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修饰的含前 !"、前 !# 免疫决定簇乙肝表面抗原融合多肽在毕赤酵母中

的共表达
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摘 要 用 .+5U!和 .1,"双酶切含 GG! 嵌合基因片段的重组质粒 98HKN<MGG!，分离含 8HYN 启动子区、GG! 嵌合基因和

8HYN 转录终止序列的表达盒。将分离的 .+5U!M.1,"表达盒与经 .+5U!线性化的 98HKN<MGGN 质粒连接，转化大肠杆菌

>’9N#4Z，提取质粒，用 .+5U!和 .1,"双酶切分析重组质粒并筛选正向插入 GG! 表达盒的重组子。将该重组质粒用电转化法

导入 8#0"#+ 4+&/(*#& JGNN< 细胞，经表型筛选、小试表达和产物鉴定，构建了重组表达菌株 JGNN<MGGNG!。重组菌株经甲醇诱导后

制备抗原粗提液，进一步进行 OTSG8 和 [/@:/6D 5(’: 鉴定。OTSG8 结果显示，产物同时具有 G、前 GN 和前 G! 抗原性。[/@:/6D 5(’:
分析进一步表明，表达产物既能与 G 抗体结合，也能与前 GN 和前 G! 抗体结合。工程菌经高密度发酵，表达量达到 X## \
$##FC]T。抗原经纯化后进行电镜观察，形成直径 !# \ X<DF 的球形颗粒。纯化抗原经 G^GMI8JO 分析，GGN 和 GG! 多肽仍然保

持完整，基本无降解。
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乙型肝炎是一种全球性的传染病，仅在中国就

有约 6F7 亿乙肝病毒携带者。乙肝疫苗免疫接种是

预防乙肝的有效手段，目前国内外广泛使用的主要

是由在啤酒酵母或 GHI 细胞中表达的乙肝表面抗

原（HJ#K+）主蛋白（5）制成的重组疫苗。尽管这一

疫苗已取得了较好的免疫效果，但仍有 6<L的人群

无应答或应答低下。而在疫苗中加入前 5 抗原成分

则有可能克服这种不应答或低应答的情况［6］。

乙肝病毒包膜蛋白含有大蛋白（C），中蛋白（M）

和主蛋白（5）三种成分，其中 5 蛋白由 77A 个氨基酸

组成，在 5 蛋白之前，有一个由 66N 个氨基酸组成的

前 56（0%"56）区和由 ?? 个氨基酸组成的前 57（0%"57）

区，其中，O%"57 和 5 一起构成中蛋白，0%"56 和 M 一

起构成 大 蛋 白。乙 肝 表 面 抗 原 大 蛋 白 虽 然 含 有

0%"56、0%"57 和 5 三种抗原成分，但其内部含有多个

蛋白酶敏感位点，易于降解，也不能有效组装成颗粒

样结构［7］，难以作为疫苗成分加以利用。为了解决

乙肝表面抗原前 5 成分易于降解和难以组装的问

题，我们在以前的研究中，曾构建成功羧端含前 56
（7<4PQ）免疫决定簇的乙肝表面抗原融合基因（556）

和羧端含前 57（M"$6 4R(@7A）免疫决定簇的乙肝表面

抗原融合基因（557）并分别在毕赤酵母中进行了表

达［>、P］。本文在此基础上，进一步构建了同时表达

556、557 两种多肽，0%"56、0%"57 和 5 三种抗原的毕

赤酵母工程菌株，并对工程菌的诱导表达和产物性

质进行了初步研究。

) 材料和方法

)*) 主要材料和试剂

毕赤酵母菌株 R566?（H*#4，M1$S ），大肠杆菌

9)06<TU购自 V&E*$%)+"& 公司；含 556 融合基因的质粒

0KIW6?4556 和含 557 融合基因的质粒 0KIW6?4557
由本室构建；限制性内切酶和 9P XYK 连接酶分别

购自 YZJ 公司和 MJV 公司；乙肝表面抗原反相血凝

（[OHK）试剂盒和表面抗原（5）酶标试剂盒购自上海

科华生物技术有限公司，前 56 酶标试剂盒购自上海

阿尔法生物技术有限公司，前 57 单克隆抗体和酶标

试剂盒购自北京肝炎试剂研制中心；乙肝病毒变性

5 抗原的抗体参考宗芳等［?］的方法自制，前 56 抗体

也是自制的多克隆抗体，方法如下：用纯化的 556 融

合蛋白免疫家兔，制备抗血清，用纯化的乙肝表面抗

原（5）吸收家兔血清中的 5 抗体成分而得到前 56 抗

体。

)*+ 含 ,,) 和 ,,+ 双表达盒（"-.&"((/%0 12(("33"）重

组质粒的构建

用 !"#H!和 !$%"双酶切 0KIW6?4557 质粒，

分离含毕赤酵母醇脱氢酶 6（KI\6）启动子区、557
融合基因和 KI\6 转录终止序列的表达盒。将分离

的 !"#H!4!$%"表达 盒 与 经 !"#H!线 性 化 的

0KIW6?4556 质粒连接，转化大肠杆菌 9)06<TU，制备

质粒，用 !"#H!和 !$%"双酶切分析重组质粒并筛

选正向插入 557 表达盒的重组子。该重组质粒含有

两个表达盒：表达盒 6，KI\6 启动子区 S 556 融合蛋

白编码序列 S KI\6 转录中止序列；表达盒 7，KI\6
启动子区 S 557 融合蛋白编码序列 S KI\6 转录中

止序列。将该重组质粒转化到宿主菌以后，两个表

达盒上的调控序列能够分别起始 556 和 557 融合基

因的转录并进一步翻译成为相应的多肽。将该重质

粒命名为 0KIW6?4556B557。

)*4 重组质粒向酵母细胞的转化和阳性克隆的初

步筛选

用 !$%"线性化 0KIW6?4556B557 质粒，经酚B氯
仿抽提，酒精沉淀后用电穿孔法转化 R566? 细胞。

用 MX［6F>PL ]YJ（无氨基酸），（P ^ 6<_ ? ）L 生物

素，7L 葡 萄 糖］琼 脂 平 板 筛 选 阳 性 克 隆。由 于

R566? 菌株本身不能合成组氨酸，只有整合了 含

HV5P 基因的 0KIW6?4556B557 载体序列的菌株才能

在无组氨酸的培养基上生长。

)*5 抗原的诱导表达及粗提液的制备

挑取 H*#S（组氨酸合成阳性）的单菌落，接种于

6<<;C MR] 培 养 基［6F>PL ]YJ，6L 甘 油，（P ^
6<_ ?）L生物素］，><‘振荡培养过夜，收获菌体，悬

浮于 7<;C MM 培养基［6F>PL ]YJ，（P ^ 6<_ ?）L生

物素，<F?L甲醇］继续培养。每 7P, 补加 6<<#C 甲

醇并取样，离心收集菌体，共诱导 Q7,。

在菌体中加入适量破壁缓冲液（?<;;)(BC 磷酸
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缓冲液 !"#$%，&’’()*+ ,-./，&’’()*+ 0123，45甘

油）和等体积玻璃珠（直径 6$4’’），在振荡器上剧烈

振荡 768 后，冰浴 768，重复 9 次，离心抽取上清，即

为抗原粗提液。

!"# 表达产物的抗原性检测

通过反相血凝法（:,"3）和 0+;.3 对粗提液进

行抗原性检测，操作方法分别按试剂盒说明书进行。

!"$ 表达产物的 %&’(&)* +,-( 鉴定

将抗原粗提液经还原型 .1.<,3=0 电泳并转移

到硝酸纤维素膜上，分别以变性 . 抗体、前 .& 抗体

和前 .> 抗体为一抗，以碱性磷酸酶（3,）标记的兔

抗鼠（. 和前 .> 抗体）或羊抗兔（前 .& 抗体）;?= 为

酶标二抗，以 @A2*AB;, 为显色底物，进行印迹分析。

!". 工程菌发酵

挑取工程菌单菌落，接种到 -=C 培养基，76D
振荡培养至 !"E66 F > G E，转移到发酵罐继续培养，

发酵设备为 @A. 公司 AH(I)( 7666 4+ 发酵系统。发

酵方法参见文献［E］。

!"/ 抗原的纯化和检测

取适量菌体，经细胞破碎、酸沉淀、硅胶吸附、疏

水层析和凝胶过滤后，进行还原型 .1.<,3=0 电泳

分析。

!"0 复合抗原的电镜观察

将纯化的融合抗原经 >5磷钨酸负染后进行透

射电镜观察。

图 > 表达产物的 JK8LKMN O)(L 分析

/H?P > JK8LKMN O)(L QNQ)R8H8 (I KS!MK88H(N !M(TUVL8 (I =.&&4<..&.>
3：H’’UN(<MKQVLHN? WHLX QNLH<. P A：H’’UN(<MKQVLHN? WHLX QNLH<!MK.&$ B：H’’UN(<MKQVLHN? WHLX QNLH<!MK.>$ &：!MK8LQHNKT !M(LKHN ’QMYKM；>：VMUTK KSLMQVL8

(I =.&&4<..&.> VK))8P 3MM(W8 HNTHVQLK ..& QNT ..> IU8H(N !M(LKHN8P

1 结果

1"! 含 22! 和 221 双表达盒重组质粒的鉴定

!3Z9&4 空载体在经 #$% !和 &’(" "双酶切

后，产生 %$6YO、>$%YO 和 &$7YO 三个片段，其中 &$7YO
片段包含单一的 )*+:"克隆位点，在插入 ..& 融合

基因 后，&$7YO 片 段 增 大 至 约 >$6YO，该 片 段 包 含

3Z[& 启动子区、..& 融合基因和 3Z[& 转录终止序

列，构成一个完整的表达盒。在 !3Z9&4<..& 质粒中

进一步插入 ..> 表达盒后，!3Z9&4<..&*..> 质粒中

含双表达盒的片段增大至约 %$6YO，在电泳图谱中

将与载体 %$6YO 的骨架片段重合。将上述三种质粒

用 #$% !和 &’(""双酶切，进行琼脂糖凝胶电泳，

其带型分布如图 & 所示。

图 & 含双表达盒重组质粒的酶切鉴定

/H?P& :K8LMHVLH(N QNQ)R8H8 (I MKV(’OHNQNL !)Q8’HT
V(NLQHNHN? LW( KS!MK88H(N VQ88KLLK8

&：1@3 ’QMYKM（#1@3*)*+:" \ ,-.T$）；>：!3Z9&4；7：!3Z9&4<

..&*..>$ %：!3Z9&4<..&$ 3)) LXMKK !)Q8’HT8 QMK T(UO)K TH?K8LKT WHLX

#$% ! QNT &’("" P

1"1 表达菌株的筛选和表达产物的抗原性检测

用反相血凝法（:,"3）对 % 株 "H8\（组氨酸合

成阳性）菌株的抗原粗提液进行测定，其中有一株阳

性，进一步用 0+;.3 法对该产物进行前 .&、前 .> 和

. 抗原性检测，三者均为阳性。测定结果如表 &。将

该重组菌株命名为 =.&&4<..&.>。

表 ! 表达产物的抗原性检测

34+,& ! 5*(67&*686(9 -: &;<)&’’&= <)-=>8(’ 6* 8)>=& &;()48(
,MK.& ,MK.> .

&$&（&*9 TH)ULUH(N） >$6（&*9 TH)ULH(N） >$9（&*&66 TH)ULH(N）

1"? 重组抗原的 %&’(&)* +,-( 检测

表达产物的 JK8LKMN O)(L 分析结果显示（图 >），

重组抗原既能与 . 抗体结合，也能与前 .& 和前 .>

E6E /0-.121 3+4%.’5 +6 &-+71*0.+5+89 生物工程学报 >66E，]()$>>，@($%



抗体结合。由于 !!" 和 !!# 融合蛋白的理论分子量

相近，都在 #$%& 左右，!、前 !" 和前 !# 抗体印记带

几乎在同一位置。这同时也说明，前 ! 区域并没有

发生降解，否则 ! 抗体印记会出现较前 ! 抗体印记

较小的条带。乙肝表面抗原融合多肽可以形成二聚

体和多聚体，在图中也有相应的显色带。

!"# 工程菌发酵和抗原表达

工程菌发酵包括甘油批量培养、甘油补料培养

和甲醇诱导三个阶段，其中诱导 ’( ) $#* 即可达到

较高表达量，此时培养物浓度大致达到每毫升 "+,
) "(, 个 !"-,,单位。抽样制备抗原粗提液，用反相

血凝法测定样品滴度，同时以 ./0 细胞表达的纯化

/1234 作参照对表达量进行估算。经测定，",!4567
纯化 ./0 细胞 /1234 血凝效价为 " 8 #+-，发酵样品

粗提液效价达到 " 8("9# ) "8"-:(’，即参考品的 :# )
-’ 倍，初步推算抗原表达量为 :,, ) -,,6457 左右。

!"$ 纯化抗原的 %&%’()*+ 检测

将纯化抗原进行还原型 !&!;<3=> 电泳并经银

染显色（图 :）。从图 : 可以看出，纯化的抗原带型

完整，没有明显的降解条带。由于 !!" 和 !!# 的分

子量相近，在电泳照片上的位置重合，均为 #$%&。

电泳图上也有二聚体和三聚体带，这些结果均与

?@2A@BC DEFA 分析相吻合。进一步用 >7G!3 法对纯化

抗原进行检测，其前 !"、前 !# 和 ! 抗原均呈阳性。

图 : 纯化抗原的 !&!;<3=> 电泳分析

HI4J : !&!;<3=> KCKEL2I2 FM NOBIMI@P KCAI4@C2

!", 纯化抗原的电镜观察

纯化抗原呈现直径 #, ) :+C6 的颗粒样结构（图

’），表明 !!" 和 !!# 融合多肽自发组装成了与天然

乙肝表面抗原结构类似的球形颗粒。

- 讨论

根据 G6K6OBK［#］和 7KC4E@L［$］等的研究，NB@!# Q
端第 "-、"( 和 ’( 位精氨酸特别是第 ’( 位精氨酸易

受蛋白酶的攻击，NB@!# 区极易在这些位点发生断

图 ’ 纯化抗原的电镜照片

HI4J ’ >E@RABFC 6IRBF4BKN* FM 6FPIMI@P /1234
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裂，致使产物中全长中蛋白的比例很少。有学者因

此采用蛋白酶缺陷的菌株表达中蛋白，或者对中蛋

白进行修饰，剔除其部分蛋白酶位点后进行表达，可

以在一定程度上改善其降解［(、9］。由于 NB@!# 主要

的免疫决定簇位于其氨基端的前 #- 个氨基酸［",］，

如果将这一区段直接与主蛋白融合，由于没有包含

第 ’( 位精氨酸，理论上将会减少降解的发生。我国

学者杨剑莹等将 NB@!# 区 " ) #$ 位氨基酸融合于主

蛋白的氨基端并在毕赤酵母中进行表达，但结果未

如预期［""］。因此我们推测，蛋白酶作用位点除了与

蛋白质的一级结构有关外，可能还与其空间结构和

位置有关。我们将 NB@!# 区 " ) #- 位氨基酸（X@A" ;
=EL#-）融合于主蛋白的羧基端以后，降解情况有了根

本的改善，间接印证了这一推断。

在我们以往的研究中，曾将 !!" 和 !!# 融合基

因分别在毕赤酵母中进行了表达，表达产物均能组

装成与天然乙肝表面抗原结构类似的球形结构（未

发表资料）。本文进一步利用毕赤酵母表达载体

N30("+ 可以用于构建多拷贝表达盒的特性，将 !!"
和 !!# 两个不同的表达盒构建到同一个表达载体，

在毕赤酵母中实现了 !!" 和 !!# 两种多肽、NB@!"、

NB@!# 和 ! 三种抗原的共同表达。电镜结果显示，这

种混合多肽仍然能组装成颗粒状结构。>7G!3 结果

表明，表达产物具有良好的三重抗原性，说明 NB@!"、

NB@!# 和 ! 抗原表位在复合颗粒中均得到有效暴露。

?@2A@BC DEFA 分析和纯化样品的 !&!;<3=> 电泳分析

表明，构成复合颗粒的 !!" 和 !!# 两种融合多肽均

具有良好的稳定性，即使在经纯化后仍然基本保持

了结构的完整，这对大规模生产是非常有利的条件。

$,-谭昌耀等：修饰的含前 !"、前 !# 免疫决定簇乙肝表面抗原融合多肽在毕赤酵母中的共表达



毕赤酵母系统是上世纪 !" 年代发展起来的一

种较为新颖的真核表达系统，具有表达量高，无外源

因子污染、易于规模化培养并且成本低廉等特点。

我们利用这一系统表达的乙肝表面抗原复合颗粒，

在发酵条件下达到了每升 #"" $ %""&’ 的表达量，明

显优于乙肝表面抗原在酿酒酵母的表达量，甚至优

于乙肝表面抗原 ( 蛋白在毕赤酵母中的表达水平。

我们将通过动物试验对抗原的免疫原性继续进行评

价，如能以此为基础进行新一代乙肝疫苗的开发，则

有望在增强制品的免疫原性的同时，也获得显著的

成本优势。
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废弃物资源化的生物技术

一切有机或无机废弃物都有可能实现资源化，这对走循环经济可持续发展之路和环保产业的发展具有重要意义。生物T
微生物技术的应用在其中能起到关键性的作用，众多废弃物都有可能借助生物或非生物途径得以充分利用。这里仅介绍两

类典型事例：（)）以源于各类含糖类物质的废物（如制糖厂废弃的糖渣）为原料发酵生产洁净氢能。如英国研究人员将这类残

糖渣稀释后用来培养一种大肠杆菌，在氢酶作用下使糖产生大量氢气，把它收集起来作洁净能源，或作燃料电池之用。美国

研究人员将灭菌花园土壤置于发电容器中，加入家庭垃圾、适中废水，再接种产氢细菌，经培养即具产氢效力，再将氢气储存

于燃料电池中用于家庭发电。还有报道以花生壳为原料也可生产氢气。在日本，除花生壳之外，也用胡桃壳、葵花籽壳为原

料生产木糖醇产品；也有直接从废弃桔皮中提取氢气。由此可见，将这些废弃物实现资源化的作用不可小觑，应予以更多关

注，加强研发。（B）通过微生物方法从含金的尾矿或矿渣中提取黄金早已为研究者所关注。全世界已有好些国家用细菌氧化

法浸提黄金，在加纳用细菌处理金矿规模可达日产 )""" 吨，从 )DD# 年投产至 B""N 年已具相当规模；巴西、澳大利亚和中国等

均有日产 )"" 吨以上的规模。那些丢弃的尾矿或矿渣中含有微量的金（9G），白白浪费掉非常可惜，通过生物技术特别是微生

物技术的综合应用有可能达到较为理想的提金效果。目前常用的菌种是氧化亚铁硫杆菌（A/’(9,.’))31 4$%%((>’:,"1），俄罗斯等

国家采用此细菌，并配合氰化法，浸金率达到 !!] $ D"]以上；在我国也获得类似结果。当然还有其他微生物或未知者，如一

种曲霉可从溶液中有效吸附金（活力比其他菌高 )) $ )# 倍）；有的微型藻对金吸附力可达 O""&’^’（干重）。应用此微生物法浸

提金的关键在于：（5）使用的“种子”与被处理材料（废矿渣）生态的适应性（最适化）和该菌活力的稳定性；（55）有效脱除硫、砷

的重要性，根据需要采用不同有效菌株混合施用以提高浸提金的效率。如果能通过现代生物技术改造或构建出浸提金的新

菌种，将会产生更好的效益，因此，我们应加强这方面的基础及应用基础研究。

（柯 为）
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