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乙型肝炎病毒 Ｘ抗原结合蛋白１的原核表达
及亚细胞定位
樊万虎　成军　刘小静　张树林　王琦

　　【摘要】　目的　应用酵母双杂交及生物信息学技术筛选乙型肝炎病毒 Ｘ抗原结合蛋白 １
（ＨＢＸＢＰ１）并进行克隆，探讨其在大肠埃希菌 ＢＬ２１中表达及亚细胞定位。方法　应用反转录 ＰＣＲ
（ＲＴＰＣＲ）技术，以ＨｅｐＧ２细胞ｍＲＮＡ为模板，扩增获得ＨＢＸＢＰ１基因片段，连接到ｐＧＥＭＴ载体，双

酶切鉴定及测序正确后克隆至原核表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）中，转化大肠埃希菌ＢＬ２１，通过ＩＰＴＧ诱导

表达以获得 ＨＢＸＢＰ１融合蛋白，并经 ＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析证实融合蛋白的特异性；构建

ＨＢＸＢＰ１基因的绿色荧光蛋白表达质粒 ｐＥＧＦＰＣ１ＨＢＸＢＰ１，转染 ＨｅｐＧ２细胞，２４ｈ后于荧光显微镜

下观察表达蛋白的亚细胞定位。结果　ＲＴＰＣＲ扩增获得９２１ｂｐ的 ＨＢＸＢＰ１基因片段，插入原核表

达载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）中，转化大肠埃希菌 ＢＬ２１，经 ＩＰＴＧ诱导成功获得约 ５６ｋＤ的重组蛋白，经

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析证实其具有良好的特异性；成功构建ＨＢＸＢＰ１基因的绿色荧光蛋白表达质粒ｐＥＧＦＰ
Ｃ１ＨＢＸＢＰ１，其表达蛋白定位于细胞质。结论　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＢＸＢＰ１原核表达载体在大肠埃希菌

ＢＬ２１中诱导表达ＨＢＸＢＰ１融合蛋白；ＨＢＸＢＰ１基因可表达 ＨＢＸＢＰ１蛋白且定位于细胞质，为研究

ＨＢＸＢＰ１蛋白的免疫原性和生物学特性奠定了一定的理论基础。
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　　乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染导致

的肝脏炎性损害，全世界慢性 ＨＢＶ感染者约有３．５
亿人口［１］。乙型肝炎病毒 Ｘ基因（ＨＢＶＸ）是 ＨＢＶ
中最小的一个基因，位于ＨＢＶ基因组内功能重叠最

明显的１３７４～１８３８位核苷酸，全长４６５ｂｐ，决定了
其编码的Ｘ蛋白（ＨＢｘ）的多功能性。ＨＢｘ由１４５～
１５４个氨基酸组成，分子量约１７ｋＤ，能够调节和影

响ＨＢＶ功能基因的表达，并通过干预钙通道等作用

影响ＨＢＶ的复制。越来越多的研究表明，ＨＢｘ是一
种多功能病毒调节蛋白，能够直接或间接与宿主细

胞的靶位点结合，参与细胞的各种调控机制［２６］。研

究发现肝细胞性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
的发生与 ＨＢｘ高度相关。５８．８％的 ＨＣＣ患者癌组

织中可检测到 ＨＢｘ野生型和变异型片段［７］。体外

研究表明，ＨＢｘ可诱导鼠类永久性肝细胞和成纤维
细胞的转化；将 ＨＢＶＸ基因转入小鼠体内，可诱发

转基因小鼠肝细胞癌的形成［８］。本研究应用大肠埃

希菌的表达系统，使新克隆的基因得以表达，为下一

步纯化具有免疫原性的 ＸＢＰ１蛋白和多克隆抗体奠
定实验基础；将 ＨＢＸＢＰ１基因克隆到 ｐＥＧＦＰＣ１中

并在细胞内表达后，用荧光显微镜观察基因所表达

蛋白在细胞内的定位。为ＨＢＶ感染的检测、疫苗设

计、ＨＢＶ进入肝细胞机制、宿主抗感染机制和 ＨＣＣ
产生机制的研究提供一定的理论依据。

材料与方法

一、主要实验材料和试剂

引物合成及 ＤＮＡ测序由北京奥科生物技术有

限责任公司完成。肝母细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２及大
肠埃希菌 ＤＨ５α、ＢＬ２１为首都医科大学附属北京地

坛医院传染病研究所保存；Ｔａｑ酶购于上海鼎国生

物技术有限公司；抗Ｈｉｓ购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；辣根
过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ（ＨＲＰＩｇＧ）购自北京

中杉生物公司；ＤＡＢ显色液购自上海碧云天生物技

术有限公司；ＰＶＤＦ膜购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｗｉｚａｒｄ
ＰｕｒｅＦｅｃｔｉｏｎ磁珠法质粒提取试剂盒，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
细胞转染试剂盒均购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｐＥＧＦＰ
荧光表达载体购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ’
亚甲双丙烯酰胺、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ｐＧＥＭＴ载体和
ＩＰＴＧ及ＸＧａｌ购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；玻璃奶回收试剂

盒购自北京博大泰克生物基因技术有限责任公司；

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ和限制性核酸内切酶购自 ＴａＫａＲａ
公司。

二、方法
１．ＸＢＰ１基因的扩增：ＸＢＰ１原核表达有义链引

物 为 ５’ＧＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡ
３’，反义链引物为５’ＴＡＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＧＧＣＣＡＣＣＴＣ
ＧＣＣＧＧＴＧＧＣ３’；ｐＥＧＦＰＣ１ｉｎｆｒａｍｅ表达需有义链引

物 ５’ＧＣＣＧＡＡＴＴＣＧＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡ
３’，反义链引物５’ＴＡＡＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＧＣＣＡＣＣＴＣＧＣ
ＣＧＧＴＧＧＣ３’ＰＣＲ扩增，玻璃奶试剂盒回收目的

片段。

２．ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１原核表达载体的构建：将

回收的目的基因片段与 ｐＧＥＭＴ载体按 Ｔ４ＤＮＡ连

接酶说明书操作于１６℃连接过夜，连接产物转化大

肠埃希菌 ＤＨ５α感受态细胞，铺于 ＬＢ／Ａｍｐ／ＩＰＴＧ／
ＸＧａｌ平板上，３７℃孵育１６ｈ后进行蓝白斑筛选。

挑取白色菌落行 ＰＣＲ检测，阳性菌落增菌，应

用碱裂解法提取细菌质粒 ＤＮＡ，行 ＥｃｏＲⅠ／ＳａｌⅠ
双酶切鉴定，证明目的基因片段已插入 ｐＧＥＭＴ载

体中后测序。测序正确后回收经酶切的目的片段，

与经ＥｃｏＲⅠ／ＳａｌⅠ双酶切的 ｐＥＴ３２ａ（＋）表达质

粒相连接，转化表达菌株大肠埃希菌 ＢＬ２１，铺于
ＬＢ／Ａｍｐ固体平板上，３７℃孵育１６ｈ，挑取单菌落碱

裂解法抽提质粒，采用ＥｃｏＲⅠ／ＳａｌⅠ双酶切鉴定。

３．ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１强阳性克隆的进一步筛

选：将鉴定正确的 ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１重组子菌液在

含１５０μｇ／ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ培养平皿中进行四

区划线，３７℃培养过夜后，挑取较大的单克隆于２００
μｇ／ｍｌ氨苄青霉素的液体 ＬＢ中摇菌，再将其在含
２５０μｇ／ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ培养平皿中进行四区

划线，挑取单克隆在含３００μｇ／ｍｌ氨苄青霉素的液

体ＬＢ中培养，进行菌液 ＰＣＲ，由此筛选出的重组子

抗性比较高，更适于原核表达。

４．重组蛋白的诱导表达［９］：挑取单个、新鲜的

阳性菌落及转化了ｐＥＴ３２ａ（＋）空载体的菌落接种

于含有羧苄青霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃培养过

夜。次日按 １∶１００扩大，３７℃培养至细菌密度为
Ａ６００＝０．６时，加入ＩＰＴＧ（终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ），继续
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培养２、３和４ｈ。取３ｍｌ培养液离心集菌，１００μｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ（１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．８）悬浮沉淀，加入１００μｌ的
２×ＳＤＳ凝胶上样缓冲液及５μｌ的 β巯基乙醇，煮

沸１０ｍｉｎ，短暂高速离心后取１５μｌ进行ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳分析。

５．重组蛋白的抗原性检测：以抗Ｈｉｓ与 ＨＲＰ
ＩｇＧ分别按１∶２００、１∶２５００稀释作为第一、第二抗

体。常规 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜，５％脱脂奶粉封闭

过夜，分别经第一、第二抗体孵育后，再加入显色液，

室温下轻摇反应，Ｘ光片曝光。

６．ＸＢＰ１绿色荧光蛋白表达载体的构建：ＸＢＰ１
与 ｐＧＥＭＴ质粒连接后，对提取的连接产物进行
ＥｃｏＲⅠ／ＢａｍＨⅠ酶切鉴定，酶切片段与预期一致。

回收该酶切片段，与 ｐＥＧＦＰ的 ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ
酶切产物连接后，再次进行ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ酶切

鉴定及ＤＮＡ序列测定。磁珠法纯化提取转染级质

粒。将ＸＢＰ１基因的全序列双酶切后连接入绿色荧

光载体ｐＥＧＦＰ，转化大肠埃希菌，鉴定正确后提取纯

化的质粒准备转染细胞。

７．ＸＢＰ１基因表达产物亚细胞定位：将提纯的

转染级质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞，以空载体作空白对

照。转染２４ｈ后，荧光显微镜下数码相机拍照，分

析ＸＢＰ１的亚细胞定位。

结　　果

一、ＨＢＸＢＰ１基因的 ＰＣＲ扩增及 ｐＥＴ３２ａ（＋）
ＸＢＰ１质粒的酶切鉴定

ＰＣＲ扩增产物约９２１ｂｐ，与理论片段大小符合
（图１）；重组表达载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１经 ＥｃｏＲ
Ⅰ、和ＳａｌⅠ双酶切后，显示正确的酶切图谱（图２）。

图１　 ＸＢＰ１基因的ＰＣＲ电泳

注：ＸＢＰ：ＸＢＰ１的ＰＣＲ产物；Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ２００

　　二、ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１质粒转化宿主大肠埃希

菌ＢＬ２１的鉴定分析

利用菌落 ＰＣＲ鉴定重组表达载体 ｐＥＴ３２ａ
（＋）ＸＢＰ１转化宿主大肠埃希菌 ＢＬ２１的情况。挑

取４个菌落进行 ＰＣＲ分析，结果表明扩增片段与
ＸＢＰ１基因的理论大小一致。

三、表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定结果

大肠 埃 希 菌 ＢＬ２１中 经 ＩＰＴＧ诱 导 表 达 的
ｐＥＴ３２ａＸＢＰ１重组蛋白行 １２．５％ＰＡＧＥ凝胶电泳

分析，结果显示，经ＩＰＴＧ诱导的ＢＬ２１表达蛋白集中

在５６ｋＤ左右，与预期重组蛋白质分子量相同，明显

抑制非目的蛋白的表达，而在未诱导时，可见多种大

肠埃希菌ＢＬ２１中不同分子量蛋白表达（图４）。
四、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹分析
ＢＬ２１ｐＥＴ３２ａ（＋）和 ＢＬ２１ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１

细菌蛋白经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，前者于２１．８ｋＤ
处可见明显条带，后者于５５．６ｋＤ处可见明显条带，

均符合预期蛋白分子量大小，证实其原核表达产物

具有良好的免疫反应性（图５）。
五、ｐＥＧＦＰＣ１ＸＢＰ１表达载体构建及酶切鉴定

本研究中ＸＢＰ１新基因成功连接入 ｐＥＧＦＰＣ１，
重组表达载体 ｐＥＧＦＰＣ１ＸＢＰ１经 ＥｃｏＲⅠ／ＢａｍＨ
Ⅰ双酶切和ＥｃｏＲⅤ单酶切鉴定后，显示正确的酶切

图谱（图６）。
六、ＸＢＰ１在ＨｅｐＧ２细胞内的定位
ｐＥＧＦＰＸＢＰ１表达质粒成功地在 ＨｅｐＧ２细胞中

表达，荧光显微镜下可观察到在转染细胞胞浆内有

弥漫分布的绿色荧光，而细胞核内无绿色荧光蛋白

表达，进而推测 ＸＢＰ１亚细胞定位于细胞浆中
（图７）。

讨　　论

ＨＢｘ是一种多功能调节蛋白，包含有 Ｎ端的负

性调节区域和Ｃ端的转录激活区域，细胞内的亚定

位研究显示ＨＢＶ感染肝细胞后，ＨＢｘ蛋白主要表达

于肝细胞浆，少数位于胞膜或胞核或同时存在于胞

浆、胞膜及核内［１０１１］。近年研究报道，ＨＢｘ蛋白表达

部位与表达量有关，当 ＨＢｘ蛋白在细胞内低表达

时，主要位于核内，而当其表达量增加时，大部分位

于胞浆，或可以穿梭于胞核和胞浆之间［１２］。ＨＢｘ蛋
白的这种动态分布与其在 ＨＢＶ生命周期中的多重

作用相关。ＨＢｘ是一种反式作用因子，其本身不能

与双链ＤＮＡ直接结合，而是通过蛋白与蛋白之间的

相互作用来行使功能，对促进肝细胞增殖、抑制其凋

亡、细胞的转化及病毒复制均有重要的作用［１３１５］，

ＨＢｘ基因以直接或间接的方式与宿主或病毒作用，

发挥其生物学功能［１６１７］。ＨＢｘ基因在肝细胞的增殖
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以及肝细胞癌发生中起着重要的作用［１８］，抑癌基因
ｐ５３内有两个ＨＢｘ结合位点，ＨＢｘ与之结合后导致

ｐ５３功能丧失，抑制 ｐ５３依赖的细胞凋亡，从而导致

肿瘤发生。

图２　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１的ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ酶切图谱

注：ＸＢＰ１：ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１酶切；ＮｅｇＣｔｒ：ｐＥＴ３２ａ（＋）酶切；Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ１５０００

图３　重组质粒转化宿主ＢＬ２１的菌落ＰＣＲ
注：１～４泳道：ＸＢＰ１的菌落ＰＣＲ产物；Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ１５０００

图４　ｐＥＴ３２ａＸＢＰ１蛋白ＰＡＧＥ胶电泳检测蛋白表达

注：Ｎｅｇ３～１：ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１未诱导组；Ｐｏｓ３～１：分别为 ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１诱导３、４和５ｈ的结果；ＰｏｓＣｔｒ和 ＮｅｇＣｔｒ
分别为：ｐＥＴ３２ａ（＋）空质粒诱导和未诱导结果
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图５　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

注：ＸＢＰ１：实验组，ｐＥＴ３２ａ（＋）ＸＢＰ１诱导５ｈ；
ＰｏｓＣｔｒ：阳性对照组，ｐＥＴ３２ａ（＋）空质粒诱导５
ｈ；ＮｅｇＣｔｒ：阴性对照组，ｐＥＴ３２ａ（＋）空质粒未

诱导５ｈ

图６　ｐＥＧＦＰＣ１ＸＢＰ１的酶切鉴定图

注：１：ｐＥＧＦＰＣ１ＸＢＰ１双 酶 切；３：ｐＥＧＦＰＣ１ＸＢＰ１单 酶 切；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００

图７　ＸＢＰ１于ＨｅｐＧ２细胞中的定位

注：Ａ图为光镜下视野（×２００）；Ｂ图荧光显微镜视野（×
２００）

　　本研究通过ＰＣＲ扩增获得ＨＢｘ基因，与原核表
达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）连接构建ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＢｘ原核
表达载体，ＢＬ２１表达获得重组融合蛋白，经切胶透
析纯化后，应用重组蛋白 ＨＢｘ建立检测血清中抗
ＨＢｘ的间接 ＥＬＩＳＡ法，分别检测健康人和乙型肝炎
患者血清抗ＨＢｘ水平，可确切反映乙型肝炎患者病
情的变化［９］。本研究应用大肠埃希菌系统对乙型肝
炎病毒 ｘ抗原结合蛋白的新基因 ＸＢＰ１蛋白进行表
达，经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析验证，ＢＬ２１ｐＥＴ３２ａ（＋）

ＸＢＰ１细菌蛋白质于５５．６ｋＤ处可见明显条带，均符

合预期蛋白分子量大小，证实其原核表达产物具有

良好的免疫反应性。为研究 ＨＢｘ蛋白对宿主的免

疫功能影响奠定前期实验基础。本课题组将通过原

核表达获得的 ＸＢＰ１免疫小鼠进行动物接种，制备
ＸＢＰ１的多克隆抗体并行免疫组织化学研究，从而赋

予ＸＢＰ１新的生物学和医学意义。ＸＢＰ１基因成功

连接入ｐＥＧＦＰ，经酶切鉴定正确；ｐＥＧＦＰＸＢＰ１表达

质粒在 ＨｅｐＧ２细胞中成功表达，荧光显微镜下可观

察到在转染细胞胞浆内有弥漫分布的绿色荧光，而

细胞核内无绿色荧光蛋白表达，进而推测 ＸＢＰ１亚

细胞定位于细胞质中，为进一步探讨 ＸＢＰ１的生物

学功能提供依据。
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