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Abstract：Hepatitis B virus core antigen protein gene(C gene)was expressed in Saccharomyces 

cerevisiae and the products(rHBcAg particles)were purified from crude lysate of the yeast by three 

steps：Sephrose CL一4B chromatography，sucrose step—gradient ultracentrifugation，and CsC1一isopycnic 

ultracentrifugation．rHBcAg was synthesized in yeast cells as a particle consisting of polypeptides 

which have a molecular weight of 2 1．5 kDa(p2 1．5)．ELISA and CsC1-isopycnic ultracentrifugation 

purification products(rHBcAg particles)in each fraction indicated that the particle densities of the 

fraction with higher rHBcAg antigenicity mainly distributed at the densities of 1．27g·mL— and 1．40 

g。mL～，respectively．Observation of the purified products rHBcAg particles)by TEM indicated that 

rHBcAg peptides could self-assemble into two kinds of different sizes of rHBcAg particles(core 

particles)；the large particle was about 30．1±2．4 nm in diameter and the small particle about 21．5±3．3 

nm．This indicated that the rHBcAg particles displayed dimorphism，but the biological significance of 

this dimorphism is not clear and needs to be studied further． 

Key words：rHBcAg；Saccharomyces cerevisiae；rHBcAg particles；Ultracentrifugation；Transmission 

electron microscopy 

摘要：乙肝核心抗原 (HBcAg)蛋白基冈(C基因)住酿酒酵母中表达，表达产物经过分离和 Sepharose CL-4B柱子 

的初步纯化。产物经SDS．PAGE和 Western blotting鉴定为一分子量约21．5kDa的多肽。再经蔗糖密度梯度超离心 

和 CsCI等密度梯度超离心等过程而被纯化。分管收集的超离心纯化产物经 ELISA抗原活性检测和密度分析，可 

知 ELISA反应强度较高的收集管中的颗粒密度主要分布在 I．27g／mL和 1．40 g／mL两个峰值处。将 rHBcAg抗原活 

性最高的收集管合并，再经 TEM 观察，发现酵母表达的 rHBcAg蛋白 (核 t2,蛋白)能自主装配成大小不同的两 

种核心颗粒，大颗粒直径约为 30．1±2．4 nm，小颗粒直径约为 21．5±3-3 nm。这表明，酿酒酵母表达的rHBcAg 

颗粒具有大小不同的二态性，其生物学意义还未明了，需进一步研究和探讨。 
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乙型肝 炎是 由 乙肝病 毒 (Hepatitis B Virus． 

HBV)感染而在人群中比较普遍流行的一种病毒性 

疾病。HBV 是一种嗜肝的 DNA病毒，它的 DNA 

为部分双链 ，约 3．2kb长 1-31，当 DNA分子到达宿 

主细胞核时，它便会转变为一种超螺旋的形式，并 

作为宿主 RNA 聚合酶 II的模板。病毒基因组的转 

录产生基因组 mRNAs和亚基因组 mRNAs，这些 

mRNAs主要编码 下列关键病毒 蛋 白：C 蛋 白或 

HBcAg蛋白(核心蛋 白即核衣壳或核心颗粒的组成 

成份)；P蛋白 (多聚酶即逆转录酶)、pre S／S蛋白 

(表面蛋白或包裹蛋白)和 x蛋 白 (其功能尚不清 

楚)，在细胞质中，聚合好的 C蛋 白亚基将 P蛋 白 

和基因组 RNA 的复合物包装成一个正二十面体的 

颗粒 (即核衣壳 nucleicapsid或核心抗原颗粒 )[4-81， 

在此颗粒中病毒 DNA便开始合成和复制I2 J。HBcAg 

蛋白 (或核心蛋白)是 HBV 的一个重要成份，由 

21．5kDa左右的多肽链 (含 183个氨基酸)构成， 

该多肽链的 C一末端富含碱性氨基酸，推测可能具有 

核酸的结合位点和活性。此外，核心蛋白还参与病 

毒的复制和调节的全过程，包括 RNA的包装、DNA 

合成、病毒的成熟、病毒包膜蛋白的识别及从细胞 

的出芽等过程l9】。核心蛋白在大肠杆菌、昆虫细胞、 

哺乳动物细胞和酵母中的表达 以前均 曾有过报导 
[10-13 J

。 在本文中，我们在前人表达、纯化和分析核 

心蛋白方法的基础上 ，改进了研究方法 ，对酵母表 

达的 rHBcAg蛋白 (核心蛋白)及其 自主装配成的 

核心颗粒 (core particles)的纯化、鉴定和电镜观察 

作了比较翔实的研究，不但得到了预期的结果，而 

且还发现了新的现象。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

带有HBcAg蛋白全长片段基因L的质粒 PEJ24 

由上海农科院生物技术中心梁婉琪构建。醋酸锂转 

化 的酿酒酵 母 (Saccharomyces Cerevisiae)菌 株 

EGY48由农科院生物技术中心本室保存。 

酵母培 养所用试剂及培养基购 自上海普飞生 

物技术有限公司；ELISA 反应 HBeAg药盒为科华 

生物技术有限公司产品；Western blotting反应中， 

一 抗 为 多克 隆 抗 体兔 抗 HBcAg，购 自美 国 

NEOMARKERS公司；二抗为碱性磷酸酶偶联的羊 

抗兔 IgG，购 自美国 Promega公司；硝酸纤维膜为 

英国 Amersham公司产品。 

超 离心 机 为 美 国 SORVALL 公 司 生 产 的 

SORVALL ULTRA Pro80 Superspeed centrifuge；凹每 

标仪为美国 Bio—RAD公司生产的 Bio RAD Model 

550 Microplate Reader；透射 电镜为荷兰 PHILIPS 

公司生产的 CM120型 (BioTwin，CRYO)TEM。 

1．2 HBcAg基因在酿酒酵母中的表达 

从．70。C冰箱取 出被保存的转化酿酒酵母菌株 

EGY48在 SD—trp平板上划线，30~C培养2-5 d，挑选 

出单菌落，接种到 5mLSD培养瓶中，过夜培养，次 

日接种到 200 mL的 SD培养瓶中培养，第三天在装 

有20 L SD培养基的发酵罐中，30。C扩大培养4-5 d。 

取出罐中的培养液，3000 r／min离心 lOmin， 

收集菌体；菌体用无菌蒸馏水洗三次；加入等体积 

的破菌缓冲液和少许石英砂，超声波破碎 10min后； 

13 000 r／min离心 45min，取上清液，用 50％饱和度 

的硫酸铵沉淀 4～6 h；13 000 r／min离心 30rain，沉 

淀用 5 mmoL／L Tris—HC1(pH7．4)溶解并透析过夜 ， 

次日更换透析液一次，13 000 r／min离心 30min，取 

60 uL上清液鉴定 目的蛋白 (HBcAg蛋 白)，其余 

上清液低温保存备用 。 

取上述收集 的上清液过 Sepharose CL一4B 柱 

(Pharmacia)，以TE pH7．4(由 10 mmoL／L Tris—HC1 

(pH7．4)+1 mmoL／LEDTA配制)平衡洗脱，分 

管收集 ，用 ELISA法检测 HBcAg活性，将活性组 

分合 并 ，用 50％的硫 酸铵 沉淀 ，对 5 mmoL／L 

Tris—HC1(pH 7．4)透析后 ，12 000 r／min离心 30 min， 

收集上清液，冷冻抽干备用。 

按文献l1 】对表达产物进行 Western blotting分 

析，一抗为多抗兔抗 HBcAg(1：100)；二抗为碱 

性磷酸酶偶联的羊抗兔 IgG (1：5000)。 

1．3 表达的目的蛋白超离心纯化 

超离心管依次加入浓度为 60％、50％、40％、 

30％、20％、10％各 1．5 mL 的蔗糖溶液 (用 10 

mmoL／L Tris—HC1 pH 7．4：1 mmoL／L EDTA，pH8．0； 

0．2％TritonX一100配制 )，加初步纯化的样品 1 mE； 

32 000 r／min 4℃离心 22 h。从上往下 以每管 500 L 

收集样品，共收集 l8管。利用 HBeAg药盒分别测 

定每管的抗原反应强度，然后将抗原反应强度较高 

的管合并。再用 5 mmoL／L Tris—HCl(pH 7．4)缓冲 

液透析 除去蔗糖等杂质，冷冻抽干 ，留待进一步 

CsC1等密度梯度超离心。 

用 5 mmoL／L Tris．HC1(pH 7．4)的缓冲液约 500 

LIL 溶解上面得到的冻干粉备用。向超离心管缓缓 

铺入 40％CsCl 5 mL和 10％CsCl 5 mL各一层，冉 

将样品 500 L加到最上层，30 000 r／min、4~C离心 

60 h。从上往下以每管 500 L收集样品，共收集 

20管。用阿贝折射仪对每管进行折光率的测定和密 
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度的确定；用 HBeAg试剂盒测定每管的抗原反应 

强度。根据上面的数据在一张图上绘制出抗原反应 

强度曲线和 CsC1密度梯度曲线。最后将免疫反应 

强度比较高的管合并，再用 5 mmoL／L Tns—HC1(pH 

7．4)的缓冲液透析过夜，次 日更换透析液 以除去 

CsC1等盐离子。透析好的样品冷冻抽干，留待电镜 

观察。 

1．4 透射电镜 (TEM)观察 

经 CsC1超离心的冷冻抽干样品，用 10~tL 5 

mmoL／L Tris—HC1(pH 7．4)的缓冲液溶解 ，取小滴 

滴在铜网上，2％醋酸铀负染，在透射 电镜观察 F拍 

照 ，本工作 由上海第二医科大学电镜室完成。 

2 结果 

2．1 表达产物的 Western blotting鉴定 

初步纯化的表达产物的印迹杂交结果示于图 1。 

(rHBcAg) 

21．5kDa 
— — — — — — — — — +  

图 1 L基因表达产物的 Western blot分析 

Fig．1 W estern blot analysis of L gene expression 

1．expression products of EGY48／pBJ24一L：2，protein marker 

2．2 表达产物的纯化 

初步纯化的表达产物进行蔗糖密度梯度超离 

心。对收集的 l8管样品分别进行蛋 白浓度测定和 

ELISA反应，以管号为横坐标，ELISA反应强度为 

纵坐标，绘制 ELISA反应峰值 曲线．结果示于图 2。 

2 收集管所含 rHBcAg蛋白的ELISA鉴定分析 

Fig．2 ELISA reaction intensity(A450nm)of rHBcAg protein in 

each fraction 

从图2可知，高 ELISA反应强度的管集中在管 

3～管 8，说明 rHBcAg主要存在在这 6管中。将此 

6管合并成一管，以备下面进一步CsC1超离心纯化。 

将蔗 糖 密度 梯度 超 离心 纯化 的产 物再 进行 

CsC1密度梯度超离心。对收集的 20管样品分别进 

行ELISA反应和密度测定，以管号为横坐标，ELISA 

反应强度和密度为纵坐标，绘制 ELISA反应强度和 

密度曲线。结果示于图 3。从图 3分析可知，ELISA 

反应强度最高的管集中在管 3和管 11，它们的密度 

分别为：1．27g·mL 和 1．40 g·mL 将此两管合并 

成一管，进行电镜观察。 

昌 

C 

U 

U 

0 3 6 9 12 15 18 21 

Fraction number 

图3 收集管所含 rHBcAg蛋白的 ELISA和密度分析 

Fig．3 ELISA reaction intensity(·)and CsCI density(口)of 

rHBcAg protein in each fraction 

2．3 超离心纯化的表达产物的电镜(TEM)观察 

电镜观察结果见图 4。在 CsC1超离心纯化的产 

物 中，具有大小两种不同的 HBcAg颗粒 (核心颗 

粒)，经统计分析可知，大颗粒直径约为 30．1±2．4 

rim，小颗粒直径约为 21．5±3．3 ilm (n=148)。这与 

肝细胞来源的 HBcAg颗粒大小接近。且大小颗粒 

的数 目基本相等。 

图4 HBcAg颗粒的电镜图片 

Fig．4 TEM image of rHBcAg particles 

Arrow shows negatively stained purified rHBcAg particles 

An"ow 1 indicates the small rHBcAg particle： Arrow 2 indicates the large 

rHBcAg particle． 
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3 讨论 

我们从酿酒酵母 (Saccharomvces Cerevisiae) 

表达体系中，成功地分离和纯化出了人重组 HBcAg 

颗粒 (核心颗粒)。Masashi Y等人曾研究发现，酵 

母表达的 rHBcAg蛋白及其 自组装而成的 rHBcAg 

颗粒与人肝细胞来源的 HBcAg蛋白及其 自组装而 

成的 HBcAg颗粒大小、形态非常类似，且其抗原 

性也 比较接近【j 。我们 的实验 结果也部分证实了 

Masashi Y 等 人 的发现 。这 说明 ，酵 母表 达 的 

rHBcAg颗粒具有天然 HBcAg颗粒的性质，能很好 

地被用作免疫制剂的疫苗；在嵌合抗原中，能被用 

作其它免疫原性不强的抗原的载体ll ；在研究生物 

的发育过程中，能被用作蛋白质 自组装机制和模型 

研究的很好材料ml。在分离纯化 rHBcAg颗粒的过 

程中，我们采用了差速密度梯度超离心和等密度梯 

度超离心两步分离结合法，获得 了较纯的 rHBcAg 

颗粒样品。经过 CsC1密度梯度超离心纯化的 

rHBcAg 颗 粒 产 物 的 密 度 比 较 集 中 分 布 在 

1．27g·mL。。和 1．40 g·mL。两个峰值上。这说明通 

过两次超离心，尽管可 以将酵母表达的 rHBcAg颗 

粒较好纯化，但同时也损失了部分表达产物，而且， 

这 种 纯 化 过 程 是 否 能完 全将 大 小 两 种 不 同 的 

rHBcAg颗粒分开，还有待进一步研究，还需要对 

纯化过程作进一步的改进。通过透射电镜 (TEM) 

对 rHBcAg颗粒的观察发现，酵母表达的大小不同 

的两种 rHBcAg颗粒的直径分别约为 30．1±2．4 am 

和 21．5±3．3 nm，这与 Crowther、B色n icte和 

Zlotnick等人报导的结果基本一致018~201。这表明， 

在体外表达的 rHBcAg颗粒具有大小不同的二态 

性，而在乙肝患者体内的 HBcAg颗粒是否也具有 

类似的二态性，未见有过报导。关于 rHBcAg颗粒 

二态性的生物学意义 ，还不得而知，需进一步研究 

和探讨I191。 
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