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抗对虾白斑综合症病毒单链抗体 !"#$ 基因在毕赤酵母中的分泌表达
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摘 要 为了将可中和对虾白斑综合症病毒（XDD%）的单链抗体 W$UG 在酵母中实现表达，以原核表达载体 3$G 噬菌粒为模

板，设计带有 9$+Y! 和 =0(/!酶切位点的特异性引物，通过 WF/ 方法扩增 W$UG 基因。经过酶切、连接反应将该基因连入大

肠杆菌K酵母穿梭质粒 8WVF6Z 上。重组质粒 8WVF6ZK>0E*W$UG 经 .1,"线性化后，用电转化的方法转入毕赤酵母（ >#0"#+
?+&/(*#&）OD$$[ 中。通过 WF/ 和 U)7 测序，挑选和鉴定阳性克隆。经甲醇诱导，W$UG 在酵母中获得分泌表达。LSVD7 实验结果

表明，酵母表达上清液中的单链抗体具有较高的 XDD% 结合活性，而且其活性要高于大肠杆菌所表达抗体的活性。表达条件

优化后，单链抗体在酵母中最高表达量可达 G#!,A\S，为开展对虾被动免疫研究提供了新的抗体来源。

关键词 毕赤酵母，对虾白斑综合症病毒（XDD%），单链抗体，分泌表达

中图分类号 ]IJ" 文献标识码 7 文章编号 $###KG#"$（!##"）#"K#6IGK#"

:9*7(4?7 X=19+ >8&9 >5B2.&,+ *1.;>（XDD%）1> 4 ,4^&. 849=&A+B 1B 4_;40;’9;.+ ?%$+%#5 >=.1,8，?=10= 04;>+2 0494>9.&8=10
+0&B&,10 ’&>>+> 1B 9=+ ?&.’2?12+ ( )& 42+_;49+ 9.+49,+B9> 4A41B>9 XDD% 4.+ 4*41’4-’+ ( VB &.2+. 9& >9;25 1BC+091&B ,+0=4B1>, &C
XDD%，4 8=4A+ 21>8’45 >0E* 0U)7 ’1-.4.5 4A41B>9 XDD% ?4> 0&B>9.;09+2 4B2 4 B+;9.4’1‘1BA 4B91-&25 &C >0E* W$UG ?4> >+’+09+2
1B &;. ’4- 8.+*1&;>’5 ( VB 9=1> >9;25，>0E* W$UG ?4> +a8.+>>+2 >;00+>>C;’’5 1B 5+4>9 ( E1.>9’5，9=+ &.1A1B4’ +a8.+>>1&B *+09&. &C
W$UG，3$G 8=4A,12，?4> ;>+2 4> 4 9+,8’49+ 9& 2+>1AB 8.1,+.> ?19= .+>9.1091&B >19+> &C 9$+Y! 4B2 =0(/! ( <=+B 9=+ A+B+ &C
W$UG ?4> 4,8’1C1+2 -5 WF/( 7C9+. 21A+>9+2 -5 9$+Y! 4B2 =0(/!，9=+ C.4A,+B9 &C >0E* W$UG ?19= LK94A ?4> 1B>+.9+2 1B9&
5+4>9 4B2 = ( 0(,# >=;99’+ 8’4>,12 8WVF6@( <=+ .+0&,-1B4B9 8’4>,12 8WVF6@K>0E* W$UGKL94A ?4> ’1B+4.1‘+2 ?19= .1," 4B2
9=+B 9.4B>C&.,+2 1B9& >#0"#+ ?+&/(*#& OD$$[ -5 +’+09.&8&.491&B( W&>191*+ 0’&B+> ?+.+ >+’+09+2 4B2 *+.1C1+2 -5 WF/ 4B2 U)7
>+_;+B01BA( <=+ >0E* W$UG ?4> 1B2;0+2 9& +a8.+>> 1B 5+4>9 -5 ,+9=4B&’ ( <=+ .+>;’9> &C LSVD7 2+,&B>9.49+ 9=49 >0E* W$UG
+a8.+>>+2 1B 5+4>9 >91’’ =4> =1A= >8+01C10195 9& -1B2 &B XDD% 4B2 9=+ -1B21BA 4091*195 1> =1A=+. 9=4B 9=49 +a8.+>>+2 1B = ( 0(,#
<O$b 7C9+. >+*+.4’ &891,1‘1BA +a8+.1,+B9>，9=+ .+>;’9> >=&? 9=49 9=+ +a8.+>>1&B 4,&;B9 &C >0E* W$UG 04B .+40= 9& G#!,A\S 1B



!"#$% &’(%’)" $’*")+#%#+% , -./$ "0*")/1"+% .#$ 233")"4 # +"5 $2’)&" 23 #+%/624! 32) %." )"$"#)&."$ 2+ *#$$/7" /11’+2(28! 32)
$.)/1*,

!"# $%&’( !"#$"% &%’()*"’，5./%" $*2% $!+4)21" 7/)’$（9::;），$/+8(" &.#/+ 3)#81"+% 7#)/#6("（$&<7），$"&)"%"4 "0*)"$$/2+

自 =>>? 年以来，对虾白斑综合症病毒（9::;）

在世界范围内给对虾养殖业造成了巨大损失。该病

毒不仅对对虾具有高致病性，导致对虾 @ 天内死亡

率达 =AAB，对许多其他水生生物也具有感染力，如

桡足类动物、海产蟹类、淡水对虾及蟹类等［=，C］。目

前对该病还没有较好的治疗方法，只能以预防为主。

为了探索 9::; 的致病机理，我们研究小组构

建了抗 9::; 的单链抗体 &DEF 噬菌体展示文库，

并从中获得了几十种特异识别 9::; 的单链抗体。

其中标号为 G=D? 的单链抗体，不论是在原代对虾

细胞培养实验中，还是活体注射实验中，都表现出有

较高的中和病毒的能力［?］。由此设想，能否用这个

单链抗体通过被动免疫的途径，增强对虾抗 9::;
的能力。

单链抗体（$&<7）是由抗体的重链可变区（;H）和

轻链可变区（;I）经一段柔软的短肽（ (/+J")）连接而

成。它具有分子小，结构稳定，穿透性强，具备完整

的抗原结合活性，很少或不会激起机体免疫应答等

优点，并且还具有单链抗体基因操作方便、可在各种

宿主细胞中表达的特点。这些优点使得单链抗体在

疾病诊断和治疗方面具有较大的应用前景［K］。

通过大肠杆菌表达系统制备抗体时，抗体中很

可能会带入大肠杆菌成分，而大肠杆菌对环境和对

虾本身 有 危 害 性。酵 母 可 以 作 为 对 虾 饵 料 的 成

分［L］，对环境和对虾是安全的。为了达到将单链抗

体通过饵料途径引入对虾体内的目的，本实验尝试

了将 G=D? 在毕赤酵母中进行表达。结果表明，我

们成功地将 G=D? 在毕赤酵母中实现了表达。虽然

已有一些有关单链抗体在毕赤酵母中表达的文章报

道［M N O］，但由于每种单链抗体的氨基酸序列不同，对

宿主细胞的毒性和对表达条件的要求都不同，因此

本实验结果为这个方面的研究提供了新的实例和数

据参考。

) 材料与方法

)*) 质粒

含 单 链 抗 体 G=D? 基 因 的 噬 菌 粒 载 体

*PFE-FQLRS$&<7 G=D?SR%#8 由本实验室构建，克隆

载体 *TD=OS- 7"&%2) 购自 -#U#V# 公司，穿梭质粒载

体 *GWP>U 购自 W+7/%)28"+ 公司。

)*+ 菌种及试剂

大肠杆菌 -X=，DHL!用于基因克隆实验，毕赤

酵母 X:==L（! , &%’()*"’ X:==L）购自 W+7/%)28"+ 公司。

限制性内切酶 +,%Q"和 -#)V"为 ERQ 公司产品，

-#Y DEF 聚合酶为 Q/2$%#) 公司产品，G!)26"$% DEF 聚

合酶为 -#U#V# 公司产品，-K DEF 连接酶、玻璃奶回

收试剂盒以及碱性磷酸酶（PWFG）为 TQW 公司产品，

小鼠 F+%/SR%#8ZHVG &2+[’8#%/2+ 购自 F1")$.SG.#)1#&/#
Q/2%"&.。酵 母 培 养 基 \GD，QTX\，QTT\，TD（含

=12(ZI 山梨醇）平板具体配方见 W+7/%)28"+ 公司说明

书。GQ:T 为含 KB脱脂牛奶的 GQ: 溶液，GQ:- 为

含 A]=B -5""+ CA 的 GQ: 溶液。9"$%")+ 6(2% 反应底

物 DFQ 溶 液 组 成：=A1I -)/$SHPI（ *H@]M，浓 度

LA112(ZI），=A#I HC Ĉ，M18 DFQ。RIW:F 底物 -TQ
组成为：A]=12(ZI 醋酸钠溶液（*H M），=]L18 -TQ

（溶于二甲亚砜中），=A#I HC Ĉ，加蒸馏水至终体积

CL1I。经严格定量过的、带有 R%#8 标签的单链抗体

F=（蛋 白 MA #8Z1I，或 单 链 抗 体 分 子 =]> _ =AN ?

12(ZI），在本实验中作为单链抗体的定量标准，为本

实验室制备［>］。

)*, 单链抗体 -)., 基因的扩增

设计带有 +,%Q"和 -#)V" 酶切位点的特异

性引物，GPV 扩增包含标签 R%#8 的 G=D? 片段。引

物由北京奥科生物技术有限责任公司合成，序列如

下：

上游引物 *=：L‘&#8%#&8%##%88&%8#88%&##8&%8& ?‘（画

线部分为 +,%Q"酶切位点）；

下游引物 *C：L‘&%#8##%%&#&8&88%%&&#8&88#%& ?‘（画

线部分为 -#)V"酶切位点）。

GPV 反应体系：*= 和 *C 各 =C*12(，4E-G K+12(，
模 板 *PFE-FQLRS:&<7 G=D?SR%#8 A]?#8，G!)26"$%
DEF 聚合酶 A]CL#I，-#Y DEF 聚合酶 A]CL#I，=A _
-#Y 6’33") L#I，加去离子水至反应体系 LA#I。GPV
条件：>Ka变性 =1/+（= 个循环）；然后 >Ka变性KL $，
MAa退 火 ?A$，@Ca 延 伸 =1/+（?A 个 循 环）；最 后，

@Ca延伸 =1/+。GPV 扩增产物经 A]OB琼脂糖凝胶

电泳鉴定效果，切下目的条带，用玻璃奶方法进行回

收和纯化。
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!"# $!%& 基因的克隆及鉴定

!"# 扩增片段经纯化后连入 $%&’()* 载体，用

"+",- 法转化大肠杆菌 &./!，涂布到氨苄青霉素选

择培养基平板上。!"# 挑选阳性克隆。重组质粒

$%&’()*)!’&0)12+3 经纯化后，用 !"##"和 $%&4"
双酶切纯化回收，然后克隆于经同样酶切的 $!5"67
载体中，具体反应条件见 814 公司产品说明书。连

接产物用 "+",- 法转化大肠杆菌 &./!，从氨苄青霉

素选择平板中挑取单菌落，用 !"# 方法初步鉴定阳

性重组子 $!5"67)9:;<!’&0)12+3，并送到北京奥科生

物技术有限责任公司测序鉴定。

!"’ 重组子 ($)*+,-./01$!%&-2345 转化酵母及诱

导表达

将含 有 目 的 基 因 的 重 组 子 经 限 制 性 内 切 酶

’()#线性化后，电转化毕赤酵母 =>’’/，电转化参

数为电压 ’/??@，电容 -/$;，电阻 -??%，具体操作方

法见 5A<B2CD3EA 公司产品使用说明书。转化涂平板

后，0?F经 G H /I 可得到转化子。玻璃珠法提取酵

母 &8J，挑选 !"# 阳性转化子，在 -(F H 0?F下进

行甲醇诱导表达，步骤按照 5A<B2CD3EA 公司产品使用

说明书进行。

!"6 酵母表达上清液的 7%7-$892 和 :;.3;<= >?@3
分析

经饱和硫酸铵浓缩过的酵母表达上清液 -?$K，

按常规方法进行 >&>)!J=1 分析，分离胶浓度 ’-L，

浓缩胶浓度 /L，恒定电压 ’/?@；另外，将分离胶的

蛋白条带电转移到硝酸纤维素膜上，电转移条件为

恒定电流 ’??MJ，持续时间 N?MBA，然后将膜用 !4>%
在 0?F下封闭 ’O，!4> 洗膜 0 次，将膜浸入用 !4>%
稀释 ’? ??? 倍的 JA2B)12+3P.#! :DAQR3+2BDA 中 ’O，再

用 !4>* 和 !4> 各洗膜 0 次，随后将膜浸入到底物

&J4 溶液中显色。

!"A 表达产物活性的 2B)78 检测

将实验室提取的 S>>@ 先用 !4> 稀释 ’?? 倍

（含 ?T6$3P$K 病毒蛋白）后，再将稀释液进行倍比稀

释，然后包被 6N 孔 1K5>J 板。每孔加入 S>>@ 稀释

液 ’??$K，GF下过夜。将包被过夜的 6N 孔板用 !4>
清洗 0 次后，用 !4>% 封闭孔板，0?F下保温 ’O；接

着分别用 !4>* 和 !4> 先后清洗平板 0 次，每孔加入

浓缩后的 !’&0 ’??$K，0UF下保温 ’O；用 !4>* 和

!4> 分别清洗平板 0 次后，加入用 !4>% 稀释 ’? ???
倍的二抗 JA2B)12+3P.#! :DAQR3+2BDA ’??$K，0UF下保

温 ’O；再用 !4>* 和 !4> 分别清洗平板 0 次，加入反

应底 物 *%4 溶 液，常 温 反 应 ’/MBA 后，每 孔 加 入

-/$K 浓度为 -MD,PK 的 .->VG 终止反应，测定 *+G/?

吸收值。

将在毕赤酵母和大肠杆菌 *=’ 中分别表达的

单链抗体 !’&0，经 !4> 稀释后调整二者标签 12+3 的

量一致，然后检测它们对 S>>@ 的结合活性。S>>@
的包被量是每孔加入 ?T6$3 病毒蛋白，其余步骤如

上。

!"C 诱导条件对 $!%& 表达的影响及其表达量的

测定

本试验主要依照文献［’?］做了以下尝试：0?F
下，诱导前先用含有 ?T0/MD,PK 醋酸钾的 4%=W 培

养基培养酵母，以考察诱导前酵母细胞经渗透压处

理对 单 链 抗 体 表 达 的 影 响；尝 试 在 诱 导 培 养 基

4%%W中 加 入 1&*J（终 浓 度 /MMD,PK），或 用 浓 度

（, P,）’L甲醇进行诱导；’/F下，用 ?T/L或 ’L浓

度（ , P,）的 甲 醇 诱 导 表 达。表 达 上 清 液 做 >&>)
!J=1 分析，同时用 1K5>J 检测抗体表达水平，二抗

为小鼠 JA2B)12+3P.#! :DAQR3+2BDA，反应底物为 *%4，

具体做法如上。

用已知蛋白量的单链抗体 J’ 作为标准蛋白，

稀释 G? 倍后，再进行倍比稀释，以单链抗体 J’ 的蛋

白量对其所带的标签 12+3 的 1K5>J 测定值做标准

曲线。将各种不同条件下酵母表达上清液用 !4>
稀释 ’?? 倍后，再接着进行倍比稀释。用 1K5>J 方

法测定 12+3 值，根据 J’ 的标准曲线，计算单链抗体

!’&0 的表达量。

D 结果

D"! 单链抗体 $!%& 基因的克隆及验证

以实验室构建的质粒 $"J8*J4/1)9:;< !’&0)
12+3 为模板，!’ 和 !- 作为上下游引物，!"# 扩增

9:;<)12+3 全长基因。将扩增产物连入 $%&’()* 载

体。再先后用 !"##"和 $%&4"切下目的片段，将

酶切产物连入经过 $%&4"和 !"##"酶切过的载体

$!5"67，转化大肠杆菌 &./!。!"# 检测阳性结果见

图 ’。图中显示，阳性克隆的 !"# 产物的分子量约

为 (??X$，与阳性对照相当，说明 9:;< !’&0)12+3 基

因片段已成功插入到 $!5"67 载体中。图 ’ 中，阴性

对照为 !"# 体系中未加模板 &8J，阳性对照模板为

$"J8*J4/1)9:;< !’&0)12+3，其他条件相同。

提取阳性克隆质粒，经 ’()#线性化后，电转化

毕赤酵母 =>’’/。用玻璃珠方法提取酵 母 &8J，

!"# 检测阳性重组子，结果见图 -。图中显示，阳性

克隆的 !"# 产物的分子量约为 (??X$，与阳性对照

/U6杨 毅等：抗对虾白斑综合症病毒单链抗体 !’&0 基因在毕赤酵母中的分泌表达



相当，说明 !"#$ %&’()*+,- 基因片段已成功插入到

酵母的基因组中。’./ 测序结果也表明 %01 所扩

增的片段与 !"#$ %&’()*+,- 基因片段完全相同，读

码框也正确。图 2 中的对照与图 & 相同。

图 & 重组质粒在大肠杆菌 ’34!阳性克隆中的 %01 鉴定

#5-6& 789:+5;5",+5<: <; =9"<>?5:,:+ @A,!>58 5: ’34!
@<!5+5$9 "<A<:59! ?B %01

&：:9-,+5$9 "<:+=<A；2：@<!<+5$9 "<:+=<A；(：@<!<+5$9 "<A<:B；C：’D2EEE

>,=F9= 6

图 2 重组基因插入到酵母阳性克隆基因组中的 %01 鉴定

#5-62 789:+5;5",+5<: <; =9"<>?5:,:+ -9:9 ;=,->9:+ 5:!9=+98
5: -9:<>9 <; B9,!+ @<!5+5$9 "<A<:59! ?B %01

C：’D2EEE >,=F9=；&：@<!5+5$9 "<:+=<A；2：:9-,+5$9 "<:+=<A；( G 4：

@<!5+5$9 "<A<:59!6

!"! 单链抗体 #$%& 基因的初步表达

挑选其中一个酵母阳性克隆依照 7:$5+=<-9: 公

司说明书在 (EH下培养，摇床转速 2EE=I>5:，每隔

2JK 补加 EL4M甲醇，每天取样 &>D，2 G N8 后收获。

O’O)%/P* 分析基因表达情况。从图 ( 中可以看出，

在分子量约 (&F’ 处，有一条明显的蛋白条带出现，

与单链抗体 %&’( 的分子量相符，而在阴性对照的

泳道上却看不到这样一条蛋白带，结果说明单链抗

体 %&’( 在这种条件下成功获得了表达。图 J 的

Q9!+9=: ?A<+ 分析结果进一步证明，诱导表达所出现

的 (&F’ 的蛋白条带是带有 *)+,- 的单链抗体 %&’(。

!"& 诱导条件的优化

对如下几种诱导条件进行了尝试：（&）(EH下，

用浓度 &M（! I!）甲醇进行诱导；（2）(EH下，诱导

前将毕赤酵母在含有 EL(4><AID 醋酸钾的 RCPS 培

图 ( %&’( 诱导表达酵母培养上清液的 O’O)%/P* 分析

#5-6( /:,AB!5! <; 5:8T"98 9U@=9!!5<: <; %&’(
5: !T@9=:,+,:+ <; B9,!+ "TA+T=9 ?B O’O)%/P*

C：>,=F9=；&：@%70VW)PO&&4 ,! :9-,+5$9 "<:+=<A；2：!T@9=:,+,:+ <;

5:8T"98 9U@=9!!5<:6

图 J %&’( 诱导表达酵母培养上清液的 Q9!+9=:)?A<+ 分析

#5-6J /:,AB!5! <; 5:8T"98 9U@=9!!5<: <; %&’(
5:!T@9=:,+,:+ <; B9,!+ "TA+T=9 ?B Q9!+9=:)?A<+

C：>,=F9=；&：@%70VW)PO&&4 ,! :9-,+5$9 "<:+=<A；2：!T@9=:,+,:+ <;

5:8T"98 9U@=9!!5<:6

养基中生长至 "#NEE 值 2 G N 后，再用 EL4M甲醇诱

导；（(）(EH 下，用 EL4M 甲 醇 诱 导 时，在 培 养 基

RCCS 中加入 4>><AID *’X/；（J）(EH下，在含有

EL(4><AID 醋酸钾的 RCPS 培养基中培养细胞后转

入到含有 4>><AID *’X/ RCCS 中，以 EL4M甲醇诱

导；（4）&4H低温下，用 EL4M和 &M甲醇分别进行诱

导表达。表达上清液中的单链抗体的蛋白量的测定

按“材料与方法”中所述，具体结果见图 4。从图中

可以看出，酵母细胞诱导前经醋酸钾处理，诱导时培

养基添加 *’X/，以及 &4H低温诱导表达，都可以较

大幅度的增加目的蛋白的表达量。在 (EH下，酵母

细胞经过 EL(4><AID 醋酸钾处理，转入到添加 *’X/
的 RCCS 中，经 EL4M浓度甲醇诱导后，最大表达量

可达 (E2>-ID。

在 &4H下，酵母分别经过浓度为 EL4M和 &M甲

醇诱导后，表达产物的 *D7O/ 结果见图 N。从图中

可以看出，两种诱导条件下 %&’( 都得到了表达，且
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图 ! "#$% 在不同诱导条件下的表达量

&’()! *+,-./’/ 01 234 45674//’0+ -484- 01 "#$% 9+:47
:’11474+2 ’+:9;’+( ;0+:’2’0+/

#：%<=，’+:9;4: >. <?!@ A423,+0-；B：%<=，’+:9;4: >. #@（!C!）

A423,+0-；%：%<=，674D’+:9;4: E’23 FG*;；H：%<=，674D’+:9;4: E’23

FG*;，,+: 234+ ’+:9;4: E’23 ,::’2’0+,- I$J*；!：%<=，’+:9;4: E’23

,::’2’0+,- I$J*；K：#!=，’+:9;4: >. <?!@ A423,+0-；L：#!=，

’+:9;4: >. #@ A423,+0- )

图 K #!=下 "#$% 经不同浓度甲醇诱导后其表达水平

与诱导时间的关系

&’() K J34 74-,2’0+/3’6 >42E44+ 45674//’0+ -484- 01 "#$%
’+:9;4: >. :’11474+2 ;0+;4+27,2’0+/ 01 A423,+0- ,+:

’+:9;’+( 2’A4 9+:47 #!=

产物水平较稳定。但是，在 #@浓度甲醇诱导下，抗

体经过 BH 3 诱导后即获得了大量表达，而经 <?!@
甲醇诱导后，抗体表达在 BH 3 时还没有启动，要经

过 HM3 才开始大量表达。

!"# 酵母表达的单链抗体 $%&’ 与 ())* 结合活

性的检测

将酵母表达的 "#$% 对不同量病毒蛋白和健康

虾血清作 INOP* 分析，结果见图 L。从图中可以看

出，酵母表达的 "#$% 仍然具有很高的与 QPPR 结合

的特异性，INOP* 值随着 QPPR 蛋白浓度的增加而

增高，而与健康对虾血淋巴液不发生反应。

将在毕赤酵母和大肠杆菌 JS# 中分别表达的

单链抗体 "#$%，经 "TP 稀释后调整二者标签 I2,( 的

量一致，然后检测它们对 QPPR 的结合活性。QPPR
的包被量是每孔加入 <?U!( 病毒蛋白。如图 M 结果

所示，在毕赤酵母中表达的单链抗体 "#$% 的 QPPR
结合活性大大高于其在大肠杆菌中表达产物的活

图 L INOP* 检测酵母表达的单链抗体 "#$% 与

QPPR 的结合活性

&’() L INOP* ,//,. 107 >’+:’+( /64;’1’;’2. 20 QPPR >.
/;&8 "#$% 45674//4: ’+ .4,/2

图 M "#$% 分别在毕赤酵母和大肠杆菌中表达后抗体的

QPPR 结合活性比较

&’() M V0A6,7’/’0+ 107 234 ,;2’8’2. 01 /;&8 "#$% >’+:’+(
20 QPPR 45674//4: ’+ " ) #$%&’()% E’23 23,2 ’+ * ) +’,)

性，其原因将在讨论部分详细说明。

’ 讨论

对虾是无脊椎动物，不具备特异性、可记忆性的

免疫系统，不能产生抗体，因此对对虾病毒病的防治

不能像脊椎动物那样，通过接种疫苗获得特异性抵

抗病毒的能力［##］。被动免疫不妨是另一种可以尝

试的研究途径。目前已有很多研究报道，证明用抗

体与 QPPR 在体外保温后，再注射到对虾体内，可以

中和病毒感染的活力［#B W #H］。但在对虾养殖实践中，

靠注射将抗体引入对虾体内是不可行的。而通过饵

料途径将抗体引入对虾体内却是另外一种可以尝试

的方式。单链抗体 "#$% 原初的表达宿主是大肠杆

菌，然而大肠杆菌不是对虾的饵料，对环境也有害，

因此本实验的目的是将 "#$% 基因转到可作为对虾

饵料的酵母中，并实现表达。

本实验选择了 O+8’270(4+ 公司的毕赤酵母作为

宿主细胞。毕赤酵母自从上个世纪 L< 年代被开发

LLU杨 毅等：抗对虾白斑综合症病毒单链抗体 "#$% 基因在毕赤酵母中的分泌表达



用作蛋白表达系统以来，经过不断的完善，已经成为

一种高效表达外源蛋白的重要的宿主细胞。毕赤酵

母具有生长快，易操作，表达量高，培养条件简单，耗

费低廉的特点。本实验中表达的单链抗体 !"#$ 仍

然具有识别 %&&’ 的特异性，而且与大肠杆菌相比，

其结合病毒的活性要大大高于大肠杆菌系统表达产

物。这可能是由于所用大肠杆菌表达菌株是 ()"，

这个菌株对琥珀终止子的识别效率只有 *+,，因此

很大一部分单链抗体是与噬菌体的 !$ 蛋白融合表

达的［"-］，这种融合蛋白虽然也带有标签 ./01，但可

能没有与 %&&’ 结合的活力［2］。酵母表达系统不存

在单链抗体与噬菌体 !$ 蛋白的融合，再加上真核修

饰作用使得抗体在分泌过程中得到了更好的修饰折

叠，从而表现出更高的生物活性。

本实验还尝试用几种方法来提高 !"#$ 的表达

水平。结果发现低温诱导，高渗环境处理（醋酸钾）

诱导前细胞以及诱导培养基中加入 .#(3 对提高蛋

白表达量具有明显的促进作用。甲醇浓度对表达量

影响不大，但是 .45&3 结果显示，"67下，用 ",甲

醇浓度诱导表达经过 *- 8，抗体表达已经达到较高

值并在随后的过程中保持稳定，浓度 +96,甲醇诱

导下蛋白表达要推迟 *- 8。虽然低温对表达具有促

进作用，但是在低温条件下酵母生长较慢，且低温条

件耗费大，对于实际生产不太实用。所以，我们最终

选择 $+7下，酵母细胞经过醋酸钾处理后，再用含

有 .#(3 的 :;;<（含 +96,甲醇）进行诱导。诱导

表达上清夜中抗体的最高表达量约为 $+*=1>4。

本实验结果为开展对虾被动免疫研究提供了新

的抗体来源，为大规模制备抗对虾白斑综合症中和

抗体摸索了一些条件。与原核表达相比，酵母可表

达具有较高生物活性的抗体 !"#$，其病毒中和能力

是否也有很大提高，还有待于进一步确定。
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