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前言

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus, HBV）感染是世界医学领

域一个长期为之奋战的难题，它的高感染率，高慢性化比例，及

其可诱发的多种相关性疾病的高死亡率始终引起人们的关注
[1,2]。而 HBV 感染导致肝脏损伤的机制主要是由机体免疫系统

介导的，并依赖于病毒的不断复制 [3]。其中，T 细胞在控制和清

除病毒中的核心地位越来越成为研究者的共识，HBV 特异性

T 细胞数量的多少及功能的强弱均决定着 HBV 感染的预后
[4]。最新的研究证明，CD4+T 细胞分泌的白细胞介素 -21（inter-

leukin-21, IL-21） 对维持 CD8+T 细胞的功能发挥重要作用。
IL-21 可增强慢性病毒感染过程中 CD8+T 细胞应答，在 CD4+T
细胞辅助 CD8+T 细胞控制感染慢性化中发挥重要作用[5-9]。但

是，外源性 IL-21 能否增强 HBV 特异性 T 细胞分泌细胞因子

和细胞杀伤功能目前尚无相关报道。因此，本研究拟构建 IL-21
与乙型肝炎病毒前 S2S（Pre-S2S）抗原的基因融合真核表达载

体，为进一步研究该融合载体疫苗在体内试验中相关免疫细胞

和免疫分子功能的影响及相应作用机制奠定基础。

1 材料与方法

·基础研究·
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摘要 目的：构建白细胞介素 -21（interleukin-21, IL-21）和乙型肝炎病毒前 S2S 抗原（S2S）的融合表达质粒，并研究其在 293T 细胞

中的表达。方法：采用 PCR 方法扩增 IL-21 和 HBV 前 S2S 基因片段，分别克隆入 pcDNA3 真核表达质粒，用分子克隆方法构建

融合表达质粒，并以脂质体 2000 转染 293T 细胞，分别应用 ELISA 法和 Western Blot 法检测细胞上清及细胞中 IL-21 和 HBsAg
的表达水平。结果：经酶切鉴定及 DNA 序列证实重组质粒内插入片段序列正确，三种重组质粒分别命名为 pcDNA-IL-21、
pcDNA-S2S 和 pcDNA-IL-21-S2S，并且重组质粒能在 293T 细胞内表达并分泌相关蛋白。结论：成功构建 IL-21 和乙型肝炎病毒

前 S2S 抗原的融合表达质粒，重组质粒能在真核细胞内表达。
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图 1 重 组 质 粒 的 酶 切 鉴 定 ：M：DNA Marker；1. pcDNA-IL-21 应 用

Hind III 和 Kpn I 酶切鉴定；2. pcDNA-S2S 应用 Kpn I 和 EcoR V 酶

切鉴定；3. pcDNA-IL-21-S2S 应用 Hind III、Kpn I 和 EcoR V 酶切鉴

定；4. pcDNA-IL-21-S2S 应用 Hind III 和 EcoR V 酶切鉴定

Fig.1 Enzyme digestion of recombinant plasmids：M: DNA Marker; 1.

pcDNA-IL-21 was digested by Hind III and Kpn I; 2. pcDNA-S2S was

digested by Kpn I and EcoR V; 3. pcDNA-IL-21-S2S was digested by

Hind III, Kpn I and EcoR V; 4. pcDNA-IL-21-S2S was digested by Hind
III and EcoR V

1.1 主要试剂

RNA 提取试剂盒（Qiagen 公司）；高保真 Taq 酶（Takara 公

司）；限制性内切酶 Hind III、Kpn I、EcoR V（NEB 公司）；T4
DNA 连接酶（Promega 公司）；质粒提取试剂盒（Qiagen 公司）；

DMEM 高糖培养液（Hyclone 公司）；胎牛血清（FBS, Invitrogen
公司）；脂质体 2000（Invitrogen 公司）；HBsAg ELISA 检测试剂

盒 （北京科华公司）；鼠 IL-21 ELISA 检测试剂盒（eBioscience
公司）；抗 PreS2 单克隆抗体（Santa Cruz 公司）；抗 IL-21 单克

隆抗体（Bio Legend 公司）；辣根过氧化物酶（horseradish peroxi-
dase, HRP）标记山羊抗鼠 IgG（Santa Cruz 公司）；显色液 A 和

B（Cell Signaling 公司）。
1.2 菌种、质粒及细胞

DH5 感受态细菌购自天根公司；293T 细胞和 pcDNA3 真

核表达质粒由本室保存；包含 HBV 全基因组的质粒由美国耶

鲁大学病理学系 Michael D. Robek 教授惠赠。
1.3 IL-21 与 HBV S2S 目的基因的扩增与真核表达质粒的构建

取正常 BALB/c 小鼠脾脏，研磨后分离脾细胞，抽提总

RNA 后反转录制备 cDNA 模板，用鼠 IL-21 上下游引物，对鼠

IL-21 序列进行 PCR 扩增，凝胶电泳分离后对 PCR 片段进行

胶回收，用 Hind III 和 Kpn I 酶切后连接入 pcDNA3 真核表达

质粒中，测序正确后命名为：pcDNA-IL-21(片段大小：438bp)；
以 HBV 全基因组质粒为模板，用 S2S 上下游引物，对 HBVS2S
基因片段进行 PCR 扩增，凝胶电泳分离后对 PCR 片段进行胶

回收，用 Kpn I 和 EcoR V 酶切连接入 pcDNA3 真核表达质粒

中，测序正确后命名为：pcDNA-S2S（片段大小：846bp）；用

Hind III 和 Kpn I 分别对 pcDNA-IL-21 和 pcDNA-S2S 进行双

酶切，回收 IL-21 片段和 pcDNA-S2S 片段后应用 T4 DNA 连

接酶进行连接，测序正确命名为：pcDNA-IL-21-S2S（片段大小：

1284bp），此质粒含有 IL-21 和 S2S 融合基因片段。引物序列如

下：IL-21 上游引物：5'-CCA AGC TTA TGG AGA GAA CAC
TGG TCT GC-3'（下划线为 Hind III 酶切位点）；IL-21 下游引

物：5'-GGG GTA CCG GAG AGG TGC TGG TGA ATC AT-3'
（下划线为 Kpn I 酶切位点）。S2S 上游引物：5'-CGG GTA CCA
TGC AGT GGA ATT CCA CAA CC-3'（下划线为 Kpn I 酶切位

点）；S2S 下游引物：5'-CCG A TA TCT TAA ATG TAT ACC
CAA AGA CA-3'（下划线为 EcoR V 酶切位点）。
1.4 重组质粒转染细胞

将处于指数生长期的 293T 细胞（约 1×105 个细胞）接种

于 24 孔细胞培养板中，将 2 μg pcDNA3、pcDNA-IL-21、pcD-
NA-S2S 和 pcDNA-IL-21-S2S 与分别 5 μL 脂质体 2000 混合，

室温静置 20 min 后加入 293T 细胞，置培养箱中培养 6 h 后换

液，细胞于含 10 %FBS 的 DMEM 中继续培养。
1.5 ELISA 法和 Western Blot 法分别检测 HBsAg 和 IL-21 的

表达

转染 48 h 后分别收集细胞和上清，裂解细胞后应用 West-
ern Blot 法检测细胞中 HBsAg 和 IL-21 的表达，应用 ELISA 法

检测培养上清中 HBsAg 和 IL-21 的水平。

2 结果

2.1 重组质粒 pcDNA-IL-21、pcDNA-S2S、pcDNA-IL-21-S2S 的

双酶切鉴定

经 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定，在约 450 bp、850 bp、1300 bp
处可见三条明显的 DNA 条带，与目的基因大小相符，测序结果

正确。酶切产物电泳结果见图 1。

2.2 转染细胞中 HBsAg 和 IL-21 的表达

293T 细胞转染 48 h 后收集细胞裂解后行 SDS-PAGE 电

泳，分别应用抗 PreS2 抗原和抗 IL-21 抗体进行 Western Blot
检测，结果发现，应用抗 PreS2 抗体检测，pcDNA3-S2S 转染的

细胞在约 33 kD 处检测到蛋白表达，pcDNA3-IL-21-S2S 转染

细胞在约 50 kD 处检测到蛋白表达；应用抗 IL-21 抗体检测，

pcDNA3-IL-21 转染细胞在约 17 kD 处检测到蛋白表达，pcD-
NA3-IL-21-S2S 转染细胞在约 50 kD 处检测到蛋白表达，与预

期大小一致。
2.3 转染细胞分泌 HBsAg 和 IL-21 的水平检测

293T 细胞转染 48 h 后收集培养上清，应用 ELISA 法检测

上清中 HBsAg 和 IL-21 的分泌水平，结果发现，pcDNA3-IL-21
和 pcDNA3-S2S 转染的细胞上清中分别检测到高水平的 IL-21
和 HBsAg 表达，pcDNA3-IL-21-S2S 转染的细胞上清中可检测

到两种蛋白的表达，但是水平仅约为 pcDNA3-IL-21 和 pcD-
NA3-S2S 转染细胞表达水平的 1/3。

3 讨论

T 细胞免疫在控制和清除病毒中的重要作用已被多方证

实。HBV 感染时存在着 T 细胞功能衰竭现象，阻碍了机体免疫

应答对 HBV 的清除，但其中的机理至今尚不甚清楚 [10,11]。IL-21
是近年新发现的重要细胞因子，最新研究表明，CD4+T 细胞分

泌的 IL-21 可增强慢性病毒感染过程中 CD8+T 细胞应答，维持

CD8+T 细胞的杀伤功能，在清除病毒和控制感染慢性化中发挥

重要作用。目前已知在慢性 LCMV 感 染 中 ，IL-21 是 维 持

CD8+T 细胞的功能的重要细胞因子[5-9]。而在其与乙型肝炎病毒
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图 2 转染细胞中 HBsAg、IL-21 及融合蛋白的表达

Fig. 2 HBsAg, IL-21 and fusion protein expression in transfected 293T cells

图 3 转染细胞培养上清中 HBsAg 和 IL-21 的表达

Fig. 3 HBsAg and IL-21 expression in the supernatants of transfected 293T

cells

感染的关系中，近年来有研究表明，IL-21 在 HBV 感染不同临

床 表 现 患 者 外 周 血 CD4+T 细 胞 的 表 达 有 一 定 差 异 ，IL-21
CD4+T 细胞比例在急性乙型肝炎组、乙肝病毒携带组中较正常

对照组和慢重肝组有所升高，并且其与 Th17 细胞亚群有相关

性，提示 IL-21 在 HBV 感染的发病机制可能发挥一定作用
[12-15]。在另一篇文献报道中显示，血清 IL-21 水平可能是 HBeAg
阳转的生物学标记，其研究结果提示血清 IL-21 的增加与抗病

毒物质免疫应答的激活有关，而这种免疫应答可以控制 HBV
病毒复制及肝脏的炎症进展，并且可能为 HBeAg 检测呈阳性

的慢性乙肝患者的个性化抗病毒治疗做出贡献[16,17]。但是外源

性 IL-21 能否增强 HBV 特异性 T 细胞分泌细胞因子和细胞杀

伤功能尚无相关文献报道。
乙肝病毒表面抗原是乙肝病毒的包膜蛋白，由 3 种蛋白组

成 ：主 蛋 白（S protein）、中 蛋 白（PreS2+S）和 大 蛋 白（PreS1+
PreS2+S）。试验中我们选取中蛋白构建模型，因为相比小分子

蛋白，它包含 S2 基因编码即包含了更多潜在的 T 细胞表位，当

应用于免疫时，可保留抗原刺激所必需的特异的抗原表位，而

相比较于大分子蛋白，中型蛋白不含有 S1 片段，减少了因表达

较大蛋白抗原而对其分泌性的影响 [18-20]。因此本研究选取乙型

肝炎病毒表面抗原 S2S，与 IL-21 进行质粒融合构建，为今后在

体内研究融合 IL-21 的 S2S DNA 疫苗对小鼠肝脏和脾脏中相

关免疫细胞和免疫分子功能的影响及相应作用机制的研究做

铺垫，为证实 IL-21 可增强 T 细胞功能，及作为调节 HBV 感染

者免疫功能的候选药物，达到清除 HBV 这个目的奠定基础。为

进一步研究该融合载体疫苗在体内试验中相关免疫细胞和免

疫分子功能的影响及相应作用机制奠定基础。
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·重要信息·
《分子影像学》第二版已正式出版发行
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由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345) 一书已于 2010 年 9 月 14 日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型

专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际

分子影像学的最新进展。
《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医

学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir 教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7
名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13 名作为国内编委，还包括国内外共 40 名专

家参与编写。
全书共计 130 余万字，收录图片 378 幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10 章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳

入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。
应用篇共分 7 章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中

枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及

新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。
本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临

床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。
《分子影像学》精装本定价 260 元, 全国各大书店有售。
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