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摘 要 整合了乙肝表面抗原嵌合基因 FFN和 FF!的毕赤酵母工程菌株 IFNNYMFFNF!经高密度发酵培养，甲醇诱导，抗原表达
量达到 "$$ Z 8$$5C[U发酵液。FFNF!抗原经细胞破碎、硅胶吸附、疏水层析和凝胶过滤纯化，纯度达 \\]以上，每升培养物可
收获纯化抗原 J!5C。纯化的 FFNF!抗原经 9(（GW）" 吸附，在 *TW小鼠中进行免疫效果评价。三组 *TW雌性小鼠，分别腹腔接

种 !^Y!C、$^8!Y!C和 $^NY8!C FFNF!疫苗或商品化的单 F疫苗。部分小鼠在 "$天时采血，测定各疫苗组的 O4Y$值。在 FFNF!疫

苗组，前 FN、前 F!和 F抗原的 O4Y$值分别为 $^#8、$^!\和 $^J#!C，而 F疫苗组 F抗原的 O4Y$为 $^\\!C。另一部分小鼠分别在 %
天和 N#天时采血，考察抗体阳转率与时间的关系。FFNF!疫苗前 FN、前 F!抗体阳转率在 %3和 N#3时比 F抗体的阳转率为高，
提示前 F抗体出现的时间较早。上述结果显示 FFNF!疫苗比单 F疫苗具有更好的免疫原性。
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乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（678）引起的传染
性疾病，在世界范围内流行。据世界卫生组织报道，

全球约 49亿人曾感染 678，其中慢性感染者 :;<亿
人，每年约 399 万人死于 678引起的肝衰竭、肝硬
化和肝癌。中国作为乙肝的高流行区，约 39=的人
群为乙肝病毒表面抗原（67/>&）携带者。目前对乙
型肝炎还缺乏有效的治疗手段，进行乙肝疫苗免疫

接种是预防和控制乙型肝炎唯一有效的方法。

最早的乙型肝炎疫苗是由从乙肝病毒携带者血

浆中分离的乙肝表面抗原颗粒制成的，由于血浆来

源有限，加之成本和安全性方面的考虑，这类疫苗在

大多数国家和地区已停止使用。目前世界上广泛使

用的是重组酵母或 ?6@细胞产生的由乙肝病毒表
面抗原主蛋白（.）构成的基因工程疫苗。与血源疫
苗相比，基因工程疫苗成本较低，安全性更好，已取

得了很好的免疫效果。但这种单 .的重组疫苗也有
诸多不足，如免疫程序过长，乙肝病毒突变株导致的

免疫逃逸及部分人群无应答或低应答等。因此，开

发免疫原性更好、价格更为低廉的新型疫苗仍有其

紧迫性。

乙肝病毒包膜蛋白含有前 .3（12’.3）、前 .4
（A2’.4）和主蛋白（.）三种抗原成分。研究表明，
12’.3含肝细胞结合位点（++43 B CD），能介导乙肝病
毒与肝细胞的结合，12’.3抗血清能够中和乙肝病毒
的毒力，保护大猩猩免受乙肝病毒感染［3，4］。同时，

12’.4 抗原具有比 . 蛋白更强的免疫原性，用含
12’.4和 .区的乙肝表面抗原免疫小鼠，可以让对 .
抗原无应答的小鼠产生抗体应答［:］。因此，在疫苗

中加入前 .成分可能会增强疫苗的免疫效果。我们
在以往的工作中曾构建成功同时表达 ..3、..4两种
融合多肽，12’.3、12’.4和 .三种抗原成分的毕赤酵
母工程菌株，本文对该融合抗原疫苗的制备和免疫

原性进一步进行探讨。

) 材料和方法
)*) 材料
)*)*) 菌种：毕赤酵母菌株 E.33<F..3.4 由本实验
室构建。该菌株染色体中整合了 ..3和 ..4两个融
合基因片段，能够同时表达 ..3、..4 两种多肽并组
装成颗粒样结构［C］。

)*)*+ 培养基：基础盐溶液：G<=磷酸 4H;D"I，硫酸
钙 9;J:&，硫酸钾 3G;4&，D水合硫酸镁 3C;J&，氢氧化

钾 C;3:&，甘油 C9;9&，补加蒸馏水至 3I；AKL3 微量
盐溶液：<水合硫酸铜 H;9&，碘化钠 9;9G&，3水合硫
酸锰 :;9&，4 水合钼酸钠 9;4&，硼酸 9;94&，氯化钴
9;<&，氯化锌 49;9&，D 水合硫酸亚铁 H<;9&，生物素
9;4&，硫酸 <;9"I，补加蒸馏水至 3I。
)*)*, 纯化介质：>’2%/!- :G9 硅胶购自德国
MNEO..>公司，7#)5-F. .’1*+2%/’ HPP 疏水凝胶和
.’1*+2%/’ CPP分子筛凝胶购自 EN公司，其他试剂均
为国产分析纯。

)*)*- 试验动物：QR6雌性小鼠，3C B 3H&，由本所实
验动物室提供。

)*)*. 检测试剂：乙肝表面抗原反相血凝（SA6>）
试剂盒和乙肝表面抗体（.）酶标试剂盒购自上海科
华生物技术有限公司，前 .3抗体酶标试剂盒购自上
海阿尔法生物技术有限公司，前 .4抗体酶标试剂盒
购自北京肝炎试剂研制中心。

)*+ 方法
)*+*) 工程菌发酵：挑取 E.33<F..3.4单菌落，接种
到 499"I LET培养基，:9U振荡培养过夜，转移到
发酵罐继续培养。发酵罐为 Q7.公司 7!%P-%:999型
<升发酵系统，内含 4I含 AKL3微量盐的基础盐溶
液。设置适宜的 16、溶氧、转速等，于 :9U进行发酵
培养。待基础盐中的甘油消耗完以后，补加 <9=甘
油 499"I，继续培养至甘油消耗完全，用含 AKL3微
量盐的甲醇诱导 D4*。培养期间定时抽样，进行菌
体密度和抗原滴度测定。发酵完成后离心收集菌

体，储存于 V 49U备用。
)*+*+ 抗原抽提和粗提纯：取冻存菌体加入
9;93"%-WI磷酸缓冲液，用玻璃珠研磨破碎，加入
9;3=KX’’$F49，置 CU搅拌 3*，调 16至 H;9，离心去
沉淀，于上清中加入适量 <=硅胶于 CU吸附过夜，
离心收集硅胶，用 A7.洗 :次，用 1639;9含 3"%-WI
Q+?-的 4<""%-WI碳酸缓冲液洗脱，收集上清备用。
)*+*, 抗原纯化：将硅胶吸附后的抗原经过疏水层
析（6R?）和凝胶过滤（.N?）进一步进行精细纯化，用
I%X25法测定纯化中间品的蛋白浓度以确定各步蛋
白收量并计算回收率。将纯化样品进行 .M.FA>EN
和 6AI?检测。
)*+*- 疫苗制备：在纯化抗原中以 3 Y C999 的比例
加入甲醛溶液，置 :DU保温 D4*，按乙肝表面抗原终
浓度 39!&W"I加入 3"&W"I >-（@6）: 佐剂，振摇吸附
4 B :"!$，置 CU保存。
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!"#"$ 免疫原性测定：用 !"#$"% &’（()）* 佐剂将
待测疫苗及商品化的单 +乙肝疫苗（天坛生物）稀释
成 ,-.!#$"%、/-0,.!#$"% 和 /-!.0!#$"% 三个剂量，
分别腹腔接种 12) 小鼠，每只接种 !"%，,-.!#$"%
剂量组每组 */ 只，其他每组 !/ 只。,-.!#$"%剂量
组分别于接种后 34、!54和 */4各取 !/只通过心脏
采血，其余两个剂量均于 */4时采血。分离血清，分
别进行 +、前 +!和前 +,抗体测定。测定方法按试剂
盒说明书进行。半数有效剂量（67./）采用 8994:
;<9=>?法计算。

# 结果
#"! 工程菌的高密度发酵
工程菌发酵包括甘油批量培养、甘油补料培养

和甲醇诱导三个阶段，其中诱导 5@ A 3,?即可达到
较高表达量，此时培养物浓度达到每毫升近 !@/ 个
!"0//单位。抽样破碎细胞，制备抗原提取液，用反

相血凝法测定抗原滴度，同时以 B)(细胞表达的纯
化)CD&# 作参照对表达量进行估算。经测定，!/

!#$"%纯化 B)(细胞 )CD&#血凝效价为 ! E,.0，发酵
样品粗提液效价达到 ! E@!F, A ! E !0*@5，即参考品的
*, A 05倍，初步推算抗原表达量为 *// A 0//"#$%左
右。图 !为工程菌生长曲线。

图 ! 工程菌生长曲线
GH#I ! J+!!.:++!+, #KLMN? ><KO9

#"# 抗原纯化
将纯化各步所得样品进行还原型 +7+:P&J6电

泳并经银染显色（图 ,），结果显示，在经过硅胶吸附
以后，大部分杂蛋白已被去除，疏水层析和凝胶过滤

虽然可以进一步去除脂类和核酸，但电泳纯度本身

已基本无变化。从图 ,可以看出，纯化的抗原带型
完整，没有明显的降解条带。乙肝表面抗原内部含

有多对二硫键，尽管采用还原型 +7+:P&J6电泳，仍
然有部分二聚体和多聚体存在，这一结果在我们以

往的研究中被证实［5］，也与 Q’9<#RS<’LOR 7的研究相
吻合［.］。

用 6%2+&方法检测纯化中间品及原液的抗原
性，显示前 +!、前 +, 和 + 抗原均呈阳性。用 %LMKT
法测定蛋白收量，每升发酵液最终可得纯化抗原

图 , 纯化抗原的 +7+:P&J6电泳分析
GH#I , +7+:P&J6 R=R’TDHD LU V<KHUH94 R=NH#9=D

!：VKLN9H= "L’9><’RK "RKW9K（!5-5，!@-5，,.-/，*.-/，5.-/，00-, R=4
!!0-/W7 UKL" SLNNL" NL NLV）；,：DH’H>R 9’<NHL= UKR>NHL=；*：)2B VLL’94
UKR>NHL=；5：+6B VLL’94 UKR>NHL=I

@,"#，表明纯化工艺具有很好的回收率。各中间步
骤蛋白收量及回收率如表 !。

表 ! 抗原纯化各步蛋白收率（纯化自 !升发酵产物）
%&’() ! *+,-)./ 0.)(12 &/1 +)3,4)+0 +&-)2 5+,6 1.55)+)/-

78+.5.3&-.,/ 2-)72（0.)(12 5+,6 !9 ,5 38(-8+)）

P<KHUH>RNHL= DN9V +H’H>R R4DLKVNHL= )2B +6B

QLNR’ VKLN9H=$"# ,0, !*/ @,

89>LO9KT KRN9D$X 5*-0 ,!-3 !*-3

#": 纯化抗原的 ;*9<纯度分析
用 Q+Y:J6% J./// PZ[%高效色谱柱测定纯化

抗原纯度。样品上样量 ./!%，以 !/""L’$% PC，
V)3-,缓冲液为流动相进行分析。层析图谱经电脑
积分，抗原主峰含量在 FFX以上（图 *）。

图 * 纯化抗原的 )P%B纯度分析
GH#I * B?KL"RNL#KR" LU )P%B LU V<KHUH94 R=NH#9=

+R"V’9：!*0!#$"%，./!%；BL’<"=：Q+Y:J6% J./// PZ[%；6’<9=N：
!/""L’$% PC S<UU9K V) 3-, I

#"= 不同剂量 >>!>#疫苗在小鼠中的抗体阳转率
及 ?@$A测定

在 ++!+,疫苗和商品化的单 + 疫苗免疫小鼠
*/4时采血，进行 +、前 +!和前 +,抗体测定。由于
有些小鼠采血不成功，致使部分组别只有 F或 @只
小鼠。抗体测定结果表明，单 +疫苗只产生 +抗体，
受试 ++!+,疫苗不但能诱导 +抗体，还能诱导前 +!
和前 +, 抗体产生。通过 8994:;<9=>? 法计算各抗
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原组的 !"#$值，%%&%’ 疫苗各单一组分的 !"#$值均

低于对照苗，显示在小鼠中具有更好的免疫原性。

结果见表 ’。

表 ! ""#"!疫苗与单 "商品苗免疫原性的比较
$%&’( ! )*+,%-./*0 *1 .++20*3(0.4.56 &(57((0
""#"! %08 4*++(-4.%’ " 9%44.0( .0 :;< +.4(

()*+,-)
()*+./01

%%&%’ %

2)*+3% 2)*+345-%& 2)*+345-%’ 2)*+3%

’6#!, 789 989 :89 :89
$6;’#!, <8&$ =8&$ :8&$ <89
$6&#;!, ’8&$ =8&$ #8&$ &87
!"#$!, $67= $6=; $6’9 $699

!=> ""#"!免疫小鼠后抗体阳转率与时间的关系
从表 <可以看出，%%&%’疫苗免后 :0已有个别

小鼠产生了前 %&和前 %’抗体，而 %抗体均为阴性，
&=0时前 %抗体阳转率也明显高于 %抗体，提示前 %
抗体的产生可能早于 %抗体。

表 ? 抗体阳转率与时间的关系
$%&’( ? "(-*4*09(-/.*0 -%5(/ %5 8.11(-(05 5.+( .05(-9%’/
()*+,-)
()*+./01

%%&%’ %
2)*+3% 2)*+345-%& 2)*+345-%’ 2)*+3%

:021> $8&$ &8&$ &8&$ $89
&=021> ’8&$ :8&$ #8&$ <89
<$021> 789 989 :89 :89

? 讨论
乙肝表面抗原前 %区特别是前 %’区对蛋白酶

很敏感，极易发生降解［;］，难以进行规模化制备。我

们构建的毕赤酵母 ?%&&#3%%&%’ 工程菌株，由于采
用了新的基因结构和表达方式，在保持前 %组分抗
原性的同时，其稳定性也得到根本改善。从发酵到

纯化的整个过程，没有采用特别的技术手段如添加

蛋白酶抑制剂等，仍然得到了纯度很高、结构完整的

前 %抗原。在小鼠效力试验中前 %&和前 %’抗原均
显示出了良好的免疫原性，进一步验证了其免疫效

力和结构完整性。

目前国外已有含前 %&、前 %’ 组分的乙肝疫苗
问世，如欧洲的 @-42A25-［:，7］和以色列的 B+/3@-4
B［9，&$］，免疫效果均显著优于含单 % 成分的乙肝疫
苗。但这两种疫苗主要成分仍然是单 % 抗原，前 %
组分含量还比较低，而且都是在哺乳动物细胞中生

产的，成本较高，生产规模也有一定的限制。我们构

建的含前 %区乙肝表面抗原由 %%&和 %%’两种融合
多肽组成，每一条肽链都含有前 %成分，前 %抗原的
比例要显著高于 @-42A25-和 B+/3@-4 B的水平。抗
原表达所采用的毕赤酵母系统，表达量高，成本低

廉，易于规模化培养。本研究建立的纯化工艺流程

采用硅胶吸附和层析的方法，没有采用常规乙肝疫

苗生产中通常使用的超速离心法，有效降低了成本，

也有利于工艺的放大。目前从每升发酵液中已可收

获超过 7$C,纯度 99D以上的制品，这一指标已远
远高于现有单 %疫苗在酿酒酵母或 E@F细胞中的
生产水平。另外，从免疫效果上看，%%&%’疫苗能够
在小鼠中诱导产生前 %&、前 %’和 %三种抗体，而且
与商品化单 %疫苗相比，每一个单一组分都能以较
低的剂量产生更高的阳转率。由于前 %&、前 %’ 同
为保护性抗原，这种多表位疫苗将能更为有效地对

抗病毒变异株。在抗体产生的时间方面，初步的动

物试验显示，前 %&和前 %’抗体产生的时间也要早
于 % 抗体。上述结果表明，毕赤酵母表达的含前
%&、前 %’ 和 % 表位重组乙肝疫苗不论是在生产效
率，还是在免疫效果方面都比现有单 %疫苗有了明
显提高，具有很好的开发前景。

@ABA@A:)A"（参考文献）

［ &］ G-H52*I (J，%-*/ B，%*5+K- GL ()*+./0+-> */ >1)*I-*+A 4-4*+0->
M5/C *I- N5-%& 5-,+/) /M *I- I-42*+*+> B O+5H>（@BP）-)O-Q/4-（-)O）
45/*-+) 25- O+5H>3)-H*52Q+R+), 2)0 45/*-A*+O-L !"##$%&，&979，C（<）：
’<= S ’<;L

［ ’］ N5+0- TU，B2+Q-1 EJ，THAIC/5- !，&’ "( L !O2QH2*+/) /M B 2)0 V3
A-QQ 5->4/)>-> +) AI+C42)R--> +CCH)+R-0 W+*I @-42,-)-J!， 2
I-42*+*+> B O2AA+)- A/)*2+)+), 45-3%&，45-3%’ 2)0 % ,-)- 45/0HA*>L
!"##$%&，&997，#D：#=< S ##$L

［ <］ T+Q+AI "J， VI/5)*/) ?B， G-H52*I (J， &’ "( L !)I2)A-0
+CCH)/,-)+A+*1 /M *I- 45-% 5-,+/) /M I-42*+*+> B >H5M2A- 2)*+,-)L
)#$&%#&，&97#，!!E：&&9# S &&99L

［ =］ V2) EX（谭昌耀），Y+2), ZT（蒋丽明），?- X@（葛永红），&’ "( L
%+CHQ*2)-/H> -[45->>+/) /M C/0+M+-0 I-42*+*+> B >H5M2A- 2)*+,-)
MH>+/) 4/Q14-4*+0- A/)*2+)+), 45-%&， 45-%’ -4+*/4-> +) *$#+$"
,"-’./$-L 0+$%&-& 1.2/%"( .3 4$.’&#+%.(.56（生物工程学报），
’$$;，!!（=）：;$= S ;$7L

［ #］ VQ-H,2.HQ/O2 "L %+R-3-[AQH>+/) AI5/C2*/,524I+A >*H01 /M *I-
5-0HA*+/) /M 5-A/C.+)2)* I-42*+*+> B >H5M2A- 2)*+,-)L 1 .3
0+/.7"’.5/",+6 4，&997，C#?：=$& S =$:L

［ ;］ Z2),Q-1 \!，!,2) \T，B25-)0* YT， &’ "( L EI252A*-5+R2*+/) /M
4H5+M+-0 I-42*+*+> B >H5M2A- 2)*+,-) A/)*2+)+), 45-3%（’）-4+*/4->
-[45->>-0 +) )"##+"/.76#&- #&/&8$-$"& L 9&%&，&977，DC：’’9 S
’=#L

［ :］ N2,- T，Y/)-> E"，B2+Q-1 EL ( )/O-Q 5-A/C.+)2)* *5+4Q- 2)*+,-)
I-42*+*+> B O2AA+)-（@-42A25-）L :%’&/8$/.(.56，’$$&，FF：77 S 9:L

［ 7］ ]HAK-5C2) YG，]HAK-5C2) (Y，%1C+),*/) ^，&’ "( L !O2QH2*+/) /M 2
)-W I-42*+*+> B *5+4Q-32)*+,-) O2AA+)- */ +)20-_H2*- 5->4/)0-5> */
AH55-)* O2AA+)->L ;&,"’.(.56，’$$&，?F（=）：:97 S 7$’L

［ 9］ T202Q+)>K1 \，%1QO2) %N!，@-QQ>*5/C ‘，&’ "( L ()*+./01 5->4/)>-
*/ 45-% A/C4/)-)*> 2M*-5 +CCH)+R2*+/) /M AI+Q05-) W+*I Q/W 0/>-> /M
B+/@-4 BL !"##$%&，’$$’，!G：9’ S 9:L

［&$］ T202Q+)>K1 \，%1QO2) %N!，@-QQ>*5/C ‘，&’ "( L N5->-)A- /M 2)*+3
45-%&，2)*+345-%’，2)0 2)*+3@B> 2)*+./0+-> +) )-W./5)> +CCH)+R-0
W+*I B+/3@-4 B O2AA+)-L <&= )#$ <.%$’，’$$=，#G（&）：&$ S &:L

<$:谭昌耀等：毕赤酵母表达的含前 %&、前 %’和 %表位乙肝表面抗（原疫苗的制备和免疫原性研究




