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摘要! 利用 B4%&末端快速扩增技术"$&-,#获得星突江鲽生长激素基因";A#的 B4%&序

列全长为 19: X3!其中开放阅读框""$(#长 849 X3!编码 235 个氨基酸!氨基酸序列与牙鲆同

源性最高达到 :/13H!系统进化显示!星突江鲽 J+与其他鲽形目和鲈形目鱼类聚为一个分

支% 采用实时荧光定量 6-$技术对 ;A基因的组织表达特性进行了分析!结果显示!;A基因

9$%&主要在雌雄成鱼垂体中表达!同时在脑$性腺$肝脏$胃和肌肉中均检测到表达!雌鱼胃

和肌肉中 ;A基因 9$%&的表达量显著高于雄鱼"<?3139#!表明星突江鲽 J+可能主要通

过旁分泌和自分泌方式参与性别二态性生长调节% 本实验成功构建了体外重组表达质粒

J+53,E20:!转化大肠杆菌 8'24"4,/#经 )6EJ诱导可得 %端含 8 个组氨酸的重组蛋白% 重

组蛋白主要以大小为 2511 V? 的包涵体形式存在!Y2<L2C@7X0/LL;@M 免疫印迹呈阳性% 包涵体

经 8 9/05'盐酸胍变性$%;

2 =离子亲和柱纯化和尿素梯度复性后可得纯化 J+蛋白'915 和

4812

%

M59'重组蛋白添加组中!人胚胎肾细胞 +,P21/E的增殖受到显著抑制% 本研究结果

可在分子和蛋白水平解析星突江鲽的生长调控机制%

关键词! 星突江鲽' 生长激素' 基因克隆' 组织表达' 原核表达

中图分类号! G:09' *1891/66666666 文献标志码(&

66鱼类生长激素#J+$是由垂体前叶细胞合成和

分泌的一种单链多肽激素"对鱼类生长发育调节具

有重要意义
&4'

( 已有研究表明"J+具有增强食欲)

提高饵料转化率)提高生长速度等作用
&2'

"进一步研

究证实"J+主要通过促进鱼类物质代谢
&4'

和细胞代

谢水平
&/'

"以及促进细胞增殖与分化
&5'

而发挥作用(

同时"J+在鱼类渗透压调节
&9'

)生殖
&8'

)早期发

育
&:'

)行为调节
&0'

以及免疫力调节
&1'

等方面也有重

要的调控作用( J+主要通过两种方式发挥作用"一

是直接激活靶细胞膜上的受体"二是促进肝脏和其

他组织产生胰岛素样生长因子#)J(<$间接发挥作

用( J+能以完整大分子蛋白的形式通过胞饮作用

进入血液而不影响生物学活性"从而实现对鱼体生

长的促进作用
&43'

"获得的鱼类 J+应用于水产养殖

业可提高经济效益"但直接从鱼类脑垂体中提取 J+

很困难
&44'

"体外重组表达则解决了这一问题(

*2V;@2等
&42'

于 4109 年 首 次 实 现 大 麻 哈 鱼

#-)!,'/")!/*+7.2$$ J+在大肠杆菌 #6+!/.'(!/($

!,1($ 中 的 诱 导 表 达"目 前 已 有 斜 带 石 斑 鱼

# 6#().#/.1*+ !,(,(B.+$) 肺 鱼 # <',2,#2.'*+

$)).!2.)+$)鲶 # F(1*'*+$+,2*+$)淇河鲫 #&$'$++(*+

$*'$2*+ 4(%.1(, I:C1$) 军 曹 鱼 # K$!/"!.)2',)

!$)$B*0$等几十种鱼类的;A基因相继在大肠杆菌

中得到了表达并获得体外重组的 J+蛋白
&4/'

( 鲈

#M$2.,1$%'$G5$#,)(!*+$

&45'

)草鱼#&2.),#/$'")4,B,)

(B.11$$

&49'

和鲤#&"#'()*+!$'#(,$

&48'

等 ;A基因则进
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一步在毕赤酵母#<(!/($ #$+2,'(+$中实现了表达"并

通过投喂实验证明了重组 J+蛋白的生物活性( 随

着J+生物功能的不断挖掘"体外重组蛋白表达及

纯化技术的不断进步"J+及其产物制剂在水产养殖

中的应用研究正不断加快(

星突江鲽 #<1$2(!/2/"++2.11$2*+$"属鲽形目

#602?C/@2BL;R/C92<$)鲽科 #602?C/@2BL;A:2$)江鲽

属#<1$2(!/2/"+$"分布于中国)日本)俄罗斯)加拿

大及美国太平洋沿岸"是一种具有较高经济价值

的鲆鲽类鱼种"具有营养丰富)经济价值高)广温

广盐)耐受性强等特点"在东亚地区深受消费者喜

爱
&4:'

( 近年来"中国突破了星突江鲽的人工繁育

技术
&40'

"养殖产业正在逐步形成( 为了探究其生

长特性"建立实用的养殖生长调控技术"认识其生

长调控的分子机制"本实验采用 $&-,技术获得

了星突江鲽 ;A的 B4%&全长序列"利用实时荧

光定量 6-$技术检测了其 9$%&组织表达特

性"并使用原核表达载体构建了星突江鲽 J+成

熟肽重组质粒"实现了 J+重组蛋白的体外高效

表达"同时"分析了重组星突江鲽 J+蛋白生物活

性"以期为深入解析 J+在星突江鲽生长发育中

的调控机制提供基础资料(

46材料与方法

!'!(实验材料

实验用星突江鲽取自青岛忠海水产有限公

司"取样 / 尾雌鱼&#13915 D/219$M"/ 龄'和 / 尾

雄鱼&#80:10 D541:$M"/ 龄'用 N*222#283 9M5

'$快速麻醉致死"快速获取脑)鳃)性腺)心脏)

肠)头肾)肾脏)肝脏)肌肉)垂体)幽门垂和胃等组

织"迅速投入液氮中后转入 703 K保存待用(

!')(总 *%&提取和 #$%&第一链合成

用 $%&;</ 60?<#E:P:$:$抽提雌雄成鱼组织

总 $%&"以微量核酸测定仪#%:@/AC/3 %42333$

测定浓度"以 4H琼脂糖凝胶电泳检测质量( 使

用雌鱼垂体总 $%&"以 *N&$E2C

EN

$&-,B4%&

&930;R;B:L;/@ P;L#-0/@L2B>$合成 9Q7$&-,及 /Q7

$&-,B4%&第一链"用于 ;A基因 $&-,全长

克隆%分别取 / 尾雌鱼和 / 尾雄鱼各组织的总

$%&"用 6C;92*BC;3L$EC2:M2@LP;LY;L> M4%&

,C:<2C反转录试剂盒 #E:P:$:$合成 B4%&第一

链"用于 ;A基因 9$%&组织表达特性分析( 所

有操作步骤按照试剂盒说明书进行(

!'+(:;基因 #$%&克隆

设计简并引物 J+(和 J+$#表 4$"以垂体

/Q7$&-,B4%&作为模板"扩增星突江鲽 ;A基

因的核心序列"6-$反应体系 29

%

'"反应条件为

15 K预变性 9 9;@"15 K /3 <"84 K /3 <":2 K

93 <"/3 个循环":2 K延伸 43 9;@( 6-$产物经

4H琼脂糖凝胶电泳分离后"切胶回收目的条带并

纯 化( 回 收 6-$ 产 物 与 3,&*F7E4 载 体

#EC:@<M2@$连接"转化至 EC:@<47E4 感受态细胞

#EC:@<M2@$"'8固体培养基 /: K培养过夜"挑取

阳性克隆送至北京华大基因公司测序(

表 !(/?*引物序列

,-.'!(%5#D38916343V53E#3487F0123045436780/?*-2FD171#-918E

引物名称

3C;92C@:92

引物序列#9Q7/Q$

3C;92C<2T?2@B2#9Q7/Q$

用途

?<:M2

J+( -&J--JJEE&E&J&--&J-J 保守片段克隆

J+$ -E&-&JJJE&-&JEE&J-EE-EJJ

#6N70/@M -E&&E&-J&-E-&-E&E&JJJ-&&J-&JEJJE&E-&&-J-&J&JE 9Q和 /Q7$&-,6-$

#6N7<>/CL -E&&E&-J&-E-&-E&E&JJJ- 9Q和 /Q7$&-,6-$

%#6 &&J-&JEJJE&E-&&-J-&J&JE 9Q和 /Q7$&-,巢式 6-$

J+9Q"#E,$ -E-&J&J&&E--&-E-J-E--JE--E 9Q7$&-,6-$

J+9Q)%%,$ &&--&JJEJ&&J&E&-EJ&&-E-J 9Q7$&-,巢式 6-$

J+/Q"#E,$ EEE-J-EJEJ&JJ&---&JJEE&-J /Q7$&-,6-$

J+/Q)%%,$ JJ&E&EJ-&-&&JJEJJ&J&-J /Q7$&-,巢式 6-$

J+7$E( &J-E&&-EJ-&---EJE&J-- ;AC2:07L;926-$

J+7$E$ EEJJ&&EJ-&-&&--&&-&E

!

>$!2() $E( &J&JJEE--JEEJE--&J&J

!

>$!2() C2:07L;926-$

!

>$!2() $E$ EJ&EJ-EJEEJE&JJEJJE-E-

4/24
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66根据扩增得到的核心序列设计 $&-,引物

J+ 9Q"#E,$)J+ 9Q)%%,$)J+ /Q"#E,$和

J+/Q)%%,$#表 2$"用 *9:CL$&-,&AI:@L:M22

6-$试剂盒 #-0/@L2B>$进行 6-$扩增( 第一次

梯度 6-$使用引物 J+ 9Q"#E,$和 J+ /Q

"#E,$"6-$条件!15 K /3 <%:4 K /3 <"48 个循

环"H

9

每个循环降低 319 K":2 K延伸 4 9;@%然

后 15 K /3 <"8/ K/3 <":2 K 83 <"20 个循环(

以第一次 6-$产物为模板"使用引物 J+ 9Q

)%%,$和 J+ /Q)%%,$进行巢式 6-$"6-$条

件!15 K预变性 9 9;@"15 K /3 <"90 K 93 <"

:2 K 93 <"/3 个循环":2 K延伸 43 9;@( 取 9

%

'

6-$产物于 4H琼脂糖凝胶电泳检测后"对目的

条带进行回收)与载体连接)转化)筛选阳性克隆

并测序(

表 )(星突江鲽 :;基因氨基酸序列与其他脊椎动物的同源性比较

,-.')( P63E919; 879:3F03#50480F3F916343V53E#34780:; B3E3

.39N33E<8%2+11$23%-E689:30G3093.0-934'

物种

<32B;2<

J2@8:@V 序列号

:BB2<<;/@ @/1

同源性5H

;A2@L;LO

牙鲆 <$'$1(!/2/"+,1(9$!.*+ 8&&38491 :/13

大菱鲆 F!,#/2/$10*+0$G(0*+ &&W/02/5 9010

半滑舌鳎 &"),41,++*++.0(1$.9(+ &-N5/20: 9413

欧洲海鲈 :(!.)2'$'!/*+1$%'$G &482/5:: 8118

眼斑拟石首鱼 F!($.),#+,!.11$2*+ &&(84:94 8:18

尼罗罗非鱼 -'.,!/',0(+)(1,2(!*+ &&&51828 8/1:

大黄鱼 M$'(0(!/2/"+!',!.$ G1)1N5 8512

斜带石斑鱼 6#().#/.1*+!,(,(B.+ &&P9:81: :314

金头鲷 F#$'*+$*'$2$ &&841:93 8114

大鳞大麻哈鱼 -)!,'/")!/*+2+/$="2+!/$74 &-4/::49 9915

虹鳟 -)!,'/")!/*+0"7(++74 %6>334440484 9511

大鳞大麻哈鱼 -)!,'/")!/*+2+/$="2+!/$72 -4/::48 5119

虹鳟 -)!,'/")!/*+0"7(++72 %6>334440482 9/15

胡子鲶 &1$'($+%$2'$!/*+ &&'05485 /415

斑马鱼 :$)(, '.'(, -&):1353 /215

亚口鱼 &$2,+2,0*+!$2,+2,0*+72 &44059/1 /510

蓝头亚口鱼 &$2,+2,0*+B(+!,%,1*+72 &4405959 /411

鲤鱼 &"#'()*+!$'#(, &8.85538 /81/

泥鳅 @(+4*')*+$)4*(11(!$*B$2*+ &&G4128/ /411

亚口鱼 &$2,+2,0*+!$2,+2,0*+74 &44059/: 2412

蓝头亚口鱼 &$2,+2,0*+B(+!,%,1*+72 &440595/ 2519

欧洲鳗鲡 3)4*(11$ 3)4*(11$ &&%84422 2513

北美牛蛙 K$)$ !$2.+%.($)$ &&825:12 2:19

欧洲鳇 A*+, /*+, &4G/1/42 2519

鸡 ;$11*+4$11*+ &,Z9409/ 2318

棕树蛇 L,(4$ (''.4*1$'(+ 8&!4594/ 4118

鼠 @*+0*+!*1*+ &&+8449: 491:

人 A,0, +$#(.)+ &&&10840 4812

!'<(实时荧光定量 /?*检测

根据所得星突江鲽 ;A基因的 B4%&序列全

长设计定量引物 J+7$E(和 J+7$E$"以星突江

鲽
!

>$!2() 为内参设计定量引物
!

>$!2() $E(和
!

>

2/24
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:BL;@ $E$" 利 用 N:<L2CBOB02C23 C2:0302U C2:07

L;926-$仪 #,332@A/CR$"使用 *F8$<'.0(G6G

E:T

EN

"

#E:P:$:$"6-$体系 23

%

'! 4

%

'的

B4%&模板"310

%

'的上)下游引物"43

%

'的

*F8$6C29;U ,UE:T

EN

))和 :15

%

'的 AA+

2

""采

用两步法 6-$反应条件!19 K预变性 /3 <"19 K

9 <"83 K 23 <共 53 个循环( ;A基因 9$%&的

表达量以
!

>$!2() 9$%&为内参"利用 2

7

$$

&

L方

法
&41'

计算 ;A基因 9$%&在雌雄成鱼各组织的

相对表达量(

!'=(序列分析

星突江鲽 ;A基因的序列拼接)氨基酸序列

推导)分子量预测)等电点预测及氨基酸同源性分

析均使用 4%&<L:C91314" 信 号肽 预 测使用

*;M@:06514 # >LL3!

!

SSS1BX<1AL?1AV5<2CI;B2<5

*;M@:065$( 氨基酸序列比对和系统进化分析使

用 -0?<L:0U 213142 # >LL3!

!

SSS1B0?<L:01/CM5

A/S@0/:A5B?CC2@L5$和 N,J& 914 # >LL3!

!

SSS1

92M:</RLS:C21@2L592M:941>L90$(

!'>(QC\FJ,)X- 重组质粒的构建

根据星突江鲽 J+成熟肽序列"参照 3,E720:

载体上的多克隆位点排列特点"选取 L$0A)和

A()B )))作为酶切位点"设计 4 对特异性引物J+(!

9Q7JJ&E---&J--&&E-&-&J&J&&--&J7/Q

和 J+$!9Q7&&J-EEEE&-&JJJEJ-&JEE&J7

-EE-EJ7/Q( 在引物 J+(和 J+$的 9Q端分别加

入了 L$0A)和 A()B )))酶切位点#方框标注$"在

下游引物 J+$中加入强终止密码子 E&&#下划线

标注$( 6-$扩增条件!15 K预变性 9 9;@"15 K

/3 <)91 K /3 <):2 K 93 <"/5 个循环"最后 :2 K延

伸 43 9;@" 将 成 熟 肽 片 段 连 接 到 3,&*F7E4

*;9302载体上"利用限制性内切酶 L$0A )和

A()B )))将 J+53,&*F7E4 质粒和表达载体 3,E7

20:双酶切"使用 E

5

连接酶连接得到重组质粒

J+53,E20:"转化至大肠杆菌 8'24"菌液 6-$验

证并测序(

!'W ( 重组 QC 蛋白表达和 U34930EI.D8991EB

验证

将测序正确的表达菌株 8'24 接种于含 P:@:

#433

%

M 59'$的 9 9''8培养基中"/: K振荡培

养过夜( 次日按 4A433 扩大培养至 "4

833

值为

318 B31:"加入)6EJ#4 99/05'$继续培养"分别在

诱导 3)4)2)/)5)8 和 0 > 时各取 4 9'菌液"0 333

C59;@ 43 9;@ 离心收集菌体"68*洗涤并重悬菌

体"*4*76&J,#49H分离胶$电泳检测"*;M9:*B:@

3C/ 9 软件分析蛋白表达率( 菌液分别在 24)21)

/:)59 K条件下 )6EJ#4 99/05'$诱导 8 > 取样进

行 *4*76&J,电泳分析"以研究不同温度下蛋白

表达的差异( 菌液在 /: K条件下培养至 "4

833

值

为 318 B31: 时"加入)6EJ使其终浓度分别为 314)

312)319)413)213)913 99/05'"诱导 8 > 取样进行

*4*76&J,电泳分析"以研究不同 )6EJ浓度对重

组载体蛋白表达的诱导作用(

收集诱导 8 > 的菌体沉淀经 *4*76&J,电泳

后"利用半干电转印法将蛋白转移至 6.4(膜上

并用 9H 8*&封闭"以鼠抗 8 @+;<N/@/B0/@:0

&@L;X/AO 为一抗)+$6标记的山羊抗小鼠 )MJ为

二抗"5 K下分别孵育过夜"使用 +$674&8显色

试剂进行显色(

!'X(QC重组蛋白的纯化和复性

/: K条件下 )6EJ#4 99/05'$诱导重组菌

8 >后"0 333 C59;@ 5 K离心 43 9;@"68*洗涤沉

淀"超声波破碎"破碎后沉淀洗涤 2 B/ 次"溶于裂

解液 5 K搅动过夜变性"42 333 C59;@ 离心 43

9;@ 取上清"先后用 310

%

9和 3159

%

9微孔滤

膜过滤"然后 %;

2 =

7%E&亲和层析柱#E:P:$:$分

离纯化重组蛋白( 分离后重组蛋白依次用 0)8)

5)2 9/05'尿素梯度复性液和 68*充分透析复

性"/ V? 超滤管#N;00;3/C2$超滤浓缩" 703 K超

低温冰箱保存(

!'"(QC重组蛋白的生物活性检测

利用 8-&蛋白定量试剂盒检测纯化复性后

的重组蛋白浓度"3122

%

9过滤除菌"根据刘芝亮

等
&23'

方法检测重组 J+蛋白在终浓度分别为

312)318)410)915)4812

%

M59'时对人胚胎肾细

胞 +,P21/E的增殖作用( 细胞增殖率#J*$$计

算方法!J*$#H B/@LC/0$ <3

<:9302

53

B/@LC/0

@433"

3

<:9302

为加入重组蛋白组"3

B/@LC/0

为未加重组蛋

白组(

!'!](数据处理

实验数据均以平均值 D标准差#92:@ D*4$

表示"两组数据的比较使用 *6**4813 进行 H检

验( 多组数据间比较采用 *6**4813 进行单因素

方差分析 #"@27Y:O &%".&$和 4?@B:@ 多重比

较分析"<?3139 时表示差异显著"<?3134 时表

示差异极显著(

//24
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26结果

)'!(星突江鲽 :;基因 #$%&序列全长

星突江鲽 ;A基因的 B4%&序列全长为 19:

X3"包括 4/4 X3 的 9Q非编码区##E$$)849 X3 的

开放阅读框 #"$($ 和 244 X3 的 /Q非编码区

##E$$"编码 235 个氨基酸( %端第 4 至第 25 位

氨基酸为推测的信号肽序列"5 个保守的半胱氨

酸分别位于第 81)4::)415 和 232 位氨基酸( J+

成熟肽预测的分子量为 2419 V?"等电点为 :10/

#图 4$( 该序列已提交至 J2@8:@V 数据库#获取

号 P-:31935$(

)')(星突江鲽 :;基因的氨基酸序列比较

同源性分析显示"星突江鲽 ;A基因的氨基

酸序列与鲽形目)鲈形目的同源性达到 9319HB

:/13H"与牙鲆的同源性最高为 :/H%与鲑形目

鱼类同源性为 5119HB9/15H%与鲤形目鱼类同

源性为2412HB/81/H%与鲇形目鱼类同源性为

/415H%与鲟形目鱼类同源性下降到 2519H( 此

外与两栖类)爬行类)鸟类)哺乳类和人的同源性

分别为2:19H)4118H)2318H)491:H和 4812H

#图 2$(

图 !(星突江鲽 :;基因 #$%&全长序列及推导的氨基酸序列

推导的氨基酸序列以单字母表示"从阴影显示的起始甲硫氨酸开始计数( 信号肽用单下划线表示"%7糖基化位点用点状线表示"5

个保守的半胱氨酸残基用圆圈表示"&&E&&&加尾信号用双下划线表示"终止密码子#E&J$用
"

表示

A1B'!(,:375DDID3EB9:#$%&43V53E#387:; B3E3-E69:36365#36-21E8 -#1643V53E#37082 <8%2+11$23%

E>2A2A?B2A :9;@/ :B;A C2<;A?2<:C2C23C2<2@L2A :<<;@M0202LL2C:XXC2I;:L;/@<:@A @?9X2C2A RC/9 L>2;@;L;:L;@M 92L>;/@;@2S>;B> ;<

<>:A/S2A1E>2<;M@:0323L;A2;<<;@M02?@A2C0;@2A"L>23/L2@L;:0%7M0OB/<O0:L;/@ <;L2;<<>/S@ XO L>2A/LL2A ?@A2C0;@21(/?C-O<C2<;A?2<:C2

B;CB02A":@A L>2&&E&&&<2T?2@B2L>:L;@A;B:L2<L>23/0O:A2@O0:L;/@ <;M@:0;<A/?X02?@A2C0;@2A1E>2<L/3 B/A/@ ;<9:CV2A XO :@ :<L2C;<V

5/24
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图 )(星突江鲽与其他鱼类的 QC氨基酸序列比较

5 个保守的半胱氨酸用方框表示

A1B')(?82F-0148E879:3-21E8 -#1643V53E#34.39N33E<8%2+11$23%QCB3E3-E69:389:30714:4F3#134

(/?CB/@<2CI2A -O<:C2X/U2A

9/24
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66利用 -0?<L:0U 213142 对星突江鲽 ;A基因的

氨基酸序列与其他鱼类的 ;A氨基酸序列进行了

比较#图 2$( 结果发现"星突江鲽与其他鱼类 ;A

的氨基酸序列中存在 5 个高度保守的半胱氨酸残

基形成的 2 对二硫键"并且在近 -7末端区域序列

高度保守"仅在亚口鱼科 ;A亚基 4 中发现缺失

后 / 个半胱氨酸残基(

)'+(星突江鲽 QC的系统进化分析

利用 N,J&914 软件构建了星突江鲽 ;A基

因和其他脊椎动物的系统进化树#图 /$"结果显

示"星突江鲽与除鳗鲡目)鲟形目外的其他硬骨鱼

类聚为一个大的分支"与鲽形目和鲈形目鱼类聚

为一个小分支(

图 +(基于 QC氨基酸序列的 %H 系统进化树

星突江鲽用下划线表示"建树物种 J+氨基酸序列号见表 2

A1B'+(%H F:;D8B3E391#9033.-4368EQC -21E8 -#1643V53E#34

<1$2(!/2/"++2.11$2*+;<<;@M02?@A2C0;@2A :@A J2@8:@V :BB2<<;/@ @?9X2C<:C2<>/S2A ;@ E:X12

8/24
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)'<(星突江鲽 :;基因 2*%&的组织表达特性

荧光定量 6-$结果显示 #图 5 $"星突江鲽

;A基因 9$%&主要在垂体中表达"脑)性腺)肝

脏)胃和肌肉中也可检测到少量表达"而鳃)心脏)

头肾)肾脏)肠和幽门盲囊中未检测到表达( 雌鱼

胃和肌肉中 ;A基因 9$%&表达水平显著高于

雄鱼#<?3139$(

)'=(QC\FJ,)X- 重组质粒的构建

测序结果显示重组质粒 J+53,E20:#图 9$

构建成功"重组菌将表达包含 224 个氨基酸的重

组蛋白"利用 4%&<L:C预测其分子量为 2511 V?"

等电点为 015/0"其中包括 J+成熟肽和 %端的

8 @+;<标签"可进行诱导和蛋白纯化(

)'>(QC重组蛋白的表达和U34930EI.D8991EB 验证

重组表达菌 )6EJ诱导后经 *4*76&J,检测

显示在 49 和 29 V? 之间出现特异性条带"而对照

菌和未经诱导的重组菌均未出现"此条带即 J+

重组蛋白"大小为 2511 V?( 通过对诱导时间)诱

导温度和 )6EJ诱导浓度条件的优化"得到重组

J+表达的最优条件为 /: K条件下 )6EJ#413

99/05'$诱导 8 >"此条件下重组蛋白表达量占细

菌总蛋白的 521:H(

图 <(星突江鲽 :;基因 2*%&在雌雄鱼

不同组织中的表达水平

以雌鱼垂体中的 ;A9$%&表达量为标准 4(

"

表示雌雄之

间差异显著 #<?3139 $ "81脑% 61垂体% J;1鳃% +1心脏%

+P1头肾% P1肾脏% '1肝脏% *31脾脏% *L1胃% )1肠% J/1性

腺% N1肌肉

A1B'<(OF-91-D3KF034418EF-9930E87:;2*%&1E

732-D3-E62-D3<8%2+11$23%

&C20:L;I2:X?@A:@B2/R4 S:<<2L:CX;LC:C;0O R/CL>2;A 9$%&

2U3C2<<;/@ 02I20;@ L>23;L?;L:CO /RL>2R29:02<1E>2:<L2C;<V ;@A;B:L2<

L>2<;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2;@ 2U3C2<<;/@ 02I20</R;A9$%&C20:L;I2

2U3C2<<;/@ 02I20<X2LS22@ R29:02<:@A 9:02<181XC:;@% 613;L?;L:CO%

J;1M;00% +1>2:CL% +P1>2:A V;A@2O% P1V;A@2O% '10;I2C% *31

<3022@% *L1<L/9:B>% )1;@L2<L;@2% J/1M/@:A% N19?<B02

图 =(星突江鲽 QC重组成熟肽序列

阴影部分示起始密码子 &EJ"

"

表示终止密码子 E&J"双下划线部分为 8 @+;<标签"方框表示限制性内切酶位点 L$0A))A()B

(

"单下

划线部分为星突江鲽 J+成熟肽

A1B'=(,:303#82.1E-E92-95036F3F916343V53E#387QC 87<8%2+11$23%

E>2;@;L;:L;/@ B/A/@#&EJ$;<<>:A2A1E>2<L/3 B/A/@#E&J$;<9:CV2A XO :<L2C;<V1E>28 @+;<L:M ;<A/?X02?@A2C0;@2A1E>22@A/@?B02:<2

L$0A):@A A()B

(

:C2X/U2A":@A L>29:L?C2323L;A2;<<;@M02?@A2C0;@2A

:/24
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6 6 采用 Y2<L2C@7X0/LL;@M 免疫印迹方法" 对

/: K下用 413 99/05')6EJ诱导 8 > 的重组菌

进行检测"结果显示"在 6.4(膜上印迹单一"大

小约2511 V?#图 8$"说明重组菌表达的目的蛋白

能被 8 @+;<抗体特异性识别"具有抗原活性(

图 >(星突江鲽重组 QC蛋白的 U34930EI.D8991EB 检测

N1蛋白 N:CV2C% 41/: K条件下 413 99/05'的)6EJ诱导 8 >

的对照菌#空载 3,E720:质粒$ % 21/: K条件下 413 99/05'

的 )6EJ诱导 8 > 的重组 J+表达菌

#:$考马斯亮蓝染色对照% # X$Y2<L2C@7X0/LL;@M 检测结果

A1B'>(U34930EI.D8991EB -E-D;41487<8%2+11$23%

03#82.1E-E9QCF08931E

N1N:CV2C"41B/@LC/0:L/: K3/<L8 >/?C</R;@A?BL;/@ S;L> 413

99/05')6EJ"21C2B/9X;@:@LJ+3C/L2;@ :L/: K3/<L8 >/?C<

/R;@A?BL;/@ S;L> 413 99/05')6EJ

#:$ B/@LC/0/RB//9:<<;2XC;00;:@LX0?2<L:;@;@M" # X $ Y2<L2C@7

X0/LL;@M :@:0O<;<

)'W(QC重组蛋白的纯化和生物活性验证

分别取 /: K下 413 99/05'的 )6EJ诱导

8 >的重组 J+表达菌"超声波破碎后的菌液沉淀

和上清"3159

%

9滤膜过滤后的蛋白液以及 %;

2 =

7

%E&亲和层析柱分离出的蛋白液进行 *4*7

6&J,电泳检测"结果显示重组菌所表达的蛋白

主要以包涵体的形式存在于沉淀中"通过 %;

2 =

7

%E&亲和层析柱可对重组蛋白进行有效的分离

纯化"纯化的蛋白可见单一条带"相对分子质量约

为 2511 V?"与预期大小相符合#图 :$(

利用 NEE法检测不同浓度的重组星突江鲽

J+蛋白对人胚胎肾细胞 +,P21/E增殖的影响

#图 0$"915

%

M59'重组 J+蛋白能显著抑制人

胚胎肾细胞 +,P21/E#<?3134 $"浓度为 4812

%

M59'时抑制效果更为明显#<?3134$(

图 W(星突江鲽重组 QC蛋白的纯化

N1蛋白 N:CV2C% 41/: K条件下 413 99/05')6EJ诱导 8 >

的重组 J+表达菌蛋白% 21超声波破碎后上清液% /1超声波

破碎后沉淀% 513159

%

9过滤膜过滤后蛋白液% 91%;

2 =离子

纯化柱纯化后蛋白液#箭头示 2511 V? 重组蛋白$

A1B'W(/50171#-918E87<8%2+11$23%

03#82.1E-E9QCF08931E

N13C/L2;@ S2;M>L9:CV2C% 41C2B/9X;@:@LJ+ 3C/L2;@ :L/: K

3/<L8 >/?C</R;@A?BL;/@ S;L> 413 99/05')6EJ% 21<?32C@:L:@L

:RL2C?0LC:</@;B A;<C?3L;/@% /13C2B;3;L:L;/@ :RL2C ?0LC:</@;B

A;<C?3L;/@% 513C/L2;@ :RL2C3159

%

9 R;0LC:L;/@% 913C/L2;@ :RL2C

%;

2 =

:RR;@;LO B>C/9:L/MC:3>O B/0?9@ 3?C;R;B:L;/@ # L>2:CC/S

;@A;B:L2<C2B/9X;@:@LJ+3C/L2;@$

图 X(重组星突江鲽 QC蛋白对人胚胎

肾细胞 CJM)"+,增殖率的影响

J*$# MC/SL> <L;9?0:L;/@ C:L;/$用平均值 D标准差 #92:@<D

*4$来表示# ) <5$ %

""

与对照组差异极显著#<?3134$

A1B'X(J773#948703#82.1E-E9QCF08931E7082

<8%2+11$23%8E9:3F08D1730-918E87

:52-E32.0;8 Z16E3; #3DDCJM)"+,

J*$:C2<>/S@ :<92:@<D*4# ) <5 $ %

""

<;M@;R;B:@L0O

A;RR2C2@LRC/9B/@LC/0:L<?3134

0/24
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/6讨论

本研究通过 $&-,克隆技术获得了星突江

鲽 ;A基因的 B4%&序列全长"编码包含 235 个

氨基酸的前体肽"通过剪切信号肽形成包含 403

个氨基酸的成熟肽而发挥作用( 成熟肽中 5 个保

守的半胱氨酸残基参与形成 2 对二硫键#第 81 位

与第 4:: 位"第 415 与第 232 位$"对于蛋白质空

间结构的维持具有重要意义
&24'

( 氨基酸序列比

对发现"硬骨鱼类 J+在 -端区存在高度保守片

段"可能对于 J+与相应受体的结合以及蛋白质

结构的维持具有重要作用
&22 72/'

( 此外"星突江鲽

J+在 -端存在一个糖基化位点 &<@7-O<7E>C"在

其他鲽形目鱼类 J+中也仅发现这一个 -端糖基

化位点"而在鲤形目和鲑形目鱼类的 J+则发现

存在两个 %7糖基化位点
&25'

"糖基化可能涉及到

蛋白相应生物作用的发挥"不同鱼种间糖基化位

点的差异还有待进一步研究( 鲑科
&29'

和亚口鱼

科
&28'

均发现有 2 个 J+亚基"可能是由基因组的

复制产生(

实时定量 6-$结果表明"星突江鲽 ;A基因

9$%&主要在垂体中表达"J+通过内分泌调节

的方式影响下游靶器官以及靶细胞的生理功能(

另外"在脑)性腺)胃和肌肉中也检测到少量 ;A

基因 9$%&的表达"这种垂体外 ;A基因 9$%&

表达的模式在虹鳟
&2:'

)斜带石斑鱼
&20'

)半滑舌鳎

#&"),41,++*++.0(1$.9(+$

&21'

等鱼类中也有出现"

暗示 J+还可能通过自分泌和旁分泌的方式参与

生长发育调节( 星突江鲽雌鱼生长速度高于雄

鱼"本研究 ;A基因 9$%&在雌雄鱼垂体中表达

量差异并不显著"而 N:等
&21'

在具有相同雌雄生

长差异特性的半滑舌鳎研究中发现雌鱼垂体 ;A

基因 9$%&表达量显著高于雄鱼"这种差异可能

与物种特异性有关"而且其他生长相关激素 #如

)J(<$的表达差异也可能造成影响
&/3'

"因此"推测

J+可能并不直接通过内分泌形式参与这种性别

差异的生长调节( 同时发现"雌性胃和肌肉中

;A9$%&的表达量高于雄性"已有证据也表明"

J+可直接与肌肉等器官上的受体结合而影响细

胞营养物质的合成代谢与生长发育
&/4'

"上述证据

提示"星突江鲽肌肉中 J+可能以旁分泌和自分

泌的方式参与到性别二态性的生长差异调节(

8C2;2C等
&5'

研究表明"J+能够刺激多种前体

细胞的分化"并且促进分化的细胞进行有丝分裂

而导致细胞数量的增加( '2?@M 等
&/2'

利用外源

J+诱导 <2:XC2:9体外培养肝脏细胞发现 )J(7)

9$%&表达量显著升高"说明 J+可通过 )J(7)

作用于细胞增殖( 本实验通过原核表达系统获得

的重组 J+蛋白经纯化复性后"未表现出明显的

促细胞增殖效应"仅在较高浓度时具有显著抑制

人胚胎肾细胞 +,P21/E增殖的作用"可能有以

下 5 个原因!

)

星突江鲽 J+成熟肽中包含一个

糖基化位点"大肠杆菌表达系统无法实现蛋白糖

基化而影响了重组蛋白的活性"因而未表现出促

进细胞增殖作用%

*

星突江鲽 J+的生长调节作

用可能不是通过细胞水平而直接实现"而是通过

旁通路实现"有待于今后进一步研究确定%

+

实验

所用重组蛋白浓度范围超出了适宜水平"而未表

现出促增殖效应%

,

除蛋白质本身的生物学作用

外"重组蛋白纯化和复性过程中遗留的化学物质

可能在一定程度上影响细胞的增殖(

本实验通过 $&-,技术获得了星突江鲽 ;A

基因 B4%&全长序列"利用实时荧光定量 6-$技

术对 ;A基因 9$%&在星突江鲽雌雄组织表达

特性进行了分析"并成功构建了 J+原核表达系

统"获得了高纯度的星突江鲽 J+重组蛋白"为

J+在星突江鲽生长调控机制的研究提供了基础
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