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肌抑素（!"#$%&%’(）基因突变体活性区的

克隆、表达及活性的研究

杨兴元 侯 健 安晓荣 关 宏 苟克勉 杨树洪 陈立栋 陈永福"

（中国农业大学农业生物技术国家重点实验室，生物学院，北京 !%%%"#）

摘 要 肌抑素 C/)DB7B;> 是肌肉发育的重要抑制因子，肌抑素的突变，使其抑制功能的全部或几乎全部丧失，表现

为肌肉细胞的增大和肌纤维束的增加。采用 EFG 技术，从肌抑素天然突变的双肌牛皮尔蒙特（E;5H:)>B5D5）的基因

组中扩增得到肌抑素突变体的活性区，并将其亚克隆到 @CI!104 载体上，利用基因重组技术，构建原核表达质粒

@94&%7（ J ）K7<B;)>KC/)DB7B;>，在大肠杆菌中高效表达，采用亲和层析法纯化表达产物，并将其共孵育于离体培养的绵

羊肌肉细胞，检测肌抑素突变体的生化活性，结果显示肌抑素的突变体具有促进肌肉细胞增生和增殖的功能。
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肌肉的产量是肉用家畜和家禽的重要经济性状，对饲养

业的经济效益起决定性作用。半个世纪以来，育种工作者通

过常规育种方法，培养出许多生长速度快、瘦肉率高、节省饲

料的畜群品种，并且研究了主宰这些优良经济性状的主效基

因，其中最使人感兴趣的是造成牛肌肉异常发达的“双肌”性

状的基因。$%%! 年，由 C;<=5* M5)NO5D 领导的研究组，历经十

余年的研究，发现比利时蓝牛（P5*O;.: P*.5）的双肌性状是由

于肌抑素基因突变造成的［!］。与此同时，由美国农业部的

4;: Q:;B= 领导的研究组和由霍普金斯大学的 Q5R;> S55 领导

的研究小组也发现比利时蓝牛以及皮尔蒙特牛（E;5H:)>B5D5）
的双肌性状，是肌抑素基因突变造成的［$，&］。基因敲除实验

和体内表达肌抑素拮抗因子的实验，证明肌抑素基因是限制

肌肉超常发育的负调控基因［1 T !%］，任何可以干扰肌抑素基因

表达或表达产物活性的 措 施，都 有 可 能 刺 激 肌 肉 超 常 发

育［& T U］。

上述研究表明，肌抑素基因是一个提高畜禽肌肉产量的

重要基因，通过分子生物学手段操纵肌抑素基因可以获得重

大经济效益。国外研究的主流是试图通过基因敲除和转基

因的方法达到上述目标。然而，基因敲除需要很长时间才能

取得实效，转基因方法又会面对消费者对转基因食品的接受

问题，均会影响对这个提高畜牧业生产效益有重大潜在作用

的基因的利用。因此，应用一个高效表达系统生产肌抑素的

拮抗因子，作为一种药物来调节它的机能，从而增加肌肉产

量，就成为另一种技术选择。作为这一条思路的可行性研

究，本文报道克隆和表达皮尔蒙特牛的肌抑素基因活性区突

变基因，并通过离体培养的肌肉细胞检测其生理活性。

) 材料与方法

)*) 化学试剂和实验材料

大肠杆菌 IVU!、PS$! 为本实验室冻存，绵羊骨骼肌来

自昌平实验站。各种限制酶购自美国 EN):5O7 ,9P 公司，

H,4ED、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺及培养基、蛋白胨、购自 Q;O0
:7 公司，47W 酶为华美产品，I,3 纯化试剂盒、其他化学试剂

为国产或进口分装。图像分析系统 X:7O5C7DB5N (IQ 图象处

理系统为 E=7N:7<;7 P;)B5<= 公司。细胞培养溶液和用品购自

M;A<) 公司。

)*+ !"#$%&%’( 突变体生物活性片段的扩增、克隆与鉴定

本实验从纯种皮尔蒙特牛血样（中国农科院畜牧研究所）

中提取总基因组 I,3（参见分子克隆），根据 @940&%7（ J ）表达

载体（X>Y;BN)O5> 公司）多克隆位点区特点和 C/)DB7B;> 活性区段

氨基酸序列设计引物（由上海生物技术工程公司合成），上游

引物 UZ0MF4MF3M3F4FF44444M33M4F33M0&Z引入 3+0 X 位点，

下 游 引 物 UZ0FMM43FF4F34M33F3FFF3F3MFM34F 0&Z 引 入

4&/ X 位点，以皮尔蒙特牛总基因组为模板，EFG 扩增 %[&"\A
的 C/)DB7B;> <I,3 的生物活性编码区域，以 "#] #U D，2%] #U
D，’$] ! :;>，共 &% 次循环后，’$]延伸 !% :;>，凝胶电泳回



收，与 !"#$%&’（大连宝生物）重组。重组质粒经限制酶鉴定、

#()序列分析筛选（$** +,-.）阳性克隆，阳性克隆命名为

!"#$%&’&/01234-"5361/124。

!"# $%&’()(*+ 原核表达质粒的构建

将 "#$%&’&/01234-"5361/124 经 !"# 7，$%&8 7 双酶切消化

后，并将其克隆至 !9’:*/（ ; ）载体（74<21=3,>4 公司），转化大

肠杆菌 ?.@$，筛选（%*+,-. A/4/+5024 平板上）重组子，制备质

粒 #()，酶切鉴定有无插入片段，并进行确证性 #() 序列分

析，构建表达质粒 !9’:*/（ ; ）&/01234- "5361/124。

!", 重 组 -./#0)（ 1 ）2)3(*&+4$%&’()(*+ 的 表 达 及 产 物 分

离

将构建的表达质粒 !9’:*/（ ; ）&/01234- "5361/124 转化大

肠杆菌 ?.@$ 感受态细胞，分别取 ?.@$-!9’:*/（ ; ）&/01234-
"5361/124 和 ?.@$-!9’:*/（ ; ）接种于 B +. 的 .? 培养基中，菌

株在含有 %* +,-. 卡那霉素的 .? 培养液中，:CD培养 $@ E
后，按 $FB* 放大培养至 ’G** 为 *HB，加入 7I’J（K2,+/ 公司）至

终浓度 *HBL，:CD继续培养 M E，离心收集菌体，用含 % +3N-.
尿素的 I?K 重悬菌体，超声破碎细菌，用 O7)>P!=>66234261 蛋

白纯化试剂盒（O7)J9( 740 公司）纯化重组融合蛋白，然后用

肠激酶切除其 ( 端引导序列&硫氧还蛋白，用 9A/Q/5 试剂盒

去除肠激酶，$BL 十二烷基磺酸钠&聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（K#K&I)J9）（蛋白标准分子量为上海东风试剂厂产品）对表

达细菌的全菌体、纯化的融合蛋白、经酶切的融合蛋白及目

的蛋白等成分进行鉴定，薄层扫描进行含量和纯度分析（图

像分析系统 7+/,>"/61>= R#K 图象处理系统为 IE/=+/02/ ?23&
1>0E 公司产品）。

!"5 $%&’()(*+ 活性区蛋白的纯化和复性

"5361/124 活性区蛋白在大肠杆菌中的表达产物以包涵

体形式存在，收取菌体，经裂解离心及包涵体洗涤后，纯度可

达 %GL，然后用尿素溶解包涵体，利用凝胶过滤层析对目的

蛋白进行 K#K&I)J9 分析，银染电泳凝胶上除了目的蛋白带

外，不存在其他的杂带，薄层扫描表明，目的蛋白的纯度可达

到 SGL以上。

!"6 $%&’()(*+ 活性区蛋白对培养的绵羊肌肉细胞的作用

绵羊肌肉细胞的分离、培养和传代，参见文献［$$］。用

含 $*L小牛血清 #"9"-T$@ 培养液（J2U03 公司），在 :CD，

BLVW@ 条件下传代培养绵羊骨骼肌肌肉细胞，该细胞经 I?K
漂洗、胰酶消化，用上述培养液制成细胞悬液，接种到 @M 孔

板继续培养。@M E 后，吸弃培养液，测定组加入 *HB +. 培养

液和 $*!. 不同浓度 "5361/124 活性区蛋白样品，对照组加入

*HB +. 培养液和 $*!. 的 I?K，室温孵育 @* +24，在加入培养

液使每孔培养液体积为 *H% +.，M% E 后，重复上述步骤，C@ E
后按白细胞计数法，低倍镜下计数肌肉细胞。

!"7 方差统计分析测定组与对照组差异

统计结果用 ( 检验。

8 结 果

8"! $%&’()(*+ 活性区片段的扩增、克隆与鉴定

*HCL琼脂糖凝胶电泳显示 IV8 产物约 :S*U!，回收后与

!"# $%&’ 重组，经限制性酶切鉴定、#() 序列分析证实，与

J>4?/4A 中所提供的野生型序列比较，在其活性区有一单碱

基突变，由 )!J，这与（T>=>40 X>/4!N34,）报道完全一致［@］（图

$）。

图 $ 重组质粒 !"#$%&’&"5361/124 的酶切分析

T2,Y$ 8>61=201234 /4/N5626 3Z !"#$%&’&"5361/124

$H"#() $%&8#- )*+[ $ +/=A>=

@H!"#$%&’&"5361/124-!"##-$%&8#

8"8 大肠杆菌表达质粒 -./#0)（ 1 ）2)3(*&+4$%&’()(*+ 的鉴

定

重组质粒 !9’:*/（ ; ）&/01234-"5361/124 经酶切鉴定、#()
序列分析与 J>4?/4A 结果相符合，阅读框（W8T）正确。以重

组质粒 !9’:*/（ ; ）&/01234- "5361/124 为模板，IV8 扩增产物为

:S*U!（图 @）。

8"# 表达产物的含量、浓度

$BLK#K&I)J9 电泳显示、转化菌在 $:HBA# 处有一条浓

集带，而只转入 !9’:*/（ ; ）空载体的对照菌未见该条带，提

示 !9’:*/（ ; ）&/01234- "5361/124 已表达，*HBL 7I’J 诱导表达

: E，培养液中总蛋白量达最高，约达 $** +,-.，超声波破碎处

理后，其中可溶性目的蛋白约 %* +,-.（图 :）。

图 @ 表达载体及重组质粒的限制酶分析

T2,Y@ 8>61=201234 /4/N5626 3Z !9’:* /（ ; ）&/01234-"5361/124

$H"#() $%&8#-)*+[$ +/=A>=；

@H!9’:* /（ ; ）&/01234-"5361/124-!"# #-$%&8#
:HIV8 !=3[\016
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图 ! "#$!%&（ ’ ）(&)*+,-./0,1*&*+- 重组融合蛋白的表达

2+34! #5"6711+,- ,8 "#$!%&（ ’ ）(&)*+,-. /0,1*&*+-

9:;6,*7+- <&6=76； >:?,-*6,@

!: #5"6711+,- ,8 "#$!%&（ ’ ）(&)*+,-./0,1*&*+-

!"# 表达产物的活性分析

实验发现，细胞培养 9% 代时，细胞形态无异常。第 ! 代

传代时将加入蛋白与加 ;AB 作对照实验，做 C 个梯度，连续

培养 D 代后测定组细胞数，结果发现，实验组明显高于 ;AB
对照组（表 9）。有意思的是，随着蛋白浓度的增加，细胞数

明显增加，当浓度达到 D%!3.E 后细胞数反而减少，目前还不

知是什么原因，可能是蛋白剂量阈值所决定的。

!"$ %&’()*)+, 突变体活性区蛋白对绵羊肌肉细胞生长的

影响

结果表明：/0,1*&*+- 突变体活性区蛋白也能促进细胞的

增生，同等倍数检测肌肉细胞的形态大小，利用测微尺对单

表 - %&’()*)+, 突变体活性区蛋白表达产物对肌肉细胞的影响

.*/01 - 23314) ’3 %&’()*)+, *4)+’, 56’)1+, ’, 78(401 4100(

;6,*7+-.（!3.E） %:% 9:% >:% >:D D:% 9%:% D%:% 9%%:%

/F1)@7 )7@@1（9%G .H7@@）9） >:G I %:9D !:9 I %:%%>） !:D I %:9J>） !:G I %:%%>） !:C I %:9J>） G:% I %:%%>） G:> I %:9J>） !:K I %:%%>）

9）<7&- I B#/ >）L1 ;AB 36,F"，! M %:%9

个细胞进行分析，测定组明显高于对照组，实验结果表明，可

提高体外培养 !、K、9G、>9N 肌肉细胞的存活率。利用图像分析

软件对实验组和对照组细胞进行了分析，计算两组细胞面积

的变化，结果表明，检测组的细胞面积较对照组有明显增加（!
M %:%D），表明对肌肉细胞生长状态有着明显的影响作用。

9 讨 论

本实验选择皮尔蒙特牛肌肉抑制素基因主要原因是：皮

尔蒙特牛肌肉抑制素基因是一自然突变体，其明显的特点是

对肌肉的抑制作用的缺失，而表现“双肌”现象［K］。本文用

;?O 的方法从皮尔蒙特牛（;+7N<,-*717）的基因组中扩增得到

/0,1*&*+- 突变体的 ?(端生物活性区域，选用大肠杆菌作为表

达系统，使其在宿主菌 AE>9 中获得了高效表达。目的蛋白

可占全菌体蛋白的 !%P以上。以绵羊肌肉细胞作为材料，经

过活性测定表明，/0,1*&*+- 的突变体具有促进肌肉细胞增生

和增殖的功能。

动物肌肉发育不仅依靠激素调节，某些组织特异性效应

因子也影响肌肉发育，肌抑素就是新近发现的一种重要效应

因子。有实验证据表明，肌抑素是肌肉发育的负调节因子。

因此，许多能缓解肌抑素作用的措施都能有效刺激肌肉的发

育，敲除肌抑素基因的小鼠能够使体重增加一倍［9G］，表达蛋

白前肽切割位点发生突变的肌抑素基因［9!］，表达肌抑素 Q
端序列［9G］和表达可抑制肌抑素作用的其它蛋白基因［9>，9D］，

都能显著刺激肌肉发育。上述初步研究结果表明，操纵肌抑

素一类组织特异性肌肉发育效应因子，可以有效地提高畜禽

产肉性能而不影响动物繁殖能力和健康状况，是动物基因工

程中一个全新的和有希望的研究方向。

然而，到目前为止，绝大部分研究报道集中在通过基因

打靶和转基因技术，消除和限制肌抑素的作用，基因敲除和

转基因虽然可以一劳永逸地培育产肉性能优良的新品种，但

需花费很长时间，才能在生产上发挥作用。例如：中国有 D
亿头猪，通过基因操作培育一种产肉性能好的猪品种，并使

它繁育到 D 亿只，不是一代人可以完成的工作。相反，如果

体外生产一种制剂，例如，突变的肌抑素蛋白，肌抑素蛋白 Q
端引导肽，肌抑素抗体或者干扰 OQR（OQR + ），通过注射去阻

断肌抑素的功能，产生效益的时间就可以大大缩短。现在的

问题是，体外生产的蛋白可不可以抑制这个基因的作用？需

要注射多少蛋白才能产生明显的效应？生产成本如何？为

探索这一条新的思路，我们克隆和表达了皮尔蒙特牛的突变

型肌抑素基因 ? 端活性肽，并利用体外培养的肌肉细胞进行

检验。初步的实验结果表明，肌肉细胞分裂加快，体积变大，

与体内抑制肌抑素功能产生肌肉纤维数增加（S0"76"@&1+&）和

纤维变粗（S0"76*6,"0）的实验结果一致，提示我们这是一条值

得探索的技术路线。目前，我们正在活体注射突变蛋白抑制

肌抑素功能的动物实验，实验结果将在近期报道。

致谢 感谢本实验室硕士生曾俊伟、张莹和崔秀宏女士在实

验和写作中的鼎力帮助和有益的建议。
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!CC% 年《菌物系统》更名为《菌物学报》
欢迎投稿和订阅

《菌物系统》（IZ’T.Z.37IQ）的前身为《真菌学报》，是我国菌物学（真菌、粘菌、卵菌）领域高级学术期刊，专门报道该领域

的最新研究进展和具创造性或较高学术水平的论文和简报。该刊已在国内外学术界享有较高的声誉，对繁荣和发展我国菌

物科学并与国际接轨作出了积极贡献。

《菌物系统》是一个国际性的学术刊物，其编辑委员会是由国内外著名真菌学家所组成，是国际真菌学界信赖的刊物之
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上报主管部门批准自 !CC% 年始将原刊名更名为《菌物学报》。望广大读者注意订阅。当地邮局订阅或直接与编辑部联系。
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