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从虫体提纯 HBsA g 基因表达

产物的新方法

邓 日强 龙萦新 王殉章 温小 昭 蒲垫龙

(中山 大学昆虫学研究所/ 生物防治 国家女 卢
、

实验 室
.

广州 5 102 7 5 )

摘 要 感染含 乙型肝炎病毒表面抗原 (Hs BA g )基因的粉纹夜蛾重组核型 多角体病毒

T
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HS B8 5
一
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的粉纹夜蛾幼虫先经 匀浆澄清处理 后
.

再用单克隆抗体亲和柱层析的

方法提纯B HsA g 蛋白
.

提纯的蛋白经S DS
一

PA G E
.

出现3 条电泳带
.

分子量分别为2 4K D
.

2 7K D和 5 4K D
.

用此法从虫体提纯 H &A g 基因表达 产物
.

具有简单
、

快速
、

高效的特点
·

关镇词 分离提纯
.

乙型肝炎病毒表面抗原
.

粉纹夜蛾核型 多角体病毒

分类号 Q7 s g

以昆虫杆状病毒为载体
、

昆虫虫体为受体的基因工程
.

正 日益受到各国学者的重视
.

、

并已用于表达多种在医学上有重要意义的蛋白质基因
.

如人a 一

干扰素
、

白细胞间素
一

2
、 。 -

mc y 蛋白
、

件干扰素
、

流感病毒血凝素及乙型肝炎病毒表面抗原 H (s BA g )基因等二’ 一 ’ 〕
.

昆虫体 系较之细菌
、

酵母及哺乳动物细胞表达体系优越之处
.

在于其蛋 白质的表达量高
.

且通常在抗原性
、

免疫原性
、

生物活性方面与天然蛋白相似 〔’
·

习
.

由于昆虫体成分复杂
.

虫体匀浆粘性大
、

杂质多
.

因而给外源基因表达产物的分离

提纯造成障碍
.

我们对从虫体中分离提纯B HsA g 作过研究
.

经过几种分离提纯方法的比

较后
.

提出了A E E D
一

纤维素搅拌吸咐
.

用N aC I 洗脱的有效方法川
.

在此基础上
.

我们进

一步研究出了一种更 为简便
、

高效的提纯方法
.

现报道如下
.

材料和方法

1
.

1病毒与细胞

含 Hs BA g 基因的粉纹夜蛾重组核型多 角体病毒 TnN P V
一

B Hs8 5
一

OC C
十

为能形成多

角体的重组病毒
.

系由我们实验室组建
` !

.

病毒用草地夜蛾 (S P 、o P
`

叮“
r f

“i gd a P r e )

I PL B
一

2 1离体培养细胞增殖
.

细胞培养和病毒增殖按文献 二 5」所述方法
.
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从虫体提纯 H B
s
A g 基因表达产物的新方法

.1 2 宿主昆虫及病毒接种

粉纹夜蛾 (’I ,ir ,h oP l l

而 a ,: i ) 引自湖北荆州地区微生物研究所
·

室内人工饲料词养
·

幼

虫养至 4 龄时
.

饲喂重组病毒多角体
.

方法为将 3 又 I J 多角体 / m l 的多角体悬液涂沫在

词料上
.

感染 5 天后收获病虫
.

冰冻保存待用
.

1
.

3 感染幼虫匀浆处理

感 染重组病毒的粉纹夜蛾幼虫按每克体重加 3 m ll % T r it o n X
一

1 00
.

用电动组织捣碎

机匀浆
.

s 0 0 0 r / m i n 离心 l o m i n
.

取上清通直流电 ( z o V / e m ) Z o m i n
,

加活性碳 19 / l o m l

搅匀
.

室温静置 Z o m i n
.

1 5 0 0 o r / m i n 离心 l om i n
.

上清经
一

Z o C 冻融一次
.

1 5 0 0 o r / m i n 离

心 10 m in 后取上清经滤纸过滤即可上亲和层析柱
.

L 4 亲和试剂

抗 H B s A g 单克隆抗体购 自北京生物制品药品所
.

按戴宗汉等所述方法 二̀〕用纯化的单

抗偶联到 C N Br 活化的 S叩 h a r os e 一 4 B 上制备免疫亲和层析柱
.

.1 5 亲和层析

将处理好的幼虫匀浆上清加到单抗亲和柱上后
.

在洗脱 H sB A g 之前
.

先用 20 倍床

体积的 T B S ( 0
.

o s m o l / L T r i s
.

H C I / 0
.

1 5m o l / L N a C I / 0
.

0 2% N a N , .

p H 7
.

2 ) 洗去不吸

附的杂蛋白
.

然后用 0
.

l m ol / L 甘氨酸
、

盐酸缓冲液 (P H 3
.

o ) 洗脱 H B s A g
,

洗脱峰迅速

用 Zm ol / L T r i s 溶液中和
.

l
·

6 H B s A g 效价测定

用
’ 2 5 1

一

放射免疫检测盒
.

检测盒购自北京中国原子能科学院同位素研究室
.

按所附

说明操作
.

2 结 果

2
.

1 匀浆处理

处理程序如图 l 所示
.

感染重组病毒 T n N P V
一

H B
s 8 5

一

O C C +

的幼虫加 l % T
r i t o n 匀

浆
.

经通 电
、

活性碳吸附及冻融处理后
.

得到含 H sB A g 蛋白的澄清液
.

再经滤纸过滤即

可直接上亲和层析柱进行纯化
.

处理过的匀浆过柱后
.

用 T B S 容易将杂蛋白及色素洗去
.

+ l % rT i [ o n

感染重组 X一 10 。
50 0 0 r/ 例 n

病毒病死 3 而 惬虫体 10 im n

幼虫

一
匀浆 一

—
一一吐几清

通 电 20 im n

活性 炭处理 2。

15 0 0 0 r / m i n 1 o n ” n

上清

一 Z o C ;东融
1 50 0 0 r z m i n

10 n l l n

待上亲和

滤纸 柱以 提纯

过滤 1毛巧掩
L清

一
滤过液

凡匕L’.

图 1 重组病毒感染的首楷丫纹夜蛾幼虫匀浆处理程序示意图
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,

2 匀桨通电处理

匀浆经通 电处理 后
·

由混浊变为澄清
·

通电时间与 H B s
A g 效 价的关系曲线 见图 .2 从

图中可知
.

通电 ZOm in 测到的 H B
、
A g 效 价达最高值

.
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2
.

3 免疫亲和层析纯化

1 5 o m g 纯化的单抗偶联的 S e p h a r o s e 一

4 b ( 约 4 o m l ) 制成的免疫亲和柱可直接 用于处

理过的幼虫匀浆
,

一次可处理 2 00 头幼虫虫体 ( 40 0 9 )
.

纯化的 H sB A g 活性分布结果如

图 3 所示
.

经亲和层析纯化的 H sB A g 在 SD S
一

P A G E 电泳图上呈现 3 条带
.

分子量分别

为 2 4 K D
、

2 7 K D 和 4 5 K D
.

柱 层析 若改 用 3 m o l / L K C N S 与 0
.

l m o l / L 甘 氨酸 盐 酸

( p H 3
.

o ) 分步洗脱
,

可将 4 5 K D 蛋白与 2 4 K D 和 2 7 K D 蛋白分开 ( 图 4 )
.

1 I TBS O
.
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图 2 通 电时间与匀浆 H sB A g 效价的

关系曲线图

F i g
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2 K in e t ie s o f HBS A g r i r e r in t h
e

h
o m o g e n a t e s d u r i n g t r e a t角e n t w it h a

d ir e e t e d e u r r e n t
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洗说管号
图 3 H B s

A g 抗体亲和柱层析图
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r o u g h r h e a n r i
-
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一 e o n

j
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d M
e
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一

S
e p h
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a f f in it y

e o
l
u
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n 一 一 一 A 2 8 0
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3 讨 论

乙肝表面抗原 由 22 6 个氨基酸组成
,

其分子量为 27 K D ; 乙肝患者的血清电泳表明
,

2 4 K D 和 2 7 K D 蛋白为表面抗原的主要成分
,

同时还有少量的 3 3 K D
,

3 5 K D
.

4 5 K D 及

6 7K D 等蛋白带〔’
·

`」
.

本文结果
,

从虫体中提纯表达的 H B s A g
,

分子量主要为 24 K D
、

2 7 K D

和 45 K D
.

表明昆虫虫体表达的 H B s A g 的分子量与乙肝患者血清中 H sB A g 的分子量相

一致
.

本文报道的虫体— 匀浆— 亲和层析柱一步纯化昆虫体 系生产外源基因表达产物

的方法
.

关键在于匀浆在上柱前所能达到的澄清程度及匀浆原有的粘稠性经处理后下降

的程度
.

利用 T ir ot
n X

一

10 0 代替蒸馏水或生理盐水作匀浆 目的是帮助组织细胞的溶解
.

增加匀浆的稳定性
.

并可降低匀浆的粘稠度
.

上柱时还可减少非特异吸附
.

匀浆经通 电

处理
.

血淋巴的黑化在电场的作用下快速反应完毕
.

悬浮于匀浆中的带 电颗粒被沉淀出

来
,

使匀浆变为澄清
.

活性碳处理 则是为了将匀浆中吸附性强的物质除去
.

减少过柱时

的非特异性吸附
.

以达到保护亲和柱
.

延长柱寿命的 目的
.

冻融一次
.

可以进一步除去

匀浆中的不溶解杂质
.

上述匀浆处理程序具有效果好
.

设备简单
.

经济
.

快速等特点
.

我们实验室从虫体中提纯 H B s
A g 的方法原为先用 D E A E

一

纤维素粗提
.

再用亲和柱

纯 化川
.

但由于未能先将昆虫匀浆的粘稠性降低
.

亲和柱使用多次后
.

效率会有所下降
.



中山大学学报( 自然科学版) 第3 3 卷

2
.

3 免疫亲和层析纯化

1 5o m g纯化的单抗偶联的S e phr aos e一

4( b 约4 o l ) m制成的免疫亲和柱可直接 用于处

理过的幼虫匀浆
,

一次可处理 2 00 头幼虫虫体 ( 40 0 9 )
.

纯化的 H sB A g 活性分布结果如

图 3 所示
.

经亲和层析纯化的 H sB A g 在 SD S
一

P A G E 电泳图上呈现 3 条带
.

分子量分别

为 2 4 K D
、

2 7 K D 和 4 5 K D
.

柱 层析 若改 用 3 m o l / L K C N S 与 0
.

l m o l / L 甘 氨酸 盐 酸

( p H 3
.

o ) 分步洗脱
,

可将 4 5 K D 蛋白与 2 4 K D 和 2 7 K D 蛋白分开 ( 图 4 )
.

1 I TBS O
.

l mo t z L甘氮酸盐酸

兰二
二习的出11

八UōnU IIU内llU吸̀工J
! 50

10 0

1 pH ,
·

0 , ,

{ l

j }

抓
,

llnùnn llnùó日ó,产̀

l

。

lou-乏

飞
! 0

’

20
`

30
`

40

广/ m 一n

图 2 通 电时间与匀浆 H sB A g 效价的

关系曲线图

F i g
.

2 K in e t ie s o f HBS A g r i r e r in t h
e

h
o m o g e n a t e s d u r i n g t r e a t角e n t w it h a

d ir e e t e d e u r r e n t

0 2 4 6 8 10

洗说管号
图 3 H B s

A g 抗体亲和柱层析图

F ig
·

3 P
u r i f i

e a t io n o
f H BS A g f

r o m h
o
m

o g e n a t e s o f

in f
e e t e d 7

’ .

,: 1 l
a r v a e b y r u n n i n g t h

r o u g h r h e a n r i
-

H sB l g G
一 e o n

j
u g a r e

d M
e
A b

一

S
e p h

a r o s e 4B
a f f in it y

e o
l
u
m

n 一 一 一 A 2 8 0
,

… … H BS A g r ir r e

3 讨 论

乙肝表面抗原 由 22 6 个氨基酸组成
,

其分子量为 27 K D ; 乙肝患者的血清电泳表明
,

2 4 K D 和 2 7 K D 蛋白为表面抗原的主要成分
,

同时还有少量的 3 3 K D
,

3 5 K D
.

4 5 K D 及

6 7K D 等蛋白带〔’
·

`」
.

本文结果
,

从虫体中提纯表达的 H B s A g
,

分子量主要为 24 K D
、

2 7 K D

和 45 K D
.

表明昆虫虫体表达的 H B s A g 的分子量与乙肝患者血清中 H sB A g 的分子量相

一致
.

本文报道的虫体— 匀浆— 亲和层析柱一步纯化昆虫体 系生产外源基因表达产物

的方法
.

关键在于匀浆在上柱前所能达到的澄清程度及匀浆原有的粘稠性经处理后下降

的程度
.

利用 T ir ot
n X

一

10 0 代替蒸馏水或生理盐水作匀浆 目的是帮助组织细胞的溶解
.

增加匀浆的稳定性
.

并可降低匀浆的粘稠度
.

上柱时还可减少非特异吸附
.

匀浆经通 电

处理
.

血淋巴的黑化在电场的作用下快速反应完毕
.

悬浮于匀浆中的带 电颗粒被沉淀出

来
,

使匀浆变为澄清
.

活性碳处理 则是为了将匀浆中吸附性强的物质除去
.

减少过柱时

的非特异性吸附
.

以达到保护亲和柱
.

延长柱寿命的 目的
.

冻融一次
.

可以进一步除去

匀浆中的不溶解杂质
.

上述匀浆处理程序具有效果好
.

设备简单
.

经济
.

快速等特点
.

我们实验室从虫体中提纯 H B s
A g 的方法原为先用 D E A E

一

纤维素粗提
.

再用亲和柱

纯 化川
.

但由于未能先将昆虫匀浆的粘稠性降低
.

亲和柱使用多次后
.

效率会有所下降
.



9( )
,

卜一11大学学报 ( 自然于中学版 ) 第 3 3 卷

参 考 文 献

1 1
_ u e

k
o w V A

.

S
u m m

e r s
M D

.

T
r e n

d
s i n , h

e
d

e v e
l
o p m

e n 宜 o f b
a e u l o v i r u s e x P r e s s io n v e e t o r

.

B io / T
e e

h
n o

l
o g y

.

1 9 8 8 ( 6 )
:

4 7一 5 5

2 K a n g C Y o r “ l
.

eS
e r e r io n o

f p a r t ie 1
e s o

f H
a p n r it i s B s u r

f
a e
补

a n r ig e n f r o
m

: n 、 。 e t e e
ll

s u s i n g a

b
a e u

l
o v l r u s v e e t o r

.

J G
e n V i r o

l
.

1 9 8 7
.

6 8
:

2 6 0 7 ~ 2 6 1 3

3 龙萦新等
.

乙型肝炎病毒表面抗原基因在昆虫体系中的表达
.

生物工 程学报
.

1 9 91
.

7 ( 1 )
:

37

~ 4 6

4 何代芬等
.

表达乙型肝炎病毒表面抗原基因 又形成多角体的杆状病毒
.

中国病毒学
.

1 9 9 3 ( 4 )
:

3 8 9~ 3 9 6

5 W
a n g X

·

K
e
l ly D C

.

勘
e u

l
o v ir u s r e p li

e a t io n :
p u r i fi e a r io n a n d id e n t if ie a t io n o

f t h
e T r ie h

o p l
u s ia

n 1 n u e l e a r p o
l y h

e
d

r o , 15 v i r u s 一 i n d
u e e

d D N A P o
ly m e r a s e

.

J G e n V i r o l
.

1 9 8 3
.

6 4
:

2 2 2 9一 2 2 3 6

6 戴宗汉
.

史赢仙
.

生物化学杂志
.

19 8 7
.

3 ( 5 ) : 4 7 7 ~ 4 8 3

7 N e u r a r h
·

A R
扩r u l

.

H e p a t i t i s B v i r u s e o n t a in s p r e 一 s g e n e e n e o
d

e
d d

o m a in s
.

N a t u r e
·

1 9 8 5
·

3 1 5 : 1 5 4 ~ 1 5 6

8 S t ib b le W
.

G e r
l i

e
h W H

.

S r r u e r u r。 l : e la l io n s h i p s b e 一w e e n t h e
m i n o r 。 n

d m a
j
o r p r o t e i n s o

f

h
e p a t l t is B

s u r f a e e a n t ig e n
.

J V i r o
l

.

1 9 8 3
,

4 6
:

6 2 6 7一 6 2 7 0

9 王殉章等
.

形成多角体的杆状病毒载体系统的建立
.

病毒学报
.

19 91
.

7 ( 3 )
:

2 53 ~ 2 60

1 0 S
a s s e n

f
e
l d H M

.

T
r e n

d
s B io 健e e

h
n o

l
.

1 9 9 0
.

8 : 8 8一 9 3

A N o v e l P r o c e d u r e f o r P u r i f i e a t i o n o f H B s A g P r o d u c e d b y a

B a e u l o v i r u s V e e t o r i n I n s e e t L a r v a e

肠
, , 9 R i , i u , , g

戈

oL
, , 9 Q i , , g j i ,: W u ,: g X 一 , ,: h “ , , g

W尸 , :
X i u o z h a o P Ì Z h e l o
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