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Abstract
AIM: To construct and express a recombinant eukaryotic
expression vector bearing fusion gene of HBV S2S and Fc
fragment.

METHODS: The technique of splicing by overlapping exten-
sion and twice PCR were used, and fusion gene fragment
was obtained and cloned into pGEM-T Easy TA cloning vector
to get suited enzyme sites. Recombinant eukaryotic ex-
pression vector pcDNA3 S2S/Fc was constructed by double
adhesive terminal ligation. Then the recombinant vector
was transferred into SP2/0 cells by using Lipofectamine.

RESULTS: The recombinant vector was identified by di-
gestion with restriction enzymes and confirmed by DNA
sequencing analysis. And the vector bearing fusion gene
could be expressed in eukaryotic cells detected by indirect
immunofluotescence technique.

CONCLUSION: The relative efficient expression of the fusion
gene in SP2/0 cells may provide an experimental basis for
specific immunotherapy for HBV infection.
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摘要

目的: 构建含HBV PreS2S 和Fc融合基因的真核表达载体

pcDNA3 S2S/Fc并在真核细胞中进行表达.

方法: 应用重叠延伸剪切技术(splicing by overlapping

extension 简称SOE)经两次PCR获得嵌合基因片段S2S/

Fc 回收后克隆到pGEM-T Easy TA克隆载体 获得合

适的酶切位点 再采用双粘端连接法转克隆入真核表达载

体pcDNA3中 得到真核重组载体pcDNA3 S2S/Fc. 然后

用脂质体法转染SP2/0细胞.

结果: 对重组载体进行了限制性酶切鉴定及测序分析 证

明连接正确; 经间接免疫荧光检测证实该重组载体能在真核

细胞中表达插入的外源性基因编码的融合蛋白.

结论: 真核表达载体pcDNA3 S2S/Fc的成功构建及在SP2/0

细胞中的有效表达 为进一步探讨HBV感染的特异性免

疫治疗提供了实验依据.
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0   引言

乙型病毒性肝炎是一种发病率高 严重危害人类健康

的传染病[1-10]. 25%的慢性乙肝患者可发展为肝硬化和肝

细胞癌[11-15] 至今尚无一种真正有效的治疗药物[16]. 目

前 基因免疫在流感 艾滋病 乙丙型肝炎[17-18]等感染

性疾病的治疗研究中呈现出广阔的应用前景. 体内外实

验表明基因疫苗可以同时诱导针对病原的体液和细胞

免疫反应. 已知乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝DNA病毒

其包膜蛋白由HBsAg preS1Ag和 preS2Ag组成 中和

表位位于S区. preS1Ag和preS2Ag也均含有T细胞和B

细胞表位 可增强S抗原的免疫原性[19]. 而免疫球蛋白

的Fc片段可以通过受体途径提高抗原的提呈效率[20]. 因

此 我们采用分子克隆技术 将HBV preS2+S基因与

Fc基因重组成融合基因 构建了真核表达载体pcDNA3

S2S/Fc 以期通过表达的融合蛋白发挥二者的协同作

用 增强基因疫苗诱导的免疫反应.

1   材料和方法

1.1 材料  含有人Fc 片段编码基因的pCMVsFc 质粒由

陈思毅教授(J Immunol  2000;165(8):4581-91)惠赠. 含

HBV全基因的质粒p1.2 载体质粒pcDNA3及SP2/0细

胞由本室保存. 高保真polybest DNA聚合酶购自TaKaRa

公司. 各种限制性内切酶 Taq DNA 聚合酶 WizardTM

PCR Preps DNA Purification System和pGEM-T Easy Vector
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Systems 均购自Promega 公司. 小提质粒试剂盒购自华舜

公司. 脂质体转染试剂盒LipofectamineTM2000 Reagent 购

自GIBCO 公司. 人抗HBsAg购自上海生物制品研究所

小鼠抗人Fc为第四军医大学免疫学教研室产品. FITC

标记山羊抗鼠IgG 兔抗人IgG均为北京中山生物技术

有限公司进口分装试剂. 胰蛋白胨 酵母提取物为英国

Oxford产品. 其余生化试剂均为常规分析纯的进口或国

产试剂. RPMI1640和DMEM培养基 均购自GIBCO公

司. 胎牛血清购自杭州四季青生物制品公司.

1.2 方法  真核表达载体pcDNA3 S2S/Fc的构建参照文

献(J Exp Med 1992;175:495-502) 用重叠延伸剪接术

(splicing by overlap extention SOE)经两次PCR获得嵌

和基因片段S2S/Fc 回收后 克隆入pGEM-T Easy

TA 克隆载体 转化大肠杆菌 JM109 挑选阳性克隆

酶切鉴定后 酶切目的片段转克隆入真核表达载体

pcDNA3中. 根据HBV-adr亚型中国株基因序列和Fc基

因序列合成并纯化4条引物 引物由上海基康和Takara

生物技术有限公司合成. 引物序列如下: 上游引物 F:

5 -CGGAAGCTTA TGCAGTGGAA CTCCACAAC-3

中间引物M1: 5 -GCATGTGTGA GTTTTAATGT

ATACCCAAAG-3 ; 中间引物M2: 5 -CTTTGGGTAT

ACATTAAAAC TCACACATGC-3 ; 下游引物R: 5 -

TATTATCATT TACCCGGAGA CAG-3 . F 为 HBV

preS2S基因的上游引物 引入Hind 酶切位点; 中间引

物M1和M2 是完全互补的 分别含HBV S 基因C端

15 bp (2 639 nt-2 653 nt)和 Fc N端去掉起始码和信号肽

后的15 bp 共 30 bp的序列; R为Fc 片段的下游引物.

第1次PCR 以质粒p1.2 为模板 用引物F和M1扩

增HBV preS2S基因片段(约850 bp). 以质粒pCMVsFc为

模板 用引物M2和R扩增Fc基因片段(634 bp). 反应条

件: 94 预变性5 min 94 变性45 s 55 退火45 s

72 延伸 45 s 35 个循环 最后72 延伸 10 min.

用 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳分离上述PCR 产物后 以

WizardTM PCR Preps DNA Purification System回收产物. 第

2次PCR 以第1次PCR产物为模板 各取100 ng 用

引物F和R扩增 获得基因片段S2S/Fc. 反应条件: 94 

预变性5 min 94 变性45 s 58 退火1 min 72 

延伸 1 min 35 个循环 最后72 延伸 30 min. 回收

第2次PCR产物. 目的片段S2S/Fc与 pGEM-T Easy TA

克隆载体的连接 按操作说明书进行. 挑取单克隆菌落

于3 mL+Amp的LB培养基中 震荡过夜 用小提质粒

试剂盒提取质粒. 分别用 Eco R 进行单 双酶切鉴定

插入片段的大小. 将目的片段转克隆入真核表达载体

pcDNA3 中 用 Hind III 和 EcoR I 双酶切 pGEM-T

EasyS2S/Fc质粒和载体pcDNA3 得到目的片段和线形

载体 采用双粘端连接法连接 转化新鲜的感受态菌

JM109. 挑取单克隆菌落于3 mL+Amp的 LB培养基中

震荡过夜 用小提质粒试剂盒提取质粒. 分别用Hind III

和 EcoR I+ Hind III 进行单 双酶切鉴定. 并送上海生

物工程有限公司测序.

1.2.1 pcDNA3 S2S/Fc在 SP2/0细胞中的瞬时表达  用含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基 于37 50 mL/L

CO2孵箱中培养. 用小提质粒试剂盒提取质粒. 重组质粒

的转染用脂质体介导转染法进行. 按照脂质体转染试剂

盒LIPOFECTAMINETM2000 Reagent 的操作说明书 (1)

将 SP2/0细胞接种于25 mL培养瓶内; (2)培养18-24 h

使处于对数生长期的细胞达90-95%融和; (3)无菌Ep管

中制备 10 µg DNA 溶于 100 µL 无血清 无抗生素
的DMEM中; 15 µL Lipofectamine溶于85 µL无血清 无
抗生素的DMEM中. 将此两溶液在5 min内混合; (4)用无

血清 无抗生素的DMEM洗涤细胞2次. 加入1.8 mL无

血清 无抗生素的DMEM; (5)将 Lipofectamine+DNA混

合物200 µL小心滴加至细胞上. (6) 37 50 mL/L CO2
孵箱中培养4-6 h后 换为完全培养基继续培养; (7)转

染48-72 h内检测重组质粒的表达. (8)同时设置一空白

和空载体对照孔.

1.2.2 用间接免疫荧光法检测抗原的表达  参照实用免疫

细胞化学与核酸分子杂交技术(四川科学技术出版社

1994) (1)将转染细胞悬液滴加至用多聚赖氨酸预处理的

载玻片上 风干后 置冷丙酮中固定10 min; (2)用 pH

7.2的 PBS冲洗5 min 2次; (3)滴加含50 mL/L胎牛血

清的PBS封闭30 min; (4)分别滴加未标记的第一抗体人

抗HBsAg和鼠抗Fc(按 1 50 稀释)于固定细胞上 置

湿盒中37 作用1 h; (5)用 PBS冲洗5 min 3次; (6)分

别滴加FITC 标记的兔抗人和山羊抗鼠的第二抗体(按

1 100稀释) 置 37 湿盒中作用1 h; (7)用 PBS冲洗

5 min 3次; (8)风干后 用含500 mL/L甘油 500 mL/L

0.01 moL/L pH 7.2的PBS溶液封片 荧光显微镜下观察.

2   结果

2.1 pcDNA3 S2S/Fc重组体的鉴定  重组质粒分别经Hind

和Hind +EcoR 单双酶切 可见与理论结果一致

的6.8 kb 5.4 kb和 1.4 kb的电泳条带(图1) 测序确证.

2.2 融合基因S2S/Fc在真核细胞中的瞬时表达  用间接

免疫荧光法 在荧光显微镜下观察到了融合抗原的表

达(图2).

图1  重组质粒pcDNA3 S2S/Fc 测序. A: -EcoT14I digest marker;

B: pcDNA3 S2S/Fc digested by Hind ;  C: pcDNA3 S2S/Fc di-

gested by Hind +EcoRI.

A           B             C

19 329 bp
  7 743 bp
  6 223 bp
  4 254 bp
  3 472 bp
  2 690 bp
  1 882 bp
  1 489 bp
     925 bp
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图2  重组质粒pcDNA3 S2S/Fc 转染SP2/0细胞融合蛋白的表达. A:
细胞膜阳性; B: 阴性对照.

3   讨论

HBV S基因含前S1 前 S2和HBsAg基因 分别编码

前S1 前S2和HBsAg 他们是HBV包膜的主要成分

可诱导机体产生相应的抗体 这些抗体能保护机体免

受HBV的感染 产生保护性免疫. 近年来研究表明 在

HBV感染过程中 前S2可能起着非常重要的作用. 阻

断前S2的作用将可能阻止HBV的感染. 研究表明 含

前S1 前S2和HBsAg的第三代重组疫苗的免疫原性较

强 能诱导机体产生较高的抗-HBs水平和免疫保护能

力[21]. 应用前S2/HIVgp120嵌合基因[22]和前S2/HCV嵌合

基因[23]的DNA疫苗可诱导小鼠产生很强的抗-HIV和

抗-HCV的体液和细胞免疫反应 显示前S2可能是一

种广谱的免疫佐剂.

        DNA疫苗诱导免疫反应的效率相对较低 尤其是

对于大动物种系和人类 这削弱了他们的实际应用. 尽

管花费了相当大的努力来提高DNA疫苗的运输效率

但在接种DNA疫苗后仅少量抗原能够表达发挥免疫功

效. 目前应用的提高和调节DNA疫苗诱导的免疫反应补

充策略之一是 通过与细胞表面受体分子结合的抗原

融合将DNA疫苗编码的抗原靶向导入到细胞表面. 通过

与MHCII类分子结合将抗原靶向到APCs 以增强靶向

蛋白的免疫原性. 诱导对靶向蛋白的体液免疫反应的水

平和反应的速度都能被极大的提高 尤其是应用低剂

量的抗原时[24-30].

    基于以上的研究策略 我们成功构建了含HBV

preS2S与Fc融合基因的真核表达载体pcDNA3 S2S/Fc

并在 SP2/0 细胞中进行了有效的表达 为进一步提高

HBV DNA的免疫效果创造了条件.
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World Journal of Gastroenterology 稿件来源及论文资助情况

随着我国科学研究整体水平的提高 质量较高的论文逐年增加 来自名牌大学 研究院所 特别是具有良好

科学记录的实验室 课题组和科学家的论文增长幅度较大.  2003-04-01/2003-10-01以来 World Journal of

Gastroenterology WJG 共收到论文 618篇 其中国内论文 501篇(81.06%) 国际论文 117篇(18.93%).

WJG 2003年 1-10期共发表论文 521篇 其中文献综述 21篇 食管癌 27篇 胃癌 54篇 肝癌 65篇 大

肠癌 39篇 病毒性肝炎 46篇 幽门螺杆菌 20篇 基础研究 115篇 临床研究 62篇 研究快报 62篇 病

例报告 8篇 读者来信 2篇. 发表国内论文 450篇(86.37%) 发表国际论文 71篇(13.62%). 作者共 2949人

国际作者占 14.41% 国内作者占 85.90%. 发表论文分布 34个国家和地区 包括阿根延 澳大利亚 巴基斯

坦 巴西 比利时 波兰 丹麦 德国 法国 芬兰 韩国 荷兰 加拿大 克罗地亚 美国 南

非 南斯拉夫 日本 瑞典 瑞士 沙特阿拉伯 泰国 土耳其 西班牙 希腊 新加坡 匈牙利

伊朗 意大利 印度 英国 中国 中国台湾 中国香港.   基金资助论文 292 篇(56.04%) 各项目基金

论文共 440篇(84.45%) 其中国际基金论文 25篇(4.79%) 国家 973 863 国家自然科学基金资助论文 180

篇(34.54%) 部 省级基金资助论文 235篇(45.10%). WJG 2002年共发表论文 226篇 分布为 26个地区

国内论文占 93.36% 国际论文占 6.63% 基金论文占 60.61%. WJG 2001年共发表论文 173篇 分布 20个

地区 112个机构 国际论文占 35% 基金论文占 55%. WJG 2000年共发表论文 205篇 基金论文占 50%.

WJG 1999年共发表论文 144篇 分布 20个地区 100个机构 国际论文占 23% 基金论文占 50%. WJG

1998年共发表论文 183篇 11个地区分布 国际论文占 9.84% 基金论文占 59.56%.
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