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摇 摇 摘要:摇 根据鸡瘦素受体基因(LEPR)编码区序列(GenBank:NM_AB033383)设计并合成 2 对引物,以鸡肝脏

cDNA 为模板扩增鸡 LEPR 胞外域 2 段 cDNA 序列。 然后将这 2 段序列克隆到表达载体 pRSET鄄A 的 BamH I 和

Hind III 酶切位点之间,构建重组表达载体(pR鄄LEPR1 和 pR鄄LEPR2 )并转化大肠杆菌 E. coli BL21(DE3)。 转化菌

在 IPTG 诱导后分别表达了分子量为 2. 62伊104的 LEPR1 和分子量为 2. 86伊104的 LEPR2 重组蛋白质。 经凝胶 Ni鄄
NTA 纯化后的重组蛋白质与矿物油佐剂混合免疫生长鸡,经过 3 次免疫之后,获得高效价的抗 LEPR1 和抗 LEPR2
抗血清。
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摇 摇 Abstract:摇 Two pairs of primers designed based on the chicken leptin receptor gene ( LEPR) mature peptide se鄄
quence (GenBank:NM_AB033383) were used to amplify two cDNA sequence fragments of chicken LEPR extracellu鄄
lar domains (ECD) mature peptides with chicken liver cDNA as the template. The two cDNA sequence fragments
were cloned into the BamH I and Hind III sites of the plasmid pRSET鄄A to generate the expression vector pR鄄LEPR1
and pR鄄LEPR2, which were further transformed into bacterium Escherichia coli BL21(DE3) . The transformed bacte鄄
ria were induced to produce recombinant proteins LEPR1 and LEPR2 with the expected molecular mass of 2 . 62伊10 4

and 2. 86伊10 4 by IPTG. The recombinant LEPR1 and
LEPR2 were purified and mixed into mineral oil
adjuvant to immunize growing chickens to produce anti鄄
LEPR1 and anti鄄LEPR2 antibodies. Antisera with high
anti鄄LEPR1 and anti鄄LEPR2 titers were obtained after
three immunizations.
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摇 摇 瘦素(Leptin)是由白色脂肪细胞分泌的一种多

肽,在调节摄食、代谢和能量平衡方面有重要作

用[1鄄2]。 在中枢神经系统,瘦素可以抑制下丘脑神经

肽 Y 和促进肥胖素(Orexin)的表达来抑制摄食[3]。
在外周能量代谢调控中,瘦素可以通过降低血糖浓度

和提高 AMP 激活蛋白激酶(AMPK)的活性来促进代

谢[4],刺激脂肪氧化代谢和降低胰岛素样生长因子鄄I
(IGF鄄I)的分泌来降低甘油三酯的浓度[5鄄6]。 1998 年

Taouis 等首次报道了鸡瘦素基因[7],随后 Friedman鄄
Einat 等报道无法检测鸡等鸟类血清中的瘦素[8],Hen
等利用瘦素信号传导细胞模型也几乎检测不到鸡血

液瘦素信号[9],Pitel 等报道鸡基因组缺失哺乳动物瘦

素基因座位区域[10]。 最近一些研究者相继报道发现

了草雀、鸽子、鸭子等瘦素基因片段和基因[11鄄12]。
2014 年,日本学者 Ohkubo 等也报道鸡血清中可能存

在瘦素[13]。 尽管对鸡是否存在瘦素仍有争议,但鸡

瘦素受体(Leptin receptor,LEPR)是真实存在的,并且

在鸡的许多组织中表达[14鄄15]。
LEPR 有 a、b、c、d、e、f 6 种不同的亚型[16],其中

a、c、d、e、f 这 5 种是短型受体,b 是长型受体。 这些

亚型中只有长型受体 LEPR鄄b 包含了激活 JAK鄄STAT
信号传导途径所必需的一段胞质区和疏水氨基酸残

基,是瘦素的重要功能性受体。 鸡 LEPR鄄b 有1 148个
氨基酸,在胞质区有 3 个保守的酪氨酸残基,分别是

Tyr985、Tyr1077 和 Tyrl138,这 3 个氨基酸在 LEPR 激

活的过程中起重要作用。 2014 年 Lei 等研究发现对

生长鸡免疫 LEPR 胞外域后产生的抗 LEPR 抗体可

以显著加强 LEPR 的信号转导,促进脂肪代谢相关基

因的表达和降低脂肪合成基因的表达,导致脂肪沉积

减少[17]。 但是,对鸡免疫 LEPR 胞外域后产生的抗

LEPR 抗体加强 LEPR 信号转导的作用机理尚不清

楚,需要进一步深入研究。 因此,本研究旨在通过构

建鸡受体胞外域蛋白融合表达载体,获得鸡瘦素受体

胞外域不同区域融合蛋白,并且利用融合蛋白制备受

体特异性的多克隆抗体,为研究鸡瘦素和鸡瘦素受体

的生物功能奠定基础。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

pMD18 鄄T 载体购自 TaKaRa 公司,E. coli DH5琢、
E. coli BL21(DE3)和 pRSET鄄A 由江苏省农业科学

院畜牧研究所动物品种改良与繁育重点实验室保

存。 限制性内切酶 BamH I 和 Hind III、Ex Taq DNA
聚合酶、DL2000 分子量标准、T4 连接酶及胶回收试

剂盒为 TaKaRa 公司产品。 用于纯化的带 His鄄tag 的

50%Ni鄄NTA 凝胶(Qiagen)购自基因公司。 辣根过

氧化酶标记羊抗兔 IgG 购自北京鼎国生物技术有限

公司。
1. 2摇 鸡 LEPR 成熟肽基因序列的克隆、重组蛋白质

表达和纯化

摇 摇 根据鸡 LEPR 基因编码区的核苷酸序列(Gen鄄
Bank:NM_204323. 1)设计 2 对引物并由上海英骏公

司合成。 第 1 对引物在 N鄄末端,成熟肽包含第

101 ~ 300 位的共 200 个氨基酸残基,上游引物序列

为 5忆鄄ATCGGATCCAGGATGCTTATTCCTTCAGA鄄3忆,
下游引物序列为 5忆鄄CTGAAGCTTAGCACCTCACTT鄄
GAGCAAAG鄄3忆;第 2 对引物在胞外域的近膜段,成
熟肽包含第 582 ~ 796 位上的共 215 个氨基酸残基,
上游 引 物 序 列 为 5忆鄄ATCGGATCCAGCGTACCAA鄄
CAAGATCAGC鄄3忆,下游引物序列为 5忆鄄GCTAAGCT鄄
TACTCAATCAGAATAAAGTGGTCAT鄄3忆。 引物中包

含有 Hind III 酶切位点和 BamH I 酶切位点。 将鸡

的肝脏组织 cDNA 作为模板,用这 2 对引物进行

PCR 扩增,分别得到 1 条 600 bp 和 1 条 645 bp 的 2
段 LEPR,然后分别将这 2 段 LEPR 克隆插入 pMD18 鄄
T 载体构建重组质粒 pLEPR1 和 pLEPR2,并将其转

化入 E. coli DH5琢 细胞株增殖复制。
抽提 pLEPR1 和 pLEPR2 质粒并用 BamH I 和

Hind III 双酶切,经凝胶电泳分离回收 LEPR1 和

LEPR2 cDNA 片段, 并克隆插入表达载体 pRSET鄄A
的 BamH I 和 Hind III 两位点之间,构建 pR鄄LEPR1
和 pR鄄LEPR2 重组载体。 将这 2 个载体转化到 E.
coli BL21 (DE3),用 IPTG 诱导表达 pR鄄LEPR1 和

pR鄄LEPR2 重组蛋白质,经 SDS鄄PAGE 验证蛋白的表

达和分子大小之后,用 50% Ni鄄NTA 凝胶在变性条

件下进行纯化。
1. 3摇 LEPR1 和 LEPR2 特异性多抗的制备和纯化

将纯化并透析复性后的 LEPR1 和 LEPR2 重组

蛋白质与白油混合制成含重组蛋白质 1 mg / ml的油

乳剂,并对生长鸡进行肌肉注射,每只注射油乳剂 1
ml。 间隔 14 d 免疫 1 次,共免疫 3 次。 每次免疫前

翅下静脉采血,第 3 次免疫后第 5 d 翅下静脉采血。
用 33%饱和硫酸氨纯化多克隆抗体,纯化得到的抗

体保存于-20 益。
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1. 4摇 ELISA 检测抗血清效价

将 LEPR1 和 LEPR2 抗原稀释至浓度为 10
滋g / ml包被 96 微孔酶标板,每孔加入 100 滋l,4 益包

被过夜,次日倒掉包被液,用洗涤液(0郾 05% Tween+
PBS)洗 3 次,加 5% 的 BSA鄄PBS 于 37 益封闭 1 h,
洗涤 3 次后依次加免疫血清、HRP 羊抗鸡 IgG (1 颐
4 000稀释),最后加底物 TMB,37 益显色 25 min,加
2 mol / L硫酸终止反应,测定 450 nm 光吸收值作为

抗体效价。

2摇 结果与分析

2. 1摇 鸡 LEPR1 和 LEPR2 基因 cDNA 克隆

从鸡肝脏组织中提取总 RNA,经反转录和

PCR 扩增后,获得 2 条特异条带,长度与预期的

相符。 经测序证明获得的序列为鸡 LEPR 基因

cDNA 序列, 与 GenBank 中所提交的序列完全一

致,包含所引入的 2 个酶切位点。 通过双酶切和

连接将鸡 LEPR 基因 2 个 cDNA 片段插入原核表

达 载 体 pRSET鄄A, 获 得 重 组 的 表 达 载 体

pR鄄LEPR1和 pR鄄LEPR2。 经过 Hind III 和 BamH I
双酶切鉴定,分别获得长度长为 600 bp 和 645 bp
的片段(图 1 ) 。

M:LD2 000 bp ladder;A:LEPR1 基因的 RT鄄PCR 克隆;B:LEPR2
基因的 RT鄄PCR 克隆。
图 1摇 鸡 LEPR1 和 LEPR2 基因的 RT鄄PCR 克隆

Fig. 1摇 The amplification of chicken LEPR1 and LEPR2 genes
by RT鄄PCR

2. 2摇 在 E. coli BL21(DE3)中表达的鸡 LEPR1 和

LEPR2 成熟肽及其纯化

摇 摇 转化重组质粒 pR鄄LEPR1 和 pR鄄LEPR2 的 E.
coli BL21(DE3)株在 LB(AMP+)液体培养基中培养

并经 IPTG 诱导后,表达出分子量约为 2. 62伊104的

LEPR1 和分子量约为 2. 86伊104的 LEPR2 重组蛋白

质 (图 2)。 对 2 个重组蛋白质进行 Western blot 分
析,发现转化重组质粒有免疫条带出现(图 2),说明

pR鄄LEPR1 和 pR鄄LEPR2 正确表达出含有鸡 LEPR
的 2 段融合蛋白质。

A:原核表达的鸡 LEPR1 重组蛋白质;B:原核表达的鸡 LEPR2 重组蛋白质;C:纯化后的 LEPR1 蛋白质;D:纯化后的 LEPR2 蛋白质;E:蛋白

质 Western blot 检测。 M:蛋白质分子量标准; 1、3:没有用 IPTG 诱导的 pR鄄LEPR2 原核表达包涵体;2、4:用 IPTG 诱导的 pR鄄LEPR1 原核表达

包涵体;5:重组蛋白质 LEPR2;6:重组蛋白质 LEPR1。
图 2摇 原核表达的鸡 LEPR1 和 LEPR2 重组蛋白质的表达以及纯化蛋白质的电泳图谱和 Western blot 检测图

Fig. 2摇 The expression of recombinant chicken LEPR1 and LEPR2 proteins, SDS鄄PAGE analysis of the purified recombinant protein, and
Western blot analysis of the recombinant protein
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2. 3摇 ELISA 检测血清抗体效价

从图 3 可以看出,在免疫 LPER1 和 LEPR2 重

组蛋白质之后鸡血清中多克隆抗体 LPER1 抗体和

LEPR2 抗体的抗体效价(由 ELISA 分析的 OD 值

代表)逐渐升高。 免疫前血清中抗体效价较低,免
疫 2 次后效价有所上升,免疫 3 次后效价进一步升

高。

箭头表示免疫时间;**表示差异极显著(P < 0. 01)。
图 3摇 免疫 LEPR1、LEPR2 和 BSA 后鸡血清中多克隆 LEPR1

抗体和 LEPR2 抗体的抗体效价

Fig. 3摇 Anti鄄LEPR1 and anti鄄LEPR2 antibody titers in chicken
antiserum after immunization

2. 4摇 抗 LEPR1 和 LEPR2 多克隆抗体的纯化

反复用 33%饱和硫酸氨提纯鸡血清,收集蛋白

质并进行 SDS鄄PAGE 电泳。 电泳图谱出现较纯的轻

链(分子量 2. 5伊104)和重链(5. 5伊104)条带(图 4),
抗体纯度达到 96% 以上。 用 ELISA 测定纯化后抗

体的效价,纯化后 1郾 2 mg / ml多克隆抗体按倍比稀

释,随着抗体浓度越来越低,显色越来越浅,稀释至

1 颐 6 400时 P / N 值仍大于 2。

M:蛋白质分子量标准。
图 4摇 纯化后多克隆抗体的 SDS鄄PAGE 图谱

Fig. 4摇 SDS鄄PAGE profile of purified polyclonal antibody

3摇 讨 论

本研究克隆了鸡 LEPR 基因胞外域 2 段 cDNA
序列,将鸡 LEPR 基因胞外域 2 段 cDNA 序列插入

表达质粒 pRSET鄄A 的 BamH I 和 Hind III 两酶切位

点之间,表达出 2 个融合蛋白质。 一个融合蛋白质

由 236 个氨基酸残基组成,其 N 端 36 个残基(包括

6伊His 的组氨酸标签)源自 pRSET鄄A 的序列,C 端的

200 个氨基酸残基源自鸡 LEPR;另一个融合蛋白质

有 251 个氨基酸残基,同样 N 端 36 个氨基酸残基

(包括 6伊His 的组氨酸标签)源自 pRSET鄄A 的序列,
C 端的 215 个氨基酸残基源自鸡 LEPR。 经过多重

PCR 扩增、酶切和连接等,获得阅读框架正确的表

达载体 pR鄄LEPR1 和 pR鄄LEPR2。 所表达的重组蛋

白质可与 Ni鄄NTA 凝胶结合并被纯化,说明蛋白分

子中具有来源于表达载体 pRSET鄄A 的 6 个连续组

氨酸标签序列(His鄄Tag)。 说明分子克隆操作和所

表达的重组蛋白质分子表达的正确性,为动物免疫

实验等研究工作奠定了基础。
本研究获得的多克隆抗体来自于经 LEPR 抗原

免疫的鸡血清,这种蛋白质抗原有多个不同的抗原

决定簇,为了获得特异性高的多克隆抗体需要纯度

较高的抗原。 抗 LEPR1 和抗 LEPR2 两种多克隆抗

体的效价测定结果显示,随着免疫次数的增加,多克

隆抗体效价不断升高。 抗体是一种特殊分子,它不

仅可以和受体结合,而且可以触发受体的信号转导,
最典型的例子就是 Graves 病症,病人自身产生抗

TSHR 抗体导致甲状腺功能亢进[18鄄19]。 以受体的胞

外区蛋白质作为抗原,通过主动免疫可以不断提高

抗体效价,刺激或拮抗受体信号[20]。 对产蛋鸡免疫

重组蛋白质 LEPR1 后发现抗 LEPR1 抗体可以显著

加强 LEPR 的信号转导,抑制卵泡发育和降低产蛋

率[21];同样对生长鸡免疫融合蛋白质 LPER2 后发

现抗 LEPR2 抗体也可以显著加强 LEPR 的信号转

导,促进脂肪代谢和抑制脂肪沉积[17]。 这些研究结

果表明对鸡免疫 LPER 蛋白质产生的抗 LPER 抗体

加强了 Leptin 样物质的生物活性。 抗体与受体如何

作用加强 LEPR 信号转导的机理并不清楚,需要进

一步研究。 而本研究所制备的高纯度抗 LEPR1 和

抗 LEPR2 两种多克隆抗体,则可以应用于研究抗体

与受体间的动力学和调控脂肪代谢和繁殖性状的研

究工作。
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