
文章编号: 1002- 2694(2005) 09- 0783- 05

一个包含 HCV IRES的高效真核双顺反子
表达载体的构建*

欧山海,吴 婷,何水珍, 伍小路,郑 舟,张 军,夏宁邵* *

摘 要:目的 利用丙型肝炎病毒( HCV)的内部核糖体进入位点( IRES)元件构建一个新的真核双顺反子表达载体。方

法 克隆包含 HCV 5 非编码区18nt开始到 HCV CORE 区编码基因的 32nt 的 IRES 序列替换商用载体 pIRES 中脑心肌炎病

毒( EMCV)的 IRES 序列,构建真核双顺反子表达载体 pCVIR ,再将绿色荧光蛋白( GFP)和乙型肝炎病毒表面抗原 ( HBsAg )基

因分别克隆到 pIRES 和 pCVIR 中的 IRES 的上下游, 用流式细胞仪检测 GFP的表达强度, EL ISA法检测 HBsAg的表达, 比较

两者的表达效率。结果 pCVIR 载体对 IRES 下游 GFP 和 HBsAg 的表达效率高于 pIRES 载体。结论 构建了一个高效的

真核双顺反子表达载体。
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Construction of an effective eukaryotic bi cistronic expression vector

containg HCV internal ribosome entry site
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ABSTRACT: In this paper , a new eukaryotic bi cistronic expression vector containing Hepatitis C V irus( HCV) internal ribosome

entry site ( IRES) expr essing tw o foreign genes from one mRNA w as constructed. The sequence starting fr om the 5 untranslated re

g ion of 18nt to 32nt in HCV core coding region was cloned and t hen the encephalomyocarditis vir us ( ECMV) IRES sequence in the

commercial vector pIRES w as substituted to construct a new vector pCVIR . Green fluorescent protein ( GFP) and Hepatitis B v irus

surface antig en ( HBsAg) coding genes w ere inser ted up str eam and dow n stream of IRES sequence. The fluor escence intensity of

GFP and HBsAg w ere determined by flow cytometry and EL ISA respectiv ely. , thus, the expression efficiency of the tw o vectors,

pCVIR and pIRES could be compared. T he experimental results show ed that the vector pCVIR could translate t he GFP and HBsAg

genes dow n stream of its HCV IRES sequence more efficiently w ithout impair ing the expression of g enes up str eam o f IRES sequence

t han the vector pIRES. It is concluded that a new eukaryo tic bi cist ronic expression vector containing HCV IRES was constructed suc

cessfully by t he method descr ibed above.
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真核双顺反子表达载体适用于双基因的同步表

达,即在两个蛋白编码序列之间插入内部核糖体进

入位点( internal ribosome entry site, IRES) , 转录后

为同一条 mRNA;翻译时, IRES 上游基因翻译起始

遵循一般的真核生物基因的翻译起始规律(即帽结

构依赖方式) , 而 IRES 下游基因则通过 IRES 引导

核糖体进入,启始基因的翻译,从而实现两个基因的

同时表达 1- 4 。由于两个基因翻译自同一条 mR

NA,表达出的蛋白在时间和空间上接近, 尤适用于

研究相互作用的两个蛋白质或通过报告基因追踪待

检测蛋白的转录及表达, 也可作为多表位 DNA 疫

苗的表达载体。

目前, 小 RNA 病毒家族中的脑心肌炎病毒

( EMCV) IRES序列被认为有比其他病毒来源(包括

HAV,脊髓灰质炎病毒和鼻病毒等)的 IRES 更高的

翻译效率
5
,因此 EMCV IRES 被广泛应用于构建

真核表达质粒、反转录病毒和腺病毒双顺反子载

体 6- 14 。当以 CMV(巨细胞病毒)的立即早期启动

子启动整条 mRNA翻译时, IRES上游的基因表达
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往往强于下游基因的表达 15 ,因此在构建双顺反子

载体时,往往将目的基因插入到其上游,而将报告基

因或抗性筛选基因置于其下游, 使用双顺反子表达

载体可以保证目的基因和报告基因表达的同步性。

由于 IRES翻译效率与其下游基因的 5 端的 RNA

结构有很大关系,某些情况下二者形成稳定的二级

结构会明显阻碍核糖体 40s亚单位与 IRES 的相互

作用,从而使翻译效率大为减弱 16 。我们在研究过

程中也曾发现某些基因置于 EMCV IRES下游表达

效率较低,因此本研究尝试用丙型肝炎病毒( HCV)

来源的 IRES替代EMCV的 IRES,构建一个新的真

核双顺反子表达载体 pCV IR。

1 材料与方法

1 1 质粒、菌株和细胞株 质粒 pEGFP(含绿色荧

光蛋白基因 GFP) 及 pIRES 购自 Clontech 公司;

pcDNA3 1- S (含乙肝表面抗原 HBsAg , adw2 亚

型, genBank编号: AF233236)由本实验室自行构建

并保存; 质粒 pSPI/ S(含 HCV 全长 cDNA 序列)

由 Seeger 博士 惠赠; pMD18T 克隆载体购 自

TAKARA公司; DH5 大肠杆菌菌株由本实验室保

存; BHK21 ( ADCC CCL210)细胞株购自ATCC。

1 2 HCV IRES 的获得及质粒 pCVIR、pCV IR3的

构建 从HCV 5 UTR的第 18nt开始到 UTR末端

共 341nt为HCV 的 IRES, 其后紧随HCV CORE 区

编码基因。该段编码区的前端 32nt 对 HCV IRES

翻译效率的影响有不同报道 15 ,因此我们分别扩增

出 3 端延伸到HCV CORE 区+ 32nt 和+ 3nt 的两

种序列,命名为 CVIR与 CV IR3。

以 pSPI/ S 为模板设计引物(表 1)。分别用

相应引物进行 PCR, 即可得到 CV IR 与 CVIR3

( PCR反应条件: 94 1min, 55 30 s, 72 30 s,循

环 20次)。回收 PCR 片段, 克隆到 pMD18T 载体

上,得到 pMD18T- CVIR和 pMD18T - CVIR3, 测

序证实无误。

以 EcoR 和 Xba 双酶切 pMD18T - CV IR

和 pMD18T - CVIR3 质粒, 亚克隆到 pIRES 质粒

上,即可得到以 HCV IRES 替换 ECMV IRES的双

顺反子表达载体, 命名为 pCVIR和 pCVIR3。

1 3 pIRES、pCVIR和 pCVIR3系列衍生质粒的构

建

1 3 1 HBsAg 编码基因的获得 以质粒 pcD

NA3 1- S 为模板, 以相应引物对(表 1)进行 PCR

( 94 1min, 55 50 s, 72 50 s, 循环 20次) , 即得

到 S 基因,克隆到 pMD18T 载体上, 得到 pMD18T

S,测序证实序列正确。

1 3 2 EGFP 编码基因的获得 以 pEGFP 质粒为

模板,以相应引物对进行 PCR( 94 1min, 55 50

s, 72 50 s, 循环 20次) , 即得到 GFP 基因, 克隆到

pMD18T 载体上,得到 pMD18T G,测序证实序列正

确。

1 3 3 pS EM IR G 的构建 即 pIRES 载体的

EMCV IRES上游插入HBsAg 基因,下游插入 GFP

基因。具体 是: 以 Xho 和 Sal 双 酶切

pMD18T G,得到 GFP 片段, 插入到以 Sal 酶切

的 pIRES 载体上, 得到 pEM IR G; 再以 Xho 和

Sal 双酶切 pMD18T S质粒,得到 S基因,插入到

以 Xho I 单酶切的 pIRES G 质粒上, 即得到 pS

EM IR G。

表 1 PCR用引物序列

Table 1 The primers used in PCR

扩增片段 引物名称 引物序列 酶切位点

CVIR 5URF GAATT C GCG ACA CT C CAC CAT AG AT EcoR

5URR TCTAGA CCATGG TTT TTC TTT GAG GTT TAG X ba , EcoR

CVIR3 5URF GAATT C GCG ACA CT C CAC CAT AG AT EcoR

5UR3R TCTAGA CCATGG TGC ACG GTC TAC G X ba , EcoR

EGFP EGXHOF CT CGAG ATG GTG AGC AAG GGC GAG G X ho

EGECORIR GAATT C TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT EcoR

HBsAg SXHOF CT CGAG ATG GAG AAC ACA ACA TCA G X ho

SORIR GAATT C TCA AAT GTA TAC CCA AAG EcoR

1 3 4 pG EM IR S 的构建 即 pIRES 载体的

EMCV IRES上游插入 GFP 基因, 下游插入 HBsAg

基因。具体是: 以 Xho 和 Sal 双酶 切

pMD18T S, 得到 S 片段, 插入到以 Sal 酶切的

pIRES载体上, 得到 pEM IR S; 再以 Xho 和 Sal

双酶切 pMD18T G, 得到 GFP 基因, 插入到以
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Xho 单酶切的 pEM IR S 质粒上, 即得到 pG

EM IR S 质粒。

1 3 5 pS CVIR G 的构建 即 pCVIR 载体的

HCV IRES上游插入 HBsAg 基因,下游插入 EGFP

基因。具体是: 以 Xho 和 Sal 双酶 切

pMD18T G,得到 GFP 片段, 插入到以 Sal 酶切

的 pCVIR 和 pCVIR3 载体上, 得到 pCVIR G 和

pCV IR3 G;再以 Xho 和 Sal 双酶切 pMD18T

S质粒, 得到 S 基因, 插入到以 Xho 单酶切的

pCV IR G质粒上, 即得到 pS CVIR G。

1 3 6 pG CVIR S 的构建 即 pCVIR 载体的

HCV IRES 上游插入 GFP 基因, 下游插入 HBsAg

基因。具体是: 以 Xho 和 Sal 双酶 切

pMD18T S, 得到 S 片段, 插入到以 Sal 酶切的

pCV IR 和 pCVIR3 载体 上, 得 到 pCVIR S 和

pCV IR3 S;再以 Xho 和 Sal 双酶切 pMD18T

G,得到 EGFP 基因, 插入到以 Xho 单酶切的

pCV IR S质粒上,即得到 pG CVIR S 质粒。

1 4 质粒转染细胞 参照脂质体 lipofectam ine

2000( Invitrogen)的说明书进行。具体是: 在 24 孔

板里铺 BHK21细胞, 5 104/孔, 待细胞完全贴壁,

细胞汇合率达 70~ 80%左右时进行转染实验。取

1 g 各种待转染质粒与 2 L 脂质体 lipofectam ine

2000混合, 转染 BHK21 细胞, 48h 时进行各种检

测。每种质粒皆作 4孔重复, 取平均值进行比较。

1 5 流式细胞仪检测 GFP 的表达 细胞培养 48h

后,胰酶消化, PBS洗 1遍, 重悬于1ml PBS中,流式

细胞仪 ( Beckman Coulter XL ) 检测各质粒表达

EGFP 的效率( Green cells%)和荧光强度( F I)。重

复转染 3次,取平均值进行比较。

1 6 ELISA 检测 HBsAg 的表达 细胞培养 48h

后,胰酶消化, PBS洗 1遍,重悬于 200 l PBS 中, 冻

融 3次,离心取上清, ELISA法检测HBsAg (北京万

泰公司试剂盒, 参照说明书进行检测)的表达情况。

同时取 HBsAg 的标准品( 4ng / ml,北京万泰公司)也

作系列梯度稀释进行检测,其结果作出标准曲线, 其

他样品所得数值根据标准曲线换算出相对的 HB

sAg 的含量进行比较。重复转染 3 次,取平均值进

行比较。

2 结 果

2 1 HCV 多肽编码序列对HCV IRES翻译效率的

影响 关于 HCV IRES 的 3 端应该延伸到 CORE

区编码序列的+ 32nt 处还是+ 3nt 处有不同的报

道 16 。为此, 我们首先扩增出 HCV 5 UTR 区第

18nt开始到 CORE 区+ 32nt和+ 3nt 的序列, 分别

命名为 CVIR和 CVIR3,用于替代 pIRES中的EM

CV IRES 序列, 获得质粒 pCVIR 和 pCVIR3 (图

1A) ,并在 CVIR和 CVIR3的下游插入 GFP 和 HB

sAg 的编码基因, 构建质粒 pCVIR G、pCVIR3 G、

pCVIR S 和 pCVIR3 S (图 1B ) , 检测 CVIR 和

CVIR3对下游基因的翻译效率。结果表明, pCVIR

G在 BHK21中表达 GFP 的荧光强度高于 pCVIR3

G, 分别为42 9和 32 3, pCVIR S 在BHK21中表达

HBsAg 的强度亦高于 pCVIR3 S, 分别为 0 9ng / ml

和 0 04ng/ ml, 故我们采用 CVIR进行后面的研究

(图 1C)。

2 2 不同 IRES 对上游及下游 EGFP 荧光强度的

影响 在质粒 pS EM IR G、pG EM IR S、pS CVIR

G、pG CVIR S中, GFP 分别被置于 EMCV 及 HCV

的 IRES 的上、下游, 上游 GFP 直接从其上方的

CMV 启动子区被转录、翻译,下游 GFP的翻译依赖

核糖体与 mRNA 中的 IRES 结合而被翻译。将四

种质粒分别转染 BHK21 细胞, 以 pIRES 为阴性对

照, 48h后用倒置荧光显微镜观察(图 2)。结果显示
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图 1 质粒构建图谱

Fig 1 Construction of the plasmids

A: Construction of pCVIR ; B: IRES reg ion of pCVIR /

pCVIR3; C: Construction of pS CVIR G, pG CVIR S

当 GFP位于 EM IR 下游时( pS EM IR G)荧光几乎

不可见, 而位于 CVIR 下游( pS CVIR G)则可见较

明显荧光。而 GFP 位于 IRES 上游时的荧光均较

强, pG CV IR S的荧光更强一些。

为了进一步定量 GFP的荧光强度,我们用流式

细胞仪检测转染细胞表达的绿色荧光。结果(表 2,

图 3)与荧光显微镜下的观察结果一致, GFP 位于

CVIR下游时( pS CV IR G)的荧光强度和阳性细胞

比例均显著高于位于 EM IR 下游( pS EM IR G) ( P

< 0 01)。而 pG CVIR S的荧光最强。

2 3 不同 IRES对上游及下游 HBsAg 表达强度的

影响 检测不同质粒转染 BHK21细胞 48h 后, 细

胞培养上清中 HBsAg 的含量。结果显示(表 3, 图

4) ,与 GFP的表达情况相似, 在 HCV 的 IRES下游

的HBsAg 表达显著强于在 EMCV 的 IRES下游( P

< 0 05)。而与 GFP 不同的是, pS CVIR G 的 HB

sAg 的表达量不高于 pS EM IR G, 二者均高于 HB

sAg 位于 IRES 下游时的表达量( P < 0 05)。

3 讨 论

在本研究中, 相对于 CVIR3 而言, CV IR 大大

增强下游 HBsAg 的表达效率, 提示 HCV CORE 区

前 33 个碱基的存在可能有利于核糖体与 HCV

IRES的结合。但 CVIR与 CVIR3 下游的 GFP 翻

译效率的差别远没有HBsAg 明显,提示基因的二级

结构可能是更重要的影响因素。

图 2 转染不同质粒的 BHK21细胞

Fig 2 BHK21 cell lines transfected with different vectors

Up line shows the cells observ ed under visible light; dow n line shows the cells observed through fluorescent micr oscope( 100 )
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表 2 各质粒 3 次转染 BHK21 细胞的 GFP 表达效率和平均荧光强度

Table 2 The expression ef ficiency and mean fluorescence intencity of GFP in BHK21 transfected with different plasmids at 3 dif

ferent times

质 粒

第 1 次转染结果 第 2 次转染结果 第 3 次转染结果 3 次结果平均值

Green cells
( %)

F I
G reen cells
( % )

F I
Green cells
( % )

FI
Green cells
( % )

FI

pIRES 0 21 1 00 0 29 1 00 0 20 1 05 0 23 1 02

pS EMIR G 1 63 2 70 1 30 3 00 2 21 3 90 1 71 3 20

pS CVIR G 5 22 15 60 4 22 16 30 6 65 21 30 5 36 17 73

pG EMIR S 9 55 25 35 6 49 14 35 10 01 24 40 8 68 21 37

pG CVIR S 14 65 29 65 11 89 25 90 17 85 42 55 14 80 32 70

图 3 流式细胞仪检测转染不同质粒的 BHK21 细胞

Fig 3 BHK21 cell lines transfected with diff erent vectors as

sayed by flow cytometry

表 3 各质粒 3次转染 BHK21 细胞的 HBsAg表达强度

Table 3 The expression of HBsAg in BHK21 transfected with

different plasmids at 3 different times

Yealds of
rHBsAg( ng/ ml)

第 1 次 第 2次 第 3 次 3 次平
均值

pIRES 0 05 0 04 0 04 0 04

pG EMIR S 0 57 1 12 1 30 1 00

pG CVIR S 1 57 5 90 3 31 3 59

pS EMIR G 16 50 31 52 26 98 25 00

pS CVIR G 11 49 25 38 20 82 19 23

图 4 转染不同质粒的 BHK21 细胞裂解液中 rHBsAg 的含

量

Fig 4 Yield of rHBsAg in BHK21 cell lines transfected with

different vectors

将 CVIR序列替代 pIRES 中的 EMCV IRES序

列,构建了新的双顺反子表达载体 pCVIR。将 GFP

和 HBsAg 的编码基因分别插入到两种 IRES 的上/

下游,发现在 HCV IRES 的下游 GFP 和 HBsAg 的

表达量均要显著高于在 EMCV IRES的下游。比较

pS CVIR G和 pS EM IR G, 前者 HBsAg 的表达量

略低于后者, 提示其在 BHK21 细胞中的 mRNA 转

录水平不高于后者, 但其 GFP 表达量显著高于后

者,提示 CVIR下游的 GFP 的翻译效率高于 EM IR

下游。

在多数研究中, EMCV 的 IRES 比其他病毒来

源的 IRES 更强地启动非帽结构依赖的翻译起

始
5
。然而本研究结果显示, HCV IRES 启动某些

基因的翻译效率强于 EMCV IRES。这可能与下游

基因 5 端序列的结构有关,其与 EMCV IRES形成

的二级结构较与 HCV 的 IRES形成的二级结构更

为复杂,较不利于核糖体 40s 亚单位与 IRES 的结

合,从而降低了翻译效率。某种 IRES 对其下游基

因翻译效率的高低并不是绝对的, 如果对下游基因

的 5 端做一些同义突变 (改变某些碱基, 但不改变

氨基酸序列) , 甚至从不同的酶切位点插入下游基

因,都有可能改变这一段 mRNA 的二级结构, 从而

提高翻译效率 16 。本研究结果表明, pCVIR 载体

是一种有价值的真核双顺反子载体, 可以作为商业

化的 pIRES载体的一个有力补充。
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间隔增厚所致的细线形影。

5. 2 心电图检查 T 波改变15例, 1 度房室传导阻滞 5 例,

频发性室性早搏 5 例。

5. 3 腹部 B 超检查 显示60例肝肿大、肝实质光点增粗, 17

例脾肿大。

6 并发症

皮肤损害 67 例, 支气管炎和肺炎 57 例, 继发性血小板

减少 51 例,中毒性肝炎 47 例, 肾损害 41 例, 中毒性心肌炎

19 例,消化道出血、中毒性休克各 7 例, 脑炎及脑膜炎 3 例,

继发性尿崩症、弥散性血管内凝血( DIC)及多器官功能衰竭

各 1例, 上述并发症中同时存在并发 2 种或以上系统脏器损

害 51 例,占 62. 96%。

7 误诊情况

初诊误诊41例, 误诊率 50. 61% , 其中误诊为伤寒 12

例,支气管肺炎 7 例, 流行性出血热 5 例, 败血症 4 例, 钩端

螺旋体病 3 例,疟疾、麻疹、药物疹各 2 例, 细菌性痢疾、病毒

性肝炎、红斑痕疮、白血病各 1 例。

8 治疗及转归

8. 1 药物与剂量 氯霉素 成人用2g/ d, 小儿 25 ~ 40mg /

( kg d) , 热退后减半,继续用 7~ 10 d。氟嗪酸 成人 0. 4g~

0. 6g/ d, 体温正常继续用 7~ 10 d。

8. 2 治疗反应 氯霉素治疗50例(小儿 7 例) ,高热时每天

的剂量作静脉滴注, 48~ 96 h 体温开始下降后改为口服, 7~

16 d 体温恢复正常;氟嗪酸治疗 31 例,发热时作静脉滴注,

42~ 92 h 体温开始下降后剂量减半改为口服, 7~ 13 d 体温

恢复正常。毒血症状严重者, 联用肾上腺糖皮质激素地塞米

松 10mg/ d, 疗程 5~ 7 d。

8. 3 转归81例患者除死于多器官功能衰竭 1 例外, 均痊愈

出院。死于多器官功能衰竭 1 例病理解剖诊断: 肺梗死, 支

气管肺炎并部分支气管坏死; 肺门淋巴结急性炎症; 肺水肿

和肺出血; 轻度化脓性脑膜炎、脑水肿和脑出血; 急性坏死性

脾炎; 间质性肾炎;肝炎; 胰腺炎;胃肠道急性浅表性炎症; 急

性皮肤炎症; 肾上腺皮质出血;神经细胞变性。

9 讨 论

本组病例来自湘西地区恙虫病流行疫区内 8 县 1 市, 有

野外接触史和作业史, 具备恙虫病四大临床特征: 持续高热;

全身浅淋巴结肿大, 出现皮疹、虫咬溃疡或焦痂; 外斐反应

OXk 凝集效价 1 160~ 1 2580;查见恙虫病东方体。

其最显著临床特点是: 热程长, 8~ 73 d, 平均 26. 7 d,

超过 1 月者 7 例, 为持续性,热型以弛张热多见; 外斐反应

OXk, 出现时间早,病程第二天即 1 160 以上, 消失时间迟,

病程 64 d 仍为 1 640 以上; 毒血症状重, 且有多系统多脏

器损害及少见的并发症,如中毒性休克、弥散性血管内凝血

( D IC) ,继发性尿崩症等 ; 2 个焦痂或溃疡并不少见。以上

改变, 可能与恙虫病毒株种类不同有关。
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