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基因工程乙肝疫苗的研制
一一 1

.

M T
一
5 细胞的 H B sA g 表达特性初探

邱荣国 谢彦博

生物化学教研室 )

彭 文 伟

( 肝炎研究室 )

提 要 作者对基因工程转化细胞株M T 一 5的 H Bs A g表达特性进行了观察分析
。

结果表明
:
细胞的连

续传代对 H B sA g 的表达稳定性没有影响 .
M T 一 5的不同单细胞亚克隆株中的 H BAs g 表达量存在不 均 一

性 , H B s A g 的表达不但受重金属离子的诱导
,

而且细胞可以耐受较高浓度 Z o C二, 的处理 ; M T
一石细 胞表

达的 H sB A g 具有糖基化多肤
,

是制备疫苗的理想材料 ; 通过培养条件最优化
,

筛选高产亚克隆细胞株和

采用最适重金属离子诱导浓度
, H B s A g 的产量达到 2

.

s m g l/
,

即 2
.

2 x l o
一 1恋g /细胞

。
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前文
〔” 报告

,

采用人摄金蛋白 (M T一 卫 )启

动子
、

H sB A g 基因
、

S v 切 早期基因的剪接和

p ol y ( A )信号与牛乳头瘤病毒 ( B P v 一 1) 构成 表

达质粒 p dM T S A g一 5
。

用此质粒转化 C 1 2 7细 胞

获得了能分泌 H sB A g 的M T一 5细胞 株
。

在 此

基础上
,

我们对影响表达的多种因素进行了比

较
,

从而确立了这一体系中 H B s A g 的表达特

性
。

现报告如下
。

材 扦 与 方 法

细胞培养 M T 一5 和 C此 7 细 胞
〔` ’
用 改 良

E a s l e 培养基 ( D M E M ) ( G I B C o )辅以 1 0%小牛

血清 ( 血清条件试验除外 ) 培养
。

其它条件依

实验要求进行调整
。

单细胞筛选 壮。
.

2 5%胰酶分散的 M T一 5

细胞采用稀释法于 9。孔培养板 ( iL n b r o) 上进行

单细胞筛选
。

接种第二天换液
,

以后每 4 8小时

换液
。

单细胞 长成单层后转入 2吐孔培养 板 ( iL n
-

b r o )培养
。

依此法建立了 Ca 、
c b

、
Ce 、

Gd
、

Ge 、

fG 和6 9共 了个M T 一动勺亚株
。

E U S A 测定 采用一步夹心法
〔“ 〕
并用 M i

-

n i r e a d l 西每标阅读 器 ( D y n a t e e h )汉匕o
.

D 吐5 0
。

每

次根据参比标准 ( H sB A g 阳性血清 ) 作 工 作

曲线
,

从曲线上获得各样品灼 H BS A g 浓度
。

亲和层析 M T 一 5细胞上清中的 H玩人g 的

初步纯化采用马抗人 H sB 偶 联 的 eS p h a艺O旧e

连B ( p h a r m a c i a F i n e C h e m i e a l )柱层析
。

亲和层

析参 J吸 p h a r m a e i a F i n e C h e m i e a l 的方法
。

5 0 5一 P A G E 初步纯化的 H sB A g 的多肤

成份用 S D S 一 P A G E分析
。

电泳采用 L韶nmr ilt “ ,

系统
。

人血清 H价 A g 由北京生研所提供
。

分

子量标准系列购自 iS g m a 。

电泳凝 胶用
尹

氮 银

法 〔` ’显色
。

结 果

一
、

HB sA g 表达的稳定性 连续 收 获 五

代 M T一 5 培养上清
,

每招小时收获 一 次
,

用

E L I S A 测定 H跳梅 的量
。

结果表明五 代 细

胞的 H sB 纯 平均产率基本稳定 (P > 0
.

肠 )
,

说明细胞的连续传代对 H价 A g 表达分泌的稳

定性没有影响 (见表 1 )
。

另外我们还注意到
,

M T 一 5 细饱株建立至今已传了近三十代
,

但其

H B S人 g 表达水平保持基本稳定
。

二
、

亚克隆株中 H sB A g 的表达差异 通
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.

化
,

对产量的提高有着重要的作 用
。

H s in n g et

al 〔“ 〕
报告

,

采用旋转培养等方法
,

可 以明显 增

加 H B s A g 的累积量
;
任贵方等比 3

报告
,

用单

层细胞培养法进行不同条件的比较研究
,

建立

最佳条件
,

也可提高 H B s A g 的表达量
。

我们

的这一工作
,

通过筛选单细胞克隆
,

采用重金

属离子诱导并建立 了多种培养条件的最优化
,

使 M T 一 5 细胞分泌 H sB A g 的量提高到了 2
.

5

m s/ l
。

这与迄今国内报道的基因工程方法于哺

乳细胞中生产 H B s A g 的最高表达量
〔“ ’
相近

。

另外
,

还可以进一步进行优化条件的研究
,

如

温度
、

培养方式等
,

以期进一步提高表达水平
。

M T一 5细胞中 H B s A g 的表达不但受 重金

属离子的诱导
,

而且能够耐受较高浓度重金属

离子
。

这样
,

就大大提高了 H sB A g 的表达量
。

我们的结果还说明
,

M T 一 5细胞表达的 H B s A g

具有糖基化多肤
,

这种产物是制备疫苗的理想

原料
。

这一初步研究结果表明
,

M T 一 5 细胞表达

H B s A g 具有以下特性
:
稳定性

、

糖 基 化
、

较

高产量和可诱导性
。

因此可望用于生产基因工

程乙肝疫苗
。

( 本实验蒙姚集鲁副教授惠赠 E L I S A 试剂
。
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