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大肠杆菌表达的戊型肝炎病毒 ORF2 片段的聚合现象研究
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摘 　要 　在大肠杆菌中表达了戊型肝炎病毒 (HEV) ORF2 的 a. a. 394～a. a. 604 片段 ,得到的重组蛋白 NE2 在 SDS2
PAGE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 NE2 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 4nm ,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 NE2 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

HEV 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 ( HEV) 主要经消化道

传播 ,是大小约 27～34nm 的单股正链无包膜的

RNA 病毒 ,基因组全长约 715kb ,含 3 个开放读码框

架 (ORF) ,其中 ORF2 编码 660 个氨基酸的多肽

(PORF2) ,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 N 端部

分缺失的 POPF2 片段 ,并发现当表达片段的 C 端被

昆虫细胞内蛋白酶剪切至 a. a. 607 的产物能够形成

类病毒颗粒[1～5 ] 。在过去的研究中 ,我们利用谷胱

甘肽转移酶 ( GST) 融合表达载体在大肠杆菌中表达

了 ORF2 的 a. a. 394～a. a. 604 的区域 ( E2) 的重组蛋

白 ( GE2) ,发现其在 SDS2PAGE 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 HEV 攻击而不发病 ,因此具有成

为疫苗的良好前景[6 ,7 ] 。对昆虫细胞表达的 HEV 类

病毒颗粒的研究提示 HEV 衣壳的基本形态单位 (子

粒)是在 ORF2 的同源二聚体基础上形成的[5 ] ,E2 片

段在 SDS2PAGE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 HEV 子粒的基本

结构具有较大的相似性。为探讨 E2 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 pTO2T7 中 ,表达出无融合蛋白的 E2 多肽 ,并

从多个方面对该重组多肽的聚合现象进行了探讨。

1 　材料与方法

111 　质粒与菌种

含有 HEV ORF2 a. a. 394～a. a. 604 基因片段的

质粒 p GEX 20T2E2 (p GE2)为香港大学微生物系吴文

翰教授惠赠[6 ]
,非融合表达载体 pTO2T7 为本实验室

所构建与保存[8 ]
,受体菌 E. coli ERR2566 亦为本室

保存。

112 　引物

根据 p GEX 20T2E2 上 HEV ORF2 基因序列 ,由

上海博亚公司合成。5′端引物 HEFP (5′2CATATG2
CAGCTGTTCTACTCTCGTC23′)引入酶切位点 NdeI ,3′

端引物 HERP ( 5′2CTCGAGAAATAAACTATAACTCCC

GA23′)引入酶切位点 XhoI。

113 　工具酶及其它

限制酶、TaqDNA 聚合酶和 pMD 182T 载体为

TaKaRa 产品 ,酶标记抗体购自晶美公司 ,为 PROTOS

产品。
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114 　重组表达载体的构建

以质粒 p GEX 20T2E2 为模板 ,HEFP 与 HERP 为

引物扩增出 828bp 片段。PCR 条件为 :94 ℃预变性

5min ;94 ℃变性 50s ,57 ℃退火 50s ,72 ℃延伸 1min ,共

扩增 25 循环 ;最后再 72 ℃延伸 10min。PCR 扩增片

段与 pMD 182T 载体连接 ,得到插入 E2 基因的阳性

亚克隆 ;再经 NdeIΠEcoRI 酶切处理 ,接入 pTO2T7 表

达载体 ,获得表达载体 pTO2T72E2 (图 1) ,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 E. coli ERR2566。

图 1 　pTO2T72E2 质粒图

Fig. 1 　Plasmid map of pTO2T72E2

115 　重组蛋白的表达与 SDS2PAGE电泳

诱导表达的条件为 25 ℃,012mmolΠL IPTG,6h。

离心收集菌体 ,超声 ( SONICS& MATERIALS 公司 ,

Uilbra2Cell VCX500 型超声破碎仪) 破碎 ,包涵体经

1 %Triton X2100 洗涤 2 次 ,依次以 2molΠL、4molΠL 和

8molΠL 尿素洗涤 1 次 ,取洗涤上清进行 12 %SDS2
PAGE电泳。

116 　重组蛋白的纯化

包涵体经 1 %Triton X2100 洗涤 2 次后 ,直接溶

于缓冲液 A (4molΠL 尿素 ,20mmolΠL Tris·Cl ,pH815 ,

5mmolΠL EDTA , 100mmolΠL NaCl ) 中 , 对 1 ×PBS

(pH7145)透析过夜 ,离心获得复性上清液 ,再经 TSK

GEL SW3000 2115mm ×60cm 硅胶柱 HPLC (Beckman

System Gold Nouveau 125NMPΠ166NMP 高效液相色谱

仪)纯化 ,获得的重组多肽命名为 NE2。

117 　蛋白印迹实验( Western blotting)

按常规方法操作 ,样品为纯化的 NE2 ,12 %SDS2
PAGE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 NE2 单抗 16D7 ,二抗为羊抗

人或羊抗鼠 IgG2AP。单抗 16D7 为 NE2 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) 。

118 　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱( MAL2
DI2TOF2MS)

将α2氰基242羟基肉桂酸 ( HCCA) 溶于乙腈 -

011 %三氟乙酸 (1 :2 , VΠV ) 混合液形成饱和溶液即

基质溶液 , HPLC 纯化的 NE2 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 (Bruker Daltonics 公司 ,REFLEX III 型) ,进行质谱

分析。

119 　重组蛋白 NE2 水化动力学分子半径测定

HPLC纯化的 NE2 样品经 011μm 的氧化铝微孔

滤膜过滤 ,于动态光散射仪 (美国 PROTEIN SOLUT2
IONS公司 ,DYNAPRO992D250 型) 上测量 ,入射激光

波长为 82410nm ,使用 Regulation 算法计算 ,溶剂为

PBS。

2 　结　果

211 　重组蛋白 NE2 的表达与纯化

质粒 pTO2T72E2 转化的 E. coli 菌体经诱导后 ,

SDS2PAGE显示在 29kD 的位置有一表达条带 ,表达

量约为 40 % (图 2 ,lane 2) ,主要以包涵体的形式存

在。经 2molΠL、4molΠL 和 8molΠL 尿素洗涤 , 可见

2molΠL 尿素上清中以约 40kD 蛋白为主 (图 2 , lane

3) ,4molΠL 尿素上清中则在 29kD 处出现大量表达产

物 ,依然可见明显 40kD 蛋白 (图 2 ,lane 4) ,而 8molΠL
尿素上清中以 29kD 蛋白为主 ,几乎不见 40kD 蛋白

(图 2 ,lane 5) ;对 4molΠL 上清样品直接以 PBS 透析

复性后 ,目的蛋白在 SDS2PAGE 中主要以 40kD 蛋白

和 29kD 蛋白两种形式存在 ,二者比例约为 5 :1 (图

2 ,lane 6) ;透析复性样品继续在 HPLC中经分子筛柱

层析纯化 (图 2 ,lane 7) ,沸水浴 10min 后则 29kD 带

明显增多 ,而 40kD 带消失 ,未见其他杂带 (图 2 ,

lane 8) 。

212 　重组蛋白 NE2 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

16D7 对煮沸前、后的 HPLC 纯化样品进行蛋白印迹

检测 ,结果显示未煮沸样品 40kD 带对 HEV 阳性血

清的反应性明显 ,29kD 带隐约可见 (图 3 ,lane 2) ,从

26kD 至约 80kD 间对 16D7 单抗出现多条反应带 ,而

以 29kD、40kD 及 80kD 处最明显 (图 3 ,lane 3) ;对煮

沸样品人血清检测则未见明显反应条带 (图 3 ,lane

5) ,16D7 单抗检测可见 29kD 处较宽明显反应带 (图

3 ,lane 6) 。
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图 2 　重组蛋白 NE2 的表达与纯化 (12 %SDS2PAGE)

Fig. 2 　Expression and purification of recombinant

protein NE2 (12 % SDS2PAGE)

1. Protein molecular weight marker ; 2. Bacterium lysis ; 3. Supernatant

of 2molΠL urea solution ;4. Supernatant of 4molΠL urea solution ; 5. Su2

pernatant of 8molΠL urea solution ; 6. Supernant of 4molΠL urea solution

after dialysis with PBS; 7. NE2 purified with gel filtration HPLC (without

boiling) ; 8. NE2 purified with gel filtration HPLC ( after boiling for

10min)

图 3 　NE2 的蛋白印迹实验

Fig. 3 　The Western blotting of NE2

1 ,4. NE2 on SDS2PAGE; 2 ,5. Convalescent serum of an acute hepatitis

E patient ; 3 ,6. Monoclonal antibody 16D7 against a linear epitope in

NE2. 1 ,2 ,3. Without boiling ; 4 ,5 ,6. Boiled for 10min

2. 3 　重组蛋白 NE2 的 MALDI2TOF2MS 分析

将NE2 在 HCCA 中进行 MALDI2TOF2MS 分析 ,

结果较明显的谱峰有 9 个 ,其中最高的峰核质比为

22899118 ,与 NE2 的理论分子量 (23097102D) 相当 ,

其余 8 个峰均与 23097102 呈倍比关系 (图 4) ,推测

为 NE2 的不同聚体形式。在实验条件下蛋白分子

通常带 1～2 个电荷 ,因此推测这 9 个谱峰分别对应

着 NE2 蛋白的单体至十二聚体 (表 1) 。

图 4 　NE2 蛋白的 MALDI2TOF2MS图

Fig. 4 　The map of MALDI2TOF2MS of NE2

214 　重组蛋白 NE2 水化动力学分子半径测定

溶于 PBS中的 HPLC纯化的NE2 样品经 011μm的

氧化铝微孔滤膜过滤 ,用动态光散射仪使用 Regulation

算法测量水化分子动力学半径 ,得到一个质量贡献比

为 100 %的峰 ,分子半径为 4104nm ,相当于分子量 90kD ,

分散度较大 (2712 %) ,提示 NE2 蛋白在 PBS 溶液中形

成平均为四聚体的多种聚合状态(图 5) 。

表 1 　重组蛋白 NE2 在 MALDI2TOF2MS中的主要谱峰( HCCA基质)

Table 1 　The main peak of recombinant protein NE2 in MALDI2TOF2MS( HCCA matrix)

Peak No. Observed ( mΠz) Deduced charge number Expected ( mΠz) Deduced oligomer status

1 11167. 39 2 11548151 Monomer

2 22899118 1Π2 23097102 MonomerΠDimer

3 34630197 2 34645153 Trimer

4 45887114 1Π2 46194104 DimerΠTetramer

5 57597106 2 57742155 Pentamer

6 69350173 1Π2 69291106 TrimerΠHexamer

7 92655176 1Π2 92388108 TetramerΠOctamer

8 116512186 1Π2 115485110 PentamerΠDecamer

9 139705191 1Π2 138582112 HexamerΠDodecamer
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图 5 　NE2 在 PBS中的水化动力学分子半径

Fig15 　The hydrated dynamic semidiameter of NE2 solved in PBS

3 　讨　论

Zhang 等[6 ]利用 GST融合表达载体表达了 HEV

ORF2 的 a. a. 394～a. a. 604 片段 ,首次发现该片段在

SDS2PAGE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 NE2 重组

蛋白的聚体性质进行了多项实验 ,发现 : (1) 在 SDS2
PAGE 中可见明显 40kD 带和 29kD 带 ,煮沸后或

8molΠL 尿素处理后 40kD 带消失而 29kD 带明显增

强 ,用病人血清进行的蛋白印迹实验中 40kD 的反应

性明显强于 29kD ,而用特异单克隆抗体的蛋白印迹

实验中还可见明显约 80kD 带及多条分布于 29kD 到

80kD 之间的反应带 ,提示多种构型的存在 ; (2) 在

MALDI2TOF2MS 中 ,可见多个 NE2 单体的整倍数谱

峰 ,至少包含 NE2 的单体、双体及三至六聚体 ; (3)

用动态光散射仪测得 NE2 在 PBS 溶液中的水化动

力学半径约 4104nm ,相当于 90kD 的蛋白分子 ,分散

度较大 ,这些结果表明 NE2 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

SDS2PAGE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。1994 年 Tsarev 等[1 ]首先报道了

用昆虫杆状病毒表达系统表达 HEV ORF2 蛋白的 N

端缺失的片段 (a. a. 112～a. a. 660) ,在昆虫细胞内

观察到了大量的 20nm～30nm 戊肝类病毒颗粒 ,1997

年Li 等[3 ]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 50kD 和 58kD 2 种主要

的重组蛋白产物 ,其中仅 50kD 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 N 端同为

a. a. 112 ,58kD 蛋白为 a. a. 112～a. a. 660 的全长表

达产物 ,而 50kD 蛋白的 C端为 a. a. 607 ,昆虫细胞单

独表达 a. a. 112～a. a. 607 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 T = 1 的二十面体对称颗粒 ,具有

30 个 56 ×10 - 10长 ,43 ×10 - 10宽的面 ,每个是由 5 个

p50 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 ORF2 蛋白

首先形成同源二聚体 ,3 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[5 ] 。本研究表达

的NE2 蛋白所形成的结合紧密的二聚体可能即模

拟了形成 HEV 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 E2

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 HEV 子粒装配结构信息。

本研究表达的 NE2 主要以包涵体的形式存在 ,

经梯度尿素洗涤 ,可见 2molΠL 尿素上清中以约 40kD

蛋白为主 ,4molΠL 尿素上清中则以 29kD 蛋白为主 ,

依然可见明显 40kD 蛋白 ,而 8molΠL 尿素上清中以

29kD 蛋白为主 ,几乎不见 40kD 蛋白 ;对 4molΠL 上清

样品直接以 PBS 透析复性后 ,目的蛋白在 SDS2PAGE

中主要以 40kD 和 29kD 两种形式存在 ,40kD 为主 ;

透析复性样品继续在 HPLC 中经分子筛柱层析纯

化 ,沸水浴 10min 后则仅见明显增强的 29kD 带 ,而

40kD 带消失 ,提示 40kD 蛋白为 29kD 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 NE2 作为抗原免疫并筛选出的 3 株单克隆

抗体能够捕获天然 HEV 病毒颗粒 ,而且用纯化的

NE2 抗原用于 HEV 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 NE2 作为

疫苗可以保护免疫猴免受 HEV 病毒的攻击 ,均强烈

提示 NE2 重组蛋白形成的多聚体较好地再现了

HEV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 NE2 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

NE2 蛋白较已报告的昆虫杆状病毒表达的 HEV 疫

苗相比将具有更大的应用潜力。NE2 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

NE2 免疫可产生高效价的抗 HEV 抗体 ,并可保护免

疫猴在大剂量 HEV 攻击下仍不出现任何肝炎症状

(结果另文报道) 。

在 SDS2PAGE电泳中见到的表达产物对应的相

对分子量约为 29kD (煮沸样品、尿素处理样品) 和

40kD (透析复性样品 ) , 而 NE2 理论分子量为

23097102D ,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 NE2 重组蛋白进行

MALDI2TOF2MS 分析 ,结果测得的谱峰均与 NE2 的

理论分子量呈倍比关系 (图 4) 。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 NE2 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 1～2 个 ,推测这些谱峰分别对

应着 NE2 蛋白的单体至十二聚体 ,重组蛋白 NE2 应

未被剪切 ,在 SDS - PAGE 和 Western Blotting 中所见

到的 29kD 蛋白、40kD 蛋白及 80kD 以上蛋白更可能

分别对应着 NE2 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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The Study of Aggregate of the ORF2 Peptide of Hepatitis E Virus

Expressed in Escherichia coli

LI Shao2Wei 　ZHANGJun 　HE Zhi2Qiang 　GE Sheng2Xiang 　GU Ying 　LIN Jian 　LIU Ru2Shi 　XIA Ning2Shao 3

( The Key Laboratory of Ministry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering ,

Xiamen University , Xiamen 361005 , China)

Abstract 　A fragment of hepatitis E virus open reading frame22(ORF2) , located from amino acid residues 394 to 604 , was ex2
pressed in E. coli . The recombinant protein NE2 was found to form homodimer mostly in SDS2PAGE , which can be dissociated to

monomers when treated with urea , and it was recognized more strongly in its dimeric form than the monomer by HEV reactive hu2
man serum in Western blotting. Besides , many aggregated form of NE2 from dimer to at least hexamer can be seen in MALDI2
TOF2MS. And when the hydrated dynamic semidiameter of NE2 moleculars in PBS was measured as about 4nm by Dynamic Light

Scattering (DLS) , being equal to tetramer , but with high polydispersity , which suggested that the NE2 moleculars were existed

in PBS in many different sizes. These results suggested that the recombinant NE2 can aggregate into several oligomer forms , the

association in the dimer is most strong ,and dimers can assemble further to form some super2structure.
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