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蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀基因的克隆和原核表达
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摘　要：为了克隆蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀基因，构建其原核表达载体，并检测其在大肠杆菌中的表达情况。本研究用

ＲＴＰＣＲ方法从蒙古绵羊胃组织ｍＲＮＡ扩增获得犌犺狉犲犾犻狀基因的ｃＤＮＡ序列，克隆到ｐＭＤ１９Ｔ载体后进行序列

分析。将测序正确的ｃＤＮＡ序列与原核表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）连接，并转化ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠杆菌。经ＩＰＴＧ诱导

后进行ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。结果表明克隆的蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀基因序列与已发表基因序列有２个碱

基的差异，该碱基的变化并不影响氨基酸序列，目的蛋白主要以可溶性形式存在，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ初步证实了所获得

的融合蛋白是特异的。本研究成功构建了蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀基因的原核表达载体，并在大肠杆菌中获得高效表达，

为进一步研究蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀基因的功能提供参考。
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　　Ｇｈｒｅｌｉｎ是１９９９年日本科学家Ｋｏｊｉｍａ等
［１］发

现的一个由２８个氨基酸组成的脑肠肽，在体内有２

种存在形式，即Ｎ端３位丝氨酸残基辛酰化和非酰

化的Ｇｈｒｅｌｉｎ，其中辛酰化是它的主要活性形式，有
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助于 Ｇｈｒｅｌｉｎ通过血脑屏障，发挥内分泌功能
［２］。

最近报道非辛酰化的 Ｇｈｒｅｌｉｎ和辛酰化的 Ｇｈｒｅｌｉｎ

均能够促进脊索神经上皮的增殖，非辛酰化的Ｇｈ

ｒｅｌｉｎ具有内分泌功能，能促进细胞增殖，具有抗凋

亡作用［３］。犌犺狉犲犾犻狀基因由４个外显子和３个内含

子组成。Ｇｈｒｅｌｉｎ在胃中的含量较高，其次是肠
［４］，

以后人们陆续发现在多种动物的中枢神经系统和外

周组织器官都有分布。

Ｇｈｒｅｌｉｎ具有除了调节生长激素释放的基本作

用以外［５］，还有更广泛的生物功能，如增强食欲［６７］、

调节能量代谢、促进胃酸分泌、调节免疫功能［８］、调

节细胞增殖［９］等。新近研究表明［１０］，将大鼠胰岛分

离培养，在高糖刺激时加入一定浓度的Ｇｈｒｅｌｉｎ，胰

岛素分泌量增加并且促进胰岛内前胰岛素原 ｍＲ

ＮＡ表达，从而促进胰岛素合成。Ｇｈｒｅｌｉｎ作为小分

子活性肽，不会产生过度的免疫排斥，易于合成，其

通过抑制促炎症细胞因子的分泌而起到抗炎效果，

从而避免了抗生素带来的许许多多的问题。郭晓莉

等［１１］报道 Ｇｈｒｅｌｉｎ参与了肿瘤的发生和发展。总

之，Ｇｈｒｅｌｉｎ具有很强的潜在应用前景。

目前人们已对人和鼠的Ｇｈｒｅｌｉｎ进行了多方面

的研究，在家畜上已有猪［１２］、牛［１３］等犌犺狉犲犾犻狀基因

的研究报道，对于绵羊的犌犺狉犾犲犻狀研究甚少。本研

究克隆蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀基因，并使其在大肠杆菌

中得到高效表达，旨在为羊犌犺狉犲犾犻狀基因的结构功

能研究积累基础资料，为羊生长发育、提高胴体品质

和增强免疫力方面的研究奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　组织样的采集

成年蒙古绵羊３只，由内蒙古农业大学实验动

物室提供，屠宰后取其真胃组织马上冻入液氮中，

－８０℃冻存。

１．２　菌株与试剂

大肠杆菌菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）和ＤＨ５α由本实验室

保存。ＤＮＡ凝胶回收试剂盒和ＤＮＡ质粒提取试剂

盒由北京天根生物技术有限公司生产。限制性内切

酶（犈犮狅ＲⅠ、犡犺狅Ⅰ）、ｐＭＤ１９Ｔ、ｐＥＴ３２ａ载体、ＲＴＰＣＲ

试剂盒及Ｅｘ犜犪狇酶和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）均购自

大连宝生物工程有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自上海生工生物

工程技术服务有限公司；预染蛋白质分子质量（７～

１７５ｋｕ）为纽英伦生物技术有限公司产品。抗体购自

博士德微生物生物工程有限公司。

１．３　胃底组织总犚犖犃的提取

采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取蒙古绵羊皱胃 ｍＲＮＡ，按照

说明书进行。

１．４　引物的设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀编

码序列及引物设计原则，设计犌犺狉犲犾犻狀原核表达产

物的引物。上游引物序列为Ｐ１：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴ

ＧＣＣＣＧＣＣＣＣＧＣＧＧＡＣＣＡＴＣＴＡＣ，带犈犮狅Ｒ Ⅰ酶

切位点和保护碱基 ＣＧ，下游引物序列为 Ｐ２：

ＡＴＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＣＧＴＣＡＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴ

ＴＣ，犡犺狅Ⅰ酶切位点和保护碱基ＡＴ。引物由大连

宝生物工程公司合成。

１．５　犚犜犘犆犚反应

ｃＤＮＡ第１链的合成参照 ＲＴＰＣＲ试剂盒说

明进行，并以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ

反应体系为２５μＬ。模板２μＬ，上下游引物各

０．７５μＬ，Ｅｘ犜犪狇酶１２．５μＬ，无酶水９μＬ。ＰＣＲ

反应条件为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６３℃

３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ

产物－２０℃保存。

１．６　目的基因的克隆

在紫外灯下切取含目的ＤＮＡ片段凝胶条，按

ＤＮＡ回收试剂盒说明书进行。用 ＴａＫａＲａ公司

ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ试剂盒，将目的片段与ｐＭＤ１９Ｔ

载体连接。反应体系为纯化产物５μＬ，ｐＭＤ１９Ｔ

Ｖｅｃｔｏｒ１μＬ，ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ４μＬ。将总体积为１０μＬ

的连接反应液置１６℃水浴连接过夜并转化到犈．

犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞。菌液ＰＣＲ初步鉴定正确

后，提取质粒，分别进行酶切和ＰＣＲ鉴定。将ＰＣＲ

和酶切鉴定正确的重组质粒送上海英骏公司进行序

列测定，并命名为ｐＭＤ１９ＴＧｈｒｅｌｉｎ。

１．７　原核表达质粒的构建

用犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ双酶切克隆质粒ｐＭＤ１９Ｔ

Ｇｈｒｅｌｉｎ和ｐＥＴ３２ａ表达载体，分别回收目的片段和

载体大片段，如上方法将目的片段和载体大片段连接

过夜后转化到犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞。提取

质粒后用犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ双酶切和ＰＣＲ鉴定重组质

粒并测序，命名为ｐＥＴ３２ａＧｈｒｅｌｉｎ。

１．８　融合蛋白的诱导表达及可溶性分析

将测序正确的表达菌液按１∶１００量接种于含

１００ｍｇ·Ｌ
－１ ＡＭＰ的５ｍＬＬＢ培养基的试管中，

３７℃２００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养至ＯＤ６００到０．４～０．６，

加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１，３７℃诱

３８７１
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导，分别在２、４、６、８、１０和１２ｈ收集菌液，对其进行

ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

１．９　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

将收集浓缩的表达产物经过ＳＤＳＰＡＧＥ后，进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

２　结　果

２．１　总犚犖犃提取结果

提取的总ＲＮＡ电泳结果呈瀑布状，可见２８Ｓ、

１８Ｓ、５．８Ｓ３条带且未见ＤＮＡ条带（图１），表明提

取的总ＲＮＡ结构完整，无ＤＮＡ的污染，可用于逆

转录。

图１　总犚犖犃凝胶电泳分析

犉犻犵．１　犌犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃

２．２　犮犇犖犃片段的犚犜犘犆犚扩增结果

对蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀ｃＤＮＡ片段进行ＲＴＰＣＲ

扩增，ＰＣＲ产物于１．０％琼脂糖凝胶电泳，约３６７ｂｐ

处可见清晰的特异带（图２），表明成功完成了犌犺狉犲

犾犻狀基因的ＲＴＰＣＲ扩增。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ＰＣＲ产物

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
图２　犚犜犘犆犚产物凝胶电泳分析

犉犻犵．２　犌犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犚犜犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

２．３　克隆载体的构建

回收扩增片段，与ｐＭＤ１９Ｔ 载体连接，转化

ＤＨ５α受体菌，涂布到含 Ａｍｐ的ＬＢ琼脂平板上。

培养过夜后，平板上长出稀疏的蓝色和白色的克隆

菌落。挑取白色菌落接种到含１００ｍｇ·Ｌ
－１ Ａｍｐ

的ＬＢ培养基中，菌液ＰＣＲ初步鉴定正确后，提取

质粒，经ＰＣＲ扩增，用犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ进行酶切，

均获得大约３６７ｂｐ的特异性泳带，初步证明克隆成

功（图３）。重组质粒的测序结果经Ｂｌａｓｔ分析，所得

序列与ＧｅｎＢａｎｋ中绵羊犌犺狉犲犾犻狀基因序列有２个碱

基的差异，分别是１２８位Ｔ变为Ｃ、第２４２位Ｇ变

为Ｃ，该碱基的变化不影响翻译后多肽的序列。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１，２．ｐＭＤ１９ＴＧｈｒｅｌｉｎ质

粒用犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ双酶切

Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１，２．ｐＭＤ１９ＴＧｈｒｅｌｉｎ／

犈犮狅ＲⅠａｎｄ犡犺狅Ⅰ
图３　狆犕犇１９犜犌犺狉犲犾犻狀质粒酶切鉴定

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犕犇１８犜犌犺狉犲犾犻狀犫狔犲狀犱狅狀狌犮犾犲

犪狊犲

２．４　 原核表达质粒的构建及鉴定

用犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ双酶切ｐＭＤ１９ＴＧｈｒｅｌｉｎ

克隆质粒和ｐＥＴ３２ａ原核表达载体，分别回收目的

片段和载体大片段，进行连接反应后转化大肠杆菌，

利用Ｋａｎ抗性筛选。将提取的质粒采用犈犮狅ＲⅠ和

犡犺狅Ⅰ酶切及ＰＣＲ鉴定，在３６７ｂｐ处出现特异片段

（图４），证明已将蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀ｃＤＮＡ片段连入

载体。

２．５　重组蛋白的诱导表达及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋结果

重组 表 达 质 粒 ｐＥＴ３２ａＧｈｒｅｌｉｎ 在 ＢＬ２１

（ＤＥ３）宿主菌中的诱导表达结果表明目的蛋白大部

分在上清表达，一小部分以包涵体的形式存在。即

融合蛋白ＨｉｓＧｈｒｅｌｉｎ可溶性表达大于包涵体表达

（图５）。ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ３２ａＧｈｒｅｌｉｎ６ｈ时表达量
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最大 （图６），相对分子质量约为３３ｋｕ，与理论估计

的相对分子质量相符。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ＰＣＲ产物

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
图４　犘犆犚产物凝胶电泳分析

犉犻犵．４　犌犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１～２．上清；３～４．沉淀；

５．ｐＥＴ３２ａ空载体诱导

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；１２．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｆｌｕｉｄ；３４．Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙ；５．ｐＥＴ３２ａｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄ

ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄ

图５　狆犈犜３２犪犌犺狉犲犾犻狀表达产物的可溶性表达分析

犉犻犵．５　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狊狅犾狌犫犻犾犻狋狔狅犳犎犻狊犌犺狉犲

犾犻狀犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犻狀狆犈犜３２犪犌犺狉犲犾犻狀

３　讨　论

选择合适的载体和正确的构建方法，是目的基

因在原核细胞中正确表达的关键。本研究选用的

ｐＥＴ３２ａ表达载体含有Ｔ７启动子，可被Ｔ７ＲＮＡ

聚合酶识别，Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的转录效率比大肠杆

菌ＲＮＡ聚合酶高５倍，能够高效转录ｍＲＮＡ，并大

量表达目的蛋白；二是载体使目标序列与硫氧还蛋

白 （Ｔｒｘ．Ｔａｇ）融合，增加可溶性目标蛋白的比例，

而且还含有用于构建融合蛋白的 Ｈｉｓ标签，利于融

合重组蛋白的鉴定和分离纯化。此外，宿主细胞

犈．犮狅犾犻ＢＬ２１具有生长快、培养经济、表达水平高等

特点，也是本试验成功的重要原因。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１～６．重组质粒诱导２、

４、６、８、１０、１２ｈ；７．ｐＥＴ３２ａ空载体诱导；８．Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；１６．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｉｎ

ｄｕｃｅｄｆｏｒ２，４，６，８，１０，１２ｈ；７．ｐＥＴ３２ａｖｅｃｔｏｒｐｌａｓ

ｍｉｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄ；８．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
图６　表达产物的犛犇犛犘犃犌犈和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．６　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犲狓

狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅犱狌犮狋

试验中对克隆的蒙古绵羊犌犺狉犲犾犻狀ｃＤＮＡ片段

进行检测时发现与ＧｅｎＢａｎｋ中公布的绵羊犌犺狉犲犾犻狀

序列有２个碱基差异，分别是１２８位Ｔ变为Ｃ和第

２４２位Ｇ变为Ｃ，该碱基的转换可能是由于绵羊的

品种不同而使得该基因序列中的某些碱基个别改

变，系多态性所致。但该变化并不影响氨基酸的组

成，而该基因的功能不会受到影响。

Ｇｈｒｅｌｉｎ是一种主要在胃部产生的胃肠胰腺激

素，是迄今发现的唯一生长激素释放激素受体

（ＧＨＳＲ）的天然配体
［１４］，成为了近年来研究的热

点。本试验中仅仅克隆并表达了 Ｇｈｒｅｌｉｎ蛋白，对

其进行了初步检测，后续的工作拟将其应用于实验

动物，观察动物的生长轴相关激素分泌、健康、生产

性能等指标，从而为此基因药物在畜牧实践中的应

用的效果及可行性提供参考，对于研究提高饲料报

酬和促生长微生态制剂的开发应用具有一定的意

义。

４　结　论

本研究以蒙古绵羊为研究对象，采用ＲＴＰＣＲ

技术克隆了其犌犺狉犲犾犻狀基因，经双酶切鉴定后将目

的基因定向插入原核表达质粒ｐＥＴ３２ａ载体中，构
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建出重组原核表达质粒并实现在犈．犮狅犾犻ＢＬ２１的高

效表达，可溶性分析获知蛋白大部分以可溶性形式

表达，并进一步作了目的蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测，得到了可靠的结果，为进一步研究Ｇｈｒｅｌｉｎ的生

物学活性奠定基础。
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