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大肠杆菌表达的戊型肝炎病毒 !"#$ 片段的聚合现象研究

李少伟 张 军 何志强 葛胜祥 顾 颖 林 鉴 刘如石 夏宁邵"

（厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室 厦门 B2!%%3）

摘 要 在大肠杆菌中表达了戊型肝炎病毒（C8’）DE5$ 的 6* 6* B4# F 6* 6* 2%# 片段，得到的重组蛋白 +8$ 在 GHG/
IJK8 中主要以可被尿素解聚的二聚体形式存在，二聚体对病人血清的反应性明显强于单体；质谱分析表明 +8$ 可

形成从二聚体到至少六聚体的多种聚体；动态光散射测定表明平均分子半径约 #;9，相当于四聚体，但分散度较

大，提示为多种大小不一的聚合体的混合物。这些证据表明 +8$ 蛋白可形成以同源二聚体为基本单位的多种聚合

体形式，其中以二聚体间的结合最为紧密，并且以二聚体为基础可进一步装配出多种更高级结构，从而具有作为

C8’ 疫苗及诊断试剂抗原的良好前景。
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戊型肝炎是发展中国家的一种主要急性散发型

肝炎，其病原体戊型肝炎病毒（C8’）主要经消化道

传播，是 大 小 约 $& F B#;9 的 单 股 正 链 无 包 膜 的

E+J 病毒，基因组全长约 &M3NO，含 B 个开放读码框

架（DE5），其 中 DE5$ 编 码 22% 个 氨 基 酸 的 多 肽

（IDE5$），为病毒主要结构蛋白。目前已有几个研

究小组利用昆虫杆状病毒表达系统表达了 + 端部

分缺失的 IDI5$ 片段，并发现当表达片段的 P 端被

昆虫细胞内蛋白酶剪切至 6* 6 * 2%& 的产物能够形成

类病毒颗粒［! F 3］。在过去的研究中，我们利用谷胱

甘肽转移酶（KG0）融合表达载体在大肠杆菌中表达

了 DE5$ 的 6* 6 *B4# F 6* 6 * 2%# 的区域（8$）的重组蛋

白（K8$），发现其在 GHG/IJK8 中形成大量的二聚

体，而且二聚体与感染血清的反应性要大大强于单

体，提示该重组蛋白的二聚体形式有利于某些强构

象型表位的暴露；用该重组蛋白免疫恒河猴，可以保

护其抵抗高滴度的 C8’ 攻击而不发病，因此具有成

为疫苗的良好前景［2，&］。对昆虫细胞表达的 C8’ 类

病毒颗粒的研究提示 C8’ 衣壳的基本形态单位（子

粒）是在 DE5$ 的同源二聚体基础上形成的［3］，8$ 片

段在 GHG/IJK8 中的二聚化现象以及其较单体形式

更好的血清反应性提示其可能与 C8’ 子粒的基本

结构具有较大的相似性。为探讨 8$ 片段在溶液中

是否依然形成二聚体，并是否可在二聚体基础上模

拟病毒子粒的装配过程形成更高级的聚体形式乃至

类病毒颗粒，本研究将该区段转移至一个非融合表

达载体 Q0D/0& 中，表达出无融合蛋白的 8$ 多肽，并

从多个方面对该重组多肽的聚合现象进行了探讨。

% 材料与方法

%&% 质粒与菌种

含有 C8’ DE5$ 6* 6 *B4# F 6* 6 * 2%# 基因片段的

质粒 QK8R $%0/8$（QK8$）为香港大学微生物系吴文

翰教授惠赠［2］，非融合表达载体 Q0D/0& 为本实验室

所构建与保存［"］，受体菌 3 * 0(,# 8EE$322 亦为本室

保存。

%&$ 引物

根据 QK8R $%0/8$ 上 C8’ DE5$ 基因序列，由

上海博亚公司合成。3S端引物 C85I（3S/PJ0J0K/
PJKP0K00P0JP0P0PK0P/BS）引入酶切位点 45%T，BS
端 引 物 C8EI（3S/P0PKJKJJJ0JJJP0J0JJP0PPP
KJ/BS）引入酶切位点 6"(T。
%&’ 工具酶及其它

限制酶、7+8H+J 聚合酶和 QUH !"/0 载体为

06V6E6 产品，酶标记抗体购自晶美公司，为 IED0DG
产品。



!"# 重组表达载体的构建

以质粒 !"#$ %&’(#% 为模板，)#*+ 与 )#,+ 为

引物扩增出 -%-.! 片段。+/, 条件为：012预变性

3456；012变性 3&7，382退火 3&7，8%2延伸 9456，共

扩增 %3 循环；最后再 8%2延伸 9&456。+/, 扩增片

段与 !:; 9-(’ 载体连接，得到插入 #% 基因的阳性

亚克隆；再经 !"#<=$%&,< 酶切处理，接入 !’>(’8 表

达载体，获得表达载体 !’>(’8(#%（图 9），并测序证

实序列无误（测序由上海博亚公司进行）。重组子转

化受体菌 $ ? %&’( #,,%3@@。

图 9 !’>(’8(#% 质粒图

*5A?9 +BC745D 4C! EF !’>(’8(#%

!"$ 重组蛋白的表达与 %&%’()*+ 电泳

诱导表达的条件为 %32，&G%44EB=H <+’"，@I。

离心收集菌体，超声（J>K</JL :M’#,<MHJ 公 司，

N5B.OC(/PBB Q/$3&& 型超声破碎仪）破碎，包涵体经

9R’O5SE6 $(9&& 洗涤 % 次，依次以 %4EB=H、14EB=H 和

-4EB=H 尿素洗涤 9 次，取洗涤上清进行 9%R J;J(
+M"# 电泳。

!", 重组蛋白的纯化

包涵体经 9R ’O5SE6 $(9&& 洗涤 % 次后，直接溶

于缓冲液 M（14EB=H 尿素，%&44EB=H ’O57·/B，!)-G3，

344EB=H #;’M，9&&44EB=H KC/B）中，对 9 T +UJ
（!)8G13）透析过夜，离心获得复性上清液，再经 ’JV
"#H JWX&&& %9G344 T @&Y4 硅胶柱 )+H/（UPYZ4C6
J[7SP4 "EBD KE\]PC\ 9%3K:+=9@@K:+ 高效液相色谱

仪）纯化，获得的重组多肽命名为 K#%。

!"- 蛋白印迹实验（./01/23 45611738）

按常规方法操作，样品为纯化的 K#%，9%RJ;J(
+M"# 后转移到硝酸纤维膜进行杂交，一抗分别为

恢复期病人血清和鼠抗 K#% 单抗 9@;8，二抗为羊抗

人或羊抗鼠 <A"(M+。单抗 9@;8 为 K#% 免疫小鼠后

筛选出的识别线性表位的单克隆抗体（结果另文发

表）。

!"9 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（:);’
&<’=>?’:%）

将!(氰基(1(羟基 肉 桂 酸（)//M）溶 于 乙 腈 ^
&G9R三氟乙酸（9：%，) =)）混合液形成饱和溶液即

基质溶液，)+H/ 纯化的 K#% 经超纯水透析脱盐后

与等体积的基质溶液混合，点于样品靶上，送入质谱

仪（UO\ZPO ;CBSE65Y7 公司，,#*H#$ <<< 型），进行质谱

分析。

!"@ 重组蛋白 A+B 水化动力学分子半径测定

)+H/ 纯化的 K#% 样品经 &G9"4 的氧化铝微孔

滤膜过滤，于动态光散射仪（美国 +,>’#<K J>HN’(
<>KJ 公司，;_KM+,>00(;(3& 型）上测量，入射激光

波长为 -%1G&64，使用 ,PA\BCS5E6 算法计算，溶剂为

+UJ。

B 结 果

B"! 重组蛋白 A+B 的表达与纯化

质粒 !’>(’8(#% 转化的 $ ? %&’( 菌体经诱导后，

J;J(+M"# 显示在 %0Z; 的位置有一表达条带，表达

量约为 1&R（图 %，BC6P %），主要以包涵体的形式存

在。经 %4EB=H、14EB=H 和 -4EB=H 尿 素 洗 涤，可 见

%4EB=H 尿素上清中以约 1&Z; 蛋白为主（图 %，BC6P
X），14EB=H 尿素上清中则在 %0Z; 处出现大量表达产

物，依然可见明显 1&Z; 蛋白（图 %，BC6P 1），而 -4EB=H
尿素上清中以 %0Z; 蛋白为主，几乎不见 1&Z; 蛋白

（图 %，BC6P 3）；对 14EB=H 上清样品直接以 +UJ 透析

复性后，目的蛋白在 J;J(+M"# 中主要以 1&Z; 蛋白

和 %0Z; 蛋白两种形式存在，二者比例约为 3：9（图

%，BC6P @）；透析复性样品继续在 )+H/ 中经分子筛柱

层析纯化（图 %，BC6P 8），沸水浴 9&456 后则 %0Z; 带

明显增多，而 1&Z; 带消失，未见其他杂带（图 %，

BC6P -）。

B"B 重组蛋白 A+B 的蛋白印迹实验

以恢复期人血清和识别线性表位的单克隆抗体

9@;8 对煮沸前、后的 )+H/ 纯化样品进行蛋白印迹

检测，结果显示未煮沸样品 1&Z; 带对 )#Q 阳性血

清的反应性明显，%0Z; 带隐约可见（图 X，BC6P %），从

%@Z; 至约 -&Z; 间对 9@;8 单抗出现多条反应带，而

以 %0Z;、1&Z; 及 -&Z; 处最明显（图 X，BC6P X）；对煮

沸样品人血清检测则未见明显反应条带（图 X，BC6P
3），9@;8 单抗检测可见 %0Z; 处较宽明显反应带（图

X，BC6P @）。
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图 ! 重组蛋白 "#! 的表达与纯化（$!%&’&()*+#）

,-./! #012344-56 768 192-:-;7<-56 5: 23;5=>-676<
125<3-6 "#!（$!% &’&()*+#）

$/ )25<3-6 =5?3;9?72 @3-.A< =72B32；!/ C7;<32-9= ?D4-4；E/ &913267<76<

5: !=5?FG 9237 45?9<-56；H / &913267<76< 5: H=5?FG 9237 45?9<-56；I/ &9(

13267<76< 5: J=5?FG 9237 45?9<-56；K / &9132676< 5: H=5?FG 9237 45?9<-56

7:<32 8-7?D4-4 @-<A )C&；L / "#! 192-:-38 @-<A .3? :-?<27<-56 M)GN（@-<A59<

>5-?-6.）；J / "#! 192-:-38 @-<A .3? :-?<27<-56 M)GN（7:<32 >5-?-6. :52

$O=-6）

图 E "#! 的蛋白印迹实验

,-./E PA3 Q34<326 >?5<<-6. 5: "#!
$，H / "#! 56 &’&()*+#；!，I / N56R7?34;36< 4329= 5: 76 7;9<3 A317<-<-4

# 17<-36<；E，K / S565;?567? 76<->58D $K’L 7.7-64< 7 ?-6372 31-<513 -6

"#!/ $，!，E / Q-<A59< >5-?-6.；H，I，K / C5-?38 :52 $O=-6

! "# 重组蛋白 $%! 的 &’()*+,-.+&/ 分析

将 "#! 在 MNN* 中进行 S*G’T(PU,(S& 分析，

结果较明显的谱峰有 V 个，其中最高的峰核质比为

!!JVVW$J，与 "#! 的理论分子量（!EOVLWO!’）相当，

其余 J 个峰均与 !EOVLWO! 呈倍比关系（图 H），推测

为 "#! 的不同聚体形式。在实验条件下蛋白分子

通常带 $ X ! 个电荷，因此推测这 V 个谱峰分别对应

着 "#! 蛋白的单体至十二聚体（表 $）。

图 H "#! 蛋白的 S*G’T(PU,(S& 图

,-./H PA3 =71 5: S*G’T(PU,(S& 5: "#!

!01 重组蛋白 $%! 水化动力学分子半径测定

溶于 )C& 中的 M)GN 纯化的 "#!样品经 OW$!= 的

氧化铝微孔滤膜过滤，用动态光散射仪使用 Y3.9?7<-56
算法测量水化分子动力学半径，得到一个质量贡献比

为 $OO%的峰，分子半径为 HWOH6=，相当于分子量 VOB’，

分散度较大（!LW!%），提示 "#! 蛋白在 )C& 溶液中形

成平均为四聚体的多种聚合状态（图 I）。

表 2 重组蛋白 $%! 在 &’()*+,-.+&/ 中的主要谱峰（344’ 基质）

,5678 2 ,98 :5;< =85> ?@ A8B?:6;<5<C =A?C8;< $%! ;< &’()*+,-.+&/（344’ :5CA;D）

)37B "5/ U>432R38（!F "） ’389;38 ;A72.3 69=>32 #013;<38（!F "） ’389;38 5?-.5=32 4<7<94

$ $$$KL /EV ! $$IHJWI$ S565=32

! !!JVVW$J $F! !EOVLWO! S565=32F’-=32

E EHKEOWVL ! EHKHIWIE P2-=32

H HIJJLW$H $F! HK$VHWOH ’-=32FP3<27=32

I ILIVLWOK ! ILLH!WII )36<7=32

K KVEIOWLE $F! KV!V$WOK P2-=32FM307=32

L V!KIIWLK $F! V!EJJWOJ P3<27=32FU;<7=32

J $$KI$!WJK $F! $$IHJIW$O )36<7=32F’3;7=32

V $EVLOIWV$ $F! $EJIJ!W$! M307=32F’583;7=32
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图 ! "#$ 在 %&’ 中的水化动力学分子半径

()*+! ,-. -/0123.0 0/425)6 7.5)0)25.3.1 89 "#$ 78:;.0 )4 %&’

! 讨 论

<-24* 等［=］利用 >’, 融合表达载体表达了 ?#@
AB($ 的 2C 2 CDEF G 2C 2 C=HF 片段，首次发现该片段在

’I’J%K># 中可以形成二聚体，而且二聚体蛋白对病

人血清的反应性要明显优于单体，本研究在大肠杆

菌中非融合地表达了该区域，并对获得的 "#$ 重组

蛋白的聚体性质进行了多项实验，发现：（L）在 ’I’J
%K># 中 可 见 明 显 FHMI 带 和 $EMI 带，煮 沸 后 或

N58:OP 尿素处理后 FHMI 带消失而 $EMI 带明显增

强，用病人血清进行的蛋白印迹实验中 FHMI 的反应

性明显强于 $EMI，而用特异单克隆抗体的蛋白印迹

实验中还可见明显约 NHMI 带及多条分布于 $EMI 到

NHMI 之间的反应带，提示多种构型的存在；（$）在

QKPIRJ,A(JQ’ 中，可见多个 "#$ 单体的整倍数谱

峰，至少包含 "#$ 的单体、双体及三至六聚体；（D）

用动态光散射仪测得 "#$ 在 %&’ 溶液中的水化动

力学半径约 F+HF45，相当于 EHMI 的蛋白分子，分散

度较大，这些结果表明 "#$ 在溶液中为多种多聚体

的混合物，其中以二聚体间的结合最为紧密，即使在

’I’J%K># 条件下依然不被破坏。

成熟的戊肝病毒细胞培养模型迄今尚未成功建

立，因此关于戊肝病毒颗粒的结构研究主要是通过

各种表达系统进行。LEEF 年 ,721.; 等［L］首先报道了

用昆虫杆状病毒表达系统表达 ?#@ AB($ 蛋白的 "
端缺失的片段（2C 2 C LL$ G 2C 2 C ==H），在昆虫细胞内

观察到了大量的 $H45 G DH45 戊肝类病毒颗粒，LEES
年 P) 等［D］同样用昆虫杆状病毒表达系统表达了同

一片段，发现昆虫细胞表达 !HMI 和 !NMI $ 种主要

的重组蛋白产物，其中仅 !HMI 蛋白能够组装成类病

毒颗粒，进一步的研究证实这两种蛋白的 " 端同为

2C 2 CLL$，!NMI 蛋白为 2C 2 C LL$ G 2C 2 C ==H 的全长表

达产物，而 !HMI 蛋白的 T 端为 2C 2 C=HS，昆虫细胞单

独表达 2C 2 CLL$ G 2C 2 C=HS 也可形成类病毒颗粒。用

冰冻蚀刻电镜技术观察昆虫细胞表达的类病毒颗粒

的结构，证实其为 , U L 的二十面体对称颗粒，具有

DH 个 != V LHW LH 长，FD V LHW LH 宽的面，每个是由 ! 个

X!H 同源二聚体组成，沿二倍轴同源二聚体的一部

分凸起于病毒表面，同源二聚体间在三倍轴上有较

五倍轴上更紧密的连接，提示戊肝病毒 AB($ 蛋白

首先形成同源二聚体，D 对同源二聚体间进而形成

六聚体，并逐渐组装形成病毒衣壳［!］。本研究表达

的 "#$ 蛋白所形成的结合紧密的二聚体可能即模

拟了形成 ?#@ 病毒颗粒的基本结构单位，并且发现

了二聚体能进一步装配出更高级结构的初步证据。

本研究未观察到形成类病毒颗粒的证据，可能 #$
区域尚未囊括某些子粒装配出类病毒颗粒所必需的

结构，对以该区域为核心的进一步原核表达将提供

更多的 ?#@ 子粒装配结构信息。

本研究表达的 "#$ 主要以包涵体的形式存在，

经梯度尿素洗涤，可见 $58:OP 尿素上清中以约 FHMI
蛋白为主，F58:OP 尿素上清中则以 $EMI 蛋白为主，

依然可见明显 FHMI 蛋白，而 N58:OP 尿素上清中以

$EMI 蛋白为主，几乎不见 FHMI 蛋白；对 F58:OP 上清

样品直接以 %&’ 透析复性后，目的蛋白在 ’I’J%K>#
中主要以 FHMI 和 $EMI 两种形式存在，FHMI 为主；

透析复性样品继续在 ?%PT 中经分子筛柱层析纯

化，沸水浴 LH5)4 后则仅见明显增强的 $EMI 带，而

FHMI 带消失，提示 FHMI 蛋白为 $EMI 蛋白的二聚体

形式，且该二聚体可被尿素解聚，意味着二聚体的形

成依赖于单体间的疏水作用，目前我们正通过系列

缺失、突变研究寻找二聚体结合的核心区域。

用 "#$ 作为抗原免疫并筛选出的 D 株单克隆

抗体能够捕获天然 ?#@ 病毒颗粒，而且用纯化的

"#$ 抗原用于 ?#@ 感染猴模型系列血清的抗体检

测，其灵敏度明显优于现有商业试剂，用 "#$ 作为

疫苗可以保护免疫猴免受 ?#@ 病毒的攻击，均强烈

提示 "#$ 重 组 蛋 白 形 成 的 多 聚 体 较 好 地 再 现 了

?#@病毒衣壳的表面构型（结果另文报道）。重组

蛋白免疫原性与颗粒疫苗相比有较大的差距，本研

究表达的 "#$ 蛋白在溶液中以多聚体形式存在，因

此可能具有较普通重组蛋白更好的免疫原性。该蛋

白一方面去除了融合蛋白，另一方面采用原核表达

系统，由于目前已有大量大肠杆菌表达的重组蛋白

成功地应用于人体治疗，而人们对昆虫杆状病毒表

达系统的安全性问题始终存在疑问，另外，原核表达
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的生产成本要远低于昆虫杆状病毒表达系统，因此

!"# 蛋白较已报告的昆虫杆状病毒表达的 $"% 疫

苗相比将具有更大的应用潜力。!"# 免疫对灵长类

动物的保护性实验目前已在进行，初步的结果表明

!"# 免疫可产生高效价的抗 $"% 抗体，并可保护免

疫猴在大剂量 $"% 攻击下仍不出现任何肝炎症状

（结果另文报道）。

在 &’&()*+" 电泳中见到的表达产物对应的相

对分子量约为 #,-’（煮沸样品、尿素处理样品）和

./-’（ 透 析 复 性 样 品 ），而 !"# 理 论 分 子 量 为

#0/,12/#’，这一差别可能是由于重组蛋白构型导

致，也有可能是重组蛋白在表达、后加工过程中被剪

切所 致。为 明 确 其 原 因，将 !"# 重 组 蛋 白 进 行

3*4’5(678(3& 分析，结果测得的谱峰均与 !"# 的

理论分子量呈倍比关系（图 .）。目前在质谱图分析

中，通常是根据谱峰与理论分子量的倍数关系推测

所携带的电荷数，由于本研究中的 !"# 蛋白在溶液

中即形成多种聚合体，因此难以用这一做法来推测

电荷数，因此我们根据通常认为的在实验条件下蛋

白分子所带电荷应为 9 : # 个，推测这些谱峰分别对

应着 !"# 蛋白的单体至十二聚体，重组蛋白 !"# 应

未被剪切，在 &’& ; )*+" 和 <=>?=@A BCD??EAF 中所见

到的 #,-’ 蛋白、./-’ 蛋白及 G/-’ 以上蛋白更可能

分别对应着 !"# 的单体、二聚体和多聚体，但因重

组蛋白构型问题而导致相对分子量的偏差。
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