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庚型肝炎病毒 !"区 #$%&在毕赤酵母中的表达及抗原性鉴定

王卓华 叶 凯 徐 洪 马辉文"

（武汉大学药学院生物技术药学系 武汉 1%$$5#）

童立恒 彭习亮
（武汉市生物技术研究开发中心 武汉 1%$$%$）

摘 要 利用 ABC技术，从含有庚型肝炎病毒（DE&0BFGD&）包膜蛋白 9# .H*I（JJ8KL）的质粒 LD9M09#中，扩增得
到能够编码日本血吸虫谷胱甘肽硫转移酶（DN2）和 DE&0BFGD&包膜蛋白 9#的融合基因片段。将此长度为 !%#1KL
的 H*I片段插入到酵母表达载体 LAOB8P中，使之位于!0因子信号肽下游，且与之同框。通过电激转化将构建的重
组表达质粒 LAOB8P0DN209#插入到 3#0"#+ 4+&/(*#& DN!!J菌株染色体中。筛选 G;QR +>SQ 表型的转化子，震荡培养，用
$TJU甲醇诱导表达 J?后，在培养液中得到表达的 DN209#融合蛋白。经过表达条件的优化，DN209#蛋白可占培养
液中总蛋白的 J$U。通过谷胱甘肽亲和层析柱纯化，DN209#融合蛋白的纯度可达 8JU左右。以庚型肝炎病人血
清为探针，进行免疫印迹及 9VONI实验，结果表明该融合蛋白具有能被庚型肝炎病人血清特异性识别的抗原性。
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庚型肝炎是近年来发现的经血液、体液传染的

一种新型病毒性肝炎。其病原体是以单股正链

C*I为遗传物质的黄病毒科病毒 DE&0BFGD&（即庚
型肝炎病毒）。其基因组全长 8T! X 8T1YK，有一个大
的开放阅读框，能编码约 #8$$个氨基酸残基组成的
GD&多聚蛋白质。根据其 .H*I序列，该蛋白被划
分成 *端的 9!和 9#包膜蛋白区和其后的 *N!0*NJ
J种非结构蛋白区［! X %］。
近年来，表达 9#区重组蛋白、构建免疫学诊断

试剂一直是 DE&0BFGD&免疫学诊断试剂的研究热
点。然而，在原核表达系统中虽能获得大量表达的

GD&9# 蛋白，但是，由于表达的蛋白在翻译后不能
被正确地折叠和糖基化等翻译后修饰，因而所得到

的 GD& 9# 蛋白免疫原性很差，不能被病人血清中
抗 GD&抗体免疫识别［1］。一些学者利用重组的病
毒表达载体转染昆虫细胞、小鼠细胞进行表达［J，4］，

虽然表达的蛋白具有较好的免疫原性，但其操作繁

琐，耗时长，成本高，而且表达量不高。

甲醇营养型酵母———巴斯德毕赤氏酵母

（3#0"#+ 4+&/(*#&）作为一个新型的真核表达系统，具
有蛋白表达量高，表达的蛋白具有天然的免疫原性，

操作简单，价格低廉等优点［5，"］。因而，巴斯德毕赤

氏酵母为表达具有天然抗原性的重组 GD&9# 蛋白
提供了一个良好的真核表达环境。

本项研究将一段含有 GD& 9#区 .H*I片段的
DN2融合蛋白基因插入巴斯德毕赤氏酵母表达载体
LAOB8P!0因子基因的下游，构建出能过量表达 GD&
9#0DN2融合基因的重组 3 ) 4+&/(*#&。通过对表达条
件的优化，实现了 9#蛋白的高表达，得到能被庚型
肝炎病人血清特异性识别的 GD& 9#蛋白质。

’ 材料与方法

’ (’ 质粒，菌株和试剂
大肠杆菌菌株 HGJ!［ &)4511 ",+0Z!48（#"$

,+0[ " +!J）"&6C!5 *%0I! %$6I! 12*I84 /"#0!
*%,I!］及 VE#!（ H9%）［ "&671+,（!0O /&"J5 #$6!
7+85$#$J ,+0Z&J025基因 !）］为本实验室保存。含
有 GD& 9# 区 .H*I 片段的重组质粒 L2/;’G;QI09#
由石建提供［8］。质粒 LD9M0JM0!09#为含有 9#.H*I
的 L2/;’G;QI09# .1,$078+%片段与质粒 LD9M0JM0
!的重组体。质粒 LAOB8P 及 3#0"#+ 4+&/(*#& 菌株
DN!!J［"#&1］购自 O@\;S-’]3@公司。含质粒和不含质



粒的大肠杆菌菌株，分别在 !"保藏于含氨苄青霉
素（#$$!%&’(）和不含氨苄青霉素的 ()平板上，每 *
周传代 #次。所有 ! + "#$%&’($ 菌株均在 !"下保藏
于 ,-.平板上，每 *周传代 #次。抗 /01兔血清及
抗 2/3 4* 兔血清是本实验室以大肠杆菌表达、纯
化的 /01和 2/3 4*蛋白分别免疫家兔制备的。大
肠杆菌表达的可溶性 /0154*融合蛋白从经乳糖诱
导表达的大肠杆菌 )(*#（-46）&7/485985#54* 细胞
中制得。受 /)35:&2/3感染的病人血清及健康人
血清由中国药品及生物制品检定所提供。免疫学及

分子生物学试剂购自华美生物工程公司和 ;’<=5
>?@’57?@=’@AB@ )BCD<A? 公司。.:E 引物由大连日本
宝酒造生物工程公司合成。

! "# 酵母菌培养基
,.-固体培养基：#F酵母抽提物，*F蛋白胨，*F葡
萄糖，#G9F琼脂；H- 固体培养基：$G6!F,I)，#F
硫酸铵，*F葡萄糖，#G9F琼脂；HH 固体培养基：
$G6!F,I)，#F硫酸铵，$G9F甲醇，#G9 琼脂；甘油
液体培养基：#F酵母粉，*F胰蛋白胨，$G6!F,I)，
#F硫酸铵，#F甘油，溶于所需缓冲能力的 72J+$磷
酸缓冲液中；甲醇液体培养基：$G6!F,I)，#F硫酸
铵，$G9F甲醇，溶于所需缓冲能力的 72J+ $磷酸缓
冲液中。

! "$ 目的基因片段 /01%4#的制备
两端带有限制酶 )(*K"识别位点的引物，其核

苷酸序列分别如下：

上游 .=B’<=：9L5:/:;;/:11://;1;;:;;111:
;:;:;//56L
下游 .=B’<=：9L5::/;;/:11//:;/;1:/1:;/1

:;/1:;:56L
以 7/485985#54* 的 !+,#酶切反应物为模板

进行 .:E扩增循环：M!" J$>，96" M$>，N*" M$>，循
环 6$次后置于 N*"再延伸 #$’BO。
! "& 重组表达质粒的构建

.:E产物用 )(*K"酶切、质粒 7.P:MQ用 -.&EP
消化后，二者分别用大肠杆菌聚合酶 P QR<OCS片段
及 KI1.补平粘末端，经连接酶环化后，转化大肠杆
菌 -29$，提取质粒，酶切鉴定。
! "’ 酵母宿主菌感受态细胞的制备
按照 POTBD=C%<O 公司提供的毕赤氏酵母操作手

册进行，所制感受态细胞立即使用或冷冻保存。

! "( 电转化
将 U$!(感受态细胞和 #$!( -I;溶液（含 #9!%

7.P:MQ54*质粒 -I;的 /01%消化产物）混合后，转

入冰预冷的 $G*A’电转化杯中，冰浴 9’BO。用 )BC5
E@K /<O<.VR><= 电激（#9$$3 电压，*9!W 电容，#$’>）
后，立即加入 #’(冰冷的 #’CR&(山梨醇溶液，将混
合液转入 #G9’(无菌离心管。取 *$$!(涂布于 H-
平板上，在 6$"下培养 * X !K，得到 2B>Y型转化子。
! ") 转化子甲醇利用型的鉴定
用无菌牙签挑取转化子，先后在 HH和 H-平

板上划线（先划 HH平板）。6$"培养 *K。在 H-上
生长正常，在 HH上没有生长或生长缓慢的菌株为
甲醇慢利用型（2B>Y HVD>）。
! "* +,-%.#基因片段在毕赤氏醇母细胞中的表达
将 2B>Y HVD> 型单菌落接种于装有 N9’(甘油液

体培养基的 9$$’( 培养瓶中，*U X 6$"摇床培养
（*9$ X 6$$=&’BO）6$?。离心收集细胞（室温，6$$$ Z
%，9’BO）细胞沉淀重悬于 *$’(甲醇液体培养基。置
于 *9$’(培养瓶中继续培养。每隔 *!?。补加蒸发
的水分，并添加 #$$F甲醇至终浓度为 $G9F。JK
后，离心，收集上清，取样进行 0-05.;/4检测。
! "/ 表达条件的优化
在其它培养条件一致的情况下，分别对培养基

72缓冲能力、诱导时间、诱导物浓度及诱导条件下
的通气状况等条件进行优化，通过 0-05.;/4 比较
培养液上清中的 /0154*融合蛋白的量确定其最佳
表达条件。

! "!0 表达产物的免疫学鉴定
[<>D<=O )RCDDBO%及 4(P0;按前人描述的标准方

法进行［#$，##］。

! "!! 表达产物的纯化
将偶联有谷胱甘肽的 0<7?@=C>< !)凝胶经 .)0

溶胀，用 #$倍体积的 .)0洗涤后，悬浮于含有 /015
4*融合蛋白的酵母培养液上清液中。在室温下轻
摇 #$’BO后，将其装入层析柱中，用 .)0洗柱直至流
出液在 *U$O’波长下检测不再含有蛋白质为止。用
洗脱液（#9’CR&( 还原型谷胱甘肽，9$’CR&( 1=B>5:R，
72U+$）洗脱亲和吸附在凝胶上的 /0154* 融合蛋
白。用 2@=RCS 4K @OK -@TBK (@O<描述的考马斯亮蓝
法收集含 /0154*融合蛋白的分部［#*］。

# 结 果

# "! 1234/5%+,-%.#质粒的构建
重组质粒 7.P:MQ5/0154*的构建过程如图 #所

示。.:E 扩增的 /0154* 融合基因片段长度为
#6*!\7，与预计的大小相符。重组质粒 7.P:MQ5/015
4*的 !+,%，/01"及 2#1#酶切分析如图 * 所示，
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说明 !"#$%& ’() 片段被正确地插入到 *+,-./ 质
粒中。

图 0 重组质粒 *+,-./$!"#$%&的构建过程
12340 -56789:;8256 5< 9=;5>?26@68 *A@7>2B *+,-./$!"#$%&

图 & 重组质粒 *+,-./$!"#$%&的酶切图谱
1234& C=7892;8256 >@* 5< *A@7>2B7 *+,-./$%&

04!D!"#B" >5A=;:A@9 >@9E=9；

& 4 *+,-./$!"#$%& B23=78=B F28G $%&#（H.HI?* J &.K.?* J H.L?*）；

L 4 *+,-./ B23=78=B F28G $%&#（&.K.?* J HL&M?*）；

K 4 *+,-./$!"#$%& B23=78=B F28G ’()#（N0..?* J &KIL?*）；

O 4 *+,-./ B23=78=B F28G ’()#（&KIL?* J HNML?*）；

H 4 *+,-./$!"#$%& B23=78=B F28G *+)$（0IHI&?*）；

M 4 *+,-./ B23=78=B F28G *+)$（.&M?*）；

N 4 !"#$%& 3=6= <9@3>=68 @>*A2<2=B F28G +-C（0L&K?*）

! "! #$%&’!片段在 !"#$"% &%’()*"’ #$(()菌株中
的表达

取 &II个电转化得到的 $ 4 ,+-./0"- P27J 型转化

子进行甲醇利用型鉴定，结果表明 P27J Q:87 型菌株
约占被检菌落总数的 .MR。从中挑取 H 个重组菌
株进行表达分析，从图 L可以看出，P27J Q:87 型重组
$ 4 ,+-./0"- !"00OD*+,-./$!"#$%&可以高效分泌表达
分子量约为 OKE’的 !"#$%&融合蛋白。

图 L 表达产物的 "’"$+)!%分析
1234L "’"$+)!% @6@AS727 5< 8G= =T*9=77256 *95B:;87

0 4Q5A=;:A@9 F=23G8 78@6B@9B；

&4 ,6B:;=B ;:A8:9= 7:*=96@8@68 5< $"12"+ ,+-./0"- !"00OD*+,-./；

L U .4 ,6B:;=B 7:*=96@8@68 5< $"12"+ ,+-./0"- !"00OD*+,-./$!"#$%&
（26B:;=B <59 0，&，L，K，O，HB@S7）

图 K !"#亲和层析柱纯化的重组 !"#$%&蛋白
1234K !"#$%& <:7256 *958=267 *:92<2=B F28G "=*G@957=

KV 3A:8@8G256= @<<2628S ;G95>@8539@*GS
04Q5A=;:A@9 F=23G8 >@9E=9；&4 ;:A8:9= 7:*=96@8@68 5< >=8G@65A

26B:;=B $"12"+ ,+-./0"- !"00OD*+,-./$!"#$%&
L4 !"#$%& <:7256 *958=26 *:92<=B <95> 8G= ;:A8:9= 7:*=96@8@68 5<
>=8G@65A 26B:;=B $"12"+ ,+-./0"- !"00OD*+,-./$!"#$%&；
K4 !"#$%& <:7256 *958=26 *:92<2=B <95> 8G= ;=AA AS7@8= 5<

A@;857= 26B:;=B 3 4 1/)" VW&0（’%L）D*!%X$OX$0$%&

! "* 重组蛋白的纯化
以分泌蛋白形式存在于酵母培养液中的 !"#$

%&融合蛋白可以直接通过谷胱甘肽亲和层析进行
纯化。纯化获得的融合蛋白 !"#$%& 经 "’"$+)!%
检查，只有一条 OKE’的蛋白带，纯度可达 .OR以上
（图 K）。将大肠杆菌 WV&0（’%L）D*!%X$OX$0$%& 在
&IY下诱导表达的可溶性 !"#$%& 融合蛋白也用谷
胱甘肽亲和层析柱进行纯化。从图 K可以看出，在

.N0&期 王卓华等：庚型肝炎病毒 %&区 ;’()在毕赤酵母中的表达及抗原性鉴定



两种表达系统中表达的 !"#$%&融合蛋白的分子量
大小明显不同。与大肠杆菌表达的 !"#$%&融合蛋
白相比，重组 ! ’ "#$%&’($ 表达的 !"#$%&融合蛋白分
子量约大几个 ()。这表明重组 ! ’ "#$%&’($ 表达的
!"#$%&融合蛋白可能经过了糖基化修饰，含有寡糖
链。

! "# 重组 $!蛋白的免疫学鉴定
*+,-+./ 012- 实验表明，抗 %& 兔血清与抗 !"#

兔血清都能特异性地识别重组 ! ’ "#$%&’($ 表达的
!"#$%&蛋白（见图 34与图 30）。

图 3 表达产物的免疫印迹（*+,-+./ 012-）分析
567’3 *+,-+./ 012- 4/418,6, 29 -:+ +;<.+,,62/ <.2=>?-,
34’#:+ +;<.+,,62/ <.2=>?-, .+?27/6@+= 08 -:+ .4006- 4/-6,+.>A =6$

.+?-+= 4746/,- %& <.2-+6/ B ’ CD#! 6/=>?+= ?+11 18,4-+ 29 ) ’ *&+( )E3!F<

#:62:6,G$%&；& ’ H>1->.+ ,><+./4-4/- 29 A+-:4/21 6/=>?+= !(*,(# "#$%&’($

!"BB3F<DCHIJ；K’ H>1->.+ ,><+./4-4/- 29 A+-:4/21 6/=>?+= !(*,(# "#$%&-

’($ !"BB3F<DCHIJ$!"#$%&；L ’ !"# <.2-+6/ +;<.+,,+= 6/ ) ’ *&+( )E3F

<!%M$3;$B

30’ !"#$%& 9>,62/ <.2-+6/ +;<.+,,+= 6/ -:+ .+?2A06/4/- !(*,(# "#$-

%&’($ ?2>1= 0+ .+?27/6@+= 08 -:+ .4006- 4/-6,+.>A =6.+?-+= 4746/,- !"# <.2$

-+6/ B ’ !"# <.2-+6/ +;<.+,,+= 08 ) ’ *&+( )E3!F<!%M$3M$B；&’ H>1->.+

,><+./4-4/- 29 A+-:4/21 6/=>?+= !(*,(# "#$%&’($ !"BB3F<DCHIJ；K’ H>1$

->.+ ,><+./4-4/- 29 A+-:4/21 6/=>?+= !(*,(# "#$%&’($ !"BB3F<DCHIJ$

!"#$%&

! "% 重组 $!蛋白的抗原性分析
将 &种不同来源的 !"#$%&融合蛋白，经谷胱甘

肽亲和柱纯化后，分别包被酶标板。以庚型肝炎病

人血清及健康人血清为探针，用间接 %NC"G法检测
!"#$%&蛋白的抗原性。庚型肝炎病人血清中的抗
%&抗体能特异性识别重组 ! ’ "#$%&’($ 表达的 !"#$
%&融合蛋白，而不能识别大肠杆菌表达的 !"#$%&

蛋白（表 B）。这一事实表明，重组 ! ’ "#$%&’($ 表达的
!"#$%&蛋白在翻译后得到了正确的折叠和糖基化
等翻译后修饰，具有正确的构象，因而具有良好的抗

原性，能被庚型肝炎病人血清中的抗 E!O 抗体识
别。

表 & 表达的 ’() $!抗原的 $*+,-结果
./012 & $*+,- 34 ’() $! /5678259 :;302< =76>
(?)@AB’()@CD- :39767E2 /5< >2/16>F >GH/5 92;/

!"#$%&4 P0 D DFP? Q F R

%;<.+,,+= 6/ ) ’ *&+( S’SBT S ’S&& B ’&&& R

%;<.+,,+= 6/ ! ’ "#$%&’($ S’S&S S ’B&K U ’B3S Q

4 !"#$%& 9>,62/ <.2-+6/ +;<.+,,+= +6-:+. 08 ) ’ *&+( VN&B（)%&）F<!%M$

3M$B$%& 2. 08 !(*,(# "#$%&’($F<DCHIJ$!"#$%&
0 P：W)LIS 29 /+74-6X+ ?2/-.21 Y+11 <.20+= Y6-: :+41-:8 :>A4/ ,+.4；D：

W)LIS 29 <2,6-6X+ Y+11 <.20+= Y6-: ,+.4 9.2A -:+ <4-6+/-, 6/9+?-+= 08 !VO$HF

E!O；
? DFP!&’BS 4 ?>-$299 X41>+ A+4/6/7 -:4- %& 4/-602=8 6/ -:+ :>A4/ ,+.>A

?4/ .+?27/6@+ -:+ %& <.2-+6/（ Q）Y:61+ DFP Z &’BS A+4/6/7 -:4- -:+ %& 4/$
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! "I 重组 $!蛋白表达条件的优化
影响宿主细胞中外源基因表达水平的因素很

多，任何一种表达系统，最佳的表达条件并不是固定

的。为了进一步提高 !"#$%& 融合蛋白在重组 ! ’
"#$%&’($ 中的表达量，我们对其表达条件，如培养基
<E缓冲能力、诱导物浓度、甲醇培养基的装量（通气
量）及诱导时间等进行了广泛的优化。如图 K所示，
在 &T [ KS\条件下，将重组 ! ’ "#$%&’($ 的单个菌落
接种在装量为 ]3AN B3SAA21FN磷酸盐缓冲的甘油
培养基中培养 KS:，离心，将收集的细胞重悬于相同
缓冲条件下的 &3AN 甲醇诱导液体培养基中，以
S^3_的甲醇诱导 3=（每 &L:添加一次甲醇，至终浓
度为 S^3_），可获得高量分泌表达的 !"#$%& 融合
蛋白。其表达量可占重组酵母培养液中蛋白总量的

3S_以上。

J 讨 论

E!O的感染呈全球性分布，其病毒可能引起各
种急、慢性肝炎甚至肝硬化、肝癌。而患者多因输血

而导致感染，这主要是由于目前尚缺乏一种灵敏度

高、特异性强且费用低廉的诊断试剂以用来对献血

员进行筛查。免疫学诊断分析方法就是一种费用较

低且易于实施的诊断方法。由于对 E!O %&抗体的
检测可以动态地反映 E!O感染者的病情发展及转
归，因此，获取高免疫活性的 E!O %& 蛋白，在研制
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完善的诊断试剂方面具有重要意义。而且，!"# $%
活性蛋白的获得，对研究 !"#的抗原表位、致病机
理以及理解 !"#与肝炎及其它疾病之间的联系提
供了一个重要的基础。本项研究证明，重组 ! & "#$%
&’()$ 表达的 !"# $%蛋白质可能已被糖基化和经历
了表达后的其它后加工过程，因而不同于大肠杆菌

表达的 !"# $%蛋白质。表 ’展示的结果表明此种
蛋白质具有能被庚型肝炎病人血清特异性识别的免

疫原性。因此，此种重组 ! & "#$&’()$ 表达的具有天
然结构的 $%蛋白不仅可以用来制备庚型肝炎免疫
学诊断试剂，而且也可用来研制抗庚型肝炎疫苗。

本实验表明，! & "#$&’()$ "(’’)*+,-./0 表达系
统是表达 !"# $%蛋白的较理想的表达系统。它具
有以下优点：一是表达量高。由于 ! & "#$&’()$ 细胞
生长速度较快，而且外源基因的表达由强启动子醇

氧化酶基因启动子启动，所以目的蛋白 $% 的表达
量很高。二是获得的重组酵母菌株十分稳定。由于

将外源基因引入酵母细胞的载体 +,-./0在细胞中
不是以自主复制的质粒形式存在，而是整合在染色

体中，所以构建的 !)*+)# "#$&’()$ 菌株 "(’’)*+,-./01
"(21$%（!345 6784）十分稳定。在本研究工作中，该
菌株在没有任何选择压力的 9,:平板已转接 ;<多
代，其 !345 6744 表型和表达 "(21$% 融合蛋白的能
力没有发生任何改变（结果未展示）。三是分泌型表

达。啤酒酵母!1因子先导序列作为分泌信号置于
$%编码序列的上游，使表达的 $% 蛋白质被分泌到
细胞外面，从而使目的蛋白质易于分离和纯化。四

是表达的重组蛋白质具有天然活性。! & "#$&’()$ 能
对目的蛋白进行翻译后的修饰和加工，使其适当地

糖基化。从而保持了 $%蛋白的天然构象和生物学
活性，使其具有很好的免疫原性（图 )，表 ’）。五是
操作简便。与其它真核表达系统相比，! & "#$&’()$ 对
培养条件要求简单。同时，表达载体 +,-./0的 ,)$=
基因，对于组氨酸缺陷型的 "(’’)菌株而言，易于利
用不含组氨酸的培养基筛选重组子。六是便于放大

培养。作为一种酵母菌，重组 ! & "#$&’()$ 能够很好
地运用现有的、成熟的发酵技术进行放大培养，甚至

工业化生产。

本项研究成功地构建出能高效表达 !"# $%区

蛋白质的重组 ! & "#$&’()$ 菌株。表达的 "(21$% 融
合蛋白易于纯化。由于 "(2与 $%蛋白质之间的连
接处含有因子 >? 蛋白酶的识别序列，-@A1"@71"@B1
CDE，因此。可以利用此种蛋白酶处理已纯化的
"(21$%融合蛋白质，然后利用 "(2亲和层析法去除
"(2，从而获得纯净的 $%蛋白质。
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