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摘要:通过构建斜带石斑鱼垂体 cDNA 文库, 克隆了其生长激素 ( GH)全长 cDNA。斜带石斑鱼 GH 全长 cDNA

为 955bp, 编码的多肽为204 aa。应用 PCR 方法把编码GH 成熟肽的 cDNA片段克隆到表达载体pET- 15b, 在大

肠杆菌 BL21( DE3)表达 N端含 6 个组氨酸的融合多肽。SDS- PAGE 结果表明, 0. 4 mmo l L- 1 IPTG 诱导表达

的蛋白约为 24 kDa,主要为不溶性的包含体。细菌裂解液沉淀溶于 6 mo l L - 1盐酸胍后,用 Ni2+ - NTA 树脂进

行亲和分离纯化, 纯化产物在 SDS- PAGE上表现为一条 24 kDa的蛋白带。在黑鲷 GH 放射免疫分析系统中,

纯化产物能与黑鲷 GH 竞争结合 GH 抗体,表明大肠杆菌表达的斜带石斑鱼 GH 融合多肽具有 GH 免疫活性。
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Epinephelus coioides growth hormone

cDNA cloning and fusion expression in Escherichia coli
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( Institute of Aquatic Economic Animals and Guangdong Provincial Key Laboratory for Aquatic Economic Animals ,

Zhongshan University , Guangzhou 510275, China)

Abstract: Epinephelus coioides GH cDNA was cloned from pituitary cDNA library by random sequencing. The

sequence obtained spanned 955bp, w ith an open reading frame encoding a protein of 204 amino acids, which is

composed of a putative signal peptide of 17 residues and a mature polypeptide of 187 amino acids. The cDNA

fragment encoding the mature polypeptide of GH was PCR amplif ied and subcloned to expression vector pET-

15b ( Novagen) , and expressed in E. coli BL21 ( DE3) as fusion polypept ide containing a His6 at the N -

terminus. The addit ion of 0. 4 mmol L
- 1

IPTG induced expression of a protein band with molecular weight of

about 24 kDa. The expressed protein accumulated as inclusion bodies, which were solubilized in 6 mol L- 1

guanidine HCl, and further purif ied and renatured on Ni2+ - NTA resin. The purif ied Epinephelus coioides GH

fusion polypeptide migrated as a single band of 24 kDa on SDS- PAGE and exhibited GH immunoreactivity in

sea bream GH RIA system.
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斜带石斑鱼( Epinephelus coioides)俗称青斑,肉味鲜美, 经济价值很高, 是我国南方沿海地区特别是

广东和福建等地重要的海水养殖对象, 但由于苗种培育过程中存在着幼苗成活率低等问题,限制了养殖

规模进一步扩大。鱼类生长激素( growth hormone, GH)是由垂体分泌的单链多肽, 由 173至 188个氨基

酸组成,分子量为20 000至 22 000 Da左右,在鱼类生长、发育和代谢过程中起着重要调节作用。鱼类胚

胎发育早期,其 GH基因就已大量表达,表明GH在鱼类胚胎时期起着重要的生理调节作用[ 1]。应用投

喂和注射的方法,基因重组金头鲷 GH 能明显提高金头鲷仔、稚鱼生长速率和成活率[ 2]。本文克隆了斜

带石斑鱼 GH 基因,并在大肠杆菌中进行了融合表达试验,为进一步探讨 GH对斜带石斑鱼胚胎及幼苗

生长发育的调节作用,以及为寻求提高其幼苗成活率的有效方法奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 组织样品

4龄斜带石斑鱼购自广东省水产厅大亚湾鱼种增殖中心的海水养殖基地。垂体取出后立即置于液

氮中,带回实验室保存在- 80 。

1. 1. 2 试剂和酶

SMART TM cDNA Library Construction Kit购自 Clontech公司。总RNA提取试剂 TRIzolTM Reagent ,反

转录酶 SuperScriptTM 购自GIBCO- BRL 公司。包装文库所用的包装蛋白 MaxPlaxTM Lambda Packaging

Extract购自 Epicentre Technologies公司。质粒提取和胶回收试剂盒为Omega Biotek产品, 其余均为国产

分析纯试剂。

1. 2 方法

1. 2. 1 斜带石斑鱼垂体总 RNA的提取

将垂体置于 0. 5 mL TRIzolTM Reagent中,用注射器匀浆后, 根据厂家提供的方法提取总 RNA,并电

泳检测RNA质量。

1. 2. 2 斜带石斑鱼垂体 cDNA文库的构建

取1 g垂体总 RNA,根据 SMARTTM cDNA Library Construction Kit介绍的方法构建 cDNA文库。

1. 2. 3 斜带石斑鱼 GH cDNA 的克隆

根据 SMARTTM cDNA Library Construction Kit所介绍的方法,将噬菌体 TriplEx2重组片段转入到质

粒pTriplEx2中,用牙签随机挑取平板上50个阳性单克隆, 提取质粒 DNA,进行序列测定。所获得的序

列与 GenBank中的序列进行相似性比较, 发现 50个克隆中有 3个是 GH cDNA, 其中 2个为全长 cDNA

克隆,且序列完全一致。

1. 2. 4 重组斜带石斑鱼 GH 融合表达质粒的构建

应用Vent DNA聚合酶,以斜带石斑鱼 GH 全长 cDNA克隆为模板, PCR扩增斜带石斑鱼GH成熟肽

(去除信号肽部分) cDNA片段。PCR引物是根据斜带石斑鱼GH 成熟肽 N 端前 6个氨基酸和 C 端后 5

个氨基酸而设计,序列分别如下:

5 GAG AGA CAT ATG CAG CCG ATC ACA GAC GGC 3 (上游引物)

5 GAG AGA GGA TCC TTA CAG GGT ACA GTT GGC 3 (下游引物)

PCR产物经末端加 A后连接到 T 载体 pUCm- T(上海 Sangon公司) , 然后用NdeI和 XhoI 切出插入

片段,连接到 pET- 15b ( Novagen公司)载体上, 所获得表达质粒被命名为 pET- ECGH。
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1. 2. 5 重组斜带石斑鱼生长激素在大肠杆菌中的表达

表达质粒 pET- ECGH转化大肠杆菌 BL21( DE3)。挑取单菌落, 接种于5 mL 含氨苄青霉素( 100 g

mL - 1)的 LB培养基, 37 培养至 OD600为0. 6左右,然后将培养液保存在 4 过夜。次日将细菌培养液

按 1 50的比例接种于 50 mL 含氨苄青霉素( 100 g mL - 1)的LB 培养基, 37 培养至OD600为 0. 9左右,

加 IPTG至终浓度 0. 4 mmol L- 1,诱导重组斜带石斑鱼 GH 表达。

1. 2. 6 重组斜带石斑鱼 GH 的分离纯化

诱导表达斜带石斑鱼 GH 的 100 mL 细菌离心沉淀后,重悬于 10 mL 的 Sonication Buf fer( 50 mmol

L - 1 NaH2PO4, 300 mmol L- 1 NaCl, pH 7. 8)中, 在冰上用超声波细胞破碎仪将细胞打碎, 12 000 g 冷冻

离心 30 min 去除上清液 , 沉淀重悬于 10 mL 溶液 A ( 6 mol L- 1 guanidine HCl , 0. 1 mol L- 1

NaH2PO4 , 0. 01 mol L
- 1

Tris-HCl, pH8. 0) ,搅拌 1h后冷冻离心( 12 000 g ) 30 min,取上清液,用 Ni
2+

-

NTA亲和树脂分离纯化重组斜带石斑鱼 GH。分离纯化过程简述如下: 取 4 mL 50% Ni
2+
- NTA, 800

g 离心 1 min后去除上清液, 加入 4 mL 双蒸水混匀后 800 g 离心,重复 3次; 加入 10mL 1 Charge

buffer ( 50 mmol L - 1 NiSO4) ,混合10 min后离心,去除上清液,用 4mL 溶液 A洗涤 3次。将处理细菌所

获得的上清液与预处理好的 Ni2+ - NTA亲和树脂缓慢混匀 1 h, 800 g离心后去除上清液,然后分别用

溶液 A、B ( 8 mol L - 1 Urea, 0. 1 mol L - 1 NaH2PO4, 0. 01 mol L- 1 Tris-HCl, pH8. 0) 和溶液 C( 8 mol

L
- 1

Urea, 0. 1mol L
- 1

NaH2PO4, 0. 01 mol L
- 1

Tris-HCl, pH6. 3)洗涤 3次,再将溶液 C中的尿素浓度依

次调整为 4mol L
- 1
、2 mol L

- 1
、1 mol L

- 1
、0. 5mol L

- 1
、0. 25 mo l L

- 1
, 与树脂缓慢混合各30 min,使重

组GH 复性。经溶液 D ( 0. 1 mol L - 1 NaH2PO4, 0. 01 mol L- 1 Tris-HCl, pH6. 3)洗涤 3 次后, 用 Elute

buffer( 1 mol L- 1 imidazole, 0. 5 mol L- 1 NaCl, 20 mmol L- 1 Tris-HCl, pH7. 9)将重组斜带石斑鱼GH融

合多肽从树脂上洗脱下来,在 PBS中进行透析。

1. 2. 7 重组斜带石斑鱼 GH 免疫活性测定

在黑鲷 GH放射免疫测定系统中[ 3] ,以不同浓度的重组斜带石斑鱼 GH 为样品, 构建竞争性取代曲

线,以此确定重组斜带石斑鱼 GH与鲷鱼 GH 抗血清的免疫交叉反应。

图 1 不同脊椎动物 GH 进化树分析

Fig. 1 Phylogenetic tree of various vertebrate GH forms

进化树由软件 ClustalX 生成, 图形显示采用软件 TreeView

( http: / / taxonomy. zoology. gla. ac. uk/ rod/ treeview . html) ,图中的数

值表示置信度。具体说明见图版

The tree was generated by softw are ClustalX, and visually depicted by

sof tware TreeView. The numbers inside the f igure represent the

bootstrap values. For details, refer to Plate

2 结果

2. 1 GH全长 cDNA克隆及序列分析

从垂体文库中随机获得的 3个斜带石斑鱼 GH

克隆的核苷酸序列均一致。斜带石斑鱼 GH 全长

cDNA序列(图版 )为 955bp,开放读码框编码的多

肽为 204aa, 其中信号肽为 17aa, 成熟肽为 187aa。3

和5 非编码区分别含有 84 和 259 个核苷酸。在

Poly( A)前 21 核苷酸处有一加 Poly ( A)尾的信号

AATAAA。从斜带石斑鱼 GH 核苷酸序列推导的氨

基酸序列与其他一些动物 GH 氨基酸序列比较结果

如图版 所示。斜带石斑鱼 GH 含有 4个 Cys,位置

非常保守。GH(前体)家族具有 4个明显的氨基酸

序列保守区(以斜带石斑鱼 GH 氨基酸序号为准) :

第26个到 49个、第 70个到 109个、第 123个到 139

个、第 168个到 202个氨基酸。在分类地位上越靠

近的动物, 它们的 GH 在氨基酸序列上的相似性越

高(图 1)。Blast分析结果表明, 斜带石斑鱼 GH 与
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人、小鼠和鸡 GH的同源性分别为 33%、37% 和 40% ;与爪蟾、鲤、罗非鱼和金鲷 GH 的同源性分别为

40%、54%、89%和 97%。

2. 2 重组斜带石斑鱼GH在大肠杆菌中表达

带有质粒 pETT- ECGH的 BL21( DE3)细菌,在加入 IPTG之前, 无 GH融合多肽表达,而加入 IPTG

2小时后,可见一明显的诱导蛋白带,分子量约为 24 kDa, 主要存在于沉淀部分(图 2第 8、9、10道) ,表明

诱导表达的重组斜带石斑鱼 GH 融合多肽主要以包含体的形式存在于 BL21( DE3)细胞内。

2. 3 重组斜带石斑鱼GH分离纯化

重组斜带石斑鱼 GH融合多肽通过其 N- 端的 6个组氨酸与 Ni2+ - NTA的亲和作用而被分离纯

化,结果如图3所示。重组斜带石斑鱼GH融合多肽与 Ni2+ - NTA树脂混合后大部分吸附在树脂上(图

3第 4道) ,在洗涤过程中, 其它杂蛋白被洗脱出来,最后, 重组斜带石斑鱼 GH 融合多肽被 1M Imidazo le

溶液洗脱下来(图 3第 8道)。分离纯化后重组斜带石斑鱼 GH融合多肽在 SDS- PAGE上表现为单一

条带,分子量约为 24 kDa。每升细菌培养液GH产量可达 25 mg 左右。

图 2 斜带石斑鱼 GH 融合多肽

在大肠杆菌 BL21( DE3)中的表达

Fig. 2 The expression of Epinephelus coioides

GH fusion po lypeptide in BL21( DE3)

1道:蛋白质分子量标准; 2~ 4道: 诱导表达 2、3、4 h 后细菌裂解

液的上清液; 5道:诱导前样品; 6~ 10道:诱导表达 0. 5、1、2、3、4 h

后细菌裂解液的沉淀

Lane 1: Molecular weight marker; Lane 2- 4: supernatants of bacterial

lysates after addit ion of IPTG for 2, 3, 4 h respectively; Lane 5: pre-

induction sample; Lane 6- 10: pellets of bacterial lysates after addition

of IPTG for 0. 5, 1, 2, 3, 4 h respectively

图 3 斜带石斑鱼 GH 融合多肽的纯化

Fig. 3 Purification of Epinephelus coioides

GH fusion polypeptide

1道:蛋白质分子量标准; 2道:表达 4小时后细菌裂解液沉淀; 3

道:经盐酸胍处理后细菌裂解液沉淀; 4道:经 Ni2+ - NTA 处理以

后所得的上清夜; 5道:经溶液 A 洗涤以后所得的上清夜; 6道:经

溶液 B洗涤以后所得的上清夜; 7道: 经溶液 C 洗涤以后所得的

上清夜; 8道:经Elute buffer洗脱出的蛋白

Lane 1: Molecular weight marker; Lane 2: pellet of bacterial lysate after

induction for 4 hrs; Lane 3: The pellet resuspended in 6 M Guanidine

HCl ; Lane 4: pellet suspension in 6 M Guanidine HCl treated by Ni2+

- NTA resin ; Lane 5: wash-out by solut ion A; Lane 6: wash- out by

solution B; Lane 7: wash- out by solution C; Lane 8: eluted

Epinephelus coioides GH fusion polypeptide

2. 4 重组斜带石斑鱼GH的免疫活性

重组斜带石斑鱼 GH 融合多肽在黑鲷 GH放射免疫测定系统中的竞争取代曲线如图 4所示。重组

斜带石斑鱼GH融合多肽能有效地与125I标记的黑鲷 GH 竞争结合 GH 抗体, 表明重组斜带石斑鱼 GH

融合多肽具有 GH 免疫活性。
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图 4 重组斜带石斑鱼 GH 与125I标记的

黑鲷 GH 竞争结合 GH抗体曲线

Fig. 4 The competitive displacement curve of

recombinant Epinephelus coioides GH

in bream GH radioimmunoassay system

ECGH: 重组斜带石斑鱼 GH 样品; bream GH std: 重组黑鲷 GH标

准品

ECGH: recombinant Epinephelus coioides GH; bream GH std:

recombinant bream GH standard

3 讨论

鱼类GH与其他动物 GH 一样,是由垂体分泌的

一种多功能的肽类激素, 除在动物生长过程中起重

要的调控作用外,还可能参与动物胚胎发育
[ 1]
、性腺

活动[ 4]、免疫功能[ 5, 6]和渗透压调节[ 7]等。生长激素

是垂体中一种高丰度的激素,合成和分泌活动都比

较旺盛。本文通过斜带石斑鱼垂体 cDNA文库随机

测序,从 50个克隆中筛选出 3个 GH cDNA克隆, 其

中两个为全长克隆, 核苷酸序列完全一致。斜带石

斑鱼 GH cDNA 全长 955bp,编码多肽长度为 204aa,

其中含4个Cys,而且位置非常保守。系统树分析结

果表明:在分类地位上越接近的动物, 它们的 GH 在

氨基酸序列上同源性越高。

有关重组鱼类 GH 表达的报道较多, 有些采用

原核表达系统
[ 8, 9]

,有些采用真核表达系统
[ 10]
。由

于GH为单链多肽, 无糖基化修饰[ 11] , 因此, 原核表

达系统更通常用来表达重组 GH[ 12, 13]。本文采用表

达载体 pET- 15b 在大肠杆菌 BL21( DE3)表达重组

斜带石斑鱼 GH,表达产物为融合多肽,在斜带石斑鱼 GH的 N- 端加上了 21 aa 的短肽(包括 6个组氨

酸和一个凝血酶切割位点) ,因此, 表达的融合多肽为 208 aa,理论估计分子量为 24 kDa, 这与 SDS-PAGE

电泳结果一致。表达的斜带石斑鱼 GH融合多肽为不溶性的包含体,经 6 mol L
- 1

guanidine HCl溶解后

与Ni
2+
-NTA树脂混合,用梯度尿素溶液进行洗脱和复性。由于重组斜带石斑鱼 GH融合多肽的复性与

分离纯化是在 Ni2+-NTA树脂上同步进行的, 而在树脂上复性可以降低 GH分子间的相互作用, 减少二

聚体的产生,因此该方法操作简便,效率较高。应用类似的方法已成功制备出具有生物活性的重组人

GH
[ 12]
。本文制备的斜带石斑鱼 GH 融合多肽具有与鲷鱼GH类似的免疫活性,但其生物活性有待进一

步验证。
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图版 斜带石斑鱼 GH 全长 cDNA核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Plate Nucleotide and predicted amino acid sequences of Ep inephelus coioides GH

* 表示终止密码子位置,下划线表示加 poly( A)的信号; Genebank登录号为: AF376771

* means the termination codon. The putative signal for the addition of poly( A) is underlined. The Genebank accession number is AF376771
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图版 斜带石斑鱼 GH推导氨基酸序列与其他动物 GH 氨基酸序列的比较

Plate Multiple amino acid level alignment of GHs from

Ep inephelus coioides and other vertebrate species

注:分析软件为 ClustalX (http: / / www- igbmc. u- strasbg. fr/ BioInfo/ ClustalX/ Top. html)。在比较时引入空格(以- 表示)以获得最大

的同源性。* 表示完全相同的氨基酸残基。cGH: 鲤GH ( JE0144) ; mGH: 小鼠 GH (CAA86658) ; hGH: 人GH (AAH20760) ; xGHA:

爪蟾GHA (AAF95773) ; xGHB: 爪蟾 GHB ( AAF05774) ; sbGH: 金鲷 GH ( AAK71496) ; tGH: 尼罗罗非鱼GH ( AAM50321) ; chGH: 鸡

GH ( BAA01365) ; gGH: 斜带石斑鱼 GH( AAK57697)

Notes: The analysis sof tware is ClustalX. Dash ( - ) indicates a deletion, which w as added to obtain maximum homology among various GH

sequences. An asterisk indicates ident ical residues. Abbreviations: cGH: common carp GH ( JE0144) ; mGH: mouse GH ( CAA86658) ; hGH:

human GH ( AAH20760) ; xGHA: claw ed frog GHA ( AAF95773) ; xGHB: claw ed frog GHB ( AAF05774) ; sbGH: gilthead seabream GH

(AAK71496) ; tGH: tilapia GH ( AAM50321) ; chGH: chicken GH ( BAA01365) ; gGH: orange spotted grouper ( Epinephelus coioides ) GH

(AAK57697)
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