了 抗原
。

一般认为 〔
,

在大肠杆菌中表

达的 不稳定
,

不能装配成 的颗粒 和 的表 达已 有不少报

道 〔
’ ’。 我们在利用昆虫杆状病毒作运载体

、

昆虫细胞作表达系统
,

试图表达 乙肝病毒

抗原的过程中
,

将克隆的 荃因组与质粒 进行亚克隆
,

在 细胞中发

现了乙肝病毒抗原基因的表达
。

材 料 与 方 法

材料 我们以胡裕文 副研究员赠 送的 克隆 与 质粒 在 位

点连接
,

转化 菌株
, 于资 和 之企, 杂交筛 选 阳 性 重 组

体
。

用 消化重组质粒
,

经琼脂糖凝胶电脉
,

确定 片段的插入 方向
。

方法 挑取阳性重组菌落
,

在 蛋白陈
,

酵母 膏
,

液 体

中培荞
,

收集细胞
,

进行
一

聚丙烯酞胺凝胶 八 电脉和凝胶扫描
,

观察表达的

蛋白质带
。

用洛菌酶裂解法相 匕货裂解泪
「‘弓

破碎细胞
,

比 检测 细胞裂解 旅中和

卞文亏
二

年 月 工 口屹达

国家 自然科学基金资助 的课 越

湖北老年医学研究所进修生
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盖 心一‘ 。一 五斌 一 。
炙

培养上清液中的 抗原
,

根据细胞裂解原液计算
,

最终稀释比为 溶菌酶裂

解法 和 化学裂解法
。 犷

‘

二

结 果

一
、

的亚克隆与筛选
子小

叭一瓤魏川杯、匕幻︸认习川礴尼生山月
卜犷﹄脂阳转
川蜘卸姗胜
人奋
。

犷称阵月井、
日,刻翔结乡落吐绝书隧兮︸一化四述畸会

、、﹄土刁

柳娜林肪﹄
二碑
月

‘人压以一︸呢板阳从叮亚‘夕目前消勺比玉以体欢
,

卫卜以田留肚
,

沮内招朽示书讹螂显刃犷性班州娜皿朴
素重粒备川霉性

·

质朴现青阳的发黔洲锰含筛在法现扭交交呈杂杂上体段

有一条质粒 〕玫人

点之中 图
一

’ 飞

杂交带‘迸一步证实了 基因组 插进了 的 “ 位

口 阳性重组体 万 邝的以制性摘化
,

斑舀色 和 。时五 , 转膜杂

交
,

放射自显影
。

另一个阳性工组体 作为哄 权什 阴性重

组沐显示一条质粒 带
,

阳性重组体显示质粒和 两条带
,

以瓜
。

消化的 久 式
,

不能和探针杂交
, 云 。 , ,

主
,

互‘ 孙 二
, , 」 一。 , 卜 五 七护。 , ‘、 。。。。

护 飞 只 , 马 , 次 卜

二 “ 五。 ,‘ 户 功 几 。召 丫 。。 乓

、 五。 汇飞 。 入

‘ 石 主 。。 五 乞 肚 陇 习
,
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三 一

二
、

片段的插入方向

用 消化重组质粒
,

得到
,

和

等三条带 图
。

其中 片段是质粒
一

大片段 和 的
一 ‘

末端小片段 之和 片段是由质粒
一

小片段 和
一 ’

未端大片段 构成的
。

结果说明
,

在 的 位点插入时
,

其
‘

末端 片段 连接在质粒氨

节青霉素酶基团一端
, ‘

末端 “ 片段 连接在质 粒抗 四环素基 因一端

图
。

图 重组质粒和 习 在 细胞中表达蛋白的
一

染色图谱
。 和扫描图谱

,

和 由 产生 和
,

由 产生
,

由 产生
, ,

标准蛋白 磷酸化酶
,

卵清蛋白
,

肌动蛋白 峨
,

碳酸醉酶
,

外壳蛋 白

图中标有
, , , ,

的带 和峰 仅由重组质粒产生
, 一 ,

, , , , , 一

, 二 , 五
, ,

了 , ,

峨
, 。 了 。 , ,

, 了 石
, , , , ,

功

三
、

基因在 细胞中的表达

从
一

图谱 图 和凝胶扫描 图谱 图 看出
。

阳 性重组体



病毒学杂志
宜

,

遥 宜

图 重组质粒 的限制性消化 及 片段奋 中的

克隆方向 ,
, 。
址 消化的入 人

, ,

川 清花的

片段 箭头
,

活
,

显示
,

未消化的
, ,

未消化的
,

以
尸

一
’

方向插入 的 “ 位点
,

右碑

, ,

入

, 气 ,

,

扮

了 君功 主
’

衬
‘ 七

,

图 重组质粒 表达抗原的 乞 反应
,

络菌酶破壁的

化学破壁的 嫂 , ,

的培养上清液
, ,

阴性对照
, ,

阳性对照
,

,

溶菌酶破壁的
, ,

化学破壁的
, ,

的培养上清液
。

” , , 一 呈

, , 名 口 ,

, ,

, ,

, ,

有 条胞内蛋白带
,

阴性转化体 含 只有 条
。

前者比后者多了
,

, , ,

等 条带
,

尤以
,

和

等三条带最显著
。

多次实验
,

结果相同
。

培养上清液中无可测定的蛋白带
。
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用 试剂 武汉市第七医院试剂盒 多次检测
,

发现细胞裂解液内有 抗

原 图
。

溶菌酶比
一

疏基 乙醇的裂解效果好
,

有较多 的抗原 释放出来
。

将溶菌

酶裂解液稀释 倍
,

和 仍然为阳性
。

培养 旦清液中无杭原存在
。

阴性

转化细胞为阴性反应
。

检测结果与电脉结果一致
。 一

万见 我们 多过亚克 冷组建

的 工程菌
,

在
。 。。 细胞内能表达出 的 。 和 抗原

。

少 论

以 与质粒 〕 进行克隆
,

得至几 个 二日佰己重 组体
。

其中

经 消化后呈现三个片段 二 二 。 用 和
。

山 此

而得出结论
,

在 , 的插入方向是
‘

末端近 “ 位点
。

一般说来
,

质粒 不作为表达载体使川
。

但在瓜组过程中
,

有时也出 现某种

特殊情况
,

即插入片段的大小和位置正好符台表达要求
,

不产生码组移动
,

外祝从因则

能在载体控制下表达
,

如 〔悉 等 报道
,

苏 芸金 杆菌 的 小 内毒素 基因 与质 粒

重组
,

在
。

细胞内表达出晶体蛋白
,

并具有生物活力
,

与我们的结

果相同
。

因此
,

与 克隆
,

转化
。

细胞并表达 抗原

主要是 和 抗原 是完全可能的
。
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