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外分泌型的乙型肝炎病毒核心抗原核酸疫苗的构建与体外表达 *
贾一琼 1 邢益平 1△ 王文娟 1 李 军 1 王世霞 2 卢 山 2 黄祖瑚 1

（1南京医科大学第一附属医院感染病科 江苏南京 210029；2美国马萨诸塞州大学医学院Worcester MA, 01605, USA）

摘要 目的：构建含有组织型纤溶酶原激活剂(tPA)信号肽的乙型肝炎病毒核心抗原(HBcAg)核酸疫苗。方法 将 HBcAg基因用
PCR方法扩增并分别引入相应的限制性内切酶酶切位点，然后克隆入 pJW4303载体中获得相应的核酸疫苗，经筛选鉴定后，用上
述核酸疫苗与野生型 HBcAg核酸疫苗及空载体质粒 pJW4303分别用脂质体瞬时转染 293T细胞，应用蛋白印迹法检测核心抗原
的表达。结果成功构建以 pJW4303为载体的含 tPA信号肽的 HBcAg核酸疫苗，体外表达证实含 tPA信号肽的 HBcAg在 293T
细胞胞内和胞外均能表达，含 tPA信号肽的 HBcAg核酸疫苗的核心抗原表达水平较高。结论以 pJW4303为载体的含 tPA信号
肽的 HBcAg核酸疫苗能够将细胞内的 HBcAg分泌到细胞外，为进一步研究其免疫原性打下了基础。
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ABSTRACT Objective: To construct and express nucleic acid vaccine encoding hepatitis B virus core antigen(HBcAg) fused to tissue
plasminogen activator signal sequence(tPA) in vitro. Methods: Restriction sites were introduced to HBcAg cDNA using polymerase chain
reaction(PCR). The gene product was cloned to pJW4303 to construct nucleic acid vaccine and all constructs were identified by sequenc-
ing, and 293T cells were transiently transfected with pJW4303/HBc/tPA, pJW4303/HBc and pJW4303 blank vector. The HBcAg protein
was measured by western blot. Results: pJW4303/HBc/tPA nucleic acid vaccine was constructed successfully and expressed HBcAg in
lysates and supernatants in 293t cells in vitro. Expression level of pJW4303/HBcAg/tPA was higher than that of pJW4303/HBc. Conclusion:
HbcAg encoded by nucleic acid vaccine pJW4303/HBc/tPA and the expressed product in 293t cells could be secreted out of the cells.
This research is the foundation for the further study of the pJW4303/HBc/tPA nucleic acid vaccine.
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前言

乙型肝炎病毒(Heptitis B virus, HBV)是一种嗜肝、部分双
链环状 DNA病毒，不仅能引起急、慢性病毒性肝炎，而且与肝
纤维化、肝细胞癌的发生发展密切相关[1,2]。HBV导致的病毒性
肝炎目前尚无十分有效的治疗措施,疫苗接种是控制和预防乙
型肝炎的重要手段, 慢性乙型肝炎患者难以清除 HBV的重要
原因之一是特异性细胞免疫能力低下。在小鼠、灵长类等动物
研究中已证实 HBV核酸疫苗能激发机体产生特异性细胞免疫
应答[3,4]，但将其作为治疗性疫苗时诱导的细胞免疫应答水平仍

不令人满意。因此，怎样进一步提高核酸疫苗的免疫原性是开
发新一代治疗性核酸疫苗的关键所在。

tPA为组织纤溶酶原激活因子来源的通用信号肽编码基
因[5,6]，长 23氨基酸，其中含有一个 KOZARK增强子，能促进靶
抗原基因在真核细胞的转录，并且能够引导表达后的抗原肽从

细胞内分泌到细胞外，有效促进异种蛋白的分泌。
由于 HBcAg绝大部分在肝细胞内表达，仅少量能分泌到
细胞外[7]，从而不能诱导良好的细胞免疫应答。我们利用基因重
组技术构建分泌型乙型肝炎病毒核心抗原质粒，分析该质粒在

体外表达的情况，以期获得免疫原性强的新质粒，为新型 HBV
核酸疫苗的研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料
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图 1 PCR扩增产物电泳鉴定
Fig.1 Identification of PCR product by agarose gel electrophoretic

M: 100 bp DNA ladder Marker; 1: PCR product

图 2 载体和 PCR扩增基因连接产物质粒酶切电泳鉴定
Fig.2 Identification of the plasmid pJW4303/HBc/tPA by restriction

enzyme digestion
M1: 100 bp DNA ladder Marker; 1~4: pJW4303/HBc/tPA was digested

with NheI + BamHI; M2: 1 kb DNA ladder Marker

图 3各组核酸疫苗在 293T细胞中的表达
图中β-actin为内参，1: pJW4303转染 293T细胞上清液；2: pJW4303
转染 293T细胞裂解液；3: pJW4303/HBc转染 293T细胞上清液；
4: pJW4303/HBc转染 293T细胞裂解液；5: pJW4303/HBc/tPA转染
293T细胞上清液；6: pJW4303/HBc/tPA转染 293T细胞裂解液

Fig.3 Express of DNA vaccines in 293T cell line
β-actin is Internal Control,1: supernatant of pJW4303 transfected 293T

cell;2: lysate of pJW4303 transfected 293T cell;3: supernatant of
pJW4303/HBc transfected 293T cell;4: lysate of pJW4303/HBc transfected
293T cell;5: supernatant of pJW4303/HBc/tPA transfected 293T cell;6:

lysate of pJW4303/HBc/tPA transfected 293T cell

1.1.1 质粒和菌株 质粒载体 pJW4303、HBc 核酸疫苗
pJW4303/HBc均由南京医科大学第一附属医院感染病科自备。
293T细胞系、E.coli HB101由本实验室提供。
1.1.2 酶和主要的试剂 DNA连接酶购自美国 Promega公司；
各种限制性内切酶、DMEM细胞培养液和胎牛血清购自美国
Gibco公司；Millipore离心管购自普克泰生物技术公司；免疫印
迹(western blot)用一抗购自 abcam公司的鼠抗 HBcAb，二抗是
HRP标记的羊抗鼠 IgG抗血清由联科公司提供；化学发光液
A、B购自美国 Pierce公司。
1.2 方法
1.2.1 分 泌 型 pJW4303/HBc/tPA 核 酸 疫 苗 的 构 建 以
pJW4303/HBc 为模板进行 PCR 扩增，上游引物 P1: TCAT-
CACTGCTAGCGACATCGACCCTTATAAAG含 NheI酶切位
点，下游引物 P2：TCTCACGGATCCCTAACATTGAGGTTC-
CCGAG含 BamHI酶切位点。反应条件为：94℃ 5 min，94℃
30 s，56℃ 1 min，72℃ 1 min，循环 35次后 72℃延伸 10 min，
回收 PCR 产物。对扩增片段及载体 pJW4303 进行 NheI 和
BamHI双酶切，T4连接酶连接两个酶切产物，16℃过夜。连接
产物转化大肠杆菌 HB101，通过常规培养和克隆筛选，抽提质
粒(Qiagen公司，美国)，经 NheI和 BamH I(Promega公司，美国)
内切酶酶切，直接交上海英俊公司测序鉴定，测序鉴定正确后，

4℃保存备用。
1.2.2 核酸疫苗的体外表达及检测 293T 细胞株复苏后用含
10 %胎牛血清的含抗生素的 DMEM培养液在 37℃，5 % CO2

的条件下进行培养。转染前一天接入 150 mm的培养皿中，待
细胞丰度为 70 %时用脂质体法分别转染 50 mg的 pJW4303、
pJW4303/HBc、pJW4303/HBc/tPA质粒，转染 48 h后收集培养
上清和细胞裂解液。分别将收获的 20 ml 培养上清用 50 ml
Millipore离心管分次离心（2500 r/min, 4℃）至培养上清浓缩到
200 μl。用Western blot法检测 HbcAg，以观察核酸疫苗质粒在
真核细胞内表达及向细胞外分泌的情况。具体步骤如下：①灌
制 12 %SDS-PAGE电泳胶；②浓缩后的培养上清和裂解液 20
μl加入 5 μl Buffer煮沸 3 min后上样，电泳；③转膜，100 V，1
h；④封闭，5％脱脂奶粉，3 h；⑤PBST（PBS，0.05 %Tween-20）
1∶1000稀释鼠抗 HBcAb，与滤膜共孵育，4℃过夜；⑥PBST
漂洗滤膜 6次，每次 10 min；⑦封闭液 1:10000稀释 HRP标记
的羊抗鼠 IgG抗血清。摇床上缓慢摇动，37℃，1 h；⑧PBST漂
洗滤膜 6次，每次 10 min；⑨显影及定影后观察结果。

2 结果

2.1 分泌型核酸疫苗的构建
2.1.1 分泌型核酸疫苗的构建及酶切鉴定 引物 P1、P2扩增后
的 PCR产物经 1 %的琼脂糖凝胶电泳检测，得到约 550 bp的
片段，与预期大小相符（图 1）。
新构建的 pJW4303/HBc/tPA质粒经用 NheI和 BamHI双
酶切后，1 %琼脂糖凝胶电泳检测可得到分别与目的 DNA(550
bp)和载体(5000 bp)相同大小的两个片段，酶切反应的结果与
预期的相符（图 2）。将酶切验证正确的质粒送去测序，结果完
全正确，图略。
2.2 分泌型核酸疫苗的体外表达
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3 讨论

尽管预防性 HBV疫苗在过去几十年中取得了巨大的成
功，但是 HBV携带者中仍然有 5 % ~ 10 %成人和 90 %左右的
儿童转变为慢性乙型肝炎，而且用于慢性乙型肝炎治疗的药物

干扰素 -α(IFN-α)和拉咪呋啶(Lamivudine)的临床疗效也并不
令人十分满意[8,9]，所以开发治疗性疫苗迫在眉睫。发生慢性乙
型肝炎的主要原因是机体对 HBV抗原不能产生迅速有效的免
疫反应，尤其是 Th1型细胞免疫反应。因此，增强患者对 HBV
抗原的免疫应答，打破机体对 HBV的免疫耐受是对慢性乙型
肝炎治疗的一个重要策略。
核酸疫苗能刺激机体产生细胞免疫应答[3,4]，其重要的机制

之一是：它和病原微生物一样能在被接种的机体细胞内进行转

录并翻译成目的蛋白质，他们的抗原递呈的过程都是内源性途

径，而蛋白质疫苗主要是通过外源性抗原递呈途径产生免疫应

答。在核酸疫苗的研究中发现，要获得良好的免疫原性，首先要
做到有好的表达能力，高效的目的抗原表达使免疫系统能够受

到足够强度和足够时间的抗原肽的刺激，必需使其能有效的分

泌并达到效应部位才能使表达的细胞因子发挥有效的生物学

活性。尽管核酸疫苗在感染性疾病及肿瘤的防治中显示出巨大
的潜能，但在实际应用中，常因体内转染效率欠佳、核酸疫苗所
激发的免疫应答强度相对较弱等原因，尤其在大动物以及人体

内不足以引起足够的免疫保护效果[10]。旨在提高核酸疫苗免疫
效果的方法有多种，有学者联合使用核酸疫苗与蛋白疫苗协同

免疫来增强免疫应答效果[11]。
HBcAg是乙肝病毒的一个重要优势免疫原，其以颗粒形
式表达，主要分布在细胞核内，微量分布在胞浆中[12-15]，易被抗

原递呈细胞(APCs)摄取、加工、处理和递呈，能激发机体产生
较强的体液和细胞免疫应答。有研究证实，HBcAg可以直接激
活 B细胞，它既是一种 T细胞依赖性抗原，又是一种 T细胞非
依赖性抗原，同时它的 C末端可以结合少量的核酸，可以使免
疫反应向 Th1方向极化[16]。因此，HBcAg基因常常被选择为乙
型肝炎基因治疗的目标靶基因。

Lu等研究证明，将非分泌性抗原蛋白连接一适当的信号
肽序列可使哺乳动物细胞表达该抗原为分泌性形式而大大提

高其诱导的抗体应答水平。将组织纤溶酶原激活剂的信号肽序
列与 HIV-1gpl20蛋白的 N末端相连接大大增强了 gpl20的细
胞外表达以及免疫原性[17,18]。Wang等研究证明，连接了组织纤
溶酶原激活剂信号肽序列的鼠疫杆菌 V抗原，免疫老鼠后能
增强 Th1细胞免疫反应[19]。
本实验中通过将 tPA连接到 HBcAg的氨基端构建的新质

粒，经过 western blot的验证，证实了 pJW4303/HBc/tPA在上清
和细胞裂解液中都高于 pJW4303/HBc。前期做实验中上清未作
浓缩时，western结果显示 pJW4303/HBc/tPA的上清没有条带，
改进实验方法，将收获的上清浓缩 100倍后(20 ml至 200 μl)，
文章中 western显示 pJW4303/HBc/tPA上清有了条带。推测是
因为上清中 HBcAg含量极低，但是经过浓缩后蛋白含量增多，
western结果显示上清中有了蛋白条带。
基于以上的研究成果，我们构建的分泌型 HBcAg核酸疫
苗，期望能有效提高 HBV核酸疫苗的免疫原性，更好地刺激机

体产生细胞免疫应答，为研究治疗型乙肝疫苗进一步打下基

础。
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