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对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒（Infectious
hypodermal & haematopoietic necrosis virus，IHHNV）

1981年首次在美国夏威夷地区养殖的对虾中发现，

对红额角对虾（Penaeus stylirostris）有较高致病性和

死亡率，对凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）可导

致慢性矮小残缺综合症（runt-deformity syndrome，

RDS）[1]。国际兽疫局（OIE）将该病列为“须向OIE申报

的甲壳动物重要疾病”之一[2]。目前国内外对于IHHNV
的研究很多，比如检测方法的研究[3-4]、病毒株基因组

的序列研究[5]、病毒结构蛋白的原核表达[6]等。但是关

于IHHNV结构蛋白真核表达的研究很少。本研究选

用P．pastoris表 达体系来表 达 IHHNV衣壳蛋 白，经

Western blot免疫印迹和ELISA检测分析表达的蛋白

抗原性，证实表达的蛋白具有抗原特异性，为进一步

研制可以快速检测IHHNV的试剂盒奠定基础。

1 材料与方法
1.1 实验材料

毕赤酵母宿主菌GS115、穿梭质粒pPIC9K、大肠

杆菌TOP10F及毕赤酵母多拷贝表达载体试剂盒

Invitrogen公司；感受态细胞 由本实验室制备保

存；酵母基因组DNA提取试剂盒 天根生化科技有限

公司；总病毒DNA抽提试剂盒、质粒DNA抽提试剂盒

泰京生物技术有限公司；PCR产物提取试剂盒、凝
胶DNA提取试剂盒 上海Sangon生物工程有限公司；

His TrapTMFFCrude 5mL GE公司；D-山梨醇 Sigma-
Aldrich公司。
1.2 毕赤酵母分泌型表达载体pPIC9K-IV载体的构建
1.2.1 pPIC9K质粒的提取及双酶切 带有pPIC9K的
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摘 要：对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒是“须向OIE申报的甲壳动物重要疾病”之一。 将该病毒主要结构蛋白

基因克隆至毕赤酵母穿梭表达质粒pPIC9K，构建重组表达载体（命名为pPIC9K-IV），限制性内切酶BglⅡ对其进行酶

切线性化，采用电穿孔法转化到毕赤酵母GS115宿主菌。 采用PCR方法分析和G418筛选来鉴定重组的毕赤酵母，诱导

表达的产物分别进行ELISA分析或Western blot免疫印迹鉴定，分泌表达产物分子量大小为40ku左右，原核表达时制

备的兔抗对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒衣壳蛋白的血清可与真核表达的目的蛋白发生特异性反应。
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Abstract：The infectious hypodermal & haematopoietic necrosis virus is one of the main diseases of the penaeid
shrimp. The gene of coat protein of IHHNV was constructed into Pichia Pastoris secretory expression vectors
pPIC9K，named pPIC9K-IV. The recombinant plasmid pPIC9K-IV was linearized with BglⅡ，and then was
transformed into Pichia Pastoris GS115 by electroporation. After PCR analysis and G418 screening，the pPIC9K-
IV recombinant was expressed with 0.8%（V/V） methanol. The expression product was confirmed by Western
blot and ELISA analysis. The results showed that the coat protein was successfully expressed，its product was
about 40ku，and could recognized specifically by rabbit polyclonal anti-serum.
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菌株DH5ɑ接种于LB平板上（含氨苄青霉素，50μg/mL），

37℃培养过夜，挑取单菌落继续接种于含氨苄青霉素

的液体LB培养基中，37℃培养至对数生长期，收集菌

体，提取pPIC9K质粒DNA。用限制性内切酶AvrⅡ和

NotⅠ同时进行双酶切，37℃孵育约6h。酶切产物电

泳后，采用凝胶DNA提取试剂盒回收酶切的pPIC9K
质粒片段。
1.2.2 目的基因的获取 根据pPIC9K的单酶切位点

AvrⅡ、NotⅠ，本研究设计引物如下：

IV-F9-KavrⅡ（HIS）：5’—CG CCT AGG CAC CAT
CAT CAT CAT CAT ATG TGC GCC GAT TCA ACA
AG—3’

IV-R9-KnotⅠ：5’—CG GCG GCC GC TTA GTT
AGT ATG CAT AAT ATA—3’

下划线部分为酶切位点，斜体部分是引入的6个

组氨酸核苷酸序列，以PET-IV重组质粒[6]为模板，进

行PCR扩增，并将扩增产物进行测序，测序结果无误

后，用限制性内切酶AvrⅡ和NotⅠ对PCR产物进行双

酶切，反应条件同1.2.1。酶切后的产物采用PCR产物

提取试剂盒提取纯化。
1.2.3 双酶切后的pPIC9K质粒和目的基因片段的连

接、转化及鉴定 质粒pPIC9K和目的基因片段按摩

尔比为1∶4的比例用T4连接酶进行连接。将连接产物

转化到E.coli Top10F感受态细胞中，涂布在含有氨苄

青霉素（50μg/mL）的LB琼脂平板上，37℃培养过夜。
挑取单个菌落，采用质粒DNA抽提试剂盒提取质粒。
用PCR方法和限制性内切酶（AvrⅡ和NotⅠ）双酶切

鉴定，结果正确后再进行测序鉴定。
1.3 电击转化线性化的重组表达载体pPIC9K-IV
1.3.1 重组表达载体pPIC9K-IV的线性化 将经过

测序验证正确的含有pPIC9K-IV的E.coli Top10F接

种至200mL LB液体培养基中，采用试剂盒抽提大量

质粒DNA。将10μg的质粒DNA用限制性内切酶BglⅡ
酶切线性化，反应体系如下：重组载体质粒10μg，限

制性内切酶BglⅡ 4μL，10×酶反应缓冲液10μL，加水

至100μL，37℃水浴过夜。酶切产物加入等体积酚/氯
仿/异戊醇（25/24/1，V/V/V）抽提，收集上层液，加入

两倍体积的无水乙醇沉淀回收DNA片段，70%乙醇

洗涤一次，沉淀用无菌水溶解，-20℃保存备用。
1.3.2 毕赤酵母感受态细胞的制备及转化 酵母菌

感受态细胞制备见毕赤酵母多拷贝表达载体试剂盒

说明书。
80μL的毕赤酵母感受态GS115菌体与上述线性

化的重组表达质粒混匀，转入预冷的电转化杯。静置

5min。放置在BIO-RAD电转仪上。转化参数如下：电

容25μF；电压1.5kV；电击时间为4～10ms；电阻200Ω。
电转化后，立即加入200μL预冷的D-山梨醇，分

两种不同浓度的菌液涂布于MD平板，待平板干燥后，

30℃倒置培养2～3d，直至单个菌落出现。
1.4 重组毕赤酵母的PCR分析和G418筛选鉴定
1.4.1 重组毕赤酵母基因组的提取和PCR分析 从

MD平板挑取单个克隆于5mL的YPD培养基上，按酵母

基因组DNA提取试剂盒操作提取酵母基因组，分别使

用5’AOX1、3’AOX1和ɑ-factor等引物配对，对转化

的毕赤酵母重组子进行PCR分析。5’AOX1引物、3’
AOX1引物和ɑ-factor引物序列如下：

5’AOX1引物5’—GAC TGG TTC CAA TTG ACA
AGC—3’

ɑ-factor引物5’—TAC TAT TGC CAG CAT TGC
TGC—3’

3’AOX1引物5’—GGC AAA TGG CAT TCT GAC
ATC CT--3’
1.4.2 遗传霉素G418抗性转化子的筛选 将上述

PCR分析阳性的重组毕赤酵母接种于含遗传霉素

G418浓度分别为0、0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、1.75、2.0、
3.0及4.0mg/mL的YPD平板上，2～5d后，挑选出3～5个

含有多拷贝子 （即在更高浓度遗传霉素G418的YPD
平板上生长良好）的重组毕赤酵母。
1.5 IHHNV衣壳蛋白的真核表达及纯化
1.5.1 IHHNV衣壳蛋白的小量表达 将上述筛选出

的多拷贝子重组毕赤酵母接种于10mL BMGY液体

培养基中，200r/min振荡，30℃培养约18h；5000×g离

心收集细胞。等体积10mL BMMY液体培养基重悬细

胞，200r/min振荡，30℃培养。在培养过程中，每24h补

充一次甲醇，至终浓度为0.8%。在24、48、96、120、144h
等时间点收集发酵液，5000×g离心，取上清用于分析

蛋白表达量。表达产物使用三氯乙酸（TCA）浓缩法

浓缩，采用ELISA法进行分析。
1.5.2 IHHNV衣壳蛋白的大量表达及纯化 将优化

表达的重组毕赤酵母接种于10mL YPD液体培养基

中，200r/min振荡，30℃培养约18h。吸取6mL菌液至

300mL的BMGY中培养约16h，5000×g离心收集细胞。
300mL BMMY重悬细胞，200r/min振荡，30℃，甲醇终

浓度0.8%诱导表达5～6d，5000×g离心收集上清。表达

产物采用TCA浓缩法沉淀，经透析液透析过夜。透析

后的上清液经His Trap亲和层析柱纯化，最后收集目

的蛋白，分别用于SDS-PAGE电泳和Western blot免疫

印迹分析。

2 结果与分析
2.1 PCR扩增IHHNV衣壳蛋白基因

以PET-IV重组质粒 [3]为模板，采用1.2.2所列引

物进行IHHNV衣壳蛋白基因的PCR扩增，得到PCR产

物约为990bp，与实际基因大小相符合（如图1）。PCR
产物测序结果无误。

2.2 重组表达载体的鉴定
将构建的重组载体质粒pPIC9K-IV进行AvrⅡ和

图1 PCR扩增目的基因片段

Fig.1 PCR amplification products
注：M：100bp标准分子量；1：PCR扩增的目的基因；2：空白对照。

———1500bp
———1000bp

1 2 M

68



研究与探讨

2012年第13期

Vol . 33 , No . 13 , 2012

NotⅠ双酶切，电泳检测结果显示酶切前和酶切后的

条带大小跟实际大小一致（如图2）。将pPIC9K-IV质

粒测序，测序结果准确。

2.3 重组表达载体转化至毕赤酵母GS115MD平板

和G418筛选后YPD平板上的生长
重组质粒pPIC9k-IV利用电穿孔法转化到毕赤

酵母GS115后，涂布于MD平板上30℃培养，转化的重

组酵母在不含组氨酸的MD平板上，大多数为单个菌

落生长（如图3）。PCR分析阳性的重组毕赤酵母接种

于含遗传霉素G418浓度为3.0mg/mL的YPD平板上的

生长情况（如图4）。

2.4 重组毕赤酵母小量表达产物的ELISA分析
本研究为实现表达的高效性，优化探索最佳的表

达条件，多次反复实验诱导表达的温度和振荡速度，

最后选择了较合适的诱导表达温度（30℃）和振荡速

度（200r/min）。在利用甲醇进行小量表达过程中，甲

醇的诱导终浓度初步实验为由0.5%，后逐步提高到

0.7%，甚至提高到1.5%，最后筛选确定了诱导表达甲

醇终浓度为合适的0.8%。
实验所用兔抗多克隆抗体是本实验室原核表达

的IHHNV衣壳蛋白[6]（已鉴定）纯化后免疫兔所得。经

甲醇小量诱导表达的目的蛋白量随时间表达量的变

化（如图5所示）在第6d达到最大值。表达产物经TCA

法浓缩沉淀后，采用ELISA法分析，表达产物能够与

兔抗IHHNV血清发生特异性反应。

2.5 重组毕赤酵母大量表达产物的Western blot免
疫印迹分析结果

将筛选出的阳性多拷贝子重组毕赤酵母经甲醇

诱导大量表达，表达产物采用TCA浓缩法沉淀，透析

后的上清液经His Trap亲和层析柱纯化，纯化后的目

的蛋白用Western blot免疫印迹分析（结果如图6），在

40ku左右处有明显条带，与推导的目的蛋白大小一

致。而阴性对照GS115-PIC9K在40ku左右处无条带，

结果表明真核表达的蛋白可以与兔多抗血清发生反

应，毕赤酵母GS115成功表达了目的基因。

3 结论与讨论
P．pastoris真核表达系统不仅具有原核生物生长

快、操作简便、成本低的特点，同时又具备哺乳动物

细胞的翻译后加工和修饰的功能，可表达有生物活性

的蛋白[7]，是比较成熟的真核表达系统。毕赤酵母表达

外源蛋白有胞内表达和胞外分泌型表达两种方式[8，10]。
IHHNV衣壳蛋白为糖基化蛋白，故本研究使用分泌型

表达载体pPIC9K，这种载体含有Amp基因和Kan基

因，能够很好的用于筛选标记。表达载体中的抗性基

因对遗传霉素G418有抗性，改变遗传霉素G418的浓

度可筛选出多拷贝转化子[9，11-12]。本研究将PCR鉴定

阳性的重组毕赤酵母接种于含遗传霉素G418的YPD
平板上，通过浓度的不同来筛选出含有多拷贝子的重

组毕赤酵母。同时该载体含有启动子AOX1基因，能

够高效诱导外源基因表达[9，13]。
在对IHHNV衣壳蛋白进行原核表达的基础上，

利用毕赤酵母表达系统对该蛋白进行真核表达。在

图3 MD平板上生长的重组毕赤酵母

Fig.3 Recombinant clones of Pichia Pastoris on MD plates

图4 含G418的YPD平板上筛选出的重组毕赤酵母

Fig.4 Recombinant clones of Pichia Pastoris on YPD plates
containing G418

图5 重组酵母表达产物OD492值时间变化曲线

Fig.5 OD492 values variation with time of expressed proteins in
recombinant
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图6 纯化重组蛋白的Western blot分析

Fig.6 Western blot analysis of purified recombinant proteins
注：M为预染蛋白Marker；1：空载体毕赤酵母表达的蛋白；

2：纯化的重组蛋白。

1 2 M

———49ku

———35ku

———26ku

———19ku

图2 重组质粒pPIC9K-IV的酶切鉴定

Fig.2 Restriction endonuclease analysis of recombinant vectors
注：M：1Kb标准分子量；1：pPIC9K-IV质粒；2：pPIC9K-IV酶切

（AvrⅡ/NotⅠ）。

500bp———
1000bp———

M 1 2
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研究这两种表达的过程中发现真核表达有很多优于

原核表达的方面：酵母细胞毒性较小；繁殖的速度很

快；毕赤酵母表达系统的表达载体能整合外源基因于

酵母核蛋白组中；最不同于原核表达系统的是，真核

表达系统表达出的蛋白具有生物活性。本研究设计

实验方案时倾向于采用Mut+型转化子，分泌表达载体

选用pPIC9K，工程菌株选用GS115，重组蛋白进行胞

外表达，实现了对虾IHHNV病毒衣壳蛋白在毕赤酵母

中的高效表达。IHHNV在毕赤酵母中高效表达，为制

备该病毒的检测试剂盒提供了必须的技术保障。试

剂盒检测特异性高，简单快速，稳定易于操作，而且

一次可以检测大批样品，对检测工作来说具有很大的

应用前景。
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