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用杆状病毒载体在家蚕细胞中表达 HBeAg基因 
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摘 要 以 PCR技术扩增含有 Pre-C信号肽序列及完整的 l-meAg基因的序列(即 HBcAg基因 5 

端 447 bp)．在 5 端加上台适的酶切位点，克隆到家蚕核多角体病毒转移载体 pBm030上，与野生型 

BmNPV DNA共转染家蚕 BraN细胞．空斑纯化后得到多角体基因失活的重组病毒。ELISA法测 

定表明培养液上清中 HBeAg效价达 1：32 000．细胞内 HBeAg教价为 1：2 000，培养液及细胞内的 

HBe,~ 含量极低(<1：160)。研究结果表明，Bran细胞能正确识别与切割 HBeag信号肚序列．所 

表达的 HBeAg效价高．纯度好。明显优于大酾杆菌表达系统。 
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L 南 。 、 
1972年发现在 HBsAg携带者的血清中存在有 rn~Ag／抗 HBe系统，由于对 HBeAg的基 

因定位一直不能肯定，有关 HBeAg的报道较少。1986年 Miyanohara等⋯最早用酵母表达系 

统表达了具有 HBeAg活性的产物，其他研究者相继在非洲蟾蜍卵细胞 J、COS细胞 J、大肠 

杆菌 ]、枯草杆菌 中表达 }I] A异基因。研究结果使得对 rme~g基因有了较为明确的认识。 

HBeAg由 HBcAg氨基端的 149个氨基酸组成，c基因编码的 I-mcA~有 183个氨基酸，在 C基 

因上游有一个 89 bp的前 c序列．它与 c基因的共同表达产物(前 C蛋白)在内质网膜经蛋白 

水解酶的作用，去掉 N端的信号肽及 C端的强碱性 区域，形成可分泌的 HBeAg j。其中最值 

得重视的是前 c区编码的信号肽序列指导了 HBeAg的加工和分泌，这一结论提示，要获得高 

活性高纯度的 rme~g，必需借助真核表达系统。原核表达系统由于不能识别并正确切割信号 

肽序列，所表达的产物大部分是细胞内的 c抗原。目前国内乙肝 HBeAg／抗一I-tBe诊断试剂盒 

中所采用的 HBeAg大都是大肠杆菌工程菌生产的，其中HBeAg的含量较高．影响了诊断试剂 

的质量。 

近年来．用昆虫杆状病毒怍载体，在昆虫细胞或虫体内高效表达外源基因的技术已得到广 

泛的推广应用。这一系统安全、高效、容量大，表达的产物具有生物活性，已有数百种动物、植 

物、微生物、病毒的基因在这一系统中成功表达【 。我们 曾用人 干扰素基因置换家蚕核 

多角体病毒(Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus，BmNPv)的多角体蛋白基因编码序列， 

结果表明家蚕细胞能够识别人a一干扰素基因的信号肽序列并正确切割，表达产物99％均分泌 

到细胞培养液中。由于 HBeAg蛋白需要分泌加工程序，才能形成成熟蛋白，我们推测 BmN— 

PV—BmN将是一个较为理想的表达系统。为此，我们用 PCR法扩增含有 Pre—C信号肽序列以 
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及与 HBcAg N端同源的 149个氨基酸编码序列．在 5 端和 3 端加上合适的酶切位点，克隆到 

家蚕核多角体病毒载体pBm 030上，与野生型BmNPV DNA共转染家蚕BmN细胞，空斑纯化 

得到了高表达 HBeAg的重组病毒。 

材料和方法 

1 病毒和载体 

BmNPV和转移载体 DBm030以及家蚕细胞由武汉大学病毒研究所提供。细咐用TC-1oo(含 10 ok胎牛血 

清)培养井传代保存。乙型肝炎病毒 e抗原(HBeA@)基因是用 PCR技术以武投大学病毒所的 HBV基因文库 

pHB24 为模板扩增得到 

2 DNA的提取与片段回收 

转移载体 0Bin030和重组转移载体 pBmHBeDNA按常规法 加 从 E-coti细咐中提取。以 BmNPV DNA 

感染家蚕细胞，27℃培养 5～7 d，镜检观察到部分细胞中出现多角体后，低速离心，取含有病毒粒子(即芽生 

病毒 BV)的上清再次感染 BmN细胞，同样培养，镜检观察到细胞中有多角体出现时，离心取细胞和上清，按 

Summers[ 程序，分别从多角体和病毒粒子提取 BmNPVDNA。PCR扩增片段和酶切片段均在0．7～1 O％琼 

脂糖凝胶上电泳井用 DE81膜法回收ito]。 

3 PCR扩增 

人工合成 HBV e基因 3 、5 两侧序列各 30 bp作为引物。引物(+)5 端加 BglI1．引物(一)5 端加 XhaI— 

TAA—SmaI位点 

引物 1(+)：5 AGATCTCATGGAACTTTTTACCTCTGCCT 3 

引物 2(一)：5 CCCGGGTTATCTAGAAACAACAGTAGTTTCCGGAA 3 

用上述引物，从含有 HBV全基因组的质粒 pHB24上接常规 PCR程序．扩增 5 端为信号肽序列的 HBV e 

基因。用 0 7％琼脂糖凝睦电泳检测 PCR扩增产物。 

4 序列溯定 

为了鉴定 PCR扩增片段，用 ddNTe／PCR／~染法测序系统埘扩增片段进行序列测定。取纯化的 537 bp 

片段作模板，用同样引物，在 一种 ddNTP存在下，按 Promeger公司的银染测序程序进行 PCR扩增n然后加样 

在 8％PAG凝胶上进行电泳。电泳结束后按试剂盒程序进行固定、染色、显色并阅读 DNA序列n 

5 克隆连接与转化 

用Bg1 II和 SmaI消化 PCR扩增产物和质粒 pBm030 DNA．按常规方法 们进行连接反应，转化大肠杆 

菌感受态细胞，在 AP／I B平板上筛选抗性苗落。提取重组质粒 DNA后用 BgtⅡ和 SmaI双酶消化．在 1 0％ 

琼脂糖凝胶上鉴别阳性重组子 

6 转移载体与野生型 BmNPV DNA共转染 BmN细胞 

将提取的重组转移载体 DNA与野生型(Wt)BmNPV DNA按 5：1克分子比混舍，以我们以前叙述的方 

法 用 Liperfectin介导共转染贴壁 良好的新鲜 Bran培养细胞．2 h后．倾去共转染液．加 TC-100(古 10％胎 

牛血清)，27℃培养 7～10 d。镜橙观察含有重组病毒的细胞。然后用琼脂平板进行空斑纯化，挑选不产多角 

体的 0一(occlusion)表型的空斑．即为阳性重组病毒。 

7 HBeAg的表达与检测 

用重蛆病毒感染 Bran细胞，27℃培养 4 d．离心收获细胞和上清，按常规方法 进行 5％ SDS-PAG电 

泳，考玛斯亮兰染色，观察蛋白质的表达。 

细胞用盐酸呱破壁．收获裂解液，离心取上清．同时取培养细胞上清，用南京军区医学研究所的抗 HBe、 

libcAE试剂盘分别进行 E1 ISA检测． 乙肝患者 HBeAg阳性血清及工程菌生产的 HBcA~作为阳性对照．分 

别 以正常受体 BmN细胞裂解液及培养上清作为阴性对照。根据 OD值计算出 P、N值，以 P／Nf~-2判为阳性。 
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结 果 

1 ItBeAg基因的 PCR扩增和序列测定 

用合成引物以质粒 pHB24为模板，多次 PCR实验，每次均能扩增出一条 0 5 kh左右的片 · 

段，经 ddNTP／PCR／银染法测序后发现，扩增片段与 HBeAg基因序列有一致的同源性，从 5 

端开始，在已测定的 361 hp序列中仅 1处(357位 T—A)不一致。图 1是扩增片段从 273～ 

361的 88 bp序列。结果证明，所扩增片段确为 HBeAg基因。从 5 端信号肽序列扩增的 e基 

因长 537 bp。为便于克隆，在 5端设计了 BglⅡ位点，在 3 端设计了XhaI、SmaI位点。 
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图 1 PCR扩增 的 HBeAg基因部分序列 

Fig 1 Partial seq e of I-me&g replicated by PCR 

2 携带 HBeAg基因的嵌合载体的构建及鉴定 

EmNPV转移载体 pBm030长约 6 3 kb，在其多角体基因(plh)启动子下祷有多克隆位点。 

用Bgl 1I／SamI双酶消化 pBm030DNA和 PCR扩增的 HBeAg基因片段，用 T4DNA连接酶 

连接，使 e基因插在 pBm030多克隆位点中并处于plh启动子控制之下，其构建过程见图2。 

图 2 重组转移载体 pBmHBe的构建 

F 2 Constructim of recm  bi∞nt vec~ol-pBmHBe 

将以上连接混合物转化大肠杆菌，筛选阳性菌落。用 Bgl II／Sma I双酶消化重组转移载 

体 DNA，在琼脂糖凝胶上一条 0．5 kb的片段从 pBmI-I~ DNA中释放出来(图3)，证明HBeAg 

基因的克隆是成功的 
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图 3 重组转移载体 pBml-lBe的酶切鉴定 

I：pBmHBe，BelⅡ，线型化 2：kDNA／I-II~dⅢ作标准； 

3：pBmHBe／B81Ⅱ+sm I，释放 0 54 kbHBe基 因 

Rg 3 Restriefio**endonuclease analysis recombinant pl~mid pBmH~ 

1：pBmHBe／BglⅡ．1ineri~tion；2．kDNA／HindⅢ瑚 rk ； 

3：pBmHBe，Bgl I1+sIrL I，rekaS。d 0 54 kbl-m~．gg ne 

3 携带 HBeAg基因的重组病毒的构建 

用重组转移载体 pBmHBe DNA与Wt—BmNPV DNA共转染BraN细胞，在显微镜下可观 

察到多数细胞出现多角体，这是 Wt—BmNPVDNA转染的结果．也是共转染成功的标志。另一 

些细胞出现感染病理特征，如细胞和细胞核膨大，细胞内含物凝聚，出现许多不规则颗粒，但看 

不到多角体，这是 o～重组病毒感染的典型特征。说明在共转染之后，pBmHBe DNA的 3 、5 

两侧的 plh基因序列与 Wt—BmNPV plh基因同源序列发生了同源重组．由 plh启动子控制的 

HBeAg基因的表达盒(Pplh／HBe)，被整合到Wt—BmNPV的 plh基因位相并使其设置换。经 

空斑纯化后得到的重组病毒命名为rBmHBe。 

4 HBeAg在家蚕细胞中的表达及检测 

以重组病毒 rBmI-LBe感染家蚕细胞，培养 72 h后，收获细胞和上清进行 SDS-PAG电泳 

(图 4)。 。 

从图 4看出，Wt—BmNPV能产生32 kDa的多角体蛋白，而重组病毒 rBmHBe由于 plh基 

因被置换，所以没有多角体蛋白产生 代之以HBeAg基因在昆虫细胞中表达，产生 Mw 约 l8 

kDa的 e抗原(圉4-2)。用培养上清液作样品同样观察到 HBeA~g的表达，但分子量较小，可见 

表达的大部分 HBeAg在N端信号肽引导下跨膜分泌到细胞外。 

我们对细胞裂解液和培养上清进行了 ELISA试验(表 1)，检测表达 HBeA4~的抗原活性 

发现当稀释细胞裂解液 1：2000时亦可见阳性反应，上清中HBeAg抗原活性较高，稀释度可 

袭 1 HBeAg抗原性 El lEA检测 

Table l HBeAg帅t det~tlon with ELISA 

+：阳性 一：阴性 + P~hive；一：Negative 
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达到 1：32 000。检测结果还表明，培养液上清中未测出HBcAg，培养细胞裂解液中 HBcAg滴 

度<1。160 

以上试验结果清楚说明我们在家蚕细胞中表达了具有抗原活性的 H1M抗原 

圈4 家蚕细胞中表述的HBeAg的 PAG电诛 

I和2：r／3mHBe感染后的 Bran细胞 箭头示 HBeAg 

蛋白，～I8kDa； 

3：分子量标准蛋白(94，67．43．30，I7 5kDa) 

4和 5：野生型 I~mNPV感染的细胞．箭头示多角悻 

蛋白带．～32 kI)a； 

6：rBmHBe感染细胞后的上清，箭头示 }玎jeAg蛋 

白，～ 【8 kDa 

Fig 4 PAG EI州 珥  瑚 HJ3e, pro 

rein exp*essed in BmN celts 

l and 2：BmN celb l【I cted with rRmHBe．the ar⋯  

shows H A protdn．～ 18 kDa； 

3：standard protein molecular weight marker(94，I7， 

43，30，】7 5 kDa)； 

4 and 5：BmN cells in{~ted with wt-BmNPV．the ar一 

州̂ shows～32 kDa po!yhedra p~teJn； 

6：cuhn*e medium．the arrow shows HBeAg protein 

我们用 PCR扩增的 HBeAg基因片段构建成转移载体 pBmHBe，并与Wt—BmNPV共转染 

家蚕细胞，获得携带 HBe抗原基因的重组病毒。扩增的 HBeAg基因长 537 bp，包括 5 端信号 

肽 89 b口，直到 e基因 3 端，它与c基因的关系见图5。 

从图5可看出，在家蚕细胞中表达 HBeAg时，信号肽在粗面内质网膜被切割，去除 19个 

氨基酸，e抗原跨膜分泌至培养液中 。实验结果表明也还有部分未分泌的抗原存在于细胞 

内。根据我们测得的 Ht3eAg基因序列，发现在信号肽 5 端有一个 ATG，3 端亦有一个 ATG， 

而且第二个 ATG完全符合 Kozak规则。因此，当棱糖体 40 s亚基在扫描到第一个 AUG时， 

部分 4O s亚基与6O S亚基装配成核糖体而起始翻译．得到具有信号肽的蛋 自，并被加工分泌 

到细胞外，成为可溶性 I-IBeAg。另一部分40 s亚基继续扫描，直到第二个 AUG并与60 s亚 

基结合而起始翻译，得到的表达产物由于不含有信号肽序列而被留在细胞内。这一结果与 

mRNA翻译起始调控的基础理论是一致的口J。根据 C基因的序列分析，胞内的表达产物应该 

是 HBcAg，而 ELISA检测结果却表明，其中大部分为 HBeAg(1：2 ooo)，小部分为HBcAg(<1： 

160)。这一现象证明在 HBc基因羧基末端富含精氨酸的区域对于 HBcAg的表达是非常重要 
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pra te ATG 

89bpt 

信 }—-——一 c 目549hp—  

l 甚田 7h f s 

I 一 回 
l ______-一  

deava cteavag~ 

19aaI I 

}【BcAg 

精氨酸丰富区 

图s HBeAg基囡的结构及 PCR扩增设计 

B： 1Ⅱ·s：StoatI·[蓟；引物 E：卫：信号肽 —_ ：精氟酸车高区 
· 5 Struetttre of}m Êg gene and PCR di5i 

B： 1Ⅱ|s：Sma【I|画：Primer F 臣 ：SignatPeptid 

的，该区参与 HBc抗原蛋白自我装配成核心颗粒。我们所扩增的 e基因片段不包括这一精氨 

酸丰富区，因此所得到的表达产物中的 HBcAg含量很低。 
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Expression of HBeAg Gene with Baculovirus Vector in Silk W orm Cells 

Deng Xiaozhao Diao Zhenyu He Liang 

Qiao Renliang Zhang L[nyan 

(Nanjing Comma,M Military MedlmI Institute，Nanjing 210002) 

Abstract A HBeAg gene fragment，which ha s some restriction endonucleased sites on both 5 

ends，including pre-c signal peptide sequence and 5 447 bp of the HBcAg geng was amplified by 

PCR．The HBeAg gene fragment was cloned into the BmNPV transfer vector pBm030 and the 

chimeric vector pBmHBe was constructed．The BmN cells were co．transfected with pBmHBe and 

W t．BmNPV DNA，therefore．the recombinant viruses were obtained by plaque purification．Ana1． 

ysis of the HBeA~g antigenecity by ELISA showed that the highest tirer in the cell eulturat medium 

was upto a dilution of1：32000．AlthoughHBeAg protein also presentsinthe BmN cellsthetiter 

was only 1：2 000．The HBcAg protein was fewer than HBeAg(<1：160)whatever in culture 

medium and in cells．the results showed that the B cells can recognize the HBeAg signal pep- 

tide seqHence an d cut it correctly for HBeAg．The  Bnan—PV．BmN celI system iS considered to be 

much better than E ．coli system for producing 14_BeAg protein 
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