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l 提 要 为提高汉滩病毒囊膜糖蛋白G1和G2的表达水平，利用两种不同的表达载体pKK223一 

’ 3和 pGEX一4T 1构建 G1和 G2的表达质粒．其中pGEX一4T一1为融合蛋白表达载体。诱导所 

构建的 G1和 G2表遗质粒表达 G1和 G2．用表达的 G1和 G2免疫小白鼠诱导产生的抗汉滩病毒 

特异性的间接免疫荧光抗体摘度无明显差别，从而说明表达载体对汉滩病毒 G1和 G2在大肠杆菌 

中的表达水平影响不太．表达水平都较低。同时，利用pGEX一4T一1构建 G1和 G2的部分多肽的 

表达质粒，但表达水平较完整的 G1和 ( 2无明显提高。 ．、 ．，
．  

煳词 ，墅 船自G ‘ 瀚 
外源蛋自在大肠杆菌中的表达水平受编码蛋自质的基因与表达载体质粒双重制约．只有 

在编码蛋自质的基因与表达载体相匹配的情况下，蛋白质才能得到高效表达。换句话说，一种 

高效表达载体可以高效表达某些蛋白，而不能高效表达另一些蛋白质。一种蛋白质可在某一 

高效载体中得以高效表达，而在另外一些高效表达载体中就不能高效表达。虽然在表达载体 

pBV220中汉滩病毒 Gl和 G2蛋白表达水平低，但使用其它表达载体也许会提高它们的表达 

量，因此，在本研究中我们尝试用其它两种高效表达载体 pKK223—3和 pGEX％4T一1表达 

G1和 G2。pGEX一4T一1是一种高效融合蛋自表达载体，它消除了外源基因起始信号 ATG 

周围核酸序列对其表达水平的影响．同时融合蛋白有可能减少表达蛋白质对宿主细胞的毒性， 

这都有利于外源蛋自在大肠杆菌中的表达。 

本研究还利用pGEX一4T一1分别表达了G1和 G2蛋白的前半部多肽，目的有两个：(1) 

研究 GI和 G2蛋白前半部多肽的免疫特性；(2)期望能提高表达量。因为 G1和 G2编码基因 

中含有大量大肠杆菌的稀有密码子，妨碍了 G1和 G2在大肠杆菌中的表达，缩短表达蛋自的 

长度，减少稀有密码子，也许会提高大肠杆菌对目的产物的表达水平。 

材料和方法 

1 材料 

表达载体质托 pGEx一4T l和 pKK223—3由本室保存．pGEK 4T 1为融台蛋白表达载悼质粒，I蠡粒 
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料 其他怍者 ：第四军医大学唐者医院传染科 孙永涛 李新红 张文帐 周永 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第4期 黄长形等：用不同载体在大肠杆菌中表达汉滩病毒囊膜糖蛋白G1和G2 323 

pBV76G1和 pBV76C-2由本室构建．其余实验材料来源见参考文献”J。 ． 

2 方法 

2．1 用 pKK223—3构建汉滩病毒 Gl和 G2表选质粒 

利用EcoR[和 last[两个酶切位点将 G1和 G2编码区基因克隆刊质粒 pKK223—3中构建表达质粒。质 

粒构建过程见示意图 1。用酶切图谱方法对克隆的阳性质粒进行鉴定。 

2．2 用 pGEX一4T一1构建汉滩病毒 G1和 G2表达质粒 

利用 EcoRI和 Salt两个酶切位点．将 G1和 G2编码区基困克隆到质粒 pGEX一4T一1中构建表达质粒。 

详细构建过程见示意图 2。通过此方法构建的表达质粒表选的融合蛋白中，Gl和 G2的 开放读码框 最有发 

生改变。构建的表达质垃用酶切方法鉴定。 

G1蕾 t五 C6ding gene 

图 1 质粒 pK76G1和 pK76G2构建过程 

示意图 

Fig 1 Consrzu~iou 0f expressed plesmld 

pK76C-1 oad pK~fG2 

图 2 质粒 pT76G1和 p1 6(32构建过程 

示意圈 

Fig 1 Construction 0f p d 

pT76G1 oad pT76G2 

2 3 用 pGEX一4T一1构建 G1和 G2部分编码基因的表达质粒 

由于表达载体pGEX一4T一1上多克隆酵切位点之后有两个可利用的终止密码子．故利用其构建 G1和 

G2部分 M编码基饲的表达质粒。 

2．3 1 G1部分编码区基困表选质粒的构建 

G1编码区基因上有一十CaaI酶切位点，切点位于1274位棱苷酸．质粒pGEX一4T一1中无此酶切位点． 
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故选用Cla I和 MI酶切缺失 G1教基末端的部分棱秘序列．袖建表选 G1氨基束端 421十氨基酸残基多破的 

表达质粒。用EcoRI和SalI共同爵切质粒pT'／6G1．回收大片段(约6．2 kb大小)．以Klenow片嚣补平奠切位 

点的粘性末端后．用T4DNA连接爵加以连接。构建过程详见示意图2 3．用 瓠 接加l以鉴定。鞠建的表 

达质粒利用了载体质粒的终止密码子．防止了通读现象发生。 

2．3．2 G2部分编码区基因表达质粒的构建 ． 

同样利用oGEX一4T一1构建 G2部分编码区基因的表达质粒。为了利用表选羲体上的终止密码子．采 

用下述方法构建表达 G2氨基末端 222十戴基酸残基的多肽表选质粒 

经EcoRI和SalI共同爵切的表达载体 oGEX一4T一1回收后备用。用 Em,qI和 BstEII共屙爵切厦粒 

pT76G2．回收约0．65 kb太小的晓 氰基末端编码区基因。用T4DNA连接爵连接上述回收的校酸l芹段，连接 

后用Klenow片段将不匹配的M II和SalI酶切位点的粘性末端补平．补平后再用T4 DNA连接爵加以连 

接。详细构建过程觅示意图 2～4，同样用酶切方祛加以鉴定。 

盆 ¨。 
J 一 

1．2 萼|-i IdGIc ng glint 

圈3 质粒 pT76GI一1的梅建示意田 

F 3 C．~mtruction 0f“ 曙跣d plmmid pT76GI一1 

O 65kbb of G2咖  * 

田 4 质粒 p丌 6G2—1梅建的示意圈 

Fig 4 C嘶毗n _岫 af e坤fe ·ed olmmaJd pT76G2—1 

表达载体 oKK223—3和 oGEX一4T一1启动子 Tae都需用 1FrG诱导表达，It'TG的终浓度均为 1珊n k 

2．4 用表达的 Gl和 G2及 G1和 G2氰基末端多肚免疫小鼠。 

用诱导表达的细菌免疫小鼠，免痉方法同参考文献nl。用莉接受光汝检穗免疫小鼠血 滑中抗汉滩病毒 

抗体的漓度。 

结 果 ． 
1 衰达质粒的将蔓 

目的质粒的酶切鉴定结果见图 5～8。 

用pKK223—3构建的Gl和G2表达质粒分别命名为pK76C-~和 pKT(~G'2。用pGF．X一 

4T一1扮悫的GI和 G2完整鞠鹦嚣善因的蓑达质粒分_蜀昔龠名夤 6Gi 和：~rn．mo{孽建的 
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G1和 G2缺失基因的表达质粒命名为 pT76G1—1和 pT76G 2一l。 

图5 质粒 pK76G2限制性内切酵分析 

Fig 5 The~ alyais of pla~rald pK76G2 

with teaIxiction end锄 ucleas罄 

(A ^DNA／Hiadl1]；B．EmRI；C EcoR I and PatI 

D BamHI；E． 眦 Ⅱ；F．B蚍EⅡ) 

图 6 质粒pT76Gf限惴性内切醵分析 

Fig 6 The~ alysis of pla~rald pT76Gf 
、 

with瑚  ctloa end锄 ucleas朗 

(A． DNA，Hin dlII；B．EcoRI；C EcoRI姐d SalI 

D．BamHI；E．aaI；F PvuⅡ) 

图7 质粒 pT76GI一【限制性内切酶分析 

Fig 7 1 ~ alysls of p p订 6G1—1 

、 th瑚 u 6on en&mucleases 

(A ^DNA／HinaⅢ ；B EcoRI； ， 

C EcoRI and SalI；D．BamH]； 

E Hind【Ⅲ；F PⅧ Ⅱ；G．cIaI) 

2 G1和 G2的表达 

图 8 质粒 p'r76G2—1碾1日j性内切酶分析 

F 8 Tbe "i5d- 哪丑id pT76G2—1 

wlth resttlctlon endonudeBses 

(A．̂ DNA／Hi【ld111；B．EcoRI； 

c B盯n H1；D．BstEⅡ；E．HincⅡ) 

经 SDS—PAGE发现，用 pKK223—3构建的 G1和 ( 表达质粒 pK76G1和 pK76G2，表 

达 Gl和 G2的水平仍然根低，看不出明显表达的蛋自质条带；而在用 pGEX一4T一1构建的 

Gl表达质粒 pT76G1诱导后的SDS—PAGE凝胶上明显可见一分子量纣为 108kD表达产物 
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带，但 G2表达质粒 pT76G2诱导后在 SDS—PAGE凝胶上仍未见明显的表达产物
，表达产物 

SDS—PAGE结果见图9和图 1O。 

表达质粒 pT?6G1—1和 pT76 G2—1诱导表达后的 SDS—PAGE凝胶上也未见明显的预 

期表达产物带，见图 1l。 

篓 

图9 pK76G1和 pK76G2表达产物 SDS—PAGE 

的结果 

9 TheSDS—PAGE expression product oi a5． 

m pK76GI and pK76G'2(A Procdnm．dec． 

u weight sumdard~B pKK223— 3 lnduc 

t_衄 ；C．pK76G1，Non-induction；D pK76GI． 

Induction；E．pK76G2，Non— induction F
．  

pK76G2．1nduetion) 

图 10 pT76G1和 pT76G2表达产物 SDS 

— PAGE的结果 

Fig 10 The SDS— PAGE of ；∞ 

product of plasm~ pT76G1 and 

pT't6G2 (A Protein ~ ]ecu]ar 

weight standaiq ；B pGEX~T．1， 

Induction；C．p']WfG1，Non—in 

duction；D．pT?6GI．[nd~tion ； 

E．pT76G2．NoII— induction；F 

pT76G2·Induction；9 pT76NP． 
Induorion ) 

3 表达的蛋白质免疫小鼠 

6个表达质粒诱导后的菌体裂解液都能刺激小鼠产生抗汉滩病毒特异·陛抗体
．但抗体滴 

度无明显差别，详细结果见表 l 
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94kI) 

D 

43 

kD。 

 ̂ B C D E } 
H 

瓣：鬟 |麴鹕 

‘讨 论 

图 11 RT76GI一1和 pT76G'2—1裹选产物 SDS— 

PAGE的结幕 

11 The印 s—PAGE of“p 0f 

pI瞄n埘 pT76GI一1 and pT76G2—1(A- 

Protein mole~'ular w咖lht 5tIm B．p(； 

一 4T一1．Induction；C．pT'／6GI一1，Non— 

i~iduction；D ~T76GI 一 1。Inductioa；E． 

pT76G 2—1，Non—inductlc~；F．pT76G2— 

1．Induction) 

影响外源基因在大肠杆菌中表达水平的因素包括：载体(启动子)和宿主菌的选择，培养条 

件的控制，外源蛋白编码基因密码子及mRNA一二级结构等口】。启动子是影响外源基因表达 

水平的关键因素．外源蛋白对启动子有一定的选择性．虽然目前所用表达载体上的启动子都为 

强启动子，但一种外源蛋白在含不同启动子的载体中表达水平不一致。基于这一点．我们选择 

了与pBV220(PzPL)含有不同启动子的表达载体 pKK223—3(Ptac)和(pGEX一4T一1(Ptac) 

重新构建汉滩病毒GI和G2的表达质粒，期望能够提高G1和G2的表达水平，实验结果证实 

用 pKK223—3和 pGZX一4T—l构建的 Gl和 G2表达质粒不能明显提高 Gl和 G2的表达水 

平。 

在这种情况下，我们分析了GI和 G2编码区基因密码子，发现 GI和 G2中含有大量大肠 

杆菌的稀有密码子，稀有密码子越多．外源蛋白在大肠杆菌中的表达水平越低。我们想通过缺 

失突变的方法表达部分 G1和 G2的多肽，也许多肽的表达量较高；同时还可研究 G1和’G2的 

缺失突变体的免疫原性等特性。故利阳内切酶分别构建了GI和G2的缺失突变体表达质粒． 

它们分别含有 G1编码区基因的 5 末端 1234个碱基和 G2编码区基因的 5 末端的 665个碱 

基．实验结果证实它们的表达量较完整 G1和 G2无明显提高．因为用这两种表达质粒表达的 

多肽免疫小鼠后．小鼠产生抗汉滩病毒抗体的滴度无明显升高。 

Sclmaaljohnl4 J和石晓宏 分别用重组痘苗病毒和杆状病毒成功地表达了汉滩病毒的 G1 

和 G2蛋白．但表达水平都较低，表达的G1和G2免疫小鼠所诱导产生的抗汉滩病毒抗体的滴 

度都低于本研究的结果，综合上述结果，我们认为要高技表达汉滩病毒囊膜糖蛋白GI和 G2 

很难在大肠杆菌中高技表达．要高效表达汉滩病毒的 GI和 G2糖蛋白．可能需要对它们的编 

码基因进行一定的改造。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 府 毒 学 第 l2卷 

参 考 文 献 

1 黄长形．持为梧．抗长寿等．在太西杆茸中分别表选没滩病毒曩奠糖叠白Gl和G2．中国囊毒拳．1997．12(4)：313{321 

2 黄长形．李光玉．栖为梧等．原壤绷胞表达的肾综音征出血热■鼙鞭叠白~tU *t和免瘦保护作用的研究．中国囊毒学， 

1995．11(3)：225-229 一 
， 

3 隋广超．'胡美带．髟响太西杆茸中外再基因寰选的因素生钧耙拳秘生静蝣曩潦晨．1994，21(2)：I28-132 

4 scbr }Dh cS．chu YK．Schmaljohn AL ． 1j ：；c 西I h }h嚏岫 Vin4一嘲 州．u—d baeulovims and vncclnla 

．virus remmbinanm．J Vird．1990．64(7){3t62—3170 

5 石晦宏．謇干．杭长寿等．重组轩救窟毒表达没坦病毒结构蛋白在宴礁动糖巾的免在应替．中单缸生糟学和免疫拳 意． 

1995．t5(4)：238—24I 

Expression of Hantaan Virus Envelope Glycoproteins G1 and G2 

in E ．coli with Differential Expression Vector 

HuangChangxing YangWeisong HangChangshou et al 

(Tangdu l-~pitat．TheFourth “把ry 抽 u 岍 竭 ，．x1  ̂ 71~38) 

i 
： 

。 ‘ ： ● 
} ．  ～  

For increasing ttI_e expression level 0f Ha 幛rtls~velope glycop’roteins GI and G2 in E． 
co／／．the expression vector pKK223一 and pGE)c一4T—1wereusedf0 co~tructingGl aIldGl 

expression plasm|山， EX二"4T—l afu~on-protein expres~gn vector phsmid． resu~ 

showed that the螂  O
．

n l s of F u mt~n
．

virus envdo~
．

glyco。p roteins G1 a nd G2 w i~ d iffer - 

ential expression vector plasmids were riot ohvions d赶erent．The exprssion levels of the po／tion 0f 

GI andG2 proteinswere aboutthe$~3mewiththe completeG1 andG2． 

Key words Hanta~ n virus，Envelope glycopmtein G1．EⅡvelope glyo~proteln G2．Expression 
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