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生长抑素345)6$7／88质粒的构建与鉴定
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摘 要：动物生长抑制激素（8&:+;&7;+;<=，88）基因克隆至含有乙肝表面抗原的345)6$7质粒载

体上，生长抑素基因插入到乙肝表面抗原的>?末端，构建生长抑素5)6疫苗(经@AB反应扩增出

含有88和CD76E的融合基因片段，并经测序证实88基因已成功重组到345)6$7质粒上(
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通过调节内分泌系统的激素水平，提高动物生

产性能，改善胴体组成，提高肉质和饲料转化率，已

成为畜牧业发展的热点和畜牧业生产的增长点(动
物体内生长激素（E,&L;RR&,:&=M，OC）同时受生

长激素释放因子（OBW）和生长抑素（8&:+;&7;+;<=，

88）的控制，OBW促进OC分泌，而88抑制OC的

分泌(将88制成免疫原免疫动物，使其产生88抗

体，进而中和体内88，提高生长激素水平，可以促进

动物生长(
生长抑素是一种抑制动物生长的多肽类激素(

88K"2是88的主要生物活性结构，其分子式为CK

6’+KO’ZKAZ7KGZ7K67=K@RMK@RMKY,3KGZ7KYR,K@RMK
YR,K8M,KAZ7K‘C(天然88呈环状，在$位和"2位半

胱胺酸之间有一个二硫键(所有哺乳动物的生长抑

素氨基酸序列都相同，没有种属差异(
近年来，国外学者应用88抗血清被动免疫或

用化学合成88制成抗原主动免疫，均能使动物体

内88水平下降，OC分泌增多，取得显著的增重效

果，但化学合成肽苗成本高，不利于推广［"，!］(国内

曾用大肠杆菌表达88基因工程亚单位苗，但产物

须经分 离 纯 化，表 达 产 物 免 疫 原 性 欠 佳(徐 文 忠

（"--$）将88基因与CD76E基因融合，再插入到痘
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苗病毒基因组中，构建!!"##／$%&’(重组痘苗病

毒［)，*］+
,-’疫苗是将编码某种蛋白质抗原的真核重

组表达载体直接注射机体，在宿主细胞中表达外源

基因，诱导特异性的体液免疫和细胞免疫应答，达

到预防和治疗疾病的目的［.］+,-’疫苗具有亚单位

疫苗的安全性和弱毒疫苗的高效性，其制备简单，

免疫时间长+,-’疫苗是近年来研究的热点，其主

要在病毒性疾病、寄生虫免疫和抗肿瘤免疫方面发

挥作用+
本实验将合成##基因片段克隆到/0,-’)&质

粒载体上，利用/0,-’)&特有的123病毒启动

子，构 建 成 /0,-’)&／##,-’ 疫 苗+以 裸 露 的

/0,-’)&／##直接免疫动物，有望在动物体内表达

含有##和$%&’(的杂合颗粒，降低动物体内的生

长抑素水平，从而促进动物生长+,-’疫苗一般以

/0,-’)或451质粒作为真核细胞表达载体+

! 材料与方法

!"! 材料

!+!+! 菌种及质粒6 含有质粒/0,-’)&的大肠杆

菌菌株!"#$%&72689，该菌株由中科院上海生物化

学研 究 所 提 供+质 粒/0,-’)&上 在 ’()$:和

!#$;:位点之间重组有乙肝表面抗原$%&’(基因

片段+$%&’(基因片段’()$:端与<=启动子相

邻，!#$;:末端紧接#4>启动子+
!+!+# 一般化学试剂 一般化学试剂采用国产分

析纯试剂+
!+!+$ 主要分子生物学试剂 ,-’限制性内切酶

*+,:、’()$:酶，;-?&@’酶，<*,-’连接酶：购

自华美公司；琼脂糖，低熔点琼脂糖：购自美国#A("
B?公司；抗生素氨苄青霉素（’B/）：齐鲁制药厂产

品+
!+!+% 试剂盒 柱式胶回收试剂盒，上海华舜公

司产品；抗污染标准41;扩增试剂盒，上海生工公

司产品+
!+!+& 生长抑素基因片段 为上海皓嘉公司合成

并纯化+
生长抑素基因片段序列：

1’<CC1<CC1<C1’’C’’1<<1<<1
<CC’’C’1<<<1’1’<11<C<C
1’<CC<’11C’11C’1C<<1<<C’’C
’’C’11<<1<C’’’C<C<’CC’1’11"
<’C
*+,:&D?ED’F?CFG1G&HG&’&I4J@4J@<E/HG&

<JE4J@<JE#@E1G&’()$:
生长 抑 素 基 因 片 段 两 端 分 别 为 *+,:和

’()$:粘性末端，并含有起始密码子’<C+
!+!+’ 41;引物 6 根据/0,-’)&和##基因，可

设计一对引物，上游引物6为：.K1’<CC1<CC1<"
C1’’C’’1)K，下 游 引 物L为：.KC’<<<’CC<"
C’1’1<’<’C)K+上游引物为生长抑素基因部分

片段，下游引物为/0,-’)&质粒,-’上的#4>基

因片段+可扩增出##和$%&’(融合基因片段，全长

为6888M/+引物由上海皓嘉公司合成+
!"# 实验方法

!+#+! 质粒的少量提取 按碱裂解法进行酚氯仿

抽提后乙醇沉淀，参照文献［>，=］+用;-’酶消化

;-’，经酚氯仿抽提去除;-’酶，无水乙醇沉淀后

加适量的<N溶解，即得到纯化的/0,-’)&质粒+
!+#+# 重 组 质 粒 的 构 建6 分 别 用 *+,:酶 和

’()$:酶对/0,-’)质粒进行双酶切，琼脂糖凝

胶电泳回收>OM片段+回收>OM片段与带有粘性

末端的##基因片段，经<*,-’连接酶定向连接，

过夜，##基因片段插入到$%&’(的.K"末端，这样

就构建成/0,-’)&／##质粒+
!+#+$ 重组质粒,-’的转化6 参照文献［P］，将上

述重组连接混合物1?1FL 法转化大肠杆菌!"#$%&
72689，用含.8!(／BH氨苄青霉素的H%选择培养

基筛选转化子，于)=Q培养L*J+
!+#+% 重组质粒的鉴定 挑取数个菌落在含有氨

苄青霉素的H%液体培养基中发酵培养，用碱裂解

法抽提并纯化质粒，制备出来的质粒经41;扩增鉴

定+于41;反应管中加入68倍反应缓冲液（含6.
BBRF／H2(1FL）.!H，*倍S-<4混合物（每种L+.
BBRF／H）*!H，上游引物6!H（约68T*BRF），下游

引物6!H（约68T*BRF），<?U,-’聚合酶（L")5）

6!H，,-’模板（.I(）L!H，无菌去离子水)>!H
，液体石蜡)8!H+41;扩增参数为：第#循环：9*
Q变性)88&；第$循环：9*Q、维持*.&，..Q、维

持*.&，=LQ、维持*.&，共).个循环；第%循环：

=LQ 延伸)88&+取68!H反应液，用LV琼脂糖凝

胶电泳检测，并以标准,-’作参照物分析结果+
41;扩增按41;试剂盒说明书进行+
!+#+& 序列分析 对重组质粒进行,-’测序，以

双脱氧链终止法测序，由大连宝生物公司完成+

# 实验结果

#"! ()*+,$-／..质粒的构建

/0,-’)&／##质粒的构建见图6+
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图! 生长抑素"#$%&’(／))融合质粒构建图

*+,-! ./0(123#1+/0/4(/561/(161+0"#$%&’(／))"76(8
5+9

:-: 转化子的获得

重组连接反应混合物对!"#$%进行转化后，涂

布在含&$!’／()氨苄青霉素的)*固体平板上，

+,-培养过夜，次日出现转化子，而不加..基因片

段的阴性对照平板则是空白/01234+5经!"#6和

$%&76双酶切，并经低熔点琼脂糖凝胶回收后成

为线性234，结果见图8/表明线性234不能转入

到!"#$%中，因此无转化子/

#为"2349’(#:666标准分子式量；8为!"#6和$%&76酶

双酶切；+、;分别为!"#6和$%&76酶单酶切，&为<$$$=0
质粒01234+5/

图: "#$%&’(质粒的单酶切与双酶切图

*+,-: ;<(12+#1+/0<0=>5<6067>(+(/4"#$%&’(／))

"76(5+9

:-’ 转化子的?.;扩增鉴定

为了确证目的基因已经克隆至载体上，用引物

#（生长抑素的部分基因片段）和引物8（.><）对融合

质粒进行>?@扩增，结果扩增出#$$$=0的条带，

该条带为..和7*54’的融合片段/结果表明..
基因片段已插入到7*54’的&A末端，见图+/

# 8
#为>?@"BCDEC5，8为>?@反应物扩增条带/

图’ 质粒"#$%&’(／))的?.;扩增图

*+,-’ ?.;65"7+4+#61+/06096067>(+(/4"#$%&’(／))

"76(5+9

>?@"BCDEC的相对分子质量从上到下分别为

#&;+，%%;，<%,，&#&，+,,=0/
:-@ $%&测序

234序列分析表明，..&A末端为!"#6和起始

密码子4FG，+A末端为$%&76序列/所有基因顺序

与原来设计完全一致/重组质粒的部分234序列

为（下划线为..基因片段）：

&AHGGF4? ?4FGG ?FGG? FG?44
G44?FF?FF?FGG44G4?FF

F?4?4F??FG FGG4F??4F GG4G4G?4H
?4 4?4F?4GG4F F??F4G G4?? ??FH
G?F?GFG FF4?4GG?GG GGFFFFF?FF
GFFG4?44G4

4F??F?4?44F4??4?4GGH⋯⋯+A

’ 讨 论

234疫苗是近年来国内外研究的热点，它是将

编码外源蛋白的基因表达载体直接导入机体内，使

机体产生特异性免疫应答/本实验以01234+5为真

核表达载体，01234+5带有?"I（巨细胞病毒强启

动子），?"I启动子能很好地启动外源基因的表

达/一般认为?"I启动子比@.I（肉瘤病毒启动

子）、.I;$启动子的活性高，是目前公认比较理想
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的启动子［!"］#
该质粒还带有乙肝表面抗原基因（$%&’(），将

外源生长抑素基因片段插入到$%&’(基因片段的

)*末端，从而构建出+,-.’/&／00重组质粒-.’#
外源00基因与$%&’(基因融合，能在机体内表达

出00／$%&’(杂合颗粒，并且能将外源00基因暴

露于颗粒表面，有利于刺激机体产生抗体#
由于$%&’(基因的)*末端，中部!!1氨基酸附

近或/*末端均可融合外源基因，并将外源基因暴露

于所表达的杂合颗粒表面#但基因在$%&’(基因

多个位点的融合的比较表明，/*末端11/位氨基酸

密码处的’,,2位点是最理想的融合位点#但该方法

费用高，因而选用)*端融合的方法#
本实验由于双酶切位点!"#2和$%&$2的距

离较近，仅隔3个碱基，有可能在经单酶切之后，部

分质粒未能切下34+小片段，在经56-.’连接酶

可能会发生重连，但是未加00连接液在筛选平板

上并未出现转化子，说明本实验已完全双酶切，不

同的粘性末端则不会发生自连，并且通过789扩增

亦可进一步排除这种现象#由于00基因片段仅有

)"4+，重组质粒与载体质粒-.’相对分子质量相

近，采用酶切鉴定，在琼脂糖凝胶电泳中无法区分，

因此采取随机挑取菌落，通过提取质粒-.’，用

789扩增并测序的方法来弥补，实验表明该方法是

可行的#
生长抑素-.’疫苗的构建成功，有望在畜牧

生产中用于促进动物生长，具有实际应用前景，其

动物生理实验正在进行中#
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