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水痘－带状疱疹病毒糖蛋白ｇＥ在昆虫细胞中的
表达鉴定及其晶体培养＊
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【摘要】　目的　利用杆状病毒－昆虫表达系统建立纯化水痘带状疱疹病毒（ＶＺＶ）包膜糖蛋白ｇＥ的方法，筛选ｇＥ蛋白

的晶体培养条件，以期用于结构解析。　方法　将ＶＺＶ糖蛋白ｇＥ基因序列克隆至杆状表达载体ｐＡｃｇｐ６７Ｂ载体中，利

用 Ｈｉｇｈ　ＦｉｖｅＴＭ昆虫细胞表达ｇＥ蛋白并进行ＴＡＬＯＮ亲和层析纯化；利用 ＷＡＶＥ生物波浪反应器建立含硒代甲硫氨

酸的ｇＥ蛋白方法，以便在晶体结构解析中利用单波长或多波长异常散射进行相位解析；通过分子排阻色谱、分析超离，

差示扫描量热法和酶联免疫吸附试验等分析ｇＥ蛋白的理化性质；利用结晶试剂盒对ｇＥ４９８和ｇＥ３５４蛋白的结晶条件

进行初筛。　结果　获得的ｇＥ４９８和ｇＥ３５４蛋白纯度约为９０％、产量为８～１０ｍｇ／Ｌ。理化分析显示两种ｇＥ蛋白在溶

液中主要以均一稳定的单体形式存在，并呈现出良好的反应原性。在ｇＥ３５４晶体初筛中获得３个结晶条件：ＣｒｙｓｔａｌＨ３、

ＰＥＧＨ１２和ＩｎｄｅｘＢ１０。　结论　建立了ＶＺＶ糖蛋白ｇＥ表达和纯化方法，制备的蛋白纯度高，且具有反应原性，并筛选

出ＣｒｙｓｔａｌＨ３、ＰＥＧＨ１２和ＩｎｄｅｘＢ１０这３个结晶条件，为ｇＥ糖蛋白的结构与功能研究及新型疫苗开发奠定了基础。

【关键词】　水痘－带状疱疹病毒；糖蛋白ｇＥ；杆状病毒－昆虫表达系统；晶体培养；硒代甲硫氨酸
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　　水痘带状疱疹病毒（ｖａｒｉｃｅｌｌａ－ｚｏｓｔｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＶＺＶ）
是一种人类α疱疹病毒。ＶＺＶ的原发性感染会导致
水痘，而重新激活的病毒则会导致带状疱疹（ｈｅｒｐｅｓ
ｚｏｓｔｅｒ，ＨＺ），其常见的后遗症是带状疱疹后遗神经痛
（ｐｏｓｔ－ｈｅｒｐｅｔｉｃ　ｎｅｕｒａｌｇｉａ，ＰＨＮ），是世界级的疼痛难
题［１］。ＶＺＶ感染在免疫功能受损的患者更为严重，可
能伴有严重的并发症，如脑髓炎、水痘带状疱疹、髓炎
等［２－４］。由复活后的ＶＺＶ引起的带状疱疹（ＨＺ）感染
越来越普遍，尤其对老年人健康造成严重影响，甚至对
其生命造成严重威胁［５］。

２０１７年以前上市的水痘带状疱疹疫苗均为减毒
活疫苗ｖＯｋ株。但近年相关临床案例显示，接种水痘
带状疱疹病毒的减毒活疫苗可能存在患带状疱疹的风

险［６］，因此迫切需要研制更加安全的新型水痘／带状疱
疹疫苗。２０１７年，ＧＳＫ公司研发出新型带状疱疹重
组疫苗Ｓｈｉｎｇｒｉｘ，该疫苗由 ＶＺＶ糖蛋白Ｅ（ｇＥ５３７）和
佐剂ＡＳ０１Ｂ构成［６］，其对５０岁以上人群带状疱疹的
保护率大于９０％ ［７］，预防效果良好［８］。

ＶＺＶ是一种双链ＤＮＡ病毒，其基因组含有７０个
已知阅读框，至少编码１１种糖蛋白。其中糖蛋白ｇＥ
在ＶＺＶ表面表达丰富，且与病毒的感染、致病性密切
相关。ｇＥ由６２３个氨基酸组成，为Ｉ型跨膜蛋白，已
证实含有Ｂ细胞和Ｔ细胞表位，是目前研究最为广泛
的糖蛋白，也是ＧＳＫ疫苗的免疫原［９］。已经证明ｇＥ
表面含有高度保守的保护性表位［１０］，因此研究ｇＥ的
结构对于中和表位的确定和基于结构设计的新型水痘

带状疱疹疫苗具有指导意义。
本研究通过建立杆状病毒－昆虫细胞表达系统表

达ｇＥ蛋白的胞外区截短蛋白，并探讨ｇＥ蛋白的晶体
培养条件，为ｇＥ糖蛋白的结构解析及中和表位研究
奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　 质粒、细胞和抗体 　 昆虫细胞表达载体

ｐＡｃｇｐ６７Ｂ购自美国ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；昆虫细胞株

Ｓｆ９和 Ｈｉｇｈ　ＦｉｖｅＴＭ均购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；单抗

１２Ｅ１２、６Ｈ６、１１Ｂ１１、４Ｇ４、１Ｂ１１和４Ａ２由本实验室制
备。

１．２　主要试剂　核酸相关工具酶购自日本Ｔａｋａｒａ公
司和美国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公司；转染试剂Ｃｅｌｌ　Ｆｅｃｔｉｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；昆虫细胞培养基
为美国Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍｓ公司产品；引物由上海生
工生物工程股份有限公司合成；纯化用 Ｃｏ介质
（ＴＡＬＯＮ　Ｓｕｐｅｒｆｌｏｗ）购自美国ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。

２　方法

２．１　ＶＺＶ　ｇＥ糖蛋白的表达与纯化　通过对ｇＥ全长
蛋白信号肽及酶切位点的预测，设计两种截短的ｇＥ
蛋白：ｇＥ４９８（ａａ　２３－５２０）和ｇＥ３５４（ａａ　１６７－５２０）。设计

ＰＣＲ引物（上游引物ｇＥ４９８－Ｃ－Ｆ：５＇－ＴＴＴＧＣＧＧＣＧ－
ＧＡＴＣＴＴＧＧＡＴＣＣＣＧＴＡＴＡＡＣＧＡＡＴＣＣＧＧＴＣＡＧ
Ａ－３＇。下游引物ｇＥ４９８－Ｃ－Ｒ１：５＇－ａｃｇｇｇｇｃａｃｃａｇａｃｇａｃｃｇ－
ｇＡＡＧＴＡＧＴＣＧＣＣＧＧＴＧＧＣＴＧＡＣ－３＇；ｇＥ４９８－Ｃ－Ｒ２：

５＇－ＴＣＡＧＡＴＣＴＧＣＡＧＣＧＧＣＣＧＣｔｔＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧ
ＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＧＣＴＴＴＴＣＧＡＡＣＴ
ＧＣＧＧＧＴＧＧＣＴＣＣＡａｃｇｇｇｇｃａｃｃａｇａｃｇａｃｃｇｇＡ－３＇）将编
码２３－５２０位氨基酸的ｇＥ４９８序列经过两轮克隆后重
组到ｐＡｃｇｐ６７Ｂ载体中，构建重组载体ｐＡｃ－ｇＥ４９８，并
引入纯化标签ＳｔｒｅｐⅡｔａｇ与 Ｈｉｓ（１０个），同时加入

Ｔｈｒｏｍｂｉｎ酶切位点；通过上游引物ｇＥ３５４－Ｃ－Ｆ（５＇－
ＴＴＴＧＣＧＧＣＧＧＡＴＣＴＴＧＧＡＴＣＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＡＧ
ＡＣＴＣＡＴＴＧＡＧ－３＇）及 下 游 引 物 ｇＥ４９８－Ｃ－Ｒ１（５＇－
ａｃｇｇｇｇｃａｃｃａｇａｃｇａｃｃｇｇＡＡＧＴＡＧＴＣＧＣＣＧＧＴＧＧＣＴＧ
ＡＣ－３＇）和ｇＥ４９８－Ｃ－Ｒ２（５＇－ＴＣＡＧＡＴＣＴＧＣＡＧＣＧＧＣ－
ＣＧＣｔｔＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＴ
ＧＡＴＧＣＴＴＴＴＣＧＡＡＣＴＧＣＧＧＧＴＧＧＣＴＣＣＡａｃｇｇｇｇ
ｃａｃｃａｇａｃｇａｃｃｇｇＡ－３＇）将编码１６７－５２０位氨基酸的

ｇＥ３５４序列重组到ｐＡｃｇｐ６７Ｂ载体中，构建重组载体

ｐＡｃ－ｇＥ３５４，并引入纯化标签Ｓｔｒｅｐ　ＩＩ　ｔａｇ与 Ｈｉｓ（１０
个），同时加入Ｔｈｒｏｍｂｉｎ酶切位点。再将重组质粒转
化到ＤＨ５α大肠埃希菌中进行重组载体的扩增。利用
同源重组的方式将重组载体和线性杆状病毒共转染至

无血清培养基培养的昆虫细胞Ｓｆ９中，１２ｈ后将培养
基换为含血清的培养基继续培养，重组载体和线性杆
状病毒发生同源重组，从而获得重组杆状病毒（Ｐ１）。
收获病毒，加至铺满细胞的加有含血清培养基的１０
ｃｍ细胞板中进行病毒的扩增。收获重组杆状病毒
（Ｐ２），加入含细胞的１００ｍｌ锥形瓶中进行病毒扩大培
养，３～４ｄ后收获重组杆状病毒（Ｐ３），感染 Ｈｉｇｈ
ＦｉｖｅＴＭ昆虫细胞，４～５ｄ后收获受感染的昆虫细胞
及其培养上清。将收获的细胞上清用截留分子相对分
子质量为３０×１０３ 的切向流超滤膜胞（购自ＰＡＬＬ公
司）进行浓缩，再将浓缩的上清用ＰＢＳ透析，１２ｈ后离
心去除不溶物，使用Ｃｏ介质、亲和层析纯化对目的蛋
白，以１５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱目的蛋白，纯化的 ＶＺＶ
ｇＥ４９８和ＶＺＶ　ｇＥ３５４保存于ＰＢＳ中。

２．２　重组ｇＥ４９８与ｇＥ３５４的理化性质测定

２．２．１　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）校测目的蛋白　
分别用１００ｎｇ　ＶＺＶ　ｇＥ４９８和 ＶＺＶ　ｇＥ３５４蛋白包被

ＥＬＩＳＡ板进行 ＥＬＩＳＡ，一抗为１２Ｅ１２、６Ｈ６、１１Ｂ１１、

４Ｇ４、１Ｂ１１和４Ａ２（作系列倍比稀释，初始浓度５μｇ／

ｍｌ），二抗为羊抗鼠ＧＡＭ－ＨＲＰ，应，并加入显色剂，显
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色后用酶标仪于４５０ｎｍ和６３０ｎｍ双波长下读取反
应值。使用 ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ 软件（ＧｒａｐｈＰａｄ　ｓｏｆｔ－
ｗａｒｅ，Ｉｎｃ．）作图。

２．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析　纯化的两种ｇＥ蛋白经

１２％的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后转膜进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检
测。一抗为１Ｂ１１，二抗为碱性磷酸酶标记羊抗鼠ＩｇＧ
（１∶１　０００稀释；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ产品），显色
剂为硝基蓝四氮唑和５－溴－４－氯－３－吲哚磷酸酯（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ产品）。ＶＺＶ　ｇＥ蛋白在溶液中的均
一性检测是利用高效液相色谱分子筛排阻实现

（ＨＰＳＥＣ）的。本实验所用的层析柱型号为 ＴＳＫ－Ｇｅｌ
ＰＷ５０００，规格为１７．８ｍｍ×３００ｍｍ。以０．５ｍｌ／ｍｉｎ
的流速将待检测样品通过层析介质，并记录样品中各
组分的吸收峰情况。

２．２．３　分析超离（ＡＵＣ）测定　将纯化后的ＶＺＶ　ｇＥ
蛋白稀释至０．８ｍｇ／ｍｌ，选用装配Ａｎ６０－Ｔｉ转头和吸
收光学检测装置的分析超离仪器Ｂｅｃｋｍａｎ　ＸＬ－Ａ以

３０　０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径７．１３ｃｍ）进行离心分析，收集
到的数据依照ｃ（ｓ）的方法和Ｓｅｄｉｆｉｔ软件（由美国ＮＩＨ
的Ｄｒ．Ｐ．Ｓｃｈｕｃｋ提供）进行处理，结果展示采用Ｏｒｉ－
ｇｉｎ　７．０软件（ＯｒｉｇｉｎＬａｂ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）分析。

２．２．４　热分析　采用差示扫描量热法（ＤＳＣ）确定

ＶＺＶ　ｇＥ蛋白由加热引起的蛋白质展开过程的能量变
换，获得蛋白热稳定性数据 Ｔｍ 值。ＭｉｃｒｏＣａｌ　ＶＰ－
ＤＳＣ仪为（美国ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司生产）。所有样品

均稀释至１ｍｇ／ｍｇ，按文献［１１］的方法进行测量。

２．３　ＷＡＶＥ表达硒代甲硫氨酸ｇＥ蛋白　在细胞培
养过程中，利用 ＷＡＶＥ仪（ＷＡＶＥ　２５，ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
公司生产）进行换液，用Ｇｒａｃｅ＇ｓ昆虫培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏ－
ｇｅｎ）取代ＳＦ９００－ＩＩ　ＳＦＭ培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。然后加
入５０ｍｇ／Ｌ　Ｌ－（＋）－Ｓｅ－Ｍｅｔ（Ａｃｒｏｓ）。细胞继续培养

４８ｈ，收集培养上清，进行蛋白纯化。

２．４　晶体筛选　取９６孔晶体培养板，每孔加入０．１
ｍｌ沉淀剂－缓冲液溶液。再在每个晶桥的中央加１

μｌ　ｇＥ蛋白质溶液及１μｌ沉淀剂－缓冲液溶液，然后
用透明封板膜密封。将晶体培养板静置于密闭的２０
℃恒温箱内进行温育，观察晶体形成情况，确定晶体形
成条件。试验所用试剂盒购自美国 Ｈａｍｐｔｏｎ　Ｒｅ－
ｓｅａｒｃｈ公司。

结　果

１　ＶＺＶ　ｇＥ蛋白的制备
重组状病毒（Ｐ３）感染昆虫细胞 Ｈｉｇｈ　ＦｉｖｅＴＭ，收

集培养上清，经超滤透析后进行亲和层析纯化，纯化的

ｇＥ４９８和ｇＥ３５４蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 ＷＢ分析，结
果见图１。纯化的两种目的蛋白纯度均达９０％，变性
后的蛋白相对分子质量分别约为４３×１０３（ｇＥ３５４）和

５６×１０３（ｇＥ４９８），与相应氨基酸数所对应的理论分子
质量相当。平均每批次纯化后ｇＥ蛋白产量为每升培
养基８～１０ｍｇ。

　　

Ａ　Ｍ 标准品蛋白分子质量　１　ｇＥ　３５４蛋白　２　ｇＥ　３５４与１Ｂ１１反应条带　Ｂ　Ｍ　标准品蛋白分子质量　１　ｇＥ　４９８蛋白　２　ｇＥ４９８与
１Ｂ１１反应条带

图１　ＶＺＶ　ｇＥ蛋白１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析
Ａ　Ｍ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｓｔａｎｄａｒｄ　１　ｇＥ３５４ｐｒｏｔｅｉｎ　２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ｏｆ　ｇＥ３５４ｕｓｉｎｇ　１Ｂ１１ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｂ　Ｍ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｓｔａｎｄａｒｄ

　１　ｇＥ４９８ｐｒｏｔｅｉｎ　２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ｏｆ　ｇＥ４９８ｕｓｉｎｇ　１Ｂ１１
Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎｄ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＶＺＶ　ｇＥ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２　ＶＺＶ　ｇＥ蛋白的理化性质鉴定
分别采用高效液相色谱、分析超离、差示扫描量热

法和ＥＬＩＳＡ法检测ＶＺＶｇＥ蛋白理化性质，结果见如
图２。分析超离（ＡＵＣ）和高效液相色谱（ＨＰＳＥＣ）结
果显示，ＶＺＶ　ｇＥ蛋白在溶液中的组分较为均一，两种

蛋白的沉降系数分别为３．０Ｓ（ｇＥ３５４）和 ３．３Ｓ
（ｇＥ４９８），对应的拟合分子质量分别为 ４３×１０３

（ｇＥ３５４）和５６×１０３（ｇＥ４９８）。差示扫描量热法（ＤＳＣ）

检测，两种蛋白的Ｔｍ值［１２］分别为５３．９℃（ｇＥ３５４）和

５２．６℃（ｇＥ４９８），蛋白变性起始温度（Ｔｏｎｓｅｔ）分别为
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４１．３℃（ｇＥ３５４）和４０．８℃（ｇＥ４９８）。在一定程度上
证明适当截短将提高 ＶＺＶ　ｇＥ蛋白的热变性温度。

ＥＬＩＳＡ检测显示，ｇＥ４９８蛋白和ｇＥ３５４蛋白与特异性
单抗１Ｂ１１、４Ｇ４以及１２Ｅ１２均具有良好的反应活性。
其中特异性单抗１１Ｂ１１［１３］、６Ｈ６和４Ａ２均与ｇＥ４９８

蛋白反应活性较强，与ｇＥ３５４反应活性较弱。表明重
组ＶＺＶ　ｇＥ４９８和ｇＥ３５４蛋白在溶液中主要以均一稳
定的单体形式存在，并呈现出良好的反应原性。ｇＥ
３５４与ｇＥ４９８相比，热稳定性相对更高。

　　

Ａ　ｇＥ３５４蛋白的分子筛色谱分析　Ｂ　ｇＥ４９８蛋白的分子筛色谱分析　Ｃ　ｇＥ３５４蛋白的沉降系数和表观分子量测定　Ｄ　ｇＥ４９８蛋白的沉降
系数和表观分子量测定　Ｅ　ｇＥ３５４蛋白的热稳定性分析　Ｆ　ｇＥ４９８蛋白的热稳定性分析　Ｇ　ｇＥ３５４蛋白与抗体的反应性　Ｈ　ｇＥ４９８蛋白与
抗体的反应性

图２　ＶＺＶ　ｇＥ蛋白的理化性质分析
Ａ　ＨＰＳＥＣ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＥ３５４　Ｂ　ＨＰＳＥＣ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＥ４９８　Ｃ　Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｖｅｌｏｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＥ３５４　Ｄ　Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｖｅｌｏｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ　ｇＥ４９８　Ｅ　Ｔｈｅ　ｔｈｅｒｍａｌ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＥ３５４　Ｆ　Ｔｈｅ　ｔｈｅｒｍａｌ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＥ４９８　Ｇ　Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＥ３５４　Ｈ　Ａｎｔｉ－
ｇｅｎｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＥ４９８

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＶＺＶ　ｇＥ　ｐｒｏｔｅｉｎ

３　硒代甲硫氨酸ｇＥ蛋白的表达鉴定及ｇＥ蛋白的晶
体筛选

ＰＤＢ上无其同源结构，若通过Ｘ－射线晶体衍射的
方法解析ｇＥ结构，除需获得ｇＥ的晶体，还需利用ｇＥ
同源或同晶的结构以作分子置换进行ｇＥ的结构解

析。本研究从多波长反常散射（ＭＡＤ）的方法来解析

ｇＥ结构，通过在昆虫细胞中表达硒代甲硫氨酸的ｇＥ
蛋白，获得同晶的结构。利用 ＷＡＶＥ表达工具进行
一步培养基的置换，并表达出硒代甲硫氨酸的ｇＥ蛋
白（图３Ａ）。在表达过程中对细胞的状态进行监测，并
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与 ＷＡＶＥ中其他正常表达的细胞进行对比，同时检
测细胞总数，活率及细胞直径大小，以确保表达硒代甲
硫氨酸ｇＥ蛋白的病毒感染和细胞表达正常（图３Ｂ）。
硒代组表达均能出现病毒感染后直径变大现象，加入

硒代培养基后，细胞活率未出现异常。利用亲和层析
法对硒代甲硫氨酸ｇＥ 蛋白进行纯化。经 ＳＤＳ和

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测，获得的蛋白纯度高，具有反应原性
（图３Ｃ）。

　　

Ａ　利用 ＷＡＶＥ表达硒代甲硫氨酸ｇＥ蛋白的流程图　Ｂ　正常蛋白表达曲线和硒代甲硫氨酸蛋白表达曲线　Ｃ　硒代甲硫氨酸ｇＥ蛋白ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析（一抗为１Ｂ１１）　Ｄ　晶体初步形态图

图３　硒代表达及晶体筛选
Ａ　Ｔｈｅ　ｆｌｏｗ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ＳＥ－ＭＥＴ　ｇＥ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｂｙ　ＷＡＶＥ　Ｂ　Ｎｏｒｍａｌ　ｉｎｓｅｃｔ　ｃｅｌｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ＳＥ－ＭＥＴ　ｇＥ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓ－

ｓｉｏｎ　Ｃ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎｄ　ＷＢ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳＥ－ＭＥＴ　ｇＥ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｉｓ　１Ｂ１１）　Ｄ　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　ｃｒｙｓｔａｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ｆｉｇ．３　Ｓｅ－Ｍｅｔ　ｇＥ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇＥ３５４

　　对ｇＥ４９８和ｇＥ３５４及硒代甲硫氨酸的ｇＥ３５４蛋
白进行坐滴法晶体筛选，样品浓缩至８．５ｍｇ／ｍｌ，用结
晶试剂盒对其结晶条件进行初步筛选，共尝试约８００
～１　０００个条件。样品点样后观察，ｇＥ３５４在 Ｃｒｙｓ－
ｔａｌＨ３（０．２ｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ８．５，３．４
ｍｏｌ／Ｌ　１，６－Ｈｅｘａｎｅｄｉｏｌ）、ＰＥＧＨ１２（１％ Ｔｒｙｐｔｏｎｅ，

０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＨＥＰＥＳ　ｓｏｄｉｕｍ，２０％ Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙ－
ｃｏｌ　３３５０）和ＩｎｄｅｘＢ１０（０．８ｍｏｌ／Ｌ　Ｓｕｃｃｉｎｉｃ　Ａｃｉｄ，ｐＨ
７．０）３个筛选条件下形成了初步的晶体，晶体形态见
图３Ｄ。其中ＣｒｙｓｔａｌＨ３条件下形成的晶型类似蝴蝶
型，ＰＥＧＨ１２条件下形成棒状晶体，ＩｎｄｅｘＢ１０条件下
形成块状晶体，晶型较好，近似单晶。而ｇＥ４９８和硒
代ｇＥ３５４在此条件下未形成结晶。

讨　论

ｇＥ是 ＶＺＶ表面表达的糖蛋白，是 ＶＺＶ特异性
抗体和Ｔ细胞反应的主要目标。针对ｇＥ的特异性带

状疱疹疫苗现已在美国上市（Ｓｈｉｎｇｒｉｘ，ＧＳＫ）。ｇＥ被
选为疫苗抗原，是基于其在病毒复制和细胞转移中起
到的作用：能促进病毒传播及皮肤损伤的发生和加重。
不仅如此，ｇＥ还在受感染细胞中被检出，可能参与带
状疱疹（ＨＺ）的重新激活与发作过程。Ｓｈｉｎｇｒｉｘ疫苗
（ＧＳＫ）是在中国仓鼠卵巢细胞系（ＣＨＯ）中产生的。

ＣＨＯ细胞表达系统是真核细胞表达系统中备受瞩目
的系统之一，其具有准确的转录后修饰功能、重组基因
的高效扩增和表达能力，以及产物胞外分泌功能等。
杆状病毒表达系统也是真核表达系统之一，具有培养、
操作简便，花费较少，且可进行无血清悬浮培养等特
点［１３］。目前利用杆状病毒表达系统进行抗原生产的
两种商品化人用疫苗 Ｃｅｒｖａｒｉｘ?，ＧＳＫ 和Ｆｌｕｂｌｏｋ?，

Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ均呈现出良好的安全
性。本研究利用杆状病毒表达系统表达了截短的

ｇＥ４９８（ａａ２３－５２０）和ｇＥ３５４（ａａ１６７－５２０），并证明均具
有较好的反应原性。为利用杆状系统生产ＶＺＶ病毒
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的ｇＥ疫苗候选提供了实验基础［２，１４］，也为我国自主
研制新型水痘带状疱疹疫苗提供了理论依据。
由于ｇＥ在病毒复制和细胞转移中所起的重要作

用，针对ｇＥ的研究多集中于功能机制方面，而解析ｇＥ
的结构，能够促进对 ＶＺＶ病毒感染模型及入胞机制
的研究。此外，鉴于ｇＥ蛋白在水痘－带状疱疹病毒
重组疫苗中的应用情况，明确ｇＥ蛋白中和表位的结
构表征对新型表位疫苗的研发具有指导作用。近年
来，越来越多的由杆状病毒表达系统表达的重组蛋白
被应用到蛋白的结构解析中，杆状病毒表达系统在在
蛋白结构学研究中具有巨大潜力［１５］。本研究利用杆
状病毒表达系统表达了ｇＥ４９８、ｇＥ３５４蛋白及硒代甲
硫氨酸（Ｓｅ－Ｍｅｔ）的ｇＥ３５４蛋白，并进行了初步的晶体
培养摸索，为ｇＥ蛋白的解析奠定了基础。硒代甲硫
氨酸（Ｓｅ－Ｍｅｔ）的蛋白表达过程中需要进行培养基更
换，本研究利用 ＷＡＶＥ仪器进行培养基的更换，并在
表达过程中对细胞的状态进行监测，成功建立了昆虫
细胞硒代表达的方法，此方法也可尝试用于其他真核
蛋白的硒代表达。
本研究在晶体形成条件筛选的过程中，观察到了

初步的ｇＥ晶体，但由于蛋白晶体的形成是一个极其
复杂的物理化学过程，可能受某些因素影响，目前尚未
获得具备衍射条件的晶体。虽然蛋白质晶体的形成过
程十分复杂，但控制蛋白质晶体形成的具体参数并进
行优化，将对获得高质量蛋白质晶体，进而得到高精度
晶体结构起到重要作用。目前蛋白质优化技术包括：
温控技术、汽相扩散技术（调节沉淀剂浓度、水扩散速
率控制法）、凝胶技术、微重力法，甚至还包括热力学和
动力学行为分析后确定相关参数再进行过程模拟优化

的方法等［１６－１７］。这些优化的方法已经取得了一定的
效果，但部分方法在推广及实现自动化方面还不够成
熟［１７］。尝试用不同的方法对ｇＥ蛋白的结晶条件进行
优化，有望得到ｇＥ蛋白高精度的三维晶体结构，为促
进ｇＥ感染机制及中和表位研究、新型疫苗设计奠定
基础。
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