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多功能真核表达载体的构建与鉴定
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  [摘要] 目的 探讨通过体外扩增乙肝表面抗原 ~bsag 基因 构建真核表达载体 pcDNa3-~bsag-
ROP2 的可行性 方法 根据乙肝 S 基因序列及 pcDNa3-p30-ROP2 酶切位点等情况设计 合成引物 应用聚
合酶链反应 PCR 技术 扩增 ~bsag基因片段 应用回收 纯化 酶切 连接等技术 将 ~bsag基因替换 pcD-
Na3-p30-ROP2 中的 p30 基因 并进行酶切 PCR扩增及测序鉴定 结果 PCR扩增出约 0.7 kb 的目的基因
~bsag 成功构建 pcDNa3-~bsag-ROP2 重组载体 PCR 酶切结果与理论相符 重组体包含了 ~bsag和ROP2
基因的完整序列 结论 利用体外扩增乙肝表面抗原 可成功构建乙肝和弓形虫多功能重组载体 pcDNa3-
~bsag-ROP2 
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ConstructionandidentificationofmultifunctionaleukaryoticexpressionvectorofHbsag andROP2  WEI
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   abstract  Objective Toconstructeukaryoticexpression vectorpcDNa3-~bsag-ROP2 byampIifying~b-
sagbyPCR.Methods accordingtothespecificseguenceof~bsagand restriction sitesofpcDNa3-p30-ROP2  the
primersweredesigned and synthesized.~bsagwasampIified byPCR then purified ~bsaggenewasinserted into
vectorinstead ofp30 byenzymedigestion and Iigation and theconstructwasidentified byenzymedigestion PCR
and seguencing.Results 0.7 kb of~bsagwasaguired and thepcDNa3-~bsag-ROP2 eukaryoticexpression re-
combinantpIasmid wasconstructed.TheresuItsofPCRand digestion showed that~bsagand ROP2 in therecombi-
nantpIasmid contained thecompIetegenesseguences.Conclusion TherecombinantpIasmid pcDNa3-~bsag-ROP2
wassuccessfuIIyconstructed.
   Key words  ~bsag  ToxopIasmagondii  Rhoptryprotein 2 ROP2   pcDNa3  Generecombinant
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  乙肝在我国广泛流行,严重危害人民群众的健
康 1992 年全国第二次病毒性肝炎血清流行病学
调查结果表明,山东省人群~BSAg携带率为 7.20% 
据估计,全国每年用于肝炎和肝病的直接医疗费用
高达 1 000 亿元人民币,是许多家庭因病致贫~因病
返贫的重要原因,是我国现阶段最为突出的公共卫
生问题之一 为做好全国乙肝的防治工作,卫生部
在<2006 -2010 年全国乙型病毒性肝炎防治规划>
中要求积极开展乙肝防治的应用性研究,尤其是乙
肝疫苗免疫效果和免疫持久性的评估以及新型乙肝

疫苗的研制 近年来国内外学者相关研究发现,
~BSAg是乙肝疫苗的理想候选分子,可诱导机体产
生较强针对乙肝病毒的免疫保护作用 且 ~BSAg可
作为基因工程疫苗的理想载体,在其不同部位插入
外源基因,可成功表达多种 ~BSAg融合蛋白 还同
时起着佐剂样作用,进一步提高了插入的外源基因
的免疫原性 1]  人畜共患弓形虫病世界流行,我国
人群及家畜具有较高的弓形虫感染率,给社会带来
严重危害 家畜弓形虫病的传播与流行,不仅给畜
牧业造成严重损失,更严重的是将成为人类感染弓
形虫的重要传染源 2]  目前弓形虫病尚无良好防
治药物,近年疫苗防治成为弓形虫病防治的热点,尤
其是基因疫苗 弓形虫棒状体抗原 2(ROP2 )为棒
状体分泌的一组抵抗弓形虫侵入宿主细胞的可溶性

蛋白,10 余种弓形虫株感染小鼠体内均检测到该抗
原抗体,说明ROP2 抗原具有高敏感性,更强适应性
的特点 本研究选用乙肝~BSAg和弓形虫ROP2 作
为靶基因,将其联合重组到具有诸多优点的真核表
达载体 pcDNA3 中,以期获得在抵抗乙肝病毒基础
上,同时具备抗弓形虫感染能力的多功能重组体 
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 菌株及质粒 E.coIiD~5!~pcDNA3 真核表
达质粒为本实验室保种,pcDNA3-p30-ROP2 重组质
粒为本实验室制备 
1.1.2 主要试剂 限制性内切酶 Xba"~EcoR"~
~ind#,Not",T4DNA连接酶~Tag DNA聚合酶购
于宝生物工程(大连)有限公司,DNA提取纯化试剂
盒和胶回收试剂盒分别购于德国 OiaGene基因公司
和北京天为时代科技有限公司,其它常规试剂均为
国产分析纯 
1.2 方法
1.2.1 引物设计与合成 根据 pcDNA3-p30-ROP2
和 S基因设计引物 由于构建的 pcDNA3-p30-ROP2

把多数常用位点已去除,在 T7 启动子与 ROP2-p30
片段之间只有一个~ind#位点,S 基因只能用 ~ind
#位点进行克隆 考虑 pcDNA3-p30-ROP2 中引入
了GATG四个碱基,为了使融合的 ~BSAg-ROP2 能
表达出目标蛋白质,宜在下游引物处再引入 tg两个
碱基,使密码框不移位 特设计 ~BSAg基因的引物
如下:S1:5 -ATAAGCTTATGGAGAACATCACATCA-
GGATTC-3 (Tm62 C) S2:5 -AgTGAATTCTGCC-
CAAAGACAAAAGAAAATTGG-3 (Tm60.3 C) 引
物由上海生工生物工程公司合成 
1.2.2 乙肝病毒基因组DNA的提取 采集济宁市
第一人民医院~BV阳性血样 41 份,挑取DNA拷贝
数>102 的 19 份样本,按试剂盒说明书提取乙肝基
因组DNA 
1.2.3 PCR高保真扩增乙肝 ~BSAg基因 以提取
的乙肝病毒基因组DNA为模板,扩增~BSAg基因片
段 扩增体系:50 $I反应体系,乙肝病毒基因组DNA
0.5 $I,上~下引物 S1(15 pmoI/$I)~S2(15 pmoI/$I)各
2 $I,5 XPrimeStarTag buffer(含MgCI2)10 $I,2.5 mM
dNTPMiX4 $I,PrimeStarTag 酶(5 U/$I) 0.8 $I,
dd~2O30.7 $I 反应条件:94 C,5 min 30 cycIeS
(94 C,30 Sec,55 C,30 Sec,72 C,40 Sec) 72 C,
10 min 
1.2.4 多基因重组载体 pcDNA3-~BSAg-ROP2 的构
建 通过对酶切产物进行连接~转化,成功构建
pcDNA3-~BSAg-ROP2,同时对转化克隆菌落进行编
号,并利用~BSAg扩增引物对转化克隆子进行 PCR
初筛,并对初筛阳性的部分克隆进行酶切验证 分
别进行基因片段 ~BSAg和 pcDNA3-~BSAg-ROP2 的
~ind#+EcoR"双酶切 酶切体系为:反应体系 50 $I,
其中~BSAgPCR产物 30 $I,dd~2O11 $I,NEBuffer2
5$I,~ind#+EcoR"各 2 $I 反应体系 30 $I,其中
pcDNA3-~BSAg-ROP2 15 $I,dd~2O11 $I,NEBuffer2
3 $I,~ind#+EcoR"各 0.5 $I 37 C反应 2 h 酶
切产物的回收和连接:使用DNA回收试剂盒分别对
酶切片段进行相应的片段回收,将双酶切后的 pcD-
NA3-~BSAg-ROP2 与 ~BSAg连接,把 ~BSAg替换
pcDNA3-~BSAg-ROP2 中的 p30 基因片段 连接反
应体系 20 $I,其中 pcDNA3-~BSAg-ROP2/~ind# +
EcoR"回收产物 4 $I,~BSAg/~ind#+EcoR"回收
产物 13 $I,T4 DNA连接酶 Buffer2 $I,T4 DNA连
接酶 1 $I 置于 16 C中过夜连接 
1.2.5 转化 常规法制备感受态大肠杆菌,把连接
产物与感受态细胞混合,摇匀~冰浴 30 min,42 C水
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浴中热击 90 S,迅速冰浴冷却 3 ~5 min 向管中加
入 1 mlSOC液体培养基(不含抗生素),混匀,37 C
振荡培养 1 1 摇匀后取菌液100 $l涂布于含Ampi-
cillin的筛选平板上,正面向上放置 30 min,待菌液完
全被培养基吸收后倒置培养皿,37 C培养 16 ~20 1,
仔细观察转化结果 从LB-Ampicillin 平板上挑取单
个白色菌落接种于LB-Ampicillin 液体培养基,37 C
摇床 220 r/min 震荡 8 ~10 1 至吸光度(-600值) =
0.6 左右时,15 000 r/min 离心 1 min,收菌,用 OIA-
prep Spin Miniprep Kit试剂盒按说明书提取~收集重
组质粒,并进行酶切~PCR鉴定 
1.2.6 转化子的PCR初筛 利用HBSAg扩增引物
对上述转化克隆子进行PCR初步筛选,对部分转化
克隆子进行编号(1,2,3,4,5 等),在同样编号的
PCR管中加入 15 $l水,用牙签挑取克隆子到相应的
含水PCR管中(不要完全挑完) 扩增体系:20 $l反
应体系用牙签挑取克隆菌少许做DNA模板,上~下引
物 S1(15 pmOl/$l)~S2 (15 pmOl/$l)各 0.8 $l,10 X
Tag酶 buffer(含 MgCl2 )2.0 $l,2.5 mM dNTPMix
1.6 $l,Tag DNA聚合酶 (5 U/$l) 0.2 $l, ddH2O
15.0 $l 反应条件:94 C,5 min;30 cycleS(94 C,
30 Sec,55 C,30 Sec,72 C,40 Sec);72 C,5 min 
1.2.7 初筛阳性部分克隆的酶切验证 取 pcD-
NA3-HBSAg-ROP2 克隆 1,2,3 号接种 5 mlampicillin
抗性液体LB培养,提取质粒 酶切,20 $l体系:NE
Buffer2 2 $l,pcDNA3-HBSAg-ROP2 10 $l,H2O7.5 $l,
Xba" 0.5 $l 按上述配好反应体系,置于 37 C中
酶切 2 1 
1.2.8 重组质粒测序验证 经酶切验证的 pcD-
NA3-HBSAg-ROP2 克隆(S3-1 和 S3-2)在含 Ampicil-
lin抗性的液体LB培养后,取 1 ml菌液送华大公司
测序 应用BlaStn程序进行序列分析 
1.2.9 菌种保藏 挑取平板培养单菌落于适量培
养基(Ampicillin抗性)中,37 C摇床 220 r/min震荡
8 ~10 1至吸光度(-600值) =0.6左右时,取 1.5 ~3 ml
培养物,12 000 r/min 离心收集菌体沉淀 加入新
鲜液体培养基(Ampicillin 抗性),同时加入无菌甘
油至终浓度约 20%,悬浮菌体颠倒均匀 标明菌体
名称~保存时间等,置-70 C冰冻保存 
2 结果
2.1 HBSAg基因片段的体外扩增结果 用上述引
物和方法,以乙肝基因组 DNA为模板进行 PCR扩
增,扩增结果经电泳检测,在约 700 bp 处出现一扩
增带,符合预期大小 见图 1 

M:DNAMarker(DL2000); 1,2:HBSAg基因的扩增片段

图 1 乙肝HBSAg基因的扩增产物

2.2 HBSAg基因和 pcDNA3-HBSAg-ROP2 重组载体
酶切结果 HBSAg基因和 pcDNA3-HBSAg-ROP2 重
组载体分别被Hind#+EcOR"双酶切,酶切结果电
泳图见图 2 

 M1:DNAMarker(DL2000); 1,2:Hind# +EcOR"双酶切后的

HBSAg基因( ~672 bp); M2:DNAMarker(DL15 000); 3:Hind# +

EcOR"双酶切后的 pcDNA3-HBSAg-ROP2 载体( ~6.6 kb 和 690 bp

两带,小带为去除的P30 基因片段)

图 2 HBSAg基因和 pcDNA3-HBSAg-ROP2 载体双酶切电泳图

2.3 构建真核表达载体 pcDNA3-HBSAg-ROP2 的初
筛扩增和酶切鉴定结果 通过对酶切产物进行连
接~转化,成功构建 pcDNA3-HBSAg-ROP2,同时对转
化克隆菌落进行编号,并利用HBSAg扩增引物对转
化克隆子进行PCR初筛,并对初筛阳性的部分克隆
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进行酶切验证O PCR初筛扩增结果,在约 700 bp 处
出现 l 条明显电泳带,符合~BsAg基因片段的长度
(理论 672 bp>(见图 3>O 初筛结果显示:大多数为
阳性克隆,如 l,2,3,4 号转化子,但 5 号阴性,为非
阳性克隆O 对重组质粒 pcDNA3-~BsAg-ROP2 用
Xba"进行酶切,酶切电泳结果显示,出现约 700 bp~
l 200 bp和 5 400 bp 处 3 条带,与正确克隆酶切完
全时理论应得到 672 bp(~BsAg>~l 2l2 bp(ROP2>
及 5 400 bp(pcDNA3>三种片段相符(见图 4>O 由
此可见 l,2,3 号转化子PCR初筛扩增~酶切鉴定结
果均完全正确,为真正的阳性克隆O

 M:DNAMarker(DL2 000>; l,2,3,4:pcDNA3-~BsAg-ROP2 克隆

的PCR扩增的~BsAg基因片段; 5:阴性对照

图 3 pcDNA3-~BsAg-ROP2 克隆的PCR鉴定

 l,2,3:Xba"酶切后的 pcDNA3-~BsAg-ROP2 重组载体(酶切完全时应

得到672 bp~l 2l2 bp及5 400 bp三种片段>; M:DNAMarker(DLl5 000>

图 4 pcDNA3-~BsAg-ROP2 克隆的酶切鉴定

2.4 pcDNA3-~BsAg-ROP2 的基因测序结果 将重
组克隆的 pcDNA3-~BsAg-ROP2 基因测序,结果证明
重组的 ~BsAg-ROP2 基因正确,重组体包含了 ~B-
sAg和ROP2 基因的完整序列,外加引入的保护碱基
和酶切识别碱基等,共 l 903 个碱基O
3 讨论
3.1 乙型肝炎是由乙肝病毒感染引起的一种世界
性传染病,它不仅可引起急性肝炎,还可导致慢性肝
炎~肝硬化甚至肝癌O 多年的国内外研究成果证实
接种乙肝疫苗是控制乙肝流行的最有效措施,它可
以促进机体产生较强的细胞免疫和体液免疫,以抵
御~BV病毒的攻击 3] O ~BV病毒的包膜蛋白 ~B-
sAg,不仅具有良好的免疫原性,还可作为基因工程
疫苗的理想载体,现已成功构建多种重组核酸疫
苗 4 ~6] O
3.2 弓形虫棒状体蛋白为棒状体分泌的一组可溶
性蛋白,在弓形虫的速殖子~缓殖子和子孢子期等均
能够分泌表达;其组成有 ll 种不同组分,ROP2 蛋白
国内外研究较多,它能诱导对弓形虫应答的 T细胞
克隆(TCC>增生,刺激 T细胞介导的免疫反应及诸
多细胞因子的产生 7,8] ;ROP2 原核重组克隆在大肠
埃希菌中能大量稳定表达,其表达产物能被小白鼠
的免疫血清所识别 9] O 本课题组研制的弓形虫
ROP2 核酸疫苗具有较强的免疫原性,能产生良好的
免疫保护作用 l0] O 有人研究以重组表达的 ROP2
蛋白作为包被抗原进行弓形虫病 ELISA诊断,敏感
度高达 89% ll] ,可见ROP2 蛋白具有高保守性和免
疫原性O
3.3 自 l990 年Wolff等 l2]发现小鼠骨骼肌细胞能

摄取外源质粒DNA并能表达外源基因以来,核酸免
疫技术得到不断完善,核酸疫苗研究取得长足进展O
本研究就是把乙肝表面抗原基因联合弓形虫棒状体

蛋白 2 基因构建的多功能核酸疫苗 pcDNA3-~bsAg-
ROP2,该多基因重组载体包含了乙肝表面抗原基因
和弓形虫棒状体蛋白 2 的完整序列,为下一步转染
真核细胞及通过动物试验验证该重组疫苗的免疫保

护作用奠定了基础O
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尼莫通对大鼠急性脑缺血再灌注损伤后缺血半

暗带神经元 Na+-K+-ATP酶活性影响的研究
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  [摘要] 目的 研究尼莫通对大鼠急性脑缺血再灌注损伤后缺血半暗带神经元 Na+-K+-ATP活性的影
响0 方法 选取 450 只雄性Wistar大鼠随机分为 3 组(对照组~尼莫通组~假手术组>,每组大鼠根据缺血后
再灌注不同时间又分为缺血 2 h再灌注 6 h~24 h~48 h~72 h~7 d五个亚组(30 只/亚组>0 采用线栓法制备大
鼠缺血 2 h再灌注模型,仅尼莫通组采用药物进行干预0 分别于再灌注 6 h~24 h~48 h~72 h及 7d断头取脑,
观察缺血半暗带脑组织 Na+-K+-ATP酶活性~脑组织水肿程度~脑梗死范围及神经症状评分的变化0 结果 

三组间和不同时间点之间各项观察指标比较差异均有统计学意义(@<0.01>;尼莫通组 24 h~48 h~72 h各时
间点Na+-K+-ATP酶活性及脑组织含水量与对照组相应时间点比较差异有统计学意义(@<0.05>,尼莫通组
24 h~48 h~72 h~7 d各时间点脑梗死面积及神经症状评分较对照组相应时间点显著降低,差异有统计学意义
(@<0.05>0 对照组大鼠脑缺血半暗带神经元Na+-K+-ATP酶活性于 6 h开始降低,48 h达最低值,72 h稍有
回升,7 d趋于稳定0 结论 尼莫通对大鼠急性脑缺血再灌注损伤后缺血半暗带神经元具有保护作用,其机
制不仅与拮抗Ca2+超载有关,同时还可能与改善能量代谢有关0
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