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ĴG2

细胞中的表达!建立
6̂X

阿德福韦酯耐药株"

\31&;&3

%的体外研究细胞模型&方法
!

设计保

守引物!从慢性乙型肝炎阿德福韦酯耐药患者血清中扩增全长
6̂X

基因组!利用
*UZA#0\

技术构建
&($

倍基因组长度的感染

性克隆质粒
C

6̂X&($

!转染肝癌细胞系
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E.,,.I?@ ĴG2H.DDD?@.,("1WHBJDI.KK.HF?L.D

+

?@G?N?FFG.E.

C

D?HMF?B@M@I./

C

E.,,?B@BKFG.?@K.HF?BJ,HDB@.

#

QG?D.1TXHBJDI@BF

?@G?N?FFG.E.

C

D?HMF?B@M@I./

C

E.,,?B@BKFG.?@K.HF?BJ,HDB@.(>-.*2/8(-.

!

3G.HB@,FEJHF.I?@K.HF?BJ,HDB@.

C

DM,-?I,

C

6̂X&($

$

\3

1&;&3

&

BK 6̂X1TXAE.,?,FM@F,FEM?@HM@.KK?H?.@FD

+

E.

C

D?HMF.M@I./

C

E.,,

C

EBF.?@?@L?FEB

#

?F,FEM@,K.HF.IH.DD,HM@N.J,.I?@FG.

,FJI

+

BK 6̂XE.

C

D?HMF?B@-.HGM@?,-M@IM@F?L?EMD,FJI

+

(

?&

5

@-'38

!

G.

C

MF?F?,6L?EJ,

%

!

MI.KBL?E

%

!

IEJ

O

E.,?,FM@H.

%

!

?@K.HF?BJ,HDB@.

!!

乙型肝炎病毒$

6̂X

&感染在全世界广泛流行#据文献报

道全球约有
')

亿人感染过
6̂X

#每年大约有
&))

万人死于因

6̂X

感染而继发的慢性乙型肝炎'肝硬化和原发性肝癌#严重

影响了人类的健康(

&A$

)

*开展
6̂X

研究的困难之一就是缺乏

很好的体内感染动物模型及体外感染细胞模型*目前#体外感

染的细胞模型主要以稳定表达
6̂X

的
.̂

C

!'('(&9

细胞系

为主(

7

)

*该
6̂X

的病毒基因型为
T

型'血清型为
M

+

Q

的野生

型(

9

)

*近年来#拉米夫定'阿德福韦酯'恩替卡韦及替比夫定等

核苷$类&抗病毒药物已经广泛应用于慢性乙型肝炎的临床治

疗*随着大范围'长时间的抗病毒药物治疗#

6̂X

耐药问题已

经成为临床慢性乙型肝炎治疗的棘手问题(

=

)

*相应的#构建各

种耐药株的感染性克隆用于
6̂X

复制机制以及抗病毒研究

已显得十分迫切与必要*大量研究证实#

6̂X

的
&(&

'

&('

'

&(

$

倍体重组质粒均能在人类的肝癌细胞系中完成核酸的复制

及相关蛋白的表达#其中
&($

倍体
6̂X

核酸复制水平和蛋白

表达水平是最高的(

2A;

)

*本研究从慢性乙型肝炎阿德福韦酯耐

药患者血清中扩增全长
6̂X

基因组#利用重叠延伸聚合酶链

反应$

*UZA#0\

&技术快速构建
&($

倍
6̂X

的感染性克隆质

粒
C

6̂X&($

$
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&#在体外验证了该感染性克隆的核酸

复制'蛋白表达以及抗病毒药物耐药情况*

A
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材料与方法

A(A

!

细胞培养
!

人肝癌细胞株
ĴG2

用含
&)8

胎牛血清

$

!?NHB

公司&'

&))5e

"
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青霉素'

&))

#

O

"

-"

链 霉 素 的

TWZW

培养基'

$2f

'

98 0U

'

的培养箱中培养*细胞株购自

中国典型培养物保藏中心$

00300

&*

A(B

!

方法

A(B(A

!

6̂X

阿德福韦酯耐药株基因组
TY1

的提取
!

6̂X

血清标本均来源于南通大学附属第三医院检验科#患者均长期

服用阿德福韦酯#并出现病毒学突破被诊断为阿德福韦酯临床

耐药#标本中
6̂X

的
TY1

载量在
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离试剂盒$北京鑫诺美迪公司&抽提
6̂XTY1

#提取方法严格

参照说明书#提取的
6̂XTY1

在
<')f

保存备用*

A(B(B

!

6̂X

全长基因组的克隆
!
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*以上述方

法提取的
6̂XTY1

为模板#采用高保真性聚合酶
_UT

C

DJ,

$

3B

+

BNB

公司&进行
#0\

扩增#

TY1

胶回收试剂盒$上海生工

生物有限公司&琼脂糖凝胶电泳胶回收
#0\

产物#用平末端克

隆载体试剂盒
C

Z1*gA6DJ@Fc.EBHDB@?@

O

S?F

$北京全式金公

司&连接目的片段和载体#然后转化感受态细胞
3U#&)

$

3?M@A

O

.@

公司&#涂板过夜培养#挑取单菌落#酶切鉴定#阳性菌落送

上海迈浦生物公司测序*测序结果采用
WZ!19

软件
6"1*3

分析*

A(B(C

!

利用
*UZA#0\

构建
&($

倍体
6̂X

!

利用
*UZA#0\

技术构建
6̂X

的感染性克隆
A&($

倍体
6̂X

$阿德福韦酯耐

药#

\31&;&3

&#命名为
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&#测序验证*

A(B(D

!

感染性克隆
ĴG2

细胞的转染及表达
!

感染性克隆

C

6̂X&($

$
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&用
"?

C

BK.HFM-?@.')))

$

5@L?FEB

O

.@

公

司&脂质体转染肝癌细胞系
ĴG2

#转染方法参照说明书*共

转染
$

种质粒#实验组为质粒
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&#转染空

载体
C

6DJ.,HE?

C

F_*

$

i

&$阴性对照&和
C

6̂X&($

$

0

&质粒$阳

性对照&*转染后
=G

换液#

7;G

后分别吸取培养上清液和收

集细胞#通过免疫印迹实验检测蛋白表达水平#

\.MDAF?-.#0\

检测复制水平*

A(B(E

!

免疫印迹试验
!

裂解转染后的
ĴG2

细胞#上样#

*T*A

#1!Z

电泳#电泳结束后转膜#转膜后
98

脱脂奶粉封闭
&G

#

一抗
7f

孵育过夜*一抗使用浓度如下!鼠抗
Â 6,

单克隆抗

体
&[&)))

稀释#兔抗
Â 6H

单克隆抗体
&[7)))

稀释#兔抗
A

!1#T̂

单克隆抗体
&[&)))

稀释#抗体均购自
*M@FM0EJP

公

司*孵育结束后洗膜#加二抗室温孵育
&G

#二抗使用浓度如

下!

\̂#

标记的羊抗
A

鼠
5

O

!&[9)))

稀释#

\̂#

标记的驴抗
A

兔
5

O

!&[9)))

稀释#二抗均购自
*?

O

-M

公司*孵育结束后洗

膜*用化学发光显色试剂盒
5--BN?DB@a.,F.E@

$

W?DD?

C

BE.

公

司&暗室显影*

A(B(G

!

\.MDAF?-.#0\

试验
!

采用
6̂X

实时荧光定量试剂

盒$上海科华生物工程有限公司&检测转染后分泌到培养基上

清液中的
6̂XTY1

载量#具体操作步骤以及扩增条件按照

产品说明书进行#

#0\

仪$

16529))

&*

A(B(J

!

药物敏感试验
!

感染性克隆
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&转

染
ĴG2

肝癌细胞系
&'G

后#换成含不同浓度拉米夫定$

)

'

)(9

'

&

'

'

#

O

"

-"

&的培养基和不同浓度阿德福韦酯$

)

'

)(9

'

&

'

'

#

O

"

-"

&培养基#继续培养
$=G

#分别收集上清液和细胞#检测

核酸复制水平和蛋白表达水平*

B

!

结
!!

果

B(A

!

6̂X

阿德福韦酯耐药株基因组的克隆
!

收集
2

份
6̂X

阿德福韦酯耐药患者血清#提取
6̂XTY1

*以提取的
6̂X

TY1

为模板#采用高保真性聚合酶进行扩增*

#0\

扩增后与

载体连接#转化大肠杆菌
3U#&)

并涂板#挑取单克隆酶切鉴

定#结果显示!在载体中插入了一个大小约
$'))N

C

的
TY1

片段#阳性克隆送测序*测序结果
6"1*3

分析显示#克隆到

的这株
6̂X

#基因组的
0

'

h

'

#

和
*

区
7

个
U\4

区均完整无

致死性突变#但在反转录区
&;&

位置出现了
1

*

3

的突变#表

明克隆的这株
6̂X

发生了阿德福韦酯的基因型耐药#将克隆

到的这株阿德福韦酯耐药的
6̂X

全长基因组命名为
C

6̂X

$

\31&;&3

&*

以克隆到的
C

6̂X

$

\31&;&3

&为模板进行亚克隆#通过

*UZA#0\

构建
&($

倍体
6̂X

感染性克隆#将构建的亚克隆

&($

倍体
6̂X

重组质粒以及空载体
C

6DJ.,HE?

C

F_*

$

i

&进行

酶切鉴定#

&($

倍体
6̂X

重组质粒单酶切后呈线性片段#约

2)))N

C

#

ZHB\

'

和
*MD

'

双酶切后可见
$)))N

C

位置和接近

7$))N

C

位置有两条明显的条带#即载体
C

6DJ.,HE?

C

F_*

$

i

&

和目的片段
6̂X&($

#证实
&($

倍体
6̂X

重组质粒构建成功#

命名为
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&*

B(B

!

感染性克隆
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&的体外复制

B(B(A

!

转染细胞表达乙型肝炎表面抗原$

6̂,1

O

&'乙型肝炎

核心抗原$

6̂H1

O

&

!

为了验证感染性克隆
C

6̂X&($

$

\3

1&;&3

&能否在
ĴG2

细胞中表达
6̂,1

O

'

6̂H1

O

#本研究进

行了转染实验*感染性克隆
C

6̂X&($

$

\3 1&;&3

&转染

ĴG2

细胞
7;G

后#分别收集转染
C

6̂X&($

$

\3 1&;&3

&

ĴG2

细胞培养上清液以及转染细胞#同时以未转染质粒的

ĴG2

细胞为阴性对照#转染
C

6̂X&($

$

0

&的
ĴG2

细胞为阳

性对照*免疫印迹实验结果显示!和阳性对照一样#转染
C

Â

6X&($

$

\31&;&3

&的
ĴG2

细胞的均明显表达蛋白
6̂,1

O

'

6̂.1

O

#而阴性对照无相应蛋白表达*

B(B(B

!

转染细胞分泌
6̂XTY1

!

为检测转染细胞是否分泌

6̂X

颗粒#利用荧光探针
#0\

法检测培养上清液中
6̂X

TY1

的载量#结果显示!和阳性对照一样#转染
C

6̂X&($

$

\3

1&;&3

&的
ĴG2

细胞上清液中
6̂XTY1

的滴度达到
&)

=

HB

C+

"

-"

#而阴性对未检测到
6̂XTY1

*

B(C

!

抗病毒药物敏感性检测
!

为检测转染
C

6̂X&($

$

\3

1&;&3

&的
ĴG2

细胞对药物的敏感性#将抗病毒治疗药物拉

米夫定'阿德福韦酯加入到
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&的
ĴG2

细

胞中*在加入拉米夫定后#

6̂X

感染性克隆表达的蛋白
6̂A

,1

O

'

6̂.1

O

明显受到抑制#且与药物剂量正相关*而加入阿

德福韦酯后#

6̂X

感染性克隆表达的蛋白
6̂,1

O

'

6̂.1

O

不

受抑制*实验表明#所构建的感染性克隆
C

6̂X&($

$

\3

1&;&3

&转染
ĴG2

后#对拉米夫定敏感#对阿德福韦酯耐药*

C

!

讨
!!

论

此前的报道中#构建
6̂X

感染性克隆采用的方法一般都

是以扩增的
6̂X

基因组短片段基础上#通过几次酶切连接#

拼接成
6̂X

感染性克隆(

&)A&&

)

*这种方法耗时耗力#还受到酶

切效率及酶切特异性的限制#很难精准构建合适起止位点的

&($

倍体
6̂X

感染性克隆*

*UZA#0\

技术采用具有互补末

端的引物#使模板链之间形成了重叠区域#从而在随后的延伸

过程中沿着重叠部分延伸#将两条具有部分重叠区域的模板链

拼接起来(

&'A&$

)

*该技术能够对目的基因进行快速'方便的片

段重组#并且不需要内切酶和连接酶处理#利用该技术也能快

速地将两条短片段合成一条长片段(

&7

)

*通过精巧的引物设

计#在线性
6̂X

全基因组序列前面增加了一组内源性的

6̂X

增强子和启动子#由此构建的
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&感

染性克隆转染
ĴG2

细胞后#将依赖自身启动子启动转录翻

译#这样可以充分反映
6̂X

病毒株的自身转录情况#有利于

研究
6̂X

复制和转录翻译的全过程*

在本研究中#从
6̂X

阿德福韦酯耐药患者血清中扩增得

到
&

株完整的
6̂X

基因组#经局部系列比对基本检索工具分

析显示#该株病毒基因组的
0

'

h

'

#

和
*

区
7

个
U\4

区均完整

无致死性突变#并且在反转录区
&;&

位置出现了
1

*

3

的突

变#表明发生了抗病毒药物阿德福韦酯基因型耐药*以克隆到

的
6̂X

全基因组为模板#通过
*UZA#0\

快速构建了
&($

倍

+

2='$
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体
6̂X

感染性克隆
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&*

C

6̂X&($

$

\3

1&;&3

&是完整的病毒复制体#包含了
9b

末端增强子
Z@G

'

'

Z@G

$

'复制起始位点$

T\&

和
T\'

&'前基因组转录起始位点'

h

开放读码框等#可转录产生
$(9

'

'(7

'

'(&

'

)(;_N

等所有

6̂X

转录产物(

&9A&=

)

*

最后#将
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&感染性克隆转染
ĴG2

细

胞系*通过免疫印迹实验和
E.MDAF?-.#0\

等方法#验证了感

染性克隆核酸复制及特异性蛋白合成的能力#结果显示构建的

C

6̂X&($

$

\31&;&3

&感染性克隆具备完整的核酸复制及蛋

白合成能力*而且#该感染性克隆对抗病毒药物拉米夫定敏

感#对抗病毒药物阿德福韦酯耐药*因此#构建的
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&感染性克隆可用于
6̂X

基础研究及临床抗病毒

药物耐药研究*

本研究将
C

6̂X&($

$

\3 1&;&3

&感染性克隆瞬时转染

ĴG2

细胞株#

6̂X

在细胞内的复制以及相关蛋白的表达在

转染
7;G

后达到峰值#随着时间的推移病毒的复制以及相关

蛋白的表达都逐渐下降#因此将
C

6̂X&($

$

\31&;&3

&感染性

克隆稳定转染
ĴG2

细胞株#构建稳定表达的细胞株将是下阶

段实验的重点#为进一步研究
6̂X

的结构和功能'表达与调

控'病毒与宿主的关系'抗病毒药物的筛选提供研究工具*
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