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摘要 目的：筛选表达量高、血凝活性好的 H3N2流感病毒血凝素（HA）重组蛋白。方法：以 A/MINNESOTA/41/2019（H3N2）毒株的

HA为基础，将 HA胞外区 N端融合 GP67信号肽，C端融合三聚化基序，分别构建 HA胞外区全长及近膜区截短 2个氨基酸的

HA重组杆状病毒，并构建相应的不含三聚化基序的 HA重组杆状病毒；经昆虫细胞表达，Western blot鉴定，亲和层析纯化后分析

重组蛋白的血凝效价及稳定性。结果：四种 HA重组蛋白均获得有效表达，其中 HA胞外区全长融合三聚化基序的重组蛋白

（HA-T）表达水平最高，经 Strep tag亲和层析获得高度纯化，产量高达 30 mg/L，Ethylene glycolbis交联分析显示为稳定的 HA三

聚体形式，血凝活性分析显示 HA-T的活性最高，血凝效价为 29，动态光散射显示 HA-T在 4℃放置 3个月性质稳定。结论：HA-T

表达量高、稳定性好、血凝活性高且易于纯化，研究结果为流感重组蛋白疫苗的研发策略提供了参考。
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Screening of Hemagglutinin (HA) Protein Vaccine with High Expression and
Good Hemagglutination Activity for H3N2 Influenza Virus*

To screen the recombinant hemagglutinin (HA) protein with high expression and good hemagglutination ac-

tivity for H3N2 influenza virus. Based on the HA ectodomain gene of A/MINNESOTA/41/2019 (H3N2) strain, GP67 signal se-

quences and trimerization motifs were respectively fused to the N- and C-terminals of the full-length HA ectodomain gene and the near

transmembrane domain two residues truncated gene. The recombinant genes were expressed in baculovirus system. At the same time, the

corresponding recombinant HA proteins without containing trimerization motifs were generated. The expressions of these recombinant

HA proteins were identified by Western blot. The recombinant proteins were purified by affinity chromatography. Then, the hemaggluti-

nation titer and stability of the recombinant proteins were analyzed. Four kinds of HA recombinant proteins were effectively ex-

pressed, among which the expression level of HA ectodomain full-length fusion trimerization motif (HA-T) was the highest, and the yield

of it was up to 30 mg per liter suspension medium purified by Strep tag affinity chromatography. The cross-linking analysis showed that

HA-T was in the form of stable trimer of HA. In addition, the hemagglutination activity analysis showed that HA-T had the highest activity,

and its hemagglutination titer can reach 29. Dynamic light scattering showed that it was stable at 4 ℃ for 3 months. HA-T

has the advantages of high expression, good stability, high hemagglutination activity and easy purification. The research provides a useful

reference for the development strategy of HA recombinant protein vaccines.
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前言

流感病毒是引起严重呼吸系统疾病的重要原因[1,2]。全球每

年因流感病毒导致的重症病例达 300-500 万，死亡病例达

29-65万[3]，老年人在死亡人群中占比高达 83%[4-10]。接种流感疫

苗可以使普通人群的流感患病风险降低 40%-60%[11,12]。市售的

流感疫苗主要以灭活疫苗为主[13]，然而其存在毒株适应性突变

的风险以及生产周期长和鸡胚来源限制的问题[14]。重组 HA蛋

1401窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.8 APR.2023

白疫苗则更安全有效，可实现规模化快速生产，进而更好地应

对流感病毒抗原的漂移和转变。

血凝素（Hemagglutinin，HA）是存在于病毒囊膜表面的主

要糖蛋白，由 3个 HA单体（HA0）以非共价键的形式结合成同

源三聚体[15]，每个单体含有信号肽、胞外区、跨膜区以及胞内结

构域，胞外区包括 HA1和 HA2两部分，其中 HA1含有唾液酸

受体结合位点可以与红细胞结合引起凝集反应[16]，同时也是诱

发中和抗体的关键部位[17]，并且血凝抑制滴度与中和抗体水平

显著相关[2,18-21]。已上市的重组蛋白疫苗 FluBlok利用昆虫杆状

病毒系统（baculovirus expression vector system，BEVS）表达 HA

全长膜蛋白，其在诱发体液免疫和细胞免疫方面均优于灭活疫

苗[22]，但全长膜蛋白由于跨膜区的存在，难以纯化。有研究报道

HIV-1的 gp140蛋白融合 T4噬菌体来源的 foldon序列或酵母

转录因子来源的 GCN4pII序列可形成稳定的三聚体，且免疫

原性强，中和抗体水平高[23-25]。

本研究以 A/MINNESOTA/41/2019（H3N2）的 HA 基因为

基础，分别构建胞外区全长及其近膜区截短 2个氨基酸的 HA

基因，在此基础上通过 C端融合 GCN4pII三聚化基序策略，分

别获得胞外区全长及其近膜区截短 2个氨基酸的融合三聚化

基序的 HA基因，利用 BEVS表达不含穿膜区的可溶性的 HA

蛋白，通过蛋白的表达纯化、血凝活性分析及稳定性鉴定，筛选

出一种表达量高、血凝活性好的 HA重组蛋白（HA-T），为流感

蛋白疫苗的研发奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 材料

Sf9细胞（Invitrogen）；E.coli DH5琢菌株、E.coli DH10Bac
菌株（本实验室保存）；pFastBac 1质粒（本实验室保存）；SF-900

无血清昆虫细胞培养基（深圳壹生科有限公司）；Super Pfx

DNA聚合酶（康为世纪）；T4 DNA连接酶、内切酶（百灵克生

物科技有限公司）；质粒 DNA提取试剂盒、胶回收试剂盒（永泰

兴成商贸有限公司）；Anti-HA（H3N2）mouse polyclonal anti-

body（本实验室制备）；Cellfection Ⅱ Reagent（Invitrogen）；

Seamless Cloning Kit、HRP-conjugated Goat anti-mouse IgG、

Ethylene glycolbis（BBI）；Strep-TactinTM XT Sepharose（Cytiva）。

1.2 方法

1.2.1 HA突变体基因的设计及其重组杆状病毒的构建 以

A/MINNESOTA/41/2019（H3N2）为基础，设计构建四种 HA突

变体基因（见图 1），并采用 Sf9密码子优化。PCR法首先扩增

获得 HA及 HAd；然后进一步构建获得 C端含三聚化基序的

HA融合基因（HA-T）及 HAd融合基因（HAd-T），三聚化基序

GCN4pII的序列为 KQIEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEV。

为了纯化方便，4种 HA突变体基因 C末端均融合有链霉素标

签（Strep-tagⅡ）；另外为了降低干扰在 GCN4pII及 HA基因之

间增加了 G3S连接子。HA及 HAd基因经 BamH I及 Xba I插
入 pFastBac1，HA-T、HAd-T经无缝克隆技术插入 pFastBac1载

体，获得了 4种重组质粒。提取质粒，转化 DH10Bac菌株获得

重组 Bacmid，鉴定正确后转染 Sf9细胞，收获 P1代杆状病毒

上清，扩增病毒至 P3代。

1.2.2 HA蛋白的表达与鉴定 将 P3代重组杆状病毒感染 sf9

细胞，27℃培养 72 h后收取培养上清，进行 10% SDS-PAGE

及Western blot分析，以未感染的 sf9细胞培养上清为对照。一

抗为 Anti-HA （H3N2）mouse polyclonal antibody，二抗为

HRP-conjugated Goat anti-mouse IgG。

1.2.3 HA蛋白的纯化 经鉴定成功的重组杆状病毒感染 Sf9

细胞，27℃悬浮培养 72 h后收集上清，采用 Strep-Tactin亲和

层析纯化 HA蛋白，经超滤浓缩，PBS透析过夜后，进行 10%

SDS-PAGE及考马斯亮蓝染色。

1.2.4 Ethylene glycolbis（EGS）交联 将 40 mM 的 EGS溶解

在 DMSO中，向 10 滋g蛋白溶液中加入新鲜配制的 EGS，调整

EGS的终浓度为 4 mM，室温孵育 30 min，加入 50 mM Tris（pH

7.5）放置 30 min终止反应，进行 SDS-PAGE分析。

1.2.5 动态光散射（DLS）分析 取 100 滋L蛋白溶液加入样品
池中，分析样品的平均水动力直径（Z-average）以及多分散系数

（PDI）。

1.2.6 血凝试验 参照WHO《流感实验室诊断和监测手册》进

行血凝测定[26]。即向 U型 96孔板中依次加入 100 滋L重组杆状
病毒上清或 10 滋g蛋白纯品进行二倍比稀释，每孔加入 50 滋L
1%红细胞，静置 1 h后观察血凝情况。

2 结果

2.1 HA蛋白的表达鉴定

HA重组杆状病毒感染 sf9细胞后的表达上清经 Western

blot 分析结果显示，HA、HAd 在 70 ku 处有特异条带，HA-T、

HAd-T在 75 ku处出现特异条带，其大小均与理论预测值相符

（见图 2），且 HA-T突变体的表达水平最高。分子量的差异表明

GCN4pII三聚化修饰成功被添加到 HA胞外区的 C-末端。

2.2 HA蛋白的纯化及鉴定

利用 Strep-Tactin亲和层析柱纯化具有血凝活性的 HA蛋

白，其中 HA-T的表达水平最高，50 mL培养上清经纯化可得

约 1.5 mg蛋白。取 10 滋g蛋白纯品经 10% SDS-PAGE考染分

析显示为 70 ku或 75 ku的清晰条带（见图 3A）；Western blot

显示相应位置的特异条带且无降解带（见图 3B）。经 EGS交联

图 1 HA突变体的示意图

Fig.1 Schematic representation of recombinant HA

图 2 HA表达上清的Western blot鉴定

Fig. 2 Identify the expression of HA byWestern blot
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分析表明，HA是三聚体蛋白（210 ku）、二聚体蛋白（140 ku）和

单体蛋白（70 ku）的混合物（见图 3C）；然而，经 GCN4pII三聚

化修饰的 HA蛋白表现为稳定的三聚体结构（225 ku）。

图 3 SDS-PAGE考马斯亮蓝染色（A, C）和Western blot（B）分析

Fig.3 SDS-PAGE with Coomassie brilliant blue staining (A, C) and Western blot analysis (B)

2.3 HA血凝活性分析

HAd杆状病毒上清无血凝活性（见图 4A），HA蛋白血凝

试验结果显示 HA-T 的血凝滴度高达 29 HAU/50 滋L（见图
4B）。

图 4 HA杆状病毒上清（A）和重组蛋白（B）的血凝活性分析

Fig. 4 Hemagglutination activity analysis of HA baculovirus supernatant (A) and recombinant protein (B)

2.4 HA-T稳定性分析

HA-T于 4℃放置 3个月后，进行动态光散射分析显示，

Z-average为 153.1，PDI为 0.473，呈单峰分布，均一性好（见图

5A）；考马斯亮蓝染色结果显示 HA-T为 75 ku的单一条带（见

图 5B），与新鲜制备的蛋白样品结果一致。上述结果表明 HA-T

稳定性较好。

图 5 HA-T的 DLS分析（A）和 SDS-PAGE考马斯亮蓝染色（B）

Fig.5 Stability analysis of HA-T by Dynamic light scattering (A) and SDS-PAGE with Coomassie brilliant blue staining (B)

3 讨论

HA是流感病毒包膜中的整合膜蛋白，这种膜结合蛋白，不

仅表达水平低，而且难以纯化。为此表达去除膜结合区的 HA

蛋白的研究成为流感蛋白疫苗研究的热点之一，如在 293T细

胞中表达 H1N1的 HA胞外区全长的三聚体蛋白具有很好的

血凝抑制活性及中和活性[27]；在昆虫细胞中表达 H5N1的 HA

胞外区全长的三聚体蛋白血凝活性最高，滴度为 28，并具有中

和活性[28]。不同流感病毒亚型 HA重组蛋白及不同表达体系获

得的 HA重组蛋白活性可能具有差异。H3N2在甲型流感病毒
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中，其遗传学和抗原特性的变异速度较快[29]，因此深入研究表

达量高，活性好的 H3N2 HA重组蛋白疫苗策略十分必要。

HA胞外区是诱发中和抗体的主要靶点，也是引起凝集反

应的关键部位。研究发现，采用 H3N2 HA的近膜区截短 2个氨

基酸策略表达的 HA蛋白没有血凝活性，但经 G6S9连接子与

三聚化基序融合表达获得的三聚体蛋白则具有血凝活性，滴度

为 23，且体内具有完全的抗病毒攻击活性[30]，提示三聚化有助

于 HA血凝构象的形成。本研究结果显示，近膜区截短 2个氨

基酸的 HA也是没有血凝活性，但经 G3S连接子融合三聚化基

序表达获得的 HA重组蛋白血凝滴度达 26，提示调整连接子序

列影响 HA血凝活性构象。本研究还发现，胞外区全长 HA蛋

白具有血凝活性，效价为 23，HA胞外区全长经 G3S连接子融

合三聚化基序后蛋白血凝活性进一步提高，达到 29。表明 HA

胞外区全长仅可部分保持血凝活性构象，与其蛋白为单体及三

聚体混合形式呈现有关，融合三聚化基序后，蛋白则呈现均一

的 HA三聚体形式，因此其血凝活性显著提高，调高幅度达 64

倍。此外，采用 HA胞外区全长融合三聚化基序获得的HA重组

蛋白表达量高，经亲和层析纯化后，产量高达 30 mg/L，可实现

短时间内大量生产，具有应用前景。

总之，本研究采用 H3N2亚型的 HA胞外区全长，经 G3S

连接子融合 GCN4pII三聚化基序策略，在昆虫细胞中表达获

得的 HA-T蛋白产量高，稳定性强，血凝活性好，不含跨膜区，

比 HA膜蛋白[31]更易纯化，可用于流感蛋白疫苗的研发。
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