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阿片生物活性肽的基因设计、化学合成及克隆

邬小兵， 乐国伟， 施用晖
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摘 要：在阿片类生物活性短肽的结构和生理特点基础之上，通过重复叠加的方法设计了此类生

物活性肽基因(借助567896软件，设计了"条引物；并通过引物延伸和5:;等步骤，实现了基因的

人工合成并克隆至表达载体<5=:.>(5:;及酶切鉴定后测序，表明所合成基因已成功克隆(
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许多生物活性短肽具有应用于畜牧生产的潜

力，由于这些肽来源有限而限制了其应用(阿片类

生物活性肽具有抗腹泻、催眠、镇静和促进摄食等

生理功能，应用于动物具有降低幼龄动物的腹泻

率、促进动物摄食、调节睡眠和促进动物生长的潜

力(阿片肽的传统生产方式为水解外源蛋白和化学

合成两种方法(水解外源蛋白存在产量低、产物不

确定等问题［-］(化学合成价格昂贵，且副产物有毒，

用于医药生产是可行的，但难以用于动物生产(由

于阿片类生物活性肽多为短肽，直接用基因工程的

方法进行生产有一定难度(根据阿片类生物活性短

肽的结构和生理特点，作者设计了可表达此类生物

活性肽的基因，并人工合成和克隆(

D 材料与方法

DED 肽片段的选定

T,6C56&C5O9C56&CI’,C56&C=’9C@6F为P+X&8&6<O7E片

段，具有阿片活性，已有证据表明能被动物肠道吸

收并 进 入 血 液(T,6CI’,CI’,C5O9C*9UCTO6CL96CI’JC
G,X为"C内啡肽前.个氨基酸，具有脑啡肽3#[#
-##[的活性［!］(
DEF 表达、检测、分离策略

小分子肽难以表达，而且检测难度大，将两基

因融合，重复，使其形成相对分子质量为$###左右
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的蛋白质以便于表达和!"!#$%&’检测(在两片段

之间是胰蛋白酶作用位点%)*和+,-(在动物体内

及体外，胰蛋白酶可从%)*和+,-处水解此多肽，

形成目的肽片段来发挥其生理作用(由于此多肽为

碱性，可用阳离子交换进行分离(最终的融合多肽

如 下：%)*#.,)#$)/#$01#$)/#&2,#$)/#321#%)*#.,)#
&2,#&2,#$01#415#.0)#!1)#&26#+,-#.,)#$)/#$01#$)/#
&2,#$)/#321#%)*#.,)#&2,#&2,#$01#415#.0)#!1)#&26#
+,-#.,)#$)/#$01#$)/#&2,#$)/#321(
!"# 目的基因及引物设计

!(#(! 目的基因设计 根据毕赤酵母所喜好的高

效密 码 子［7］及 质 粒8$39:;特 点 设 计 目 的 基 因

如下：

’</=3
!

9&&%%..9%&%.%999%..999%&&.99%
%.9%&%.%9&&.&&...9%.&%9..99
&%&%%&.%999%..9(
99%&&.99%%.9%&%.%9&&.&&...9
%.&%9..99&%&%%&.%999%..999%
&&.99%%.9.&%&.
%9.&9&&99&9%..9..%.
.&%9&99&&9&.%%&%%.%
" "
!"#3 $%&3

为便于连接，基因的>?端和7?端分别添加’"%(
!和$%&!位点，为便于酶切鉴定，在$%&!位点前

添加!"#!位点（用!"#!酶切重组质粒，可出现@
AB和CAB左右的两个条带，而对照质粒只能被!"#
!线性化，条带大小为:(7AB）(
!(#($ 引物设计 借助软件$)DE1)>(F，设计引物

如下：

引物一GH：

9&&%%..9%&%.%999%..999%&&.99%%.
9%&%.%9&&.&&...9%.&%9..99&%9%%&.%
999%..999
引物二GC：

.99&%9%%&.%999%..999%&&.99%%.9
%&%.%9&&.&&...9%.&%9..99&%&%%&
引物三=H：

%.%%&%%.&9&&99&9%&.%9.9%&%..&&
%99.&&&%%.&&&.%9..9.9&&%%&.9%.&%%
%9
!"% 目的基因的合成和克隆

!(%(! 试剂 .IAI)I+%.IJ酶，KL.$，限制性内

切酶’"%(!，$%&!，"L%连接酶均为宝生物（大

连）有限公司产品；质粒8$39:;购自DMND5)/*1M公

司；引物由宝生物（大连）有限公司合成；!"#!，

$9=标准购自华美生物工程公司；O4HF:由作者所

在实验室保存(
!(%($ 基因合成

H）"%L延伸反应：引物GC（F(FHP"／"+）>

"+，引物=H（F(FHP"／"+）>"+，HF倍.IAI)I+%
缓冲液HF"+，KL.$HQ"+，RCPQ7"+(:ST变性

>EDM后，在HFEDM内冷却至>>T(加入.IAI)I
+%.IJ酶H"+，保温>EDM(@CT延伸>EDM，此反

应液为"L%延伸液H［S］(
C）$9=反应：引物GH（F(FHP"／"+）H"+，引

物=H（F(FHP"／"+）H"+，"L%延伸液H"+，KL.$
HF"+，HF倍缓冲液HF"+，.IJ酶H"+，RCP@Q

"+；:ST变性7F-，>>T复性7F-，@CT保温7F-，

共7F个循环，@CT延伸SEDM(经乙醇沉淀后溶于

HFF"+.’缓冲液中，此液称为$9=反应溶液(
基因合成：

—————————————引物GH
———————————————引物GC

引物=H ———————————————

7）基因克隆：将$9=反应溶液酶切（’"%)!，

$%&!）(用’"%)!，$%&!酶切载体8$39:;，HST
进行连接反应，连接液转化大肠杆菌O4HF:，CFF

"+转化菌液铺%4$#+U平板，7@T培养过夜(
!(%(# 阳性克隆鉴定H 挑取%4$抗性转化子若

干，菌落进行$9=扩增［>］（挑单菌落于’881MK/)V
管，加>F"+F(HW#)D5/M，沸水浴CEDM，取>"+裂

解液进行$9=，:ST变性HEDM，>>T复性HEDM，

@CT延伸HEDM，共7F个循环(上游引物为!#因子

引 物（>?#.%9.%..&99%&9%..&9.&97?），下

游引物为%PXH7?引物（>?&9%%%.&&9%..9.#
&%9%.99#7?）(重组质粒应出现77FB8条带，$9=
液HF"+进行CW琼脂糖凝胶电泳(挑选阳性克隆子，

碱裂解法抽提质粒"L%，进一步用!"#!酶切鉴定(阳
性克隆送大连宝生物工程公司测序进一步鉴定(

$ 实验结果

$"! &’(及酶切鉴定结果

经$9=后，HS号菌株扩增出与理论值77FB8
大小 相 同 的 条 带（见 图H）(抽 提HS号 菌 株 质 粒

"L%，!"#!酶切后，电泳显示出@AB和CAB左右

的条带（见图C）(
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!"! 外源基因的序列测定

目的基因序列由大连宝生物公司测定，结果表

明基因序列与设计序列完全一致，见图!"

#"$%&’()$*+的($,产物；-"./%标准

图# 重组$%&的’()分析

*+,"# ’()-.-/01+123456278+.-.9$%&

#"$%&’()$*+产物；-"./%标准；!"01’()$*+"
图! !"#!酶切后重组质粒的分析

*+,"! &.-/01+1239:5456278+.-.9;/-17+<6=980!"#>

图? 目的基因的序列图

*+,"? @:57-;2315A=5.6+.,+.954519,5.5

? 讨 论

用基因工程的方法表达多肽的报道较为多见，

但尚未见到关于几个氨基酸的寡肽的表达"在动物

体内存在一些前体蛋白，这些前体蛋白本身是一些

具有生理活性寡肽的重复序列，比如，脑内存在两

种脑啡肽前体：234前体%和234前体5，234前

体%（(2346%）是 76234及86234的共同前体，有

-9:个氨基酸残基；234前体5（(23465）是强啡肽

和新内啡肽的共同前体，具有-;9个氨基酸"(2346
%和(23465的最终产物是234，234肽的序列在

内部出现了多次重复"前体蛋白在组织中受到蛋白

酶的攻击便会分解，释放出小分子的脑啡肽［9］"现

在(2346%和(23465基因已经被克隆，并在体外表

达"因此，利用这一原理，可以在体外表达小分子的

生物活性肽"
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!"#$%&%等建立的双链的多片段连接方法，是

基因合成的经典方法’因合成仪更多地采用了较长

的合成片段（如()聚左右），从而可以减少合成片

段的数目，且一次能连接成较长的双链，节省了合

成的时间’另一个改进是以合成的单链为模板，再

用*+,聚合酶复制获得双链的方法，这不仅大大

节省了用于化学合成的消耗，而且也节省了纯化学

合成 *+, 片 段 的 时 间’-.%/0$%和 1$#0223%&在

4567年就曾分别提出和尝试了以两个合成片段的

89末端互补并互为模板，用*+,聚合酶延伸得到双

链的方法’随着:;<技术的发展，现在多采用合成

多条具有互补序列的引物，通过:;<反应来合成全

基因序列，这种方法可一次性地得到较长的目的基

因，大大节约了基因合成的时间’但由于有多条引

物同时参与:;<反应，因此增加了引物设计的难

度，尤其是具多重复序列的基因，采用这种方法进

行合成更加困难’
作者根据在阿片类生物活性短肽的结构和生

理特点，通过重复叠加的方法设计了可表达此类生

物活性肽的基因’借助:$=>3$软件，设计了8条引

物，通过引物延伸、:;<等步骤，实现了基因的人工

合成并克隆至表达载体?:-;5!’
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