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摘 要 通过分步整合的方式，将人源性抗乙肝表面抗原（GHBIJ）抗体 9:1的轻、重链基因分步整合到巴斯德毕赤
（3#0"#+ 4+&/(*#&）酵母 K,!!#菌株的染色体上，经甲醇诱导，成功地分泌表达出抗 GHBIJ抗体的 9:1片段，表达量达
#% L "%0JMN。=NO,I结果显示重组酵母分泌表达出的 9:1具有较强的结合 GHBIJ的能力。通过抗 9:1的抗体柱亲
和层析，纯化出了纯度较高的 9:1产品。
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人源性抗乙肝表面抗原（GHBIJ）抗体 9:1在临
床上具有防治乙型肝炎病毒的很好的应用前景，如

防治新生儿乙型肝炎病毒的垂直传播、肝脏移植病

人的病毒控制和用于制备治疗性乙肝疫苗等［!，$］。

9:1抗体具有全抗体相同的抗原结合活性，且糖基
对抗原抗体的结合活性没有影响［<］。高辉、粟宽源

利用噬菌体展示技术获得了一株抗 GHBIJ的 9:1抗
体基因，在原核表达系统中进行了表达，并对其抗原

结合位点进行了初步研究。结果显示该 9:1抗体具
有较强的 GHBIJ结合活性和抗原特异性［4，#］。为了
进一步提高抗 GHBIJ抗体 9:1段的表达量，并对其
生物学特性进行研究，本文选用近年来发展最快的

3#0"#+ 4+&/(*#& 表达系统，构建了高效分泌表达 9:1
的酵母工程菌，并对该 9:1抗体进行了分泌表达和
纯化研究。

) 材料与方法

)*) 质粒、菌株及试剂
含人源性抗 GHBIJ 抗体 9:1基因的质粒 .R(0

<G由解放军第 4#"医院传染病研究中心保存；载体
质粒 .SOR7!I、.SOR &T，巴斯德毕赤酵母 K,!!# 菌
株，购自 OFU>/2(J-F公司；大肠杆菌 8(. !%9V购自华美
生物工程公司。

’-F/ W+I聚合酶，84 W+I连接酶，D+8S及相应
的限制酶购自 K-F-有限公司；丙烯酰胺，++V3亚甲
双丙烯酰胺，蛋白及核酸分子量 X:2Y-2等购自华美
生物工程公司；Z+H、H>(/>F和 7-(E>F8X购自 OFU>/2(J-F
公司；质粒 W+IT8试剂盒购自华舜公司；羊抗人 9:1
抗体及其碱性磷酸酶标记物购于 ,>J0:公司；=NO,I
检测试剂盒购于中山生物工程公司；+H8MHROS购自
P(E[-公司。聚偏氟乙烯（S’W9）膜购于 X>))>.(2-公
司；G>82:. 亲和层析柱和快速液相蛋白层析仪
（9SNR）均为 S[:20:E>: H>( *公司产品。
)*+ 引物
抗 GHBIJ 抗体 9:1 9D 链 基因上游引物为：

#V3RKKII88RRIKK8KRIKR8KK8KKIK8R83<V
下游引物为：#V3KKKK8IRR88IKR8IK8888K8RI

RIIKI3<V。
抗 GHBIJ 抗体 9:1 N 链 基因上游引物为：

#V3KKII88K8K88KIRRRIK8R83<V
下游引物为：#V3RKKII88RR8IIRIR8R8RRRR8K

88KI3<V。
)*, 抗 !"#$% 抗体 &’(基因的克隆
参照 ,:012((Y的方法［5］进行。

)*- 酵母表达载体 ./01 2345和 ./016!$4&7的构建
参照 ,:012((Y的方法［5］进行。



!"# 酵母转化及重组酵母的筛选
表达载体 !"#$%&’(对 )*++,的转化采用原生质

球转化法，按 -./01’$2!3 !"#$"% 45!67**128 &10的说明
进行。利用 91*缺失平板来筛选整合有 :;< (链基因
的重组酵母（)=++,>!"#$%&’(），并用 )?+@抗生素来筛
选多拷贝重组体。表达载体 !"#$A!B’:C对含 :;< (
链基因的重组酵母 )=++,>!"#$%&’( 的转化，按 4*;3
=7/7D0E- !"#$"% 45!67**128 &10中的氯化锂转化法进行。
利用 A72D18E-抗生素筛选重组酵母，并用高剂量的
A72D18E-和 )?+@双抗生素平板来筛选多拷贝既整合
有 (链基因又整合有 :C链基因的重组酵母。
!"$ 表达产物的检测

=F=’"B)4 和 G7*0768 </20018H 参照 =;I<622J 的
方法［K］进行。4(#=B则参照 #8’9;J $L21等［M］的方法
进行。

!"% 表达产物的纯化
参照 91E6;!亲和层析柱说明书进行。

& 结 果

&"! ’()的 ’*、+链基因的克隆及序列测定
以含 :C、(链基因的 !$2I N9质粒为模板，用

"$O分别扩增出 :;<的 :C和 (链基因。电泳结果
显示，"$O产物 :C链和 (链大小约为 K%P<!，与预期
的大小一致（图略）。将 9、(链的 "$O产物回收酶
切，分别插入到克隆载体 !)4-’MAQ的相应酶切窗口
上，构建 :C和 (链基因的克隆载体，对这两个克隆
载体进行序列测定，结果表明克隆的 :C和 (链基因
的碱基序列与预期的完全一致。

&"& ’() +和 ’*链基因表达载体的构建
从 !)4-’MAQ’( 载体质粒上用 &%’9"和 (#)O"

双酶切出含 (链基因片段，插入到载体质粒 !"#$%&
强启动子 "BRS+下游的 &%’9" T (#)O"酶切窗口
中，构建重组质粒 !"#$%&’(。用 &%’9"和 (#)O"
双酶切鉴定表达载体 !"#$%&’(，琼脂糖电泳结果显
示能切出大小约 MPP<! 的片段，与预期的相符（图
略）。从 !)4-’MAQ’:C载体质粒上用 (#)O"和 *+%
"双酶切出 :C链基因片段，连接到载体 !"#$A!B
的 (#)O" T *+%"酶切窗口中构建表达载体 !"#$A
!B’:C。用 (#)O" T *+%"双酶切鉴定表达载体
!"#$A!B’:C，琼脂糖电泳结果显示能切出 MPP<!大
小的片段，与预期的一致（图略）。

&", 重组表达载体质粒 -./0123+ 对酵母的转化
及重组子的筛选

表达载体质粒 !"#$%&’(线性化后，转化宿主巴

斯德毕赤酵母 )=++,，在含 PUMKIH>I( )?+@ 的 V"F
平板上筛选高抗性的多拷贝重组子。对筛选的重组

子的染色体进行 "$O检测，都能扩增出 K%P<!左右
的特异的 (链条带（:1H W+）。将重组子分别挑到 --
板和 -F板上培养，结果均只在 -F板上生长而 --
板上几乎不生长。其甲醇利用表型为 -.0=。
&"4 ’()抗体 +链基因在酵母中的表达及其表达
产物的鉴定

分别挑取筛选出的多拷贝重组子单菌落，接种

到酵母生长培养基（X-)V）中，NPY培养至 ,-KPP约

为 , Z K 左右，离心收菌，重悬于甲醇诱导培养基
（X--V）中进行诱导培养，培养上清液进行 =F=’
"B)4，结果显示，在分子量约为 [@JF处，可见重组
子表达上清中有特异的轻链蛋白带（:1H WN）。

图 + 重组酵母 )=++,>!"#$%&’( (链的 "$O检测
:1HW+ F707D0128 2Q :;< ( DL;18 Q62I 67D2I<18;80 37;*0

)=++,>!"#$%&’( <3 "$O
+U-2/7D./;6 \71HL0 I;6J76；[ Z ,W "$O 2Q ( DL;18 Q62I 67D2I<18;80 37;*0

)=++,>!"#$%&’(；KW "$O Q62I )=++,>!"#$%&

图 [ 重组酵母 )=++,>:;< :C链和 (链的 "$O检测
:1HW[ F707D0128 2Q :;< ( DL;18 ;8C :C DL;18 <3 "$O

+W-2/7D./;6 \71HL0 I;6J76；[W "$O 2Q ( DL;18 Q62I 67D2I<18;80 37;*0

)=++,>:;<；NW "$O 2Q :C DL;18 Q62I 67D2I<18;80 37;*0 )=++,>:;<

对该重组子的表达产物进行 G7*0768 X/20018H分
析，用带碱性磷酸酶的羊抗人 :;< 抗体与其结合，

M?,,期 邓 宁等：人源性抗 9X*BH抗体 :;<段在酵母中的表达



!"#$"%&’ 显色。在 () *+ 附近有一条特异的显色
条带即为预期的 ,-.的 /链（,01 23）。

图 4 ,-. /链表达上清的 5+56’789分析
,0124 5+56’789 :; <=> >?@A>BB>C ,-. / D=-0E :; -E<06F"B71

-E<0.:CG ;A:H DIJ<IA-J BI@>AE-<-E< :; 85KKL$@’&%MN6/
K2 #=> BI@>AE-<-E< :; 85KKL$@’&%MN；( 2 O:J>DIJ-A P>01=< H-A*>A；
4 Q 32 #=> BI@>AE-<-E< :; 85KKL$@’&%MN6/

图 3 ,-. /链表达上清的 R>B<>AE .J:<<0E1分析
,0123 R>B<>AE .J:<<0E1 -E-JGB0B :; <=> >?@A>BB>C ,-. /
D=-0E ;A:H DIJ<IA-J BI@>AE-<-E< :; 85KKL$@’&%MN6/

K2 O:J>DIJ-A P>01=< H-A*>A；(2 #=> BI@>AE<-E< :; 85KKL$@’&%MN；
4 Q 32 #=> BI@>AE-<-E<:; 85KKL$@’&%MN6/

!"# 重组质粒 $%&’(!)*+,对酵母的转化及重组
子的筛选

表达载体质粒 @’&%S!76,C线性化后，转化已
转化有轻链基因的 85KKL$@’&%M*6/重组酵母菌。在
T>:D0E#O的抗性平板上培养，挑选单菌落，转接到含
UVWXH1$H/ 83K) 和 KH1$H/ T>:D0E#O的双抗性平板
上，筛选出既整合有 ,-. /链基因又整合有 ,-. F链
基因的酵母重组子 85KKL$,-.。对这些重组子的染
色体进行 ’%Y检测，结果能分别扩增出 XMU.@左右
的 /链条带和 ,C 链条带（,01 2 (）。重组子只能在
O+平板上生长，所以其甲醇利用表型为 OI<5。
!"- +./的 0、+,链基因在酵母中的表达及表达产
物的鉴定

分别挑取筛选出的多拷贝重组酵母 85KKL$,-.

的单菌落，接种到 "O8Z中，()[培养至 !"XUU约为

L Q X左右，离心收菌，重悬于 "OOZ培养基中进行
甲醇诱导培养，对诱导培养第 3天的培养液上清分
别进行还原性处理和非还原处理后进行 5+56’789
电泳，还原处理的 5+56’789结果显示，在分子量 ()
和 4U*+附近分别有两条特异蛋白带。非还原处理
的 5+56’789结果显示，在 3L*+附近有一条特异的
蛋白带（,01 2 L）。对表达量高的重组子的表达产物
进行 R>B<>AE .J:< 分析，用带碱性磷酸酶的羊抗人
,-.抗体与其结合，!"#$"%&’显色。结果表明，还原
处理后，()和 4U*+附近的这两条蛋白带能特异显
色，是组成抗 F"B71 ,-.抗体的轻链和 ,C链，非还
原处理后，仅在 3L*+ 附近有一条特异显色的蛋白
带，即为抗 F"B71抗体的 ,-.片段（,01 2 X）。从 5+56
’789和 R>B<>AE "J:<<0E1 结果中可见，非还原处理后
()*+和 4U*+附近并无多余的带出现，说明 ,-. 的
/、,C链的表达量基本相等，在细胞中完成了二硫键
的正确配对并形成了完整的 ,-.片段。

图 L 重组酵母 85KKL$,-.表达上清的 5+56’789分析
,012L 5+56’789 :; <=> BI@>AE-<-E< :; A>D:H.0E-E<

G>-B< 85KKL$,-. DIJ<IA>
K Q 42 \EC>A A>CID>C D:EC0<0:EB；X Q W2 \EC>A E:E6A>CID>C D:EC0<0:EB；

3 2 #=> DIJ<IA> BI@>AE-<-E< :; 85KKL$@’&%MN；L2O:J>DIJ-A P>01=< H-A*>A

对图 W的电泳结果进行凝胶薄层扫描显示，抗
F"B ,-. 目的条带可占总蛋白条带的 KL]。用
"A-C,:AC试剂测定重组酵母培养上清的总蛋白量为
LLUH1$/，由此可知，抗 F"B ,-. 的表达量可达
)UH1$/。
!"1 重组酵母 2344#5+./表达上清液的 60&3)分
析

在包被好 F"B71的多孔板（中山生物工程公司
试剂盒）中分别加入 KU倍稀释的抗 F"B71抗体 ,-.
重组酵母（85KKL$,-.）培养上清液，4W[作用 (=，洗
涤后加入辣根过氧化物酶标记的羊抗人 ,-.抗体，

)3L 生 物 工 程 学 报 K)卷



图 ! 重组酵母 "#$$%&’()表达上清的 *+,-+./分析
’012! 34+ *+,-+./ 567--0/1 (/(68,0, 79 -4+ ,:;+./(-(/-

79 .+<7=)0/(/- 8+(,- "#$$%&’()
$2#:;+./(-(/- 79 "#$$%&;>?@AB；C 2 D/E+. .+E:<+E <7/E0-07/,；F 2 D/E+.

/7/G.+E:<+E <7/E0-07/,；H 2I76+<:6(. J+014- =(.K+.

HLM作用 $4，试剂盒中的显色液 N、5 进行显色，
OP?#N仪检测。用人源性抗乙肝表面抗原抗体
（Q5?"，上海生物制品研究所）作为阳性对照（R:&
孔）。试剂盒提供的阴性对照品为阴性对照。测定

值如表 $。重组酵母培养上清的吸收值达到 $ST% U
$SAA，与阴性对照的比值高达 C$ U HASR，显示出重组
酵母培养上清具有很好的 Q5,N1结合活性。
!"# 表达产物 $%&的纯化
诱导表达的培养上清液先用（VQF）C #WF 沉淀，

脱盐后上样到羊抗人 ’()偶联的 Q03.(;抗体柱上，
进行亲和纯化。#X#G>N"O电泳检测，可见大部分杂
带都已除去（’01 2 L）。薄层扫描显示 CR和 HTKX附
近的条带纯度达到了 ATY以上。

表 ’ 重组酵母表达上清的 ()*+,测定
-%&./ ’ ()*+, 0/1/21345 46 27.178%. 97:/85%1%51 46 8/24;&35%51 </%91

56(/K <7/-.76
@:6-:.(6 ,:;+./(-(/- 79 .+<7=)0/(/- 8+(,-

$ C H F % !
>7,0-0Z+ V+1(-0Z+ <7/-.76

N%FT&!HT TSTTTT TSTTTC $SAA$ $S%%! $SRAL $SH$L $ST%% $SL!H CSHCR CS%LC TSTCH TSTFT

[(-07 79 /+1(-0Z+

<7/-.76
HASRC H$S$C HLSAF C!SHF C$S$ H%SC! F!S%! %$SFF

（与阴性对照的比值大于 CS$即为阳性，阴性对照小于 TST%时按 TST%计算）

图 A 纯化的 ’()抗体的还原性 #X#G>N"O分析
’012A #X#G>N"O 79 ’() 9.(1=+/- 79 (/-0GQ5,N1 (/-0)7E8

:/E+. .+E:<+E <7/E0-07/
$2I76+<:6(. J+014- =(.K+.；C U %2 P (/E ’E <4(0/ 79 ’() 9.(1=+/- ;:.0G
90+E )8 (/-0G’() (/-0)7E8 <7/\:1(-+E Q03.(; <76:=/；! 2 @:6-:.(6 ,:;+./(G

-(/- 79 .+<7=)0/(/- 8+(,- "#$$%&’()

= 讨 论

$ARR年，Q7.J0-] N2 Q2 等［R］在啤酒酵母 !"##$"%
&’()#*+ #*&*,-+-"* 菌株中分泌表达了具有功能的抗人
鼠嵌合抗体 ’() 片段。其表达量仅为 $TT U CTT

!1&P。3(K(4(,40，B2 等
［A］CTTT年在巴斯德毕赤酵母

（.-#$-" /"+0’&-+）表达系统中分泌表达了抗 ?1O受体
的人源化 ’() 抗体片段，其表达量提高到 $T U FT
=1&P。人源性抗 Q5,N1抗体 ’()段的表达研究目前
仅见于大肠杆菌，在大肠杆菌的胞周质进行分泌表

达或者以包含体的形式表达［$T，$$］。胞周质中的表达

量非常低，没有什么生产应用价值。以包含体的形

式表达虽然表达量较高，但是包含体的变性与复性

很难完成 ’()的正确组装，正确装配的有功能的 ’()
得率较低，无法应用于生产。到目前为止，抗 Q5,N1
抗体 ’()段还没有在酵母表达系统中表达的报道。
巴斯德毕赤酵母表达系统是近年来发展最快和最具

潜能的的表达系统，已被成功地应用于多种异源蛋

白高水平表达和商业化生产［$C］。本文首次采用分

步整合的方式，将人源化抗 Q5,N1 ’()抗体的轻、重
链基因分步整合到巴斯德毕赤酵母 "#$$%菌株的染
色体上，通过诱导表达，成功地分泌表达出抗 Q5,N1
抗体的 ’() 片段。表达量可达 RT=1&P。3(K(4(,40
B2 等［A］曾认为组成 ’()的单一链在酵母细胞中不
稳定，易分解，组成 ’()的轻链和 ’E链基因不能单
独地在酵母细胞中表达。但是，本实验发现，抗

Q5,N1抗体 ’()段的轻链能稳定的得到表达并分泌

AF%%期 邓 宁等：人源性抗 Q5,N1抗体 ’()段在酵母中的表达



出来。从图 ! 和图 " 可以清楚地看到，#$%%&’
()*+,-./表达上清中存在着表达出的 012的轻链产
物。当抗 34567 抗体 012段的轻链和 08链基因均
整合插入后，轻、重链基因都能进行表达且二者表达

水平相当。从非还原条件下进行的 $9$.)6#:分析
可以看出，012片段下方没有多余的轻链或重链存
在，说明表达出的轻链和重链在细胞中能正确配对

成完整的稳定的 012片段。而且表达出的 012抗体
片段具有较强的 34567结合能力，:/*$6结果显示
012重组酵母表达上清的 34567结合能力仅仅略低
于人多价免疫球蛋白。这更进一步说明组成 012的
08链和 /链在酵母细胞中能完成二硫键的正确配
对，组装成有功能的 012 分子。抗 34567 抗体 012
段在酵母中的表达，为产业化生产抗乙肝病毒的

012抗体奠定了基础，也为临床防治乙肝病毒提供
一条经济、高效的治疗途径。
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