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摘要 : 在毕赤酵母分泌表达嵌合有 H EV 受体相关表位 12A10 的 HBcAg 蛋白 ,经甲醇诱导后的培养液上清通过切向

流浓缩、更换缓冲液后 ,进行疏水层析纯化. CsCl 等密度梯度离心测得分泌的重组颗粒的密度为 1. 32 g/ mL .透射电镜观

察显示 ,纯化的重组颗粒为均一的直径 30 nm 左右的空心颗粒. 小鼠免疫实验表明 ,纯化颗粒免疫 8 周后鼠血清中的特

异性 12A10 抗体滴度可达到 1. 6 ×105 ,并且重组颗粒较好地呈递了 H EV 受体相关的非免疫优势表位. 本文的结果为毕

赤酵母胞外分泌表达其它大尺度的重组蛋白颗粒提供了参考 ,为研究携带表位多肽的疫苗载体提供了范例.
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　　毕赤酵母是近年来发展迅速 ,应用广泛的真核表

达系统 ,具有良好的蛋白翻译后修饰和加工能力 ,能对

所分泌蛋白进行 N2、O2糖基化修饰 ;而且在分泌过程

中 ,可促使前体蛋白成熟 ,并正确折叠形成二硫键 ,使

所表达的外源蛋白结构更接近于天然构象. 同时 ,由于

毕赤酵母自身胞外分泌的蛋白量很低 ,与胞内表达外

源蛋白的方法相比 ,没有细胞破碎过程中的细胞内溶

物的释放以及所带来的细胞碎片的分离等问题 ,具有

易分离纯化、工艺简单等优点[1 ] .

戊型肝炎病毒 ( Hepatitis E virus , H EV ) 基因

ORF2 编码病毒主要结构蛋白[2 ] . 经研究发现 ,ORF2

aa4232438 在介导病毒与细胞的结合中起重要作用 ,是

12A10 单克隆抗体的识别表位[3 - 4 ] . 乙型肝炎病毒的

核心抗原 ( HBcAg)是一种良好的免疫载体 ,在原核和

真核表达系统中均能自我组装成颗粒[5 ] . 本研究将

12A10 表位多肽插入 HBcAg 的 MIR (Major immuno2
dominant region)区 ,并导入毕赤酵母中进行胞外分泌

表达 ,验证了该表位在小鼠体内的免疫原性得到显著

的提高 ,探讨了 H EV 表位疫苗的可行性 ,为酵母分泌

表达蛋白颗粒提供了一个很好的范例.

1 　材料和方法

1. 1 　材 　料
1. 1. 1 　菌株和载体

大肠杆菌菌株 D H5α为本实验室保存 ;毕赤酵母

菌株 GS115 ( H is - , M ut + ) 和毕赤酵母分泌表达载体

p PIC9 K 购自 Invit rogen 公司 ; pMD182T 载体购自

Takara 公司 (表 1) .

1. 1. 2 　工具酶及主要生化试剂

限制性内切酶、T aqDNA 聚合酶以及 T4DNA 连

接酶都购自 Takara 公司. 鼠源戊型肝炎克隆抗体

12A10 为实验室工作人员制备 ;碱性磷酸酶标羊抗鼠

二抗为 PRO TOS 产品. PCR 产物回收试剂盒、胶回收

试剂盒、酵母基因组提取试剂盒购自华舜公司. YNB

为 BBI 公司产品 ;2His Do Supplement 为 BD 公司产

品 ;其余常用试剂均为分析纯. LB 培养基、RDB 培养

基、YPD 培养基、BM GY 培养基和 BMM Y 培养基成

分参考 Invit rogen 公司操作手册.

1. 2 　方 　法
1. 2. 1 　引物的设计与合成

重组表达载体 p C1492mut 为本室所构建 ,该载体

整合有 HBcAg 的 aa12149 , 并用连接子替代该段

aa79、80 两个氨基酸[ 6 ] . 根据 pC1492mut 载体序列和

12A10 表位肽基因设计引物 12A10FP 和 149mut RP ,

可将表位肽及 linker 序列插入 HBc149 的 MIR 区. 根

据 HBc149 基因和 p PIC9 K 载体酶切位点序列设计

HBcFP 和 HBcRF ,用于构建毕赤酵母表达载体. 引物

5′AOX1 可用于重组子鉴定. 引物由 Invit rogen 公司

合成 (表 1) .
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表 1 　克隆和鉴定所用引物

Tab. 1 　The primers for cloning and detection

引物名称 引 物 序 列

12A10FP agatctggaggaggtggttct aagggtattgcaatcccgcatgac2

atcgacctcggggagtctcgt g gatccggtggtggaggttcagg

149 mut RP gaattcttaaacaacagtagttt

HBcFP gaattcatggacattgacccatataa

HBcRF gcg gccgcttaacaacagtagtttccg

5′AOX1 gactggttccaattgacaagc

　　注 :12A10 表位肽基因以下划线标出 ;酶切位点序列以

斜体标出.

1. 2. 2 　重组质粒的构建

依据 Gu 等人[6 ] 的方法 ,用引物 12A10FP 和 149

mut RP 进行 PCR 扩增 ,将 12A10 表位肽以及 linker

基因序列插入 HBcAg 基因内部 ,进而构建重组载体

pC1492mut212A10.

以重组载体 pC1492mut212A10 为模板 , HBcFP

与 HBcRF 为引物扩增出 HBc149212A10 片段 (长 587

bp) . 将 PCR 产物与 pMD182T 载体连接并鉴定 ,再用

EcoR I/ N ot I 双酶切回收 HBc149212A10 基因片断 ,

并将片段接入 p PIC9 K 分泌表达载体 ,构建成重组表

达载体 p PIC9 K2HBc149212A10. 酶切鉴定正确后 ,由

上海博赛生物有限公司做 DNA 序列测定.

1. 2. 3 　转化酵母细胞

按 Invit rogen 公司 Multi2Copy Pichia Expression

Kit 所述方法制备酵母菌 GS115 感受态. 取 80μL 感

受态与 5～20 μg 的 S ac Ⅰ线性化的重组表达载体

p PIC9 K2HBc149212A10 混合 ,转入冰冷的 2 mm 电转

杯 ,冰浴 5 min. 在 1. 5 kV、25μF、200 Ω条件下 ,用

Bio2Rad Gene Pulser 电转仪电击转化 ,立即加入 800

μL 、1 mol/ L 冰冷的山梨醇. 吸出后涂布 RDB 筛选培

养基平板 ,30 ℃培养 2～3 d ,观察转化子的生长情况.

1. 2. 4 　重组菌株的筛选及 PCR鉴定

将 RDB 平板上生长出来的转化子接种到 G418

浓度分别为 1. 0、2. 0、3. 0、4. 0、5. 0 mg/ mL 的 YPD 平

板 ,筛选高抗性菌株. 挑取 G418 高抗性的重组菌株接

种于 YPD 培养基中 28 ℃培养 24 h ,用酵母基因组提

取试剂盒提取酵母染色体 DNA ,以引物 5′AOX1 与

CA GRF 对整合到 GS115 染色体中的 HBc149212A10

序列进行 PCR 鉴定.

1. 2. 5 　诱导表达与目的蛋白 Western Blotting 鉴定

挑取重组菌株单克隆于 100 mL BM GY 培养基

中 ,于 28 ℃培养至 OD600为 6. 0 ,然后 3 000 ×g 离心 5

min 收集菌体 ,用 BMM Y培养基重悬细胞到 OD600为

2. 0 ,在 28 ℃培养诱导 72 h ;同时每天补加 100 %甲醇

到培养基中维持甲醇终浓度为 1 %. 转化 p PIC9 K 空

载体的 GS115 菌株以同样的条件培养诱导做阴性对

照. 取培养上清液进行 13. 5 % SDS2PA GE 凝胶电泳 ,

然后将蛋白质进行电转移至硝酸纤维膜上. 以单克隆

抗体 12A10 作为一抗 ,A P 标记的羊抗鼠 Ig G作为二

抗 ,进行 Western Blot ting 蛋白印迹实验.

1. 2. 6 　重组蛋白的纯化

4 ℃,20 000 ×g 离心 30 min 收集细胞培养液上

清. 上清通过切向流装置 ( Pall 公司生产 ,膜截留分子

量为 10 ku)浓缩 50 倍 ,再用 10 倍体积的 Buffer I (20

mmol/ L Tris2HCl p H 8. 0 ,1 mol/ L NaCl) 进行液体

交换. 将浓缩换液后的上清液上样至用 Buffer I 预平

衡的 TS K Phenyl25PW (7. 5 cm ×7. 5 cm) 疏水交换

柱 ,再用 Buffer II (20 mmol/ L Tris2HCl p H 8. 0 ,500

mmol/ L NaCl)洗脱 ,收集洗脱峰组分 ,纯化得到的重

组蛋白命名为 r HBc149212A10.

1. 2. 7 　CsCl 密度梯度离心及抗原性检测

用 20 mmol/ L Tris2HCl , p H 8. 0 配制浓度为

32 %的 CsCl 溶液. 在离心管 ( SW41 转头) 中加入 10

mL 32 %CsCl 溶液 ,再将 2 mL 纯化样品缓慢铺在液

体顶部 , 在超速离心机 ( Beckman L E280 K 型 ) 中

35 000 r/ min ,20 ℃离心 22 h. 离心完毕后 ,从上往下

以每组分 500μL 收集样品 ,共获得 24 管. 用阿贝折光

仪测量每管溶液的折光率 ,并依据公式换算成密度. 然

后用间接法 EL ISA 检测每管样品中 r HBc149212A10

的 12A10 表位抗原性 :样品用 0. 05 mol/ L 碳酸盐缓

冲液 (p H 9. 6)稀释 10 倍后包被 EL ISA 板 ,封闭后加

入 100μL/ 孔 12A10 单克隆抗体 ,37 ℃孵育 30 min ,

PBST (含 0. 1 % Tween20)洗涤 5 次 ,再加入 100μL/

孔 HRP 标记的羊抗鼠 Ig G(φ= 1 :10 000) ,37 ℃孵育

30 min ,PBST 洗 5 次 ,并扣干后 ,加入显色剂 ,37 ℃反

应 15 min ,用 50μL 2 mol/ L 硫酸终止反应 ,于酶标仪

上读取 OD450/ 620的值. 以曲线显示每组分的密度和 OD

值分布.

1. 2. 8 　重组颗粒的电镜观察

纯化后的样品 r HBc149212A10 ,用 2 %磷钨酸负

染 ,在日本电子株式会社生产的 J EM22100 HC 型高衬

度透射电子显微镜下观察. 本工作由厦门大学生命科

学学院分析测试中心完成.

1. 2. 9 　重组蛋白免疫原性的检测

免疫动物 :4～6 周龄雌性 BAL B/ c 小鼠 ;免疫剂

量 :50μg 纯化 r HBc149212A10 重组颗粒 (与等体积的

弗氏佐剂混合) ;免疫方式和程序 :皮下注射 ,每周免

疫 ,共免疫 4 次 ,每周采血 ,分离血清.

检测血清中 12A10 抗体的滴度 : 取包被含有
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12A10 表位的 p239 蛋白[7 ] 的 EL ISA 板 ,加入 100

μL/ 孔免疫小鼠血清 (用 20 %小牛血清 PBS 稀释) ,其

余步骤同 1. 2. 7 中的间接法 EL ISA ,以读值大于 0. 2

的血清最高稀释度作为抗体滴度. 检测血清中抗

HBc149 载体抗体的滴度 ,取包被 HBc149 蛋白[6 ] 的

EL ISA 板 ,方法同上.

阻断 EL ISA 检测 : 用过碘酸钠法标记单抗

12A10 ,取包被 p239 蛋白的 EL ISA 板 ,加入 100μL/

孔免疫 8 周后的小鼠血清 (用 20 %小牛血清 PBS 稀

释) ,以 20 %小牛血清 PBS 作为对照 ; 37 ℃孵育 30

min ,PBST 洗涤 5 次后 ,再加入 100μL/ 孔 HRP 标记

的单抗 12A10 ,37 ℃孵育 30 min ; PBST 洗 5 次 ,扣干

后显色 ,用硫酸终止反应 ,于酶标仪上读取 OD450/ 620的

值 ,计算阻断率 :阻断率 = ( OD对照 - OD阻断 ) / OD对照 ×

100 %.

1. 2. 10 　重组颗粒 r HBc149212A10 与 p239 呈递

12A10 表位的比较

分别取包被 p239 蛋白[7 ] 和 r HBc149212A10 蛋白

的 EL ISA 板 ,分为两组 ,第 1 组分别加入 100μL/ 孔

稀释后的 p239 免疫小鼠血清 ,第 2 组分别加入 100

μL/ 孔稀释后的 HBc149212A10 免疫小鼠血清 ,其余

步骤同 1. 2. 7 中的间接法 EL ISA.

2 　结　果

2. 1 　重组菌株的筛选和鉴定
将线性化的 p PIC9 K2HBc149212A10 质粒转入宿

主菌 GS115 ,涂布 RDB 选择培养基 ,将转化子转接到

G4182YPD 平板上 ,获得可抗 5. 0 mg/ mL G418 的重

组菌株. 提取筛选到重组菌株的酵母总 DNA ,用 5′

AOX1 与 CA GRF 为引物进行 PCR 鉴定. 图 1 所示 ,

与对照相比 ,重组菌株的 DNA 中含有 800 bp 左右 (包

括 5′AOX 基因和 HBc149212A10 基因) 的特异片段 ,

说明目的基因 HBc149212A10 成功地整合到酵母基因

组中.

2. 2 　重组蛋白的诱导表达与纯化
筛选得到的重组酵母菌株经甲醇诱导培养 ,培养

上清液进行 SDS2PA GE 分析 ,结果显示 ,与空载体转

化的酵母菌对比 (图 2 lane2) ,在 22 ku 位置有一差异

表达条带 (图 2 lane1) . 以 12A10 单抗对上清液进行

Western Blot ting 蛋白印迹实验 ,结果表明该条带与

单抗 12A10 有明显的反应 (图 2 lane3) ;这说明 ,重组

菌株能够成功地表达重组蛋白 r HBc149212A10 ,并将

其分泌到胞外. 诱导后的培养上清液经过切向流装置

浓缩并更换缓冲液 ,再进行疏水交换层析. 纯化后蛋白

　图 1 　PCR 鉴定电转化后的酵母基因组

1 : DNA Marker DL2000 ; 2 : 阴性对照 ( GS115/

p PIC9 K) ;3～6 :重组菌株

Fig. 1 　PCR determines the insertion of HBc149212A10

into yeast genome

　图 2 　r HBc149212A10 的表达和纯化的 SDS2PA GE 和

Western blot 分析

M :蛋白质分子量 marker ; 1 , 3 : 菌株 GS115/

p PIC9 K2HBc149212A10 的培养上清液 ; 2 ,4 :菌株

GS115/ p PIC9 K的培养上清液 ; 5 ,6 :疏水层析纯

化后 r HBc149212A10 蛋白 ;

M , 1 , 2 , 5 : 13. 5 % SDS2PA GE ; 3 , 4 , 6 : Western

blotting (单抗 12A10 为一抗)

Fig. 2 　SDS2PA GE and Western Blotting analysis of ex2
pression and purification of r HBc149212A10

纯度大于 90 % (如图 2 lane5) ,可与 12A10 单抗发生

反应 (图 2 lane6) .

2. 3 　重组蛋白的颗粒性
CsCl 等密度梯度离心 :将纯化样品进行 CsCl 等

密度梯度离心 ,收集的样品组分进行密度测定和单抗

12A10 的 EL ISA 检测 (图 3) , OD 值最高时样品对应

的密度为 1. 32 g/ mL .

透射电镜观察 :样品为大小均一、直径约为 30 nm

的球形空心颗粒 (图 4) . 结果表明 ,重组菌株可将 r H2
Bc149212A10 颗粒分泌到胞外.
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　图 3 　CsCl 等密度梯度离心组分的 12A102EL ISA 分布

和密度测定

Fig. 3 　12A102EL ISA analysis and density determination

for CsCl iso2density gradient cent rifuge of r H2
Bc149212A10

表 2 　重组颗粒 r HBc149212A10 与 p239 呈递 12A10 表位的比较

Tab. 2 　The 12A102specific immunogenicity of r HBc149212A10

and p239

免疫小鼠血清
EL ISA 包被抗原蛋白

p239 r HBc149212A10

p239 免疫鼠血清 2. 041 0. 018

r HBc149212A10 免疫鼠血清 1. 844 1. 837

2. 4 　重组颗粒 HBc149212A10 的免疫原性
重组颗粒 HBc149212A10 免疫小鼠后 ,以 p2392

EL ISA 检测 12A10 表位肽产生的抗体 :2 周后所有的

免疫小鼠均发生阳转并且抗体滴度快速上升 ,7 周后

抗体上升减缓 ,8 周时抗体平均滴度可达 1. 6 ×105 . 以

HBc1492EL ISA 检测载体本身的免疫原性 : 3 周时开

始阳转 ,8 周时抗体平均滴度为 4. 4 ×104 ,明显低于

12A10 表位肽产生的抗体滴度 (图 5) ,说明 HBc149

载体较好地呈递了 12A10 表位 ,同时这也与重组蛋白

中去除了 HBcAg 优势表位 c/ e1 有关. 抗体阻断实验

表明 :8 周的鼠血清在 1 :1 600 稀释时对单抗 12A10

与 p239 反应的阻断率可达到 50 %.

将同含有 12A10 表位的 p239 与 r HBc149212A10

以相同方式免疫小鼠 ,比较抗体的生成情况 ,以 p239

和 r HBc149212A10 为包被抗原进行 EL ISA 检测. 结

果 (表 2) 表明 :p239 颗粒免疫小鼠产生的抗体与 p239

有明显的反应 ( OD 值为 2. 041) ,但与 r HBc149212A10

几乎没有反应 ,说明 12A10 表位不是 p239 的免疫优

势表位 ;而本研究的 r HBc149212A10 颗粒免疫小鼠产

生的抗体不仅与 r HBc149212A10 有明显的反应 ( OD

值为 1. 837) ,与 p239 也有较好的反应 ( OD 值为

　图 4 　r HBc149212A10 颗粒的透射电镜观察 (放大 25 000

倍)

Fig. 4 　Transmission elect ron micrograph of r HBc1492
12A10 particles ( ×25 000)

　图 5 　r HBc149212A10 免疫小鼠后血清中抗体的变化

Fig. 5 　Antibody response of the rice immunized with

r HBc149212A10

1. 844) ,提示 r HBc149212A10 较好地呈递了 12A10

表位 ,具有候选作为表位疫苗的价值.

3 　讨　论

乙肝病毒核心抗原 ( Hepatitis B core antigen ,

HBcAg)既是一典型的胸腺非依赖性抗原 ,也是一很

强的胸腺依赖性抗原 ,具有很高的免疫原性 ,在无佐剂

的情况下时亦可诱导免疫应答 ,因此 ,是一种较理想的

免疫载体[5 ] . HBcAg 的其 N 端、C 端及 MIR 区均可插

入外源多肽 ;外源多肽插入在 N 端或 C 端时 ,其免疫

原性可得以提高 ,但 HBcAg 自身依然保持很强的免

疫原性 ,因而免疫效果差[8 ] . 目前插入位点首选 MIR

区 ,删除此区数个氨基酸残基 ,可降低 HBcAg 自身的

抗原性和免疫原性 ,同时增强外源多肽的免疫原性[9 ] .

迄今为止 , HBcAg 颗粒呈递 HBV、HPV、FMDV、汉

坦病毒、疟原虫等抗原表位 ,并取得良好的免疫效

果[10 - 14 ] . 我们构建的重组表达载体 pC1492mut 整合

有 HBcAg 的 aa12149 ,用连接子替代 MIR 区 aa79、80
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两个氨基酸 ,去除了 c/ e1 表位后 ,仍能自主组装成颗

粒 ,并可使外源表位暴露于颗粒表面[ 6 ] . He 等首次发

现 H EV 外表面至少存在两个细胞受体结合区域 :其

一位于 H EV ORF2 aa4592606 , 另一个区域位于

aa4232438 (即 12A10 表位) ;其中 ,aa4232438 区域很可

能和病毒上的细胞膜受体结合部位非常靠近 ,或可能

直接参与构成了病毒与细胞特异性识别的表位[3 ] . 本

研究将 H EV 受体相关的 12A10 表位肽插入到 MIR

区中 ,结果显示 , H EV 类病毒颗粒蛋白 p239 上的非

优势表位 12A10 通过 HBcAg 呈递 ,成为融合蛋白

r HBc212A10 上的免疫优势表位. 重组颗粒 r HBcAg2
12A10 具有成为候选的 H EV 表位疫苗的良好前景.

目前 ,乙肝核心蛋白作为免疫载体已在大肠杆菌、

酵母、昆虫细胞以及哺乳动物细胞等系统中成功表达 ,

并且可组装成颗粒[15 - 18 ] . 虽然大肠杆菌繁殖快、表达

量高 ,但常以包含体形式存在 ,且缺乏翻译后的加工修

饰作用. 而通过昆虫细胞和哺乳动物细胞表达的外源

蛋白虽能够得到良好的蛋白翻译后修饰和加工 ,但其

纯化难度大 ,成本高 ,难以大量制备. 毕赤酵母表达系

统是目前分子生物学领域中用于表达重组蛋白的常用

工具之一 ,具有翻译后的修饰与加工功能 ,糖基化形式

近似于哺乳动物细胞 ,且具有表达量高 ,遗传稳定 ,易

于实现低成本的高密度发酵等优点. 如若将蛋白分泌

表达至酵母胞外 ,还可克服酵母胞内表达难以纯化等

难题.

迄今为止 ,外源蛋白形成的颗粒经过毕赤酵母分

泌到胞外的报道并不多 , AnaVassileva 等[19 ] 利用

GA P 启动子在毕赤酵母中分泌表达出了 HBsAg 颗

粒. Xue Han 等[ 20 ] 成功通过毕赤酵母表达分泌出

HBV L 蛋白颗粒. 而 HBcAg 本身以及作为免疫载体

在毕赤酵母体系中的分泌表达在国内外均未见报道.

我们首次构建了能够分泌表达携带有表位多肽的

HBcAg 蛋白颗粒的毕赤酵母工程菌 ,为酵母分泌表达

大尺度的蛋白颗粒提供了又一个范例.
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Secretion Expression of Hepatitis B Core Antigen Particles Harboring
HEV Receptor2associated Epitope in Pichia pastoris

ZHAN G Jian2nan ,L I Shao2wei 3 , YAN G Kun2yu , H E Fang2ping , TAN G Ming ,

GU Ying ,WAN G Ying2bin ,DU Hai2lian ,ZHAN G J un ,XIA Ning2shao
(National Institute of Diagnostics and Vaccine Development of Infectious Diseases ,School of Life Sciences ,

Key Laboratory of the Minist ry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering ,

Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract : The hepatitis B virus core antigen harboring the H EV peptide was secretory2expressed in Pichia pastoris . The recombi2
nant st rains were cultivated and induced by methanol. After concentrating and exchanging buffer by crossflow filt ration ,the super2
nant was purified by hydrophobic interaction chromatography. Analysis of CsCl iso2density gradient cent rifuge indicated that the den2
sity of the recombinant p rotein was 1. 32 g/ mL . TEM analysis indicates that the HBc149212A10 protein can self2assemble into parti2
cles ,with approximately 30 nm in diameter. Mice were immunized with the recombinant protein ,and 12A102specific antibody was e2
licited more than the titer 1. 6 ×105 after 8 weeks ,moreover ,the non2immunodominant epitope was highly presented in the recombi2
nant particles. The result s of our study may shed light of the secretion expression of large2size particles in P. pastoris and take in2
sight into the rational design of the vaccine carrier.

Key words : HBcAg ;fusion protein ; Pichia pastoris ; secretion expression
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