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重 组高 原鼠兔瘦素原核表达载体 

的构建、蛋白表达及纯化 
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摘要：瘦素 (1eptin)由 o6基因编码，对调节能量代谢起着重要作用。本研究建立了高原鼠兔瘦素的原核表达系 

统，并对其进行了原核表达。研究中作者从高原鼠兔瘦素基因的 eDNA文库中，扩增编码高原鼠兔瘦素的核酸 

序列 ，并利用 DNA基因重组技术将其克隆到原核表达载体 pET30a(+)中，构建了高原鼠兔瘦素原核表达载体 

pET30a(+)／ppleptin。对 目的片段进行测序确认后，将其转化到大肠杆菌 BL21中，并利用 IPTG诱导外源性 目 

的蛋白表达。表达的包涵体蛋白经溶解及变性后上柱纯化。重组质粒经测序检测后，表明原核载体构建正确。 

同时，SDS—PAGE凝胶电泳结果显示，重组菌在 16KD处有明显新增条带，纯化后的目的蛋白条带纯度较高。 

该结果为高原鼠兔瘦素的后续基础研究提供了基础资料。 
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Construction of prokaryotic expression vector： Inducing expression and 

purification of recombined plateau pika leptin 
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Abstract：Leptin，the production of the ob gene，plays an important role in the regulation of energy homeostasis．Plateau 

pika(Ochotona curzoniae)leptin is closed to cold tolerance．In this study，we establish an effective method for expression of 

recombinant pika leptin in Escherichia coli．The gene sequence encoding pika leptin was obtained by PCR from the plateau 

pika cDNA library and the PCR product was cloned into pET30a(+)by DNA recombination techniques．After DNA se— 

quencing。the confirmed recombinant clone pET30a(+)／ppleptin was transformed into BL21(DE3)for expression under 

the induction of IPTG．Due to the expressed protein，the insoluble inclusion body must be separated，denaturated and purl— 

fied with a Ni sepharose column．The sequencing results of pET30a(+)／ppleptin vector demonstrated that the insert of the 

pika leptin gene was the same as that of pika gene in GeneBank．At the same time the recombinant protein was identified by 

SDS—PAGE，and the results revealed that there was a new band of protein around 16KD；this protein was purified success— 

fully．Our results showed that the prokaryotic expression system of pika leptin has been successfully constructed and the pu— 

rifled recombinant protein provides a basis for further research of plateau pika leptin． 
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自Zhang等 (1994)利用定位克隆技术 (Po． 

sitional Cloning Technology)首次成功克隆小 鼠的 

06基因 (obese gene，肥胖基因)以来，06基因和 

它的表达产物瘦素 (1eptin)一直是相关领域研究 

的热点。瘦素是由o6基因编码，主要由白色脂肪 

细胞分泌的激素，与分布于中枢神经和外周组织中 

的瘦素受体结合，发挥多种重要的生物学功能，如 

维持机体的能量平衡、促进机体的新陈代谢、调节 
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生殖与发育、提高动物应激能力及免疫功能，以及 

参与造血等。其中o6基因最重要的功能是调节能 

量代谢，从而使动物减少摄食，增加机体能量消 

耗、体温及活动量，以及减轻体重 (Zhang et a1．， 

1994；Farid et a1．，1996，1997；Zamorano et a1．， 

1997；Thierry et a1．，1997；Lord et a1．，1998)等。 

高原鼠兔 (Ochotona curzoniae)是生活在青藏 

高原海拔3 000 m以上区域的小型非冬眠植食性哺 

乳 动 物，属 兔 形 目 (Lagomorpha) 鼠 兔 科 

(Ochotonidae)鼠兔属 (Ochotona)，主要分布于青 

藏高原及其毗邻的尼泊尔和锡金等地 (郑 昌琳， 

1989)，据古生物资料记载，现存的各种鼠兔是由 

古鼠兔亚科 (Subfamily Sinolagomyinae)演化而来， 

在青藏高原的北缘发现他们的化石距今约3 700万 

年 (Heath and Williams，1981)。在长期的环境适 

应过程中，高原鼠兔形成了独特的生活方式和适应 

机制应对青藏高原严酷的环境。近年来，相关学者 

在对高原鼠兔 o6基因不同组织表达特征的研究中 

发现，高原 鼠兔 o6基 因可在脑、心、肺、肝脏、 

脾脏、肾脏、骨骼肌和脂肪组织中表达，其中以白 

色脂肪组织中的表达量最多，心脏和肺的表达量次 

之，而肝脏和肾脏中 mRNA表达量最低 (杨洁等， 

2007)，这种多组织的表达特征可能对维持高原鼠 

兔体内瘦素的高水平起到调节作用。与此同时，一 

些青藏高原高寒环境对高原鼠兔瘦素的适应性功能 

进化研究结果显示，瘦素对冷环境压力较为敏感， 

寒冷的环境压力驱动高原鼠兔瘦素发生了适应性功 

能进化 (Yang et a1．，2008)。因此，高原鼠兔瘦素 

功能的研究，将对揭示高原鼠兔生态适应机制起到 

至关重要的作用。 

高原鼠兔 D6基因于 2006年被克隆 (Yang et 

a1．，2006)，但国内外现今有关高原鼠兔瘦素表达 

的研究尚为空白。因此，将高原鼠兔瘦素进行外源 

性表达，已成为相关领域继续开展深层次研究较为 

迫切的基础科学问题。本文利用高原鼠兔瘦素的 

cDNA，构建高原鼠兔瘦素成熟分泌型蛋白编码基 

因的原核表达载体，同时通过诱导表达并纯化该 

蛋白，为进一 步研究 高原 鼠兔 瘦素 的功能 奠 

定基础。 

1 材料和方法 

1．1 试剂和材料 

限制性内切酶Nde I和Xho I、Taq DNA聚合酶 

和 T4 DNA连接酶、DNA片段纯化试剂盒和 DNA 

胶回收试剂盒均购 自TaKaRa公司；质粒提取试剂 

盒购自新长江生物科技 (北京)有限公司；质粒 

pET30a(+)和大肠杆菌 DH5tx为本室保存；BL21 

感受态购自上海生工；PCR引物合成及基因测序 

由上海生工完成；HisTrap HP蛋白纯化柱购自GE 

Healtheare公司。 

1．2 高原鼠兔瘦素原核表达载体的构建 

高原鼠兔瘦素由 167个氨基酸组成，其 N端 

含有 21个氨基酸组成的信号肽，成熟分泌型蛋白 

质为 146个氨基酸。作者重点关注的是瘦素 C端 

146个氨基酸组成的成熟分泌型蛋白的功能和作 

用。故 利 用 上 游 引 物 P1 (5 一 GGAATrC 

GTGTcCATcTGGA从 GTCcGGGAT 一 3 ， 

下划线为限制性内切酶Nde I酶切位点)和下游引 

物 P2 (5 ～cCGCTCGAGGCACCCAGGGCCAAT— 

GTCCAG一3 ，下划线为限制性内切酶 Xho I酶切 

位点)对编码高原 鼠兔瘦素 C端 146个氨基酸 

(成熟分泌型蛋白)的 DNA片段进行扩增，PCR 

反 应 体 系 包 括 模 板 高 原 鼠 兔 瘦 素 cDNA 

(0．5 mg／m1)2 Ixl，上下游引物 P1(10 IxM)和 P2 

(10 IxM)各2 l，10×PCR buffer 5 Ixl，dNTP Mix— 

ture(各 2．5 mM)4 l以及 Taq DNA 聚合 酶 

(5U／~1)0．25 txl。PCR反应 条件 为：94℃ 变性 

30 S，58℃ 退火30 s，72oC延伸45 S，共 34个循 

环。利用 DNA胶 回收试剂盒回收并纯化 PCR产 

物。用 Nde I和 Xho I双酶切 PCR产物和质粒 

pET3Oa(+)，回收并纯化，l6℃连接 目的片段与载 

体片段过夜，转化到大肠 杆菌 DH5ct中，重 组 

DH5c~菌进行菌液 PCR、提取质粒酶切和测序鉴定 

重组 的表达质粒 pET30a(+)／ppleptin是否构建 成 

功。 

1．3 高原鼠兔瘦素的表达与纯化 

重组质粒 pET30a(+)／ppleptin转人大肠杆菌 

BL21中，37℃振荡培养至 600 nm的光密度 (opti— 

cal density，OD)值为0．5—0．7时，加入诱导剂异 

丙基一p—D一硫代半乳糖苷 (isopropyl—p—D—thiogalacto— 

pyranoside，IPTG)至终浓度1 mmol／L，诱导5 h， 

4 000 r／rain，15 min离心收集菌体，在重悬液 

(20 mmol／L Tris—HCI pH=8．0)中悬浮，超声破碎 

菌体后对全菌液以及离心后的上清和沉淀分别进行 

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS—PAGE)分析。 

超声破碎后的菌体沉淀依次用 1 M尿素洗涤液 

(1 M尿素，20 mmol／L Tris—HC1 pH=8．0，0．5 M 

NaC1，l％ Triton X一100)、2 M尿素洗涤液 (2 M 
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尿素，20 mmoL／L Tris—HC1 pH=8．0，0．5 M NaC1， 

2％ Triton X一100)、3 M尿素洗涤液 (3 M尿素， 

20 mmol／L Tris—HC1 pH = 8．0．0．5 M NaC1。 1％ 

Triton X一100)、4 M尿素洗涤液 (4 M尿素， 

20 mmol／L Tris—HC1 pH=8．0，0．5 M NaC1)、5 M 

尿素洗涤液 (5 M尿素，20 mmol／L Tris—HCI pH= 

8．0，0．5 M NaC1)、6 M尿素洗涤液 (6 M尿素， 

20 mmol／L Tris．HC1 pH：8．0，0．5 M NaC1)各洗一 

遍。洗涤后沉淀用8 M尿素变性液 (8 M尿素， 

20 mmoL／L Tris—HC1 pH：8．0，0．5 M NaC1)溶解， 

4~C放置过夜。溶解过夜的高原鼠兔瘦素变性液 

12 000 r／rain．10 rain离心，留上清。 

pET30a(+)／ppleptin在 目的基因前带有 His 

基因。含带 His标签的高原鼠兔瘦素上清液过 His— 

Trap HP蛋白纯化凝胶柱，用预冷的 Binding buffer 

(8 M尿素，20 mmol／L Tris—HC1 pH：8．0，0．5 M 

NaCl，5 mM咪唑，1 mMB—ME)清洗以除去未结 

合的杂 蛋 白，然后 用 Wash buffer(8 M尿 素， 

20 mmol／L Tris—HC1 pH ：8．0．0．5 M NaC1，0．5 mM 

咪唑，1 mM B—ME)洗脱，收集洗脱液，SDS— 

PAGE鉴定纯化效果。 

2 结果 

2．1 高原鼠兔瘦素原核表达载体的构建 

以高原鼠兔瘦素 cDNA为模板，PCR扩增编 

码高原鼠兔瘦素 c端 146个氨基酸的 DNA片段， 

电泳分析 (图1A)显示在 400～500 bp之间有一 

特异 DNA带，大小与预计相符。将 PCR扩增产物 

纯化后连接到 pET30a(+)载体上，得到重组表达 

质粒 pET30a(+)／ppleptin。重组表达质粒用 Nde I 

和 Xho I双酶切，可得到约 450 bp和5 200 bp的两 

个片段，与预期结果一致；以重组表达质粒为模 

板，用 PCR方法进行扩增，可得到约450 bp大小 

的核酸片段，表 明目的基因已经克隆到 pET30a 

(+)载体中(图 1 B)。经 DNA测序证实，连人表 

达载体 pET30a(+)中的基因片段与目的序列一致。 

2．2 高原鼠兔瘦素的表达和纯化 

pET30a(+)／ppleptin重组表达质粒转化人大 

肠杆菌 BL21菌株后，转化菌经 IPTG诱导表达， 

收集菌体进行 SDS—PAGE分析。如图2，诱导后 

的菌液在分子量 14．3～20．1 KD之间有 1条新增条 

带，与预计的重组蛋白 (约 16 KD的高原鼠兔瘦 

素)大小吻合。 

A 

bp 

一 60o 

50o 

_ 40o 

一 300 

— 200 

_ 100 

B 

图 1 高原 鼠兔瘦素编码基因的 PCR产物和 pET30a(+)／ 

ppleptin的重组鉴定．A)M：DNA分子量标准；1：PCR产物；B) 

M：DNA分子量标准；1：重组质粒 pET30a(+)／pp|eptin；2：Nde I 

和 Xho I酶切 pET30a(+)／ppleptin；3：菌液 PCR 

Fig．1 PCR product for gene sequence encoding plateau pika leptin 

and analysis of pET30a(+)／ppleptin．A)M：DNA marker；1： 

PCR product．B) M：DNA marker；1：Recombined plasmids of 

pET30a(+)／ppleptin；2：pET30a(+)／ppleptin digested with 

Nde I plus Xho 1；3：Bacteria liquid PCR 

将诱导表达的菌体进行超声破碎，取其全菌 

液、上清和沉淀进行 SDS—PAGE电泳，发现目的 

蛋白只在全菌液和沉淀中出现 (图 3)，表明表达 

的高原鼠兔瘦素以包涵体形式存在。包涵体进行逐 

步洗涤和变性溶解后，用 His Trap HP蛋白纯化柱 

纯化目的蛋白，SDS—PAGE鉴定结果显示，除 16 

KD处有一条目的条带外，无杂带存在 (图3)，表 

明获得的高原鼠兔瘦素纯度高。 

9 2KD一  

66．4KD一  

443KD一  

29-0KD一  

20．1KD一  

1 3KD—  

M 1 2 

图2 高原鼠兔瘦素在大肠杆菌中的表达．M：蛋白质分子量标 

准：1：诱导前的 pET30a(+)／ppleptin菌全菌液蛋白；2：诱导后 

的pErl'30a(+)／ppleptin菌全菌液蛋白 

Fig．2 Expression of plateau pika lepin in E coli．M：Protein mo— 

lecular wei ght marker；1：Total protein of non—induced bacteria con— 

taining pET30a(+)／ppleptin；2：Total protein of induced bacteria 

containing pET30a(+)／ppleptin 
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97．2KD 

66,4KD 

44．3KD 

20I1KD 

143KD 

图3 高原鼠兔瘦素的纯化 ．M：蛋白质分子量标准；1：诱导的 

pET30a(+)／ppleptin菌全菌液蛋白；2：诱导的 pET30a(+)／ 

ppleptin菌菌液上清蛋白；3：诱导的 pET30a(+)／ppleptin菌菌 

液沉淀蛋白；4：纯化后的pET30a(+)／ppleptin菌蛋白 

Fig．3 Purification of plateau pika leptin．M： protein molecular 

weight marker；1：Total proteins of induced bacteria containing 

pET30a(+)／ppleptin；2：Supernatant protein of induced bacteria 

containing pET30a(+)／ppleptin；3：Deposit protein of induced 

bacteri containing pET30a(+)／ppleptin；4：Purified protein of in— 

duced bacteri containing pET30a(+)／ppleptin 

3 讨论 

为了探讨高原鼠兔对青藏高原低温环境适应的 

分子机理，Yang等 (2006)克隆了高原鼠兔 o6基 

因的全长 cDNA序列：高原鼠兔 D6基因 cDNA序 

列全长3 015 bp，编码区由504 bp组成，位于 66 

～ 569 bp之问。将高原鼠兔 o6基因编码区与其他 

物种进行比对，发现高原鼠兔 o6基因编码区核苷 

酸序列与猪、狗、牛、猫、人、鼠同源性分别为 

83％、82％、81％、81％、81％和 79％，推导出 

的氨基酸序列同源性达 70％ ～72％。同时发现高 

原鼠兔瘦素中有20个变异位点为高原鼠兔所特有 

(Yang et a1．，2006)。采用 real time PCR方法检测 

高原鼠兔 o6基因mRNA在不同组织以及不同海拔 

下的表达特征发现，高原鼠兔 o6基因不仅可以在 

多种组织中表达，而且随着海拔的增加，高原鼠兔 

体内o6基因的表达量增加，这提示 o6基因可能是 

不同海拔下高原鼠兔体内能量代谢调节的一个重要 

分子 (杨洁等，2007)。而鼠兔家族 o6基因进化分 

析的结果，也表明高原鼠兔瘦素的特异性与寒冷的 

环境压力之 间有着 密切 的联 系 (Yang et a1．， 

2008)。鉴于高原鼠兔生存环境的特殊性及其显著 

的高能量代谢水平、瘦素在能量代谢调节中的关键 

作用、以及所揭示的高原鼠兔瘦素的cDNA的序列 

特征，启发我们有了如下假设：高原鼠兔瘦素是否 

在能量代谢方面较其他脊椎动物瘦素有着更显著的 

作用?这一问题的探讨，以获得高原鼠兔瘦素为前 

提。由于高原鼠兔体内瘦素量极少，且容易降解， 

从动物体内获得的方法不可取，因此要研究高原鼠 

兔瘦素功能只有对其进行体外重组表达。本研究对 

高原鼠兔瘦素进行原核表达，是其功能研究的一项 

基础工作。 

本研究在构建高原鼠兔瘦素原核表达载体过程 

中，由于Nde I和 Xho I切出的突出末端比一般的 

突出末端连接效率低，所以载体与目的片段不易连 

接上，需要把握酶切和连接的时问。本研究载体质 

粒和 PCR扩增产物 37℃双酶切时间控制在 3 h左 

右，l6℃连接过夜，有效地解决了此问题。高原鼠 

兔瘦素原核表达系统在1 mM IPTG浓度下 37qC诱 

导表达的目的蛋白均以包涵体形式存在。研究中为 

了尽可能获得可溶性目的蛋白，我们曾尝试过多种 

方法，如在 37~C条件下，分别用0．1 mM、2 mM浓 

度的 IPTG诱导 5～7 h，表达的目的蛋白均以包涵 

体形式存在；25℃条件下，分别在 0．1 mM IPTG、 

1 mM IPTG、2 mM IPTG浓度 下低温诱 导 18～ 

24 h，也未见可溶性表达蛋白存在。以上结果表 

明，原核表达的高原鼠兔瘦素极不易形成可溶性表 

达蛋白，目的蛋白均以包涵体形式存在。为此，通 

过参考其他文献并结合我们的实际经验，作者发现 

包涵体进行超声波破碎时，采用超声5 s，间歇5 s 

的频率进行 35～40 min可获得最佳破碎效果。此 

外，在变性蛋白上柱纯化进行洗脱时，收集第二至 

第四个柱体积即可回收 98％的目的蛋白，获得较 

高浓度的目的蛋白。这些实验细节为我们高效获得 

大量高纯度目的蛋白提供了前提。 

本研究重组表达并获得了高纯度的高原鼠兔瘦 

素，使高原鼠兔低温耐受因子的研究又向前推进了 
一

步。但现阶段获得的是无活性的变性蛋白，我们 

将进一步对纯化的高原鼠兔瘦素进行复性，以获得 

有活性的目的蛋白，为高原鼠兔瘦素功能的研究奠 

定基础，为高原鼠兔对青藏高原极端环境压力生态 

适应机制的深层次探讨做准备。 

致谢：河北省石家庄市疾控中心和河北医科大学公 

共卫生学院在本研究过程中提供极大的帮助，青海 

大学农牧学院祁得林老师和中国科学院西北高原生 

物研究所部分老师和同学对论文初稿修改提供宝贵 

建议，特此一并致谢。 
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