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人源抗 !"#$%单链抗体在巴氏毕赤酵母中的表达
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摘 要 在 3 ) 4+&/(*#& 中分泌表达非融合抗 CDE5F单链抗体（CDEB:G）。设计引物从 HI<J1CDEB:G上扩增目的基
因，亚克隆至 3 ) 4+&/(*#& 表达载体 HKLMN!5中，线性化后转化 3 ) 4+&/(*#& IO!!6；转化子经菌落 KMP、高浓度 N8’B>-抗
性筛选鉴定后，甲醇诱导目的蛋白表达。结果发现，重组 CDEB:G可以在!因子的引导下，分泌至培养基中，产量为
2$=FQR；分泌至培养基中的 CDEB:G具有结合 CDE5F活性，活性总量在诱导培养 9#S后达最高峰，在诱导培养后期，
CDEB:G活性下降；K5O糖显色结果表明，酵母表达 CDEB:G是一种低糖基化蛋白或非糖基化蛋白。
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乙型肝炎病毒感染是全球性公共卫生问题，能

和乙肝病毒表面特异性位点结合并封闭其侵袭肝细

胞活性的抗体和抗体片段是唯一能用于紧急预防的

生物制品［!］。现在使用的乙肝表面抗体（CDE5U）均
为人血源抗体，由于各类肝炎和艾滋病的蔓延，血源

性 CDE5U的安全性逐渐引起人们的关注。针对这
一问题，多个研究小组报道了在 5 ) 0(,# 中表达鼠
源［! V %］或人源［3 V 4］抗 CDE5F 小分子抗体的研究结
果，最近还有在 MCW［9］和转基因烟草［2］中进行这方
面研究的报道，由于抗体的特殊性和表达系统的局

限性，这些研究结果距现实应用都还为时尚早。为

了大量获得活性更强的可溶性 CDEB:G，我们尝试在
巴氏毕赤酵母（3 ) 4+&/(*#&）中表达前期研究获得的
一株人源抗 CDE5F单链抗体（,-X>1CDE5F E>-F(8 BS,>-
:G，CDEB:G）。3 ) 4+&/(*#& 具有比大肠杆菌更高级的
蛋白折叠和翻译后修饰系统，并且较其它真核表达

系统更容易操作，表达量更高，应用极为广泛［"］。

& 材料和方法

&’& 实验材料
&’&’ & 菌株和质粒：含人源 CDEB:G基因的重组质
粒 HI<J1CDEB:G 由本室保存。3 ) 4#0"#+ 表达载体
HKLMN!5、宿主菌 IO!!6（ "#&6）、YJ9!（ "#&6 +*16 +(78

#：：9:;<6）及 5 ) 0(,# 7WK!$均购自 L-G>X/’F8-公司。
&’&’( 引物：用于扩增 CDEB:G 的引物：K!，6Z1MI
I5577MM5II7IM7II7II5I7M7III1%Z，其中划线部
分为引入的 50(P"酶切位点；K#，6Z1IM7M75I57M571
757MI577I5777MM5MM77I 1%Z其中划线部分为引入
的 =>+"酶切位点。用于测序及鉴定外源基因整合至
3 ) 4#0"#+ 基因组的引物：6Z5W[! 3#0"#+ H/>=8/，6Z1
IM5557IIM577M7I5M57MM 1%Z；%Z5W[! 3#0"#+ H/>=1
8/，6Z1I5M7II77MM5577I5M55IM1%Z。以上引物均委
托上海生工公司合成。

&’&’) 主要试剂：各种限制酶、&8-X7J \*5 聚合酶
及连接酶购自 *8] <-F(,-@ D>’(,UE；酵母细胞壁裂解
酶 N0=’(,E8、抗生素 N8’B>-及酵母氮碱（^*D）干粉购
自 L-G>X/’F8-公司；质粒提取及 \*5胶回收试剂盒购
自上海华舜生物工程公司；彩色预染蛋白质分子量

标准品购自 D>’1P,@ (,U’/,X’/>8E；重组 CDE5F及乙型
肝炎表面抗体检测试剂盒购自中山生物工程公司。

用于重组蛋白表达的 DJI^、DJJ^ 培养基按文献
［!$］方法配制。
&’( 实验方法
&’(’& \*5 体外重组：KMP 扩增及 \*5 酶切、连
接、转化 5 ) 0(,# 7WK!$均参照文献［!!］进行。
&’(’( 表达质粒转化 3 ) 4+&/(*#&：表达质粒 HKLM1



!"#$%&经 !"#!线性化后，’()* 法转化 $ + %"&’()*&
,-../［.0］。
!"#"$ 菌落 1)2检测目的基因整合［.3］：取适量转
化子菌落，悬浮于 .0"’无菌水中，加入 .4 5678*9#:
消化 .07(;，然后置液氮中冷冻 <07(;，融化后作为
模板，以 1.和 13作为引物，1)2扩增整合至酵母基
因组中的目的基因。

!"#"% 筛选 5:8$(;高抗性的 $ + %"&’()*& 转化子：从
含 5:8$(; .007=>’的 ?1@抗性平板上挑选一定数目
的酵母转化子，接种 ?1@ 液体培养基，连续培养 <
代使菌液密度相同；然后取适量菌液，分别点种于含

5:8$(; .000 7=>’、3000 7=>’的 ?1@平板上，<0A培
养至单菌落出现。

!"#"& !"#$%& 在 $ + %"&’()*& 中的表达［.0］：B4CD

（7:CE9;8* 4C(*(C6 F*4# FE:;8C6F:，甲醇利用野生型）$ +
%"&’()*& 转化子单菌落接种 3/7’ "B,?培养基，<0A
振荡培养至 +,G00为 3 H G，离心收集细胞，重悬于
.00 H 3007’ "BB?中，使 +,G00为 .I0，继续振荡培
养，每 3JE补加甲醇 .次，至终浓度为 307’>’，同时
取培养上清检测蛋白表达。B4C-（7:CE9;8* 4C(*(C6 #*K
8L FE:;8C6F:，甲醇利用缓慢型）$ + %"&’()*& 转化子单
菌落接种 3007’ "B,? 培养基，<0A振荡培养至
+,G00为 3 H G，离心收集细胞，重悬于 30 H J07’ "BK
B?中，继续培养。每 3JE补加甲醇一次，至终浓度
为 /7’>’，同时取培养上清检测蛋白表达。
!"#"’ 蛋白质含量测定："M9NO8MN法［.<］测定酵母培
养上清中蛋白的绝对含量，凝胶光密度扫描确定目

的蛋白的相对含量。

!"#"( 兔抗 !"#$%&多克隆抗体的制备：大肠杆菌
表达的 !"#$%&经纯化、复性后，皮下多点注射，免疫
体重 3P=的雄性新西兰兔（购自中山医科大学实验
动物中心），每次 .0"=，间隔 .0N，共免疫 < 次，最后
一次免疫不用佐剂。抗体滴度达到预期目标后，分

离血清，用 $ + %*#-*" ,-../和含表达载体 FQRKJ0的
. + #(/* B./［F2R1J］分别吸收非特异性抗体 <次。
!"#") 表达产物的活性检测：间接 R’S-T 法测
定［.］。包被有 !"#T=的酶标板加入 $ + %"&’()*& 培养
上清，以兔抗 !"#$%&作为第一抗体，!21标记的羊
抗兔 S=, 作为第二抗体，UB" 显色，酶标仪 J/0;7>
G<0;7波长测定吸光度。
!"#"* 1T- 糖蛋白染色［.J］：-@-K1T,R 后的凝胶用
乙酸>甲醇>水（.0：</：//）固定 .E，再置于 0IVW过碘
酸溶液（以 /W冰醋酸作为溶剂）中 .E，换蒸馏水略
为漂洗后，加入 /07’ 0I3W偏亚硫酸钠溶液（以 /W

冰醋酸作为溶剂），浸泡 .07(;后更换 /07’偏亚硫
酸钠，再过 .07(;，待凝胶完全脱色；脱色后的凝胶
置于希夫试剂中，直至有红色条带出现；1T- 染色
后，脱色液脱去凝胶中残留的希夫试剂，再进行常规

考马斯亮蓝染色。

# 结 果

#"! 表达质粒的构建
由 F,RBK!"#$%& 中扩增出的 !"#$%& 序列经

.#(2!和 01"!双酶切后，插入同样酶切过的表达
载体 F1S)5#T 中，得表达质粒 F1S)K!"#$%&，其结构
如 %(= + .所示，其中，!"#$%&与长度为 XY个氨基酸
残基的酿酒酵母#因子共阅读框融合，由#因子引
导 !"#$%&分泌至胞外。新生的#O9$C8MK!"#$%&融合
肽链在成熟、分泌过程中，在 <个蛋白酶剪切位点处
相继断裂，产生 Z末端含有 ,*4K1E:残基的成熟 !"K
#$%&，催化 !"#$%&成熟的蛋白水解酶及其作用位点
示如 %(= +3。F1S)5#T（</Y<[F）经 !"#$%&编码序列插
入后，所得重组质粒的理论长度为 J3XG[F，%(= + <是
这两种质粒经 2"3!!酶切后的电泳图谱。从图中
可以看出，重组质粒的长度符合理论值。序列测定

结果表明，包含#K因子在内的整个 !"#$%&开放阅读
框序列完全正确（结果未显示）。

图 . 表达质粒 F1S)K!"#$%&结构
%(=+. -C4M$C4M: 8O CE: :\FM:##(8; F*9#7(N F1S)K!"#$%&

#"# 菌落 +,-鉴定酵母转化子
随机挑选 X个 1+ F9#C8M(# ,-../转化子菌落，以

1.、13为引物从酵母基因组 @ZT中扩增 !"#$%&，同
时用宿主菌 ,-../、]BV.、整合有载体 F1S)5#T 的
,-../及分泌表达 !-T的 ,-../ 工程菌作为对照，
扩增结果如 %(= + J。从图中可以看出，阴性对照菌
株均无扩增条带，而 X 个转化子中，除 @、R号转化
子外，其它 G个菌落均有目的基因整合。
#"$ 重组 ./0123的表达
从 $ + %"&’()*& ,-../ 转化板上随机挑选 .00 个
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图 ! 表达质粒 "#$%&’()*+,上的 !"#$%&序列
+-./! 012314*1 56 781 91*5:;-4<47 !"#$%& 69<.:147

=81 91)79-*7-54 14>?:1 )-71)，6@<4A1B 781 ’()*+, 14*5B-4. 91.-54，<91 34B19@-41B/ =81 C1D! <4B 071 EF "9571<)1 *@1<,<.1 )-71) <91 :<9A1B G-78 3"G<9B <995G)

图 F 表达载体及重组质粒的限制酶分析
+-./F H1)79-*7-54 <4<@?)-) 56 "#$%I!J <4B -7) 91*5:;-4<47

E / "#$%I!JK(<:’"；!/ :5@1*3@<9 :<9A19；F/ "#$%&’()*+,K"’(’"；

L/ "#$%&’()*+,

图 L 菌落 #%H鉴定含有目的基因整合的毕赤酵母
+-./L #%H <4<@?)-) 56 781 7<9.17 .141 -471.9<71B

-475 ) / *’#+,-.# .145:1
E M N/N) / *’#+,-.# 79<4)659:<47) 43:;191B <) +，O，O!，P，Q，R，FS，T，

91)"1*7-,1@?；S / U0EEV；EW / CRTE；EE/ U0EEV［"#$%I!J］；E!/ U0EEV
［’0J］；EF / #%H :<9A19

转化子（包括上文菌落 #%H阳性的 X个转化子），筛
选抗 EWWW:.KQ和 !WWW:.KQ I15*-4的高抗性转化子。
二种高抗性转化子及普通抗性（EWW:.KQ I15*-4）转
化子各选 !株，甲醇诱导蛋白表达 E!W8，+-. / V是这
三类工程菌在诱导后 T!8的蛋白表达谱。从图中可
以看出，X株工程菌经诱导后，均在 F!AO处出现一
特异性蛋白条带，该蛋白的表达量在两种高抗性菌

株之间无明显差异，但高抗性菌株的表达量明显高

于 EWW:.KQ I15*-4抗性菌株。
+-. / X 是 +-. / V 中 E、!、V、N 泳道蛋白样品的

Y1)7194 ;@57分析结果，经与彩色分子量标准对照，

EXV、R菌株的蛋白印迹反应条带分子量为 F!AO，而
U0EEV（Q<41E）、U0EEV［"#$%I!J］（Q<41!）培养上清无
任何反应条带，说明筛选到的 ) / *’#+,-.# 工程菌可
以特异性分泌表达分子量为 F!AO 的重组 ’()*+,。
凝胶光密度扫描及 (9<B659B 蛋白定量分析结果表
明，’()*+,表达量为 NW:.KQ。+-. / X中的工程菌在
Y1)7194 ;@57时表现为二条带，可能是微量非特异性
蛋白或不均一性糖基化蛋白的放大信号，因为在

0O0&#JUP中，相应位置没有蛋白带。

图 V 0O0&#JUP分析毕赤酵母培养上清中的目的蛋白
+-./V 0O0&#JUP <4<@?)-) 56 781 *3@7391 )3"194<7<47 56

) / *’#+,-.# U0EEV <4B -7) 79<4)659:<47)
E/U0EEV；!/U0EEV［"#$%I!J］；F，L/ =9<4)659:<47) 91)-)7<47 75 EWWW:.KQ

I15*-4；V，N/ =9<4)659:<47) 91)-)7<47 75 !WWW:.KQ I15*-4；X，T/ =9<4)659&

:<47) 91)-)7<47 75 EWW:.KQ I15*-4；S/07<4B<9B :5@1*3@<9 G1-.87 :<9A19)

图 X 毕赤酵母工程菌培养上清的 Y1)7194&;@57分析结果
+-./X Y1)7194&;@57 <4<@?)-) 56 781 *3@7391 )3"194<7<47 56

) / *’#+,-.# U0EEV <4B -7) 79<4)659:<47)
E/U0EEV；!/ U0EEV［"#$%I!J］；F/ #91&)7<-41B "9571-4 :5@1*3@<9 )7<4B<9B；

L，V/%3@7391 )3"194<7<47 56 79<4)659:<47) Z[/EXV <4B R，91)"1*7-,1@?
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!"# 表达产物的活性测定
!菌株经甲醇诱导后，不同时段取样，间接

"#$%&测定培养上清中 ’()*+,活性，同时测定菌液
的细胞密度，结果如 +-. / 0所示。从图中可以看出，
培养液中 ’()*+,活性在 123后急剧上升，013后达
到高峰，随后逐渐下降，4153后降至高峰时的 607。
培养上清中 ’()*+,活性下降可能主要与衰老细胞
释放出的蛋白水解酶有关。

图 0 ! / "#$%&’($ !工程菌的生长曲线和活性图谱
+-./0 ’()*+, 8-9:*;-,-;< =>9?-@A :BC ;3A .>9D;3 *E>,A

9? F%44G ;>:B)?9>H:B; I9/!

!"$ 表达产物的糖基染色
蛋白质经过 J&% 糖基染色和考马斯亮蓝染色

后，非糖基化蛋白或含糖量较低的糖蛋白呈通常所

见的蓝色，而含糖量高的糖蛋白呈红色。+-. / K是酵
母表达 ’()*+, 的糖蛋白染色结果，从图中可以看
出，酵母表达 ’()*+,显蓝色，说明酵母表达 ’()*+,
含糖量较低或不含糖基。从 +-. / K 中还可以看出，
显红色的糖蛋白均是分子量较大且相对含量较高的

蛋白质，这说明 J&% 糖显色法灵敏度有限，只能显
色绝对糖基量较高的蛋白带。

图 K 酵母表达 ’()*+,的糖基染色
+-./K J&% );:-B-B. CA;A>H-BA ;3A .@<*9)<@:;-9B 9?

’()*+, =>9CE*AC 8< ! / "#$%&’($
4/ F%44G［=J$LM!&］；1 / ! / "#$%&’($ ;>:B)?9>H:B; I9/!；N/’()*+, =>9O
CE*AC 8< ) / *&+(；2/ %;:BC:>C H9@A*E@:> DA-.3; H:>PA>)

% 讨 论
单克隆抗体技术和各种展示技术的发展使得抗

体基因的克隆逐渐成为常规，限制重组抗体进入临

床应用的最后一道瓶颈是抗体的高效表达和大规模

生产。对于全抗体来说，L’Q系统仍是最常用的表
达系统，对于小分子抗体来说，细菌、酵母和 L’Q均
是可选择的表达系统［R］。

本文所表达的 ’()*+, 由 12K 个氨基酸残基组
成，分子中有 2 个 L<) 残基，形成 1 对分子内二硫
键。我们曾利用原核分泌型和胞内型载体在大肠杆

菌中表达该单链抗体，但结果都存在一定程度的局

限，表达量很低或者产物形成包涵体。与大肠杆菌

相比，! / "#$%&’($ 表达 ’()*+,最重要的优点在于它
的高效分泌表达。虽然大肠杆菌也可以获得周质分

泌型表达的重组抗体，但表达量很难超过 GH.S#，改
用胞内包涵体型表达后，虽然可以提高表达量，但需

要通过复杂的变性复性过程才能获得活性蛋白，且

表达量不超过 NGH.S#［4，4G］。本文采用 ! / "#$%&’($ 表
达 ’()*+,，毋需复杂的变性复性过程，就可获得有
活性的重组产物，且表达量更高。若采用发酵罐高

密度培养技术，可进一步提高表达量，因为通过发酵

罐高密度培养技术，可使 ! / "#$%&’($ 的细胞密度提
高 45倍以上［R］。
相对于前期研究获得的原核表达 ’()*+,［4G］，酵

母表达产物 I末端不含纯化标签等异源成分，更有
利于临床应用或晶体结构解析等基础研究。本文在

构建表达质粒时，参照文献方法［46］，利用载体上的

克隆位点 )*&T "、,-# "引入目的序列，所以目的
蛋白 I末端不可避免带有 F@EOJ3A残基，若从 )*&T
"上游 128=处的 ,.& "位点开始设计引物，则可获
得 I末端完全非融合的目的蛋白，但要进行长引物
JLT。
筛选高表达的酵母工程菌是一件费时费力的工

作。一般情况下，提高整合到 ! / "#$%&’($ 基因组中
外源基因的拷贝数可以提高表达量，而 =J$LM!载体
上带有的 MA9*-B抗性基因也具有累加效应，因此，以
MA9*-B高抗性菌株为出发菌株，可以快速筛选到外
源蛋白高表达的工程菌［46］。

在 ’()*+, 序列中没有 IO糖基化位点（&)BOUO
%A>SV3>），但有一个可能的 QO糖基化位点 %A>4GN（IA;
QF@<* 1W5 预测结果）；虽然毕赤酵母主要进行 IO糖
基化，但根据多项实验结果，我们发现酵母表达 ’(O
)*+,的分子量比理论值增加，它与针对大肠杆菌来
源 ’()*+, 的单克隆抗体 42+0、4G+4 反应但不与
4GLN反应，因此初步认为本文获得的酵母表达 ’(O
)*+,含有 QO糖基化修饰，并且，该糖基化修饰可能
屏蔽 ’()*+,的个别抗原表位，进一步确证实验正在
进行中。
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