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-3位碱基对 HBV c基因在昆虫细胞中表达的影响
 

李迎秋　张晓馨　龙綮新　王王旬章
(中山大学生物防治国家重点实验室 , 广州 510275)

摘　要　应用 PCR定点突变技术 , 分别扩增出 -3位碱基是 A或 T的乙肝病毒核心抗原基因

c1, c2, 平端克隆到自行构建便于 PCR产物克隆的通用载体 pBlueoS中后 , 利用经 PCR引物在

c1及 c2末端引入的酶切位点 , 切出 c1, c2基因 , 构建出 pX3-c1和 pX3-c2. 在 Sf 9细胞中瞬时

表达 c1, c2基因 , 乙肝核心抗原放免检测结果表明 , 两种形式的 c基因的表达无明显差异 . 说

明 -3位是否为 A对 c基因在昆虫细胞中的表达量没有影响 .
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如何提高外源基因的表达量 , 原核系统中研究比较深入 . 有研究表明 , 将真核基因

m RNA -3位的嘌呤 ( A或 G)换成嘧啶 ( U或 C) , 翻译量均大幅度下降
[1 ]
. 分析不同杆状

病毒的 12种含量较高的后期晚期基因 mRNA中与 AUG相邻的顺序 , 得出与真核 mRNA

类似的序列 , 即 -3位通常是 A
[ 2]
, 将外源基因的-3位碱基突变成 A, 能否提高其在杆状病

毒载体系统中的表达量 , 尚未见有报道 .

本研究以乙肝病毒核心抗原基因 ( hepati tis B vi rus co re antigen gene, HBV c)作报告

基因 , 采用瞬时表达分析法
[3 ]
, 在昆虫细胞中表达并比较 -3位碱基分别是 A或 T的 HBV

c基因的表达量 ,期望获得高表达的基因方式 ,并试图为如何提高杆状病毒表达系统中外源

基因的表达量积累经验 .

1　材料与方法

1. 1　质粒与菌株、 病毒与昆虫细胞

质粒 pBluescriptM 13、 菌株 DH5α本室保存 , pUC8 /HBV引自法国巴斯德研究所 . 表

达非融合基因的质粒 pSXIVV I+ X 3( pX3)及含合成启动子和 β-半乳糖苷酶基因的无包涵体

夜蛾重组株 TnN PV -Occ
- -Gal

+ 由本实验室构建 [ 4] . 草地夜蛾 ( Spodoptera frugiperda ,

Sf ) Sf 9细胞引自英国自然环境研究委员会病毒研究所 .

1. 2　 PCR

参照 HBVc基因序列 , 设计并合成 3条引物: ① 5’ -GGggatccAGCATGGACATT-
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GACCCTT A-3’ ; ② 5’ -TGggatccA TGGACAT TGACCCTT A-3’ ; ③ 5’ -AAg tcgac-

CAT TGAGATTCCCGAG-3’ . 引物① , ③与引物② , ③分别用于扩增-3位碱基为 A或 T

的 c1或 c2基因片段 , 为了方便克隆 , 分别在上下游引物中引入 Bam HⅠ , SalⅠ 酶识别序

列 (小写表示 ) ,以 pUC8 /HBV为模板 , PCR扩增条件为: 94℃变性 30 s, 55℃退火 30 s,

72℃延伸 1 min, 共 30个循环 .

1. 3　瞬时表达

将 5μg含外源基因的重组质粒经磷酸钙沉淀法转化 Sf -9细胞 , 27℃培养 6 h后 , 弃

去转化液 ,加入适量的 TC-100培养基 ,继续培养 24 h,再用 2 m. o. i. 的亲本病毒 TnN PV-

Occ
-
-Gal

+
感染后 96 h,收集细胞 ,溶于适量的 PBS ( pH 7. 5)缓冲液中 ,反复冻溶 ,置 - 20

℃备用 .

1. 4　 HBcAg放免检测

参照中国原子能科学研究所生产的乙肝核心抗原 ( HBcAg) 固相放免药盒 (竞争抑制

法 )说明进行 , 即表达的 HBcAg与药盒中的 HBcAg包被珠及
125

I-抗 -HBc,形成中和抑制反

应体系 , 平衡后 , 将小球洗净吸干 , 测量小球的每分钟计数值 , 由原理可知 , 小球的每分钟

计数值与表达的 HBcAg的量成反比 , 当样品值小于阴性对照平均值的 1 /2时 , 样品为

HBcAg阳性 ; 反之 , 则为阴性 .

2　结果与讨论

2. 1　 HBcAg基因的克隆

( 1) PCR产物克隆通用载体的构建: PCR的原理决定了其产物不具有粘性末端 , 故只

能进行平端连接克隆 , 为提高克隆效率 , 通常在 PCR引物的 5’ 端引入限制性内切酶的识

别序列 , 以进行 PCR产物的粘端连接克隆 , 然而由于末端的酶切受到多种因素的影响 , 许

多研究者并不能得到满意的结果 . 本文在克隆 c基因时 , 也没有成功 . 后参照末端加磷法 ,

先将基因连接到 pBluescriptM 13-, 再经 Bam HⅠ , SalⅠ酶切重组质粒 ,但由于载体的多克

隆位点也含有这两种酶切位点 , 且存在酶切不彻底的可能 , 因此对于得到的酶切片段是否

有准确的酶切末端 , 难以鉴定 . 为解决这一问题 , 对 pBluescriptM13-进行改造: 先经 Kpn

Ⅰ /PstⅠ双酶切质粒 pBluescriptM 13-, 补平连接得到质粒 pBlue1, 再经 Bam HⅠ , SmaⅠ

双酶切 pBlue1, 补平连接得到质粒 pBlueoS. 该质粒仅含唯一的 SmaⅠ克隆位点 (图 1) .

将 PCR扩增的 -3位碱基各为 A和 T的 c1, c2基因片段 , 经 T4磷酸激酶作用分别在

5’ , 3’ 端加磷 , 与 SmaⅠ 酶切的 pBlueoS连接 , 转化 DH5α, 得到重组子 pBlueoS-c1,

pBlueoS-c2的比例大大提高 , 且酶切片段能够准确地切出 . 与国外用于克隆产物的 “ T载

体”、 “克隆药盒 T A”、 “双脱氧 T尾端载体” 相比 , 简便易行 , 更适合一般实验室使用 .

( 2)重组转移载体质粒的构建: 质粒 pBlueoS-c1, pBlueoS-c2分别经 Bam HⅠ , SalⅠ

酶切出 c1, c2, 再分别将插入到 pX3的 BglⅡ , SalⅠ 酶切出的窗口 , 构建出表达载体质粒

pX3-c1, pX3-c2 (图 1) .

2. 2　 HBV c基因在 Sf细胞中的瞬时表达检测

将 PEG纯化
[5 ]
的质粒 pX3-c1, pX3-c2, pX3 (空白对照 ) 导入 Sf 9细胞 , 再以杆状病

毒 TnN PV-Occ
- -Gal

+感染细胞 , 培养 96 h后 , 收集细胞 , 并反复冻融 , 制备检测用样品 .

HBVc基因表达产物 HBcAg的放免检测结果如表 1. 　
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图 1　质粒 pBlueoS与 pX3-c1 ( c2) 的构建

Fig. 1　 The constr uction of pBlueoS and pX3-c1 ( c2)

表 1　 HBVc基因在 Sf 9细胞中瞬时表达的检查结果

Tab. 1　 Radioimmunoassa y o f FBV c gene’ s t ransient expression in Sf 9 cells

质粒 1 2 3 4 5 6 7 8

pX3-c1 944 892 858 801 780 775 690 674

pX3-c2 910 872 852 822 783 763 757 689

pX3 3 233 3 029 3 015 2 987 2 861 　 　 　

经统计学处理 , P> 0. 05, 两者无明显差异 . 说明 HBV c基因 -3位是否是 A, 与其在昆

虫细胞中的表达量无明显的相关性 . 虽然将真核 mRNA的 -3A改变成嘧啶 , 基因的翻译量

会下降 10倍 , 但反过来 , 将-3位的嘧啶换成嘌呤 , mRN A的翻译量是否能提高 , 则未见有

研究报道 . 有人将 EPO基因的 ATG的周序优化为真核基因的偏好序列 ACCA TGG,其中

-3位从 T改变成 A, 使其在 CO S7细胞中的瞬时表达量明显提高 [6 ] . 本文认为单独将 -3位
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碱基优化为 A,并不能提高外源基因的表达量 ,推测 -3A可能是提高外源基因表达量的首要

条件 , 只有与周序配合时 , 才能提高外源基因表达量 . 将 HBVc基因 ATG的周序改变成

ACCATGG是否能提高其在昆虫细胞中的表达量 , 正在作进一步的研究 .
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The Influence of Nucleotide in Posit ion-3 on HBV c

Gene’ s Expression in Insect Cells

Li Yingqiu 　Zhang X iaoxin　 Long Qingx in　Wang Xunzhang

Abstract　 Hepati tis B v irus co re antig en genes ( HBV c) wi th A o r T in posi tio n -3 w ere

amplified by PCR point mutation tech nique and cloned into self-const ructed univ ersal v ec-

to r pBlueoS by blunt end liga tion. HBV c gene w ere cleaved out through rest ri tion si tes

carried by PCR primers and inserted into pSX IVV I
+
X3 ( pX3) . The recombinant plasmid

pX3-c1 ( -3 posi tion is A) and pX3-c2 ( -3 po si tion is T ) w ere t ransfected into insect Sf 9

cells to t ransient ly express c1 and c2 gene. Radio assay show ed that there w as no dif fer-

ence betw een these two types of g enes. It i s suggested that A in posi tio n -3 is important

but no t enough fo r fo reign gene’ s high expression in insect cell s.

Keywords　 PCR, HBV c gene, nucleotide in posi tion -3, baculovi rus, t ransient expression
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