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摘 要 为了提高短肽的免疫原性以制备短肽基 因5-程疫苗，将羊抑制素a亚基 N端 1—33氨基酸残基片段的基因序列插入 

表达质粒 pRSET-A的 BamHl＼Sac l位点之间构建重组质粒 pR—INH，然后利用质粒中的一对同尾酶位点 BarnHI＼踟 Ⅱ和 

下游的另一酶切位点 HindIlI，经过简单的酶切后，将产物按各种组合连接，构建 了抑制素 串联 2至 6聚体基因 含 3至6聚体 

基因的重组质粒 pR一3INH、pR一4INH、pR一5INH和 pR一6INH经 IPTG诱导均能在大肠杆菌(E．coli)BL21(DE3)中表达 目的蛋白，分 

别 占菌体 蛋白的 6％ 、6％、7％和 8％ ，且都 以 包涵体 形式存在 。结果说 明，利 用同尾 酶切技 术可 以快速 if_确地 构建短 肽 片段 的 

串联多聚体重组质粒，为构建短肽半抗原的高免疫原性基因5-程疫苗提供了新的思路 
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Abstract A cDNA sequence coding for ovine inhibin N terminal 1—33 AA residue fragment(INH)was inserted between 

Barn H I ＼Sac I sites in plasmid pRSET-A to generate plasmid pR—INH．By utilizing a pair of isocaudamer Barn H I and Bgl 

Ⅱ sites and another downstream Hin dⅢ site，following simple double digestions and combination ligation of the resultant 

products，2 to 6-repeat INH genes were constructed respectively．Each plamids containing 3 to 6 repeated INH fragment genes， 

pR一3INH，pR一4INH，pR一5INH and pR一6INH，directed expression of the target proteins in E．coli．BI2 1(DE3) under 

induction of ITPG，which respectively accounted for 6％ ，6％ ．7％ and 8％ of the total bacterial protein
． The expressed target 

proteins were all in the form  of inclusion bodies．The above results implied that utilization of isocaudamer restricti0n disgetion 

sites in expression plasmid is capable of rapidly and correctly constructing repeat fragment polymer of short peptides
， which may 

become a new method in construction of high immunogenie recombinant vaccines of short peptides
．  

Key words olnhibin，isocaudamer site，repeat fragment polymer，expression 

抑制素是由性腺分泌的一种糖蛋白激素，主要来源于睾 

丸的支持细胞或卵巢的颗粒细胞 ，由 a和 B两亚基组成 

抑制素的主要生物学功能是抑制垂体 FSH分泌 一根据这 

一 原理 ，对畜 禽 免 疫 中 和抑 制 素 生物 学 活性 町以 促进 FSH 
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分泌 、卯泡发育和增加排卵数 ：早期的研究一般都采用 

化学合成 的抑制素亚单 位肽 片段制 备抗原用 于免疫，如 

Wrathall等用化学合成的牛抑制素 a亚基 N端 1—29肽免疫绵 

羊能提高排卵数 ，Anderson等用化学合成的抑制素 1—32肽 

免疫绵羊可提早初情期和增加排卯数 。在抑制素的各部 

分肽片段 中 ，以 d亚基 N端 1—32、1—26、7—26和 8—30肽 段 的免 

疫效果最好，在第一次加强免疫后能使排卯率提高 2倍，在 

第二次加强免疫后排卵率能提高 3～5倍 ，这些结果提示 

抑制素 a亚基成熟肽的 N端 33个氨基酸残基区域内存在免 

疫原性强的抗原决定簇。 

目前昕用的抑制素抗原主要是从卵泡液或精液中提取 

或由人工合成 单位片段。为避免动物疫病和化学 合成的 

成本问题，通过基因工程技术构建高免疫原性的重组抑制素 

融合蛋白将是今后开发提高动物繁殖性能疫苗的主要选择 ： 

因此本研究选择具有强免疫原性的羊抑制素 a亚基 N端 1— 

33氨基酸残基片段 ，利用基因重组方法构建其 串联多聚体 

重组融合蛋白，在增大抗原分子量的同时也使抗原决定簇的 

数目增多，以期产生 良好的抑制素免疫原性：在构建工作 

中，我们利用了同尾酶技术，在同一质粒中通过简 的酶切 

割和片段连接 ，简单快速地构建 了羊抑制素 I 基 片段的 

一 系列多聚体基因，并表达了相应的重组融合蛋白一 

l 材料与方法 

1．1 材料 

羊抑制素 a亚基 N端 1—33氨摹酸残基片段基因『孚歹1．由 

上海博亚生物技术有限公司合成，为避免影响重组蛋 白表达 

时的折卺和可溶性 ，将第 10位的半咣氮酸密码子(TGT)突变 

为丝 氮酸密码子 (TCT)：重 组质粒 卡句建 所用 试剂分别 购于大 

连宝生物 T程公 司和 海 生工 牛物 上程 有 限公 司一表 达鉴 

定昕用试剂除兔抗羊抑制素抗体是由 日本东京药科大学药 

学部的 K．Tava教授经华中农业大学的饧利国教授转赠外， 

其它试 剂均岣于武 汉 博士 德生 物T 程有 限公 司 重组 货 白 

纯化昕用树脂 50％Ni—NTA为 Qiagen公亡订产品： 

1．2 方法 

1．2．1 重组多聚体质粒的构建(图 1)：根据抑制素 片段 的 

DNA 列，没计 引物 (5 一AAGGATTcGGTTccAcGccccc cT一 

3 ，含 BarnH工位 点 ；5 一ATGAGCTCCTTCCGGCTCTGTGG一3 ，含 

Sac l位点 )扩增 1NH片段 ，经 BarnH I ＼Sac』双酶 切后插 

入表达质粒 pRSET—A构 建重组质粒 pR—INH= 卡勾建成功 

唇 ，将 重组质粒 pR—INH经 BamH l／HindⅢ双酶 切 所得 的 目 

的片段 连 人经 Bgl 11、HindⅢ双 酶 切的重 组 质 粒 pR—INH得 

到抑制素的串联二聚体重组质粒 pR一2INH：在此基础 I 用 

同样的方 法 ，利用 BamH I、Bgl 11、HindⅢ三 个 内 切酶位 点 

和 BarnH I及 Bgl 11属于 尾酶的特性 ，经过 一 系列酶 切 ，连 

接和片段串联策略，分别构建成重组三、四、五和六聚体重组 

质粒 pR一3INH、pR一4INH、pR一5INH和 pR一6INH，并 分别转 染 

BL21(DE3)和筛选 出重组子 ： 

1．2．2 多聚体蛋白的表达 ：分别挑取含重组子 pR—INH、pR一 

2INH、pR一3INH、pR一4INH、pR一5INH、pR一6INH和空白载体的细 

菌单菌落于 40mL液体 LB培养基(含氦苄青霉素 100 ／mL) 

中过夜培养(37 ，200r／rain)，在 4 放置 2～4h后 回收细菌 

(4 、4000r／rain离心 10rain)，将昕得细菌稀释到 500mL液体 

LB培养基(含氨苄青霉素 100／tg／mL)中振荡培养(37℃，200r／ 

111in)至 rJD 值为 1．0，加 IPTG(终浓度为 0．5retool／L)诱导 5h 

后分离细菌(4 ，4000r／min离心 10rain)保俘于 一20 一以上 

表达条件均为筛选出的最佳表达条件 

1．2．3 重组 蛋 白的 SDS—PAGE和 Western印迹分 析 ：含重 组 

质粒的细菌表达产物经 15％ SDS—PAGE，用考马斯亮蓝染色 

后分析重组蛋白的分子大小和表达水平 ；另将经 SDS—PAGE 

的重组蛋白转移至硝酸纤维膜 ，然后依次用免抗羊抑制素 

IgG、山羊抗兔 IgG和链酶亲合素一辣根过氧化物酶(HRP)反 

应，经 DAB显色后检测目的蛋白= 

1．2．4 重 组蛋 白的纯 化 ：将 含 重组 质 粒 pR一3INH、pR一4INH、 

pR一5INH和 pR一6INH细菌的表达产物用 8mo1／L尿素在室温 

下裂解 40～60rain，12 000r／rain离心 20rain后取上清液经50％ 

Ni—NTA Agrose层析纯化，并收集蛋白样品作 SDS—PAGE分忻 

2 结果与分析 

2．1 重 组质粒的构 建 

将 6种重 组 质粒 的 酶切 产 物在 1．5％琼 脂糖 胶 上 电泳 

(图2)，各重组质粒分别只切出一条与各 自理论值相符的片 

段。结果表明，抑制素单 体和各多聚体的重组质粒构建成 

功 、将各多聚体重组质粒进行测序，结果进一步表明各多聚 

体基因维持了正确的阅读框架：表达质粒 pRSET—A阅读框 

架 内任 目的基 因克隆位点前 有编码 6个组 氯酸的 序列 、编 码 

10个氨基酸 的 T7 gene 10 leader、编码 8个氨基酸 的 Anti— 

Xpress Antibod) Epitope和 EK recognition sequence=单体 pR— 

INH和多聚体 pR一2INH、pR一3INH、pR一4INH、pR一5INH、pR一6INH 

基 昕编码的重组蛋 白分别含 85、125、165、205、245和 285 

个氨 基酸残基 。 

2．2 重组 蛋 白的表 达鉴定与纯 化 

各表达产物的电泳结果(图 3)表明：各重组质粒所表达 

的蛋白分子量大小比理论预计值稍大 ．并 且各重组蛋白均以 

包涵体 的形式存在：重组质粒 口R—I H、pR一2INH、pR一3INH、 

pR一41NH、pR一5INH和 pR一6INH昕表 达重 组蛋 白的分子量理论 

值分别为9．36、13．67、17．97、22．28、26．60和 30．91 kD 电泳 

结果中，在 20．1 kD之前没有观察到 体和二聚体的特异性 

表达条带 ：而表达的三聚体、四聚体 、血聚体和六聚体融台蛋 

白在所显示的分子量大小分别约为 20、26、32和 38kD=SDS— 

PAGE分析所得各重组蛋白的分子量大小均比理论 值大．且 

随着重 复片段 数多增加 一次，分子帚 即卡H应额 外增 加约 

2kD：电泳 图谱分析表明，重组 质粒 pR一31NH、pR一4INH、l】R一 

5INH和 pR一6INH所表达 的重组 蛋白分别 f 菌 体蛋 白的 6％ 、 

6％ 、7％和 8％。 

Western印迹 分 析显 示 ，各 蕈组 菌 的 表达 产 物均 能 与 免 

抗羊抑制 素 IgG产生特 异性 反应 ，在 印迹膜 (图 4)E产 生一 
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条特异性条带，且分子量的大小分别与在 SDS-PAGE分析中 

所得的分子量大小一致；这进一步表明，各多聚体重组蛋 白 

在各重组菌中均得到表达 
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纯化所得重组蛋 白的 15％SDS-PAGE结 果 (图 5)表 明 ，含 

重组 质粒 pR．3INH、pR．4INH、pR．5INH和 pR-6INH细菌 的表达 

产物都能洗脱出一条纯化带，且分子量与以上结果相一致： 

BamH¨ cI PCR 

图 i 抑制素片段多聚体重组质粒构建流程图 

B“mHl 

／—  

fpR．51NHt Saci 
＼
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B m 
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，，
／十 

fpR-6INH I 

Fig．1 Flow chaa of constructing inhibin repeat polymer containing plasmids 

M INI{ 2INH 3INH 4INH 6INH 5INt i 

图2 重组表达质粒酶切产物电泳图 

Fig 2 Electrophoresis graph of restriction enzy rne 

digested recombiant expression plasmids 

M 0 l 2 3 4 5 6 M 0 I 2 3 4 5 6 

图3 重组菌表达产物的SDS—PAGE 

Fig 3 SDS—PAGE of expression products of recombinant bacteria 

1～6(1eft)：whole bacterial lysate of pR一1NH，pR一21NH，pR一31NH， 

一 41NH，pR一51NH and pR一61NH；1～6(right)：pellet of pR一1NH，pR一21NH 

pR一31NH ，pR一41NH ，pR一51NH and pR一61NH； 

M ：protein marker；0：control；A~ows：recombinant protein 
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网4 重组菌所表达融合蛋白的免疫印迹斑点 

Fig．4 ertern blot of fusion proteins from recombinant bacteria 
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图 5 纯化所得重组蛋 白的 SDS—PAGE 

Fig．5 SDS—PAGE of purified recombinant proteins 

3INH：pR-3INH；41NH：pR-41NH；5INH：pR-5INH；~NH：pR-8{NH；M：pm(ein marker 
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3 讨论 

实验结 果表 明，目的 基因 INH已成功 插入 表达 载体 

pRSET-A的 BamH I＼Sac l克隆位点构建出重组 质粒 pR． 

INH，并在此基础上成功构建出二至六聚体重组质粒，且各基 

因的阅读框架都维持正确。重组质粒 pR．2INH、pR．3INH、pR． 

4INH、DR．5INH和 pR．6INH经 IPTG诱 导后都能 在大肠 杆 菌中 

表达特异性蛋白。Western印迹分析证明这些特异性表达的 

蛋白就是所期望的抑制素多聚体重组蛋白。 

然而 SDS．PAGE、Western印迹分析和层析纯化的分析结 

果均表明所表达的各特异性蛋白的分子量都大于理论值 ，而 

且分子量的增加是与片段的重复数目成正比，即每增加一个 

抑制素片段 ，重组蛋白的分子量除了按所插入的氨基酸残基 

数量(约 4．3kD)增加外还额外增加 2kD左右。虽然天然抑制 

素是糖蛋白激素，但本实验所构建的 4种抑制素多聚体重组 

蛋白并不含有糖基化位点(序列 Asn．X．Ser／Thr，X为除开脯氨 

酸和天冬氨酸外的其他氨基酸) ：至于所使用的宿主菌大 

肠杆菌 BL21(DE3)株是否会对其他氨基酸残基咩列进i了糖 

基化并导致所表达的重组蛋白的电泳迁移率发生改变，则还 

需要进一步的研究。 

本实验中所采用的克隆技术 ，利用一个质粒中的两个同 

尾酶切点再加上位于下游的第二个酶切位点，使切下的 目的 

片段 5 端与载体 3 端都具有同尾酶(BarnH I和 Bgl H)切割 

岳所产生的相互匹配的粘性未端，而目的片段 3 端与载『奉5 

端则都是由同一内切酶(HindIl1)切割所产生的相互匹配的 

粘性未端，因此 目的片段在插入载体 的过程中都是定 向插 

入，这种克隆操作方法克服了仅使用两个同尾酶时造成的目 

的片段按正反向插入载体而用 PCR难以筛选重组质粒 的问 

题 ，因此本实 验 所 用 的多 聚体 构 建 方法 与 其他 各 种 方 

法 相比具 有 简单 、快 速和 准确 的优 势 。在 本构 建方 法 l}】，只 

需保证单体定 向克隆成功 ，随后 的多聚体的构建就非常简 

单，并且可以同时进行多个不同多聚体的构建，这佯简化了 

步骤，节约了时间和成本，保证 了构建的准确性：在具体的 

基因克隆操作中，另外还需注意的两个问题。一是在构建重 

组质粒和设计引物时要注意防止构建多聚体时叮能发生的 

移码问题 ，这可在将第一个单体插入载体时调整用于扩增插 

入片段的下游引物中的碱基阅读框架得到解决，只要插入单 

体岳的下游同尾酶所处位置的阅读框架 与上游同尾酶的 

渎框架维持一致，则随后经过多次酶 切和连接产生的多聚体 

内的阅渎框架都将是正确无误 的 二是在构建串联 多聚体 

时，考虑到同一氨基酸序列在融合蛋白中的距离远近可能会 

影响到抗原决定簇的形成和影响融合蛋白的免疫原性，因此 

可以考虑凋 整同尾 酶 与所 插 入 目的 片段 之 间的距 离 本构 

建策略中，在将单体插入表达质粒时 ，先选择 r位于下游同 

尾酶 改fⅡ之前的 Sac I位点进行克隆，在随后构建的多聚 

体基因中，每插入一个片段都含有一 Sac I位点 ，加上质粒中 

位于 Sac l和 艮fⅡ之间的碱基，将在所表达的融合蛋 白中 

增加两个以上氨基酸，拉大了重复片段之间的距离。如果希 

望缩小重复片段之间的距离 ，则合成下游引物时在下游同尾 

酶切位点序列之后再加一 个质粒本来有 的紧靠在下游同尾 

酶切位点之后的另一个酶切位点 ，利用该酶切位点和上游同 

尾酶切位点将 目的片段单体定 向克隆入质粒 ，然后再利用 

上 、下游用同尾酶构建多聚体，这样每一 目的基因片段或所 

表达的氨基酸残基序列都能够 紧密连接：另外可以通过分 

析各种多聚体融合蛋 白的空间构象来估计所插入 目的小肽 

的抗原性或免疫原性的强弱 ，并且依此调整 目的片段之间的 

距离、氨基酸种类而最终确定引物设计和克隆操作的策略： 
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