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乙型肝炎病毒截短L蛋白的表达及其
与S蛋白生物信息学对比分析*

王炜晓1,赵丹莹1,陈子杨1,常东英1,李可新1,曹玉锋2**,常军亮1**

(1.长春生物制品研究所有限责任公司,吉林长春130012;2.怡道生物科技(苏州)有限公司)

【摘要】 目的 分别构建乙型肝炎病毒截短L蛋白(NL蛋白)和 M 蛋白目的基因的真核表达质粒,并进行体外表达;

运用生物信息学方法分析NL蛋白和S蛋白的生物信息学特征,对比预测分析NL蛋白与S蛋白的免疫原性。 方法 
以全长L蛋白目的基因为模板,PCR扩增 NL蛋白基因和 M 蛋白基因,分别与根据pCHO1.0改造后的表达载体

pCHO1.0-1和pCHO1.0new-1构建重组质粒,共转染CHO-S细胞进行蛋白表达并利用阴离子交换层析方法进行蛋白

纯化。通过SDS-PAGE和 Western
 

blot分析纯化蛋白的纯度及活性,利用透射电镜观察 VLPs形成情况。利用生物信

息学软件ProtParam分析NL蛋白和S蛋白的理化性质,利用Signal
 

P5.0
 

Service和TMPRED分析蛋白的信号肽和跨

膜区,利用NPS@SOPMA和Swissmodel分别预测蛋白的二级结构和三级结构,利用IEDB
 

Analysis
 

Resource分析预测

蛋白的可及性、亲水性、β转角和线性抗原表位。 结果 构建的pCHO1.0-1-NL和pCHO1.0new-1-M 重组质粒序列

正确,表达蛋白纯化后的纯度可达85%,纯化蛋白可被抗-HBs抗血清识别。透射电镜观察显示形成直径约为22
 

nm的

VLPs。经生物信息学比较分析,NL蛋白为疏水性蛋白,含有3个跨膜结构,无信号肽,二级结构主要为无规则卷曲,结
构较为松散。与NL蛋白相比较,单纯S蛋白则含有4个跨膜区域,并含有信号肽。IEDB

 

Analysis
 

Resource预测NL蛋

白抗原优势表位,其前S蛋白氨基酸区域较S蛋白含有更多的抗原优势表位。 结论 成功构建含前S1和前S2共表

达载体,并同时表达含乙型肝炎病毒NL、M和S蛋白的VLPs。生物信息学分析了乙型肝炎病毒抗原优势表位的理论

集中区域,为研发含有前S蛋白的新一代乙肝疫苗奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

express
 

HBV
 

envelope
 

proteins
 

in
 

vitro
 

by
 

constructing
 

eukaryotic
 

expression
 

plasmids
 

of
 

truncated
 

L
 

protein(NL
 

protein)
 

and
 

M
 

protein
 

target
 

genes.To
 

Comparatively
 

analyze
 

the
 

immunogenicity
 

of
 

NL
 

protein
 

and
 

S
 

protein
 

and
 

analyzeboth
 

bioinformatics
 

characteristics
 

by
 

using
 

bioinformatics. Methods The
 

NL
 

and
 

M
 

target
 

protein
 

genes
 

was
 

amplified
 

form
 

the
 

full-long
 

L
 

protein
 

target
 

gene
 

by
 

using
 

PCR,and
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

con-
structed

 

with
 

the
 

expression
 

vector
 

pCHO1.0-1
 

and
 

pCHO1.0new-1.Two
 

constructed
 

expression
 

plasmids
 

were
 

co-trans-
fected

 

into
 

CHO
 

cells
 

throughthe
 

transfection
 

reagent.And
 

then
 

screened
 

out
 

stable
 

expression
 

cell
 

lines.The
 

protein
 

ex-

pression
 

is
 

detected
 

by
 

ELISA
 

and
 

purified
 

by
 

anion
 

exchange
 

chromatography.The
 

purity
 

and
 

activity
 

of
 

the
 

purified
 

pro-
tein

 

were
 

analyzed
 

by
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot,and
 

the
 

formation
 

of
 

VLPs
 

was
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

mi-
croscope.Use

 

the
 

bioinformatics
 

software
 

to
 

analyze
 

the
 

NL
 

protein
 

and
 

S
 

protein.Used
 

ProtParam
 

to
 

analyze
 

the
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

the
 

two
 

proteins,Signal
 

P5.0
 

Service
 

and
 

TMPRED
 

analyze
 

the
 

signal
 

peptide
 

and
 

transmem-
brane

 

region
 

of
 

the
 

two
 

proteins,NPS@SOPMA
 

and
 

Swiss
 

model
 

respectively
 

predict
 

the
 

secondary
 

structure
 

and
 

tertiary
 

structure
 

of
 

two
 

proteins,using
 

IEDB
 

Analysis
 

Resource
 

predicts
 

the
 

accessibility,hydrophilicity,beta
 

turn
 

and
 

linear
 

epitope
 

of
 

the
 

two
 

proteins. Results The
 

sequencing
 

results
 

of
 

pCHO1.0-1-NL
 

and
 

pCHO1.0new-1-M
 

recombinant
 

plasmids
 

were
 

correct.The
 

purity
 

of
 

the
 

proteins
 

after
 

expression
 

and
 

purification
 

can
 

reach
 

85%,and
 

purified
 

proteins
 

can
 

be
 

recognized
 

by
 

anti-HBs
 

antiserum
 

.The
 

result
 

of
 

the
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

Blot
 

show
 

that
 

purified
 

proteins
 

contain
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glycosylated
 

and
 

non-glycosylated
 

NL
 

protein,M
 

protein
 

and
 

S
 

protein.20000
 

times
 

magnification
 

of
 

electron
 

microscopy
 

result
 

show
 

that
 

VLPs
 

with
 

a
 

diameter
 

of
 

about
 

22nm
 

are
 

formed.The
 

analyses
 

of
 

bioinformatics
 

show
 

that
 

the
 

NL
 

pro-
tein

 

is
 

a
 

hydrophobic
 

protein
 

with
 

three
 

transmembrane
 

structures
 

and
 

no
 

signal
 

peptide.The
 

secondary
 

structure
 

is
 

main-
ly

 

random
 

coils,and
 

the
 

structure
 

is
 

relatively
 

loose.Unlike
 

the
 

NL
 

protein,the
 

S
 

protein
 

contains
 

four
 

transmembrane
 

re-

gions
 

and
 

a
 

signal
 

peptide.The
 

comprehensive
 

prediction
 

of
 

the
 

dominant
 

epitope
 

of
 

the
 

NL
 

protein
 

showed
 

that
 

pre-S
 

pro-
tein

 

contains
 

three
 

antigenic
 

dominant
 

epitopes
 

and
 

S
 

protein
 

contains
 

only
 

one.One
 

of
 

the
 

antigenic
 

dominant
 

epitopes
 

is
 

composed
 

of
 

pre-S
 

protein
 

and
 

S
 

protein
 

together.Indicating
 

that
 

the
 

amino
 

acid
 

region
 

of
 

the
 

pre-S
 

protein
 

contained
 

more
 

dominant
 

epitopes. Conclusion Successfully
 

constructed
 

a
 

co-expression
 

vector
 

containing
 

pre-S1
 

and
 

pre-S2,and
 

sim-
ultaneously

 

expressed
 

VLPs
 

containing
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

NL
 

protein,M
 

protein
 

and
 

S
 

protein.Lay
 

the
 

experimental
 

foun-
dation

 

for
 

the
 

development
 

of
 

a
 

new
 

generation
 

of
 

fhepatitis
 

B
 

vaccine
 

containing
 

pre-S
 

protein.
【Key

 

words】 Hepatitis
 

B
 

virus;envelope
 

protein;eukaryotic
 

expression;bioinformatics

  乙型病毒性肝炎是全球流行性传染病,根据HBV
核苷酸全序列异质性≥8%或S基因序列核苷酸差异

度≥4%,将乙型肝炎病毒分为A~H
 

8种基因型。根

据抗原决定簇组成的不同,可将 HBV分为4个主要

血清型:ayw、adw、ayr、adr。我国在全球范围内属于

HBV高流行区域,根据中国疾病预防控制中心 HBV
血清流行病学报告研究显示,我国主要流行的血清型

为adrq+和adw2。慢性乙型肝炎是严重的全球性的

公共卫生难题,据 WHO数据显示,2015年全世界有

2.57亿人存在慢性乙肝病毒感染。每年由乙肝引起

的肝硬化和原发性肝癌而死亡的人数达88.7万人,只
有8%的确诊乙肝病毒感染者接受治疗[1]。我国约有

7000万慢性乙肝病毒携带者[2],在世界慢性乙肝感染

者中占据很大比例。目前没有能够治愈乙肝的特效药

物及方法,给患者家庭和社会带来很大的疾病负担。
接种乙肝疫苗是目前唯一安全、经济、有效的预防措

施[3-4]。
乙型肝炎病毒(hepatitis

 

B
 

virus,HBV)是一种小

型DNA病毒,属嗜肝DNA病毒科,基因组为部分双

链环状DNA分子,长约3.2kb,包含4个开放阅读框:
前S/S基因区、前 C/C 基因区、P基 因 区、X 基 因

区[5-6]。其中S基因区编码的包膜蛋白中以S基因编

码的226个氨基酸残基组成的蛋白质成份为主,称为

小蛋白(small
 

protein,SP),前S2蛋白与S蛋白组成

了含281个氨基酸残基的中蛋白(middle
 

protein,

MP),前S1、前S2及S基因三部分共同编码的大蛋白

(large
 

protein,LP)由389个氨基酸残基或400个氨

基酸残基构成。NL蛋白是去除L蛋白 N段2-20aa
的截短蛋白,由381个氨基酸构成。HBV包膜蛋白具

有不同的糖基化形式(P24、GP27、GP33、GP36、P39、

GP42)[7],对乙肝疫苗的研发具有重要意义。本研究

通过对NL蛋白和 M 蛋白进行真核表达载体构建及

蛋白表达,对其编码蛋白进行生物信息学对比分析,进
一步研究含有前S区包膜蛋白的免疫特性,为新一代

乙型肝炎疫苗的研发奠定实验基础。

材料与方法

1 材料

1.1 质 粒、菌 株 及 目 的 基 因 pCHO1.0质 粒 与

CHO-S细胞系购自于美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific
公司;pcDNA3.1质粒由长春生物制品研究所生物技

术室保存;感受态 Trans-T1购自北京全式金生物技

术有限公司;全长L蛋白目的基因由宝生物工程(大
连)有限公司合成;乙肝病毒adr

 

NC-1株的全序列由

琦祖和等[8]测定。

1.2 主要试剂 FastPfu
 

DNA聚合酶,质粒小提试

剂盒,胶回收试剂盒和T4
 

DNA连接酶购自北京全式

金生物技术有限公司;SfiⅠ,AvrⅡ,Bstz17I,EcorⅤ,

PacⅠ,KpnⅠ和 AscⅠ限制性核酸内切酶购自 NEB
(北京)有限公司;单片段无缝克隆试剂盒购自莫纳生

物科技有限公司;羊抗-HBs抗血清由长春生物制品研

究所生物技术室保存;驴抗羊-HRP购自北京博奥森

生物技术有限公司;乙肝 HBsAg检测试剂盒购自上

海科华生物工程股份有限公司。

2 方法

2.1 引物设计与合成 应用Primer
 

Premier
 

5.0软

件设计引物(表1),由吉林省库美生物科技有限公司

合成。

2.2 质粒改造

2.2.1 G418基因替换 以pcDNA3.1质粒为模板,
以G418-F和G418-R为上、下游引物PCR扩增G418
目的基因。PCR反应条件:95

 

℃预变性5
 

min;95
 

℃
变性30

 

s,53
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共35个循

环;72
 

℃再延伸10
 

min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶

电泳后使用胶回收试剂盒回收,命名为 G418片段。
以pCHO1.0质粒为模板,分别以 AscⅠ-F、AscⅠ-R
和KpnⅠ-F、KpnⅠ-R两对引物进行PCR。PCR反应

条件:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性30
 

s,53
 

℃退火

20
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共35个循环;72
 

℃再延伸10
 

min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳后使用胶回收
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试剂盒回收,分别命名为Asc片段和Kpn片段。
以Asc片段、G418片段和Kpn片段作为三段重

叠PCR模板,以AscⅠ-F和KpnⅠ-R为上、下游引物

进行PCR扩增。PCR反应条件:95
 

℃预变性5
 

min;

95
 

℃变性30
 

s,53
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸90
 

s,共35
个循环;72

 

℃再延伸10
 

min。PCR产物经1%琼脂糖

凝胶电泳后使用胶回收试剂盒回收,命名为 AGK片

段。

pCHO1.0质粒经AscⅠ和KpnⅠ限制性核酸内

切酶双酶切,收集酶切后载体,与 AGK片段进行连

接,通过同源重组酶50
 

℃反应30
 

min,将重组产物转

化Trans-T1感受态,经卡那霉素抗性(50
 

μg/mL)选
择培养,挑取单克隆菌落,以G418-F和G418-R引物

进行菌落PCR鉴定。阳性菌株扩增菌液送吉林省库

美生物科技有限公司测序,测序正确的质粒命名为

pCHO1.0new。

表
 

1 引物名称及序列

Table
 

1 Design
 

of
 

premers

引物名称
Primer

 

name

引物序列(5'-3')
Primer

 

sequence(5'-3')

酶切位点
(下划线)

Restriction
 

site
(underlined)

HBV-NL-F AGGAACGGTTCCGGGCCGCCTAGGCCACC
ATGAATCCTCTGGGATTCTTTCC AvrⅡ

HBV-R CATAGAGTATAATATAGAGTATACTCAAAT
GTACACCCAAAGACA Bstz17I

HBV-M-F AGGAACGGTTCCGGGCCGCCTAGGCCACC
ATGCAGTGGAACTCCACAAC AvrⅡ

G418-F ATGATTGAACAAGATGGATTGC
G418-R TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG

KpnⅠ-F
CCTTCTTGACGAGTTCTTCTGACGCCCGCC
CCACGACC

KpnⅠ-R GTGCTGTGACGCTCGTCGACC
AscⅠ-F GCCAATAGCGGCTGCTCAGCAG

AscⅠ-R GCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGGAA
GGTCGTCTCAACTCGAGAA

2.2.2 第 二 表 达 盒 切 除  pCHO1.0 质 粒 和

pCHO1.0new质粒经SfiⅠ限制性核酸内切酶酶切后

进行核酸电泳并胶回收,通过T4
 

DNA连接酶进行酶

切后质粒自连,连接产物转化至 Trans-T1感受态菌

株,涂布于LB固体培养基(50
 

μg/mL卡那霉素),37
 

℃培养16
 

h,挑取单克隆菌落于LB液体培养基(50
 

μg/mL卡那霉素)中扩增培养16
 

h,取200
 

μl菌液快

速裂解,与原质粒进行比大小鉴定,鉴定正确的质粒命

名为pCHO1.0-1、pCHO1.0new-1,菌液交由吉林省

库美生物科技有限公司测序。

2.3 目 的 基 因 扩 增 以 HBsAg质粒为模板,以

HBV-NL-F和HBV-R引物扩增 NL蛋白目的基因,
以HBV-M-F和HBV-R引物扩增 M 蛋白目的基因。

PCR反应条件:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性30
 

s,53
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸40
 

s,共35个循环;72
 

℃再延

伸10
 

min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定后

进行胶回收。

2.4 表达质粒构建 pCHO1.0-1和pCHO1.0new-1
质粒经AvrⅡ和Bstz17I限制性核酸内切酶双酶切后,
收集载体片段,截短L蛋白目的基因构建至pCHO1.
0-1质粒,M蛋白目的基因构建至pCHO1.0new-1质

粒,条件为同源重组酶50
 

℃重组30
 

min。将重组产

物转化 Trans-T1感受态,经卡那霉素抗性(50
 

μg/

mL)选择培养,挑取单克隆,进行菌落PCR鉴定,阳性

菌株扩增菌液由吉林省库美生物科技有限公司测序,
测序正确的重组表达质粒分别命名pCHO1.0-1-NL
和pCHO1.0new-1-M。

2.5 蛋白的表达及纯化 pCHO1.0-1-L和pCHO1.
0new-1-M 表达质粒共转染CHO-S细胞,经嘌呤霉

素、MTX和G418加压筛选出稳定表达细胞系后,在1
 

L摇瓶中进行细胞扩增培养,表达目的蛋白。收获上

清,经PEG20000浓缩25倍后置于20
 

mmol/L
 

pH
8.0

 

Tris-HCl体系中透析16
 

h,然后上样CaptoTMQ
 

阴离子柱,流速为1
 

mL/min,依次用含50、100、300
 

mmol/LNaCl的20
 

mmol/L
 

Tris-HCl缓 冲 液(pH
8.0)和2

 

mol/L
 

NaCl进行洗脱,收集洗脱峰。

2.6 目 的 蛋 白 鉴 定 纯化重组蛋白经12%SDS-
PAGE电泳后转印至PVDF膜,以20%

 

FBS的PBS
室温封闭1

 

h,PBST洗膜3次;加入羊抗-HBs抗血清

(1∶500),4
 

℃孵育过夜,PBST洗膜3次;加入 HRP-
驴抗羊IgG(1∶1000),室温孵育1

 

h,PBST洗膜5次

后经DAB增强显色试剂盒室温避光显色。

2.7 电镜观察 将纯化重组蛋白滴加至铜网上,置

1%磷钨酸溶液中复染5
 

min,透射电镜下观察 VLPs
形成情况。

2.8 NL和S蛋白生物信息学对比分析 运用Prot-
Param对比分析NL和S两种蛋白的理化性质,Signal

 

P5.0
 

Service分析预测蛋白的信号肽,TMPRED分析

蛋白的跨膜区域,NPS@SOPMA和Swissmodel分析

预测蛋白的二、三级结构,利用IEDB
 

Analysis
 

Re-
source预测蛋白的可及性、亲水性、β转角和线性抗原

表位,综合对比分析两种蛋白抗原预测表位。

结 果

1 改造质粒的鉴定

1.1 G418基因替换 G418片段、Asc片段、Kpn片

段和AGK片段经1%琼脂糖凝胶电泳分析,大小分别

为800
 

bp(图1A)、187
 

bp(图1B1)、400
 

bp(图1B2)、

1
 

400
 

bp(图1C),均与理论值相符。重组菌落PCR产
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物经1%琼脂糖凝胶电泳分析,1-3号菌落扩增片段均

为750
 

bp(图1D),与预期相符。经测序,改构质粒

pCHO1.0new构建正确。

  A1 G418片段 B1 Asc片段 B2 Kpn片段 C1 AGK片
段 D1-3 菌落PCR鉴定

图
 

1 质粒改造PCR产物电泳图

A1 G418
 

fragmentB1Asc
 

fragment B2 Kpn
 

fragment C1 
AGK

 

fragment D1-3 Colony
 

PCR
 

results
Fig.1 Electrophoresis

 

of
 

plasmid
 

modified
 

PCR
 

products

1.2 第二表达框切除 pCHO1.0质粒SfiⅠ酶切后

经1%琼脂糖凝胶电泳分析,获得10
 

000
 

bp的目的片

段和2
 

300
 

bp的第二表达框片段(图2A2),与理论值

相符。pCHO1.0new 质粒 SfiⅠ酶切片段同前(图

2B2)。快速碱裂法提取的质粒与原质粒经1%琼脂糖

凝胶电泳后进行大小比较,pCHO1.0-1质 粒 小 于

pCHO1.0质粒(图2C),pCHO1.0new-1质粒小于

pCHO1.0new质粒(图2D)。测序鉴定质粒pCHO1.
0-1和pCHO1.0new-1构建正确。

  A1 pCHO1.0质 粒 A2 pCHO1.0
 

SfiⅠ酶 切 质 粒 B1 
pCHO1.0new 质 粒  B2 pCHO1.0new

 

SfiⅠ 酶 切 质 粒  C1 
pCHO1.0质粒 C2-4 pCHO1.0-1质粒 D1 pCHO1.0new质粒 
D2-3 pCHO1.0new-1质粒

图
 

2 表达框切除电泳图

A1 pCHO1.0
 

plasmid A2 pCHO1.0
 

SfiI
 

digested
 

plasmid 
B1 pCHO1.0new

 

plasmid B2 pCHO1.0new
 

SfiI
 

digested
 

plasmid
 C1 pCHO1.0

 

plasmid C2-4 pCHO1.0-1
 

plasmid D1 
pCHO1.0new

 

plasmid D2-3 pCHO1.0new-1
 

plasmid
Fig.2 Electrophoresis

 

of
 

expression
 

box
 

excision

2 目的基因扩增及重组载体鉴定

NL蛋白基因PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳分

析,大小1
 

200
 

bp(实际大小1
 

137
 

bp)(图3A1-2),与
预期相符。M蛋白基因PCR产物经1%琼脂糖凝胶

电泳分析,大小800
 

bp(实际大小840
 

bp)(图3B3),与
预期相符。对pCHO1.0-1-NL进行菌落PCR鉴定,
扩增片段为750

 

bp(图3C),pCHO1.0new-1-M 菌落

PCR扩增片段为480
 

bp(图3D),均与理论值相符。
测序鉴定pCHO1.0-1-NL与pCHO1.0new-1-M质粒

构建正确。

  A1-2 NL蛋白目的基因 A3 pCHO1.0-1
 

AcrⅡ/Bstz17Ⅰ酶切
质粒 B1 pCHO1.0new-1质粒 B2 pCHO1.0new-1

 

AcrⅡ/Bstz17
Ⅰ酶切质粒 B3 M 蛋白目的基因 C1-3 pCHO1.0-1-NL菌落

PCR D1-3 pCHO1.0new-1-M菌落PCR
图

 

3 pCHO1.0-1-NL和pCHO1.0new-1-M 构建电泳图

A1-2 NL
 

protein
 

target
 

gene A3 pCHO1.0-1
 

AcrII/Bstz17I
 

digested
 

plasmid B1 pCHO1.0new-1
 

plasmid B2 pCHO1.0new-1
 

AcrII/Bstz17I
 

digested
 

plasmid B3 M
 

protein
 

target
 

gene C1-3 
pCHO1.0-1-NL

 

colony
 

PCR
 

result D1-3 pCHO1.0new-1-M
 

colony
 

PCR
 

result
Fig.3 Electrophoresis

 

of
 

pCHO1.0-1-NL
 

and
 

pCHO1.0new-1-M
construction

3 目的蛋白的纯化及活性鉴定

阴离子交换层析峰形图见图4。ELISA检测显示

目的蛋白主要集中在峰4、峰5和峰6。对3个峰的洗

脱产物PBS透析和浓缩后进行SDS-PAGE和 West-
ern

 

blot分析(图5)。以峰4目的蛋白含量最高,纯度

为85%左右,且NL、M 和S蛋白均能被羊抗-HBs抗

血清识别。

  1 流穿峰 250mmol/L
 

NaCl洗脱峰 3100
 

mmol/L
 

NaCl洗脱
峰 4300

 

mmol/L
 

NaCl洗脱峰-1 5300
 

mmol/L
 

NaCl洗脱峰-2 62
 

mol/L
 

NaCl洗脱峰
图

 

4 包膜蛋白离子交换层析纯化峰形图

1 Flow-through
 

peak 250
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak 3100
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak 4300
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak-1 5300
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak-2 62
 

mol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak
Fig.4 Peak

 

shape
 

of
 

envelope
 

protein
 

ion
 

exchange
chromatography

 

purification

4 电镜观察

纯化蛋白进行电镜观察,可见直径约为22
 

nm的

颗粒,大小较为均匀(图6)。
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  A SDS-PAGE分析 Mprotein
 

marker 1 300
 

mmol/L
 

NaCl
洗脱峰-1 2 300mmol/L

 

NaCl洗脱峰-2 3 2
 

mol/L
 

NaCl洗脱峰

 4 纯化前样品 B Western
 

blot分析 1 300
 

mmol/L
 

NaCl洗脱
峰-1 2 300

 

mmol/L
 

NaCl洗脱峰-2 3 2
 

mol/L
 

NaCl洗脱峰 4 
纯化前样品 C 300

 

mmol/L
 

NaCl洗脱峰-1包膜蛋白纯化后纯度分
析

图
 

5 HBV包膜蛋白SDS-PAGE、Western
 

blot分析

A SDS-PAGEMprotein
 

marker 1 300
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak-1 2 300
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak-2 3 2
 

mol/L
 

NaCl
 

elu-
tion

 

peak 4 Sample
 

before
 

purification B Western
 

blot 1 300
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak-1 2 300
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak-2 3
 2

 

mol/L
 

NaCl
 

elution
 

peak 4 Sample
 

before
 

purification C 300
 

mmol/L
 

NaCl
 

elution
 

purity
 

analysis
 

of
 

peak-1
 

envelope
 

protein
 

after
 

purification
Fig.5 HBV

 

envelope
 

protein
 

SDS-PAGE,Western
 

blot
 

analysis

图
 

6 电镜下的纯化胞膜蛋白颗粒(20000×)
Fig.6 Results

 

of
 

protein
 

electron
 

microscopy
 

after
 

purification
of

 

cell
 

membrane
 

protein

5 NL蛋白生物信息学分析

5.1 理化性质 Protparam 软件预测 NL蛋白和S
蛋白均为不稳定蛋白,不稳定系数分别为56.70和

59.49;预测两种蛋白均为疏水性蛋白,亲水平均值分

别为0.166和0.670。两种蛋白理化特性对比见表2。

5.2 蛋白质结构 NPS@SOPMA预测NL蛋白由α
螺旋(24.74%),β转角(5.53%),延伸桥(8.68%)和
无规则卷曲(61.05%)构成(图7),β转角和无规则卷

曲占二级结构总数的66.58%,表明 NL蛋白抗原表

位容易在这些位置产生。无规则卷曲含量高,预示

NL蛋 白 质 结 构 较 为 松 散。S蛋 白 主 要 由α螺 旋

(42.48%),β转角(6.19%),延伸桥(9.73%)和无规

则卷曲(41.59%)构成,主要结构组成与 NL蛋白相

同,S蛋白同样属于松散性结构。
利用Expasy工具中Swissmodel软件在线预测

NL蛋白和S蛋白的三维立体结构,结果见图8。NL
蛋白和S蛋白中存在大量的无规则卷曲和α-螺旋结

构,结构较松散,与二级结构预测结果一致。

表
 

2 NL和S蛋白理化性质比较
Table

 

2 Comparative
 

analysis
 

of
 

physicochemical
 

properties
 

of
 

NL
 

protein
 

and
 

S
 

protein

理化参数
Physical

 

and
 

chemical
 

parameters

NL蛋白
NL

 

protein
S蛋白
S

 

protein

氨基酸总数 381 226
原子总数 5811 3573

相对分子质量 41711.24 25397.23
理论等电点 7.5 8.21

分子式 C1932H2865N481O511S22 C1199H1785N275O294S20
不稳定系数 56.70 59.49

亲水性平均值 0.166 0.670

主要氨基酸组成
脯氨酸(12.9%)
亮氨酸(11.6%)
丝氨酸(9.5%)

亮氨酸(15.5%)
脯氨酸(10.6%)
丝氨酸(10.2%)

预计半衰期
30

 

h(哺乳动物,体外)
>20

 

h(酵母细胞,体外)
>10

 

h(大肠埃希菌,体外)

30
 

h(哺乳动物,体外)
>20

 

h(酵母细胞,体外)
>10

 

h(大肠埃希菌,体外)

图
 

7 NL和S蛋白二级结构预测

Fig.7 Secondary
 

structure
 

prediction
 

analysis

5.3 信号肽及跨膜区 采用Signal
 

P5.0
 

Service预

测NL蛋白中SP值为0.0068(小于0.5),即不存在信

号肽;预测S蛋白中SP值为0.5055(大于0.5),在27
位苏氨酸(Thr)处存在剪切位点,可能存在信号肽(图
9)。
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图
 

8 NL和S蛋白三级结构

Fig.8 3D
 

structure
 

of
 

NL
 

protein
 

and
 

S
 

protein

图
 

9 NL和S蛋白信号肽预测

Fig.9 The
 

protein
 

of
 

NL
 

and
 

S
 

signal
 

peptide
 

prediction

利用TMPRED工具预测NL蛋白存在3个跨膜

区,分别是:235-253,324-346,356-378;预测S蛋白含

有4个跨膜区,分别为:5-27,80-98,170-192,202-224
(图10)。通过对比分析,NL蛋白中的跨膜氨基酸区

域全部位于S蛋白氨基酸区,前S区域均为胞外区,并
且由于该区域的结构影响,使得S蛋白一跨膜区转变

为胞外区。

5.4 抗原优势表位 分析NL蛋白前S区和S区的

可及性(可及性越大对应的氨基酸更容易与相应抗体

结合),有6个分值较高的氨基酸区域,分别为:18-27,

72-89,91-108,148-159,206-216,267-272(图11)。
预测NL蛋白前S区和S区的线性表位。阈值线以

上的氨基酸区域较适合作为抗原抗体结合的部位,主要

有4个,分别为:5-159,191-222,265-289,294-298(图12)。

图
 

10 NL和S蛋白跨膜区分析

Fig.10 NL
 

protein
 

transmembrane
 

analysis

图
 

11 NL蛋白前S区与S蛋白区可及性对比

Fig.11 Comparison
 

and
 

prediction
 

of
 

the
 

accessibility
of

 

the
 

front
 

S
 

region
 

and
 

S
 

protein
 

region
 

of
 

NL
 

protein

预测NL蛋白前S区和S区的亲水性(抗原表位

亲水性越强越容易与抗体相识别结合)。NL蛋白中

主要存在9个在阈值以上的亲水氨基酸区域,分别是:

6-55,57-69,72-112,121-144,149-166,183-189,195-
228,293-292,293-306(图13)。

预测NL蛋白前S区和S区β转角(β转角一般作

为凸出结构位于蛋白质位置表面,容易产生扭曲结构,
更容易与抗体结合。由于β转角的生物学特性,使得

β转角存在的区域更容易形成抗原表位)。阈值线以

上的区域共有9个,分别为:12-38,42-66,68-99,121-
134,146-167,183-231,260-281,283-311,351-362(图

14)。
综合分析乙肝病毒NL蛋白的可及性、线性表位、

蛋白亲水性和β转角的预测结果,共预测出5个氨基

酸区域作为抗原表位,分别为:18-27,72-89,91-99,

149-159,206-216。相对于乙肝病毒S蛋白氨基酸区

域,前S蛋白氨基酸区域包含更丰富的潜在抗原表位,
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前S区含有3个抗原预测表位,前S区与S区共同形

成一个抗原预测表位,S区含有一个抗原预测表位。

讨 论

乙型肝炎病毒属于小型DNA病毒,HBsAg基因

利用同一个开放阅读框的不同起始密码子分别编码

L、M和S蛋白,本研究将构建的含有 NL和 M 蛋白

基因的表达载体共转染至CHO-S细胞中,可共同表

达NL、M和S蛋白,有效组装形成VLPs。目前我国

的乙型肝炎疫苗仅含有S蛋白作为免疫原,此类疫苗

在大规模人群接种后的血清流行病学观察中,有5%
~10%的成人和1%~2%新生儿不产生保护性抗

体[9-10],这促使进一步研究免疫原性更好的乙肝疫苗。
有研究发现,前S蛋白具有很强的免疫原性,能够增强

机体对S蛋白的免疫应答,克服机体对S蛋白的无反

应状态,并且前S抗原相关抗体的出现早于其他抗

体[11-12]。本研究表达的包膜蛋白中含有前S蛋白,通
过蛋白质分子层面的验证,能够被羊抗 HBsAg抗血

清识别,为新一代乙型肝炎疫苗的研发奠定了良好的

实验基础。
采用生物信息学方法对蛋白进行生物学特性的分

析和抗原表位的筛选已经被广泛应用于疫苗的分子设

计、抗体药物的开发和疾病诊断等领域[13]。通过对

NL蛋白和S蛋白理化性质的分析,两种蛋白均属于

疏水性蛋白,结构松散,稳定性较差,这与实际的研究

过程中蛋白的理化性质相符。综合分析NL蛋白氨基

酸区域的生物信息,5个潜在抗原表位中有3个完全

位于前S蛋白区,S蛋白区含有1个。对乙型肝炎病

毒NL蛋白和S蛋白的二级结构和跨膜结构分析显

示,NL蛋白中前S氨基酸区域具有很高比例的无规

则卷曲结构,这有利于抗原表位的形成,该区域同时位

于包膜外区,亲水区域比例高,更容易与抗体产生特异

性结合。S蛋白多为跨膜结构,与 NL蛋白相比α-螺
旋占主要部分,与抗体结合效果不如 NL蛋白。通过

生物信息学综合分析,在NL蛋白前S氨基酸区域中

抗原预测表位丰富,说明前S蛋白本身有较强的免疫

原性,可以作为乙型肝炎疫苗的有效抗原组成成份,提
高疫苗保护率。

前S蛋白作为乙型肝炎疫苗的抗原组成还有另一

个优势,即前S1含有与HBV受体牛磺胆汁酸钠共转

运蛋白(NTCP)结合的区段[14-16],所产生的抗体具有

阻断病毒附着和入侵肝细胞的效应;前S2含有蛋白水

解的敏感区段,能够以人血清多聚白蛋白(PHSA)为
介导使乙型肝炎病毒附着并感染肝细胞[17],这也是乙

型肝炎病毒具有嗜肝性的重要原因。故含前S1和前

S2蛋白的疫苗不仅能够增强免疫原性,还能增强抗体

的中和效应。
对影响乙型肝炎病毒包膜蛋白分泌的研究发现,

前S1区2-19个氨基酸为疏水性性氨基酸,可与细胞

内质网牢固结合,影响乙型肝炎病毒L蛋白的分泌,
进而影响包膜蛋白的产量[18]。本研究构建了去除前

S1区2-20个氨基酸的NL蛋白目的基因表达载体,与

M蛋白目的基因表达载体共转染表达乙型肝炎病毒

包膜蛋白,在保证蛋白有效免疫原性的前提下提高了

蛋白的表达产量。为大规模量产奠定了基础。
本研究成功构建了乙型肝炎病毒包膜蛋白基因重

组真核表达质粒pCHO1.0-1-NL和pCHO1.0new-1-
M,并在体外进行了表达和纯化。经生物信息学预测

NL蛋白较S蛋白含有更丰富的抗原表位,可通过动

物实验进一步验证本研究所形成VLPs的免疫原性,
进一步明确前S蛋白对于乙型肝炎疫苗的价值,为开

发新一代乙型肝炎疫苗奠定基础。
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