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摘要$ 使用 W28713‘/%H# 软件预测信号肽剪切位点!设计引物扩增建鲤"!0>*#$)&6+*>#(S1E*P#+$#,%>4#$ 基
因"P,2<1SA$! P,2<1SF#不含信号肽的 Z\a区域& 扩增产物分别连接到 D.R/+"1" r#和 DO=h/%R/$ 原核
表达载体!构建重组质粒!测序验证插入位点的正确性& 将重组质粒转化大肠杆菌 GV"$"X.+#!经 g‘RO

诱导表达重组蛋白 D.R/+"1" r#bk3V.‘/M$! D.R/+"1" r#bk3V.‘/G和 DO=h/%R/$bk3V.‘/M$! DO=h/%R/$b
k3V.‘/G& 结果表明!在 +Ao和 $ 00)3bVg‘RO的条件下诱导 - ;!重组蛋白表达量最大& WXW/‘MO.电
泳显示重组蛋白主要以可溶蛋白形式存在& 这一结果为后续的建鲤 ,%>4#$ 基因功能研究奠定了基础&

关键词!建鲤%2%>4#$%载体%原核表达
中图分类号!LAJ,!文献标识码!M!文章编号!#"-#/+",+""#$%##$/-$/#,

.)01,(%4,/)0-068L3(#11/)0)*=2/#$%",)&#/$* I-(G?$&%.(/-$%
/0!=) T()S-(5),/48L3(#11/)0+#4,)(1

RM(OP)78/_12!Vgd217/V27!VgY)78/B21!Pjd</Y<1!

;%02+3(*+4(*0(-R*%&"K+4%*R#&"%*#%&+$? C%*G>,+&GD%&()*6%&94#,#@+4#($! E#$#&4*0(-A/*#6),4)*%!

R*%&"K+4%*R#&"%*#%&D%&%+*6" !%$4%*! !"#$%&%A6+?%G0(-R#&"%*076#%$6%! T)=#!"$%#J$!!"#$+

;’1,(-4,$ R;=:28713D=D62>=?3=1S18=)T!0>*#$)&6+*>#(S1E*P#+$ V.‘/M$ "k3V.‘/M$# 17> V.‘/G"k3V.‘/G#
:26=:4=E=2>=762T2=> F@W28713‘/%H# :)T641E=*M7> D12E:)TDE20=E:4=E=>=:287=> 6)10D32T@6;=P,,%>4#A$ +$?
P,,%>4#$FZ\aE=82)7 426;)<66;=:28713D=D62>=:=5<=7?=*R;=10D32T2?162)7 DE)><?6:4=E=32816=> 276)6;=
DE)]1E@)62?=hDE=::2)7 S=?6)E)TD.R/+"1" r# 17> DO=h/%R/$ E=:D=?62S=3@! 17> 6;=E=?)0F27162)7 D31:02>1
4=E=?)7:6E<?6=>*R;=D31:02> :=5<=7?=41:?)7T2E0=> F@:=5<=7?27817> 6E17:T=EE=> 276)6;=;):6F1?6=E21!
<&6"%*#6"#+ 6(,#GV"$ "X.+#*R;=E=?)0F27176DE)6=27:)TD.R/+"1" r#bk3V.‘/M$! D.R/+"1" r#bk3V.‘/G!
DO=h/%R/$bk3V.‘/M$ 17> DO=h/%R/$bk3V.‘/G4=E=;28;3@=hDE=::=> F@27><?62)7 426; g‘RO*R;=)D620<0
?)7?=76E162)7 )Tg‘RO41:$ 00)3bVT)E- ; 16+Ao*R;=E=?)0F27176DE)6=27:01273@=h2:6=> 27 :)3<F3=T)E0
1:E=S=13=> F@WXW/‘MO.=3=?6E)D;)E=:2:1713@:2:*R;=E=:<36:DE)S2>=> <:=T<327T)E0162)7 T)EE=:=1E?; )7
P,,%>4#$ T<7?62)7*
<#5 =)(61$ !0>*#$)&6+*>#(S1E*P#+$% 2%>4#$% [=?6)E% ‘E)]1E@)62?=hDE=::2)7

!!瘦素"3=D627#是 (3%&%基因表达的产物!在
哺乳类动物上由成熟的脂肪组织分泌!通过血
液循环透过血脑屏障!作用于下丘脑内的 3=D627
受体!从而将外周信号反馈至中枢!调控动物能
量动态平衡’葡萄糖与脂肪的代谢以及摄食
"M;201=613*$&&,! R178"##J#& 在鱼类上!目
前已克隆出了绿色河豚"M%4*+(?($ $#/*(:#*#?#&#
"_<E)]141=613*"##- #’斑马鱼 "H+$#(*%*#(#

"O)E2::=7 =613*"##& #’青鳉 "8*0@#+&,+4#>%&#
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"_<E)]141=613*"##& #’虹鳟 "8$6(*"0$6")&
G0L#&&# "Q<E1:;261=613*"##J #’ 大 西 洋 鲑
" 7+,G(&+,+*# "RE)0F3=@=613*"#$$ #’海鲈
"E(*($%&+=+4#,#&#"N)7 =613*"#$"#’点带石斑
鱼"<>#$%>"%,)&6(#(#?%&# "i;178=613*"#$+#等
鱼类 ,%>4#$ 基因& 序列分析显示鱼类 3=D627 分
为两类 "V=D/M和 V=D/G#!序列相似性较低
"O)E2::=7 =613*"##&! _<E)]141=613*"##&!
i;178=613*"#$+#&

在鱼类上!主要通过观察重组 3=D627 对鱼类
摄食的影响来研究 3=D627 功能& 腹腔注射重组
草鱼"!4%$(>"+*0$/(?($ #?%,,)&#3=6D27 后!草鱼出
现厌食症"V2=613*"#$##& 腹腔注射重组虹鳟
3=D627 后!虹鳟摄食量受到抑制"Q<E1:;261=613*
"##J#& 这些研究结果表明!原核表达的重组
3=D627!经提取纯化后!具有生物活性!能抑制鱼
类的摄食& 在金鱼"!+*+&&#)&+)*+4)&#上!外周注
射 3=D627 也使金鱼摄食量减少!但剂量比中枢注
射要高!这表明 3=D627 主要在大脑中行使功能!
控制能量动态平衡"[)3])TT=613*"##+#&

建鲤"!0>*#$)&6+*>#(S1E*P#+$#是中国水产
科学研究院淡水渔业研究中心培育出的鲤鱼品
种!具有生长快’体型优’适应性与抗病力强等
优点"张建森等 "##A#& 在建鲤的遗传改良方
面!主要侧重于生长这个重要的经济性状 "陶
文静等 "#$$!李红霞等 "#$"!魏可鹏等 "#$"#!
目前还未开展摄食因子 3=D627 的相关研究!而
摄食与饲料转化率相关& 饲料转化率指消耗单
位饲料重量与所得到的动物产品重量的比值!
直接影响着养殖成本!这必将是鱼类育种的一
个新方向& 建鲤 ,%>4#$ 基因已克隆!本研究在
此基础上构建了 ,%>4#$ 基因的 D.R/+"1" r#和
DO=h/%R/$ 原核表达质粒!并在 GV"$ "X.+#大
肠杆菌"<&6"%*#6"#+ 6(,##中得到高效表达!为进
一步研究 ,%>4#$ 在建鲤摄食调控中的功能奠定
了基础&

>?材料与方法

>@>?材料
>@>@>!载体和菌株!原核表达载体 D.R/+"1

" r#和 DO=h/%R/$’大肠杆菌 GV"$ "X.+#和大
肠杆菌 XY-*为本实验室保存&
>@>@A!主要试剂!<6(\!’O"(!’J6(!’M+B
X(M聚合酶’DQX$J/R载体’R% X(M连接酶’
g‘RO购自大连 R1]1E1公司& X(M凝胶回收和
质粒纯化试剂盒购自上海申能博彩生物技术有
限公司& 蛋白分子量标准’考马斯亮蓝 \"-#
和 WXW/‘MO.试剂等购自上海生工生物工程有
限公司&
>@A?方法
>@A@>!P,2<1SA$ 和 P,2<1SF基因编码区的‘C\
扩增!根据已克隆到的 P,2<1SA$ "O=7G17] 登
录号$ _C%&,#$A#’P,2<1SF"O=7G17] 登录号$
_C%&,#$&# ?X(M全序列以及翻译的氨基酸序
列!应用 W28713‘/%H# 软件 " ;66D$bb444*?F:*
>6<*>]b:=ES2?=:bW28713‘b#进行蛋白质信号肽序
列的预测& 根据信号肽剪切点位置!设计用于
扩增基因不含信号肽的编码区部分"包括终止
密码子 RMM#的引物!并在引物的 -n和 +n端序
列分别引入新的酶切位点 J6(!和 <6(\! ,匹
配 D.R/+"1" r#载体-!<6(\! 和 O"(! "匹配
DO=h/%R/$#!以便于基因的酶切和定向克隆&
所有引物由上海博尚生物技术有限公司合成
"表 $#&

表 >?用于原核表达载体构建的引物序列
!-’9#>?!"#3(/&#(1%1#6/04)01,(%4,/)0)*

3()S-(5),/4#L3(#11/)0I#4,)(

引物 ‘E20=E 引物序列 W=5<=7?="-n’+n#
k3V.‘/M$a$ "‘$# CMROCCMROOCMRRCCCMRRCMRRCMOMRMOCCR
k3V.‘/M$\$ "‘"# CCOOMMRRC!!;OCMOCRRRRCMMCROORC
k3V.‘/M$a" "‘+# CCOOMMRRCMRRCCCMRRCMRRCMOMRMOCCR
k3V.‘/M$\" "‘%# CCOCRCOMO!!;OCMOCRRRRCMMCROORC
k3V.‘/Ga$ "‘-# CMROCCMROOCMRCCCMORRCMRCCOOMRMOC
k3V.‘/G\$ "‘,# CCOOMMRRC!!;OCMOCRRRRCMMMROORC
k3V.‘/Ga" "‘A# CCOOMMRRCMRCCCMORRCMRCCOOMRMOC
k3V.‘/G\" "‘J# CCOCRCOMO!!;OCMOCRRRRCMMMROORC

!!J6(!!O"(!和 <6(\!酶切位点用下划线标出!反向引物
的终止密码子用粗体字标出&

J6(!!O"(!17> <6(\!E=:6E2?62)7 :26=:4=E=01E]=> F@
<7>=E327=% 6;=:6)D ?)>)7 )TE=S=E:=DE20=E:4=E=27 F)3>*

!!分别以 ,%>4#$ 基因克隆时构建的质粒
DQXbP,2<1SA$ 和 DQXbP,2<1SF为模板!利用
M+BX(M聚合酶进行 ‘C\扩增!反应条件均为
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&%o + 027!然后 +# 个循环 " &%o +# :!-Jo
+# :!A"o $ 027#!最后 A"o $# 027& ‘C\产
物经 $H#^琼脂糖凝胶电泳分离!胶纯化试剂
盒回收两目的基因&
>@A@A!重组质粒的构建!将以上获得的目的
基因和表达载体 , D.R/+"1" r#和 DO=h/%R/$-
分别用 J6(!和 <6(\!!以及 <6(\!和 O"(!
双酶切!酶切产物分别经 $H#^琼脂糖凝胶电
泳分离!胶纯化试剂盒回收& 经纯化的目的
X(M片段分别与载体在R% X(M连接酶的作用
下进行连接& 连接产物转化至大肠杆菌 XY-*
感受态细胞!菌落 ‘C\鉴定阳性克隆!质粒送
上海博尚生物技术有限公司测序&
>@A@B ! 重组质粒 D.R/+"1" r#bk33=D627 和
DO=h/%R/$bk33=D627 的原核表达!将测序鉴定后
的重组质粒 D.R/+"1" r#bk33=D627 和 DO=h/%R/
$bk33=D627 分别转入大肠杆菌 GV"$ "X.+#感受
态细胞!挑单菌落接种于含 M0D r的 VG液体培
养基中!于 +Ao培养过夜!次日以 $v-# "体积
比#转接至新鲜 VG液体培养基"含 $## )8b0V
M0D!#H,^葡萄糖#!+Ao!"## Eb027 培养菌液
至 M,##为 #H- ’#HA 时!加入 g‘RO至终浓度为
$ 00)3bV!+Ao下依次诱导 " ;’+ ;’% ;’- ;&
以未经 g‘RO诱导的重组质粒以及 g‘RO诱导
的空表达载体作阴性对照!进行 $"^ WXW/
‘MO.电泳!考马斯亮蓝染色和脱色&

>@A@C! DO=h/%R/$b3=D627 融合蛋白的鉴定!大
量诱导表达的菌体 "标注为 W$#!经离心收集
"- ### Eb027! %o离心 - 027#!$ p‘GW 重悬菌
体后加终浓度为 $ 8bV的溶菌酶在冰上消化
+# 027& A +## Eb027 %o离心 $# 027!取上清!
标注为 W"& 沉淀重悬于含 $^的 RE26)7/B/$##
的 $ p‘GW 溶液中! %o 混合 $# 027! 离心
$# 027!取上清!标注为 W+& W$’W" 和 W+ 各加
入等体积的 " pWXW 上样缓冲液!煮沸变性后
等量上样!进行 WXW/‘MO.’考马斯亮蓝染色和
脱色&

A?结果与分析

A@>?建鲤 9#3,/0氨基酸的信号肽序列分析?
运用 W28713‘%H# 软件在线预测建鲤 3=D627 氨基
酸的信号肽序列& k3V.‘/M$’k3V.‘/G信号肽长
度均为 "# 个氨基酸!剪切位点都位于第 "# 和
"$ 个氨基酸之间"图 $#&
A@A?建鲤 ’(/-$%基因编码区$不含信号肽%的
T.Y扩增?以建鲤质粒 DQX$Jb3=D627 为模板!
用引物 ‘$ ’‘J 分别扩增建鲤 ,%>4#$ 基因编码
区"不含信号肽#的序列!得到与目的片段大小
一致的条带!其中 ‘$b‘" 和 ‘+b‘% 引物对扩增
P,2<1SA$ 条带大小分别为 %A, FD’%A- FD%‘-b
‘, 和‘Ab‘J 引物对扩增 P,2<1SF条带大小分别
为 %,A FD’%,- FD"图 "#&

图 >?建鲤 9#3,/01氨基酸的信号肽分析
F/:G>?;0-951/1)*3#3,/6#1#H%#04#)*[9\8TN;> -06[9\8TNO

1*k3V.‘/M$% F*k3V.‘/G
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图 A?建鲤’(/-$%基因编码区$不含信号肽%的T.Y扩增
F/:GA?T.Y-&39/*/4-,/)0)*’(/-$%XYF1

#L49%6/0: 1/:0-93#3,/6#/0=2/#$%",)&#/$* I-(G?$&%
Q*XV"### X(M分子量标准%$*P,2<1SA$ 基因片段 "‘$b‘"

引物对扩增# %"*P,2<1SA$ 基因片段"‘+b‘% 引物对扩增# %+*

P,2<1SF基因片段"‘-b‘, 引物对扩增# %%*P,2<1SF基因片段

"‘Ab‘J 引物对扩增# &

Q$*XV"### X(M01E]=E% $*‘C\DE)><?6)TP,2<1SA$ F@‘$

17> ‘"% "*‘C\ DE)><?6)TP,2<1SA$ F@‘+ 17> ‘%% +*‘C\

DE)><?6)TP,2<1SFF@‘- 17> ‘,% %*‘C\DE)><?6)TP,2<1SFF@

‘A 17> ‘J*
!

A@B?重组质粒 38!NBA-$ ]% 9̂#3,/0和 3M#LN
C!N> 9̂#3,/0的构建及鉴定?将含有目的基因
的质粒和表达载体分别用相对应的限制性内切
酶进行酶切!酶切产物经 R% X(M连接酶连接
后!转化到 XY-1感受态细胞!菌落 ‘C\鉴定
阳性克隆后!送生物公司测序!测序引物分别为
W*618"-n/OMMCOCCMOCMCMROOMC/+n#和
DO=h/-"-n/OOOCROOCMMOCCMCORRROO
RO/+n#& 测序结果表明!所构建的重组质粒序
列正确!插入载体位点正确!能按正常阅读框翻
译出目的基因&
A@C?重组质粒 38!NBA-$ ]% 9̂#3,/01和 3M#LN
C!N> 9̂#3,/01的原核表达? WXW/‘MO.电泳结
果显示!在 +Ao经 g‘RO诱导表达 - ;!重组质
粒表达量达到最高& 重组质粒 D.R/+"1" r#b
k3V.‘/M$ 和 D.R/+"1" r#bk3V.‘/G在约 +& ]<

处出现一条明显的条带 "图 + #& 重组质粒

图 B?含 38!NBA-$ ]%载体的融合蛋白

在不同时间下诱导表达分析
F/:GB?;0-951/1)**%1/)03(),#/0/049%6/0:

38!NBA-$ ]% I#4,)(#L3(#11#6-,6/**#(#0,,/&#1
1*D.R/+"1" r#bk3V.‘/M$%F*D.R/+"1" r#bk3V.‘/G*

$*未加 g‘RO诱导的融合蛋白% "*g‘RO诱导的 D.R/+"1

" r# % + ’-*为融合蛋白在 +Ao下 g‘RO分别诱导 + ;’% ;’

- ;% 箭头示目的蛋白&

$*a<:2)7 DE)6=27 <727><?=> F@g‘RO% "*D.R/+"1" r#

27><?=> F@g‘RO% + e-*a<:2)7 DE)6=27 27><?=> F@g‘ROT)E+

;! % ;! - ;! E=:D=?62S=3@% R1E8=6DE)6=27:4=E=:;)4=> F@

1EE)4:*
!

DO=h/%R/$bk3V.‘/M$ 和 DO=h/%R/$bk3V.‘/G在
约 %- ]< 处出现一条明显的条带"图 %#&
A@D?3M#LNC!N> 9̂#3,/01融合蛋白的鉴定?分
别将总蛋白 W$!破碎细胞后的上清蛋白 W" 以
及沉淀蛋白 W+ 煮沸变性后等量上样!进行
WXW/‘MO.’考马斯亮蓝染色和脱色操作& 结果
发现在上清液以及沉淀中均有目的蛋白!而且
上清液中的蛋白浓度大于沉淀中的蛋白浓度
"图 -#&

B?讨?论

本文选用了两种原核载体 D.R/+"1" r#和
DO=h/%R/$!一个含有 Y2:标签!一个含有 OWR
标签!都方便于蛋白的纯化回收& 构建的 D.R/
+"1" r# 融合蛋白表达后!含有 REh融合蛋白
$$HA ]<!一个 Y2:标签 #HJ ]<!一个 W/R18
$HA ]<!目的蛋白与 REh蛋白融合表达时连接
两蛋白部分的分子量 -H$ ]<!加上目的蛋白
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图 C?含 3M#LNC!N> 载体的融合蛋白

在不同时间下诱导表达分析
F/:GC?;0-951/1)**%1/)03(),#/0/049%6/0:

3M#LNC!N> I#4,)(#L3(#11#6-,6/**#(#0,,/&#1
1*DO=h/%R/$bk3V.‘/M$% F*DO=h/%R/$bk3V.‘/G*

Q*蛋白质分子量标准%$ ’%*为融合蛋白分别在 +Ao下

g‘RO分别诱导 " ;’+ ;’% ;’- ;% -*未加 g‘RO诱导的融合

蛋白% ,*g‘RO诱导的 DO=h/%R/$% 箭头示目的蛋白&

Q*DE)6=27 01E]=E% $ e%*T<:2)7 DE)6=27 27><?=> F@g‘ROT)E"

;! + ;! % ;! - ;! E=:D=?62S=3@% -*T<:2)7 DE)6=27 <727><?=> F@

g‘RO% ,*DO=h/%R/$ 27><?=> F@g‘RO% 61E8=6DE)6=27:4=E=

:;)4=> F@1EE)4:*
!

$&H" ]<!融合蛋白总的分子量约为 +& ]<!与图
+ 的结果一致!这表明本文构建的 D.R/+"1
" r#融合蛋白表达出了目的基因& DO=h/%R/$

融合蛋白表达后!OWR标签约为 ", ]<!加上目
的蛋白 $&H" ]<!融合蛋白总的分子量约为
%- ]<!与图 % 的结果一致!这说明本文构建的
DO=h/%R/$ 融合蛋白同样也表达出了目的
基因&

在原核生物中!基因没有区域间隔!边转录
边表达!信号肽不能被细胞识别切除!影响蛋白
的空间结构!蛋白质不能正确折叠!导致蛋白活
性也改变& 另外原核生物本身的基因中是不存
在信号肽序列的!目的基因信号肽序列中的密
码子对原核生物来说可能是稀有密码子!影响
其表达& 而且信号肽大多是疏水性的!溶解性
较差!表达后容易形成包涵体!影响后续的蛋白
纯化"_<E<?U=613*$&&-! Y<178=613*"#$"#&

在构建原核表达质粒时!需要进行信号肽预测!

本文构建的原核表达质粒均不含信号肽& 从

图 D?含 3M#LNC!N> 载体的融合蛋白的表达分析
F/:GD?8L3(#11/)0-0-951/1)*(#4)&’/0-,/)03(),#/0

/049%6/0: ,"#3()S-(5),/4I#4,)(3M#LNC!N>
Q*蛋白质分子量标准% $*诱导 DO=h/%R/$bk3V.‘/M$ 后的总

蛋白% "’+*诱导 DO=h/%R/$bk3V.‘/M$ 裂解后的上清和沉淀%

%*未诱导的 DO=h/%R/$bk3V.‘/M$% -’$#*g‘RO诱导后的 DO=h/

%R/$% ,*诱导 DO=h/%R/$bk3V.‘/G后的总蛋白% A’ J*诱导

DO=h/%R/$bk3V.‘/M$ 裂解后的上清和沉淀% &*未诱导的

DO=h/%R/$bk3V.‘/G% 箭头示目的蛋白&

Q*DE)6=27 01E]=E% $*6)613DE)6=27 )T27><?=> DO=h/%R/$bk3V.‘/M$%

" e+*:<D=E71617617> DE=?2D26162)7 )T27><?=> DO=h/%R/$bk3V.‘/

M$% %*<727><?=> DO=h/%R/$bk3V.‘/M$% -!$#*27><?=> DO=h/%R/$%

,*6)613DE)6=27 )T27><?=> DO=h/%R/$bk3V.‘/G% A eJ*:<D=E716176

17> DE=?2D26162)7 )T27><?=> DO=h/%R/$bk3V.‘/G% &*<727><?=>

DO=h/%R/$bk3V.‘/G% 61E8=6DE)6=27:4=E=:;)4=> F@1EE)4:*
!

DO=h/%R/$ 载体的融合蛋白的表达分析上看!融
合蛋白主要存在于上清中!这有利于后续的
OWR标签蛋白纯化&

在诱导温度’诱导时间以及 g‘RO浓度上!
不同的载体可能会出现不同的结果!低温通常
会减少包涵体的形成"冯海洋等 "#$$#& 在本
研究中!采用 +Ao’$ 00)3bV的 g‘RO’- ; 的诱
导条件!能诱导出目的蛋白!而且目的蛋白主要
存在于上清中!这为后续的蛋白纯化以及 3=D627
的功能研究奠定了基础&
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