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Abstract
AIM: To explore the expression and purification 
of hepatitis B virus L particles in eukaryotic cells 
and to analyze their physical properties and 
antigenicity. 

METHODS: COS-7 cell lines were transiently 
transfected with recombinant eukaryotic expres-
sion vector pSVsigLM-S-. The products were 
purified from cell culture supernatants after 48 
h culture by a combination of CsCl isopycnic 
ultracentrifugation, density gradient ultracen-
trifugation in sucrose, and enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). Molecular sizes 
and antigenicity of the purified protein were de-
termined by SDS–PAGE and Western blotting, 
respectively. The physical properties of samples 
were characterized by transmission electron mi-
croscopy (TEM). 

RESULTS: L particles were successfully puri-
fied from transfected COS-7 cell medium by 
ultracentrifugation combined with ELISA. Cscl 
isopycnic ultracentrifugation showed that the 

area where density was 1.21 g/cm3 was rich in 
S-antigenicity. L particles exclusively consisted 
of glycosylated 42 kDa proteins that had S and 
PreS1 antigenicity. TEM showed that HBsAg 
produced by COS-7 cells had physical properties 
very similar to the 22 nm particles derived from 
human plasma and recombinant yeast cells. 

CONCLUSION: L protein can translocate into 
ER lumen and form subviral particles after bud-
ding by fusing a secretion signal sequence to the 
N terminus of the L gene. L particles can be effi-
ciently purified by ultracentrifugation and retain 
their biochemical activity and physical appear-
ance. 

Key Words: Hepatitis B virus; COS-7 cell lines; Re-
combinant plasmid; Large protein; Ultracentrifuga-
tion; Enzyme-linked immunosorbent assay; West-
ern blotting; Transmission electron microscope
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摘要
目的: 真核细胞中表达和纯化乙肝病毒L蛋白
颗粒, 并初步分析其物理特性与抗原性.  

方法: 真核表达质粒pSVsigLM-S-瞬时转染
COS-7细胞, 收集48 h后的培养上清采用CsCl
等密度平衡离心、蔗糖密度梯度超速离心和
酶联免疫吸附试验(ELISA)3者结合的方法纯
化L蛋白, 获得的纯化产物行Western blotting
鉴定和透射电镜(TEM)观察. 

结果: 采用超速离心结合ELISA法可以纯化
L蛋白，C s C l等密度平衡离心显示在密度
约1.21 g/cm3处富含S抗原性. SDS-PAGE证
实产物主要由一种42 kDa的蛋白分子组成, 
Western blotting证实这种蛋白为同时具有S与
PreS1抗原性的L蛋白. 透射电镜显示分泌的L
蛋白自行组装成约23 nm的球形颗粒. 

结论: 融合外源性信号肽能有效的引导L蛋白
的组装和分泌. CsCl和蔗糖超速离心能高效纯
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■背景资料
疫苗是预防HBV
感染的重要手段, 
然而约10%的接
种者对目前的商
业化疫苗出现不
反应或者低反应
的现象. 最近有关
PreS1抗原抗体系
统在阻止乙肝病
毒感染过程中的
作用得到广泛的
关注, 越来越多的
研究者试图采用
各种方法将PreS1
多肽融合到传统
疫苗中以增强疫
苗的免疫原性.

®



化L颗粒并保持其完整的抗原性及颗粒形态.
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0  引言

乙肝病毒表面抗原由3种分别命名为L蛋白(large 
protein)、M蛋白(middle protein)、S蛋白(small 
protein)的跨膜蛋白组成, 其中S蛋白为表面抗原

的主要成分, M蛋白包含整个的S蛋白序列以及

由55个氨基酸组成的PreS2多肽, L蛋白则包含

整个的M蛋白序列以及由约109或168个氨基酸

组成的PreS1区[1]. 来源于血清或酵母细胞的传

统乙肝疫苗主要是由S蛋白或M蛋白组成的颗粒

抗原, 然而约10%的接种者对这种疫苗出现不反

应或者低反应的现象[2-3]. 基于PreS1抗原抗体系

统在阻止乙肝病毒感染过程中的重要作用, 越
来越多的研究者试图采用各种方法将PreS1多肽

融合到传统疫苗中以增强疫苗的免疫原性[4-10]. 
理论上将包含整个PreS1和PreS2区的L蛋白作为

免疫原能最大程度上激发机体对乙肝病毒的清

除能力, 然而与S和M蛋白不同的是, 无论是在哺

乳细胞还是酵母细胞, L蛋白虽然能插入到细胞

的内质网膜但是不能出芽到内质网腔组装成颗 
粒[11]. 最新的研究发现通过基因工程方法将外源

性信号肽融合到PreS1区的氨基端能清除这种出

芽阻滞作用[12]. 本实验的目的在于利用一种融合

了β内酰胺酶信号肽(β-lactamase signal)部分编

码序列的真核表达质粒pSVsigLM-S-, 通过CsCl
和蔗糖密度梯度超速离心技术, 纯化并鉴定L蛋
白颗粒.

1  材料和方法

1.1 材料 真核表达载体pSVsigLM-S-由德国Bruss
教授惠赠(pSVsigLM-S-包含全部的乙肝表面抗

原编码基因序列(a d w2), 编码基因中S和M蛋

白的起始密码子ATG通过点突变为ACG, 以阻

止S和M蛋白的同期表达, PreSk区的氨基端融

合β-内酰胺酶信号肽的5'端32个氨基酸编码序

列[12]). COS-7细胞系由华中科技大学同济医学

院免疫教研室提供; DMEM培养基为Gibco公
司产品、胎牛血清为Hyc lone公司产品; 鼠抗

HBsAg(ad/ay)、鼠抗PreS1(a.a.132-a.a.137)mAb
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购自ViroStat公司; ELISA试剂盒购自上海科华

公司, 其余试剂均为国产或进口分析纯试剂.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养与蛋白表达 COS-7细胞系常规

培养于DMEM培养基, 质粒pSVsigLM-S-采用

DEAE-葡聚糖法瞬时转染, 48 h后收集细胞培养

上清. DEAE-葡聚糖法参照分子克隆实验指南(第
3版). 
1.2.2 蛋白颗粒的超离心纯化  细胞培养上清 
1200 r/min离心10 min以去除细胞碎片, 澄清后

的上清缓慢加入终浓度为100 g/L的PEG6000
粉末, 室温下搅拌30 m i n后4℃过夜. 混合物

10 000 g离心30 min, 沉淀重新融解于10 mL离心

缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5, 150 mmol/L 
NaCl, 1 mmol/L EDTA), 20 000 g离心30 min去
除未溶解的物质, 样本做进一步的连续超离心 
纯化. 

CsCl粉末加入样本溶液至终浓度为250 g/L 
(w/w), 随后转入Ultra-c lear离心管160 000 g、
10℃离心16 h(Beckman SW-41). 从上往下以每

管500 μL收集样品, 共收集20管. ELISA法确定

并收集富含HBsAg的样品, 4℃透析过夜. 
超离心管依次加入浓度为600, 500, 400, 

300, 200, 100 g/L各1.5 mL的蔗糖溶液(离心缓冲

液配制, w/w), 顶端加入初步纯化的样品1 mL, 
120 000 g、4℃离心16 h(Beckman SW-41). 从
上往下以每管500 μL收集样品, 共收集20管. 
ELISA法确定并收集富含HBsAg的样品, 4℃透

析(PBS)过夜后冻干保存. 
1.2.3 纯化产物的SDS-PAGE和蛋白印迹 纯化蛋

白电泳前加等体积2×SDS加样缓冲液, 100℃
水浴10 min, 冰浴冷却后20 µL加样行120 g/L 
SDS-PAGE. 蛋白分离后经考马斯亮蓝染色, 脱
色液脱色后JS-300凝胶图像分析仪分析结果. 行
Western blotting时蛋白分离后, 电转至硝酸纤维素

膜, 一抗(鼠抗PreS1 1∶200、鼠抗S 1∶200)4℃
过夜, 二抗室温反应2 h, 增强化学发光法(ECL)
显影, 暗室压片. 
1.2.4 纯化产物透射电镜 取少量纯化的样品滴

于铜网, 20 g/L磷钨酸复染, 透射电子显微镜(FEI 
Tecnai G2 12型)下观察颗粒形态.

2  结果

2.1 表达产物的纯化 S细胞培养上清中的表面抗

原颗粒能选择性的被PEG沉淀, 这种沉淀方法

被认为能最大程度上回收表面抗原, 最少程度

上减少杂质污染[13]. 随后的样品进行CsCl密度
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■研发前沿
提高疫苗的免疫
原性是目前乙肝
疫苗研制的热点, 
虽然一些研究者
已经成功表达各
类包含多种病毒
蛋白多肽的融合
疫苗, 然而如何提
高新型疫苗的产
量和纯度, 使之能
安全有效的应用
是目前疫苗研究
普遍遇到的难题. 



曾建平, 等. 乙型肝炎病毒L蛋白颗粒的真核表达与纯化                                                                                                  1997

www.wjgnet.com

梯度离心, 形成典型的梯度片段, ELISA法证实段, ELISA法证实, ELISA法证实

片段12和13富含HBsAg抗原性, 提示此区段存12和13富含HBsAg抗原性, 提示此区段存

在密度约1.21 g/cm3的颗粒(图1). 将12, 13管片

段合并后透析除去CsCl, 样品继续进行蔗糖密合并后透析除去CsCl, 样品继续进行蔗糖密

度梯度离心, 分管收集的片段如前行ELISA检测

HBsAg抗原性, 证实13-16片段存在S抗原性, 合
并片段后透析过夜.段后透析过夜.后透析过夜.
2.2 纯化产物的鉴定 纯化产物行SDS-PAGE后
以考马斯亮蓝染色, 证实主要由一种分子量约蓝染色, 证实主要由一种分子量约染色, 证实主要由一种分子量约 
42 kDa的蛋白分子组成(图2A), Western证实这

种蛋白为同时具有PreS1和S抗原性的L蛋白(图
2B-C). 进一步采用Braford法和RIA法分别检测

总蛋白浓度和L蛋白浓度, 表明L蛋白纯度>90%.
2.3 纯化产物的TEM电镜观察 超离心纯化的产

物主要由一种颗粒直径约23 nm的球形中空性

颗粒构成, 其结构类似于天然HBsAg颗粒(图3).

3  讨论

PreS1抗原抗体系统在阻止乙肝病毒感染的过

程中的作用主要基于以下一些发现: (1)乙肝患

者血浆中抗PreS1抗体出现在抗S、抗HBc、抗

HBe抗体之前[14-15]; (2)PreS1抗原aa21-47被证

实是病毒与肝细胞特异性结合的位点[16-17]; (3)
针对P r e S1抗原的抗体能有效清除H B V的感 
染[18-20]. 目前包含有PreS1区段的乙肝病毒疫苗

主要有2种, 一种如疫苗HepageneTM, 只融合部分

的PreS1片段(aa21-47), 因而可能丧失了部分潜

在的PreS1区抗原表位[4,10]. 另一种如来源于中国

仓鼠卵巢细胞的重组S颗粒(Bio-Hep-BTM), 虽然

包含含量很低(<3%)的完整L蛋白, 但是其免疫

潜能高于任何其他主要由S或M颗粒构成的传统

疫苗[5,21-23]. 因此, 纯化一种主要由L蛋白组成的

颗粒抗原无疑是具有前景的第4代疫苗. 
蛋白工程中常常使用外源性的信号肽以引

导目的蛋白的胞外分泌, 德国的Bruss教授通过

在PreS1的氨基端融合β内酰胺酶信号肽以试图

使PreS1区段正确的易位到内质网腔, 结果显示

融合了外源性信号肽的质粒能有效的分泌L蛋
白到细胞培养上清, 而没有融合外源性信号肽

的质粒其合成的L蛋白大量积聚在细胞的分泌

组件附近[12]. 虽然Bruss教授并没有检测上清中

L蛋白的物理特性, 然而进入宿主细胞分泌组件

的L蛋白, 可能与S及M蛋白类似, 具有自行组装

成颗粒性分子的功能. 因此使用这种质粒可能

纯化出主要由L蛋白组成的颗粒. 为了避免破坏

蛋白本身的免疫原性以及颗粒形态, 我们采用

连续的密度梯度超速离心技术来纯化细胞培养

上清中的表面抗原. 转化后的细胞培养上清经

过包括澄清、蛋白沉淀、连续的超速离心等一

系列过程纯化. 
纯化后的样本采用SDS-PAGE和Western 

b l o t t i n g方法鉴定目的蛋白分子量及抗原性, 
SDS-PAGE显示纯化样本主要由一种分子量约

42 kDa的蛋白组成, Western blotting则证实这种

蛋白为同时具有PreS1和S抗原性的L蛋白分子, 
这种L蛋白与天然的糖基化L蛋白分子量相同[1], 
提示经真核细胞表达的L蛋白能被正确的修饰

化. 与此同时, 在理论上S和M蛋白的显色区均未

■创新盘点
基于PreS1多肽的
出芽阻滞作用, 无
论是在哺乳细胞
还是酵母细胞, L
蛋白虽然能插入
到细胞的内质网
膜但是不能出芽
到内质网腔组装
成颗粒. 本研究使
用外源性信号肽
引导L蛋白的胞外
分泌, 通过CsCl和
蔗糖密度梯度超
速离心技术, 纯化
出一种主要由L蛋
白组成的颗粒抗
原.100 kDa
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图  2  SDS-PAGE及Western blotting鉴定纯化蛋白. A: SDS-

PAGE显示纯化蛋白分子量约42 kDa; B: S抗原性; C: PreS1

抗原性.
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图  1  采用超速离心结合ELISA法纯化L蛋白, CsCl等密度平
衡离心显示在密度约1.21 g/cm3处富含S抗原性. 
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图  3  纯化产物的TEM电镜.   

50 nm



www.wjgnet.com

1998                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志        2007年6月28日       第15卷      第18期

见明显的条带, 表明样品中不含有S或M蛋白的

表达, 其结果与质粒的S蛋白编码启动子突变相

符合. 基于这种发现我们认为通过在L蛋白编码

基因的氨基端融合外源性信号肽能有效引导L
蛋白的胞外分泌. 电镜观察显示这种L蛋白能自

行组装成约23 nm的颗粒, 在CsCl中的浮力密度

约1.21 g/cm3. 这种物理特性与天然的HBsAg颗
粒以及经酵母来源的S及M颗粒类似[24-25], 因此

进入到正常分泌途径的L蛋白与S及M蛋白一样

可组装成颗粒型抗原. 进一步通过测定总蛋白

浓度与L蛋白浓度, 我们证实纯化的样品中L蛋
白的纯度>90%. 表明密度梯度离心能很好的分

离纯化分泌的L蛋白, 并能保持其本身的免疫原

性和颗粒构型. 
这些结果表明通过在PreS1的氨基端融合

外源性的信号肽能有效的消除PreS1区段对L蛋
白的分泌阻滞作用, 而采用简单的超速离心技

术即能获得高纯度的L蛋白颗粒, 这种颗粒包含

整个的乙肝病毒包膜多肽表位, 理论上能同时

激发抗PreS1和PreS2的抗体, 从而具有更强的免

疫原性和病毒清除能力. 然而目前这种系统仍

然存在较大的缺陷. 例如无法大量制备L颗粒, 
其次培养血清中的异种蛋白可能污染疫苗导致

临床应用时激发非特异性免疫反应. 一种可行

的办法是构建含无血清培养基的稳定表达系

统. 如Deml et al [26]利用来源于果蝇的Drosophila 
Schneider-2稳定转染细胞系, 采用无血清培养基

加CuSO4诱导, 成功提取高纯度的HBsAg颗粒[26]. 
此外甲醇营养型酵母(Pichia pastoris )是一种新

型的外源蛋白表达系统, 不仅具有原核生物生

长快, 操作简便的特点, 而且具备哺乳类细胞翻

译后加工和修饰的功能[27-28]. 利用甲醇营养型酵

母获得高产量乙肝表面抗原颗粒的实验已经获

得成功, 并且证实能被很好的修饰, 能诱发高滴

度的抗体形成[29-32]. 因此未来可以构建能在甲醇

营养型酵母中表达L颗粒的表达系统以获得高

批量、高质量的疫苗.
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