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摘要!目的 克隆人类免疫缺陷病毒Ⅰ型 B 亚型包膜糖蛋白 !"120基因!构建真核表达载体!并在真核细胞中表达!进一

步为制备自行设计的以 ! 噬菌体作为载体的 HIV 核酸疫苗奠定基础"方法 以克隆好的 HIV-1B 亚型 U26942全基因质

粒 DNA 作为模板!根据 Genbank中 !"120基因的核苷酸序列设计引物!并在引物的 5'端分别引入 #$%HⅠ及 &’(Ⅰ酶

切位点!特异性地扩增 !"120基因" TA 克隆后经双酶切#测序等鉴定重组质粒!再经双酶切#连接构建含 !"120编码基

因的真核表达载体!并进行酶切鉴定分析 pcDNA3.1(+)/gp120" 在脂质体介导下转染 HepG2细胞!经 G418压力筛选建

立稳定转染 !"120基因的细胞系! 用 RT-PCR 及 W esternboltting检测其在 HepG2细胞中的表达" 结果 重组质粒经

)$%HⅠ# &’(Ⅰ双酶切成 5.4kb与 1.44kb的片断!表明表达载体 pcDNA3.1(+)中插入了 !"120基因片断!测序结果表

明编码框正确"RT-PCR 及 W esternblotting证实稳定转染 !"120基因的 HepG2细胞系中有该基因的表达"结论 成功构

建了 HIV-1B 亚型包膜糖蛋白 !"120基因的真核表达载体 pcDNA3.1(+)/gp120!并在 HepG2细胞中获得稳定表达"
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DE$%&F(%G HIJ-(%)K- To constructan eukaryoticexpression plasmid containing !"120 geneofHIV-1 subtypeB and obtain

!"120 geneexpression in HepG2 cells. L-%M"B$ According to thepublished !"120 genesequencein Genbank, a pairof

primerswasdesignedandsynthesized. ThePCR amplificationproductof!"120genewasclonedintopM D-18T vectorusing
TA cloning followed by )$%H Ⅰ and &’(Ⅰ digestion and sequence analysis. The targetgene wasthen subcloned into a

highly efficienteukaryotic expression vectorpcDNA3.1 (+). The recombinantplasmid was sequenced and identified by

restrictiveendonucleasedigestion,andtransfectedintoHepG2cellsvialiposome.Theexpressionof!"120genewasanalyzed
by RT-PCR and W estern blotting, respectively. N-$’2%$ Restriction endonucleasedigestion and sequenceanalysisverified
successfulconstructionoftherecombinantvectorpcDNA3.1(+)/gp120.Thetargetfragment!"120wasidenticalwithU26942
in Genbank, and the expression of!"120 gene wasdetected in the lysate ofthe transfected HepG2 cellsby RT-PCR and

W estern blotting. O"*(2’$)"* The eukaryotic expression plasmid forgp120 hasbeen constructed successfully, which is

capableofstableexpressioninHepG2cells.

P-/ Q"&B$G HIV;pcDNA3.1(+);gp120;geneexpression

从 1985年中国大陆发现第一例艾滋病病毒感染

者开始! 艾滋病病毒感染者的数字呈几何级数的增

长!到 2002 年底!艾滋病感染人数全球达到了 5000

万!死亡超过了 2600万!而且没有特别有效的药物出

现!所以 AIDS 的防治,尤其疫苗的研发!一直都是研

究的热点’1(" 包膜糖蛋白 gp120是人类免疫缺陷病毒

的主要结构蛋白之一!它在病毒与宿主细胞的吸附和

结合过程中发挥重要作用’2(!其表面存在大量的抗原

决定簇! 可以刺激机体产生体液免疫和细胞免疫!因

此成为人们研究艾滋病疫苗的主要靶蛋白"核酸疫苗

是近年来才发展起来的新型疫苗!可以激发强烈的免

疫应答!并在动物模型中取得了满意的结果 ’3(" HIV

核酸疫苗的研究很多!所用载体一般为质粒或者病毒

载体! 而 ! 噬菌体作为一种全新的核酸疫苗的载体

研究甚少!尤其口服疫苗的研究就更少" 本研究旨在

采用 pcDNA3.1(+)载体构建包膜糖蛋白 gp120 真核

表达载体! 使 !"120 基因在 CM V 启动子的控制之

下!并在肝癌细胞 HepG2中获得稳定表达!为进一步

制备 ! 噬菌体作为载体的核酸疫苗的研制奠定基础"
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1材料和方法

1.1材料

1.1.1 质粒载体 实验中选用的基因组为 HIV-1B 亚

型 U26942 全基因 DNA! 该质粒由美国 Jean K Carr

博 士 惠 赠 ! 真 核 表 达 质 粒 pcDNA3.1 (+) 购 自

Invitrogen公司!克隆载体 pM D-18T vector购自大连

宝生物科技公司"
1.1.2细胞株 大肠杆菌菌株 XL1-blue及肝癌细胞系

HepG2由本室保存"
1.1.3 引物的设计与合成 上 游 引 物#5'GGATCCGC
CATGGAAAAATTGTGGGTC-ACAGT 3'中 引 入 了

!"#HⅠ酶 切 位 点 " 下 游 引 物#5'CT CGAGTTATC

TTTTTTCTCTC-TGCACCACTCT 3'中 引 入 了 $%&
Ⅰ 酶 切 位 点 " RT-PCR 引 物 上 游 引 物 #5'CAA
TTTATAAACATGTGGCAGGAA 3', 下 游 引 物 #5'
CCTTGGTGGGTGCTACTCCTA 3'" PCR 引 物 由 上

海博亚生物科技公司合成"
1.1.4 工具酶和主要试剂 高保真 PCR 试剂盒购自

Roche公司" 限制性内切酶 !"# HI和 ’%& I$T4DNA
连接酶均购自大连宝生物科技公司" 质粒纯化试剂

盒 $DNA 切 胶 回 收 试 剂 盒 $DL2000 M arker 及

!-EcoT14ⅠDNA digestM arker购 自 大 连 宝 生 物 公

司 " TRIZOL 总 RNA 提 取 试 剂 盒 ! 脂 质 体

Lipofectam ineTM2000 及 G418 购 自 Invitrogen 公 司 "
兔抗 HIV-1 gp120 多克隆抗体 %本室自制&!W estern

blotting检测试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司" Superscriptpream plification system $DM EM 培养

液及胎牛血清购自 GibcoBRL 公司" 琼脂糖和 LB 培

养基购自 LifeTechnology公司" 其他试剂均为国内

分析纯"
1.2方法

1.2.1质粒的扩增及纯化 氯化钙法制备感受态细胞

XL1-blue; HIV-1B 亚型 U26942 全基因 DNA 质粒,

pcDNA3.1(+)质粒转化宿主菌$筛选阳性菌落$小量

制备质粒 DNA ! 琼脂糖凝胶电泳分析选出含相应质

粒的阳性细菌克隆"
1.2.2 目 的 基 因 的 扩 增 及 纯 化 用 PCR 方 法 以

HIV-1B 亚 型 U26942 全 基 因 DNA 为 模 板 扩 增

gp120基因序列!在上游引入 !"#HⅠ酶切位点!在下

游 引 入 ’%&Ⅰ 酶 切 位 点 " gp120 的 上 游 引 物 为 5'

GGATCCGCCATGGAAAAATTGTGGGTCACAGT

3'’ 下 游 引 物 为 5'CTCGAGTTATCTTTTTTCTCT

CTGCACCACTCT 3'’PCR 的反应程序如下#94!变

性 30s’50!复性 30s’72!!延伸反应 120s! 共循环

30次" 最后于 72!延伸反应 7min,产物经电泳切胶

回收纯化"

1.2.3克隆载体的构建与鉴定 以 pM D18-T 为克隆载

体! 与 gp120的 PCR 产物连接! 产物转化 XL1-blue

细菌!经氨苄青霉素及 "-互补篮白斑筛选阳性克隆!
扩大培养!提取质粒!酶切鉴定并进行测序%由本室完

成&"
1.2.4 真 核 表 达 载 体 的 构 建 与 鉴 定 用 !"# HI和

’%& I双 酶 切 pcDNA3.1%"&质 粒 及 pM D18-T/gp120

质粒!琼脂糖电泳回收片断!用 T4DNA 连接酶将两

目的片断连接!产物转化 XL1-blue细菌!经氨苄青霉

素培养基筛选! 挑取阳性克隆进行质粒的小量制备!
将重组质粒进行双酶切鉴定及测序分析"
1.2.5 细胞转染及稳定细胞系的建立 HepG2细胞采

用含 10% FCS 的 DM EM 培养液常规培养" 分别用

pcDNA3.1%"&空载体质粒及 pcDNA3.1%"&/gp120 质

粒进行细胞转染"具体操作#在转染前!用胰酶消化细

胞!按 2#106 /孔接种细胞于 6孔板中!在指数生长期

细胞 90% -95% 汇片时!每孔分别取质粒 2#g和脂质

体 Lipofectam ineTM 20006#l用无血清培养液稀释至

200#l,两者混匀在室温放置 20min!使之形成复合物

后加入!6 h 后每孔补加 2 ml含 10% FCS 的 DM EM

继续培养" 48h后加入 G418(浓度为 500#g/m l)选择

培养基!对细胞进行稳定筛选"
1.2.6 表达产物的鉴定 分 别 用 RT-PCR 及 W estern

blot方法对表达产物进行鉴定" RT-PCR 具体操作#
分别收集空白 HepG2细胞组$转染 pcDNA3.1%"&质

粒的 HepG2细胞组及转染 pcDNA3.1%"&/gp120质粒

的 HepG2细胞组!提取 RNA 进行逆转录!以各自的

cDNA 为 模 板 ! 用 RT-PCR 引 物 %上 游 引 物 #5'
CAATTTATAAACATGTGGCAGGAA 3',下 游 引 物#
5'CCTTGGTGGGTGCTACTCCTA 3'& 进行 PCR 扩

增!PCR 的反应程序如下#94!!变性 30 s’55!!复性

30s’72!延伸反应 60s!共循环 25次" 最后于 72!!
延伸反应 7m in,产物经电泳检测" W estern blot具体

操作#取上述空白 HepG2细胞组$稳定转染 pcDNA3.

1 %" & 质粒的 HepG2细胞组及稳定转染 pcDNA3.1

%" &/gp120质粒的 HepG2细胞组各约 3#107! 消化$
收集后加 100#l裂解液!混匀后 4!放置 20m in!再

加入 25#l的 5#加样缓冲液混匀!沸水煮 10m in!离

心后进行 12% SDS-PAGE!电泳结束后用半干转移仪

将蛋白从凝胶上转移到硝酸纤维素膜上!用封闭液封

闭" 一抗为 1$3000兔抗 HIV-1gp120多克隆抗体!二

抗为 1$200 的 HRP 标记的羊抗兔 IgG !DAB 显色进

行 W esternblot分析"

2结果

2.1 ()120基因的扩增和 TA 克隆双酶切!测序鉴定
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以 HIV-1B 亚型 U26942 全基因 DNA 为模板进

行 PCR 扩增!PCR 产物进行 1% 琼脂糖电泳! 对照

DNA 相对分子质量标准!扩增出约 1.44kb的单一条

带!与预计片断大小相同"图 1#$ PCR 产物经纯化回

收后与 pM D18-T 载体相连接!转化 XL1-blue挑取阳

性菌落!将质粒纯化后经 !"#HⅠ%$%&Ⅰ双酶切鉴定

重组体! 可见约 2.69kb及 1.44kb两条特异性的带!
跟扩增的 ’(120基因目的片断大小相符&图 2#$ 测序

结果与 HIV-1U26942的阅读框序列一致$
2.2pcDNA3.1!!"/gp120真核表达载体构建的酶切鉴

定及测序分析

将重组质粒 pM D18-T/gp120双酶切后! 用琼脂

糖凝胶电泳切胶回收 gp120片段!与同样经 !"#HⅠ

和 )%&Ⅰ双酶切的真核表达载体 pcDNA3.1&! #进行

体外连接反应! 并对转化成功后的阳性重组质粒经

!"#HⅠand)%&Ⅰ双酶切电泳鉴定! 结果重组质粒

pcDNA3.1&!#/gp120产生 5.4kb和 1.44kb两条特异

性带$ 测序及同源性分析表明!重组质粒中的 gp120

基 因 与 HIV-1U26942 中 的 ’(120 基 因 序 列 完 全 同

源!部分核酸序列测定见图 3$
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图 ! "#$-!% 亚型 &’()*’ 全基因 +,- 为模板

./0扩增 12!34 基因

56178 ./0 9:2;6<6=9>6?@ ?< 128’4 1A@A B6>C
"#$ 1A@?:A +,- 9D >CA >A:2;9>A

M :2kbM arker;Lane1:PCR productofgp120gene

图 ’ 2E+8F-GH128’4 克隆载体的鉴定

5617’ #IA@>6<6=9>6?@ ?< 2E+8F-GJ12834 KA=?:L6@9@> 2;9D:6I
M 1: !-EcoT14Ⅰdigested DNA M arker; Lane 1: pM D18-T/gp120

plasmiddigestedwith!"#HⅠand)%&Ⅰ;M 2:2kbM arker

图 M "#$-8% 亚型 12834 基因部分核酸序列测定结果

5617M .9K> ?< >CA DANOA@=A 9@9;PD6D KADO;>D ?< >CA 128’4
1A@A <K?: "#$-8% DOL>P2A

2.3稳定转染 HepG2细胞系的建立及表达

用 pcDNA3.1&!#/gp120 质粒转染 HepG2 细胞!
并同时以 pcDNA3.1&!#为对照!G418筛选!4周后建

系成功$ 分别以空白 HepG2细胞组%转染 pcDNA3.1

&!# 质 粒 的 HepG2 细 胞 组 及 转 染 pcDNA3.1 &! #
/gp120质粒的 HepG2细胞组的 cDNA 为模板! 进行

PCR扩增! 结果表明只有转染 pcDNA3.1 &!#/gp120
质粒的 HepG2细胞!可以扩增出 ’(120基因的片断!
约 0.24kb$ W esternblotting结果表明!pcDNA3.1&!#
/gp120 稳定转染的细胞有预期 120 000 大小的特异

性条带!而转染 pcDNA3.1&!#空载体的细胞无此条

带&图 4#$

图 * 2=+,-MQ8!!"J12834 表达产物的 RAD>AK@ L;?> 分析

5617* RAD>AK@ L;?> 9@9;PD6D ?< >CA AS2KADDAI 2K?IO=>
Lane1:LysateofHepG2 cellstransfected with pcDNA3.1(!);Lane
2:LysateofHepG2cellstransfectedwithpcDNA3.1(!)/gp120
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3讨论

艾滋病的流行非常快!范围非常广!所以艾滋病

的防治就显得尤为重要"HIV 疫苗是预防艾滋病流行

最有效的一条途径#1$" 目前核酸疫苗%包括活载体疫

苗&的研究受到广泛的重视!其最大的优点是疫苗抗

原可能在靶细胞内以天然的方式合成’加工并呈递给

免疫系统!刺激机体产生细胞免疫#4$和体液免疫#5$!尤

其是活载体本身还可作为免疫佐剂#6$" 常用的核酸疫

苗的载体有质粒’腺病毒和牛痘病毒等" 以质粒为载

体的核酸疫苗虽然有易于制备’ 生产工艺简单等优

点! 但它在较大的动物中引起的免疫应答水平较弱#7$(
诱导免疫产生需要的 DNA 疫苗的量大(携带外源基

因的质粒载体上具有抗生素标记(提高 DNA 转染效

率的措施提高了该疫苗的成本和生产的困难"病毒载

体疫苗的缺点是能够在宿主的机体组织内进行复制"
近 20年来!全世界很多国家投入了亿万资金!科学家

们投入了大量的精力和时间对 HIV 疫苗进行了广泛

而深入的研究!已研制超过 40 种 HIV 疫苗!并对数

十种疫苗进行了一期和二期临床试验!由于上述种种

原因!至今仍没有一种可以完全预防艾滋病的有效疫

苗" 最近噬菌体介导的 DNA 疫苗的出现!恰恰克服

了这些核酸疫苗的缺陷!噬菌体不但具有生产工艺简

单’制备快速容易’自然条件下储存比较稳定%4!稳

定保存至少 6个月&’在宿主的真核组织中不能复制’
避免了抗生素携带和可通过口服途径呈递抗原等优

点!而且能够容纳较大的外源片断%长达 23kb&和多

个疫苗基因!因此这类疫苗将成为以后几年内研究的

热点!并且具有广泛的应用前景#8$"
gp120 位于 HIV-1 包膜糖蛋白的 gp160 的基因

编码区!前体为包膜糖蛋白的 gp160!经蛋白酶裂解

成 gp120和 gp41! 分别形成成熟病毒颗粒的表面棘

突和跨膜部分!可刺激机体产生相应的抗体#9$" gp120
有 5个高变区%V1-V5&和 6个保守区%C1-C6&" 高变

区中的 V3环区以及 CD4结合区是阻断 HIV 传播的

中和抗体结合的主要靶位" gp120与 gp41的 N 端以

非共价键结合! 当 HIV 感染 T 淋巴细胞或巨噬细胞

时!gp120首先与细胞表面的 CD4分子结合!导致空

间构象发生改变!使 gp41的 C 末端与 N 末端相互作

用形成六螺旋束!与细胞膜充分接触而发生病毒与细

胞膜的融合#10$" 因此!gp120已成为抗 HIV 理想的药

靶!也是我们研制 HIV 核酸疫苗理想的靶基因"
本实验克隆了人类免疫缺陷病毒Ⅰ型 B 亚型包

膜糖蛋白 !"120 基因并采用 pcDNA3.1(+)载体构建

gp120真核表达载体! 使 !"120基因在 CM V 启动子

的控制之下!DNA 测序结果显示!读码框架和插入方

向完全正确!在两端成功插入了正确的起始和终止密

码子! 保证了表达产物的正确性! 并用脂质体转染

HepG2细胞!RT-PCR 及 W estern 印迹证实稳定转染

!"120 基 因 的 HepG2 肝 癌 细 胞 系 中 有 该 基 因 的 表

达! 为进一步制备 ! 噬菌体作为载体的核酸疫苗奠

定 了 基 础" 另 外 还 为 HIV 的 免 疫 诊 断 试 剂 和 靶 向

gp120 的抗 HIV 药物的研制开发等提供重要的物质

基础"
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