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基 因工 程 乙 肝 疫 苗 的研 制

一 1 M T 一 5细胞的H B s A g纯化与鉴定

周 乙华
带

谢彦博 邱荣国
餐 苦

( 附属第三 医院肝炎研究室 )

提 要 采用超过滤
、

P E G 沉淀和超速离心综合步骤对 M T 一 5 细胞培养上清中的 H sB A g 进 行

纯化
。

所得纯化 H B s

纯 经 S D S 一 P A G E 银染色结果显示两条多肤
,

分子量分别为 2 k3 和 2 k7
,

与血 源

H sB A g 的多肤成分相同
,

为重组 H B s A g 的两条特异性多肤
,

且在凝胶中无其它杂蛋白准存在
,

纯度

高
。

经 P A G E 银染色结果证实纯 H B s A g 中的杂蛋 白含量符合疫苗生产 的要求
。

经此综合 方 法 提纯

的 H B s A g 回收率可达 4 4
.

1 %以上
。

关 . 词 重组 H B s A g 纯化

乙型病毒性肝炎 ( 简称 乙肝 ) 是一种常见

传染性疾病
,

严重危害人类身体健康
,

且缺乏

对 乙肝有效的病原治疗
,

所 以制备疫苗预防 乙

肝更加重要
。

尽管目前 已经生产 血 源 乙肝疫

苗
,

但来源 困难
,

价格昂贵
,

远远不能满足要

求
,

因此迫切需要用基因工程方法制备 乙肝疫

苗
。

我们在原先工作的基 础 上
,

对 M T 一 5 细

胞 〔` ’分泌的重组 乙肝表面抗原 ( H B s A g) 进行了

纯化及鉴定
,

获得较为理想的结果
,

现报告如

下
。

材 料 与 方 法

细胞培养和传代 M T 一 5 细胞用D ul b e cc 。

改 良 H a g l e 培养基 ( D M E M
,

G I B C o )培 养
,

添加10 %小牛血清
,

其 它成分按常规加入
,

隔

天收集培养上清
,

细胞长满单层后 3 一 4 周用

0
.

2 5%胰酶消化细胞
,

传 代 分 瓶 数 1 :
20 左

右
。

H B s A g洲定 运用一步夹心法 E L IS A ` ’ 〕
测

定 H B s A g ,

药盒 由本室提供
,

根据 H sB A g 阳

性标准作曲线
,

求得待 测 样 品 中 H sB A g 浓

度
。

H sB A g 的纯化 将细胞培养上 清 用超过

滤器 ( A m ico n )超过滤
,

弃去滤过 液
,

浓 缩的

培养上清用不 同浓度聚 乙二醇 ( P E G 6 0 0 0) 沉

. 研究生
,

现在南京铁道医学院传染病学教研室

工作 . 朴生物化学教研室

淀 H B s A g ,

并观察 p H 值 对 沉 淀 效 果的影

响
。

选择最佳 P E G浓度及 p H大量沉淀 H B “ A g ,

然后将粗提的 H sB A g 进行 3 次超速 离心
,

离

心机型号 B e e k m a n L S一M
,

第 1
、

2 次均 为澳

化钾密度梯度离心
,

第 3 次为 蔗 糖 沉降 法离

心
。

离心后分段收集
,

合并所需要部分
,

透析

后进一步浓缩即为 H B s A g 精品
。

纯化 HB s Ag的鉴定 用 S D S一 P A G E 氨银

染色法分析纯化 H sB A g 多肤成 分 和 纯 度
,

S D S一 P A G E 参考 L ae m m il 〔 a 〕
方法 进 行

,

浓缩

胶浓度为 4 %
,

分离 胶 为 15 %
,

胶厚 Z m m
,

银染色参考蔡晓丹
〔 4 ’
方法进行

,

分子量标准为

is g m a
产品

,

人血源 H sB A g 由北京生研所提

供
。

杂蛋白含量测定用 P A G E 银染色法进行
,

标准牛血清白蛋白由上海生 研 所 提 供
。

纯化

H B s A g 总蛋白定量测定参 考 B r ad f or d 〔“ 了
方法

进行
。

结 果

P E G 6 00 0沉淀 HB s A g 不 同浓 度 P E G

6 0 0 0对 H B s A g 沉淀效果不一
, p H 值不 同时

H sB A g 的沉淀效果也不一
,

结果 见 表 1
,

上

清液不调 p H 时
, P E G 6 0 00 沉 淀 H B s A g 效

果 差
,

调 整 p H 至 4
.

6时
,

以 g %或 11 % P E G

沉淀效果最佳
。

我们选用 10 % P E G 6 00 。 大量

沉淀 H sB A g ,

经超过滤浓 缩的 20 Om l 培养上

清
,

经 P E G 沉淀后 为20 m称 H B s A g 浓度由
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5 6
·

讨 论

用墓因工程技术制备生物制品
,

在获得所

需物质的表达后
,

提纯所需要 的物质是相当重

要的环节
,

理想的方法要求简单
、

经济
,

所纯

化的物质回收率高而达到一定纯度
。

我们用超

过滤将培养上清浓缩
,

再调整 p H 和 P E G 沉

淀
,

取得理想的浓缩和粗提效果
,

其机理在于

H B s A g的等 电点为 4
.

4 , p H调至理
.

6左右时H B s -

A g周围的水化层容易破坏
,

H sB 弋易于析出
。

超速离心时我们选 J月了澳化钾和蔗糖
,

此两 种

介质价格便宜
,

米源方便
,

在水中溶解度高
,

而对 H BS A g 稳定性无影响
,

所以对 乙肝疫苗

的生产有实用价值
,

虽然用氧化艳作为离心介

质会 取得更好能效淤
,

但抓化饱价格昂贵
,

不

可能用于大 吐生产
。

伐们用以上综合方法纯化

的 H B s A g 纯度高
,

在 S D S矛 A G E 中仅显示

两条特异性 H B s A g 多肤
,

而无 杂 蛋 白 带存

在
,

且总的回收率可达 4 4
。

1% 以上
,

比国内任

贵方等
工” 〕
报道的 2 8%要高

,

与国外学者报道的

结果
〔 7 ’
基本相似

,

所以我们认为上述综合方法

纯化基因工程生产的 H sB A g 是一种理想的方

法
。

( 本研 究承蒙姚染哥副教授提 供 E L sI A 药盒
,

谨

此致诩
一

)
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D E V E L O P M E N T O F G E N E T I C E N G IN E E R IN G

H E P A T I T I S B V A C C I N E I
。

P U R I F I C A T I O N

A N D D E T E R M I N A T I O N O F H B s A G

P R O D U C E D B Y M T
一 5 C E L L S

Z h o u Y i h u a X i e Y a n b o Q i u R o n g g u o

( H e P a t主t i s R e s e a r e h L a b
,

T h i记 A f f i li a t e d H o s Pl t a l )

T h e p u r i f i e a t i o n o f H B s A g i n M T一 5 e e l l s e u l t u r e s u p e r n a t a n t w a s e a r r i e d o u t b y

t h r e e d i f f e r e n t s t o p s i n e l u d i n g u l t r a f i l t r a t i o n
,

P r e e iP i t a t i o n b y P E G 6 0 0 0 a n d t il r e e 一 s t e P

u l t r a e e n t r i f u g a t i o n s
.

T h e P u r i f i e d H B s A g w a s e o m P o s e d o f t w o s P e e i f i e b a n d s f o u n d i n

t h e r e s u l t o f SD S 一 P A C E s i l v e r s t a i n
.

T h e m o l e e u l a r w e i g h t s w e r e 2 3 k a n d 2 7 k r e s P e e t i
,

v e l y
, s im i l a r t o t ll o s o o f h u m a n p l a s m a 壬王B s A g

.

T h e r e w a s n o o t h e r p r o t e i n b a n d i n t h e

g e l
.

T h e q u a n t i t y o f o t h e r p r o t e i n i n p u r if i e d H B s A g a e e o r d ed w i t h t h e d e m a n d s o f v a
.

e i n e e o x: f i : m e d b y t l` e r 。。 u l t O f p A G E s i l v e r S t a i n
·

U p t o 吐4
.

2% o f t五e H B s A g w a s r e
,

e o v e r e d a t t h e e n d o f P u r i f i e a t i o n P r o e e s s
.

K e y w o r d s R e c o m b i n a n t H B s A g P u r i f i c a t i o n


