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　　1994 年 Zhang 等人利用定位克隆技术首次成功地克隆

出小鼠肥胖基因(obese gene , ob 基因)及人类同源序列

后[ 1] , 其他动物如鸡 、鸭 、猪等的肥胖基因结构和部分功能

相继得到了报道 , 但关于鱼类 ob 基因的结构和功能研究

报道较少。

ob 基因编码产物为瘦素(Leptin), 瘦素主要由白色脂肪

组织分泌 , 其他组织如胎盘 、乳腺上皮细胞中均可检测到。

瘦素由 166—167 个 AA 残基组成 , N端为 20—21 个 AA残基

的信号肽 ,成熟蛋白为切去信号肽后的 146 个AA残基 ,分子

量为16 kD[ 2 , 3] , 它通过作用于下丘脑特异性受体发挥其生物

学活性。研究发现 ,瘦素对动物脂肪组织和神经内分泌有显

著的调控作用 ,能通过采食量和能量平衡的调节来促进动物

的生长和繁殖 ,是反映体内脂肪组成及含量的信号因子[ 4] 。

瘦素的发现为体内能量代谢和脂肪沉积机理的研究开辟了

新的领域。

我国是一个水产品养殖大国 , 鱼类品种繁多 , 不同品种

的鱼类脂肪沉积情况不同。 大口鲶是一种经济效益较高的

大型经济鱼类 ,对大口鲶 ob 基因及表达产物的研究可能有

利于探索鱼体内营养状况 、能量代谢和脂肪沉积的关系 , 这

对研究新的营养分配 、提高鱼肉品质及保护鱼类健康具重要

应用价值。本文首次扩增出大口鲶 ob 基因的 cDNA 编码序

列 ,并将此基因定向克隆至酵母分泌型表达载体 pPIC9K的α

因子信号肽编码序列 3′端 , 实现了大口鲶 ob 基因在毕赤酵

母中的表达。

1　材料和方法

1.1　实验材料　E.coli DH5α、GS115 酵母菌和 pPIC9K 分

泌型表达载体由本实验室保存 。 RT-PCR试剂盒 、限制性内

切酶 、T4 DNA 连接酶 、TaqDNA 聚合酶 、DNA 分子量 marker

均购自 TaKaRa 公司;G418 和 Peptone 购自 Sigma 公司;Yeast

extract 、YNB 、D-Sorbitol和 D-Biotin 购自上海生工生物工程公

司;DNA 快速回收试剂盒购自鼎国生物技术有限责任公

司;低分子量标准蛋白质 Marker 为上海升正生物技术有限

公司产品;其余试剂均为国产分析纯。 培养基 YPD、MD、
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MM 、BMGY 和 BMMY均按“ Invitrogen 公司操作手册”推荐方

法配制 。

1.2　方　法
1.2.1　引物的设计　根据已报道的人 、鼠 、猪 、鲤鱼等动物

ob 基因 cDNA 编码序列的同源性以及酵母表达载体上的酶

切位点设计一对引物 , 在 5′端和 3′端分别设计了 EcoRⅠ 和

Not Ⅰ酶切位点 ,并且在酶切位点前面均加了二个保护碱基。

引物为:

P1:5′-AGGAATTCATGGTGCCTATCCAGAAAGTC-3′GAATTC

为 EcoRⅠ酶切位点。

P2:5′-CGGCGGCCGCTCAGCATTCAGGGCTAACAT-3′GCG-

GCCGC 为 NotⅠ酶切位点。

1.2.2　RT-PCR 扩增　用大口鲶脂肪组织总 RNA 为模板 ,

以设计的 P1、P2 为上下游引物进行一步法 RT-PCR扩增 , 总

体积为 25μL , 具体方法参照文献[ 5] 。 RT-PCR产物在 1%的

琼脂糖上电泳分析并观察结果。

1.2.3　大口鲶 ob 基因的克隆与质粒鉴定　DNA 回收试剂

盒回收目的片段 , EcoRⅠ 和 Not Ⅰ 双酶切后与同样处理的

pPIC9K 分泌型表达载体在 T4 DNA 连接酶的作用下进行连

接。转化 DH5α大肠杆菌感受态细胞 , 用碱裂解法抽提重组

质粒 ,质粒命名为 pPIC9K-dob。用 PCR及双酶切进行初步鉴

定 ,阳性克隆送上海博亚生物工程有限公司进行测序。

1.2.4　酵母转化　挑取 GS115 单菌落至 50mL YPD培养基

中 , 30℃振荡培养至 OD600=1.0。收集细胞 , 以 25mL 无菌蒸

馏水冲洗 , 室温下 3000r/min 离心 10min , 弃水 , 1mL 1mol/ L

LiCl重悬细胞 ,转入 1.5mL微量离心管中 , 高速离心 15s 后收

集细胞 , 再以 400μL 0.1mol/ L LiCl 重悬细胞 , 离心 , 去 LiCl。

依次加入下列试剂:240μL 50 % PEG , 36μL 1mol/L LiCl , 25μL

2mg/mL ssDNA , 50μL 0.2mg/mL SalⅠ酶切线性化质粒。振荡

混匀 , 30℃静置 30min , 然后在 42℃水浴 23min , 6000r/ min 离

心 ,吸去转化液 , 用 1mL无菌蒸馏水重悬细胞 , 将 200μL转化

细胞悬液涂布于 RDB 平板上 , 30℃培养直至出现转化子

菌落。

1.2.5　酵母菌落 PCR鉴定　挑单菌落于 2mL YPD中 , 过夜

培养 ,再取 1mL菌液 , 6000r/min离心 2min , 弃上清 , 沉淀中加

入1mL PBS(pH7.0), 充分混匀 ,离心弃上清 , 沉淀悬于 100μL

TE(pH8.0)中 ,沸水浴 10min , -20℃20min , 再次沸水浴 1min ,

6000r/min 离心 3min ,取上清为模板作 PCR。

PCR鉴定目的基因整合至 P.pichia 酵母基因组的引物:

α-Factor:5′-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3′

3′AOX1:5′-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3′

反应条件:95℃预变性5min , 94℃变性30s , 55℃退火30s ,

72℃延伸 30s , 30个循环;72℃延伸 10min。 4℃保存。

1.2.6　高拷贝整合菌株的筛选　将冻存的阳性重组菌分别

划线到含 G418 浓度为 0.25mg/mL、2.0mg/ mL、4.0mg/mL 的

YPD平板上 , 30℃培养直至出现转化子菌落 , 2.0mg/mL 和

4.0mg/ mL G418 YPD平板上均正常生长的菌落为高拷贝整合

菌株。

1.2.7　重组酵母的诱导表达　挑单个重组酵母菌接种于

5mL BMGY培养基中 , 28℃培养 16—18h , 使其 OD600达到 2—

6 ,收获酵母菌 , 用 BMMY培养基稀释至 OD600=1 , 28℃培养

4d ,每隔 12h 加甲醇至终浓度为 0.5%, 诱导完后离心取上

清 ,进行 SDS-PAGE(15%凝胶),同时设整合有空载体 pPIC9K

的重组的酵母菌培养上清作对照。

2　结　果

2.1　大口鲶 ob 基因的获得

按照 1.2.2 方法扩增得到的产物经 1%琼脂糖电泳显示

(图 1),扩增产物的分子量大小约为 460bp , 与预期值相符。

图 1　大口鲶 ob基因 RT-PCR产物琼脂糖电泳结果

Fig.1　The amplif ied product of S.meridiunlis ob by RT-PCR

1.DL 2000;2.RT-PCR产物 1.DNA molecule marker;

2.Product of RT-PCR

2.2　重组酵母表达载体的酶切鉴定

经 1%琼脂糖电泳显示 , 构建的重组酵母表达载体经

EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切处理后(图 2),在 DL2000 DNA分子标

准 500bp 附近出现符合预期设计的 460bp 大小的目的片段和

大于 2000bp 的载体。

图 2　重组酵母表达载体的酶切鉴定

Fig.2　Restriction enzyme digestion analysis of recombinant

yeast expression vector pPIC9k-dob

1, 2.pPIC9K-dob/ EcoRⅠ + Not Ⅰ;3.DL 2000 DNA

molecule marker

2.3　大口鲶 ob 基因测序结果

将鉴定得到的阳性克隆送上海博亚生物工程有限公司进行

测序。得到的核苷酸及推知的氨基酸序列(图 3)。大口鲶 ob 基

因 cDNA序列由438个核苷酸组成 ,与报道的鲤鱼 ob 基因 cDNA
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序列相比具有较高的同源性 ,仅有四个核苷酸的差异 ,分别在第 104、105、106(均为 G突变为C)位和第300(G※A)位。

图 3　大口鲶 ob基因序列及推知的氨基酸序列

Fig.3　cDNA sequence and deduced amino acid sequence of S.meridiunlis obese gene

2.4　酵母菌落 PCR鉴定

毕赤酵母GS115为 His缺陷型菌株 , 只有重组质粒整合

入其基因组中 ,表达 His后 , 菌株才能在不含His 的选择性平

板 RDB上生长而起筛选作用。在 RDB 平板上分别挑取数株

重组GS115 酵母菌 ,采用 1.2.3 方法处理 , 然后取1μL上清为

模板 ,在引物α-Factor和 3′AOX1引导下进行 PCR扩增 , 得到

的扩增产物在琼脂糖凝胶 1%泳道中出现大小约 655 bp 的

条带(图 4),与预期结果相符 ,表明大口鲶 ob 基因已整合于

毕赤酵母GS115 的染色体 DNA中。

图 4　重组表达载体转化毕赤酵母GS115的 PCR鉴定

Fig.4　Identification of recombinant yeast DNA by PCR

1.DL 2000;2—9.阳性重组酵母的 PCR产物

1.DNA molecule marker;2—9.PCR product of different

positive recombinant yeast(pPIC9k-dob)

2.5　重组酵母的高拷贝筛选及表达产物的检测

载体 pPIC9K 含有来自转座子 Tn903 的 Kan 基因 , 可依

靠基因剂量效应 ,以对G418的抗性水平快速筛选出高拷贝

图 5　重组酵母的 SDS-PAGE分析

Fig.5　Analysis of recombinant yeast by SDS-PAGE

1.重组酵母诱导 4天后的上清(G418 2mg/mL);2—3.重组酵母诱

导 4天后的上清(G418 4mg/mL);4.蛋白质Marker 从上至下依次

为 97.4 , 66.2 , 43.0 , 31.0 , 20.1, 14.4(kD);5.1×SDS 上样缓冲液;

　　　　 6.pPIC9K 转化的重组菌诱导上清

1.culture supernatants of recombinant P.pastoris GS115(pPIC9k- dob)

after induced for 4 days(G418 2mg/mL);2—3.culture supernatants of

recombinant P.pastoris GS115(pPIC9k- dob)after induced for 4 days

(G418 4mg/mL);4.protein Marker , from upper to lower :97.4 , 66.2,

43.0 ,31.0 ,20.1 , 14.4(kD);5.1×SDS sample buffer;6.culture su-

pernatants of P. pastoris GS115 transfected with the cont rol plasmid

　　　 pPIC9k induced as negative control

整合的转化子。 将 PCR 鉴定为阳性的重组酵母冻存菌株 ,
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分别划线到含G418 浓度为 0.25mg/ mL、2.0mg/mL、4.0mg/mL

的 YPD平板上。3 天后 ,发现 4.0mg/mL 的 G418YPD平板上

长出 4 株 , 表明为高拷贝重组菌。挑 3 株(4.0mg/mL 2 株

2.0mg/ mL 1 株)重组菌分别按 1.2.4 的方法进行诱导。 4 天

后离心 ,取 25μL诱导培养上清液进行 SDS-PAGE 分析。结果

表明 ,表达的重组蛋白分子量约为 16kD , 而空载体 pPIC9K转

化的重组菌诱导上清则无此蛋白带(图 5), 表明目的蛋白得

到了表达。

3　讨　论

最近已有近 10 种哺乳动物的肥胖基因序列被初步证

实[ 6] 。研究表明鱼类存在 ob 基因 ,用抗小鼠瘦素抗体检测

几种淡水真骨鱼 , 发现它们的血液 、肝脏等组织呈阳性反

应[ 7] ,用抗人瘦蛋白抗体检测海七鳃鳗 , 也发现它的血清 、肌

肉与贮脂组织抽提液呈阳性反应[ 8] 。但鱼类 ob 基因核苷酸

序列的相关报道则很少[ 5] 。本文对大口鲶 ob 基因的序列及

其在真核系统中的表达情况进行了部分研究 , 发现大口鲶

ob 基因 cDNA序列由 438 个核苷酸组成 , 与报道的鲤鱼 ob

基因 cDNA序列相比具有较高的同源性 ,仅有 4 个核苷酸的

差异。

鉴于原核表达产物往往以包涵体形式存在 , 蛋白的提

取 、纯化工艺的烦琐[ 9 ,10] , 我们将大口鲶 ob 基因定向克隆至

酵母分泌型表达载体 pPIC9K 的α因子信号肽编码序列 3′

端 ,构建成重组酵母表达载体 , 尝试应用巴斯德毕赤酵母表

达系统来表达目的蛋白-大口鲶瘦素。表达载体与酵母染色

体通过同源重组的方式整合至酵母染色体中 ,同源重组有两

种方式 , 一是线性化载体与宿主染色体发生双交换 , 取代宿

主染色体AOX1 基因;另一种是经单交换插入宿主染色体的

AOX1位点或 His4位点。我们在 LiCl转化 GS115 时 ,有意识

将表达载体 SalI 单酶切线性化后以单交换整合方式与

GS115 染色体 his 部分重组 ,这样整合的拷贝数较多 ,转化效

率比双交换高。在制备酵母感受态时 ,我们在“ Invitrogen 公

司操作手册”介绍的 LiCl法上作了些改进 , 将 1mL 0.1mol/L

LiCl改为1mL 1mol/L LiCl ,发现转化效率比未改前高 ,而且高

拷贝(4.0mg/mL G418)转化子也更容易得到。诱导培养上清

液进行SDS-PAGE检测 , 结果表明 , 表达的重组蛋白分子量

约为 16 kD ,与瘦素的理论预计值相符 。其活性有待进一步

检测。

影响外源蛋白质在毕赤酵母中表达的因素很多 , 用 P .

Pastoris系统表达外源基因 , 虽然运用的都是相同的 AOX1 启

动子 ,但对于不同的外源蛋白 , 表达量千差万别[ 11—15] 。除了

外源基因序列本身的内在特性如 A+T含量 、低频利用密码

子 、外源基因的长度外 , 外源基因的拷贝数 、表达条件对表达

量高低的影响也极其显著。因此要得到高表达菌株来生产

瘦素蛋白 ,还得在很多方面作改进和尝试。
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