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摘要:利用昆虫细胞杆状病毒表达系统, 将从一株 HIV- 1 阳性克隆质粒中获得的几个 HIV 包膜蛋白基因片段, 克

隆入转移载体中得到重组病毒。用此重组病毒感染昆虫细胞后表达出 3 种 HIV 包膜蛋白, 即 GP120- 41P、

GP41T、GP41P,分别含有H IV- 1 包膜糖蛋白 GP120 及部分 GP41, 删除了 N 端 12 个疏水氨基酸的 GP41 和仅有

主要表位约 240 个氨基酸的 GP41。收获后分别以 Western- blott ing 和 EIA 检测, 有较好的免疫学活性, 其中

GP41T 的活性最强。该实验为 HIV包膜蛋白的结构研究提供了依据,加以改进后可能有免疫检测的价值。
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  由于艾滋病( AIDS,获得性免疫缺陷综合症)对

人类的威胁正在激增, 全面了解人免疫缺陷病毒

(H IV)的结构和功能、及时的检测和有效的治疗已

经越来越成为当务之急。鉴于至今仍无有效的预防

和治疗手段, 检测试剂的研制就显得尤为重要。

E IA是目前最普及的 HIV 检测手段,通常都要利用

抗原检测血清中的抗体, 因此抗原的选择十分关键。

HIV env 基因编码镶嵌于病毒包膜的糖蛋白

GP120和 GP41,感染 HIV的病人体内针对 Env 的

抗体产生较早且一般终生存在, 加上 Env 蛋白的特

异性好, 使它成为诊断试剂的首选抗原
[ 1, 2]
。近年

来,各种形式的包膜蛋白通过不同的生物反应器加

以表达、纯化, 包括真核的 CHO、杆状病毒表达系统

及原核的大肠杆菌等[ 3- 5] , 其主要表位的合成肽也

开始出现[ 6]。在血清学诊断中, 目前常用的合成肽

无法模拟构相型表位, 而原核细胞基因工程产物缺

少糖基化修饰, 真核系统表达构相、糖基化水平相对

较高, 但不免存在一些生产上的劣势。为了进一步

探究 Env 蛋白结构与功能的关系, 在真核系统中表

达其主要表位, 获得高活性的重组蛋白,进而发展检

测试剂,我们也将 env 基因在杆状病毒表达系统中

分区段进行表达。而 Bac- to- Bac 杆状病毒表达

系统是发展较新的一套表达系统, 从获得重组有外

源基因的克隆到收获目的蛋白大约只需 9 天时

间
[ 7]
。我们将它运用于HIV的研究中。

材料和方法

1 菌株、细胞株和质粒  E . Coli DH5A由本实验室保存;

E. Coli DH10Bac、Sf9 昆虫细胞株为 GIBCO/ BRL 公司产品。

pBluescrip Ò KS 由本实验室保存, pFastBacl为 GIBCO/ BRL

公司产品。H IV- 1 基因克隆 pNL4- 3 来自法国巴斯德研

究所( GeneBank: M1992111) , 包含有 HIV- NY5 株和 LAY

株的部分序列。

2  酶和其他分子生物学试剂  限制性内切酶、连接酶均购

于华美生物公司。引物由上海生工公司合成。TNM - FH

昆虫细胞培养基( 1 000ml Grace. s 培养基中加酵母粉 313g,

乳白蛋白水解物 313g)中的 Grace. s 培养基、乳白蛋白水解

物购于 GIBCO/ BRL 公司。酵母粉购于 OXOID公司。抗生

素购于华北制药厂。IPTG、X- gal购于 Sigma公司。Cel-l

fectin 购于 GIBCO/ BRL 公司。辣根过氧化物酶标记 HIV-

1 包膜蛋白基因工程产物 HRP- ENV9 由北京万泰公司赠

送。其它试剂为进口或国产分析纯试剂。

3  血清标本  抗 HIV - 1 IgG 抗体阳性、阴性血清由厦门

新创公司赠送。其中 BD1- BD18 为 18 份抗 HIV- 1 抗体

阴性血清, IC、FJ( 3)、FJ( 10)为 3 份抗 H IV- 1 抗体阳性血

清, Cutoff/ 10 是该公司设定为抗 HIV- 1抗体阳性临界值的

血清。

4  重组 bacmid的获得

41 1 HIVgp160 和 gp41 基因片段的 PCR 扩增、克隆及鉴

定[ 5]  设计引物以高保真 Taq 酶由 pNL4 - 3 中扩增出

21 5kb 的H IV- 1 env 全基因 gp160(引物 UP1、LOW, pNL4
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- 3 位点 6221- 8782)和删除了 gp41 N端 12 个疏水氨基酸

后的 gp41t 片段(引物 UP3 和 LOW, pNL4- 3 位点 7747-

8782)。

引物: UP1  5c- AACTGCAGCGATGAGAGTGAAGGAGAAGTA - 3c

Pst Ñ

  UP3 5c- AACTGCAGCGATGGCAGTGGGAATAGGAGC - 3c

PstÑ

  LOW  5c- GCTCTAGATAGCAAAATCCTTTCCAAGC- 3c

XbaÑ

两片段扩增后, 用 Promega 公司的 WizardTM plus PCR

纯化 Kit 回收,一般酶切片段用华粤公司的片段回收 Kit 回

收,以边切边连方法分别克隆到 pBluescr ip Ò KS 的 S ma Ñ

单位点中 (图 1) , 连入 gp160 的质粒为 L68 (反插 ) , 连入

gp41t的质粒为 L41(反插) , 酶切后琼脂糖电泳鉴定正确。

图 1 HIV- 1- gp41t和 gp160 在 pBluescript Ò KS 中

的亚克隆

Figure 1 Subcloning of HIV- 1- gp41t and gp160 in

pBluescript Ò KS

按分子克隆常规程序从HIV- 1- gp160 的亚克隆质粒

L68 中, 以 Pst Ñ / Hin d Ó 切下 2kb 的片段, 该片段含有

gp120 的全基因和部分 gp41 基因, 回收后插入 pFastBacl的

同样位点中, 转化克隆经酶切鉴定得到正确的 pFB- gp120

- 41p(图 2)。从 HIV - 1- gp41 的亚克隆质粒 L41 中, 以

Pst Ñ 单酶切下 1kb的片段。pFastBacl载体经 Pst Ñ 单酶切

完全后,再经 CIAP 处理,与片段同样回收并连接, 酶切鉴定

筛选正向插入的克隆即 pFB- gp41t(图 2)。在 pFastBacl载

体 MCS 中, 第一个内切酶识别位点 BamH Ñ 上以单酶切和

CIAP处理, 同时从亚克隆 L41 中, 用 BamH Ñ 单酶切出

700bp 的片段,以 Kit 回收载体和片段并连接,酶切鉴定正向

插入的克隆即 pFB- gp41p(图 2)。

412  获得重组 Bacmid [ 6]  获得在转移载体 pFasBacl 中嵌

合了 HIV 包膜蛋白基因片段的转移载体后,将转移质粒转

化 TSS 致敏缓冲液制备的 E. coli DH10Bac感受态细胞。该

细胞含有穿梭质粒 bacmid 和辅助质粒。37 e 100r/ min 震

荡培养 4h 后, 转移质粒在辅助质粒提供的转座酶的作用下

发生转座, 多角体启动子控制的表达盒被插入 bacmid 的

LacZ 编码区,并使 DH10Bac 获得庆大霉素抗性, 通过涂布

含 X- gal、IPTG、庆大霉素、卡那霉素和四环素的 LB 平板筛

选白色菌落,挑入含 3 种同样抗性的液体 LB 培养基, 37 e

震荡培养过夜, 碱法小量提取重组病毒 DNA( bacmid)。

在 bacmid 的 L acZ 基因上下游设有 M13 引物互补序

列, 以 M13 引物 PCR 扩增( 94 e 50s, 55 e 50s, 72e 2min,

30 个循环, 72 e 10min) ,所得的片段大小用于确证转座的成

功与否。

5 昆虫细胞的培养和转染、感染[ 3]  在无菌的 TNM- FH

培养基中加入 10% 经 56e 灭活 30min 的胎牛血清, 成为完

全培养基。按 1B3 体积加入新鲜的完全培养基, 用弯头滴管

吹下一瓶 Sf9 细胞, 接种到 3 个培养瓶中, 27e 培养 3 天后

再按同样的方法继续传代。利用 Cellfectin 按其操作守则将

bacmid转染对数生长前期的 Sf9 细胞, 3 天后收集上清, 以 1

B100 的体积比进行二次感染表达, 即以病毒上清接种对数

生长前期的 Sf9 细胞。

6  表达产物的获得  感染 3 天后收集细胞,每 2@ 107细胞

以 5ml 细胞提取液 ( 含 280mmol/ L 蔗糖、10mmol/ L Hepes

pH71 4、2mmol/ L DTT、1mmol/ L EDTA)洗涤 3 次, 再以 1ml

PBS ( Na2HPO4 81 4mmol/ L , NaH2PO4 119mmol/ L , NaCl

150mmol/ L , pH714)重悬, 液氮- 室温反复冻融 3 次, 每次

15min,随后经超声破碎, 共 6 次,每次 30s, 4 e 下进行。破碎

物经 4 e 12 000r / min 离心 30min,获得细胞裂解上清。

7  免疫活性检测[ 5]  各取 3 种感染细胞及空白对照细胞的

裂解上清 40Ll进行 SDS- PAGE 电泳, 按5分子克隆6方法,

以一份抗 HIV- 1( + ) I gG 阳性血清 1B1000 稀释, 用 West-

ern- blotting 检测免疫活性。同时将这 4 种裂解上清以 CB

( 50mmol/ L NaHCO3 pH91 6) 1B50 稀释, 各 150Ll 4e 包被过

夜, 再经洗涤, 200Ll 5%脱脂奶 37e 封闭 2h, 加入抗体( 50Ll

血清)和酶标抗原( 100Ll, 原核细胞基因工程产物, 万泰公司

赠送) ,于 37e 共同孵育 30min, 经洗涤、显色、终止等步骤,

用酶联免疫双抗原夹心法检测抗 HIV- 1 抗体阳性和阴性

血清。

结   果

1  重组病毒的获得[ 7]

未发生重组的 bacmid, 以 M13 引物扩增得到

300bp大小的片段; 重组后的 bacmid,经相应的 PCR

扩增得到转座子内侧片段约 2 300bp以及克隆片段

大小之和的片段。其中包括重组 gp120- 41p的约

为 2 300+ 1 946= 4 246bp, 重组 gp41t 的 2 300+

1 040= 3 340bp,重组 gp41p的 2 300+ 705= 3 005bp

(图 3)。

提取的 bacmid用 Cellfectin转染对数生长前期

的 Sf细胞,第 3天细胞陆续出现悬浮、膨大、裂解的

现象,这时收取含有病毒的上清, 存于 4 e 备第二次
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感染表达。

图 2 pFB- gp120- 41p、pFB- gp41t、pFB- gp41p的构建

Figure 2 Construction of pFB- gp120- 41p, pFB- gp41t

and pFB- gp41p

图 3 PCR扩增鉴定重组的 bacmid

Figure 3 Recombinant bacmid identified by PCR amplif-i

cation

Lane1.KDNA/ H ind Ó marker; Lane2. Non- recombinant bacmid

as PCR template; Lane3. Recombinant bacmid of gp120- 41p as

PCR template; Lane4. Recombinant bacmid of gp41t as PCR tem-

plate; Lane5. Recombinant bacmid of gp41p as PCR template.

2  HIV- 1 gp120- 41p、gp41t 及 gp41p的表达和

特异性

以含病毒的上清接种对数生长前期的 Sf9 细

胞, 27 e 培养 3天,收获细胞, 超声破碎,离心,获得

的上清用于免疫检测(图 4)。

图 4  细胞裂解上清 10% SDS- PAGE

F igur e 4  10% SDS- PAGE analysis of supernatant of cell

lysates

Lane 1. gp120- 41p; Lane 2. Blank Sf9; Lane 3. gp41p; Lane 4.

gp41t; Lane 5. Protein marker.

利用一份 HIV- 1 IgG抗体强阳性血清,该血清

已经HIV- 1 env 基因部分表位嵌合蛋白原核表达产

物检测试剂验证,用Western- blot检测了 3种裂解上

清的免疫活性(图 5) , 并以阴性血清反应为阴性对

照(未显示)。同时还将裂解上清以一定的稀释度进

行包被,用酶联免疫双抗原夹心法检测了3份抗HIV

- 1抗体阳性的和18份阴性的血清(表 1、表 2)。

图 5  Western- bloting检测细胞裂解上清活性

F igur e 5  Western- bloting analysis of the activ ity of su-

pernatant of the cell lysate

Lane 1. gp120- 41p; Lane 2. Blank Sf9; Lane 3. gp41p; Lane 4.

gp41t.
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表 1 细胞裂解上清 EIA 双抗原夹心法检测 18 份 HIV- 1

抗体阴性血清

T able 1 18 H IV- 1 antibody negat ive serum samples detected

w ith supernatants of cell lysates by the met hod of

sandwich EIA

Coated

protein
Average

Standard

diviat ion

Maximum

value

Minimum

value
Cutof f

gp41t 0. 016 0. 010 0. 036 01000 01048

gp41p 01029 01029 01099 01005 01087

gp120- 41p 01021 01014 01050 01004 01063

Blank Sf9 01009 01002 01004 01012 01027

  Cutof f( co) = average @ 31

表 2 细胞裂解上清 EIA 双抗原夹心法检测 3份 HIV- 1 抗

体阳性血清[ OD/ ( S/ CO) ]

T able 2  3 HIV- 1 antibody positive serum samples detected

wit h supernatants of cell lysates by the met hod of

Sandw ich EIA

Coated protein IC FJ( 3) FJ( 10) Cutof f/ 10

gp41t 01208/ 4133 01243/ 5106 01203/ 4123 01363/ 7156

gp41p 01175/ 2101 01163/ 1187 01204/ 2134 01368/ 4123

gp120- 41p 01124/ 1197 01072/ 1114 01411/ 6152 01141/ 2124

Blank Sf9 01011/ 0141 01010/ 0137 01009/ 0133 01011/ 0141

  S /CO= OD/ CO.

  检测结果显示, 3种蛋白都有一定的免疫活性,
其中 gp41t、gp120- 41p的重组蛋白 EIA 夹心法检

测的 P/ N 值都接近或超过 10,而阴性血清的检测结

果中没有出现高于该检测系统的 Cut of f值, West-

ern- blot t ing 也有明显的反应带。将病毒盲传 10

代后, 重组蛋白的抗原活性仍不减弱。而培养上清

中几乎检测不到HIV包膜蛋白的活性(结果未显示)。

讨   论

杆状病毒表达系统的发展很快, 由于它既具有

和哺乳动物细胞蛋白相似的复杂修饰和后处理过

程,又能够进行高效的表达,对脊椎动物的感染性却

极小, 因此, 已经广泛地应用在功能研究甚至生产

上。Bac- to- Bac 表达系统是该系统发展的第 5

代,同以往系统相比, 它利用了穿梭质粒 bacmid, 在

大肠杆菌中高效复制后再提纯用于转染昆虫细胞,

大大提高了效率, 缩短了时间。最近又有新的一代

以商品化的形式出现[ 4]。

基于杆状病毒表达系统作为一种真核表达系统

表达的蛋白具有折叠和糖基化,近于真实构相,表达

量较大,而且能够可溶性地表达一些原核系统难以

表达的大分子量蛋白。这些优点使我们选择它来表

达较完整的 HIV 包膜蛋白。因为包膜蛋白是一种

大分子量糖蛋白,是 HIV 的主要免疫原之一, 几乎

所有的 EIA 检测试剂都必须依赖对于其抗体的检

测,确定它的构相,找出优势表位, 对于其抗体检测

的灵敏度和准确性十分重要,利用杆状病毒表达系

统可能满足这一需要。

HIV感染的机体中 env 基因首先翻译为 88kD

的前体蛋白, 糖基化后达到 160kD, 即 gp160, 经过

剪切最终成为外膜蛋白 gp120和跨膜蛋白 gp41
[ 1]
。

gp120的变异区之一 V3含有主要中和决定簇( prin-

cipal neutralization determinant , PND) , 它和 4 个变

异区形成一个大的环状结构,具有很强的抗原性,可

刺激机体产生特异性中和抗体
[ 2]
。此外, 跨越

gp120与 gp41交界区( ENV473~ 518aa)的 46个氨

基酸是高亲水区和高保守区,因此也被认为是高免

疫原性区。而 Fenouillet 等研究发现
[ 8]
, gp41 中有

一段保守而且糖基化位点集中的区域,即 gp160中

gp41段的 615~ 645 位氨基酸残基, 其中有 3个糖

基化位点: Asn- 621、- 630、- 642, 对于促进 gp160

在细胞内的转运, 尤其是在高尔基体中转运有着重

要的作用。同时 gp41 中的这些残基对于 gp41 和

gp120的非共价结合, 以及 gp160的剪切都有着重

要的影响。因此, 在构建 gp120转移载体的同时,并

入了 gp41 的前 421bp 序列, 得到 pFB- gp120-

41p。而 gp41 较 gp120 更为保守, 且不含高变区,

gp41的 N 端 12 个氨基酸为疏水肽段, 在病毒进入

敏感细胞中发挥着融膜的作用。但这些疏水氨基酸

对于 gp41的抗原性没有帮助,在表达过程中反而会

因为嵌膜而降低蛋白的表达量[ 9]。因此通过 PCR

扩增避开这一段,以引物 UP3 和 LOW 扩增获得删

除了 gp41N 端 12 个疏水氨基酸后的 gp41t 片段。

此外,为避免转移载体中目的基因 ATG 前无关前

导序列对蛋白表达量的影响,选择经 Epiplot 分析所

得的编码 HIV- 1- gp41的主要表位段构建 pFB-

gp41p。三者的关系如图 6。

图 6  gp120- 41p、gp41t、gp41p 在原质粒 pNL4- 3 上的

相互位置关系

F igur e 6  The sites of gp120- 41p, gp41t and gp41p in the

plasmid pNL4- 3
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实验证明, H IV - 1 的包膜蛋白仅在细胞裂解

上清中有小量表达。大量糖基化的结果使表达的蛋

白分子量还略大于预期值[ 10]。但以昆虫细胞和杆

状病毒表达与人源的交叉反应弱,表现出较高的特

异性。由于实验中仅对细胞进行了超声破碎获取上

清,产物的纯度不够, 也不可避免地在 EIA 检测中

出现了少数假阳性的结果; 偏低的表达量又使目的

蛋白在包被总蛋白中所占比例偏低,造成阳性结果

的读值普遍不高。Western - blot 中可能由于

GP120- 41P 被部分剪切而出现多条反应带(见图 5

- Lane1)。

3种蛋白免疫活性的比较, 由强到弱依次为

gp41t、gp120- 41p 和 gp41p, 这可能是由于 gp41t

删除了 gp41N 端的一段疏水氨基酸序列,表达时不

至嵌合于膜上, 表达效率较高; 而 gp41p对 gp41t 的

删除影响了主要表位的构相, 导致免疫原性的降低。

gp120是 HIV- 1所编码的蛋白质中为数不多的具

有良好的激发机体中和抗体能力的蛋白, 在本实验

中,可能由于表达后嵌膜不易分离,或是过量糖基化

产生类似于机体中的免疫逃避的能力而导致反应较

弱,也可能因分子量过大导致产量的降低。

在 EIA检测中,我们利用了一段原核细胞基因

工程产物- HIV 包膜蛋白重组抗原 ENV9, 以其辣

根过氧化物酶标记物作为酶标抗原,采用双抗原夹

心法检测 Bac- to- Bac系统表达的HIV- 1包膜蛋

白抗原。目前国内的抗原表达检测中, 间接法是最

常用的方法。它利用酶标抗抗体进行检测, 具有简

便、灵敏度高的优点,但对抗原的纯度要求极高。非

特异性抗体的存在容易导致假阳性。采用双抗原夹

心法, 以原核和真核两种来源的相同表位抗原检测

特异抗体,不仅缩短了检测时间,也提高了检测的准

确性。

因此,杆状病毒可以稳定地表达HIV 包膜蛋白

并较真实地体现其结构和功能上的特点, 有助于对

HIV 的全面了解。如果能进一步减少操作工艺流

程,提高表达产量以利于纯化,则很有可能应用于检

测试剂的生产中,配合其他来源的抗原以提高检测

的特异性。它作为一种真核表达系统在病毒的研究

中发挥重要作用。
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Expression and Detection of Different Fragments of HIV- 1 Envelope Genes in a

Bac- to- Bac Baculovirus Insect cell Expression System

XIE Xiao-yan, GUO Qing , CHENG Tong, LI Shao-w ei, ZHANG Jun, XIA Ning-shao

( K ey L aboralory of Cel l Biology and Tumor Cell E ngineering of M ini stry of Educat ion, Xiamen Universi ty, Xiamen 316005, China )

Abstract: Bac- to- Bac baculov irus expression vector system( BEVS) w as used to express foreign proteins. Sev-

eral H IV env genes w ere subcloned from a HIV- 1 positive clone pNL4- 3 to the t ransfer vector pFastBacl. T he

genes carried by pFastBacl were t ransported to baculov irus DNA- bacmid and formed recombinant bacmid w ith-

in the DH10Bac E . coli st rain. Then transfected and infected Sf9 insect cells w ith recombinant bacmid and bac-

ulovirus and obtained three H IV- 1 env recombinant proteins: GP120- 41P, GP41T and GP41P, representing

H IV - 1 envelope gly coprotein GP120 and part of GP41, trunscated GP41 w ith 12 hydrophobic amino acid delet-

ed from GP41 5. - end and main epitope of GP41, respect ively. The expressed products were harvested and ana-l

ysed w ith Western- blot and EIA. T hey were found all had immune activity, and GP41T was the best one of all.

Our work helps to study the st ructure of HIV envelope proteins. Once improved, it may be used in immunoassay.

Key words: Bac- to- Bac baculovirus/ insect cell expression system; human immunodef iciency virus; envelope

protein; antigen; expression
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