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乙 肝 核 心 抗原 在 大 肠 杆 菌 表 达 由

iM hc ae l Na ssa l 完成
,

国内马贤凯等人成功地

使乙肝核心抗原在 aL
。
启动子控制下高表

达
。

本文使乙肝核心抗原基因在 PL P ,

启动子

控制下
,

用温敏法诱导产生 H BC A g
,

该菌株能

稳定地高表达
。

可以代替肝提取的 H cB A g
,

菌

产 H cB A g 经过冻干有效期达 2 ~ 3 年
,

已 用

于检测 乙肝核心抗体的试加{盒
。

1 材料和方法

1
.

1 材 抖 限制性酶
、

外切酶 B A L 31
,

T 。 D N ^ L i g a se 均为 协 w E n
gl
a n d B i o za比 产

品
,

cE
o R I L i n k e r

,

d N T P D N ^ oP ly m e r a se 1 L
.

F 为 B吮 hr in ge r
公司产品 ,低融点琼脂糖购自

BR
I ; 蛋白陈

,

醉母粉为 o xo id 公司产品
;
溶菌

酶为 s 地m a 产品
。

菌株和质粒
:

带 全长乙肝病毒基因组的

重组质粒为本室构建
。

MJ 1 03 为 hP ar m ac 达

KL B 公 司的
。

PJ 以 5 02 为复旦大 学遗传所

赠
。

细菌 L B 培养基
: 1 0 9 蛋白陈

,

5 5 哑 e 一,

加水 至 1 0 0 0 m l
,

调 p H 至 7
.

2
,

高压灭 菌待

用
。

固体培养基在 L B 培养基中加 1
.

2%的 日

本琼脂粉
。

1
.

2 质拉 D N A 的提纯及重组 D N A 的方法

对质粒 D N A 提纯均用 BL 培养基培养 12

~ 16 h
,

碱变性法粗提质粒 D N A
,

再用 eB ck
-

m a n X L
一

8 0 超高速离心机 4 5 0 0 0 r / m i n
,

2 0℃
,

离心 40 h
,

在紫外灯下侧面穿刺
,

抽取 质粒

带
,

用正丁醉去 BE
,

透析去 C s c l:
,

回收 D N A

片段
,

用 BA
L 31 消化

,

分别终止
,

取样
,

用酚

去酶
,

乙醇 沉淀
,

加 d N T p
、

ND
A
olP

y m e

aser
l

( L
.

F )
、

磷酸化的 E沁。 R l L i n k e r
,

用 cE o R I 消

化
,

再与 同酶消化的 PJ L A 5 02 质粒连接
,

钙

离子法转 化到 JM 103
,

A p 平板上选出白菌

落
,

快速鉴定并用 Eu S A 法检测 H cB A S
,

选出

高表达的工程菌
。

1
.

3 重 组质拉 D N A 的鉴定 挑取 A rP 的菌

落接种到 s m 一种子管
,

加 2 0 0 5 / m l 的 A p ,

3 0℃振荡培养过夜
,

取 1
.

5 m l
,

4℃
,

1 4 0 0 0 r /

m i n 离心 5 m i n
,

去上清
,

加 s T 0
.

l m一( 2 5 %

蔗糖
, 5 0 m m o l / L T r i s

一

H c L
,
p H S

.

O )
,

加 2%

S D S O
.

l m l
,

0
.

2 m o l / L N a 0 H
,

10 m i n 后加 3

m o l / L K A e 0
.

1 m l
,

pH 4
.

8
,

混匀
,

一 2 0℃置 2 0

m i n
,

l 组0 0 0 : / m i n 络℃离心 1 0 m i n
,

加二倍体

积的 95 % 乙醇
,

一 20 ℃置 20 m in
,

离心
,

沉淀

电泳鉴定
。

1
.

4 工程菌 p z D 87 03 表达产品的检测 用

EL sI A 双 抗体夹心法测 定表达 产物 H cB A g

的滴度
,

先用纯化的抗 HBC gI G 包被聚乙烯

40 孔板
,

然后加倍比稀释的经超声破碎的培

养菌液
,

43 ℃孵育 l h 后洗板
,

加底物邻苯二

胺
一

H刃
:

系统显色
,

以带原质粒的受 体菌液

经超声破碎作阴性对照
,

以尸肝的 H cB A g 作

阳性对照
,

以 IP N ) 2 的为阳性
。

1
.

5 免疫电镜砚察白肝核心杭原硕拉 方

法同一般文献
,

放大 1 万倍
。
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1 期 张林元等
:

乙肝病毒核心抗原基因在大肠杆菌中的高表达 6 l

2 结果与讨论

2
.

1 重组质拉的构建 见图

D NA

E不 b才1 p Z D 8 7 o s

二二二

OOO 裤裤

Fi g 1
.

C o n s r r u e ti佣 fO
r . c om b访 a n t P如 m id

2
.

2 重组质杜 D N A 电泳分析 见图 2
。

D C B A

平行的一条带
,

另一条较小的为 H cB A 。 编码

的基因片段
。

.2 3 电于显徽镜观察 结果表明基因工程

菌 生 产 的 H BC A g 和 从 人 的 尸 肝 提 取 的

H BC A g 都有相似的颗粒形态
`

B A

A
。

入D N A十 H Ldn t 十 E e o R I

已
.

ZP D 8 7 0 3十 EOC R I

C
.

川 L A 5 02 + E c o R I

D
.

哆 D 8 7 0 3

F i s 3
.

E lec tr o m i e r叩r a Ph o f H I , e八吕 P a r l ica l

A
.

H BC A g Pr o d u e记 by 召以侧
, PZ D 8 7 0 3

B
.

H氏 A g e x t ar e t团 打。 m dea d 卜洲 Jy l i v . r

2
.

4 E L IS A 测定工程菌产生的 H BC A g 滴度

结果见图 4
。
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闪 A L
502 质粒上

,

筛选出高表达的重组体 .E

碱 p Z D 8 7 0 3
,

其原液经超声破碎
,

用 E IL S A

法测定 H BC A g 的稀释度高达 1 : 1 6 3 84
,

工作

滴度 1 : 4 0 96
。

电镜及血清学鉴定其 HcB A g

与肝中提取的 H cB A g 相同
。

菌产的 H cB A g 已

作发酵罐生产
,

其冻干制剂经国内 10 多家医

院应用
,

效果良好
。

0

“e,OQ

: 32 1 : 12 8 1: 5 1 2 1: 2 0 48 1: 8 19 2

H B e A g d加 t e t it r e

F堪 4
.

T i t r e o f H氏 A g P r od u c司 召“
戈对̀ PZ D 8 7 0 3 参 考文 献

图中所示结果
,

菌产 H cB A g 的终滴度在

2 . 2 6 3 5峨以上
,

o D ; . 5

大于 1
.

0 的最高稀释

度为 l , 4 0 9 6
。

可以看出编码乙肝核心抗原的基因经修

饰
、

重组到高表达 的 P L P ,

启动子控 制下 的

1 M j c h a e I N创 . 曰 a l
.

T o at l e加 m ica l s y n t y es is o f a 肛n e f璐 h . 卜

a d t is B y 七u s c o r e Pr o“ in an d i切 f u n e t i o n a l e恤 r a e比 r

如
t i o n

.

6 . 阵 ,

19 8 3 . ( 6 6 )
:
2 79

2 左 平
,

马贤凯
.

乙型肝炎病毒核心抗株高表达质较的

构建
.

生物化学杂志
,

19 8 5 . ( l )
:
4 7

3 aS m b r oo k J . F r i妞h E F M an 纽山 T
.

对讨配囚 . ( ,̀ . 一

卿
,月 乙的仆

r

政叮 材 . . 时
·

C o l d S P r in s H a r b o r aL bo
r a t or y rP .

,

1 9 8 2

H i g h E x P r e ss i o n o f H e P a t i t i s B C o re G e n e i n E
: e o l诬

Z h a n g L i n y u a n
,

D e n g X i a oz h a o
,
H e jL a n g ,

Z恤 n g Z h im i n g

从翻云川夕匆袱必耐 及妓切
.

hc 翻成比翻他
,

入
)
动它夕峋 2 1 0 0 0 2

H cB g e n e w a s iso la t e d f r o m w h o l e lo n g H BV D N A a n d d i g e s忱劝 w it h n u e le a se B A L 3 1
, a n d th e n

d N T P
,

D N A op l y m e r a se l ( L
.

F )
,

Ph OS Ph a r y l a t ed E e o R I l i n k e r w e r e a d ded
.

T h e H BC D N A w a s d ig e s t
-

ed b y cE
o R I a n d w as ht e n in se r t ed i n t o t h e E e o R I is t e o f PJ L A 5 0 2 P l a s m i d

.

R e e o m b i n a t io n D N A w a s

t h e n t ar n s
fo

r m ed in t o 召
. `汉云 JM 1 0 3

.

H i s h e x rP ess i on 邝 e o m ib n a n t w a s se l e e t ed an d n a m ed E
.

`幻石

PJ L A 5 0 2 d e et c t eCI b y a r gr ose g e l e le e t r o Ph e sr i s
.

T h e H BC A g P r od u e ed b y r e co m b i n a n t a n d e x t ar e t目 by
d ea d b o d y l iv e r w as d e t e r m i n ed w it h E L IS A a n d o b s e r v ed w i th e le e t or m ie r o盯 a

hP
.

T h e H 石沁A S w as
v e r y s ep c i f i c a n d m a y be u se d i n e li n i ca l d e t e e t i n s k i t

.

K e y w o r
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