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半滑舌鳎两种leptin基因的体外重组表达和生物活性分析
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摘要：根据半滑舌鳎lepa和lepb编码氨基酸序列合成开放阅读框ORF肽段。利用原核表达
载体pEQ30成功构建了半滑舌鳎lepa/pQE30和lepb/pQE30重组质粒，分别转化至大肠杆菌
M15后，经IPTG诱导获得了N端含6个组氨酸的半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白。获得的
重组蛋白大小均为16 ku，37 °C下用0.5 mmol/L的IPTG诱导4 h后目的蛋白表达量最高，主
要以包涵体形式存在。检测半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白浓度分别为0.3和0.25 mg/mL。
Western blot免疫印迹和质谱分析表明，获得的LepA和LepB重组蛋白均具有免疫活性且
序列正确。Ni2+-NTA亲和层析柱纯化可获得高纯度的半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白。离
体孵育实验表明，获得的半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白能显著抑制半滑舌鳎下丘脑
lepa、lepb和gnrh3 mRNA的表达水平，表明获得的重组蛋白具有明显的生物活性。研究
结果可为探究leptin在半滑舌鳎生长发育中的调控机制提供重要参考。
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瘦素(leptin, Lep)是一种由脂肪组织分泌的蛋

白质类激素，于1994年作为肥胖基因(ob)的产物

首次被发现，其一般存在2种不同的分子形式

(lepa和lepb)，在摄食调控、脂肪能量代谢、生殖

调控方面具有重要生理作用 [1]。2005年硬骨鱼类

Leptin蛋白基因首先在红鳍东方鲀(Takifugu rubri-
pes)中被鉴定出，其主要表达部位是肝脏 [2]。其

后，相继在青鳉(Oryzias latipes)[3]、斑马鱼(Danio
rerio)[4]、斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)[5]、建

鲤(Cyprinus carpio var. jian)[6]、大西洋鲑(Salmo
salar)[7-8]、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[7-9]、红点鲑

(Sa lve l inus  l eucomaen i s ) [ 7 - 1 0 ]、尼罗罗非鱼

(Oreochromis ni lot icus) [ 1 ]、日本鲭 (Scomber
japonicus)[11]和唐鱼(Tanichthys albonubes)[12]等硬骨

鱼类中克隆获得lepa和lepb基因，并对其表达特

征进行了研究。为深入认识 leptin的生理功能，

2008年，研究人员首次成功获得重组红鳍东方鲀

Leptin蛋白 [13]，近年来，尼罗罗非鱼 [1]、虹鳟 [9]、

大西洋鲑 [14]、金鱼(Carassius auratus)[15]和黑鲫(C.
carassius)[16]等鱼类的leptin基因体外重组蛋白相继

成功表达，为体外研究 leptin生物学功能提供了

平台和途径。

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国特有

的海水养殖经济鱼类，是一种理想的近海增养
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殖对象[17]，目前已成为我国三大鲆鲽类主导养殖

品种之一。近年来，半滑舌鳎规模化人工繁育

技术日趋成熟 [18]，已形成较大规模的养殖产业。

本实验室在前期的研究中已成功克隆了半滑舌

鳎 leptin基因，完成了组织与时空表达特性分

析。在此基础上，本研究利用原核表达载体构

建了重组半滑舌鳎Leptin质粒，实现了Leptin重组

蛋白的体外高效表达，同时利用下丘脑离体孵

育方法验证了重组Leptin蛋白的生物活性，为从

蛋白水平深入认识Leptin在半滑舌鳎生长发育中

的调控机制提供了参考。

1    材料与方法

1.1    实验对象

实验用半滑舌鳎取自海阳市黄海水产有限

公司， 3尾半滑舌鳎 (全长 25~30 cm、体质量

350~630 g)用MS222 (300 mg/L)麻醉处死，迅速取

肝脏组织保存于液氮中(−196 °C)，后转入−80 °C
超低温冰箱中保存，用于总RNA提取。

30尾半滑舌鳎(体长35~40 cm、体质量550~
650 g)用MS222 (300 mg/L)麻醉处死，迅速取下丘

脑组织于L15液体培养基中进行离体孵育，用于

Leptin重组蛋白功能的离体验证。

1.2    总RNA提取和cDNA第一链的合成

利用RNAiso Plus (TaKaRa，日本)提取肝脏

总RNA，通过超微量紫外检测仪(NanoDrop 2000
C) (Thermo，美国)测定RNA的纯度和浓度，以

1%琼脂糖凝胶电泳检验RNA完整性。使用Prime-
ScriptTM RT Reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect
Real Time)反转录试剂盒 (TaKaRa，日本 )合成

cDNA第一链，用于leptin基因片段的扩增，操作

步骤严格按照说明书进行。

1.3    重组质粒的构建

根据 GenBank数据库中的半滑舌鳎 l epa
(GenBank登录号：KY432435)和lepb (GenBank登
录号：MF784434)的氨基酸编码序列合成开放阅

读框ORF肽段，选取BamH I和Hind III作为酶切

位点。将合成得到的目的片段连接到pEASY-T1
Simple (Transgen，北京)载体上，然后导入Trans-
T1 (Transgen，北京)感受态细胞中，挑选阳性克

隆菌扩大培养后送至生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序验证。

利用质粒小提试剂盒(TaKaRa，日本)提取

lepa/pEASY-T1和lepb/pEASY-T1质粒，用限制性

内切酶BamH I和Hind III  (TaKaRa，日本 )将
pQE30质粒和载有目的片段的  pEASY-T1 Simple
质粒双酶切，使用T4 DNA连接酶 (TaKaRa，日

本)将双酶切后的目的基因和pQE30质粒表达载

体连接，将连接完成的重组质粒 lepa/pQE30和
lepb/pQE30转化至感受态克隆菌株Top10 (Sangon
Biotech，上海)，筛选并扩培阳性克隆菌，然后

送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序

验证。超微量紫外检测仪(NanoDrop 2000 C)检测

重组质粒 lepa/pQE30和 lepb/pQE30的浓度，于

15%的甘油中在−80 °C下长期保存。

1.4    重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达与检测

将测序正确的重组质粒 lepa/pQE30和 lepb/
pQE30转化到大肠杆菌 (Escherichia coli) M15
(Invitrogen，美国)中，涂布含有终浓度为50 μg/mL
氨苄青霉素和30 μg/mL卡那霉素的LB固体平板

上，并于37 °C、220 r/min培养过夜，然后挑取重

组质粒的单菌落培养后鉴定阳性克隆。选择鉴

定正确的菌液，按1∶100比例分别接种于10 mL
LB培养基(含有终浓度为50 μg/mL氨苄青霉素和

30 μg/mL卡那霉素)中，37 °C、220 r/min培养至

OD600值达到0.6时，添加终浓度为0.5 mmol/L的

IPTG，220 r/min、20 °C诱导过夜；37 °C诱导4 h，
未加 IPTG诱导剂的作为阴性对照。培养结束

后，离心收集菌体(4 °C、4 000 r/min、10 min)，
PBS (pH 7.4)缓冲液洗涤并重悬菌体，以SDS-
PAGE (12%分离胶)方法进行电泳检测，考马斯

亮蓝染色后观察结果。

1.5    重组蛋白Western blot验证和质谱分析

收集37 °C诱导4 h的菌体沉淀和对照菌沉

淀，经SDS-PAGE电泳后，利用半干电转印法将

蛋白转移至PVDF膜上，用5% BSA封闭，室温下

一抗和二抗分别孵育2 h，所用一抗和二抗分别

为兔抗His标签(Sangon Biotech，上海)和HRP标记

的羊抗兔(Sangon Biotech，上海)，TMB显色，数

码相机拍照。对于条带出现偏差的蛋白，交由

生工生物工程(上海)股份有限公司，利用AB SCIEX
TripleTOFTM 5600系统(AB，美国)进行高分辨率

串联质谱鉴定分析，以验证目的蛋白结构是否

正确。
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1.6    重组蛋白的分离和纯化

37 °C条件下，IPTG (0.5 mmol/L) 诱导重组菌4 h
后，4 °C，12 000 r/min，离心20 min，PBS洗涤

沉淀，用破碎Buffer (2 mol/L Urea，50 mmol/L
Tris，300 mmol/L NaCl，0.1% Triton X-100，pH
8.0)重悬菌体，重悬后的菌液于冰浴中进行超声

破碎(400 W，2 s超声，6 s间隔，20 min)，破碎

后用4 °C，12 000 r/min离心收集上清液。用Ni2+-
NTA亲和层析柱(TaKaRa，日本)分离纯化融合蛋

白，收集到的样品在透析液(1×PBS，20% Glycerol，
1 mmol/L DTT，pH 8.0)中4 °C透析过夜，透析结

束后用聚乙二醇20000 (PEG20000)进行浓缩，

SDS-PAGE 检测。利用SK3071非干扰型蛋白定量

试剂盒(Sangon Biotech，上海)，按说明书操作

步骤检测纯化后的重组蛋白浓度，0.22 μm滤膜

过滤除菌后分装1 mL/管，−80 °C超低温冰箱

保存。

1.7    重组蛋白生物活性检测

　　下丘脑离体孵育方法　　以L15液体培养

基清洗每尾实验鱼的下丘脑组织，然后将其分

别置于含10%小牛血清的L15液体培养基中培养

6 h，之后在含有不同浓度Leptin重组蛋白(0、1、
10、100 nmol/L)的无小牛血清的L15液体培养基

中孵育，在CO2细胞培养箱(Heal Force，上海)中
25 °C培养24 h，每组3个平行，离体孵育实验重

复 2次，培养结束后收集下丘脑组织，用于

lepa、lepb和gnrh3 mRNA的表达检测。具体离体孵育

实验步骤参照本实验室刘权等 [19]文章中的详细

描述。

　　实时荧光定量PCR检测 lepa和 lepb mRNA
的表达变化　　离体孵育下丘脑组织提取总

RNA检测Leptin蛋白基因  mRNA的表达水平变

化。根据本实验室克隆得到的半滑舌鳎 lepa、
lepb和下丘脑神经肽促性腺激素释放激素gnrh3
(GenBank登录号：JQ028869)的cDNA序列分别设

计定量引物，以18S rRNA  (GenBank登录号：

GQ426786)为内参设计定量引物18S-F和18S-R，

定量PCR引物序列见表1。
 

利用Mastercycler ep realplex Real-time PCR仪

(Eppendorf，德国)，使用SYBR Premix Ex TaqTM II
(TaKaRa，日本)试剂盒，PCR反应体系为20 μL，

包括10 μL 2×SYBR® Premix Ex TaqTM II、0.8 μL上

下游引物(引物浓度均为10 μmol/L)、1 μL稀释的

cDNA模板以及7.4 μL无菌水，每个样品3个平

行，采用两步法：95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 20 s，
共40个循环，反应结束后进行熔解曲线分析。所

有目的基因和参考基因的标准曲线相关系数

(r2)和扩增效率(E)：0.99<R2<1.00，0.9<E<1.1。以

18S rRNA为内参基因，利用2−ΔΔCt的方法计算目的

基因的相对表达量，结果以平均值±标准误(mean±
SE) 表示。

1.8    数据分析

实验数据采用SPSS 22.0软件(IBM，美国)统
计，对基因的mRNA表达水平进行单因素方差分

析(One-Way ANOVA)与Ducan氏多重比较，统计

各个基因mRNA表达水平的差异显著性。设置差

异显著性水平P为0.05，当P<0.05时认为差异显

著，当P<0.01时认为差异极显著。

表 1    定量PCR引物序列

Tab. 1    Primers sequences used for quantitative real-time PCR

引物名称

primer name
引物序列 (5′–3′)

primer sequence (5′–3′)
目的片段

target fragment
扩增长度/bp

amplicon length

lepa-RT-F CCTGGATGGTTACAACAGCCTTA
lepa 223

lepa-RT-R ATTCTTCAGCAGCACGACGAG

lepb-RT-F GTCTGGTCGCTGCTGTTGGTT
lepb 83

lepb-RT-R TGCGTCTATGATGTGTTGGCT

gnrh3-RT-F AGGCAGCAGAGTGATCGTG
gnrh3 92

gnrh3-RT-R CACCTGGTAGCCATCCATAAGAC

18S-F GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC
18S rRNA 107

18S-R AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC
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2    结果

2.1    半滑舌鳎lepa/pQE30和lepb/pQE30重组质

粒的构建

根据已合成的ORF肽段，经过载体双酶切

和连接，构建lepa/pQE30和lepb/pQE30重组质粒

(图1，图2，图1括号中的数字代表该启动子或酶

切位点等点位片段在质粒载体上的起始碱基

数，下同)。重组蛋白N端均含有6×His标签，可

进行鉴定和蛋白纯化。

2.2    重组蛋白的诱导表达

将半滑舌鳎lepa和lepb基因的重组质粒转化

至大肠杆菌M15中，进行IPTG诱导表达及SDS-
PAGE 电泳检测后显示， lepa/pQE30和 lepb/pQE
30在大肠杆菌中均有表达，在分子量16 ku处均

发现一特异高表达蛋白条带，与预测的目的蛋

白大小基本一致(图3，图4)。经过条件探索LepA

和LepB，37 °C、0.5 mmol/L IPTG诱导4 h后重组

蛋白表达量最大。

2.3    重组蛋白的Western blot验证

采用Western blot免疫印迹方法对37 °C下0.5
mmol/L的 IPTG诱导4 h后的LepA和LepB重组菌分

别进行检测，结果显示LepA和LepB重组菌分别

在PVDF膜上出现16和15 ku的单一清晰印迹(图5-a，
5-b)，说明LepA和LepB重组菌表达的目的蛋白能

被6×His抗体特异性识别，具有抗原活性，验证

了半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白表达成功。其

中LepB重组菌的Western blot检测结果与预测片

段大小有一定的偏差，经质粒图谱测序，证实

质粒上表达基因的氨基酸序列与半滑舌鳎lepb基
因编码氨基酸序列一致，表明该蛋白为半滑舌

鳎LepB重组蛋白。

2.4    重组蛋白的分离纯化

取37 °C条件下0.5 mmol/L IPTG诱导4 h的
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(3 832) EcoO109I
(3 778) AatII

(3 776) ZraI

(3 834) BbsI AvaI-BsoBI-PaeR7I-TliI-XhoI (1)

Bme T110I (2)
PsiTI (49)

MfeI (59)
lac operator

EcoRI (88)
BseRI (115)

6xHis

BamHI (145)

XcmI (241)
AarI-BfuAI-BspMI (259)
BanII (262)
BsaBI* (278)

BamHI-GENE-HindIII

AfeI (506)

HindIII (574)

Bpu10I (719)

PasI-PflMI* (1 178)
MscI (1 213)

BtgI-NcoI-StyI (1 247)

XbaI (1 550)

PflFI-Tth111I (1 710)
BsaAI (1 717)

AccI (1 735)
BstZ17I (1 736)

NdeI (1 786)
BspQI-SapI (1 847)(1 963)  AflIII-PciI

(2 267)  BseYI
(2 271)  PspFI

(3 078) FspI
(3 028) AseI

(3 004) NmeAIII
(2 976) BglI

(2 936) BsrFI
(2 917) BsaI
(2 856) AhdI

(3 226) PvuI

 
图 1    半滑舌鳎lepa/pQE30重组表达载体图谱

环内红色区域表示插入的lepa片段

Fig. 1    Recombinant expression vector map of lepa/pQE30
The red area inside the ring indicates the inserted lepa fragment
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LepA和LepB重组表达菌，经Ni2+-NTA亲和层析

柱分离纯化目的蛋白，得到的纯化LepA和LepB
重组蛋白相对分子质量均为16 ku (图6)，与预期

大小相符合。另外纯化后的LepA和LepB重组蛋

白经蛋白定量试剂盒检测后的浓度分别为0.30和
0.25 mg/mL。

2.5    重组蛋白的生物活性检测

离体孵育结果表明，10 nmol/L和100 nmol/L
LepA重组蛋白可显著抑制下丘脑中 lepa和gnrh3
mRNA表达(P<0.05) (图7-a，7-e)，而1 nmol/L和10
nmol/L LepA重组蛋白可显著抑制下丘脑中 lepb
mRNA表达(P<0.05)，但100 nmol/L LepA重组蛋

白可上调 lepb mRNA表达 (P>0.05) (图7-c)。同

时，外源LepB重组蛋白也可显著抑制下丘脑中

lepa mRNA和lepb mRNA表达(P<0.05)，但不同浓

度间无显著性差异(P>0.05) (图7-b，7-d)。另外，

1 nmol/L和10 nmol/L LepB重组蛋白可显著抑制下

丘脑中gnrh3 mRNA表达(P<0.05)，但100 nmol/L
LepB重组蛋白可上调gnrh3 mRNA表达(P>0.05)
(图7-f)。

3    讨论

本研究首次实现了半滑舌鳎lepa和lepb基因

的体外原核重组表达，并纯化获得了具有生物

活性的重组蛋白。已有研究证实， leptin对于鱼

类的摄食、生长、生殖等生理机能都具有重要

的调控作用 [9,  14-15]。本实验室前期的研究表明，

通过离体孵育方式，半滑舌鳎肝脏中 l epa及

lepr对性类固醇激素处理具有明显的下调表达应

答，表明其在性类固醇激素的合成或调控中可

能会起重要的生理作用[20]。另外，本实验室研究

还发现， leptin及其受体在半滑舌鳎胚胎和仔稚
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图 2    半滑舌鳎lepb/pQE30重组表达载体图谱

环内红色区域表示插入的lepb片段

Fig. 2    Recombinant expression vector map of lepb/pQE30
The red area inside the ring indicates the inserted lepb fragment

11 期 张雅星，等：半滑舌鳎两种leptin基因的体外重组表达和生物活性分析 2283

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


幼鱼的生长发育中具有重要的调控作用。因

此，通过体外重组的方式获得半滑舌鳎Leptin蛋

白对于深入开展其对生殖与生长的调控作用及

机制研究具有重要意义。

本研究Western Blot结果显示，半滑舌鳎

LepA和LepB重组蛋白分别在16和15 ku的位置有

1条特异性结合条带，表明携带6×His标记的融合

蛋白已经成功地在大肠杆菌M15中表达。但

LepB重组蛋白电泳检测图谱的目的条带与理论

计算值有所偏差，因此通过高分辨率串联质谱

分析的方式证实了目的条带确实为半滑舌鳎

LepB重组蛋白，这与Chen等 [21]对斜带石斑鱼的

研究结果类似，推测出现偏差的原因可能与蛋

白分子量大、电泳速度慢等因素相关。而纯化后

的蛋白Western Blot结果显示，半滑舌鳎LepA
和LepB重组蛋白的分子量与其理论分子量16 ku
基本一致，进一步证明了半滑舌鳎 lepa和 lepb
基因在大肠杆菌M15中获得了成功表达，得到了

半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白。

以往的研究表明，鱼类的重组Leptin蛋白的

生物活性都可通过体外或体内实验中生长、摄

食等功能的调控作用体现。如对重组尼罗罗非

鱼Leptin蛋白的研究表明，其在体外可促进已稳

定转染人类LepR的BAF/3细胞(小鼠原B细胞株)增
殖 [1]，但其效率低于哺乳动物Leptin蛋白。对草

鱼(Ctenopharyngodon idella)的研究表明，皮下注

射重组Leptin蛋白第1天对其摄食具有明显的抑制

作用 [22]。对虹鳟的研究表明，重组Leptin蛋白也

会抑制其对食物的摄入，同时下调神经肽 Y
(NPY) mRNA表达水平 [9]。另外，重组LepA蛋白

通过下丘脑调节抑制金鱼食物摄入[15]，并通过调

控中枢促阿黑皮素原途径抑制大西洋鲑的生长[14]。

本实验通过下丘脑离体孵育的方法检测了半滑

舌鳎LepA和LepB重组蛋白的生物活性，在孵育

液中加入半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白，结果

显示，LepA和LepB重组蛋白均显著抑制半滑舌

鳎自身lepa、lepb基因和gnrh3 mRNA表达水平，

但100 nmol/L LepA和LepB重组蛋白可分别上调下

丘脑 lepb和gnrh3 mRNA的表达，表明LepA和

LepB重组蛋白可诱导自身leptin基因及下丘脑生

殖相关基因gnrh3的表达，证明了通过原核系统

体外获得的半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白具有

明显的生物活性。下一步，将开展半滑舌鳎

LepA和LepB重组蛋白的在体验证，以了解其对

半滑舌鳎摄食及生长调控的生理作用及其可能

机制。

本研究选择了带有His标签的pQE30质粒作

为原核表达载体，pQE表达系统是目前适应较为

广泛且表达高效、操作方便的一种原核表达载

体，其含有不被大肠杆菌RNA聚合酶识别的T5
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图 3    半滑舌鳎lepa/pQE30重组表达产物的

SDS-PAGE分析

M. 蛋白分子量marker; 1. 0.5 mmol/L IPTG诱导前总蛋白 ; 2. 0.5
mmol/L IPTG 20 °C诱导过夜后的上清液 ; 3. 0.5 mmol/L IPTG 20
°C诱导过夜后的沉淀 ; 4. 0.5 mmol/L IPTG 37 °C诱导4 h后的上清

液; 5. 0.5 mmol/L IPTG 37 °C诱导4 h后的沉淀。下同

Fig. 3    SDS-PAGE analysis of lepa/pQE30 fusion
protein from C. semilaevis

M. protein molecular weight marker; 1. total protein before induction
with 0.5 mmol/L IPTG; 2. supernatant at 20 °C post overnight of
induction with 0.5 mmol/L IPTG; 3. precipitate at 20 °C post overnight
of induction with 0.5 mmol/L IPTG; 4. supernatant at 37 °C post 4 hours
of induction with 0.5 mmol/L IPTG; 5. precipitate at 37 °C post 4 hours
of induction with 0.5 mmol/L IPTG. The same below
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图 4    半滑舌鳎lepb/pQE30重组表达产物的

SDS-PAGE分析

Fig. 4    SDS-PAGE analysis of lepb/pQE30 fusion
protein from C. semilaevis
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强启动子，低拷贝，含有6×His标签，便于重组

蛋白的纯化[23]。该原核表达载体的产物为融合蛋

白，为重组蛋白的纯化和检验提供了方便，且

融合蛋白几乎全部以相对稳定的包涵体形式存

在，避免了目的蛋白被菌体自身的蛋白酶降

解，提高了目的蛋白产量[24]。

本实验利用原核表达系统获得了纯化的且

具有生物活性的半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋

白，验证了LepA和LepB重组蛋白可有效调节下

丘脑 leptin基因的表达。原核表达系统所生产的
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图 5    半滑舌鳎LepA(a)和LepB(b)重组蛋白的Western blot验证

M. 蛋白分子量marker; 1. 37 °C条件下0.5 mmol/L IPTG诱导4 h的LepA和LepB重组表达菌蛋白，下同

Fig. 5    Detection of recombinant LepA(a) and LepB(b) protein from C. semilaevis by Western blot
M. protein molecular weight marker; 1. recombinant LepA and LepB protein post 4 hours of induction at 37 °C with 0.5 mmol/L IPTG, the same below
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图 6    半滑舌鳎LepA和LepB基因原核表达产物SDS-PAGE电泳

Fig. 6    SDS-PAGE for the expression of LepA and LepB fusion protein from C. semilaevis
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蛋白没有真核生物的结构修饰，功能上可能会

有一定的缺陷，且原核表达系统难以具有酵母

表达系统的产能优势[25]。因此，在本实验结果的

基础上，下一步将开展半滑舌鳎lepa和lepb基因

的真核表达研究，获得体外制备的高活性的LepA

和LepB重组蛋白，为研制应用于养殖生产的绿

色高效摄食和生长代谢调剂制剂提供理论和技

术支持。
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图 7    半滑舌鳎LepA和LepB重组蛋白对下丘脑lepa、lepb和gnrh3 mRNA表达的影响

1. 对照; 2. 1 nmol/L leptin重组蛋白; 3. 10 nmol/L leptin重组蛋白; 4. 100 nmol/L leptin重组蛋白; 不同字母表示差异显著(P<0.05)

Fig. 7    Effects of recombinant C. semilaevis LepA and LepB proteins on hypothalamus lepa,
lepb and gnrh3 mRNA levels

1. control; 2. 1 nmol/L leptin recombinant protein; 3. 10 nmol/L leptin recombinant protein; 4. 100 nmol/L leptin recombinant protein; different letters
indicate significant difference (P<0.05)
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Recombinant expression and bioactivity analysis of two leptin genes of
Cynoglossus semilaevis

ZHANG Yaxing 1,2,3,     WANG Bin 1,2,     LIU Xuezhou 1,2,     XU Yongjiang 1,2*,     SHI Bao 1,2,     JIANG Yan 1,2,  
  CUI Aijun 1,2,3,     ZHANG Zhengrong 1,2,3,     SUN Ranran 1,2

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Qingdao Key Laboratory for Marine Fish Breeding and Biotechnology, Yellow Sea Fisheries Research Institute,

Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China;
2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for

Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao    266071, China;
3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: The peptides encoding ORF domains were synthesized based on the amino acid sequence of lepa and
lepb from Cynoglossus semilaevis. The prokaryotic expression vector pEQ30 was used to construct the
recombinant plasmids of lepa/pQE30 and lepb/pQE30, which were transformed into Escherichia coli M15 strains
and then induced by IPTG to obtain the recombinant proteins of LepA and LepB containing 6 His at the N-
terminus. The obtained LepA and LepB polypeptides expressed in form of inclusion bodies had molecular weight
of both 16 ku, and the optimum condition for the highest expression of the target proteins were induction by
0.5 mmol/L IPTG at 37 °C for 4 hours. The concentrations of LepA and LepB recombinant proteins in tongue sole
were 0.3 mg/mL and 0.25 mg/mL, respectively. The results of Western blot and mass spectrometry analysis
indicated that the obtained recombinant proteins of LepA and LepB had correct sequences and immunological
activity. The proteins were purified by Ni2+-NTA affinity chromatography, and high-purity recombinant proteins of
LepA and LepB were obtained. In vitro incubation of hypothalamus with recombinant LepA and LepB proteins
from C. semilaevis indicated that they could significantly inhibit the expression of endogenous lepa, lepb and
gnrh3 mRNA, which verified that the obtained recombinant proteins have biological activities. The results could
help exploration of the physiological role and regulation mechanism of leptin in growth and development of C.
semilaevis.
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