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·基础论著·

乙型肝炎病毒包膜蛋白不同区段反式
激活功能的初步研究
周飞 　任建林 　卢雅丕 　施华秀 　陈美娅 　陈建民 　刘明 　董菁

　　【摘要】　目的 　构建系列含乙型肝炎病毒 (HBV )表面抗原前 2前 2S区的酵
母细胞表达质粒 ,初步探讨表达蛋白是否具有反式激活作用。方法　用多聚酶链
反应 ( PCR)扩增含前 2前 2S区的全 S、S2和 S基因 ,定向克隆于 pDEST32载体 ,进
行序列测定 ,重组质粒命名为 pDEST322wS、pDEST322pS2和 pDEST322SHB s。用
乙酸锂转化法将重组质粒转化酵母菌 MaV203,经 W estern blot和胶体金法验证重
组质粒在酵母细胞中的表达。以酵母双杂交法将重组质粒和载体 pDEST22共同
转入酵母菌 MaV203,并在 SC /2leu /2trp /2his三缺培养基及不同浓度梯度 3AT培
养基中验证自激活。结果 　重组质粒 pDEST322wS经序列测定含有 HBV自前 2
前 2S至主蛋白基因序列。经 W estern blot和胶体金法证实转染的酵母细胞可表
达表面抗原蛋白。pDEST322wS与 pDEST22共转染实验证实被转染酵母细胞不
能在浓度 30 mmol/L以上的 3AT培养基生存。结论 　构建了 pDEST322wS、
pDEST322pS2和 pDEST322SHB s表达载体 , pDEST322wS和 pDEST322SHB s在酵母
细胞中可表达 HB sAg,含前 2前 2S区的 HBV表面抗原可能不具有反式激活作用。
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【Abstract】　O bjective　To construct yeast exp ression vector of HBV whole2S
gene including p re2p re2S region and exp lore the trans2activation function of whole2S
p rotein. M ethods　W hole2S gene, p re2p re2S to p re2S2 region and major HB sAg cod2
ing region containing N ot I and Sal I endoenzyme sites were obtained by PCR method.
After enzyme digestion, PCR p roducts were cloned into yeast exp ression vector pD2
EST32. Recombinant p lasm ids were sequenced and named as pDEST322wS, pDEST322
pS2 and pDEST322SHB s, respectively. Recombinant p lasm ids were transfected into
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yeast cellMaV203 by L iac2mediated transformation. W hole surface p rotein exp ressed
in yeast cell was tested byW estern blot and colloidal gold analysis. Recombinant p las2
m ids pDEST322wS, pDEST322pS2 and pDEST322SHB s were transfected into MaV203
by yeast two2hybrid and cultured in a series of 3AT p lates with SC /2leu /2trp /2his to
testify autonomous activation. Results　After sequencing, recombinant p lasm id pD2
EST322wS was p roved to include the anticipated fragment of whole S gene. Both W est2
ern blot and colloidal gold analysis showed that yeast cell transfected with p lasm id pD2
EST322wS can exp ress whole2S p rotein. Yeast two2hybrid method showed thatMaV203
transfected by pDEST322wS and pDEST22 cannot grow in SC /2leu /2trp /2his p lates
with 3AT concentration higher than 30 mmol/L. Conclusion s　Recombinant p lasm ids
pDEST322wS, pDEST322pS2 and pDEST322SHB s were successfully constructed.
MaV203 transfected by pDEST322wS or pDEST322SHB s can exp ress HB sAg. HBV
whole S p rotein m ight have no trans2activation ability.

【Key words】　Hepatitis B virus; W hole2S gene; Yeast two2hybrid; Trans2acti2
vation

　　乙型肝炎病毒是一种部分双链的嗜肝 DNA病毒 ,可引起急性或慢性病毒性
肝炎 ,而且与肝硬化和肝细胞癌 ( HCC)的发生发展密切相关。最初的研究将
HBV DNA基因组的 4个主要开放读码框架 (ORF) ,分别命名为 S、C、P和 X区 ,
其中 S区通过 3个同框 ( in2frame)启始密码子 (ATG)被人为分为 3个结构区 : 前 2
S1,前 2S2和 S结构域 ,从这 3个 ATG开始编码 3种大小不等的包膜蛋白 : 主蛋白
( SHB s) ,中蛋白 (MHB s: 前 2S2 + SHB s)和大蛋白 (LHB s: 前 2S1 +前 2S2 + SHB s)。
近年来董菁等 [ 1, 2 ]研究提示在前 2S1区之前存在一个同框编码的 ORF,即前 2前 2S
区 (p re2p re2S region) ,其长度为 135 bp,编码 45个氨基酸 ,初步的流行病学研究 [ 2 ]

提示该区编码不是一种偶然现象 ,成军等对前 2前 2S区进行了初步研究 ,探讨了
前 2前 2S多肽的结合蛋白 [ 3, 4 ]以及前 2前 2S区启动子结合蛋白 [ 5 ] ,但对于该多肽以
及全 S蛋白 (前 2前 2S区 +LHB s)的生物学意义尚需深入探讨。HBV导致 HCC的
一个重要假说是 HBV编码的病毒蛋白具有反式激活作用 ,可使细胞癌基因异常
激活 ,也是病毒高复制的一个重要原因 ,具有反式激活作用的病毒蛋白有 X蛋白
(HBx)、LHB s及截短型表面抗原中蛋白 (MHB st)。全 S蛋白包含LHB s的所有结
构域 ,本研究试图探讨全 S蛋白是否具有大蛋白反式激活的生物学活性。

材料与方法

一、材料
dNTP、Taq DNA聚合酶、限制性内切酶 (N ot Ⅰ, Sal Ⅰ)及 T4 DNA连接酶购

自 TaKaRa公司 ; pDEST32、pDEST22表达载体及酵母 MaV203购自 Invitrogen公
司 ;琼脂糖凝胶回收试剂盒购自厦门鹭隆生物技术有限公司 ;酵母提取物和胰化
蛋白胨购自 Oxoid公司 ;胶体金购自厦门英科新创科技有限公司 ;质粒小量提取
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试剂盒和各种氨基酸购自北京博大泰克公司 ;大肠埃希菌 DH5α为实验室保存 ;
PCR引物由上海英骏公司合成 ;其他试剂均为进口分装或国产分析纯。

二、方法
1. 酵母重组质粒的构建 :据本室自患者体内克隆的 HBV 全 S序列 ,通过

PCR2TA法将其克隆于 pMD19 T ( TaKaRa公司 )质粒 , GenBank号 EU075334 (另
文报告 )。根据该段全 S基因序列设计扩增引物为 :

全 S上游引物 : 5’2GTGCGGCCGCTATGGATGCA GTTAATCATTACTTC23’
全 S下游引物 : 5’2ATGGTCGACGGTTCTAATGTATACC CAAAGAC23’
SHB s上游引物 : 5’2ATGGTCGACAACATG GAGAACACAACATCAG23’
前 2S2下游引物 : 5’2GTGCGGCCGCTATGATGTTGTGTTCTCCATGTTC23’
不同的引物组合扩增出不同长度的 HBV S基因。 PCR 条件 : 94℃ 3 m in,

94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 80 s,共 35个循环。PCR产物与 pDEST32载体经 N ot

Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切并电泳回收 ,在 T4 DNA连接酶作用下进行连接 ,重组质粒转化
至 DH5α大肠埃希菌中 ,经酶切与 PCR鉴定后 ,重组载体由上海英骏生物技术有
限公司测序验证。

2. 酵母转化及蛋白验证 :将重组质粒经乙酸锂转化法转入酵母菌 MaV203,
培养于亮氨酸 (Leu)营养缺乏的培养基。挑取培养阳性克隆 ,用亮氨酸营养缺乏
培养液培养 ,酵母菌裂解液裂解 MaV203后 ,保留上清备用。胶体金法 ( colloidal
gold)验证重组质粒转化的 MaV203能否表达相关蛋白。W estern blot法验证重组
蛋白的表达 :将样品及阴性对照的酵母裂解液加入上样缓冲液后煮沸 5 m in,经
12% SDS2PAGE胶电泳 ,积层胶 60 V , 30 m in,分离胶 80 V, 90 m in; 60 V电转 100
m in将胶上的蛋白质转移到 PVDF膜 ; 5%脱脂牛奶封闭 1 h,分别与 1∶1000抗 2
前 2S1或抗 2HB s鼠单克隆抗体室温孵育 2 h, TBST洗脱 3次 ,每次 10 m in;再与
1∶1000羊抗鼠二抗室温孵育 2 h, TBST洗脱 3次 ,增强化学发光法 ( ECL )放射自
显影。

3. 32氨基 21, 2, 42三唑 (3AT)浓度梯度验证反式激活 :按照 Invitrogen公司酵
母双杂交实验指南 ,将重组质粒和 pDEST22经乙酸锂转化法共同转入酵母菌株
MaV203,于缺 Leu和色氨酸 ( Trp )的培养基中培养 ,并将其中的阳性克隆分别划
在 SC2Leu /2Trp /2H is且分别含 10 mmol/L、20 mmol/L、30 mmol/L、40 mmol/L及
50 mmol/L的 3AT浓度梯度培养皿中观察其生长结果 ,若在两个浓度之间则以 2
mmol/L梯度继续细分 3AT浓度观察其生长结果。

结　　果

一、重组酵母表达载体的构建
不同长度的靶基因片段为 :全 S上游引物与全 S下游引物扩增的靶片段为全

S基因 (含前 2前 2S区 ,下同 ) ,长度为 1338 bp; SHB s上游引物与全 S下游引物扩
增的靶片段为 S主蛋白基因 ,长度为 681 bp;全 S上游引物与前 2S2下游引物扩增
的靶片段为前 2前 2S区至前 2S2基因 ,长度 657 bp (图 1)。靶片段经过 N ot Ⅰ和
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Sal Ⅰ双酶切 ,定向克隆到 pDEST32质粒中 ,经测序鉴定正确 ,分别将重组质粒命
名为 : pDEST322wS、pDEST322SHB s和 pDEST322pS。

　

　　二、靶基因表达的鉴定
将 pDEST322wS、pDEST322SHB s和 pDEST322pS以及 pDEST32空质粒 (无插

入片段 )转化酵母细胞并进行裂解 ,按英科新创公司胶体金操作指南检测上清中
HB sAg的表达 ,结果发现 pDEST322wS和 pDEST322SHB s转化的酵母裂解液中可
检出 HB sAg,阴性对照、pDEST322pS及 pDEST 32空质粒转化酵母裂解上清中均
未检出 HB sAg(图 2)。W estern blot结果提示 pDEST322wS转化酵母的表达蛋白
可与抗 2前 2S1或抗 2HB s结合 (图 3)。
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　　三、抑制反式激活的 3AT浓度
按照 Invitrogen公司酵母双杂交实验指南 ,将 pDEST322wS、pDEST322pS和

pDEST322SHB s与 pDEST22共同转化 MaV203,经过 3AT梯度实验证明 , pDEST322
wS与 pDEST22共同转化 MaV203后 ,在 28 mmol/L 3AT培养基中有微弱生长 ,在
30 mmol/L 3AT培养基中无生长 ; pDEST 322SHB s和 pDEST322pS2与 pDEST22共
同转化 MaV203后 ,在 28 mmol/L 3AT培养基中无生长 (图 4)。

　

　

　

讨　　论

1983年 , Fujiyama等 [ 6 ]克隆的 adr亚型的 HBV基因组 ( GenBank号 : X01587)

中存在一不明的开放阅读框前 2前 2S区 ORF。M imm s等 [ 7 ]认为该 ORF是前 2S1

多肽的一部分 ,前 2S1长度为 164个氨基酸 ,之后没有学者进一步研究该段多肽的
意义。我们的早期研究 [ 1, 2 ]提示前 2前 2S区是一个广泛存在的现象 ,不是基因变
异的个体现象 ,因此本研究试图探讨表达前 2前 2S区的 HBV全 S蛋白的生物学功
能。

应用定向克隆技术将全 S基因、SHB s基因和前 2前 2S至前 2S2部分基因定向
克隆到酵母表达质粒 pDEST32中 ,分别命名为 pDEST322wS、pDEST322SHB s和
pDEST322pS,经过胶体金快速检测和 W estern blot方法证实转化 pDEST322wS或
pDEST322SHB s后的酵母 MaV203可表达 HB sAg;转化 pDEST322wS和 pDEST322
pS的 MaV203可表达前 2S1蛋白。初步证实这些质粒可作为酵母双杂交的诱饵
质粒。

HBV导致 HCC的发生机制目前尚无定论。有研究 [ 8, 9 ]认为病毒蛋白的反式
激活作用是其中一个环节 ,除了 HBx和截短型 MHB s外 , LHB s也是重要的反式
激活因子 [ 10, 11 ]。全 S蛋白包含 LHB s所有结构域 ,不排除其具有反式激活作用的
可能。我们应用 Invitrogen公司酵母双杂交系统 ,初步探讨了全 S蛋白是否具有
反式激活作用。本研究将重组诱饵质粒与 pDEST22共同转化酵母菌株 MaV203,
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由于 pDEST22不携带外源基因 ,如果诱饵质粒表达的蛋白具有较强的转录活性 ,
则可通过启动酵母细胞 H IS3报告基因的转录 ,使其在 H is缺失培养基中生存。
H IS3基因编码一种与组胺生物合成相关的酶 ,该酶的活性可以被 32氨基 21, 2, 42
三唑 (3AT)特异性抑制 ,表现出剂量依赖性关系。本研究应用这个原理 ,以 3AT

抑制浓度表明 H IS3报告基因的表达情况 ,进而表明诱饵质粒表达蛋白的反式激
活作用。实验结果提示诱饵质粒和 pDEST22的共转染酵母菌后 ,在浓度大于 30

mmol/L 的 3AT培养基上无法生长。 Invitrogen公司的酵母双杂交系统设置的反
式激活上限为 3AT浓度 100 mmol/L ,在超过 100 mmol/L的培养基上生长表明诱
饵载体携带的靶蛋白具有很强的反式激活作用 ,可以引起 MaV203酵母菌内
H IS3报告基因的表达。本研究提示 pDEST322wS、pDEST322pS和 pDEST322SHB s

这三个诱饵载体与 pDEST22共同转化 MaV203后均未表现出强的反式激活作用。
纪冬等 [ 12 ]利用酵母双杂交实验证实 LHB s的反式激活作用 ,选用的系统为 Clon2
tech公司的 MATCHMAKER酵母双杂交系统 23,结果证实 LHB s具有强的反式激
活作用。本研究认为全 S蛋白虽然含有 LHB s的所有结构 ,但可能由于前 2前 2S
的表达导致蛋白构象改变 ,全 S蛋白未表现出强的反式激活作用。

本研究构建了 HBV全 S基因的重组表达质粒 ,转化酵母后可检测到 HB sAg
和前 2S1抗原的表达。共转化实验初步表明 pDEST322wS不具有强的反式激活作
用 ,提示全 S蛋白可能不具有反式激活作用 ,但该重组质粒可作为诱饵质粒通过
Invitrogen公司的酵母双杂交系统筛选相互作用的蛋白。
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