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摘要! 应用 $G76-$方法扩增七带石斑鱼类胰岛素生长因子7

#

#2O)J(7

#

$成熟肽序列" 该成熟肽

序列由 243 个碱基组成!编码 03 个氨基酸!包括 S7-7&74: 个结构域" 将此成熟肽片段导入原

核表达载体 3,G7299上!在 )6GJ诱导下成功在 AG36),S'24#4,/$中融合表达" *4*76&J,分

析表明!融合蛋白大小为 44 L@!在 )6GJ诱导后 / > 表达量最高!占菌体总蛋白的 8419E!重组蛋

白主要以包涵体形式存在" 对重组蛋白进行变性%纯化和复性!获得了纯化的重组蛋白"

W2O?2I;7C0/??:;< 免疫印迹分析表明!融合蛋白可特异性地被 7 A+:O抗体识别" 细胞增殖实验表

明!纯化的 )J(7

#

融合蛋白能促使人乳腺癌细胞 K4&2/4 细胞增殖!表明具有生物活性"

关键词! 七带石斑鱼& 类胰岛素生长因子7

#

& 成熟肽克隆& 原核表达& 生物活性分析

中图分类号! F098& *178555555555 文献标志码'&

55类胰岛素生长因子
#

#:;O@0:;70:L2<I/X?> M9A?/I7

#

")J(7

#

$是胰岛素生长因子家族中的一员"广泛存

在于脊椎动物体内) 生长激素5类胰岛素生长因子

轴#J+5)J(O$是鱼类生长和生殖的重要内分泌调

控系统
'4 62(

"而 )J(7

#

是 J+5)J(O轴的关键因

子
'/ 6:(

) 鱼类的 )J(7

#

是由 03 个氨基酸残基组成

的碱性单链多肽"其中肝脏是其主要合成和表达的

场所
'8(

) )J(7

#

的前肽是由信号肽和 S&-&&&4&,

8 个结构域组成) 成熟肽蛋白只保留 S&-&&&4:

个结构域"切除了信号肽和 ,区) )J(7

#

在鱼类生

长和生殖生理调控中起着重要的作用"其不仅具有

调节细胞代谢&促进细胞生长&分化和分裂&抑制细

胞死亡和调节渗透压等多种生理功能
'7 60(

"还是生

长激素功能的主要介导因子"能促进蛋白质的合成

和抑制蛋白质的降解
'9(

) 目前"已从多种鱼类中成

功 克 隆 了 )J(7

#

基 因" 如 鲑 # 5036'/403/*-

&-/"E4&-3/" $& 虹 鳟 # 5036'/403/*-#42,--$& 鲤

# .4$',0*- 3"'$,6 $& 罗 非 鱼 # 5'%63/'6#,-

#6--"#>,%*-$&金鱼 #."'"--,*-"*'"&*-$&团头鲂

#:%;")6>'"#" "#>(43%$/")" $ 和 斑 马 鱼 #F"0,6

'%',6$等"研究发现 )J(7

#

在鱼类中具有高度的同源

性"在进化上是高度保守的
'1 643(

)

七带石斑鱼 #A$,0%$/%)*--%$&%#("-3,"&*-$属

鲈形目#62IA:M/I82O$& 科#*2II9;:P92$&石斑鱼属

#A$,0%$/%)*-$"主要分布于韩国&日本沿海和中国

的黄海&东海沿岸"为石斑鱼属中唯一在黄海分布

的品种
'44(

"因其能够耐受 0 B9 U的水温"有*冷水

石斑+之称) 七带石斑鱼低温耐受性强&肉质鲜嫩&

营养和经济价值高"是一种理想的人工增养殖开发

品种) 近年来"我国七带石斑鱼的人工繁育技术研

究刚刚开始"目前已能小批量生产苗种
'42 64/(

"但相

关研究尚不深入) 为了进一步探究七带石斑鱼生

殖和生长的分子机制并为将来的养殖生长调控提

供参考"有必要开展对七带石斑鱼 J+5)J(O生长
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因子轴调控机制的研究) 本研究克隆了七带石斑

鱼 )J(7

#

成熟肽序列"并对其进行了体外重组表达

和活性分析"旨在为七带石斑鱼 )J(7

#

生物学功能

和生长因子轴的调控机制研究提供基础资料)

45材料与方法

)*)+实验材料

七带石斑鱼于 2342 年 9 月取自莱州明波水

产有限公司) 取 4 龄人工养殖的实验鱼 8 尾"平

均体质量为 4831/ <#4/219 B47918 <$"平均体长

为 491/2 A8#40192 B231/3 A8$) 实验鱼活体打

包充氧运回实验室后"以 K*222#233 8<5'$麻醉

后解剖"取其肝脏组织快速投入液氮# 6417 U$

中"后转入 693 U冰箱保存)

)*,+-'(提取和 %&'(的合成

利用 $%&:O/ 60@O#G9N9$9$从肝脏中提取总

$%&) 利 用 超 微 量 紫 外 检 测 仪 # %9;/PI/3

23334$检测总 $%&的纯度和浓度"4E琼脂糖凝

胶电泳检测 $%&的质量)

以肝脏中总的 $%&为模板"根据 6I:82*AI:3?

&

$G76-$N:?反转录试剂盒#G9N9$9$中的操作说明

合成A4%&) 然后保存在623 U冰箱中)

)*.+成熟肽片段扩增

根据 %-S)上已报道的其它鲈形目鱼类的

)J(7

#

序列"设计了七带石斑鱼 )J(7

#

特异性引

物!上游引物序列为 8D7&G&JJ&G--&GJJJ-7

--&J&J&---GJGJ7/D%下游引物序列为! 8D7

&G&&&J-GGGG&&J&J-J&J-&J--GGJ-7/D"

并分别在上下游引物中插入了 H"#+

#

和 B,09

'

酶切位点#以下划线标识$"另外在下游引物中

加入强终止密码子 G&&#方框标识$)

以肝脏 A4%&为模板"用 )J(7

#

特异性引物

扩增 2O)J(7

#

成熟肽序列"6-$条件! 1: U 8

8:;"1: U 83 O&8018 U /3 O&02 U 83 O"共 /3 个

循环"最后 02 U延伸 43 8:;) 6-$产物经 4E的

琼脂糖电泳检测& 切胶回收& 纯化后连接到

3,&*R7G4 载体#北京全式金生物技术有限公司$

上并转移至 GI9;O47G4 感受态细胞 #北京全式金

生物技术有限公司 $中"/0 U条件下振荡培养

42 B4: >"筛选阳性克隆菌株送至华大基因公司

测序) 将测序结果在 %-S)上分析比对)

)*>+GA/#,$0#!UD#

!

重组质粒的构建

取阳性克隆菌株于 'S液体培养基中扩大培

养"利用 &=Q6I23 质粒 4%&小量提取试剂盒

#YRK"$,*,&$-+公司$提取 3,&*R7G47)J(7

#

和 3,G7299质粒)

将原核表达载体 3,G7299和 3,&*R7G47)J(7

#

质粒用 H"#+

#

和 B,09

'

双酶切"用 4E的琼脂糖

电泳检测"切胶回收产物) 将回收的 )J(7

#

片段与

原核表达载体 3,G7299#G9N9$9$用 G

:

4%&连接

酶在 28 U下连接 / >"然后转化到AG36),4+8

%

感

受态细胞#G9N9$9$中"过夜培养后挑选阳性克隆

菌株进行测序"以确定目的片段是否正确插入)

)*B+67!UD#

!

成熟肽蛋白的诱导表达

将获得的 3,G72997)J(7

#

重组质粒转化到

表达菌株 AG36),S'24 #4,/$ #G9N9$9$中"挑选

阳性克隆菌株接种于含卡那霉素的 'S液体培养

基中振荡过夜培养"待 "4值至 31: B317 时"取 4

8'菌液样品保存于 6/3 U冰箱中) 在剩余的培

养基中加入 )6GJ#异丙基7

"

747硫代吡喃半乳糖

苷$至终浓度为 4 88/05'"在 /0 U下振荡培养"

分别在诱导后 3&4&2&/&: > 时各取 4 8'的菌液

样品) 将取得的菌液样品在 : U"43 333 I58:;

离心 43 8:;"收集沉淀"再加入 233

(

'的 6S*缓

冲液重悬"然后分别取 23

(

'进行 *4*76&J,电

泳"考马斯亮蓝染液染色 2 > 后进行脱色&拍照"

用 S9;P*A9; 软件分析融合蛋白的表达率)

收集诱导表达后的菌液"离心"收集菌体沉

淀"用 6S*缓冲液重悬"进行超声波破碎) 分别

取上清和沉淀进行 *4*76&J,电泳) 确定目的

蛋白是否以包涵体的形式表达)

)*C+诱导温度对 67!UD#

!

成熟肽蛋白的影响

分别在 23&29 和 /0 U下振荡培养经 )6GJ诱

导的阳性重组菌株 / >) 然后按*418+的操作方

法进行 *4*76&J,电泳"比较不同温度下 )J(7

#

成熟肽重组蛋白的表达率)

)*V+67!UD#

!

成熟肽蛋白表达产物的纯化与复性

将*417+部分收集的目的蛋白用包涵体洗涤缓

冲液#23 88/05'GI:O7+-03+913"318 8/05'%9-0"

2 8/05'#I29"2E GI:?/;$洗涤 / 次) 然后用包涵体

裂解液#7 8/05'<@9;:P:;2+-03+013"31: 8/05'

%9+

2

6"

:

"31: 8/05'%9

2

+6"

:

"318 8/05'%9-0$重

悬包涵体": U条件下振荡过夜&变性) 将变性后的

包涵体 42 333 I58:; 离心 43 8:;"收集上清) 用

%:

2 ?

亲和层析柱和#.4779374紫外检测仪分离纯化

的蛋白) 将纯化好的蛋白分别经 9 8/05'尿素梯度

4124
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复性液
#

#83 88/05'%9-0"4 88/05',4G&"43E

J0QA2I/0"4E J0QA:;2"4 8/05'GI:O7+-03+913"312

8/05'%9+

2

6"

:

3+ 01:"312 8/05'%9

2

+6"

:

3+

01:$&: 8/05'尿素梯度复性液
)

#83 88/05'%9-0"4

88/05',4G&"43E J0QA2I/0": 8/05'#I29"4 8/05

'GI:O7+-03+913"312 8/05'%9+

2

6"

:

3+01:"312

8/05'%9

2

+6"

:

3+01:$和 2 8/05'尿素梯度复性

液
'

#83 88/05'%9-0"4 88/05',4G&"2 8/05'

#I29"4 8/05'GI:O7+-03+913"312 8/05'%9+

2

6"

:

3+01:"312 8/05'%9

2

+6"

:

3+01:$中透析 7 B9 >"

再在 6S*中透析过夜) 最后用 / L@ 超滤管

#K:00:3/I2$进行超滤浓缩"获得纯化蛋白)

)*$+67!UD#

!

融合蛋白的 W67;63:#1FH;;4:E 分析

纯化后的蛋白经 *4*76&J,电泳后"利用半

干电转印法将凝胶上的蛋白转印至 6.4(膜上"

8ES*&封闭) 将 6.4(膜在含有一抗为 9;?:7

7 A+:O#G9N9$9$#4C833$的封闭液中温育 4 >"洗

涤后在含二抗经 +$6标记的山羊抗小鼠 )<J

#4C833$封闭液中温育 4 >"然后用 +$674&S显

色#G:9;<2; 公司$) 分析实验组和对照组的条

带"以确定目的蛋白是否具有抗原活性)

)*X+67!UD#

!

融合蛋白的生物活性分析

用 KGG法检测 )J(7

#

重组蛋白的生物活性)

用 6:2IA2S-&蛋白定量分析试剂盒 #G>2I8/

*A:2;?:M:A$测定获得的重组蛋白浓度"然后用 3122

(

8滤膜过滤除菌待用) 将生长良好的人乳腺癌

细胞 K4&2/4 以 4 A43

8

58'密度接种于 17 孔板

#每孔 233

(

'$"培养 2: > 后"加入含不同浓度重组

蛋白的无血清培养基"使重组蛋白的终浓度分别为

3120&318/ 和 2178

(

<58'"每组设置 / 个重复"并

设空白对照"继续培养 :9 > 后"弃上清"每孔加入

13

(

'新鲜培养液"再加入 23

(

'KGG#*:<89$溶

液"继续培养 : >"弃上清"每孔再加入 433

(

'

4K*""低速振荡) 酶标检测仪 803 ;8波长处读

取各样品的光密度值) 每个浓度组设置 / 个重复)

细胞增殖率#J*$$计算方法为!8IJ#E A/;?I/0$

<<

O98302

5<

A/;?I/0

A433"<

O98302

为加入重组蛋白组"

<

A/;?I/0

为未加重组蛋白组)

结果表示为 829; =*4#平均值 =标准差$"

利用 *6**4713 软件进行单因素方差分析#";27

W9Q &%".&$"设定差异显著水平 7为3138"当

7>3138 时为差异显著"当 7>3134 时为差异极

显著)

25结果

,*)+67!UD#

!

成熟肽 %&'(的序列分析

七带石斑鱼 )J(7

#

成熟肽片段大小为 243

C3"编码 03 个氨基酸) 其中 &区编码 24 个氨基

酸"S区编码 21 个氨基酸"-区编码 43 个氨基

酸"4区编码43个氨基酸 #图4 $ )S09O?分析表明

图 )+七带石斑鱼 !UD#

!

成熟肽 %&'(序列与推测的氨基酸序列

方框注部分为启动密码子#&GJ$ %

"

表示终止密码子#G&&$ )

D4E*)+/<6%&'(76I86:%60:94;79698%69054:H 0%4976I86:%6HJ

50;8369G6G;496HJ!UD#

!

J3H5 ()$*+'*,-"$.%"'&$

G>2:;:?:9?:/; A/P/;#&GJ$:OC/= 09C202P 39I?9;P 9O?2I:OL :;P:A9?2O?>2O?/3 A/P/;#G&&$1

2124
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七带石斑鱼 )J(7

#

成熟肽的氨基酸序列与斜带石斑

鱼 #A$,0%$/%)*-36,6,9%-$&美国红鱼 # I3,"%06$-

63%))"&*-$& 大 黄 鱼 # 7-%*96-3,"%0" 3'63%" $& 鲈

#!"&%6)">'"?@"$60,3*-$和鳗鲡#<0;*,))" @"$60,3"$

的相似性分别为 11E&19E&10E&11E和 98E"表

明 2O)J(74 成熟肽高度保守)

,*,+67!UD#

!

基因原核表达载体的构建

将获得的 3,G72997)J(7

#

重组质粒转到

AG36),4+8

%

中培养后"挑选阳性克隆菌株再次

测序) 结果表明在载体中插入的目的基因片段完

全正确#图 4$"该重组质粒将表达约 44 L@ 的融

合蛋白"由 43: 个氨基酸组成"其中包括)J(7

#

成

熟肽和 %端的 7 A+:O标签"其等电点为 91/4)

,*.+诱导时间对重组蛋白的影响

将重组质粒 3,G72997)J(7

#

转化入 AG36),

S'24#4,/$中"用 )6GJ#4 88/05'$进行诱导表

达) *4*76&J,检测表明"重组质粒在 44 L@ 处

有增强表达的特异条带"即融合的目的蛋白 #图

2 $) 质 粒 3,G7299的 分 子 量 约 为 :3 L@)

S9;P*A9; 分析表明"在 )6GJ诱导后 / > 时重组

蛋白表达量最大"占菌体总蛋白的 8419E"而在

诱导后的 4&2 和 : > 的表达量分别为 2/17E&

/318E和 :418E)

,*>+!UD#

!

重组蛋白的存在形式

将诱导后的菌液用超声波破碎后收集上清和

沉淀进行 *4*76&J,电泳) 结果表明 2O)J(7

#

成熟肽的重组蛋白主要是以包涵体的形式存在

#图 2 中的 9 和 1$)

,*B+诱导温度对重组蛋白的影响

不同温度对 2O)J(7

#

重组蛋白的影响分析表

明!在 /0 U条件下 2O)J(7

#

重组蛋白的表达量最

大"占菌体蛋白总量的 8419E#图 /$)

,*C+重组蛋白的纯化

将诱导 / > 的重组 3,G72997)J(7

#

菌株用超

声波破碎后取上清"然后用变性液变性处理"用

%:

2 ?

亲和层析柱分离纯化的蛋白"再经过尿素梯

度复性液复性后"进行 *4*76&J,电泳检测) 结

果有一单一条带"相对分子质量约为 44 L@#图 2

中的 0$"与预期大小相符合)

,*V+重组蛋白的 W67;63:#1FH;;4:E 分析

将未诱导表达的重组蛋白和诱导表达 / > 的

重组蛋白进行 W2O?2I;7C0/??:;< 反应"结果如图 :

所示!诱导表达 / > 的重组蛋白组在 6.4(膜上

可见单一印迹"而作为阴性对照组则无此条带"表

明重组菌株表达了具有抗原活性的目的蛋白"且

能被 7 A+:O抗体识别)

图 ,+L&L#2(UA分析诱导时间对蛋白表达量的影响

K1蛋白分子量标准% 41质粒 3,G7299% 2 B71诱导 3&4&2&/&

: >的菌液% 01纯化后的蛋白% 91超声波破碎离心后的沉淀%

11超声波破碎离心后的上清)

D4E*,+AJJ6%;7HJ4:98%;4H:9830;4H:H:G3H98%;4H:HJ

36%H514:0:;!UD#

!

G3H;64:10769H:L&L#2(UA0:0F=747

K189IL2I% 413,G7299309O8:P% 2 6712=3I2OO:/; /MI2A/8C:;9;?

)J(7

#

3I/?2:; 3/O?3"4"2"/": > /M)6GJ:;P@A?:/;% 013@I:M:2P

I2A/8C:;9;?)J(7

#

3I/?2:;% 91*4*76&J,/M3I2A:3:?9?:/; 9M?2I

@0?I9O/;:A ?I29?82;?% 11*4*76&J, /M O@32I;9?9;? 9M?2I

@0?I9O/;:A?I29?82;?1

图 .+L&L#2(UA分析诱导温度对蛋白表达量的影响

K1蛋白分子量标准% 4123 U下诱导的重组菌% 2129 U下诱

导的重组菌% /1/0 U下诱导的重组菌)

D4E*.+AJJ6%;7HJ;65G630;836H:G3H98%;4H:HJ

36%H514:0:;!UD#

!

G3H;64:10769H:L&L#2(UA0:0F=747

K189IL2I% 4 6/12=3I2OO:/; /MI2A/8C:;9;?)J(7

#

3I/?2:; 9?

23"29 9;P /0 U I2O32A?:H20Q1

,*$+重组蛋白的生物活性分析

用 KGG法来检测不同浓度的重组蛋白对人乳

腺癌细胞增殖率的影响表明"与对照组相比"3120&

318/

(

<58'浓度的 2O)J(7

#

重组蛋白均能显著的

促进人乳腺癌细胞 K4&2/4 增殖#7>3134$ #图

8$"证明复性后的重组蛋白具有生物活性)
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图 >+诱导表达 . <的重组 !UD#

!

蛋白的

W67;63:#1FH;;4:E 分析

41诱导表达 / > 的重组蛋白% 21未诱导表达的重组蛋白组#阴

性对照组$ )

D4E*>+W67;63:#1FH;;4:E 0:0F=747HJ36%H514:0:;!UD#

!

G3H;64:GH7;. <4:98%;4H:HJ!2/U

41I2A/8C:;9;?)J(7

#

3I/?2:; 3/O?/ > :;P@A?:/;% 21;2<9?:H2

A/;?I/01

图 B+不同浓度的重组 !UD#

!

蛋白对

人乳腺癌细胞增殖的影响

D4E*B+AJJ6%;7HJ36%H514:0:;!UD#

!

G3H;64:H:

<850:13607;%0:%63G3HF4J630;4H:

/5讨论

本研究利用 $G76-$方法克隆获得了七带石

斑鱼的 )J(7

#

成熟肽序列"揭示了其序列具有高

度的保守性"为开展 )J(7

#

基因体外重组表达提

供了基础) 同时"利用原核表达系统"本研究成功

表达了七带石斑鱼 )J(7

#

成熟肽"并获得了具有

细胞增殖生物活性的体外重组 )J(7

#

蛋白)

鱼类的)J(7

#

信号肽不能被大肠杆菌很好地识

别"严重影响了融合蛋白的表达量) 因此"本研究在

密码子设计时去掉了)J(7

#

信号肽序列"并加入强终

止密码子G&&"避免通读和产生超长蛋白"而且所表

达的蛋白分子量较小"无需糖基化等修饰
'42(

"较适合

在大肠杆菌中表达) 载体6,G7299两端带有 +:O7?9<

标签"当与 )J(7

#

融合表达后"不仅有利于检测和纯

化表达情况"而且可避免重组蛋白被菌体所产生的

蛋白酶降解) 本研究构建的 3,G2997)J(7

#

重组质粒

在大肠杆菌S'24#4,/$中表达的重组蛋白占细菌

总蛋白的 8419E"高于已报道的其他鱼类)J(7

#

重组

蛋白的表达量
'4: 648(

"表明了 6,G7299是七带石斑鱼

)J(7

#

原核表达的理想载体)

实验中获得的重组蛋白以包涵体的形式存

在) 为了最大程度地提取包涵体中的目的蛋白并

纯化"需要对菌体进行破碎) 超声波破碎法和酶

解法都能有效地获得目的蛋白"但是酶解法所获

取的蛋白杂质较多"不利于目的蛋白的变性溶解

和纯化) 本研究采用细胞裂解液洗涤法和超声波

破碎法相结合"不仅能使细胞裂解得更充分"获得

更多的重组蛋白"而且利于蛋白的纯化) 原核表

达系统由于缺乏真核蛋白修饰体系"二硫键容易

发生错配"使得产生的蛋白形成错误的包涵体而

丧失生物活性) 因此"获得的重组蛋白需经过溶

解&变性&复性才能恢复其生物学活性) 尿素和盐

酸胍都能使蛋白质变性"但尿素使包涵体在溶解

后含的杂质较多
'47(

"且所需时间较长) 因此本研

究采用 7 8/05'的盐酸胍使蛋白变性"然后再通

过尿素梯度复性液进行复性"通过 KGG法检测表

明重组 )J(7

#

蛋白具有促进细胞增殖的生物活

性"表明本研究采用的蛋白复性方法是可靠的)

)J(7

#

作为一种体内代谢过程中极为重要的细

胞因子"在鱼类生长和生殖调控中具有重要的生理

作用) 如张为民等
'40(

成功地在大肠杆菌中表达了

虹鳟)J(7

#

和)J(7

)

的融合蛋白"并通过细胞增殖实

验表明虹鳟 )J(7

#

融合多肽对 S&'S5%)+/G/ 的促

进作用要比 )J(7

#

融合多肽高%4@H9等
'49(

表达了

大菱鲆# I36$/&/")#*-#"?,#*-$)J(7

#

和 )J(7

)

"并

将重组蛋白注入鱼体后"能特异地抑制 J+的释

放%叶 星 等
'41(

在 大 肠 杆 菌 中 表 达 了 草 鱼

#.&%06$/"'40;6960 ,9%))"$)J(7

#

"表达量占菌体总

蛋白的 2313/E"用 KGG法测定重组 )J(7

#

对草鱼

吻端成纤维细胞 6*(和草鱼卵巢细胞具有明显的

促增殖作用) 42<<2I等
'23(

报道"尖吻鲈 #!"&%-

3")3"',(%'$注射外源 )J(7

#

后"其侧腹肌肉组织对葡

萄糖的吸收以及肝脏对亮氨酸的吸收明显加快)
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1 期 陈圣毅"等!七带石斑鱼类胰岛素生长因子7

#

成熟肽的克隆及原核表达与活性分析 55

-2O?:00/ 等
'24(

研究发现")J(7

#

能刺激体外虹鳟肌细

胞的分化"表明其可促进鱼类肌肉生长和代谢%-9/

等
'43(

研究表明")J(7

#

能够诱导罗非鱼卵母细胞的

成熟和颗粒细胞的增殖与分化) 七带石斑鱼为我

国近年来新开发的重要海水养殖经济品种"对其生

殖和生长调控机制的认识可为实现其苗种规模化

繁育及养殖业的发展提供重要理论支撑) 本研究

首次运用基因工程技术实现了七带石斑鱼 )J(7

#

成

熟肽蛋白在体外的重组表达和纯化"并通过细胞增

殖实验证明了纯化后的 )J(7

#

蛋白具有生物活性"

为深入研究七带石斑鱼 )J(7

#

的生物学功能以及新

型促生长剂的研制奠定了基础)
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