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摘  要 : 为了研制戊型肝炎新型基因工程疫苗，利用汉逊酵母表达系统表达重组戊型肝炎病毒样颗粒，成功

构建了重组戊型肝炎疫苗工程菌株 HP/HEV2.3，对该菌株的发酵条件和纯化工艺进行了研究。先将工作种子

批进行发酵培养，收集发酵后的细胞培养物；对其先后进行细胞破碎、澄清和超滤、硅胶吸附和解吸附、超滤

浓缩换液、色谱纯化及除菌过滤，制得重组汉逊酵母戊型肝炎病毒样颗粒，纯化收率为 33%，纯度达 99%；

电镜观察显示该重组汉逊酵母戊型肝炎病毒样颗粒与天然戊型肝炎病毒颗粒理论大小一致，为 32 nm；基因序

列与理论一致；SDS-PAGE 分析结果表明其表达的外源蛋白质分子量与预期的目的蛋白质分子量大小一致，均

为 56 kDa，表达量占细胞总蛋白的 26%，表达水平为 1.0 g/L 发酵液；Western blotting、ELISA 活性检测及小

鼠免疫接种效力试验 ED50 结果表明，此重组汉逊酵母戊型肝炎病毒样颗粒具有良好的抗原性和免疫原性，可

用于制造戊型肝炎新型基因工程疫苗。 

关键词 : 戊型肝炎病毒，病毒样颗粒，发酵，纯化，免疫原性 
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Fermentation, purification and immunogenicity evaluation 
of hepatitis E virus-like particles expressed in Hansenula 
polymorpha 
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Abstract:  To develop a new recombinant hepatitis E vaccine, we used Hansenula polymorpha expression system to 

express recombinant hepatitis E virus-like particles (HEV VLPs), to construct a recombinant engineered strain HP/HEV2.3. 

The fermentation conditions and purification process were studied next. The first working seed lots were fermented in 

liquid culture, and the fermentation products were collected, then crushed, clarified, purified by ultrafiltration, silica gel 

adsorbed and desorbed, concentrated by ultrafiltration, purified by liquid chromatography and sterilized by filtration. The 

purity reached 99% with a yield of 33%. Electron microscopy analysis revealed that both the purified recombinant HEV 

VLPs from HP/HEV2.3 and natural hepatitis E virus particles appear identical of being 32 nm. The resulting DNA sequence 

obtained from VLPs is identical to the published HEV sequence. The SDS-PAGE analysis has revealed that the protein 

molecular weight of the HEV VLPs is 56 kDa, and the expression product HEV VLPs were accumulated up to 26% of total 

cellular protein. The expression level is 1.0 g/L. Western blotting, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) results of 

the protein and ED50 of the vaccine showed that the HEV VLPs have good antigenicity and immunogenicity. In summary, 

the recombinant HEV VLPs from Hansenula polymorpha can be used in the manufacture of a new genetically engineered 

vaccine against hepatitis E. 

Keywords:  hepatitis E virus, virus-like particles, fermentation, purification, immunogenicity 

戊型肝炎 (Hepatitis E，HE) 是一种急性地

方性流行肠道疾病，主要由粪-口途径传播，戊

型肝炎多为急性发病，较少发展为慢性肝炎[1]。

戊型肝炎作为一种肠道传染病在一些发展中国

家可占到急性病毒性肝炎的 50%[2]。戊型肝炎临

床症状与甲型肝炎基本相同，患者主要表现为

黄疸、厌食、肝肿大、腹部疼痛、恶心、呕吐

以及发烧等症状，死亡率约为 1%，高于甲型肝

炎[3]，尤其是孕妇的病死率可高达 21%[4–5]。 

戊型肝炎的第一次病原学鉴定是 1983 年

Balayan等通过对 1名志愿者的研究得到的，他

们利用免疫电镜技术在病人的急性期粪便和康

复期血清中发现 1 个直径为 32 nm 的无包膜病

毒颗粒[6]。现有的戊型肝炎病毒细胞培养方法均

存在细胞感染率低、病毒载量低以及病毒结构

变化等严重问题，目前仍未找到可获得大量病

毒的可行方法[7–9]。随着近年来人们对戊型肝炎

病毒研究的不断深入与完善，对其基因组表达

的认识也越来越明了，戊型肝炎的基因工程疫

苗成为生物科学领域研究的重点之一。在基因

工程疫苗中，病毒样颗粒 (Virus-like particles, 

VLPs) 与可溶性抗原相比，因其免疫原性与安
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全性更高，常作为制造疫苗的第一候选[10]。 

目前全世界范围内研制成功上市的重组戊

型肝炎疫苗采用大肠杆菌表达系统，表达的戊

型肝炎病毒抗原通过体外合适的组装条件才能

形成戊型肝炎病毒样颗粒，疫苗制造工艺复杂

而且回收率低[11–12]。 

本文成功构建了胞内表达重组戊型肝炎病

毒样颗粒的重组汉逊酵母戊型肝炎疫苗工程菌

株，在诱导表达的过程中直接形成完整的病毒

样颗粒，不需要体外组装；并建立了此菌株的

高密度发酵条件及发酵产物中重组汉逊酵母戊

型肝炎病毒样颗粒 (HEV VLPs) 的纯化工艺，

并对其进行了免疫原性评价。 

1  材料与方法 

1.1  质粒和菌株 

ATCC26012 购自美国菌种保存中心，汉逊

酵母 ATCC26012 (Ura3–)和重组汉逊酵母 HEV 

1、2、4和 6拷贝的重组表达质粒 pDGXHP1.0- 

HEV、pDGXHP2.0-2MOX-HEV、pDGXHP2.0- 

4MOX-HEV、pDGXHP2.0-6MOX-HEV及 HEV

原核大肠杆菌工程菌株[13]，由本室构建并保存。 

1.2  引物合成 

用于鉴定重组菌株的引物 P1 位于 MOXP

启动子，P2位于 MOXT终止子，具体序列如下：

P1 5′-CACGGTGTGACATCATCTAAAGT-3′，P2 

5′-TCCTTCCACGTCTCCTTAGTCTG-3′，以上

引物由宝生物工程 (大连) 有限公司合成。 

1.3  试剂 

蛋白质分子量标准购于 TaKaRa 公司；

ELISA 抗原和抗体检测试剂盒购于北京万泰生

物药业股份有限公司；羊抗 HEV多克隆抗体由

中国食品药品检定研究院王佑春研究员惠赠；

HRP-兔抗羊 IgG 购于北京博奥森生物技术有限

公司； PVDF 膜购于 Pall 公司；色谱介质

Sepharose 4FF及 DEAE Sepharose FF购于 GE

公司；TSK-GEL G5000PW XL色谱柱购于东曹

公司。 

1.4  实验动物 

SPF级 BALB/c小鼠，体重 14–16 g，4–5周

龄，由辽宁长生生物技术有限公司提供，生产

许可证编号：SCXK (辽) 2015-0001。 

1.5  培养基 

MDL培养基：0.14% YNB、0.5%硫酸铵、

2%葡萄糖；MM培养基：1%甲醇、0.67% YNB、

0.5%硫酸铵；酵母氮源培养基：0.67% YNB，

0.5% (NH4)2SO4，2.5%甘油；甘油培养基：0.3% 

MgSO4·7H2O，0.4% KCl，0.04% NaCl，1.3% 

NH4H2PO4，3.4%甘油。 

1.6  工程菌株的构建和筛选 

将重组表达质粒 1、2、4和 6拷贝的重组表达

质粒 pDGXHP1.0-HEV、pDGXHP2.0- 2MOX-HEV、

pDGXHP2.0-4MOX-HEV 和 pDGXHP2.0-6MOX- 

HEV以电转化方法转化 ATCC26012 (Ura3–) 宿

主菌，转化细胞涂于 MDL 平皿上，33 ℃孵箱

培养 1周，将长出的转化菌落转接入 10 mL MDL

液体培养基中，33 ℃摇床传代培养。传代过程

中运用 PCR 的方法筛选重组菌株，引物为 P1

和 P2，选择生长性能较稳定的重组菌株进行

MDL培养，33 ℃摇床培养大约 24 h，OD值达

15–18，将其离心转接到含有 1%甲醇的 MM 培

养基中，经甲醇诱导 72 h后对表达产物进行检

测。对重组菌株表达产物采用 SDS-PAGE、

ELISA 和电子显微镜检查病毒样颗粒大小的方
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法进行鉴定。最后将所鉴定的理想的原始菌株

稳定传代培养 70−80代，并且经 PCR筛选为稳

定整合有外源基因的重组菌株，接入 YPD培养

基中 33 ℃摇床培养，加入冻存液制成主种子批

于–70 ℃保存菌种。 

1.7  工程菌株的高密度发酵工艺优化 

1.7.1  一级菌种制备 

将筛选的工程菌株以 1%接种量接种于酵母

氮源培养基，30–33 ℃、200 r/min培养约 20 h，

当用紫外-可见分光光度法检测一级培养物吸光

度值 A600 为 10–20 时，培养物可用于制备二级   

菌种。 

1.7.2  二级菌种制备 

以 10%的接种量将一级菌种接种于酵母氮

源培养基，30–33 ℃、200 r/min培养约 20 h，

当用紫外-可见分光光度法检测二级培养物吸光

度值 A600为 10–20时，培养物可用于发酵。 

1.7.3  发酵工艺优化 

以 10%的接种量将二级菌种接种于甘油培

养基，控制除温度外的其他条件相同，分别于

28 ℃、30 ℃、32 ℃及 34 ℃培养 4批，其中 30 ℃

条件下菌种生长最快。在 30 ℃条件下分别培养

4批，13–15 h后开始诱导。控制除甲醇流加速

度外其他条件相同，分别匀速流加终浓度为

0.5%、1%、1.5%及 2%的甲醇，诱导 75–80 h，其

中甲醇添加终浓度为 1%时目的物表达量最高。 

1.8  HEV VLPs 的分离与纯化 

1.8.1  菌体破碎 

将发酵液离心收集菌体，充分混悬于 PBS

缓冲液 (50 mmol/L PBS，pH 8.0)，使菌体浓度

为 50%，再离心收集菌体，如此清洗菌体 3次。

将清洗后的菌体充分混悬于细胞破碎液     

(50 mmol/L PBS， 100 mmol/L NaCl， 1% 

Tween-80)，使菌体浓度为 30%，采用玻璃珠研

磨法破碎。在破碎液中加入终浓度为 0.04%的

PMSF，用 1 mol/L的 NaOH溶液调节 pH至 8.0，

离心收集上清。 

1.8.2  澄清过滤 

将上清液通过 0.65 µm 中空纤维柱进行澄

清去掉细胞碎片，用 PBS 缓冲液 (50 mmol/L 

PBS，pH 8.0) 冲洗 9–10倍上清液体积，收集膜

下透过液，相同条件下将透过液分别通过 500 kDa、

750 kDa及 0.2 µm规格的中空纤维柱进行超滤

浓缩，经比较发现 750 kDa 中空纤维柱能在完

全保留目的蛋白的前提下去除较多的杂质，且

目的蛋白收率最高。浓缩后用 PBS 缓冲液冲洗

5–6倍透过液体积，收集膜上液。 

1.8.3  硅胶吸附和解吸附 

于膜上液中加入 7.5%硅胶溶液，2–8 ℃搅

拌吸附 10–16 h，离心去除上清液；沉淀充分重

悬于与原上清液等体积的生理盐水中洗涤，离

心去除洗涤上清液，如此洗涤 2 次；在沉淀中

加入原上清液体积 40%–50%的硅胶解吸附液

(3.814 g/L Na2B4O7·10H2O，0.742 g/L EDTA， 

2.5 g/L脱氧胆酸钠)，于 57 ℃搅拌 90 min，离

心去除沉淀，上清液中加入 4 mol/L的 NaCl溶

液，使 NaCl终浓度为 0.33 mol/L，混匀，2–8 ℃

静置 30 min，离心去除沉淀，收集上清液。 

1.8.4  过滤浓缩 

将经硅胶吸附和解吸附操作后得到的上清

液经 750 kDa 中空纤维柱过滤，PBS 缓冲液清

洗 5–6 倍上清液体积，膜上保留溶液浓缩至蛋

白浓度为 2–3 mg/mL，收集保留浓缩溶液。 

1.8.5  层析工艺优化 

尝 试 使 用 Q Sepharose FF 及 DEAE 
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Sepharose FF 两种阴离子交换色谱介质纯化保

留浓缩液，其中 Q Sepharose FF在各种条件下

均对保留浓缩液中的目的蛋白和杂质同时保持

较高吸附率，纯化效果不理想；DEAE Sepharose 

FF 纯化效果较好，对其进一步摸索，分别采用

不同 pH 值 (pH 7.0–8.5) 的平衡液 (3 mmol/L 

PBS) 平衡系统后上样，检测穿透峰，确定在 pH 8.0

条件下目的蛋白完全吸附且杂质吸附最少。在

pH 8.0条件下上样，穿透峰完全穿出后尝试不同

NaCl浓度的洗脱液 (50 mmol/L PBS，0.2–1.5 mol/L 

NaCl 范围，pH 8.0) 洗脱，比较洗脱峰形，检

测洗脱峰，确定 NaCl 浓度为 0.5 mol/L 时纯化

结果最好。在 NaCl 浓度为 0.5 mol/L 条件下洗

脱，监测波长 280 nm，收集 A280第 1个洗脱峰；

继续考察此洗脱峰经色谱介质 Sepharose 4FF及

Sepharose 6FF纯化的效果，二者都出现 2个穿

透峰，其中经 Sepharose 4FF纯化时含有目的蛋

白的 1峰纯度更好。则采用 Sepharose 4FF对上

述洗脱峰进行进一步纯化，平衡液 (3 mmol/L 

PBS，pH 8.0) 平衡系统后上样，监测波长 280 nm，

收集 A280第 1个穿透峰。 

1.9  HEV VLPs 检测 

1.9.1  电子显微镜检查 

取 50 μL HEV VLPs纯化样品滴于铜网，2%

磷钨酸负染 3 min，室温下干燥 4 min，样品置

于透射电子显微镜 (H-7000FA) 下观察，本实

验在大连医科大学完成，仪器和试剂由该实验

室提供。 

1.9.2  ELISA检测 

采用双抗体夹心 ELISA 试剂盒进行检测，

具体步骤如下：在已包被戊型肝炎病毒多克隆

抗体的酶标板孔中加入梯度稀释的细胞破碎上

清液 (设 HEV 抗原阳性血清作为阳性对照、

HEV 抗原阴性血清作为阴性对照、稀释样品所

用的缓冲液作为空白对照)。37 ℃孵育 l h；然后

加入 HRP标记的 HEV特异性单克隆抗体，37 ℃

孵育 l h；加入 1% TMB显色液显色 10 min，加

终止液终止反应，在酶标分析仪上测定 ELISA

反应各孔 OD450值，P/N≥2.1，判断为阳性，且

A450≥0.1，抗原的最高稀释度为目的蛋白的效价。 

1.9.3  SDS-PAGE检测 

配制 12%分离胶、6%浓缩胶，菌体样品经

NaOH、SDS 缓冲液处理；破碎上清样品经 SDS 

缓冲液处理；加样量均为 4 μL，同时点样 HEV

原核表达菌阳性对照及无 HEV基因原核和酵母

菌阴性对照，小摇瓶和发酵罐样品进行表达量

的对比并确定细胞破碎效果。先 12 mA恒流电

泳 20 min，再 24 mA恒流继续电泳 1.5 h，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 HEV VLPs 的分子量和表

达量。 

1.9.4  HPLC分析 

采用 TSK-GEL G5000PW XL 色谱柱分析

HEV VLPs纯化样品的纯度，平衡液 (3 mmol/L 

PBS，pH 8.0) 平衡系统至少 30 min，进样，监

测波长 280 nm，记录图谱。 

1.10  HEV VLPs 抗原性和免疫原性分析 

1.10.1  Western blotting鉴定 

纯化样品 SDS-PAGE胶电转移至 PVDF膜，

以 160 mA的恒定电流转移 2 h；封闭：将转移

后的 PVDF膜置封闭液 PBST中 37 ℃封闭过夜；

结合：加入羊抗 HEV 多克隆抗体 (1∶500) 作

为第一抗体，与 PVDF膜 37 ℃结合 2 h，然后

加入 HRP-兔抗羊 IgG (1∶1 000) 第二抗体，

37 ℃作用 l h；OPD显色直至出现清晰条带，去

离子水终止反应。 
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1.10.2  疫苗效力 ED50 (免疫原性)检测 

戊型肝炎病毒样颗粒与铝佐剂配制成疫苗，用

铝佐剂分别稀释成HEV VLPs浓度为 2.5 μg/mL、

0.625 μg/mL和 0.156 μg/mL的 3个样品，采用

SPF级 BALB/c小鼠进行腹腔注射免疫，每个样品

各注射 10只小鼠，每只小鼠注射 1.0 mL，28 d取

血，小鼠血室温放置 1 h，8 000 r/min离心 1 min，

即得免疫血清。采用戊型肝炎病毒 IgG 抗体

ELISA试剂盒检测血清抗体，统计抗体阳转率，

根据 Reed-Muench 法计算小鼠效力 ED50 (半数

有效剂量)，确定其免疫原性。 

2  结果与分析 

2.1  重组菌株的 PCR 筛选结果 

PCR 引物 P1 和 P2 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 1 600 bp，

部分 HEV工程菌 PCR结果如图 1所示。 

2.2  工程菌株的筛选 

对重组菌株采用 MM 培养基诱导表达后，

产物采用 SDS-PAGE 和电子显微镜检查病毒样

颗粒大小的方法进行鉴定，实验中发现外源基

因拷贝数越高的重组菌株外源蛋白表达量越

高，但高拷贝表达量过高的菌株病毒样颗粒形

成大小不理想，最后筛选到了外源基因两拷贝 

 

 
 

图 1  HEV ORF2 重组工程菌 PCR 鉴定结果 

Fig. 1  Identification of HEV ORF2 recombinant 
strains by PCR. 1: DNA marker DL 2 000; 2–7: HEV 
recombinant strains. 

的高表达工程菌株，命名为 HP/HEV2.3，其表

达量高并能组装形成与天然病毒颗粒大小一致

的病毒样颗粒。结果见图 5和图 6。 

2.3  层析工艺优化结果 

保留浓缩溶液经色谱介质 DEAE Sepharose 

FF进行纯化的纯化图谱见图 2，HEV VLPs存在

于 A280第 1个洗脱峰 (图 2中的 b1峰)；此洗脱

峰再经过色谱介质 Sepharose 4FF进行纯化的纯

化图谱见图 3，A280第 1 个穿透峰 (图 3 中的 a

峰) 为目的蛋白峰 HEV VLPs SDS-PAGE 分析

见图 4。 
 

 
 

图 2  DEAE Sepharose FF 介质纯化 280 nm 吸收光

谱图 

Fig. 2  DEAE Sepharose FF chromatography curve 
(280 nm). 

 

 
 

图 3  Sepharose 4FF 介质纯化 280 nm 吸收光谱图 

Fig. 3  Sepharose 4FF chromatography curve (280 nm). 



苏彩霞 等/戊型肝炎病毒样颗粒在重组汉逊酵母中的发酵表达、纯化及其免疫原性分析 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

659

 

 
图 4  色谱纯化的 HEV VLPs 蛋白电泳结果 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the HEV VLPs purified 
by liquid chromatography. 1: molecular weight marker; 
2, 3: DEAE Sepharose FF peak b1 (Fig. 2); 4–7: 
Sepharose 4FF peak a (Fig. 3). 

 

2.4  电子显微镜检查 

电镜检查 HEV VLPs大小为 32 nm左右，

与天然病毒颗粒理论大小一致，结果见图 5。 

 

 

 
图 5  HEV VLPs 电子显微镜检查结果 

Fig. 5  Electron micrograph of HEV VLPs. 

2.5  ELISA 检测 

抗原的最高稀释度为目的蛋白的效价，检

测效价为 1∶10 000，结果见表 1。 

2.6  SDS-PAGE 检测 

SDS-PAGE检测结果见图 4、图 6和图 7，

结果确定分子量大小约为 56 kDa；凝胶成像系

统扫描分析表达量结果见图 6第 6泳道和表 2，

分析可知表达量占细胞总蛋白的 26%，发酵液

总的表达量为 1.0 g/L，通过对整体纯化收率估

算，收率为 33%，估算见表 3。 

 
表 1  细胞破碎液的 ELISA 检测结果 

Table 1  ELISA analysis of the cell lysate 

 A450 P/N Dilution 

HP/HEV2.3 1.03 8.5 1:10 000 

 1.54 12.8 1:5 000 

 2.12 17.7 1:2 000 

 
 

 
 
 

图 6  细胞破碎上清蛋白电泳分析结果 

Fig. 6  SDS-PAGE analysis of the cell lysate. 1: 
HP/HEV 2.3 cells before inducing; 2: HP/HEV 2.3 
cells collected from the 30 L fermenter; 3: positive 
control (HEV prokaryotic expression); 4: negative 
control (prokaryotic cell without HEV gene); 5: 
induced HP/HEV 2.3 cells collected from 20 mL 
shaking flask; 6: homogenate of the HP/HEV 2.3 cells 
collected from the 30-L fermenter; 7: negative control 
(Hansenula polymorpha without HEV gene); 8: 
molecular weight marker. 
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表 2  细胞破碎上清蛋白电泳条带 (图 6 中的泳道 6)

的凝胶成像系统扫描分析结果 

Table 2  Gel imaging system scan analysis of 
SDS-PAGE image of the cell lysate (Fig. 6, lane 6) 

Bands Molecular weight (kDa) Intensity Percentage (%)

1 108.33 66 1.79 

2 98.23 100 3.58 

3 92.55 85 0.62 

4 86.66 120 2.60 

5 82.84 131 2.31 

6 75.55 146 20.83 

7 60.61 127 3.37 

8 (HEV) 55.73 163 26.18 

9 49.57 141 2.56 

10 43.17 138 2.90 

11 39.37 122 2.18 

12 31.90 150 2.96 

13 27.98 132 2.24 

14 26.28 138 6.78 

15 18.77 165 19.10 

 

 
图 7  细胞破碎上清的初步纯化蛋白电泳结果 

Fig. 7  SDS-PAGE analysis of the preliminary purification 
of the cell lysate. 1: silica gel desorbed supernatant 
concentrated by ultrafiltration; 2: silica gel desorbed 
supernatant; 3,4: washing supernatant of silica gel 
adsorbed precipitate; 5: silica gel adsorbed supernatant; 
6: molecular weight marker. 

 

表 3  各纯化步骤 HEV VLPs 收率 

Table 3  Percentage yield of HEV VLPs from each purification step 

Step 
Quantity of HEV VLPs from 600 mL
fermentation products (mg) 

Purity (%) Percentage yield (%) Total percentage yield (%)

Crush 602.85 26 – – 

Clarify 525.10 31 87 87 

Silica gel adsorb 
and desorb 

309.45 46 59 51 

Purified by DEAE 
Sepharose FF 

252.96 67 82 42 

Purified by 
Sepharose 4FF 

199.24 99 79 33 

 

2.7  Western blotting 鉴定 

Western blotting鉴定见图 8，可见为特异性

的 56 kDa的单一条带。 

2.8  HPLC 分析 

最终纯化样品经 HPLC 分析显示，HEV 

VLPs纯度为 99%；结果见图 9。 

2.9  疫苗效力 ED50 (免疫原性) 检测 

2.9.1  抗体检测结果 

将HEV VLPs浓度为2.5、0.625和0.156 μg/mL

的 3个样品分别腹腔注射 3组各 10只小鼠，小鼠

编号 1–10，小组编号分别为 Group 1、2、3；免

疫小鼠采血检测抗体，结果见表 4。 
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图 8  HEV VLPs 最终纯化样品的 Western blotting

鉴定结果 

Fig. 8  Western blotting analysis of the final 
purification of the HEV VLPs. 1: molecular weight 
marker; 2: purified HEV VLPs; 3: negative control 
(Hansenula polymorpha without HEV gene). 
 

2.9.2  Reed-Muench法计算 ED50 

距离比例=(高于 50%阳转率−50%)/(高于

50% 阳 转 率 − 低 于 50% 阳 转 率 )=(91.67%− 

50%)/(91.67%−18.18%)=0.57 

50%阳转率终点对数=高于 50%阳转率含量

对 数 + 距 离 比 × 稀 释 系 数 的 对 数

=lg0.625+0.57×lg0.25=–0.55 

ED50值(μg)=10(50%阳转率终点对数)=10–0.55=0.3 

计算结果 ED50值为 0.3 μg，表明其具有很

好的免疫原性。 

 
 

图 9  HEV VLPs 最终纯化样品的 HPLC 图谱 

Fig. 9  HPLC result of the final purification of the 
HEV VLPs. 

 

3  讨论 

基因工程疫苗实现产业化的基本条件是目

的蛋白表达量足够高，并能够从宿主杂蛋白中纯

化出纯度足够高和免疫原性足够好的目的蛋白，

满足这 3个条件之后才有可能实现产业化。本室

多年在汉逊酵母平台上研发戊型肝炎疫苗， 

前期构建了一系列单和多拷贝 HEV重组表达质

粒，本文通过一些检测手段筛选到了表达量足

够高并能形成理想 VLPs 的 HEV 汉逊工程菌株

HP/HEV2.3，实验中我们发现外源基因拷贝数越

多外源蛋白的表达量越高，这一点与文献报道

相一致[14-15]，但表达量过高又会影响理想 VLPs

的形成[16-17]。然后通过并对此菌株的发酵条件

的摸索及其发酵产物的纯化方法的研究，建立 

 

表 4  HEV VLPs 免疫小鼠抗体滴度检测结果 

Table 4  Antibody titers of the HEV VLPs-immunized mice 

 A450 Seroconversion 
rate (%) Group Mouse 1 Mouse 2 Mouse 3 Mouse 4 Mouse 5 Mouse 6 Mouse 7 Mouse 8 Mouse 9 Mouse 10 

1 2.371 1.506 2.460 1.166 1.445 1.564 1.127 1.906 2.390 1.166 100.00 

2 0.268 0.507 0.024 1.363 0.575 1.145 0.794 0.893 0.993 2.306 91.67 

3 0.006 0.004 0.001 0.001 0.402 0.013 0.008 0.186 0.066 0.098 18.18 

Negative 
control 

0.001 –0.002 –0.002 – – – – – – – – 

Positive 
control 

2.971 3.165 – – – – – – – – – 
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了酵母菌胞内直接组装成完整的重组戊型肝炎

病毒样颗粒的制备工艺路线，经检测，表达量

占细胞总蛋白的 26%，发酵液表达量为 1.0 g/L；

经纯化后所得样品纯度可高达 99%，收率达

33%，具备了产业化的可能性；ELISA 效价为 

1∶10 000，疫苗效力 ED50值为 0.3 μg，结果表

明制备的 HEV VLPs 纯度高免疫原性良好，能

够用来制备新型重组戊型肝炎疫苗，为戊型肝

炎的防治工作提供了新的方法。本研究采用多

形汉逊酵母作为表达系统，多形汉逊酵母是一

种有很大潜力的外源基因表达系统，已在科研

和工业化生产上广泛应用，用它生产来源于真

核生物的外源基因有诸多优势，如遗传稳定、能

进行正确的翻译后加工和修饰、表达量高等[18–21]，

而且病毒样颗粒的装配和加工也更适用于大规

模工业化生产[22–25]。 
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