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摘 要 提取猪卵巢总 .*9，用 .AO\H.方法克隆了猪 X’((1B;=;1F 04*9的完整开放阅读框，长 ?#@N 6:。将 X’((1B;=;1F 04*9连接
到原核表达载体 :YPTO"AO@ 中，转化大肠杆菌 IM!?（4P@），以 V\AY 诱导，进行了 YZAOXZ 融合蛋白表达。用 Z4ZO\9YP 和
]/B;/7F杂交检测，结果显示在 $@D4处有特异性表达蛋白。

关键词 .AO\H.，猪 X’((1B;=;1F 04*9，原核表达
中图分类号 .@[!^?? 文献标识码 9 文章编号 ?###O@#$?（!##$）#"O#$%%O#8
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动物肌肉发育不仅依靠激素调节，而且某些组

织特异性效应因子也影响肌肉发育。肌肉生长抑制

素（<-’B;=;1F）就是一种新近发现的重要效应因子［?］，
因此许多能缓解肌抑素作用的措施都能有效刺激肌

肉的发育［!，@］。X’((1B;=;1F（XZ）———卵泡抑制素，对垂
体促卵泡素（XZS）具有抑制作用，故又名为 XZS抑
制 蛋 白（ XZSOB,::7/BB1FE :7’;/1F， X’((1B;=;1F）［"］。
X’((1B;=;1F是 AYXO"超家族中许多成员的抑制蛋白，



属分泌型多肽。以往的研究发现：!"##$%&’&$(在细胞
间的通讯中起介导作用；可有效诱导软骨的形

成［)，*］；在胚胎发生过程中，对中胚层的形成有诱导

作用［+］；在神经组织的分化及器官的发生中发挥重

要作用［,］。近几年的研究结果显示：!"##$%&’&$(对肌
肉生长抑制因子 -."%&’&$(有抑制作用［/］。基于其重
要的生理功能，本研究将以我国主要的家畜品系猪

作为研究对象，克隆其 !"##$%&’&$( 0123 的完整编码
框序列，并在大肠杆菌 4567（189）中进行 :;<=!;融
合蛋白的表达，该表达产物可作为饲料添加剂，以

期达到促进猪肌肉持续增长的目的。本研究内容在

国内尚未见相关的研究报道。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种、试剂、质粒：载体 >:8-=<、>:8?=@<=9
购自 AB"CDE’公司；大肠杆菌菌株 4567（189）、感受
态菌株 1F)!均购自天为时代公司；限制性内切酶、
<@ 123 连接酶、碱性磷酸酶底物 24<和 4GHA、HA<:
和 ?=E’#等试剂均购自 :$I0"公司；丙烯酰胺、2，2=
亚甲叉双丙烯酰胺、鼠抗 !"##$%&’&$( 单抗均为 ;$EC’
公司产品。

!"!"# 动物材料：实验中所用的黑猪卵巢取自精气
神公司动物养殖基地。

!"# 方法
!"#"! J23的提取、J<=AGJ及片段的克隆：取新鲜
黑猪卵巢经 A4;冲洗后，置于液氮中冷冻并进行研
磨。用 K$’ED(公司 J2D’%. -$($ L$&进行 &"&’# J23的
提取。具体操作按 AB"&"0"#进行。用 @M"5无菌水洗
脱柱体，获得了高质量的 J23产物。
参照牛 !"##$%&’&$( 0123序列和猪 !"##$%&’&$(基因

序列进行 AGJ 引物设计。利用 G#"(&D0N 公司的
;C’B& J3G8 0123 3C>#$O$0’&$"( L$&进行逆转录，合成
0123。并进行 9PJ3G8，经 AGJ扩增得到 7Q7RI 的
产物。AGJ 产物经低融点胶回收，与克隆载体
>:8-=<连接，转化 1F)!，经蓝白斑筛选，对阳性克
隆进行 123测序分析。
!"#"# 表达质粒的构建：在引物 )P端引入合适的酶
切位点 !"##、$%&#，将测序正确的 AGJ产物以 !"#
#、$%&#进行酶切，低融点胶回收片段，酶切回收
后的 !"##$%&’&$( 0123 与经 !"##、$%&#酶切回收后
的载体 >:8?=@<=9 连接，构建重组质粒 >:8?=!;。
将连接产物转入 1F)!，经酶切鉴定连接正确。
!"#"$ !"##$%&’&$( 0123在大肠杆菌中的表达：将鉴

定过的原核重组表达质粒和空质粒分别转化宿主菌

4567，涂布于含有相应抗生素的 54琼脂培养板上，
9+S培养 7M T 7*N。挑选 @ T *个单菌落分别接种到
含相应抗生素的 )C5 54管中，于 9+S剧烈摇动培
养 , T 76N；同时挑取空质粒所转化菌株作为对照。
取上述培养物按 7 U 6M的比例接种到两个含抗生素
的 )C5新鲜 54管中，9+S剧烈摇动培养 7 T 7Q)N，
使菌液的 ’(*MM达到 MQ* T MQ,。向上述其中一个转
接管中加入终浓度为 MQ7 T 7CC"#V5的 HA<:，9+S继
续培养 9 T @N。另一管为非诱导对照。
!"#"% 聚丙烯酰胺凝胶变性电泳（;1;=A3:8）和蛋
白质印记（WD%&DB( I#"&）分析：选择适当条件用 HA<:
诱导表达，收集培养液，)MMMBVC$( 离心 7MC$(，弃上
清。用 A4;漂洗菌体沉淀。按照 )C5VE的量用 A4;
（或结合缓冲液）重悬菌体沉淀，冰浴下进行超声破

碎细胞。于 @S以 76 MMME的转速离心 6MC$(，取离
心后的菌液上清直接进行 ;1;=A3:8检测，以考马
斯亮蓝染色。

;1;=A3:8电泳后，将凝胶放入电转缓冲液中，
将蛋白电转移至硝酸纤维素膜上，然后进行抗原与

抗体反应。一抗为鼠抗 !"##$%&’&$( 单抗，二抗为碱性
磷酸酶标记的兔抗鼠抗体。

# 结果

#"! &’(()*+,+)- ./01的克隆及测序
采用 G#"(&D0N 公 司 的 ;C’B& J3G8 0123

3C>#$O$0’&$"( L$& 进行逆转录。参照 )&##*+,",*- 基因
家族 0123的 )P和 9P端序列，设计合成两条引物，以
合成的 0123 为模板进行 AGJ 扩增。电泳结果显
示，AGJ 产物中有多条非特异带，随后我们又以该
AGJ产物为模板，进行了 AGJ扩增，最后获得 7Q7RI
左右的 123条带（图 7）。目的片段经琼脂糖凝胶电
泳切胶纯化回收后，与克隆载体 >:8-=<连接，转化
1F) ’ 菌，经蓝白斑筛选，将经酶切鉴定的阳性克隆
送检测序。将测序结果与 :D(4’(R进行 4#’%&比对，
比对结果表明：该 7Q7RI 的片段为猪 !"##$%&’&$(
0123。该序列与牛 !"##$%&’&$( 0123 有 /)X的同
源性。

)&##*+,",*- 0123及其编码蛋白的序列如图 6所
示，用翻译的氨基酸序列比较 AB"%$&D数据库后发现
它还具有一些基本功能序列，如 ALG 磷酸化位点
等。这是一个长 7M9,I>的 !"##$%&’&$( 0123序列，由
7M96I>的完整开放读框，)I>的 )P非编码区组成，编
码 9@@ 个氨基酸。经计算机搜索 8-45V:D(4’(RV

,+* .%*-/+/ 0&12-"# &3 4*&,/5%-&#&67 生物工程学报 6MM*，Y"#Q66，2"Q@



图 ! "#$扩增的 %&’’()*+*(, -./0电泳图
%(12! "#$ 3&4 %&’’()*+*(, -./0

5：.67888 ./0 9+4:;4；!："#$ <4&=>-*(&,2

图 7 猪 %&’’()*+*(, -./0及编码的蛋白序列
%(127 />-’;&*(=; +,= =;=>-;= +9(,& +-(= );?>;,-; &3 "&4-(,; %&’’()*+*(, -./0

..@A数据库确认该 -./0 与牛、羊 %&’’()*+*(, -./0
的同源性较高，命名为 "%B即猪 %&’’()*+*(,，并已登陆
C;,@+,:，其全序列的接受号为 0A DEFG8!。该基因

在距离起始密码子 0HC上游 I F区和下游 J K区位
上分别是 0和 C，这种围绕启始密码子的序列特征
是高效转录基因启始的一致信号，因而进一步证实

%&’’()*+*(,具有重要的生理功能。
!"! 猪 #$%%&’()(&*与其它物种的同源性比较及进化
树分析

利用 #’+)*+’ L软件对各个物种的 %&’’()*+*(,基
因序列进行比对（图 F）和进化树分析（图 K）。猪
%&’’()*+*(,蛋白序列与其它物种该蛋白同源性的比较
结果表明：%&’’()*+*(,在进化上处于高度保守的状态，
从低等的爪蟾到斑马鱼至小鼠、人都具有很高的同

源性。

GDM何 新等：猪 %&’’()*+*(, -./0克隆及在大肠杆菌中的表达



图 ! "#氨基酸序列比对图
"$%&! ’()#*+( ,（-./）0123$425 60$78 69$: ;5<15795 62$%70573 8= "#

图 > "822$;363$7 进化树
"$%&> ?@28%5753$9 3A55 8= "822$;363$7

!"# $%&&’()*)’+基因在大肠杆菌中的表达

图 B "#表达产物的 #C#D?+EF电泳图
"$%&B #C#D?+EF 6762G;$; 8= "# 5H4A5;;$87

4A8:193$87; $7 ! . "#$%
I：;367:6A: 4A835$7 06AJ5A；-：;60425 K5=8A5 L?*E $7:193$87；M：;60425

6=35A L?*E $7:193$87&

从 #C#D?+EF结果（图 B）可以看出，诱导后的样
品有明显的蛋白表达条带，凝胶灰度扫描从低分子

量蛋白 I6AJ5A 可见：其表达产物的分子量约为
N!JC，与其理论推算值相一致。蛋白印记实验显
示：经诱导后的表达产物在 N!JC 处呈现阳性结果
（图 N）。

图 N "# 9CO+ 表达产物的蛋白杂交分析
"$%&N P5;35A7 K283 6762G;$; 8= "# 9CO+

5H4A5;;$87 4A8:193; $7 ! . "#$%
-：;60425 K5=8A5 L?*E $7:193$87；M：;60425 6=35A L?*E $7:193$87&

# 讨论
在生物体内，"822$;363$7 对 *E"D!家族成员具有

抑制作用，这其中包括 IG8;363$7。IG8;363$7 是现在
已知的最强的肌肉生长抑制因子［-Q］，"822$;363$7 通过
与 IG8;363$7 的 BR端的特异性结合，阻碍 IG8;363$7 与
#06: 通路的进入，从而抑制 IG8;363$7 生理功能的发
挥［--，-M］，进而得到促进猪肌肉持续生长效果。

Q/N &’%()*) +#,-(.$ #/ 0%#1)"’(#$#23 生物工程学报 MQQN，S82.MM，O8.>



本研究首次成功克隆了黑猪 !"##$%&’&$( )*+,全
序列，并构建了表达质粒，成功地进行了猪 !"##$%&’&$(
基因在大肠杆菌中的表达，表达产量较高。-*-.
/,01图谱显示在分子量 234* 处有明显的蛋白表
达条带，这与 !"##$%&’&$(.0-5融合基因编码的蛋白理
论推算值相符合。67%&78( 9#"&图谱也显示在 23:*
处有明显的杂交带，这表明表达产物能与 !"##$%&’&$(
单抗进行免疫反应。
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《@O$(7%7 U"<8(’# "C Q$"&7)O("#"RF》（电子版），该刊与中文版同步，双月刊。出版后置于爱思唯尔庞大的 -)$7()7*$87)&网络平台上
（我刊网址：O&&V：̂^]]]L %)$7()7B$87)& L )"E^%)$7()7^_"<8(’#^;PSHHISX）。
爱思唯尔是国际著名的出版公司，《细胞》等知名杂志便出自该公司。-)$7()7*$87)&是爱思唯尔建立的世界上最全面的服

务于多学科研究型图书馆的电子数据库。研究人员通过它能在线访问超过 ;PII种期刊和 JII万篇电子版全文。《生物工程
学报》英文版借助这个庞大而成熟的平台，将可以大大地提高文章的浏览量，扩大期刊及作者在国内外的影响，提高文章的被

引频次。同时，出版英文电子版将可克服与国外文字沟通的障碍，使作者的科研成果能在第一时间内为国际同行所了解。

我刊的栏目有综述、研究报告、研究简报和技术与方法等，范围包括基因工程、细胞工程、酶工程、蛋白质工程、发酵工程、

生化工程、代谢工程、组织工程、生物制药、生物芯片、生物反应器及生物信息学等，涉及生物技术各个领域，非常欢迎广大科

研人员踊跃投稿。直接投英文稿件而被录用的，也将同时以中文形式发表在中文印刷版上。英文版不再另收版面费。

具体做法是：每期从中文版中精选出 ;I篇稿件译成英文，凡具备以下条件之一者即可入选：;L在理论方面有新发现或新
见解。HL 在应用方面取得新进展，达到新水平。3L 在技术方面建立新方法或改进已有的方法。选中后通知作者译成英文，
经编辑部审核送爱思唯尔出版公司进行文字加工，再返回作者进行内容确证。

投稿时请注意以下事项：;L稿件撰写时，应力求叙述清楚，避免语法错误和用词不当。HL 突出创新点，用具体材料 、数据
加以说明与论证。3L加强图表注释，使读者在不读正文的情况下能正确理解图表的涵义。

欲了解更详细的信息，请登录我刊网站（_"<8(’# L $EL ’)L )(^)_9）点击“英文版”，或直接联络编辑部：
电话^传真：I;I.2HXXJ3I3 1.E’$#：)_9‘ $EL ’)L )(

;P2何 新等：猪 !"##$%&’&$( )*+,克隆及在大肠杆菌中的表达


