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!EE" 年 +’<F G’HI:FJ 大学的 K@L<3MM’F DN 等［!］从小鼠骨

骼肌 @B*D 文库中克隆得到 ! 个新基因 AB5./（AM’O?< 6F;
B:PP3M3F?:6( 56@?’M./），从蛋白结构来看，AB5./ 因子具有 2A5.!
超家族的典型结构特征，其中包括分泌用的信号肽、蛋白酶

水解加工位点及含 E 个半胱氨酸残基的高度保守的 N 端区

域。进一步研究发现 AB5./ 主要在小鼠的骨骼肌中表达，并

且 AB5./ 基因敲除鼠的骨骼肌是正常野生型小鼠的 1 倍以

上［$］，这是继 !E/$ 年 L6(9:?3M 等将大鼠的生长激素基因转入

小鼠体内产生“超级小鼠”之后的又一只“超级小鼠”。由此

可见 AB5./ 因子对骨骼肌的生长具有抑制作用，因而被称为

肌肉生长抑制素（32(&/+/#$）［!］。研究比利时蓝牛的 AB5./
基因时发现，骨骼肌高度发达的比利时蓝牛其 AB5./ 基因由

于突变不能合成有活性的 AB5./ 因子［1，#］，因此推测比利时

蓝牛骨骼肌的超量生长可能是由于在骨骼肌细胞中缺少

AB5./ 因子的抑制作用所致。另外，在 GQ& 感染所引起的骨

骼肌萎 缩 而 消 瘦 的 病 人 中，AB5./ 基 因 的 表 达 高 于 正 常

人［4］，提示人类中的某些肌萎缩疾病很可能与 AB5./ 因子表

达异常直接相关。

目前世界范围内对 AB5./ 基因及其功能的研究还较少，

但其重要性已日益得到生物学、医学及动物育种学界的广泛

关注。本研究主要是以鸡的骨骼肌为实验材料，利用 R2.
LNR 的方法从鸡的骨骼肌总 R*D 中扩增得到半长 AB5./ 的

@B*D 片段，并克隆到 H2M@G:JS 表达载体上。从而诱导表达

AB5./ 融合蛋白，通过金属螯合亲和层析得到大量纯化的

AB5./ 蛋白，为制备 AB5./ 抗体和进一步研究 AB5./ 的功能

与抑制骨骼肌生长的作用机制打下了良好的基础。

’ 材料与方法

’(’ 材料

’(’(’ 质粒、菌株及组织样品：原核高效表达载体 H2M@G:JS
质粒与大肠杆菌 2’H!% 均购自 QFT:?M’U3F3 公司。实验中用到

的肌肉组织样品采自于 1% 日龄的肉用仔鸡。

’(’() 酶和试剂：所用限制酶、26V B*D 聚合酶为 A:W@’ 公

司产品；2#B*D X:U6J3、异丙基.!.B 硫代半乳糖苷（QL2A）为

LM’93U6 公司产品；R2.LNR 试剂盒购自 N(’F?3@< 公司；氨苄青

霉素、LKY5、核酸分子量标准为 Y:U96 公司产品；镍.*2D 琼

脂糖介质为 C:6U3F 公司产品；B*D 胶回收试剂盒购自原平

皓公司。其它常用化学试剂均为国产分析纯。

’() 方法

’()(’ R2.LNR：骨骼肌组织总 R*D 的提取。在液氮中研磨

Z "%[保存的鸡的肌肉组织至粉末状，其总 R*D 的提取按

A:W@’ 公司 2RQ=’( R36U3F? 操作说明书进行。根据 K@L<3MM’F，

D)N)!EE" 年 发 表 的 鸡 AB5./ 的 @B*D 序 列［$，1］，我 们 利 用

\(:U’软件设计一对引物扩增鸡的 AB5./ 基因 1’端半长核苷

酸序列。上游引物 L! 的核苷酸序列为：

4].NNANNAAD2NNAA2D2N2AANDADA2D22AD2A2A.1]
含 .+4GQ 酶切位点；下游引物 L$ 的核苷酸序列为：

4].DNNANNN2NADA2ND2ADANDNNNANDDNAD2N2DNDD.1]
含 5"(Q 酶切位点（引物由上海生工生物工程公司合

成）。R2.LNR 采 用 N(’F?3@< 公 司 D;T6F?6U3 R2.P’M.LNR I:?，
9R*D 反转录模板为 !"U，在 L8，E"%%B*D 扩增仪上扩增，扩

增参数为：反转录（R2）—#$[ !<，E#[ 49:F，4[ 49:F；LNR—

E4[ 49:F，E#[ !9:F，4%[ !9:F，"$[ !9:F，循环 14 次，"$[
延伸 !%9:F。

’()() 重组表达质粒 H2M@G:JS.AB5/ 的构建：R2.LNR 扩增

得到的鸡 AB5./ @B*D 经琼脂糖凝胶电泳分离，采用 U(6JJ
9:(I法回收纯化，具体过程参见 B*D 回收试剂盒说明。用

.+4GQ 和 5"(Q 双酶切，连接至 H2M@G:JS 相应的酶切位点之

间，转化大肠杆菌 2’H!%，小量法提取质粒进行酶切鉴定与

LNR 鉴定。具体步骤参见文献［"］。

’()(* AB5./ 在 大 肠 杆 菌 中 的 诱 导 表 达：含 重 组 质 粒

H2M@G:JS.AB5/ 的大肠杆菌 2’H!% 在 XD 液体培养基中 1"[
震荡培养过夜（D9H 浓度为 !%%"U"̂X），用新鲜培养基按 ! _ 4
稀释，继续培养 !<，加 QL2A 至终浓度 !99’(^X，继续诱导培养

#‘4< 后 取 !9X 培 养 液 离 心 收 集 菌 体，加 入 !%%"X G$\ 和

!%%"X $ a YBY X’6;:FU S,PP3M，!%%[煮沸 !%9:F。得到的全菌



蛋白经 !"#$%$&’()* 电泳，考马斯亮蓝染色进行检测。

!"#"$ )%+&, 重组蛋白的分离纯化：经鉴定半长的 )%+&, 重

组蛋白为可溶性蛋白。因此大量培养及诱导经转化的 -./!0
大肠杆菌，收获的菌体在冰浴中超声破碎，离心收集上清液

（12，!300045678，!3678）。用镍亲和层析的方法分离带有 9
个组氨酸的重组 )%+&, 融合蛋白：将样品与镍&琼脂糖介质

在 12条件下作用 !: 后装柱，用含 !066.;5< 及 "066.;5< 咪

唑的 =>(> 溶液洗杂蛋白，再用含 !0066.;5< ? 30066.;5< 咪

唑的 =>(> 溶液洗脱目的蛋白，最终分离得到纯化的鸡 > 端

半长 )%+&, 重组蛋白。

# 实验结果

#"! 鸡半长 )%+%& @%A( 的克隆和重组表达质粒的构建

从鸡的骨骼肌组织中提取总 BA(，并以此为模板进行

B-&’>B 反应扩增得到 CD一侧的半长 )%+&, 基因。扩增片段

长度相当于 3"EF/，与设计基本相符。电泳回收的 ’>B 产物

与 /-4@G7HI 载体连接并转化感受态大肠杆菌 -./!0 后，经

!"#GJ 和 $%&J 双酶切以及 ’>B 鉴定重组质粒。琼脂糖凝

胶电泳结果表明，插入片段长度约为 3"EF/，与预期基本一

致。结果见图 !。

图 ! B-&’>B 与酶切鉴定琼脂糖凝胶电泳

+7KL! (KM4.HN KN; N;N@O4./:.4NH7H .P B-&’>B /4.QR@O .P )%+&, KN8N

M8Q Q7KNHO7.8 .P 4N@.6F78M8O /;MH67Q S7O: !"#GJ M8Q $%&J

=L %A( 6.;N@R;M4 SN7K:O 6M4TN4；(LB-&’>B /4.QR@O .P

CD:M;P&;N8KO: @:7@TN8 )%+&,；ILBN@.6F78M8O

/;MH67Q Q7KNHONQ S7O: !"#GJ M8Q $%&J

#"# 鸡半长 ’()%& 在大肠杆菌中的诱导表达

高效原核表达载体 /-4@G7HI 的启动子为来源于 ’() 与

*"+ 的杂合启动子，其自身编码 *"+U 操纵子与 *"+JV 抑制子基

因，同时其 A 端编码了 9 个组氨酸的标签以利于快速纯化。

本实验以 -./!0 作为宿主菌，利用 J’-)（终浓度!66.;5<）诱

导表达，对蛋白表达产物进行 !"# $%$&’()* 电泳及考马斯

亮蓝染色。诱导表达的融合蛋白分子量约为 "0T%，与预期

结果相一致。结果如图 "。

#"* 重组融合蛋白 )%+%& 的纯化

对转入重组质粒的宿主菌 -./!0 进行大规模培养及诱

导表达，离心收集菌体并进行超声破碎，离心取上清液进行

镍离子柱亲和层析，分步洗脱并收集目的蛋白洗脱液，所得

纯化产物的 $%$&’()* 结果如图 C 所示。

图 " 鸡 )%+&, 基因表达产物的 $%$&’()* 分析

+7KL" $%$&’()* MHHMW .P NX/4NHH7.8 /4.QR@OH .P

@:7@TN8 )%+&, KN8N 78 , L +&*-

=L’4.ON78 H7YN 6M4TN4；(、)L , L +&*- -./!0 @M44W78K

/;MH67Q /-4@G7HI&)%+, S7O:.RO 78QR@O7.8；

I ? +L , L +&*- -./!0 @M44W78K /;MH67Q

/-4@G7HI&)%+, MPON4 78QR@O7.8 P.4 1 L3:

图 C 鸡 > 端半长 )%+&, 表达产物亲和层析 $%$&’()* 分析

+7KLC $%$&’()* MHHMW .P MPP787OW @:4.6MO.K4M/:W /4.QR@OH .P

@:7@TN8 >&ON4678M; )%+&,

=L ’4.ON78 H7YN 6M4TN；(LZ:.;N FM@ON47M /4.ON78H FNP.4N ;.MQ78K

A7 [ &A-( MPP787OW @:4.6MO.K4M/:W @.;R68；IL +;.S&.RO ;7VR7Q

P4.6 A7 [ &A-( MPP787OW @:4.6MO.K4M/:W @.;R68；

>LZMH: ;7VR7Q S7O: !066.;5< 767QMY.;N =>(>；

%LZMH: ;7VR7Q S7O: "066.;5< 767QMY.;N =>(>；

*LZMH: ;7VR7Q S7O: "0066.;5< 767QMY.;N =>(>；

+LZMH: ;7VR7Q S7O: 30066.;5< 767QMY.;N =>(>

* 讨 论

本研究 试 图 通 过 B-&’>B 的 方 法 扩 增 得 到 并 克 隆 鸡

)%+&, 基因的全长 @%A(，再进行诱导表达，然而检测结果并

不理想。这可能是由于完整 )%+&, 蛋白的结构对宿主菌的

生长发育具有一定的毒害作用。因此选用 )%+&, CD端半长

@%A( 进行诱导表达，表达量仍然不是很高，但可以通过大量

培养与亲和层析纯化的方法得到较多量的目的蛋白，从而为

进一步研究 )%+&, 的功能奠定了基础。

产蛋鸡和肉用仔鸡经过长期的遗传选育在生长发育上

有着根本的差异，特别是在骨骼肌的生长发育方面，肉用仔

鸡骨骼肌的发达程度远远高于产蛋鸡。这种骨骼肌生长发

育的差异使禽类成为我们研究动物肌细胞的生长和分化的
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比较好的动物模型。这也是本实验选用鸡为实验材料的初

衷。

从目前国内外的研究来看，对 !"#$% 如何控制骨骼肌细

胞生长发育的分子机理一无所知。但我们已经知道，&!#$!
超家族生长因子是通过与其细胞表面受体相结合引起受体

的自身磷酸化或诱导下一步级联放大反应来发挥他们在细

胞内的生物学作用的［%］。可以推测，鸡的 !"#$% 在控制骨骼

肌生长发育时可能是通过与其受体的相结合而将分子信号

传递给细胞，最终导致肌细胞停止生长或引起肌细胞凋亡，

从而抑制了骨骼肌的生长。本实验克隆了鸡 !"#$% 基因并

分离和提纯了 !"#$% 蛋白，从而为寻找鸡 !"#$% 的受体，研

究在信号传递中它与其受体相结合对骨骼肌生长发育的调

控机制奠定了基础。这一研究工作还将为进一步深入探讨

骨骼肌生长发育的机理积累新的理论基础。

作为骨骼肌生长抑制因子，!"#$% 基因的克隆及表达产

物的分离提纯在实践上也有重要作用。一旦 !"#$% 的作用

机制得以阐明，根据 !"#$% 特有的生理功能，可以设想，敲除

!"#$% 后将消除其对鸡骨骼肌生长发育的抑制作用，使骨骼

肌生长加快，从而培育出超速生长的肉用仔鸡，这将为畜牧

业食用肉类的动物育种开辟一条新途径。在临床应用方面，

阐明人 !"#$% 基因的结构和功能，可以对临床上某些肌肉相

关疾病的诊断、治疗和预后提供理论依据。比如，’()*+, -
等［.］发现人的 !"#$% 保守区有多态性，可以作为肌肉相关性

状的选择标记用于临床检测。!"#$% 的剔除也有望用于肌

肉萎缩症的治疗。而所有这些设想的实现都有赖于在克隆

!"#$% 并分离提纯其蛋白的基础上作进一步的研究和探讨。
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