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摘要：目的 体外克隆表达C17orf77重组蛋白，制备其多克隆抗体，初步探索该蛋白

的生物学作用，观察其细胞系分布特征。方法 以HepG2细胞cDNA为模板，PCR扩增

C17orf77目的基因片段，构建pET-32a（＋）-C17orf77原核表达载体。转化大肠埃希

菌，IPTG诱导C17orf77重组蛋白表达并进行Western blot鉴定。以重组蛋白免疫大耳

白兔，获得兔抗C17orf77蛋白多克隆抗体，并分析其特异性及检测效价。MTT法观

察不同浓度重组蛋白对HepG2细胞增殖的影响。利用Western blot观察C17orf77蛋白在

HepG2、L02、LX2和Jurkat细胞系的表达情况。结果 PCR扩增获得C17orf77基因片段，

成功诱导表达了C17orf77重组蛋白。制备了多克隆抗-C17orf77，ELISA检测抗体效

价＞ 1∶1 280 000。不同浓度C17orf77重组蛋白对HepG2细胞无明显增殖促进或抑制活

性（P ＞ 0.05）。C17orf77蛋白在HepG2、L02、LX2和Jurkat细胞系均有分布。结论 利

用体外克隆表达的C17orf77重组蛋白可制备效价和特异性均较高的多克隆抗体。HBV

感染相关基因C17orf77在体外肝脏的间质和实质细胞，以及CD4+ T细胞系（Jurkat细

胞）均有不同程度的表达。提示该基因可能与HBV感染的致病过程相关。
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Abstract: Objective To clone, express and purify C17orf77 recombinant protein for 

preparation of specific polyclonal antibody and to determine the expression of C17orf77 

protein in different cell lines, and further elucidate its biological function. Methods PCR 

was applied to amplify the gene C17orf77 in vitro. pET-32a (＋)-C17orf77, the recombinant 

protein prokaryotic expression vector, was transformed into E. coli. Then IPTG was taken 
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as the inductive agent to obtain C17or77 recombinant protein, which was analyzed by the 

recombinant protein with sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) and Western blot. Specific polyclonal antibody was derived from rabbits immunized 

by recombinant protein. ELISA and Western blot were applied to test its titer and specificity, 

respectively. MTT cell proliferation experiment was carried out to observe the effects of 

different concentration of recombinant protein on proliferation of HepG2 cells. Western blot 

was used to observe the expression of C17orf77 protein in HepG2, L02, LX2 and Jurkat cells, 

respectively. Results The C17orf77 recombinant protein was expressed in a large quantity. 

Data of ELISA indicated that the titer of polyclonal antibody was higher than 1∶1 280 000. 

And the antibody also had a good specificity, which was confirmed by Western blot. C17orf77 

recombinant protein had no impact on the proliferation of HepG2 cells (P ＞ 0.05). C17orf77 

protein could be observed in all HepG2, L02, LX2 and Jurkat cell lines. Conclusions Through 

C17orf77 recombinant protein, we can prepare the polyclonal antibody with great titer and 

good specificity. Human novel gene C17orf77 expresses in HepG2, L02, LX2 and Jurkat 

cells at different level, suggesting that it may participate in the pathogenic processes of HBV 

infection related diseases.
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乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）在肝

细胞中复制和释放，与机体免疫系统发生复杂的相

互作用，导致机体特异性免疫反应减弱、非特异性

免疫反应增强，使HBV得以耐受宿主特异性免疫反

应而形成持续慢性感染，同时由于增强的非特异性

免疫反应导致肝脏炎性损害。然而，目前对于HBV

的免疫耐受机制及其造成肝脏炎性损害的分子机制

并不十分清楚。既往研究将HBV大蛋白（hepatitis 

B virus large surface protein，LHB）转染HepG2细

胞，发现LHB可以诱导多个基因的表达上调，包括

人类功能未知的C17orf77基因[1]。LHB具有双重跨

膜拓扑结构[2]，具有直接肝细胞毒性和致癌性、反

式激活增强病毒复制以及上调共价闭合环状HBV 

DNA（covalently closed circular HBV DNA，HBV 

cccDNA）拷贝数的作用[3-6]。同时LHB在肝细胞内

质网积聚是导致内质网应激，从而导致肝细胞损伤

的关键因素[5]。因此，C17orf77的表达可能与HBV

在肝细胞内复制或HBV感染导致的病理过程有关。

本研究旨在克隆表达人类HBV感染相关未知基因

C17orf77，并制备其多克隆抗体，为其功能研究奠

定工作基础。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂  人肝癌细胞系HepG2、人正常

肝细胞系L02、人白血病T细胞系Jurkat 及pET-32a

（＋）载体为本室保存；Taq酶、T4 DNA连接

酶、限制性核酸内切酶购自Promega公司；鼠抗

His单克隆抗体、辣根过氧化物酶（Horse radish 

peroxidase，HRP）标记的羊抗鼠IgG购自Santa Cruz

公司；辣根过氧化物酶底物A、B购自北京热景生

物公司；弗氏完全、不完全佐剂及蛋白分析试剂

盒购自美国Sigma公司；其余化学试剂均为国产分

析纯和生物化学试剂。体重2.5 kg雄性大耳白兔购

自北京大学医学部实验动物中心，动物许可证号

SCXK（京）2001-0008。引物合成由上海生工生物

技术有限公司完成。

1 . 2  C 1 7 o r f 7 7基因的扩增   根据C 1 7 o r f 7 7

编 码 区 信 号 肽 以 外 的 基 因 序 列 设 计 合 成

一 对 寡 聚 核 苷 酸 引 物 （ 上 游 引 物 ： 5 ' -

GGATCCTCTCTGTCTCCAAGCCAGCC-3’；下游引

物：5'-CTCGAGTCCCAGTGGAAGTGTTC-3’），
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在基因序列分别5'-端和3'-端分别引入Bam  H 

Ⅰ、Xho Ⅰ酶切位点。Trizol法提取PBMC、L02、

HepG2细胞总RNA，PCR扩增C17orf77基因片段。

反应条件：95 ℃ 5分钟； 95 ℃ 30秒，62 ℃ 30秒，

72 ℃ 1分钟，35个循环；72 ℃ 10分钟；4℃放置。

1%琼脂糖凝胶鉴定扩增结果，PCR产物纯化回收。

1.3 pET-32a（＋）-C17orf77原核表达载体的构

建  以T4 DNA连接酶连接纯化回收的C17orf77基因

片段和pGEM-T vector，将连接体系转化大肠埃希

菌DH5α，提取pGEM-T-C17orf77质粒进行测序比

对。pGEM-T-C17orf77质粒和pET-32a（＋）载体同

时以限制性内切酶Bam H Ⅰ、Xho Ⅰ进行双酶切，

以T4 DNA连接酶连接，测序比对，构建pET-32a

（＋）-C17orf77原核表达载体。

1.4 重组蛋白的诱导表达   正确构建的pET-32a

（＋）-C17orf77原核表达载体转化表达菌株大肠埃

希菌Rosetta感受态细胞，－80 ℃保菌备用。

pET-32a（＋）-C17orf77的Rosetta菌液100 μl接

种于5 ml LB培养基中，次日1︰50（V/V）扩大培

养，37 ℃摇菌至菌体密度A值为0.6～0.8，加入诱

导剂IPTG至终浓度为1 mmol/L，30 ℃继续培养4 小

时后离心9000 r/min，15分钟。菌斑反复冻融及超

声破碎[7]，收集上清，标记为a液；收集两次包涵体

洗涤上清，分别标记为b、c液；收集包涵体溶解上

清，标记为d液。4 ℃缓慢透析d液，除去高浓度的

尿素，使蛋白复性，以PEG20000浓缩蛋白，BCA

法测定蛋白浓度，－80 ℃保存备用。

1.5 C17orf77重组蛋白的Western blot鉴定  C17orf77

重组蛋白变性后进行SDS-PAGE电泳，转膜，常规

封闭；以鼠抗His单克隆抗体作为一抗，1︰1000稀

释；以羊抗鼠HRP-IgG作为二抗，1︰2000稀释；

electrochemiluminescence（ECL）显影。

1.6 兔抗C17orf77重组蛋白多克隆抗体的制备  体

重2.5 kg大耳白兔2只，以复性的C17orf77重组蛋

白对其进行免疫。分别于大耳白兔饲养起始后1、

3、4、5周时对其进行免疫，采用兔颈部、背部、

腹股沟多点皮下注射及臀部肌肉注射，注射剂量依

次为C17orf77蛋白1 mg（以等体积弗氏完全佐剂乳

化）、0.5 mg（以等体积弗氏不完全佐剂乳化）、

0.5 mg（同第3周）、0.5 mg（同第3周）。于饲养

0周、1周、3周、4周时兔耳缘静脉采血，留血清，

依次记为阴性对照、一免后血清、二免后血清、

三免后血清。将4种血清应用ELISA法分析抗体效

价。第5周加强免疫3天后，腹主动脉插管法采集兔

全部血清，－80 ℃保存备用。

1.7 酶联免疫吸附试验（ELISA）分析抗体效价  重

组蛋白浓度2 µg/ml，每孔100 μl常规包被96孔酶标

板（留1孔作空白对照，空白对照不包被抗原），

封板4 ℃孵育过夜；取过夜包被板置37℃孵育1小

时；PBST洗板5遍；每孔加100 μl PBST-5% BSA，

封闭，37 ℃孵育2小时；PBST洗板5遍；依次加入

PBST稀释的兔血清（稀释浓度为1︰1250、1︰2500、

1︰5000、1︰10 000、1︰20 000、1︰40 000、1︰80 000、

1︰160 000、1︰320 000、1︰640 000、 1︰1 280 000）

100 μl，每个浓度选择2个复孔做对比，同时选择

1复孔做阴性对照，37 ℃孵育2小时；PBST洗板5

遍；每孔加入100 μl 1︰5000 PBST-5% BSA稀释的

HRP标记羊抗兔IgG，37 ℃孵育40分钟；PBST洗

板5遍；加辣根过氧化物酶底物  A、B各50 μl显

色，37 ℃孵育15分钟，加终止液50 μl，酶标仪

490 nm/630 nm紫外光检测。

1.8 兔抗C17orf77多克隆抗体的纯化及抗体特异性

检测  利用A蛋白亲和层析法纯化抗体，SDS-PAGE

电泳观察抗体浓度及纯度，测定抗体浓度，分装，

－80 ℃保存备用。C17orf77重组蛋白SDS-PAGE电

泳后转膜，将抗体按不同比例稀释，作为一抗；以

羊抗兔抗体为二抗，1︰2000稀释；ECL显影。

1.9 MTT细胞增殖实验检测C17orf77重组蛋白

对HepG2细胞增殖的影响   收集对数期细胞，按

2000个/孔铺板；2.5% CO2，37 ℃孵育，至细胞单

层铺满孔底，分别加入浓度为0、0.1、1、10、20、

50、100、200 ng/ml的蛋白，同时设置复孔和调零

孔，培养48小时。每孔加入10 μl 0.5% MTT溶液，

继续培养4 小时后弃上清，每孔加入150 μl二甲基亚

砜（DMSO），低速振荡使结晶物充分溶解；酶联

免疫检测仪测量吸光值。利用不同代次细胞重复
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54个复孔。

1.10 C17orf77编码蛋白在不同细胞系的分布特征  提

取HepG2、L02、LX2、Jurkat细胞总蛋白，变性后

进行SDS-PAGE电泳，GAPDH和C17orf77蛋白分别

转膜，常规封闭。GAPDH以鼠抗GAPDH单克隆抗

体作为一抗，1︰1000稀释，以羊抗鼠HRP-IgG作

为二抗，1︰2000稀释，ECL显影。C17orf77蛋白以

所制备兔抗C17orf77多克隆抗体为一抗，1︰500稀

释，以羊抗兔HRP-IgG作为二抗，1︰1000稀释，

ECL显影。

1.11 统计学处理  应用SPSS 13.0统计软件，对

MTT细胞增殖实验数据进行单因素方差分析（ONE 

WAY ANOVA），P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 C17orf77重组蛋白的表达和鉴定  以人外周血

单个核细胞（peripheral blood mononuclear cell，

PBMC）和HepG2细胞cDNA为模板，PCR扩增可得

到C17orf77基因除去信号肽部分的片段为669 bp；

经Bam H Ⅰ、Xho Ⅰ双酶切鉴定及测序，基因片段

成功插入pET-32a（＋）载体，重组蛋白原核表达

载体pET-32a（＋）-C17orf77构建成功，见图1。

经Bam H Ⅰ、Xho Ⅰ双酶切鉴定，证明pET-

32a（＋）-C17orf77成功转化入表达菌株大肠埃希

菌Rosetta。以30 ℃ 1 mmol/L IPTG诱导4小时，得

到杂蛋白较少的包涵体蛋白。针对重组蛋白His标

签进行Western blot证实为目的蛋白，即C17orf77重

组蛋白，见图2。

2.2 C17orf77蛋白多克隆抗体的制备  纯化后的

C17orf77多克隆抗体经SDS-PAGE电泳可见，条带

清晰，纯度和浓度较高，见图3。ELISA法分析抗

体效价，3次测量值和免疫前（即阴性对照）的比

值均＞ 2.1，抗体效价可达1︰1 280 000，见表1。

Western blot鉴定抗体具有良好的特异性（图3）。

2.3 C17orf77重组蛋白对HepG2细胞增殖的影响  体

外培养的HepG2细胞，分别以不同浓度C17orf77重

组蛋白刺激后，进行MTT显色，读取各复孔吸光度

A值（每组54个复孔）。应用SPSS 13.0统计软件，

对数据进行单因素方差分析，结果显示P ＞ 0.05，

这表明C17orf77蛋白对HepG2细胞的增殖无明显促

进或抑制作用，见图4。

2.4 C17orf77蛋白在不同细胞系的表达特征  Western 

b lo t鉴定结果显示，C17orf77蛋白在HepG2、

Jurkat、L02、LX2细胞中均有表达，但表达量存在

差异。4种细胞系间平行比较，则该蛋白在肝癌细

胞HepG2和肝间质细胞LX2表达量相对较高，在人

白血病T细胞Jurkat和肝实质细胞L02中表达量低，

见图5。

3 讨论

HBV感染宿主后可启动多种免疫反应，以保护

机体和清除病毒，同时尽可能减少免疫反应对机体

自身的损害。HBV为非致细胞病变性病毒，但HBV

感染引起的过度炎性反应及病毒清除过程中对肝细

图 1 pET-32a（＋）-C17orf77重组表达载体的构建
注：A图为不同细胞cDNA模板扩增C17orf77，其中1为阴性对照，2为PBMC，3为L02，4为HepG2，5为DNA Marker（DL 2000）。B图为pET-32a

（＋）-C17orf77双酶切鉴定电泳图，其中1～5为不同单克隆菌落质粒双酶切结果，6为DNA Marker（DL 15000）。箭头所指为C17orf77，669 bp
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图 2 C17orf77重组蛋白诱导表达结果
注：A图中1为DNA Marker（DL 15000）， 2～4为pET-32a（＋）-C17orf77转化大肠埃希菌Rossetta双酶切鉴定。B图为蛋白诱导电泳图，其

中1为超声碎菌上清（a液），2为洗涤液洗涤上清（b液），3为去离子水洗涤上清（c液），4为包涵体溶解上清（d液），最明显的条带为目的蛋白
C17orf77，相对分子质量约43 000，5为蛋白Marker。C图为C17orf77重组蛋白Western blot鉴定

表 1 多克隆抗体ELISA分析

抗体滴度

1︰5 000 1︰10 000  1︰20 000 1︰80 000 1︰320 000 1︰1 280 000

空白对照 0.136 0.163 0.082 0.151 0.095 0.079

免疫前 3.530 0.465 0.265 0.148 0.118 0.144

第1次免疫 5.460 5.186 5.183 4.990 2.927 0.138

第2次免疫 5.788 6.000 5.806 6.000 4.913 3.080

第3次免疫 5.837 5.644 5.581 5.675 4.982 3.435

图 3 C17orf77多克隆抗体的纯化及Western blot鉴定
注：A图为纯化C17orf77多克隆抗体SDS-PAGE电泳，其中1～8为不

同浓度的纯化抗体，9为蛋白Marker；H为重链，L为轻链。B图为抗体
特异性Western blot鉴定，其中1～7抗体稀释浓度依次为：1︰5000、
1︰10 000、1︰20 000、1︰40 000、1︰80 000、1︰160 000、1︰320 000

图 4 C17orf77蛋白对HepG2细胞增殖的影响
注：各组A值均数进行比较，P ＞ 0.05

胞的破坏，往往导致严重的肝细胞损伤。肝脏的炎

性损害一旦启动，若未进行干预，可进展为肝纤维

化、肝硬化，甚至肝癌[8]。本研究基因芯片的结果

显示，C17orf77基因在转染HBV大蛋白的HepG2细

胞中表达上调，提示该基因可能参与了HBV感染相

关肝病的发生发展过程。

生物信息学分析结果显示，功能未知基因

C17orf77位于人类第17号染色体q25.1，开放读码框

全长729 bp，编码243 aa，其中1～19 aa为信号肽，

第136位天冬酰胺为糖基化修饰位点，是一种分泌

糖蛋白。本研究已成功克隆表达了人类功能未知基

因C17orf77重组蛋白，制备了相应的兔抗多克隆抗

体，且证明所制备多克隆抗体具有较高的效价和较

强的特异性，为该基因进一步的功能研究奠定了良

好的基础。

HBV感染引起肝细胞损伤的机制十分复杂，



《中国肝脏病杂志（电子版）》2013年 第5卷 第1期                                   ·论著· 17

图 5 C17orf77蛋白的细胞系分布特征
注：GAPDH相对分子质量34 000；C17orf77蛋白相对分子质量约27 000

需要机体固有免疫及HBV特异性适应性免疫系统

的共同参与。动物模型的研究表明，肝脏内抗原

特异性细胞及其活化的抗原非特异细胞和效应分

子共同参与了病毒性肝炎的发生[9]。同时凋亡、自

噬、内质网应激等概念也成为肝细胞损伤新的理

论基础[10,11]。C17orf77蛋白可由正常人外周血单个

核细胞cDNA扩增得到，在人白血病T细胞系Jurkat

中也有少量表达，这表明C17orf77蛋白可作为一种

调节因子或效应分子参与HBV感染后机体的免疫过

程，其可能发挥的作用和相应的机制尚有待探讨。

肝细胞是HBV感染的靶细胞，因此除外机体

免疫状态的影响，肝脏微环境在抗病毒反应中亦

占有极其重要的地位。对肝脏局部免疫反应的研

究焦点主要集中于肝内淋巴细胞，然而肝脏2/3细

胞为肝实质细胞，此外还有肝间质细胞、肝窦内皮

细胞（liver sinusoidal endothelial cell，LSEC）、肝

巨噬细胞（Kupffer细胞）和树突状细胞（dendritic 

cell，DC）等。这些肝脏细胞也可产生细胞因子，

刺激炎性反应、提呈抗原以及活化T细胞，但相

关机制尚未阐明 [12-14]。因此利用本研究所制备的

抗体，首先观察了该基因编码蛋白在体外培养的

不同细胞系内的表达特征。结果显示，C17orf77

蛋白在人正常肝细胞系（L02）、肝星状细胞系

（LX2）、肝癌细胞系（HepG2）和人白血病T细

胞系（Jurkat）均有表达，但表达量各有差异。

HepG2和LX2细胞中表达量较高，L02和Jurkat细胞

中表达量低。人正常肝细胞L02中C17orf77蛋白表

达量低，而肝癌细胞HepG2中该蛋白表达相对较

高，这提示该基因可能与肝癌发生发展过程相关，

其具体的分子生物学作用和机制还在研究过程中。

LX2为肝星状细胞系，肝星状细胞在肝脏损伤修复

过程及肝纤维化、肝硬化等病理过程中发挥极其重

要的作用[15,16]（图5），C17orf77蛋白在肝星状细胞

系中存在较高水平的表达。当然，C17orf77蛋白是

一种分泌蛋白，其可能通过自分泌或旁分泌的途径

作用于自身或周围细胞，也可能通过远距离分泌作

用于其他组织器官，发挥不同的生理功能。

根据目前的观察结果，不同浓度的C17orf77重

组蛋白对HepG2细胞的增殖无明显的促进或抑制

作用（MTT实验），这表明C17orf77蛋白可能对

HepG2细胞的增殖无影响，有关该基因对肝实质和

间质细胞功能的影响以及其在HBV复制过程中的作

用还需要更进一步的研究探索。C17orf77作为一个

功能未知的新基因，其功能可能与HBV感染后的多

环节多过程有关，相应的功能研究还在进行中。
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