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　　[摘　要 ]　猪肌生成抑制素基因m yo stat in (M STN )的cDNA 在去除信号肽后,对成熟蛋白编码序列 PCR 扩

增出 1. 2 kb 片段,将该片段与pM D 182T 载体连接,转化JM 109受体菌细胞,筛选阳性克隆,并测序分析,结果表明

其与设计序列完全一致。将该克隆载体的质粒DNA 用带有B am H É和S a lÉ内切酶识别序列的另1对引物进行PCR

扩增,将回收的1. 2 kb PCR 目的片段定向克隆到pET 28a (+ )表达载体上,成功地构建了猪肌生成抑制素成熟蛋白

编码的原核表达载体。对成功构建的表达载体阳性克隆在LB 液体培养基中用异丙基硫代2Β2D 2半乳糖苷 ( IPT G)诱

导表达, SD S2PA GE 凝胶电泳显示,重组菌表达的M STN 蛋白是以包涵体的形式表达的; SD S2PA GE 凝胶经薄层

扫描仪扫描分析,表达的M STN 包涵体蛋白占菌体不溶性蛋白含量的 27. 9% ,表达的M STN 分子质量为 41. 451 3

ku。因为所构建的表达载体中含六聚组氨酸标签,用H is2t rap 亲和柱进行纯化后,纯度可达 92. 5%。
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　　肌生成抑制素是控制骨骼肌生长的一种负调控

因子[1～ 3 ] ,由M cPherron 等[4 ]在研究转化生长因子2Β
(T GF2Β)超家族时,用该家族的蛋白质同源保守序

列设计简并性引物,以小鼠基因组DNA 为模板进行

PCR 扩增而得到的一种新的生长因子,被命名为生

长分化因子8 (GD F28) [5 ]。用基因打靶敲除GD F28基

因制备了基因缺失小鼠,其骨骼肌重量是普通小鼠

的 2～ 3 倍以上[6 ] ,而脂肪未随之增加[7～ 9 ]。GD F28

基因突变的牛为双肌牛[10～ 13 ]。因此,根据GD F28功

能 将 其 定 名 为 肌 生 成 抑 制 素 (M yo sta t in,

M STN ) [14 ]。肌生成抑制素研究的突破将对猪、肉

鸡、肉牛等畜禽的瘦肉率和肉质等生产性能的提高

具有重要意义[15, 16 ]。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　猪肌生成抑制素cDNA 基因成熟蛋白编码序列

的表达载体,由中国人民解放军军需大学生物化学

与分子生物学教研室构建。

pET 28a (+ )为含 T 7 噬菌体 5 10 基因启动子

(T 7启动子)的原核高效表达载体,是带有含 6个组

氨酸的蛋白纯化标签及信号肽的表达载体, 购自

N ovagen 公司; E. coli BL 21 (D E3) , 基因型为 hsdS

g a l (ΚcI ts857 ind 1 S am 7 n in5 lacUV 52T 7gene1) ,由

中国人民解放军军需大学生物化学与分子生物学教

研室保存; 蛋白纯化试剂盒、H is2t rap 亲和柱纯化试

剂盒、TALON TMM etal A ffin ity R esin 购自C lon tech

公司,用于带有多聚组氨酸标签蛋白的纯化;其他生

化试剂脲、咪唑、Even s B lue、BSA M ES 甘氨酸、丙

烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺等购自Sigm a 公司;常用生

化试剂: 异丙基硫代2Β2D 2半乳糖苷 ( IPT G)、胰蛋白

胨、酵母提取物、ED TA. N a2、T ris、丙三醇、SD S、Β2
巯基乙醇、考马斯亮蓝R 2250 等均为 T aKaR a 公司

产品。

1. 2　方　法

1. 2. 1　猪肌生成抑制素成熟蛋白编码序列的扩增

　依据猪肌生成抑制素基因的 cDNA 设计引物[4 ]

(O YH S029, O YH S005) , PCR 扩增 M STN 目的

DNA 片段, PCR 条件为: 94 ℃ 45 s, 55 ℃ 45 s, 72

℃ 90 s, 30个循环, 72 ℃延伸10 m in。对PCR 产物
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进行1%的琼脂糖电泳。回收目的片段。

1. 2. 2　猪肌生成抑制素成熟蛋白编码序列的克隆

及筛选　用T aKaR a公司的pM D 182T 载体试剂盒,

将回收的M STN 2cDNA PCR 目的片段与pM D 182T

载体连接,在含有X2Gal底物和 IPT G 诱导物及氨苄

青霉素 (Amp r)的固体LB 平板上,将连接产物转化

到 JM 109 受体菌感受态细胞中, 筛选阳性质粒,

PCR 扩增、双酶切初步鉴定后,用AL F 快速自动测

序仪测序,测序结果用DNA S IS软件分析。

1. 2. 3　表达载体的构建　从获得的含目的片段的

克隆载体细菌中提取质粒,用带有B am H É和S a lÉ
内切酶识别序列的引物 (O YH S051, O YH S052)进

行PCR 扩增,将回收的 1. 2 kb PCR 目的片段克隆

到 pM D 182T 载体上, 所得重组质粒用B am H É 和

S a lÉ双酶切,回收到的酶切产物与用同样限制性内

切酶酶解的pET 28a (+ )质粒定向连接。连接产物依

次转化到JM 109 和溶原性的BL 21 (D E3)感受态细

胞中,对筛选出的阳性克隆用上述转化子鉴定法初

步鉴定后,再用AL F 快速自动测序仪测序。

1. 2. 4　大肠杆菌重组蛋白的诱导表达、分析与纯化

　划线法分离工程菌, 挑取单个菌落活化培养; 按

1%扩大培养, 37 ℃振摇培养约 4～ 5 h (OD 600为

0. 6～ 0. 8) , 加入 1 mo löL IPT G, 使终浓度为0. 5

mmo löL , 继续培养 4～ 6 h。 4 ℃ 6 000 g 离心 20

m in,收集菌体; 200 mL T E 洗涤菌体, 菌体在- 20

℃放置过夜; 菌体溶于 30 mL T E (T ris 和 ED TA.

N a2配制的缓冲溶液) ,冰浴超声波破碎 (超声5. 5 s,

间歇9. 9 s,总共超声15～ 30 m in) ;室温15 000 g 离

心30 m in,沉淀即为粗提包涵体, T E 洗涤包涵体,分

别取上清组分和沉淀组分溶解于上样缓冲液中煮沸

10 m in 后,进行SD S2PA GE 电泳。

按照C lon tech 公司的TALON TM金属亲和树脂

纯化法对表达蛋白纯化、洗脱,收集蛋白。以上各步

均留样做SD S2PA GE 电泳分析、拍照和扫描。

2　结果与分析

2. 1　PCR 扩增

　　对猪肌生成抑制素成熟蛋白编码序列的cDNA

去除前 52个碱基,即去除信号肽进行PCR 扩增,对

其产物用 1%琼脂糖进行电泳,在 1. 2 kb 处出现明

亮的特异带 (图1) ,表明得到了特异的目的条带。

2. 2　克隆及筛选

2. 2. 1　鉴定阳性克隆质粒　回收扩增片段,与克隆

载体pM D 182T 连接,转化JM 109受体菌,对阳性克

隆提取质粒 ,结果出现明显的 3条带 (图 2) ,表明已

成功地将目的基因连接到pM D 182T 载体上。

2. 2. 2　酶切选择正向克隆　对阳性菌质粒用

H ind Ë酶解,电泳结果显示3号菌出现约405 bp 的

片段,说明 3号菌的目的DNA 与pM D 182T 载体之

间为正向连接,而其余菌均出现 683 bp 的片段, 说

明其余菌目的DNA 与pM D 182T 载体之间均为反向

连接 (图3)。

2. 3　表达载体的构建

2. 3. 1　重组菌的酶切鉴定　对构建的表达载体重

组质粒M STN 2pET 28a (+ ) 2BL 21,用B am H É和S a l

É双酶切得到了 1. 2 kb 的目的片段 (图 4) ,表明得

到了目的蛋白。

2. 3. 2　重组菌的测序鉴定　对构建的表达载体重

组质粒M STN 2pET 28a (+ ) 2BL 21 经 T akaR a 测序

分析,结果表明目的片段定向插入且阅读框架正确,

说明成功构建了肌生成抑制素的原核表达载体。
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2. 4　大肠杆菌重组蛋白的诱导表达、分析与纯化

对表达载体阳性克隆M STN 2pET 28a ( + ) 2
BL 21 用 IPT G 诱导表达, 对包涵体超声破碎, 经

SD S2PA GE 凝胶电泳,可见到分子质量为 41. 451 3

ku 的蛋白带 (图5)。

图 5　M STN 2pET 28 a (+ ) 2BL 21 (D E3)

表达的SD S2PA GE 分析

1. BL 21 (D E3)空白菌; 2. 未诱导的M STN 2pET 28a (+ ) 2

BL 21 (D E3) ; 3. 蛋白分子质量标准M arker; 4～ 7. 诱导后

M STN 2pET 28a (+ ) 2BL 21 (D E3)工程菌

F ig. 5　SD S2PA GE analysis of exp ression p roduct

1. BL 21 (D E3) ; 2. Con tro l experim en t of M STN 2pET 28a (+ ) 2

BL 21 (D E3) ; 3. L ow mo lecu lar p ro tein m arker;

4- 7. Exp ression p roduct

SD S2PA GE 凝胶经薄层扫描仪扫描分析,表达

的M STN 包涵体蛋白占菌体不溶性蛋白含量的27.

9%。因为所构建的表达载体中含六聚组氨酸标签,

用H is2t rap 亲和柱进行纯化后,纯度可达92. 5%。

3　讨　论

由于在原核表达载体系统中缺乏翻译后加工过

程,真核生物的信号肽难以切除[17 ] ,因此,本试验重

新合成了引物[18 ] ,去除了M STN 2cDNA 的信号肽,

从而成功地构建了肌生成抑制素成熟蛋白编码序列

的原核表达载体。

pET 28a (+ )为含 T 7 噬菌体 5 10 基因启动子

(T 7启动子)的原核高效表达载体,应该可以调动细

胞内几乎所有的能源来参与外源基因的表达,诱导

后外源蛋白的产量最高可达菌体总蛋白的 50%以

上。但是影响基因表达的因素很多, 如转录的

mRNA的二级结构会干扰AU G 翻译起始密码子或

核糖体结合位点,从而影响翻译效率;目的基因中过

量的稀有密码子也是低水平表达的一个潜在原因;

克隆DNA 的突变也会产生意外终止密码子等。因

此, 有待于进一步研究以提高该基因的表达效率。

pET 28a (+ )带有含 6 个组氨酸的蛋白纯化标签及

信号肽,有利于表达蛋白的纯化及表达产物生物活

性的保持。
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Exp ression and pu rif ica t ion of m atu re p ro te in cod ing

sequence of po rcine m yo sta t in gene in

p rokaryo t ic exp ression vecto r

ZHANG Rui1, SUN M e i-rong2, ZHANG Hong- l ian 1,YANG J ie1,

HUANG Yan 1, CHEN Shao-hong1,D U Hui1,OUYANG Hong- sheng3
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2 S henz hen K & C Ind ustria l Co. , L td , S henz hen, Guang d ong 518000, Ch ina;

3 F acu lty of B iochem istry and B iom olecu lar,Q uarterm aster U niversity of PL A , Chang chun, J ilin 130062, Ch ina)

Abstract:M yo sta t in is a negat ive regu la to r of skeleta l m u scle grow th. T he skeleta l m u scle of m u tan t

an im als w ith nu ll o r low act ivity of m yo sta t in w ou ld show sign if ican t ly larger d iam eter o r mo re quan t ity of

f iber, w h ich w as term ed doub le m u scling. In o rder to invest iga te the rela t ion sh ip betw een m yo sta t in and

h igh lean m eat ra te and p lump 2h ipped tra it, the exp ression vecto rs of m atu re p ro tein coding sequence
(M PCS) of po rcine m yo sta t in (M STN ) w ere con structed. T hen the recom b inan t M PCS2M STN 2pET 28a
(+ ) 2BL 21 p lasm id w as cu ltu red w ith L aria B ro th (LB ) m edium and induced w ith IPT G and detected by

SD S2PA GE. T he m atu re p ro tein coding sequence of po rcine m yo sta t in gene w as exp ressed in the fo rm of

inclu sion bodies ( IB ). Exp ression amoun t accoun ted 27. 9% of the to ta l p ro tein of the tran sfo rm ed ho st cell

by analysis of th in2layer scanner. Comparison w ith differen t inducing t im e show ed that the exp ression

amoun t of recom b inan t M STN p ro tein w as the h ighest af ter being induced fo r 3- 4 hou rs. T he exp ression

p ro tein of po rcine m yo sta t in (M STN ) w as pu rif ied by H isT rap TM fo r pu rif ica t ion of h ist id ine2tagged p ro tein s
(Pharm acia B io tech). T he pu rity of exp ressed reom b inan t M STN p ro tein reached to 92. 5%.

Key words: po rcine m yo sta t in gene; m atu re p ro tein coding sequence; exp ression; pu rif ica t ion
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