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颗粒化重组戊型肝炎病毒衣壳蛋白及其抗原性与免疫原性

何志强 张军 李少伟 林鉴 刘如石 陈毅歆 王颖彬 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，福建省医学分子病毒学研究中心，厦门 $61""2）

摘 要 过去的研究发现大肠杆菌表达的戊型肝炎病毒（C9%）衣壳蛋白 DE3! 的 ++$7#/6"6 片段 )9! 可以形成同

源多聚体，并具有良好的免疫保护性，但纯化后的免疫原性较弱。这里表达了 $ 个 )9! 蛋白的 ) 端延伸突变体，发

现对应于 DE3! ++$60/6"6 的重组蛋白 C9% !$7 在体外可以形成颗粒性抗原。C9% !$7 抗原颗粒与戊肝患者血清反

应性良好，对中和性单克隆抗体 0F11 的反应性与 )9! 抗原相当，而对另一中和性单克隆抗体 0C$ 的反应性较 )9!
抗原有显著提高，表明 C9% !$7 抗原颗粒具有比 )9! 更好的抗原性。纯化后的 C9% !$7 抗原颗粒直径约为 12 G
$"<:。铝佐剂吸附的 C9% !$7 免疫 H+’IJ- 小鼠的半数有效剂量（9K2" ）在 "L"0 G "L!2!@ 之间，而同样以铝佐剂吸附

的 )9! 抗原 6"!@ 剂量免疫的抗体阳转率仅 !2M，表明 C9% !$7 抗原颗粒具有更好的免疫原性。
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戊型肝炎（戊肝）是一种由戊型肝炎病毒（C9%）

引起的经肠道传播的急性肝炎，临床表现与甲型肝

炎类似，但病死率较高（1M G $M），孕妇感染病死率

可高达 !"M［1］。我国是戊肝主要流行区之一，1706
G 1700 年在新疆南部地区发生的大规模戊肝爆发

流行，造成 !" 万人发病，死亡 1""" 余人；除新疆外，

我国吉林、辽宁、内蒙古及山东等地均有戊肝爆发流

行的报道［!］。由于戊肝病毒尚不能进行有效的体外

组织培养，传统的减毒疫苗和灭活疫苗的研制无法

进行，基因工程疫苗的研制成为戊肝疫苗的最大希

望所在。

C9% 含 $ 个开放读码框架（DE3），其中 DE3! 编

码 66" 个氨基酸的多肽（PDE3!），为病毒主要结构

蛋白，组成病毒衣壳［1］。目前已发现多个 DE3! 重

组蛋白具有免疫保护作用，表明 DE3! 蛋白上存在

着重要的中和表位［$ Q 2］。最近，我们在大肠杆菌中

表达了 C9% DE3! ++$7#/6"6 的一个片段，获得的重

组蛋白（)9!）对戊肝急性期、恢复期血清均有很强

的反应性，免疫恒河猴可产生良好的保护性［6 Q 7］。

利用 )9! 蛋 白 制 备 的 单 克 隆 抗 体 成 功 地 鉴 定 出

C9% DE3! 上的 ! 个不同的中和表位区域，分别被

中和单抗 0F11 和 0C$ 所识别［1"］。但随后的研究发

现，当 )9! 纯度提高到 72M以上时，其免疫原性显

著下降，成为疫苗研制的一大障碍。为有效提高疫

苗的免疫原性，我们进一步对 )9! 的延伸突变体进

行了的表达、纯化和免疫原性研究。

! 材料与方法

!"! 质粒与菌种

含有 C9% DE3! +( + ($7# G +( + ( 6"6 基因片段的

非融合表达载体 R4D/4N/9!［6］及 R4D/4N［11］为本实验

室所构建与保存，受体菌 3 ( 0(,# 9E!266 购自 )5S
9<@’+<B H;&’+I= 公司。

!"# 引物

根据 C9% 基 因"型 中 国 株（KKHT 登 录 号

K11"7!）序列，合成 2U段延伸引物如表 1（上海博亚

公司），引物 2U端均引入 45%"位点。以引物 C9EP
（2U/-V-@+@+++V+++-V+V++-V---@+/$U）为反向引物，引物 2U

端引入 30(E"位点。

!"$ 工具酶及其它

限制性核酸内切酶、6+7K)O 聚合酶和 R*K 10/
4载体为 4+W+E+ 产品，酶标记抗体购自晶美公司，

为 PED4DX 产品，预染蛋白分子量标准和蓝染试剂

为 CYF’&<5 P;5,-5 公司产品。



表 ! "#$ " 端延伸引物

%&’() ! %*) +,-.),/ 01 "#$ "2 3),.-4&( )53)4/-04

!"#$%&" ’(%)* +,%& -*,+$%*) !.%(". )+(" !.%(". /"01"),"

234 567 89:;<:< 567=! >?;@’A’ABA@BB@’BBABB’@’B@ABAA@A’@A@A@BA;8?

234 557 87:;<:< 557=! >?;@’A’AB@A’BB@BBA@A’@@@’@’B’’AAB’AAA@BA@BB@’BBABB’@’B;8?

234 58C 8<9;<:< 58C=! >?;@’A’AB’A’B@B@AA’@@@ABAAA’’@@AAB@AB’@’@@@AB@A’BB@BBA@A’@@@’;8?

!67 重组表达载体的构建

以 #AD;A7;35 为 模 板，分 别 利 用 正 向 引 物

567=!、557=!、58C=! 以及反向引物 23E!，依次进行

!@E 反应：CFG >(%)；CFG >:/，>7G >:/，75G >:/，
共 5> 个循环；75G 6:(%)。扩增产物以胶回收试剂

（上海华舜公司）回收后，直接连接至 #HI69;A 载体

中，测序无误后用 !"#!和 $%&E!切下目的基因，

连到同样酶切处理的 #AD;A7 上，获得 J35 J 端延伸

突变体表达载体 #AD;A7;567、#AD;A7;557 和 #AD;A7;
58C。图 6 显示了 #AD;A7;58C 的主要基因元件。

图 6 #AD;A7;58C 质粒图谱

=%KL6 !-+/(%& (+# *M #AD;A7;58C

!68 蛋白的表达与复性

表达载体转化大肠杆菌 3E5><< 进行 N!AB 诱导

表达。诱导条件为 5>G，:O5((*-PQ N!AB，<R。离心

收集菌体，超声（SDJN@ST H’A3EN’QS 公司，U%-V.+;
@"-- 4@W>:: 型 超 声 破 碎 仪）破 碎，包 涵 体 经 6X
A.%$*) W;6:: 洗涤 5 次，溶于缓冲液 ’（F(*-PQ 尿素，

5:((*-PQ A.%/·@-，#29O>，>((*-PQ 3IA’，6::((*-PQ
J+@-）中，对 6 Y !ZS（#27OF>）透析过夜，离心获得复

性上清液。

!69 "#$ 蛋白 " 端延伸突变体的分子筛保留时间

检测

重组 蛋 白 复 性 样 品 用 高 效 液 相 色 谱（2!Q@，

Z",[(+) S\/$". B*-& J*1]"+1 65>JH!P6<<JH!）进行

分子筛保留时间检测，层析柱为 AS^ B8::: S_WQ

（7O9(( Y 8:,(）。

!6: ;#< $=> 重组蛋白的纯化

将缓冲液 ’ 中的 58C 重组蛋白经 F(*-PQ 尿素

水溶液透析过夜，进行等电聚焦电泳纯化。等电聚

焦仪选用 ’("./R+) !R+.(+,%+ 公司生产的 N/*;!.%("
#N9 型制备型多腔等电聚焦电泳系统。< 个固相化

#2 膜为 #2>O6:、#2>O5:、#2>O5>、#2>O8:、#2>O8> 和

#2>OF:；溶 液 为 F(*-PQ 尿 素 水 溶 液。 上 样 于

#2>O5>;#2>O8: 腔室中；电泳参数为 5::4 5R、>::4
5R、9::4 5R、8:::4 <:R。聚焦后的 58C 重组蛋白位

于 #2>O5> ‘ #2>O8: 之间。

经过等电聚焦纯化的 58C 重组蛋白（5(KP(Q）进

一步以 2!Q@ 纯化。收集时间：6:> ‘ 65:(%)，获得

58C 纯化样品 6::(Q，F(KP(Q（SIS;!’B3 蓝染单一

纯）。层析柱选用 AS^ 公司的 !R")\-;>!_ 56O>((
Y 6>,(。缓 冲 液：:O>(*-PQ 硫 酸 铵、F(*-PQ 尿 素、

5:((*-PQ 磷酸缓冲液 #27O5；洗脱液：F(*-PQ 尿素、

5:((*-PQ 磷酸缓冲液 #27O5，流速：F(QP(%)，洗脱程

序为 :O> ‘ : (*-PQ 硫酸铵连续梯度洗脱 65:(%)，收

集时间：6:> ‘ 65:(%)，获得 58C 纯化样品。

2!Q@ 纯化样品进行切向流复性，使用 !’QQ 公

司的切向流系统，膜包截留分子量为 8:[I，运行时

压力为 :O:8FH!+，流速为 >::(QP(%)，切向流速为

6>(QP(%)；复 性 缓 冲 液 为 5: 倍 样 品 体 积 的 !ZS
#27OF>。

!6? 透射电镜观察

复性后 234 58C 重组蛋白经 5X磷钨酸 #27O:
负染，固定于喷炭的铜网上进行透射电镜观察（日本

3-",$.*)%,/ 公司，a3H;6::@W"透射电镜）。

!6> 原子力显微镜观察

复性后 234 58C 重组蛋白包被于聚苯乙烯微孔

板，进行原子力显微镜观察，扫描面积为 6((5。仪

器为美国 IN 公司生产的 J+)* #’ 型原子力显微

镜，探针分辨率为 6)(。

!6!@ 动态光散射观察

复性 后 234 58C 重 组 蛋 白 以 动 态 光 散 射 仪

（!.*$"%) S*-1$%*)/ 公司，I\)+!.* HSPW 型）测量水化动

力学直径。使用 E"K1-+$%*) 算法。
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!"!! #$% &’( 重 组 蛋 白 与 戊 肝 患 者 血 清 和 抗

#$% 中和单抗的 $)*+, 反应

纯化的 !"# $%& 抗原，溶解于 ’( 中，)**+,-孔
包被 &. 孔聚苯乙烯微量板，%/0吸附 $1，20过夜；

3(45 洗液（6!/72）洗涤 ) 遍，$**!8-孔封闭液（$*9
牛血清 3(4）%/0封闭 $1，甩尽、拍干后真空密封，

20保存备用。检测时，于每孔中加入 )**!8 样品稀

释液，然后加入 )*!8 血清，%/0温育 %*:;+；3(45 洗

涤 < 次，扣干后每孔加入 )**!8 稀释好的抗人 =,>?
!@3（北 京 万 泰 生 物 药 业 公 司 提 供），%/0 温 育

%*:;+；洗 涤 < 次，扣 干，加 入 显 色 剂，%/0 温 育

)*:;+，终 止 液 <*!8（$:AB-8 !$ 4C2 ）终 止，读 取

!"2<*+:-.$*+:的读值。

< 份戊肝患者急性期血清和 < 份抗 !"# 抗体阴

性血清由北京万泰公司惠赠。抗 !"# 中 和 单 抗

D’)) 和 D!% 由本实验室制备［)*］。

!"!& #$% &’( 重组蛋白颗粒免疫小鼠的半数有效

剂量测定

纯化 复 性 后 的 !"# $%& 抗 原 以 3(4 稀 释 至

2*!,-:8，铝佐剂吸附过夜后以铝佐剂 % 倍系列稀释

疫苗 至 终 浓 度 分 别 为 $*、.7./、$7$<、*7/2、*7$<、

*7*D!,-:8；以 ):8 腹腔注射抗 !"# 抗体阴性 < E .
周龄 43F 级 (G8(-H 小鼠，每剂量组 D 只。免疫前

*I、免后 ) 月、$ 月、% 月、2 月、< 月、. 月分别以定量

毛细采血管采集鼠尾静脉血 $*!8。以 $%& 为抗原

的间接 "8=4G 法检测鼠血清抗体。血清稀释度为

) J)**，每份标本进行双孔检测，取平均值判断结果。

& 结果

&"! -$& 蛋白 - 端延伸突变体的表达及复性产物

分子筛柱层析保留时间分析

将重组表达载体质粒转化大肠杆菌进行诱导表

达，!"# $)/、!"# $$/ 和 !"# $%& 重组蛋白均有较

好表达，表达产物溶解于 2:AB-8 尿素后透析复性纯

化。利用 >%***4KL8分子筛层析柱在 !38’ 中观察

复性纯化产物的保留时间，结果发现 !"# $)/ 和

!"# $$/ 蛋白的保留时间稍短于 M"$，但其保留时

间对应的分子量显著短于相应的单体分子，提示三

者均主要以多聚体形式存在。而 !"# $%& 随穿透峰

出现，其 保 留 时 间 明 显 短 于 其 他 蛋 白，相 当 于 N
<**OP 的分子，提示其形成了颗粒（图 $）。

&"& #$% &’( 重组蛋白的纯化

质粒 65C?5/?$%& 转化的 # Q $%&’ 菌体经诱导后，

4P4?3G>" 显示在电泳迁移率相当于 %)OP 左右有一

图 $ 重组蛋白的分子筛保留时间

F;,Q$ @RST;+RI S;:R AU VRHA:W;+T+S 6VASR;+X ;+ ,RB
U;BSVTS;A+ H1VA:TSA,VT:

表达条带，表达量约为 %*9（图 %，BT+R )），主要以包

涵体的形式存在。经 $:AB-8、2:AB-8 和 D:AB-8 尿素

洗涤，可见尿素上清中有电泳迁移率相当于 2%OP 左

右的二聚体蛋白（图 %，BT+R % E <）。取 2:AB-8 尿素

溶解的样品进一步以等电聚焦电泳、疏水相互作用

层析和切向流复性纯化，纯化样品的 4P4?3G>" 显

示目的蛋白主要为二聚体形式（图 %，BT+R .），煮沸后

仅出现单体带，未见杂带（图 %，BT+R /）。经 !38’ 分

子筛层析柱及 4P4?3G>" 稀释染色法鉴定纯化蛋白

纯度大于 &<9（结果未列出）。最终纯化得率约为

包涵体重组蛋白的 $*9。

图 % !"# $%& 重组蛋白的 4P4?3G>" 电泳

F;,Q% 4P4?3G>" AU VRHA:W;+T+S 6VASR;+ !"# $%&
)：WTHSRV;Y: BZX;X；$：XY6RV+TST+S AU WTHSRV;Y:；%：XY6RV+TST+S AU $ :AB-

8 YVRT XABYS;A+；2：XY6RV+TST+S AU 2 :AB-8 YVRT XABYS;A+；<：XY6RV+TST+S

AU D :AB-8 YVRT XABYS;A+；.：6YV;U;RI WZ !38’；/：6YV;U;RI WZ !38’
（WA;BRI）；D：6VASR;+ :ABRHYBTV [R;,1S :TVORV

&"’ #$% &’( 重组蛋白颗粒的形态

透射电镜观察负染的纯化后的 !"# $%& 重组蛋

白，可见直径约为 )< E %*+: 的颗粒（图 2）。以原子

力显微镜观察，同样可见直径约为 )< E %*+: 的颗粒

（图 <）。动态光散射仪测定重组蛋白在溶液中的平

均水化半径为 )%7$<+:（图 .）。
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测对 单 抗 !"# 或 !$%%，结 果 如 图 &。’#( 蛋 白 上

!$%% 表位的活性与等量 )*’ 抗原相当，而 !"# 表位

的活性显著高于等量 )*’ 抗原。

表 ! "#$ !%& 重组蛋白颗粒与戊肝患者血清的 #’()* !" 值

+,-./ ! !" 0,.1/ 23 "#$ !%& 4/526-78,89 :,4975./ ,;,78<9 </4, 23 =/:,9797< # :,97/89< >/9/59/> -? #’()*

+,-. +,/ 01, 2.34 .56,- 784,6 09: ;9<=1; ;9<=1> *’<=1> *’<=1; "*? ’#(<=1;

@.6A,86 % >.B, &# ( #CD# CEFD# #EDF% #ECGC #ED#C ’E!G&

@.6A,86 ’ >.B, &# %( ’’! %ECGF #EG’& #E%## #EDC’ ’E(##

@.6A,86 # >.B, #G %F %&D DECCC #EG%! #EGD’ #EDGC ’E’#D

@.6A,86 D H,I.B, #& %D #GG DECCC %EG#( DECCC DECCC #E%#&

@.6A,86 G >.B, D% %’ ’!F #ECCC #ED%F #E’%F #ECG% ’EDG#

>,.8 ’E&’’!

",.B6J3 % >.B, D! K ( CECG% K CEC!G CEC’% CEC’’

",.B6J3 ’ H,I.B, ’C K %’ CECG! K CEC(% CEC%G CEC%&

",.B6J3 # H,I.B, ’% K ’# CECG’ K CEC!( CEC%( CEC%F

",.B6J3 D >.B, D’ K %& CEC%( K CE%%C CEC%( CEC#F

",.B6J3 G >.B, ’D K & CEC’# K CEC(% CEC%F CEC%G

>,.8 CEC’%!

!:J, I,.8 !" L.BM, 57- .86A<"*? ’#( =1; 78 J,N.6A6A4 * N.6A,864 O.4 4A18A5AP.86B3 JA1J,- 6J.8 6J.6 78 J,.B6J3 A8QALAQM.B4（# R CECC%，+6MQ,86 : 6,46 ）S

图 & "*? ’#( 或 )*’ 抗原与中和单抗 !$%%
和 !"# 的反应性

HA1S& T,.P6ALA63 75 "*? ’#( .86A1,8 7- )*’ .86A1,8
.1.A846 8,M6-.BAU.6A78 I787PB78.B .86AV7QA,4 !$%% 7- !"#

!@A "#$ !%& 重组蛋白颗粒的免疫原性

不同剂量免疫小鼠的抗体阳转情况如表 #。可

见在 D 周时 CE&D!1 以上剂量免疫的小鼠抗体均阳

转，CE’G!1 免疫有 &W! 只鼠阳转，CEC!!1 免疫有 #W!
只阳转，小鼠 *2GC 在 CEC! X CE’G!1 之间。各免疫

小鼠抗体持久性与免疫剂量呈正相关。最大剂量免

疫的 ’ 组在 ’D 周后抗体仍无一阴转。免后 ’D 周各

组小鼠抗体滴度情况如表 D。可见小鼠抗体滴度与

免疫剂量也呈明显的正相关。而 )*’ 抗原免疫小

鼠，’C!1 以下剂量无一阳转，FC!1 免疫阳转率也仅

’GY（表 G）。"*? ’#( 蛋白的免疫原性显著高于

)*’ 蛋白。

表 % "#$ !%& 重组蛋白颗粒免疫小鼠不同时间的抗体阳性数

+,-./ % *897-2>? :2<7970/ 816-/4 23 675/ 28 >733/4/89 6289=
,39/4 -/78; 0,5578,9/> -? "#$ !%& 4/526-78,89 :,4975./

?.PPA8.6,Q

Q74,W!1

?.PPA8.6,Q

8MIV,-
086AV7Q3 N74A6AL, 8MIV,-

CO,,Z DO,,Z !O,,Z %’O,,Z %FO,,Z ’CO,,Z ’DO,,Z

’C ! C ! ! ! ! ! !

FEF& ! C ! ! ! ! ! !

’E’’ ! C ! ! ! ! & &

CE&D ! C ! ! ! ! D #

CE’G ! C & F G G ’ ’

CEC! ! C # ’ C C C C

表 B 不同剂量 "#$ !%& 重组蛋白颗粒免疫小鼠 !B 周后

抗体滴度分布

+,-./ B *897-2>? 979/4 >7<947-19728 23 675/ 28
9C/89?D32149= C//E 32..2C78; 0,5578,9/> -? >733/4/89

>2<,;/ 23 "#$ !%& 4/526-78,89 :,4975./

%W6A6,-
?.PPA8.6,Q Q74,W!1

’C FEF& ’E’’ CE&D CE’G CEC!

),1.6AL, C C % G F !

%CC C C % C ’ C

% CCC C C D # C C

%C CCC ! ! ’ C C C

:76.B N74A6AL, ! ! & # ’ C
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表 ! 不同剂量 "#$ 重组蛋白免疫小鼠后 % 周的

血清阳转情况

&’()* ! +*,’-./0*,12./ .3 42-* ./ 3.5,67 8**9 3.)).82/:
0’--2/’6*; (< ;233*,*/6 ;.1’:* .3 =#> $?@ ,*-.4(2/’/6 A’,62-)*

!"#$%!& ’ () (’ *) +) ,)

-.//01.2$3 4"5 6 6 7 6 7 7

8$9./"1:$9#0"1 4"5 ) ) ) ) ( *

? 讨论

在过去的研究中，我们发现所表达的 ;<- 衣壳

蛋白片段 4<* 可以形成良好的构象性中和表位，以

弗氏佐剂免疫恒河猴具有良好的免疫原性，并诱导

出高效价保护性抗体，使免疫猴获得对 ;<- 的良好

抵抗力［=，()］。但当 4<* 蛋白纯度提高到 =’>以上。

并且采用铝盐佐剂时，疫苗的免疫原性显著下降。

在对 4<* 蛋白进行研究时，我们已发现 4<* 在体外

可自发形成以二聚体为基础的多种聚合形式，类似

于病毒衣壳蛋白的装配过程［,］。?#.9$: 等［(*］用昆虫

杆状病毒表达系统表达 ;<- @AB* 的 ..((*C,,) 片

段时，发现目的蛋白在表达过程中被剪切为 ’’D! 蛋

白（..((*C,)E）和 ’+D! 蛋白（..((*C’E7），并且可以形

成类病毒颗粒结构。4<* 蛋白与 ’’D! 蛋白相比，F
端几乎完全重叠，仅 4 端有 *7, 个氨基酸的缺失。

因此，延长 4<* 的 4 端有可能表达出可在体外组装

成颗粒的重组衣壳蛋白。结果发现，当 4<* 蛋白 4
端延伸至 ..+,7 时，获得的重组蛋白 ;<- *+= 的分

子筛保留时间出现了显著缩短，提示蛋白颗粒的形

成。将 ;<- *+= 蛋白进一步纯化、复性后，在透射电

镜下、原子力显微镜下均可见直径约为 (’ G +)1H 的

颗粒，动态光散射检测蛋白在溶液中主要以平均水

化半径 (+I*’1H 的颗粒存在。

对 ;<- *+= 重组蛋白颗粒可与戊肝患者血清以

及中和单抗 7F(( 和 7;+ 有很强的反应性，对中和单

抗的反应性强于等量的 4<* 抗原，表明该颗粒性抗

原上形成了良好的戊肝中和表位。高纯度的 ;<-
*+= 抗原颗粒以铝盐佐剂吸附后免疫 J.KL%/ 小鼠的

<!’)在 )I)7 G )I*’!& 之间，免疫原性较同等纯度的

4<* 蛋白的 ,)!& 以上有了显著的提高。

迄今通过基因工程技术表达的 ;<- 衣壳蛋白

颗粒均是在昆虫杆状病毒表达系统中获得的。该系

统生产过程涉及大量的活病毒和异种蛋白，其安全

性问题一直未得到充分验证。因此虽然其具有表达

量大，目的蛋白翻译后修饰过程更接近于哺乳动物

细胞等优点，迄今仍无一种正式上市的生物制品采

用该系统进行生产。本研究在国际上首次采用生物

制药业广泛使用的大肠杆菌表达系统获得了 ;<-
衣壳蛋白颗粒，而且所获得的颗粒抗原形成了良好

的中和表位，并能诱导出高效价抗体，从而在抗原

性、免疫原性和安全性方面均能满足疫苗的要求，为

;<-疫苗的研制奠定了坚实的基础。目前该疫苗

对恒河猴的保护实验正在进行中，已发现其可诱导

出高效价的中和抗体，并能保护免疫猴免受同型和

异型 ;<- 的感染（结果另文发表）。
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安捷伦加大研发创新力度 瞄准国内三大市场

（北京，!""a 年 ! 月 !" 日）在一年一度的安捷伦年度媒体招待会上，安捷伦中国公司高层宣布新一年的市场重点：无线通

信、半导体、和生命科学。同时，安捷伦宣布进一步加大研发创新力度，扩大在华研发中心的规模。

安捷伦科技中国区总经理霍丰先生在记者会上说：“中国是安捷伦全球重点市场，安捷伦将继续加大在华投资力度，扩大

研发机构规模，承诺 ’ 年前宣布的 # 年内上亿美元的投资额。在新的一年，安捷伦看好国内的三大市场，并将利用全球的技术

创新网络和本地的研发力量，重点发展无线通信、半导体、和生命科学产业。迄今为止，安捷伦在中国的战略性投资已经涵盖

了我们所有的业务范围，这必将为我们在通信、半导体、生命科学和化学分析等领域的发展奠定良好的基础。”

在生命科学和化学分析领域，中国在安捷伦全球业务中是第三大市场，仅次于美国和日本。今年，安捷伦生命科学与化

学分析事业部将加大对中国市场的投资力度，把高技术的生产线转移到中国，建立全球仓储物流中心，并继续产品的本土化。

同时，安捷伦将专注于：食品安全检测；环境安全和环境污染分析；中草药现代化；和蛋白质组学分析，通过找出与疾病有关的

蛋白，更快、有效地开发新的药物。这些与人们生活密切相关的领域将成为安捷伦在中国的战略增长点。

要了解安捷伦科技的信息，请访问：VVV3 *B9A,28 3 @103 @2。
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抗甲肝病毒基因工程单抗分离纯化与鉴定

魏敬双< 陶苒< 孙巍巍< 贾茜<! 李川R 梁米芳R

<（华北制药集团新药研究开发有限责任公司，石家庄 >=>><=）

R（中国疾病预防控制中心，北京 <>>>=R）

摘 要 为克服血源免疫球蛋白制品的不足，开发了抗甲肝病毒基因工程单克隆抗体 (&1%\J8W F’[。用无血清培

养基培养 -3JK 工程细胞株，上清液经过 -0-)1+%& 8 DEE 亲和层析"脱盐"离子交换层析"超滤换液纯化后，所得

(&1%\J8W F’[ 纯度达 QQe以上，比活性约 <>>Fc?5’，(&1%\J8W F’[ 活性回收率 Z>e。所纯化的 (&1%\J8W F’[ 分子量

<=>HC，等电点 S_Z f Q_Y。免疫印迹实验证实 (&1%\J8W F’[ 为人源全抗体分子。亲和层析介质 -0-)1+%& 8 DEE 确实存

在亲和配基脱落问题，但通过后续纯化步骤可有效除去。在亲和层析过程中加入高盐清洗步骤，可有效降低宿主

C^8 残留量水平。对样品中自由巯基含量进行了测定，认为非还原电泳图谱中低分子量条带是由于抗体分子内存

在自由巯基引起。用该工艺制备的 (&1%\J8W F’[ 各项纯度检测指标均达到我国对基因工程产品的质量要求。
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中图分类号 ‘XS< 文献标识码 8 文章编号 <>>>\Y>U<（R>>Z）>R\>R=X\>=

<URR 期 LbF P%&’\D4#(&’ !" :% /：0#-%;%.(1%)& (&6 34(-(.1+-%](1%)& ); A+.)5!%&(&1 J#5(& (&1%\J8W V)&).2)&(2 8&1%!)6"


