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　　[摘　要 ]　采用PCR 方法对草鱼M y oD 基因开放阅读框进行了改造扩增, 构建了草鱼M y oD 基因的原核表达

载体pBV 2202M yoD , 并进行了初步的原核表达研究。结果表明, 构建的原核表达载体pBV 2202M yoD 含有草鱼M y 2
oD 基因完整的开放阅读框; 该原核表达载体表达产物的相对分子质量为 34 ku, 其表达产物占全菌蛋白的 10. 8% ,

表达量较低。
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　　成肌分化抗原 (m yogen ic differen t ia t ion an t i2
gen,M yoD ) 是生肌调节因子M R F s 家族的主要成

员之一, 是脊椎动物胚胎期肌肉发育的主导调控基

因, 对骨骼肌的形成和分化起主要作用,M y oD 缺失

可导致成肌细胞的增殖和分化无法进行[122 ]。因此,

该基因自1987 年D evis[3 ]首次发现以来, 即引起了诸

多学者的广泛兴趣, 先后对高等脊椎动物特别是人

和小鼠M y oD 基因的结构[425 ]、功能[6 ]、调控途径[728 ]

及医学诊断[9 ]和分子标记[10211 ]进行了深入研究。有

关鱼类M y oD 基因的研究也有一些报道, A tsu sh i

等[12 ]研究了鲤鱼M y oD 基因在发育过程中的表达规

律; Genevieve 等[13 ]研究了胚胎发育温度对鲱鱼肌

肉分化过程中调控基因表达的影响; T hom as 等[14 ]

研究了大西洋鳕鱼在胚胎发育过程中M y oD 等基因

的表达; 王立新等[15 ]报道了草鱼M y oD 基因的全序

列。然而作为一个有潜在应用价值的功能基因,M y 2
oD 基因的体外表达及其表达产物对肌肉发育调控

的研究还未见报道, 为此本研究以我国特有的主要

池塘养殖品种草鱼为研究对象, 对草鱼M y oD 基因

进行了原核表达研究, 以期为该基因在水产动物中

的应用提供参考。

1　材料和方法
1. 1　材　料

　　大肠杆菌DH 5Α和pBV 220 质粒均由中国水产

科学研究院热带亚热带鱼类选育与养殖重点开放实

验室保存; 限制性内切酶E coR É ,B am H É 为华美公

司产品; T 4DNA 连接酶为P rom ega 公司产品; DNA

M arker、蛋白质M arker 为上海Sangon 生物工程公

司产品; T aq 酶、DNA 纯化试剂盒为大连宝生物工

程公司 (T aKaR a) 产品; PCR 仪为T aKaR a 产品; 紫

外凝胶成像仪和凝胶薄层扫描仪为A lpha 公司产

品。

1. 2　PCR 扩增引物设计

本研究根据已经扩增获得的草鱼M y oD 基因全

长 cDNA 序列设计了P1, P2, P3 3 条用于原核表达

的PCR 引物, 其中P1 用于改造开放阅读框上游约43

bp 处的E coR É 酶切位点, 序列为: 5′2ct t ccc cat ctc

a tc agc tga tga g t t cta cg23′( g 处的原碱基为 a) ;

P2, P3 均含E coR É 酶切位点, 用于M y oD 基因开放

阅读框两端的改造, 以便于下一步原核表达载体的

构建, P2 序列为: 5′2cgg aat tca tgg agt tg t cgg ata

t tc cct tcc cca tc23′, 含起始密码子 atg; P3 序列为:

5′2gcg aat tct taa aga act tga tag atg g23′, 含大肠杆

菌的强终止密码子 taa。

1. 3　草鱼M y oD 基因开放阅读框的PCR 改造

先以3′RA CE 和5′RA CE 产物为模板, 以P1,

P3 为引物, 用高保真DNA 聚合酶对E coR É 酶切位

点进行 PCR 改造, 反应体系为: ddH 2O 39 ΛL , 10×
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Pfu PCR Buffer 5 ΛL , dN T P (10 mmo löL ) 2 ΛL , P1

1 ΛL , P3 1 ΛL , 3′RA CE 和5′RA CE 产物各0. 5 ΛL ,

Pfu T aq 1 ΛL , 总体积50 ΛL。PCR 扩增反应条件为:

94 ℃预变性 3 m in; 94 ℃变性 30 s, 56 ℃复性 30 s,

72 ℃延伸2 m in, 共30 个循环; 最后72 ℃延伸7 m in。

反应结束后取5 ΛL PCR 产物进行10 göL 琼脂糖凝

胶电泳检测。然后再以此PCR 产物为模板, P2, P3

为引物进行成熟肽改造 PCR 扩增, 反应体系为:

ddH 2O 39. 5 ΛL , 10×Pfu PCR Buffer 5 ΛL , dN T P

(10 mmo löL ) 2 ΛL , P2 1 ΛL , P3 1 ΛL , 第 1 次 PCR

产物0. 5 ΛL , Pfu T aq 1 ΛL , 总体积 50 ΛL。PCR 扩

增反应条件为: 94 ℃预变性 3 m in, 94 ℃变性 30 s,

49 ℃复性30 s, 72 ℃延伸2 m in, 共30 个循环; 最后

72 ℃延伸7 m in。反应结束后取5 ΛL PCR 产物进行

10 göL 琼脂糖凝胶电泳检测。目的条带用T aKaR a

凝胶回收试剂盒进行回收纯化。

1. 4　原核表达载体pBV 2202M yoD 的构建

将原核表达载体pBV 220 和草鱼M y oD 成熟肽

改造的 PCR 产物用 E coR É 酶切并纯化, 酶切后的

pBV 220 经小牛胸腺肽去磷酸化后, 与纯化后的草

鱼M y oD 用T 4DNA 连接酶在4 ℃连接过夜, 转化大

肠杆菌DH 5Α后, 在含氨苄的LB 固体培养基上挑选

阳性转化子, 进行E coR É 酶切鉴定, 并利用草鱼M y 2
oD 基因开放阅读框末端20 bp 处的B am H É 酶切位

点进行片段插入方向的鉴定, 最后挑选其中 1 个阳

性转化子 (pBV 2202M yoD 16) 送大连宝生物工程公

司测序。

1. 5　诱导表达

将含有pBV 2202M yoD 16 载体的单菌落接种于

3 mL 含氨苄的LB 液体培养基中, 同时接种 1 个空

的pBV 220 单菌落作对照, 37 ℃振荡培养过夜, 第 2

天按1∶50 转接于 50 mL 含氨苄的液体LB 培养基

中, 扩大培养至OD 600为 0. 4～ 0. 6 时立即放入 42 ℃

水浴摇床进行热诱导表达, 诱导过程中每隔 1 h 在

超净工作台上取1 mL 菌液置于1. 5 mL 离心管中, 4

℃保存备用, 直至4 h。诱导结束后, 分别将各次取得

的菌液10 000 röm in 离心5 m in, 去上清, 沉淀用500

ΛL 蒸馏水洗1 次, 重悬于100 ΛL 蒸馏水中, 加入100

ΛL 2×SD S 上样缓冲液后, 于沸水中煮 5～ 10 m in,

进行SD S2PA GE 电泳检测。电泳凝胶经考马斯亮蓝

染色, 脱色液脱色后用凝胶薄层扫描仪扫描并计算

表达蛋白占全菌蛋白的百分比。

2　结果与分析

2. 1　草鱼M y oD 基因原核表达载体的鉴定

　　通过2 次PCR 改造获得了编码草鱼M y oD 成熟

肽的DNA 片段 (图1) , 该片段回收纯化后经E coR É
酶切与原核表达载体pBV 220 连接, 转化大肠杆菌

DH 5Α后获得了多个阳性转化子。挑选其中 12, 14,

16, 22 号转化子用E coR É 酶切鉴定插入片段大小,

结果4 个转化子均酶切出大小约800 bp 的目的片段

(图2)。
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　　进一步的B am H É 酶切插入方向鉴定结果表

明, 14, 16 号转化子插入的目的片段方向正确 (图

3)。将其中的16 号转化子送大连宝生物有限公司测

序, 结果和已获得的草鱼M y oD 基因开放阅读框序

列一致 (除1 个改造的E coR É 外) , 未发现移码突变,

说明本次构建的草鱼M y oD 基因原核表达载体完全

正确, 可以用于诱导表达研究。

2. 2　草鱼M y oD 基因原核表达载体的诱导表达

由图 4 可知, 16 号转化子经 42 ℃热诱导后, 在

约34 ku 处有 1 条和目的蛋白大小相符且随诱导时

间延长表达量显著增加的特异带, 凝胶薄层扫描仪

扫描结果显示, 诱导 4 h 的表达量仅占全菌蛋白的

10. 8% , 表达量较低。

3　讨　论

目前, 有关M y oD 基因的体外表达研究极少有

成功的报道[16217 ]。为此, 本研究选用目前较为常用

的、由我国科研工作者构建的高效原核表达载体

pBV 220 [18 ] , 对草鱼M y oD 基因在大肠杆菌中的表达

进行了研究。为了防止插入位点对外源基因表达的

影响, 本研究采用PCR 方法突变了该基因位于开放

阅读框上游 43 bp 处的E coR É 酶切位点, 从而在构

建表达载体时使外源基因插入到最常使用的第1 个

克隆位点 (E coR É 酶切位点) , 经诱导该基因在大肠

杆菌DH 5Α中获得了表达, 表达量约占DH 5Α全菌蛋

白的10. 8% , 表达量较低。

已有的研究认为, 造成外源基因表达量偏低的

主要因素有外源基因的二级结构 (GC 含量过高)、

SD 序列至起始密码子的碱基数 (即距离D )、碱基组

成[19221 ]、mRNA 的局部二级结构以及mRNA 的丰

度和宿主菌对密码子的偏好性[22225 ]。经分析, 草鱼

M y oD 基因mRNA 前端GC 含量不足 50% , 不会形

成较多的二级结构影响外源基因的表达[20 ]。至于蛋

白质结构二级结构对翻译速度的影响, T hanara j

等[26 ]和李晓琴等[27 ]的研究都认为, Α螺旋和高频密

码子相对应, 即Α螺旋结构有利于翻译速度的提高。

而草鱼M y oD 基因编码的蛋白具有HL H Α螺旋环螺

旋结构, 因此其蛋白质二级结构不会影响该基因的

翻译速度。同时本研究为了避免距离D 对表达水平

的影响, 特异选择E coR É 作为插入外源基因的克隆

位点, 构建好的pBV 2202M yoD 经测序表明序列正

确, 所以距离D 的长度也不应该是表达效率低的主

要原因。

为了继续探讨草鱼M y oD 基因在大肠杆菌中表

达量偏低的主要原因, 后又对草鱼M y oD 基因编码

的氨基酸组成进行了分析, 发现其含有较多大肠杆

菌稀有密码子特别是精氨酸稀有密码子。已有研

究[22223 ]表明, 真核生物和原核生物对不同氨基酸密

码子的使用频率不同, 即对密码子的偏好性不同, 因

此真核基因在大肠杆菌中表达时, 如果外源基因带

有较多稀有密码子, 则会影响真核基因的表达水平,

甚至会造成蛋白质翻译的障碍。在本研究中, 编码草

鱼M yoD 蛋白的20 个精氨酸有18 个是大肠杆菌的

稀有密码子, 其中A GG 7 个 (密码子频率 3. 47% )、

A GA 7 个 (密码子频率 5. 72% )、CGA 2 个 (密码子

频率 6. 67% )、CGG 2 个 (密码子频率 11. 08% ) , 精

氨酸稀有密码子高达90%。Soheila 等[17 ]在鼠上的研
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究发现, 大肠杆菌精氨酸稀有密码子对基因的表达

有影响, 将M y oG 基因中的A GG 突变为CGU 后,

M y oG 基因在大肠杆菌中获得了高表达。提示大肠

杆菌对密码子的偏性可能是造成草鱼M y oD 基因在

大肠杆菌中表达量较低的主要因素。因此, 草鱼M y 2
oD 基因的高效表达应选用真核表达载体或进行稀

有密码子改造。
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Exp ression of grass carp M y oD in E scherich ia coli

W ANG L i-x in 1, 2, BA I Jun - j ie1,Y E X in 1,L UO J ian -ren 1, CHEN Hong2, 3, J IAN Qing1,LAO Ha i-hua1

(1 P earl R iver F isheries R esearch Institu te, K ey L abora tory of T rop ic & S ubtrop ica l F ish B reed ing & Cu ltiva tion,

Ch inese A cad emy of F ishery S ciences, Guang z hou , Guang d ong 510380, Ch ina;

2 F ishery science d ep artm en t of A n im al S cience and T echnology Colleg e,N orthw est A & F U niversity ,

S haanx i K ey L abora tory of A g ricu ltu ra l M olecu lar B iology , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

3 X uz hou N orm al U niversity , Institu te of B io2Cellu lar and M olecu lar, X uz hou , J iang su 221116, Ch ina)

Abstract: PCR w as u sed to recon struct the open reading fram e of grass carp M y oD , and the exp ression

vecto r pBV 2202M yoD w as con structed to research the exp ression of M y oD in E. coli on th is basis. T he re2
su lts show d that: T he pBV 2202M yoD w as con structed successfu lly, and there w as a p roper band at the 34

ku, after the exp ression vecto r w as induced at 42 ℃, bu t the level of exp ression w as no t so h igh, on ly

10. 8% of the to ta l p ro tein s of E scherich ia coli.

Key words: g rass carp;M y oD gene; exp ression in E. coli
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Effects of CLA on layer imm un ity funct ion under hea t st ress m odels
Ê . change of cell facto r, ho rmone level, an t i2ox id ized ab ility

GAO Y un -y ing1,L I Hao-bo1, J IANG Yan -fen 1,L E I J in -m in 2,

PAN Ya-feng3, HUANG J ian -wen 1,M A Qiu-m ing1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 L uochuan Coun ty V eterinarian S an itary S up erv ision E x am ina tion Cen term ,L uochuan, S haanx i 727400, Ch ina;

3 Y in ta i A rea A nim al H usband ry and V eterinary S ta tion, T ong chuan, S haanx i 727000, Ch ina)

Abstract: 120 252w eek o ld H ailan (b row n) layers w ere divided in to tw o group s acco rd ing to facto ria l

design, the b irds w ere pu t in to tw o art if icia l clim ate room s and caged w ith tw o step s and ladders type re2
spect ively, and the ho t st ress model w as estab lished fo r 22 ℃fo r 5 d→30 ℃ (p re2test) fo r 5 d→32 ℃ fo r 5

d→35 ℃ fo r 5 d→22 ℃ fo r 5 d (recovery). Experim en t group w ere fed w ith basal d iet added w ith 2 gökg

con jugate lino leic acid (CLA ) , and con tro l group w ere fed w ith basis d ietary. T he test lasted fo r 25 d to

study the effect of ho t st ress on cell facto r, ho rmone level, an t i2ox id ized ab ility of the laying hen. T he resu lt

ind ica ted that, a t 30 ℃ 119 h, 32 ℃ 119 h, 35 ℃ 119 h, 22 ℃ 119 h (resto res) , the ho t st ress supp ressed the

b lood serum obviou sly IL 2IΒ, IL 26, TN F2Α, the co rt iso l, p ro stag landin E 2 and the M DA secret ion (P <

0. 01) , p romo ted b lood serum thyrox in T 3, the T 4 secret ion and strengthened an t i2ox id ized ab ility (P <

0. 01) , thu s slow ed dow n the decline of the layer imm un ity level resu lted from the h igh temperatu re envi2
ronm en t, and reduced the negat ive effects.

Key words: con jugate lino leic acid; layer; heat st ress; cell facto r; ho rmone level; an t i2ox id ized ab ility
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