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摘  要 : 含前 S 蛋白的重组乙型肝炎疫苗是第 3 代乙肝疫苗研发的重点，有望替代现在广泛使用的基因工程

疫苗。构建表达乙肝病毒 S 抗原和 preS1 抗原表位 (21-47 位氨基酸) 融合蛋白 (S/preS1) 的真核表达载体

HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 并转染 CHO-S 细胞，经 ELISA 和有限稀释克隆筛选获得了 S/preS1 表达效率高、

体外培养生物学性状好的 CHO 细胞系 10G6。Western blotting 分析证实 10G6 表达的 S/preS1 同时保留 S和 preS1

的天然免疫原性。10G6 细胞在以活细胞密度和 preS1/S 浓度为评价指标的连续批次培养过程中保持着稳定的

目的产物表达效率和良好的生长特性。采用无血清流加培养工艺，10G6 细胞的活细胞密度和 preS1/S 浓度分

别达到 7×106～10×106 cells/mL 和 17～20 mg/L。 

关键词 : 乙肝病毒表面抗原，PreS1 抗原表位，疫苗，CHO 细胞，表达  
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Stable and efficient expression of hepatitis B virus S antigen 
and preS1 epitope fusion protein (S/preS1) in CHO cells 
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Abstract:  Hepatitis B surface antigen (HBsAg) carrying preS sequences could be an ideal candidate for a new hepatitis B 

virus (HBV) vaccine with higher efficacy. Here we report the success in achieving efficient and stable expression of 

hepatitis B virus S antigen and preS1 epitope fusion protein (S/preS1) in CHO cells. The HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 

expression vector carrying S/preS1 gene was constructed and transfected into CHO-S cells. A stable and high-expression 

CHO cell line, named 10G6, was selected by ELISA and limiting dilution analysis. Western blotting analysis showed 

S/preS1 expressed from 10G6 cells possessed both S and preS1 antigenicity. 10G6 cells displayed characters of favorable 

growth and stable S/preS1 expression in repeated batch cultures as evaluated by viable cell density, viability and S/preS1 

concentration. And cultivation of 10G6 cells in fed-batch mode resulted in S/preS1 production at 17–20 mg/L with viable 

cell density at 7×106–10×106 cells/mL. 

Keywords:  HBsAg, PreS1 epitope, vaccine, CHO cells, expression 

乙型肝炎病毒 (Hepatitis B virus, HBV) 感

染在当今仍然是一种严重影响人类健康的全球

性医学问题[1-2]。接种乙肝疫苗，尤其是在全体

新生儿中计划接种乙肝疫苗是预防和控制乙肝

传播的最为关键措施[3-5]。中国是乙肝高发地区，

早在20世纪90年代初我国就将普及儿童乙肝疫

苗接种作为控制乙肝流行的主要策略。目前我

国广泛使用的利用基因工程技术在酵母和哺乳

动物细胞中表达的乙肝病毒表面抗原S蛋白 

(HBsAg) 乙 肝 疫 苗 ， 接 种 疫 苗 后 大 约 有

10%~15%的人群无应答或者低应答，且一般不

能诱导细胞免疫应答[6-8]。研制能克服现有乙肝

疫苗缺陷的新型乙肝疫苗成为一项迫切的重要

课题。 

HBV 包膜蛋白包括 S 蛋白、前 S1 蛋白 

(preS1) 和前 S2 蛋白 (preS2)。研究表明，preS1

的 21~47 位氨基酸序列中存在比 S 更强的 B 细

胞和 T 细胞抗原表位，含有 preS1 抗原表位的 S

蛋白比 HBsAg 具有更强的免疫原性[9-10]。世界

范围内含有 preS1 抗原区的乙肝表面抗原已研

发成功并且批准上市，如以色列 BiotechGen 公

司生产的 Bio-Hep B、Sci-B-Vac 和 Sci-DaPT/ 

HB-Vac 疫苗以及英国 Medeva 公司生产的

Hepacare 疫苗包含 preS1、preS2 和 S 抗原，临

床报告显示，Bio-Hep-B 乙型肝炎疫苗相比 S 疫

苗能产生更强的免疫血清保护[11]。国内第 3 代乙

肝疫苗研究也取得重要进展，但是至今未有相

关产品上市的报道，田淑芳等成功构建得到表

达 S 抗原和前 S1 区融合蛋白的 CHO 细胞系，

并检测产物具有 preS1 和 S 免疫原性[12]。制约

重组 CHO 乙肝疫苗应用的最大因素为细胞的低

表达水平，解决此问题需建立高表达载体、高
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效筛选流程以及合适的培养方式和工艺。 

本研究将编码 S 抗原和 preS1 抗原表位 

(21~47 位氨基酸) 融合蛋白的 cDNA 稳定整合

于 CHO 细胞基因组，通过单克隆筛选和流加培

养 实 现 了 preS1 抗 原 表 位 和 S 融 合 蛋 白 

(S/preS1) 在 CHO 细胞中的稳定高效表达，为

后续的新型乙肝疫苗研发奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞系和细胞培养试剂    

CHO-S 细胞和 DME/HIGH MODIFIED 培

养基、CD CHO 培养基及 CHO CD Efficient 

FeedTM B 流加培养基购自 Invitrogen 公司；新生

牛血清 (New born-calf serum, NBS) 购自 DAA

公司；Trypsin EDTA 购自 Corning 公司；Pluronic 

F68 和硫酸葡聚糖购自 Sigma 公司。 

1.1.2  真核表达载体和分子生物学试剂  

真核表达载体 HMRCHEF53u/Neo 由军事

医学科学院生物工程研究所细胞工程研究室构

建；编码 S 抗原和 preS1 抗原表位 (21-47 位氨

基酸) 融合蛋白的 cDNA 由南京金斯瑞公司合

成；Taq DNA 聚合酶为奥赛博公司产品；DNA

限制性内切酶购自 NEB 公司；DNA 快速连接酶

为 TaKaRa公司产品；质粒小量制备盒以及 DNA

胶回收试剂盒为天根公司产品；转染试剂

LipofectamineTM 2000 购自 Invitrogen 公司。 

1.1.3  HBsAg 和 preS1 检测试剂 

HBsAg 诊断试剂盒购自北京北方生物技术

研究所；preS1 抗原诊断试剂盒购自北京贝尔生

物工程有限公司；S 抗体和 preS1 抗体购自 Santa 

Cruz 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  S/preS1 基因表达载体的构建 

将合成的 S/preS1 cDNA 从质粒 pUC57- 

S/preS1 中经 Hind Ⅲ和 XmaⅠ双酶切、琼脂糖凝

胶电泳分离、胶回收纯化后，双粘端连入同样酶

切的真核表达载体 HMRCHEF53u/Neo ，构建

S/preS1 基因表达载体 HMRCHEF53u/Neo-S/preS1，

经 PCR 及酶切鉴定后再测序验证序列正确。 

1.2.2  转染及克隆筛选  

CHO-S 细胞以 7.5105 cells/mL 的密度接种

6 孔培养板，37 ℃、5% CO2 培养 24 h。用

LipofectamineTM 2000 转染试剂将 S/preS1 基因

表达载体 HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 转染进

CHO-S 中。转染后 24 h，用 Trypsin EDTA 消化

细胞并分种至 24 孔培养板中，4~5 h 后将培养

基换为含 10% (V/V) NBS 和 400 μg/mL G418 的

DME/HIGH MODIFIED 培养基，37 ℃、5% CO2

培养。每隔 3~4 d 更换新鲜的筛选培养基，直到

2 周后形成明显的阳性细胞克隆。 

用 含 10% (V/V) NBS 的 DME/HIGH 

MODIFIED培养基悬浮经Trypsin EDTA消化的

稳定转染阳性细胞克隆，通过逐步的梯度稀释

调整细胞密度至10 cells/mL，将此细胞悬液按

200 μL孔接种于96孔细胞培养板，置于37 ℃、

5% CO2培养。5 d后，在倒置显微镜下观察并标

记只含一个细胞集落的孔；14 d后将单细胞形成

的克隆消化传代至24孔或6孔细胞培养板。待细

胞形成融合单层后，计数细胞并取上清液检测

S/preS1的表达水平。 

1.2.3  表达 preS1/S 细胞在有血清培养基中的传代 

选取经克隆筛选的表达 S/preS1 细胞系接

种 T25 方瓶，用含 10% (V/V) NBS 的 DME/HIGH 

MODIFIED 培养基置于 37 ℃、5% CO2 培养。
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每 4~5 d 用 Trypsin EDTA 消化传代，当细胞开

始脱落时加入 8 mL 含 10% (V/V) NBS 的 DME/ 

HIGH MODIFIED 培养基终止消化并吹散悬浮，

吸取 2~3 mL 接种于组织培养瓶传代，取样供

preS/S 表达水平检测及细胞活力分析和计数。 

1.2.4  表达 preS1/S 细胞在无血清培养基中的 

传代 

在 T25 方瓶用含 10% (V/V) NBS 的 DME/ 

HIGH MODIFIED培养基培养的表达S/preS1细胞

经 Trypsin EDTA 消化后，用含 0.2% (W/V) 

Pluronic F68 和 25 μg/mL 硫酸葡聚糖的 CD CHO

培养基吹散悬浮，以 3×105 cells/mL 的密度接种

100 mL 的三角玻璃摇瓶，培养体积为 30 mL，置

37 ℃、转速为 100 r/min 的摇床悬浮培养。每隔

4~5 d 取样供 preS/S 表达水平检测及细胞活力分

析和计数，用含 0.2% (W/V) Pluronic F68 和     

25 μg/mL硫酸葡聚糖的CD CHO培养基调整细胞

密度至 3×105 cells/mL 接种新的三角玻璃摇瓶。 

1.2.5  表达 S/preS1 细胞的流加培养 

表达 S/preS1 细胞以 3×105 cells/mL 的密度

接种含 0.2% (W/V) Pluronic F68 和 25 μg/mL 硫

酸葡聚糖的 CD CHO培养基的 100 mL三角玻璃

摇瓶，培养体积为 30 mL，置转速为 100 r/min

的摇床悬浮培养, 温度设置为 37 ℃。活细胞密

度超过 2×106 cells/mL (培养 3~4 d) 后，加入   

4 mL CHO CD Efficient FeedTM B。随后再每隔 

2 d 加入 4 mL CHO CD Efficient FeedTM B 2 次、

总计加入 CHO CD Efficient FeedTM B 12 mL。每

2 d 计数活细胞密度和活力并留样供 preS1/S 检

测，当细胞活力降至 50%以下时终止培养。 

1.2.6  活细胞密度和细胞活力测定 

用移液器吸取待检测细胞样品100 μL与

等体积的台盼蓝染色液混匀，吸取20 μL加样、

用Countstar细胞计数仪测定细胞密度和细胞

活力。 

1.2.7  表达 S/preS1 细胞细胞培养上清的

Western blotting 分析 

表达 S/preS1 细胞培养上清经 SDS-PAGE

后，电转至硝酸纤维素膜上，用 5% (W/V) 脱脂

奶粉封闭 2 h，放入含有抗 S 或抗 preS1 抗体的

脱脂奶粉溶液中 4 ℃孵育过夜。洗膜，加入辣

根过氧化酶偶联的羊抗鼠 IgG 作为二抗，37 ℃

孵育 2 h，TBST 洗膜 3 次后，室温避光显色    

10 min，压片显影。 

1.2.8  S/preS1 的检测 

采用 ELISA 测定表达 S/preS1 细胞培养上

清的 S/preS1 含量，所用试剂盒为购自北京北方

生物技术研究所的 HBsAg 诊断试剂盒。 

2  结果与分析 

2.1  HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 表达载体的

构建 

采用转录水平调控为主、转录后调控为辅

的表达载体设计思想，将从质粒 pUC57-S/preS1

中酶切回收的 S/preS1 cDNA，双粘端连入真核

表达载体 HMRCHEF53u/Neo 的 hEF-1启动子

下游、转录后调控元件 RESE (RNA exporting 

and stability element) 的上游，构建了 S/preS1

基 因 表 达 载 体 HMRCHEF53u/Neo-S/preS1   

(图 1A)。用 Hind Ⅲ和 XmaⅠ双酶切鉴定    

(图 1B) 及测序验证所构建表达载体正确。 

2.2  高效表达 S/preS1 CHO 细胞的克隆筛选 

HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 转染阳性细胞

经至 G418 加压筛选和有限稀释克隆，在 96 孔 
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图 1  高效表达 S/preS1 基因的载体(A)及其酶切鉴定电泳图(B) 
Fig. 1  Sketch map of HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 (A) and identification of HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 by 
restricted enzyme digestion (B). M: DNA marker; 1: S/preS1 cDNA from MARHEF53u/Neo-S/preS1 by restricted 
enzyme digestion. 

.
板中形成 27个单克隆。经 24孔板培养和 S/preS1

检测，得到 S/preS1 表达阳性细胞克隆 13 个。

图 2 是各 S/preS1 表达阳性细胞克隆在 T25 方瓶

用含 10% (V/V) NBS 的 DME/HIGH MODIFIED

培养基培养的 S/preS1 表达水平，编号为 4F8、

5B5、6E9、7F8、8C7、8F9、10G6 和 11G8 等

8 个 细 胞 克 隆 的 S/preS1 表 达 水 平 均 在      

200 ng/(106 cells·d)以上。 

从生物技术药物需采用无血清培养工艺技

术进行生产的现实考虑，以 S/preS1 的生产水平

为主要评价指标，在玻璃摇瓶中进一步考察上

述 8 个细胞克隆在无血清批次培养条件下的

S/preS1 表达和细胞生长。表 1 所示为在有血清培

养基中 S/preS1 表达水平均超过 200 ng/(106 cells·d)

的细胞克隆，在无血清批次培养时的最高

S/preS1 生产水平和最大活细胞密度。10G6 细胞

以 3×105cells/mL 的密度接种，培养 8 d 的最大

细胞密度和培养 10 d 的最高 S/preS1 生产水平分

别达到 5.42×106 cells/mL 和 3.99 μg/mL。 

2.3  10G6 细胞培养上清的 Western blotting

分析 

图 3 所示为在摇瓶中无血清悬浮培养的

10G6 细胞培养上清的 Western blotting 分析结

果，在与 S/preS1 分子质量相应的 27 kDa 区域

均能与抗 S抗体和抗 preS1抗体特异结合而呈现

明显的着色带，表明 10G6 细胞所表达的 S/preS1

融合蛋白保留 S 和 preS1 抗原性。 

2.4  10G6 细胞在无血清培养基中连续批次培

养的细胞生长和 S/preS1 表达 

以批次培养结束时的活细胞密度和细胞活 
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图 2  S/preS1 表达阳性细胞克隆在有血清培养基中的 S/preS1 表达水平 

Fig. 2  Expression of S/preS1 in HMRCHEF53u/Neo-S/preS1 transfected cell clones in serum-containing medium. 
 

表 1  不同细胞克隆在无血清批次悬浮培养条件下的

S/preS1 表达和细胞生长 

Table 1  S/preS1 expression and growth of the cell 

clones in batch culture in serum-free medium 

Cell 
clone 

Peak S/preS1 
concentration (μg/mL) 

Peak viable cell 
density 

(106 cells/mL) 

4F8 0.82 6.00 

5B5 1.08 2.49 

6E9 0.63 1.94 

7F8 0.43 4.86 

8C7 0.60 2.25 

8F9 1.48 2.53 

10G6 3.99 5.42 

11G8 1.14 2.10 

 

力评价 10G6 细胞生长的观察指标，以培养上清

中的 S/preS1 浓度为反映 10G6 细胞 S/preS1 表

达的评价指标，考察 10G6 细胞在无血清培养基

中连续批次培养的细胞生长和 S/preS1 表达。在

为期约 2 个月的连续 12 批次悬浮培养中，各批

次的活细胞密度基本保持在 4×106 cells/mL 以

上、活力维持在 90%以上 (图 4A)。反映 10G6

细胞 S/preS1 表达的 S/preS1 浓度基本稳定在

1~1.25 mg/L 水平(图 4B)。 

2.5  10G6 细胞无血清流加培养的细胞生长和

S/preS1 表达    

以 10G6 细胞的活细胞密度和 S/preS1 浓度

为观察指标，考察 10G6 细胞在无血清流加培养

过程中的细胞生长和 S/preS1 表达。图 5 所示为

3 批次 10G6 细胞流加培养的活细胞密度和

S/preS1 浓度变化。不同批次 10G6 细胞流加培

养的活细胞密度达到 7×106~10×106 cells/mL，

S/preS1 的累积浓度达到 17~20 mg/L，培养持续

时间介于 17~20 d (图 5)。 
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图 3  10G6 细胞培养上清的 Western blotting 分析 

Fig. 3  Identification of the S (A) and preS1 (B) antigenicity of S/preS1 in 10G6 cells supernatant by Western 
blotting. 1: 10G6 cells; 2: HMRCHEF53u/Neo transfected CHO-S cells; M: Lot specific MW.
 

 
 

图 4  10G6 细胞在连续批次悬浮培养中的细胞生长(A)和 S/preS1 表达(B) 

Fig. 4  Growth (A) and S/preS1 expression (B) of 10G6 cells in repeated batch cultures. 
 

 
 

图 5  10G6 细胞在无血清培养基中流加培养的细胞生长(A)和 S/preS1 表达(B) 

Fig. 5  Growth (A) and S/preS1 expression (B) of 10G6 cells fed-batch cultures in serum-free medium. 
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3  讨论 

HBV包膜蛋白的前S部分具有更强的免疫

原性，可使血源性乙肝疫苗和S蛋白基因工程乙

肝疫苗无应答者产生抗体，不仅可用于乙肝的预

防，还能在慢性乙肝治疗中发挥作用[13-14]。含前

S蛋白的重组乙型肝炎疫苗是第3代乙肝疫苗研

发的重点，有望替代现在广泛使用的基因工程 

疫苗[15]。 

由于蛋白质抗原不是通过完整的分子发挥

作用的，单个或多个抗原表位可排除无关氨基酸

的影响，更有利于病毒抗原表位在抗原提呈细胞

内的加工，能诱导比完整蛋白质抗原更强的免疫

应答。preS1的21~47位氨基酸序列中存在比S更

强的B细胞和T细胞抗原表位，将preS1抗原表位

与S蛋白融合，不仅能提高机体的体液免疫水平，

还能通过诱导细胞免疫应答，克服部分人群接种

现有乙肝疫苗不应答或低应答的缺陷[16-17]。田淑

芳等通过电镜观察，发现CHO细胞分泌的S抗原

和preS1抗原表位 (21~47位氨基酸) 融合蛋白能

够组装成22 nm的颗粒，说明preS1抗原表位并不

影响颗粒的形成，并且通过小鼠免疫原性实验证

实这种融合蛋白能够诱导更强更早的免疫保护  

作用[12]。 

与酵母细胞表达系统相比，采用 CHO 细胞

表达系统生产的乙肝疫苗具有糖基化完全、抗原

决定簇与天然抗原相似、免疫原性高和免疫力持

久的优点[18-19]。外源蛋白在 CHO 细胞中的表达

水平一般由载体在染色体上的整合位置、启动子

强度、转录产物的稳定性、mRNA 的翻译效率、

目的蛋白的折叠效率以及目的蛋白的稳定性等

因素决定的 [20-21]。本研究采用转录水平调控为

主、转录后调控为辅的表达载体设计思想，将

S/preS1 基因插入含有克服位置效应、细胞内源

性强启动子及 mRNA 运输和稳定性调控元件的

真核细胞表达载体，从转录和转录后水平调控

S/preS1 的表达，在 CHO 细胞中实现了 S/preS1

的稳定高效表达。此外，10G6 细胞表达产物的

Western blotting 分析表明所表达的 S/preS1 同时

保留 S 和 preS1 的天然免疫原性，由此证实了

S/preS1 分子构建的合理性及其作为新型乙肝疫

苗的可行性。 

细胞系表达外源目的基因的效率、体外培养

的生物学性状及其高效培养工艺技术，对细胞表

达产品的生产能力和质量起着决定性的影响[22-23]。

10G6 细胞在无血清批次培养中的活细胞密度能

够达到 4×106 cells/mL 且其活力维持在 90%以

上，反映其具备良好的体外培养生物学性状。

CHO 细胞表达重组乙肝疫苗预防接种的使用剂

量为 10~20 g/剂[24]。10G6 细胞在无血清流加培

养中明显提升的活细胞密度和 S/preS1 表达水

平，表明 10G6 细胞及其无血清培养工艺均能满

足乙肝疫苗产业化生产的要求。 
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