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摘 要 为了寻求新型表达系统来研制戊型肝炎基因工程疫苗，利用甲基营养型汉逊酵母（8+$&%$),+ 4(,25(*4"+）系统表达戊
型肝炎病毒（E2=,:4:49 R 54/.9，ER&）!型结构区 ]1P!编码蛋白第 ##!F<$%氨基酸片段。为实现目的基因在汉逊酵母中的高效
表达，根据汉逊酵母偏爱密码子优化设计目的基因，用搭桥 HI1法合成优化后的基因序列，并克隆到多拷贝表达载体上，转化
汉逊酵母营养缺陷宿主菌 7@II!<$#!（U/," N），在选择培养基上培养，运用 HI1法筛选得到携带外源基因的重组菌株，然后用

含甲醇的培养基诱导表达，对表达产物进行 TGTFH7WR、RZLT7和 [29:2/- ?(’:检测和鉴定。TGTFH7WR实验结果表明目的蛋白
分子量约为 M<CG，表达量占菌体总蛋白的 #!^；RZLT7检测结果表明表达产物为具有免疫反应性的 ER& ]1P!蛋白，RZLT7效
价最高可达 #_!$K;，目的蛋白表达量随着基因拷贝数的增加呈升高的趋势；[29:2/- ?(’:鉴别实验结果证实表达产物与 ER& 多
抗有特异性抗原抗体结合反应。ER&结构区 ]1P!蛋白在汉逊酵母中的成功表达，为研制基因工程戊型肝炎疫苗奠定了基
础。
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戊型肝炎（.)*:8#8#> M，简称戊肝 .M）是一种由
戊型肝炎病毒引起的经肠道传播的急性肝炎病，临

床表现与甲型肝炎类似，但病死率较高（0R X GR），
孕妇感染病死率可高达 92R［0］。戊肝流行于世界
上许多国家，最常见于亚洲和非洲一些国家。我国

是戊肝主要流行区之一，以爆发和散发两种形式流

行，0YVE X 0YVV年在新疆南部地区发生的大规模戊
肝爆发流行，造成 92 万人发病，死亡 0222 余人；除
新疆外，我国吉林、辽宁、内蒙古及山东等地均有戊

肝爆发流行的报道［9］，而且近年流行呈上升趋势，因

此戊肝严重危害人类健康。由于戊肝病毒尚不能进

行有效的体外组织培养，无法研制传统的减毒疫苗

和灭活疫苗，唯一的疫苗策略是研制基因工程疫苗。

.MQ 基因组包含 G 个开放读码框架：4K;0、
4K;9和 4K;G。4K;9 编码 EE2 个氨基酸的多肽
（/4K;9），为病毒主要结构蛋白，组成病毒衣壳，其
中存在多个免疫显性抗原表位及 Z细胞抗原表位，
还存在能产生中和抗体的抗原结合位点，因此，.MQ
基因工程抗原的研制主要集中于 4K;9 蛋白［0，G，U］。
4K;9已有在原核、昆虫、哺乳动物细胞等表达系统
中表达的报道，表达产物均有一定免疫原性［S [ \］。

4K;9在原核细胞表达时常以包涵体形式存在，蛋白
质很难正确折叠，无法形成和保持天然的空间构象；

昆虫蛋白本身的异源性也使其作为疫苗开发存在很

大困难；哺乳动物细胞表达系统其主要缺点是成本

比较高。因此有必要寻求新型表达系统研制 .MQ
基因工程疫苗。

汉逊酵母表达系统是最近 02年来发展起来的
一类可用于表达外源基因特别是真核生物基因的理

想系统。汉逊酵母外源基因表达系统具有重组菌的

遗传性质稳定、表达量高、表达产物类似于天然蛋

白、能保持很好的生物学活性、表达条件易于控制、

适于大规模发酵等优点。汉逊酵母是当前国际上公

认的最为理想的外源基因表达系统之一，许多基因

包括在其他系统中难以高效表达的基因已在其细胞

中得到高效表达［V］。我们应用该系统已成功地表达

了基因重组乙肝疫苗、基因重组水蛭素等，乙肝疫苗

已成功产业化。但目前国内外尚未见应用汉逊酵母

系统表达戊肝 4K;9的报道。为了探讨戊型肝炎基
因工程疫苗生产的新途径，我们利用甲基营养型汉

逊酵母表达系统进行了 .MQ4K;9蛋白表达的初步
研究。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 质粒、菌株：+.S!为本室保存，C=DD9E209
购自美国菌种保存中心，汉逊酵母表达载体质粒

*+,-./012、*+,-./912、*+,-./910、C=DD9E209
（F5:G[）为本公司自主构建。

)*)*+ 工具酶与试剂：限制性内切酶、/A56B)>8=3

+]C /6&A7)5:>)、+]C H#J:8#6% ^#8 Q)5 < 910、=:^:K:
CJ:56>) ,)& +]C /’5#?#$:8#6% ^#8 Q)5 < 912、=:^:K:
3#%#ZML= /&:>7#( /’5#?#$:8#6% ^#8 Q)5 <912等为宝生物
工程（大连）有限公司产品；胰蛋白胨、酵母提取物购

自 4I6#(公司；_]Z酵母氮碱购自 L#J7:公司；其他
化学试剂均为国产或进口分析纯产品；.K/标记抗
体购自大连博瑞得公司；.MQ单抗、.MQ羊多抗为
中国药品生物制品检定所王佑春研究员惠赠。

)*)*, 引物设计与合成：根据 .MQ 4K;9（009::—
E2\::）基因优化合成方案分段合成正链 9\条引物，
负链 9\条引物，该 SU条引物由北京三博远志公司
合成。构建多拷贝重组质粒引物如下：引物 C：
.MQ@.,""，S‘@,C=D===CCCCCDCCCC=,,DD,=,,
DDDDC,DDD@G‘，引入 .,""位点；引物Z：.MQ@/0)K"
S‘@D,,CC==D==C,,D,,DDC,,,DC,C,=,@G‘，引入
/0)K"位点。用于鉴定转化菌的引物 /0 位于
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!"#$（甲醇氧化酶基因启动子）、$%位于 !"#&（甲
醇氧化酶基因终止子）、$’(位于 )!*$（甲醛脱氢酶
基因启动子）上的一段序列，具体如下：

$’+(,-.-//&/&/.-.&-.&-&.../&,0(；
$%+(,&--&&--.-/&-&--&&./&-&/,0(；
$’+(,-//&.&/&--&&--.-/&-&--&&,0(，
以上引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。

!"!"# 培养基：12 培养基（34+5酵母提取物、’5
蛋白胨、’567-8），9$*培养基（’5酵母提取物、%5
蛋白胨、%5葡萄糖），!*1 培养基（34’:5 962、
34+5硫酸铵、%5葡萄糖），!! 培养基（’5甲醇、
34;<5962、34+5硫酸铵）。
!"$ 方法
!"$"! =>? "@)%基因优化：基因序列优化原则：尽
量使用 !"#$%#&’" ()’*+),(-" 最偏爱密码；为了调整
整个基因的 /-含量，某些氨基酸使用次偏爱密码，
但前提是该次偏爱密码与最偏爱密码使用频率非常

接近；氨基酸序列不变。根据 /AB27BC 中.D%<%’3E
提供的基因序列截取 =>? "@)% 中 ’:EEFG 编码
=>? "@)%氨基酸 ’’% H ;3< 片段，将其进行优化设
计。

!"$"$ =>?基因合成：先以优化合成的 +:条引物
为模板和引物，利用 $-@搭桥的方法分别以 ;条引
物为模板和引物进行分段合成 I个小片段 7 H J，然
后再以小片段两两为模板合成片段 7F、KL、AM、NO、J，
依次同样合成大片段 7FKL、AM、NOJ，最后将以这三个
片段为模板合成整个 =>? "@)%（’’%77—;3<77）基
因 ’+’+FG，将 $-@合成的整个基因产物回收，连于
G!* ’E,& PJQG8A ?AKRST转化 *=+!提取质粒鉴定正
确者送宝生物工程（大连）有限公司测序。

!"$"% =>?重组表达载体的构建：以 G!*’E,&,=>?
为模板，引物 .和 2作常规 $-@扩增到目的片段，
切胶回收，将目的片段酶切连接到单拷贝表达载体

G*/#=$’43构建单拷贝重组表达质粒 G*/#=$’43,
=>?，酶切连接到多拷贝表达载体 G*/#=$%43（启动
子为 !"#$）和 G*/#=$%4’（启动子为 )!*$）上，通
过一系列酶切连接构建二、四、六拷贝的重组表达质

粒 G*/#=$%43,%!"#,=>?、G*/#=$%4’,%)!*,=>?、
G*/#=$%43,:!"#,=>?、 G*/#=$%4’,:)!*,=>?、
G*/#=$%43,;!"#,=>? 。
!"$"# 转化酵母细胞筛选多拷贝重组菌株：将上述
重组表达质粒及 G*/#=$’43 质粒阴性对照以电转
化方法转化 .&--%;3’%（UT70,）宿主菌，转化细胞涂
于 !*1平皿上，00V孵箱培养 ’ 周，将长出的转化

菌落转接入 ’3Q1 !*1液体培养基中 00V摇床传代
培养。传代过程中运用 $-@的方法筛选重组菌株，
即取少量的菌体为模板，以引物 $’和 $%用于鉴定
!"#$菌株、$’(和 $% 用于鉴定 )!*$菌株，重组菌
株根据转化的质粒命名，如 !"#$为启动子的单拷
贝、双、四、六拷贝的重组质粒转化后筛选的重组菌

株分别命名为 !. W!=>?、!. W%!=>?、!. W:!=>?、
!. W;!=>?；同样以 )!* 为启动子的二、四拷贝的
重组质粒转化后筛选的重组菌株分别命名为 !. W
%)=>?、!. W:)=>?，阴性对照菌株命名为 !. W
G*/#=$’43。最后将稳定传代培养 <3 H E3代，并且
经 $-@筛选为稳定整合有外源基因的重组菌株，接
入 9$*培养基中 00V摇床培养，加入冻存液制成主
代种子批于 X <3V保存菌种。
!"$"& 诱导表达：选择生长性能较稳定的重组菌
株进行 !*1培养，00V摇床培养大约 %:O，/0 值长
至 ’+ H ’E，将其离心转接到含有 ’5甲醇的 !!培
养基中经甲醇诱导 <%O后对表达产物进行检测。
!"$"’ 表达产物的检测：
（’）>1YP.检测表达产物活性：
以双抗体夹心 >1YP.法建立检测表达产物活性

的方法，步骤如下：:V包被 =>?单克隆抗体过夜；
34+5牛血清白蛋白 0<V封闭 ’O；加入菌体超声破
碎上清液（设阳性、阴性、空白对照）0<V孵育 ’O；再
加入抗 =>?"@)%羊多克隆抗体 0<V孵育 ’O；然后
加入 =@$标记的兔抗羊 YN/，0<V孵育 ’O；加入 ’5
&!2显色 ’3QJB，%QS8W1 =%P": 终止作用，在酶标分

析仪上测定 >1YP.反应各孔 /0:+3 BQ值，结果分析
$W6!%4’，判为阳性，且 1:+3BQ!34’，抗原的最高稀
释度为目的蛋白的 >1YP.效价。
（%）P*P,$./>检测：
配制 ’%5分离胶，;5浓缩胶，样品经 67"=、

P*P 2ZMMAT处理 :"1上样，同时点样阳性对照和阴性
对照，在恒流下，’%Q. %3QJB，%:Q. ’4+O，电泳完毕，
取下胶，考马斯亮蓝染色，凝胶成像系统扫描分析目

的蛋白的表达量。

（0）[A\RATB F8SR 鉴定：
实验步骤如下：P*P,$./>；电转移至 $?*)膜，

以 ’;3Q. 的恒定电流转移 %O；封闭：将转移后的
$?*)膜置封闭液 $2P&中 0<V封闭过夜；结合：加
入羊抗 =>?多克隆抗体（’ ] +33）作为第一抗体，与
$?*)膜 0<V结合 %O，然后加入 =@$,兔抗羊 YN/（’ ]
’333）第二抗体，0<V作用 ’O；"$*显色直至出现清
晰条带，去离子水终止反应。

+<苏彩霞等：戊型肝炎病毒#型 "@)%蛋白在汉逊酵母中的表达



! 结果

!"# $%&基因合成
见图 !。

!"! 重组质粒的构建及鉴定
重组质粒每多一个拷贝即在原来基础上多出一

个 "#$%&’()&"#$* 或 +",%&’()&"#$* 的结构，
-,.$’% /0! 与 -,.$’% /01 不同点在于前者为
+",%启动子，后者为 "#$%启动子，其余部分均相
同。质粒图谱以 -,.$’%/01&/"#$&’()为例。

图 ! ’()基因合成结构示意图
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图 / 基因合成中片段和完整基因
%EF产物琼脂糖凝胶电泳图
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图 K 重组质粒 -,.$’%/01&/"#$&’()的结构示意图
+234K 56789:;26 9:- <= C86<9A2>:>; -D:?92H

-,.$’%/01&/"#$&’()

!"’ 外源基因整合酵母细胞的鉴定
%EF引物位于外源基因两端启动子和终止子

上，扩增目的基因片段大约为 !N11A-，部分 ’()工
程菌 %EF结果如图 P所示。
!"( 表达产物的 )*)+,-.%检测、/012034+5672 鉴
别和 %89)-检测结果
选择阴性对照菌株 !"V-,.$’%!01和系列重组

菌株 !"V"’()、!"V/"’()、!"VL"’()、!"VN"’()、

图 P ’()#F+/重组工程菌 %EF鉴定结果
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图 L ’()系列单、多拷贝重组表达质粒酶切鉴定
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!" V/+’()、!" VL+’() 进行诱导培养 U/7 后，菌体
用 R:#’ 处理后直接 5,5&%G.(、X8?;8C>&AD<; 检测，
菌体取样进行细胞破碎之后，离心取上清进行

(TW5G检测，5,5&%G.(结果（见图 NG）显示，重组菌
株表达了分子量大约为 PNS,外源蛋白，分子量大小
与预期的目的蛋白大小一致，凝胶成像系统软件扫

描分析结果表明目的蛋白的表达量占菌体总蛋白

!/Y；X8?;8C>&AD<;实验结果（见图 NZ）中只出现了与
阳性对照抗原分子量大小一致的特异性反应条带，

无非特异性反应；经过初步 (TW5G检测筛选，每一组
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不同拷贝的重组菌株中分别挑选一或两株表达量最

高 的 菌 株，即 !" !"#$%&’、!" !("#$%&)、!" !
*"#$%&+、!" !*"#$%&’、!" !,"#$%&-)、!" !(.#$%&
/、!" !*.#$%&0，总共 ) 株重组菌株作平行的 $1234
检测（结果见表 -），每个样品作梯度稀释测定其效
价，结果表明 5!6值均大于 (7-，表达产物的 $1234

效价较高，六拷贝菌株的 $1234效价最高，其值为
-：(8*0，单拷贝菌株的效价与多拷贝菌株相比较低，
其 $1234效价值为 - 9(’,，因此进一步证明表达产物
具有高生物活性；而且目的蛋白的表达量随着基因

拷贝数的增加呈升高趋势，但 ":;5和 ."<5两种
不同启动子的重组菌株表达量无明显的区别。

图 , #$%重组菌株表达产物 3<3&54=$电泳分析（4）和 >?@A?BC&DEFA分析结果（G）
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表 ! "#$重组菌株表达产物 #%&’(检测结果
)*+,- ! ).- -/01-22345 01467892 4: "#$ 1-84;+35*59 291*352 *22*<-6 +< #%&’(

3KTQE?（@FCHSKA? @RQ?BCKAKC FN @ABKHC@） #*’8 5!6 $1234 YHA?B
5F@HAHW? SFCABFE FN #$% KCAHI?C 87+-( 07(+ - 9(888
6?IKAHW? SFCABFE FN !"! Q<=;#5-78 87-- — —

X?SFTDHCKCA @ABKHC !"!,"#$%&-) 87+,- 07)/ - 9(8*0
!"!*"#$%&’ 870/( )7’, - 9-8(*
!"!*.#$%&0 870(* )7*+ - 9-8(*
!"!*"#$%&+ 870(8 )7*’ - 9-8(*
!"!("#$%&) 87),- ,7+( - 9’-(
!"!(.#$%&/ 87)’’ ,70, - 9’-(
!"!"#$%&’ 87,(’ ’7,0 - 9(’,

= 讨论
由于缺少稳定可靠的 #$%体外培养系统，#$%

疫苗的研制受到限制。目前疫苗研究主要集中于

:X.(编码的重组多肽和蛋白，多种 :X.(重组多肽
或蛋白已在各种表达系统中获得表达，但他们的免

疫原性和免疫保护性等方面存在很大差异，其中具

有疫苗前景的是选择 :X.(编码蛋白第 --( Z ,8)氨
基酸大片段［-8］，所以本研究中选择了这一基因片

段。

本研究的创新点在于选择了新的表达系统汉逊

酵母表达系统，因为在有关 #$%基因表达方面的文
献中还未见此系统的报道；而且为了实现 #$%
:X.(基因在汉逊酵母中的高效表达，我们针对影响
产物表达的因素进行了优化设计：-）选择了汉逊酵
母强启动子 ":;5和 ."<#5，在转录水平上提高表
达量；(）将编码外源基因的密码子优化为汉逊酵母

偏爱密码子，从翻译水平上提高表达量；/）体外构建
外源基因高拷贝表达载体，因为外源基因的拷贝数

对其在宿主中的表达量有明显的影响；这一点在本

研究中也得到了验证，即外源基因表达量随着拷贝

数增加有升高的趋势，实验结果表明经过一系列的

优化设计最终获得了高表达重组菌株，经诱导表达

后对表达产物进行检测和鉴定，结果表明目的蛋白

分子量大约为 ’,V<，表达量占菌体总蛋白的 -([，
具有免疫反应活性，定量检测了目的蛋白的 $1234
效价，最高可达 -：(8*0。目前已对重组高表达菌株
成功地进行了高密度发酵培养，正在进行下游纯化

工艺的摸索。#$% :X.(蛋白在汉逊酵母中的成功
表达为进一步研制基于 #$% :X.(抗原大片段的基
因工程戊肝疫苗打下了坚实的基础。
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远程投稿、审稿系统使用中常见问题解答

关于初次投稿：

问：我已经注册，并按照要求提交了稿件，为何在已投稿一栏查不到我的稿件？

答：估计您提交稿件的步骤没有进行完毕，稿件尚在草稿箱中。请用您的用户名和密码进入，点击尚未完成的稿件，继续

“下一步”，一定要完成 C个步骤，至最终出现“欢迎投稿”界面才可。此时编辑部才可以看到您的文章，一般当天即有回复，告
知稿件编号。

问：编辑部您好，我的稿件已经上传成功。但这时我却发现文章中有一处错误，请问我怎么修改原文？

答：请将修改后的文章 :;-6=发过来（<^W_ 6;% -<% <.），注明稿件编号，编辑部将帮您替换掉原文。
问：我想查询稿件的审阅情况，可在作者稿件查询栏中输入了用户名和口令却怎么也登录不上去，为什么？

答：在稿件查询时，如果输入用户名和密码仍不能登录，可能是 N8浏览器的问题，请反复刷新几次就可以了。

关于上传修改稿：

问：我已将稿件修改稿发至贵刊的邮箱和网上投稿系统里各一份，编辑部邮箱回复已经收到，可网上投稿系统里收到没

有啊？我上传稿件时未见到“上传成功”的字样啊，麻烦查一下投稿系统里有没有？谢谢，等待回复！

答：可能是您上传的程序有误。上传修改稿的具体步骤如下：凭注册的用户名和口令，从“作者查稿”进入；在“投修改稿”

一栏中，先点选稿件题目（注意：一定要先点选题目，否则无法提交）；然后在“上传修改稿”模块中，上传本地机的“修改说明”、

“修改稿件”等文件。若文章需要高清晰、高质量的图片，可通过“上传图片”提供给编辑部高质量的 LR8‘ 或 \NG 格式的图片
文件。每个文件上传成功后，均会有”上传成功”的提示。请最后“上传修改稿”。稿件自动从“投修改稿”箱中消失，标志修改

稿已经返回编辑部，至此完成整个修改过程。

关于审稿：

问：我写完审稿意见后，为何再次进入时看不到书写的意见了？

答：您写完后如果暂时不想提交，需要临时保存，请一定要点击“保存”后再退出系统；如果是审稿结束，请点击“审稿完

成”即可，这样意见就不会丢失了。

问：为何我点击“审稿完成”后，就无法再上传我修改过的原稿了？

答：如果要上传有您修改痕迹的原稿，请一定在点击审稿完成之前，否则系统已锁定，将无法再上传了。

问：我是在 F2I9修订模式下对稿件进行修改的，如果将有修改痕迹的稿件提交后，作者在修订的地方用鼠标一点，就会出
现审稿人的姓名（我的电脑事先设置的姓名）和修改时间，而审稿人不希望作者直接看到，请问如何解决该问题？

答：为了隐去审稿人的信息，可以在打开 F2I9文档后，点击“工具”、“选项”之“用户信息”，在此窗口里修改您的“姓名”和
“缩写”，这样显示出来的“修订信息”就不再是您的真实全名了。当然，如果您没有修改，编辑部也会在替换掉您的姓名之后

再提交作者浏览，保证对所有审稿人信息保密。
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