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虹鳟生长激素!"#$在酵母中的表达!
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摘 要 采用聚合酶链式反应（012）技术对虹鳟生长激素34!5进行改造。将改造后的基

因克隆到含酵母067启动子的大肠杆菌&酵母穿梭质粒895$-，转化酿酒酵母://，构建表

达鱼生长激素的酵母工程菌://（895;6<-(），并在酵母中获得表达，表达量约占细胞可溶

性蛋白总量的/=。表达产物作为饲料添加剂投喂罗非鱼，具有明显的促进生长作用。
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鱼生长激素（?6<）是由鱼脑垂体间叶细胞分泌的用于调节鱼体生长发育的一种多肽

激素，对鱼体具有高效促生长作用。不少研究证明，基因重组的?6<与天然的?6<一样

具有生物活性，通过口服能被鱼体吸收［-，*］，具有很强的促生长作用［/，+］。酵母是单细胞

真核生物，不产生有毒产物，又与原核生物一样易于培养和基因操作。利用酵母表达鱼类

6<，再将酵母转化菌与饲料混合，通过口服促进鱼类生长，将是一种相当经济、方便、可大

规模进行的途径。

本文采用聚合酶链式反应（012）方法，对虹鳟生长激素34!5进行改造和修饰，构建

?6<酵母工程菌，并将酵母://（895;6<-(）作为饲料添加剂对罗非鱼进行促生长试验。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌种和质粒：虹鳟生长激素34!5质粒82;6<由中国科学院发育生物学研究所

薛国雄研究员赠送，质粒8@1-,和大肠杆菌4<%!购自华美生物工程公司，大肠杆菌

1())来自AB3"CBDE9"D"EFDGHIHJHK。含酵母和大肠杆菌复制起点的穿梭质粒895$-来

自广东省微生物所，酿酒酵母!"#$%$&’(’)$://由复旦大学李育阳教授赠送。

%&%&’ 工具酶和试剂：限制酶、L+4!5连接酶及其它试剂主要为0;"MKNB公司和华美

生物工程公司产品。012扩增试剂盒’购自华美生物工程公司。

%&%&( 实验鱼和水族箱：实验用罗非鱼平均体重/O*N，取自本所水产良种基地。水簇

箱规格为,)P()P%)（3M/）。

%&’ 方法

%&’&% 质粒4!5制备、大肠杆菌转化、低熔点琼脂糖回收4!5、Q4Q&056R等方法参照
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!"#$%&&’的方法［(］。酵母完整细胞转化按毛小洪等的方法进行［)］。

!"#"# *+,扩增及扩增产物的克隆和序列分析：扩增引物委托上海!"-.&-生物工程

公司合成，合成产物经*/01纯化。*+,反应在*2%’3-1456789::型;</扩增仪上进

行。模板浓度=:-.，引物浓度8(>#&?。解链反应@9A，):7；退火反应((A，):7；延伸反

应B8A，@:7；反应总体积(:!C，8(个循环。*+,扩增产物经!"#DE酶切消化与!"#DE
酶切消化的>F+=G;</混合，H9;</连接酶连接过夜，转化;D("，电泳法和酶切法筛

选重组子。序列分析在/IE*,E!JHJKBB全自动荧光测序仪上进行。

!"#"$ 虹鳟0D4;</酵母表达质粒的构建与检测：!"#DE酶切>F%0D@，低熔点琼脂

糖回收目的片段，与!$%EE酶切的>J/@=;</混合，H9;</连接酶=9A过夜连接，转

化&’()*%+)::，用电泳法和酶切法筛选重组子，+"%E酶切确定正向插入的重组子。完整

酵母细胞转化法转化酿酒酵母LKK，构建M0D酵母表达菌LKK（>J/%0D=)）。

!"#"% 重组M0D的检测：收集L*;培养的酵母菌LKK（>J/%0D=)），用蜗牛酶去细胞

壁，制成原生质体，超声波破碎细胞，离心取上清液，按!"#$%&&’的方法［(］进行!;!N
*/01检测和用特异性兔抗鱼生长激素抗体进行放射免疫测定。

!"#"& 重组M0D促进罗非鱼生长实验：98尾9#(4#的罗非鱼随机分成两组放入G:O
):O(:4#K的水簇箱中，实验时间从=@@G年G月9日到=@@G年@月8G日，实验水温恒定

8(A。每天换一次水，投喂鳗鱼饲料，喂饱为止。实验组在每克饲料中加入8:#.酵母菌

LKK（>J/%0D=)），对照组在每克饲料中加入8:#.酵母菌LKK（>J/@=）。每周测体重、

体长=次，5N检验统计分析数据（,!:P:(，,!:P:=）。

!"#"’ 重组质粒稳定性检测：参考Q3#的方法［B］。

# 结果与讨论

#"! 虹鳟()*+,-的改造和克隆

为了扩增适合酵母表达的虹鳟生长激素成熟肽碥码序列，我们设计了8种引物

*= (’+0+00/H++/H0/H00////++//+00+H+HK’

*8 (’+0+00/H++/+0HHH/+/0/0H0+/0HH0 K’

*=是(’端引物，含K=个碱基，在编码虹鳟0D成熟肽序列第一个密码子前加入了一个起

始密码子/H0，一个!"#DE识别位点。*8是终止引物，8@个 碱 基，也 引 入 了 一 个

!"#DE酶切位点。用*=、*8做引物，含虹鳟生长激素4;</质粒>,%0D为模板，经

*+,扩增得到一个约(@:$>的扩增片段（图=）。（由于;</样品浓度过高，在电泳过程

中酶切片段分离不好，影响电泳效果，因此图=中>F%0D@的插入片段在酶切电泳图中比

*+,扩增产物看起来略偏大）。扩增片段克隆到>F+=G中得到重组子>F%0D@。取

>F%0D@进行序列测定，测序结果表明修饰后的虹鳟0D4;</完全符合设计要求。

#"# 虹鳟()酵母表达载体的构建

用!"#DE酶切>F%0D@，回收目的片段，插入>J/@=，转化&’()%*+)::，用电泳法

和酶切法筛选重组子，重组质粒经-*.REEE酶切证实有插入片段（图8）。用+"%E酶切验

证插入的方向（酶切图未显示）。将正向插入的重组子命名为>J/%0D=)。>J/%0D=)
的构建示意图见图K。

(K99期 马 进等：虹鳟生长激素4;</在酵母中的表达



图! "#$产物及%&’()*酶切的电泳图

+,-.! /0123’4%54’16,647"#$%’489236:;8
’163’,23,4;<:%%,;-47%&’()*

!=!>?@／!"#8AAA；B=%&’()*／$%&)A；

C="#$%’489236

图B %D@’()!E的酶切电泳图

+,-.B $163’,23,4;<:%%,;-47%D@’()!E
!=%D@’()!E／!"#8AAA
B=%D@*!／!"#8AAA
C=!>?@／!"#8AAA

!"# 酵母的转化和检测

用完整细胞转化法将质粒%D@*!及%D@’()!E转入酿酒酵母FCC，在缺亮氨酸的

F?G培养基上筛选出含质粒%D@’()!E的酵母FCC（%D@’()!E），该菌株经CHI培养

BJ5后，破碎细胞取上清液进行K>KL"@(/分析和特异性鱼生长激素抗体放射性免疫活

性测定。K>KL"@(/结果表明%D@’()!E酵母菌株在分子量约BBM>处有一条特异蛋白

带，经扫描测得特异蛋白约占细胞可溶蛋白的CN。空载体%D@*!酵母菌株没有出现这

种特异性蛋白带（图J）。用兔抗鲤鱼()抗血清进行放射性免疫活性测定，结果显示其

图C 质粒%D@’()!E的构建

+,-.C #4;63’923,4;47%D@’()!E
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图! "##（$%&’()*+）表达

产物的,-,./&(0分析

1234! ,-,./&(056$%&’()*+
78$’79925:$’5;<=>92:"##
*4/’5>72:56"##（$%&’()*+）；

?4/’5>72:56"##（$%&@*）；

#4/’5>72:AB’C7’

特异性放射免疫与对照的$%&@*菌株有显著性差异。

由于虹鳟()和鲤鱼()的同源性只有+DE，放射免疫

的结果无法测出样品中()活性物质的含量。

!"# 重组质粒$%&’()*+在酿酒酵母中的稳定性

挑取 酿 酒 酵 母 "##（$%&’()*+）单 菌 落，接 种 于

"/-液体培养基中，#DF振荡培养G;后，取样涂"/-平

板，分离单菌落，分别接种于亮氨酸缺陷的,H选择培养

基和"/-完全培养基上，#DF培养?;，在"/-培养基上

生长而在,H培养基上不能生长者即为丢失质粒的转化

子。表*的结果表明，在无选择压力的情况下，连续培养

G;，重组质粒$%&’()*+的丢失率只有!I!E，表明它能

在酿酒酵母中稳定地存在。

!", 含重组()的酵母对罗非鱼生长的促进作用

试验鱼在J周的投喂期间成活率为*DDE，实验的测

量数据见表?。经J周实验，实验鱼的体长和体重均与对

照组有显著差异。实验鱼的体长和体重增长率分别比对

照组快??I@E和#KE。证明酵母"##（$%&’()*+）胞内

表达的鱼生长激素具有生物活性，6()这种大分子蛋白质可以通过口服被罗非鱼肠道吸

收，进入血液循环系统，从而有较强的促进罗非鱼生长的作用。

表* 重组质粒$%&’()在酵母-..中的稳定性

/0123* 45016265789’3:8;16<0<5$20=;6>$%&’()*+6<-..

L’B:965’AB:>
M<AN7’56

H5O5:2792:"/-

M<AN7’56=5O5:279

:5>3’5P:2:,H

%2992:3’B>7
／E

"##（$%&’()*+） !G? ?D !4!

表! 口服基因重组9()对罗非鱼的促生长作用

/0123! ?993:5=8<@’8A5B89/620$6096<@3’26<@17933>6<@5B3’3:8;16<0<59()

L2A7
／Q77C

L79> H5:>’5O

R5NSO7:3>T／=A R5;SP723T>／3 R5NSO7:3>T／=A R5;SP723T>／3

D !4GUD4*? #4?DUD4#+ !4!KUD4*# #4*!UD4#?

* !4K?UD4*K !4!*UD4G+ !4K*UD4*J !4?+UD4?D

? G4#GUD4?+ G4+KUD4K+ G4?@UD4?+ G4##UD4++

# +4**UD4#+ K4+#U*4+! G4@@UD4#K K4D#U*4!D

! +4+GUD4#@ *D4!?U?4?K +4!?UD4!J @4!JU*4KJ

G J4?+UD4!J *!4#DU?4@G! J4D+UD4!? *?4GDU?4?@

+ J4+@UD4G#! *+4!!U#4GK! J4#GUD4!+ *#4K@U?4J?

J K4!KUD4+J!! ?D4#*U!4KK!! J4J*UD4GG *G4GDU#4?G

!!"D"DG；!!!"D"D*
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在酵母细胞内表达鱼生长激素作为鱼生长促进剂，可免去基因工程下游提取、纯化工

作，又充分利用了酵母这一蛋白源。质粒!"#$%&’(在酵母中不需诱导即可表达，并有

一定的稳定性，有利于工业化生产。虹鳟生长激素)*+#在酵母中的成功表达为新型、高

效鱼类饲料添加剂的开发奠定了基础。

参 考 文 献

［’］ ,-%./$0/!/12/1，,-&-"-340.$2156，*-#-&7008!"#$%&!$$’())*!+!)，’9:(，!"#：;:<!;9=-
［>］ ?-@-A.B472，"-3-C7$.，D-"-E.$57.$!"#$%,--$，’9:9，!#$：’F’!’F<-
［;］D-#-%722，D-?-C1GH.$，I-"-*/54268/5!"#$%.(-／’!/01-$-23，’9:=，%：(J;!(J(-
［J］ I-")2.45，I-"-*/54268/5，&-"-*K.!"#$%45*#/*$"*6!，’99F，&$：’9<!>F;-
［=］D-C4GL$//M，I-3-3$7H8)N，O-"4574H78!"#$%"/2.)124$P2/5750-#A4L/$4H/$K"45142（>56.6），P/26C!$750A4L/$4Q

H/$K?$.88，+.R@/$M-’9:9-
［(］ 毛小洪，蔡金科S生物工程学报，’99F，’（>）：’F>!’F<-
［<］ T-T7G-477$%819(6-1:!1";(/6-<(-$，’9::，#"：9((-

()*+,--./0/123.04/56+/789+/58:;/+</0,=>?@
.0A,3-8!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")!

"4D75 B47D15U7. A7V75N17 A1/D745$.5 D745W750 XN450&/50U15
（=!3>#<%-?’6-7(/#$Y@*<"6-7(/#$A()0.6!!B(12Y&*$"(9#"(-1，;(1()"63-?426(/*$"*6!，

C!#6+(9!6A()0!6(!)+!)!#6/0D1)"("*"!，&4A@，E*#12F0-*=’F;:F）

@4-8+3=8 Z475L/RH$/1H0$/RHNN/$G/5.)*+#R48G/67[7.6LK?PZ-ON.5HN.)*+#R4881LQ
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