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　 　 随着人们生活水平的提高，肥胖成为了一个难以应付

的健康问题。 这一问题甚至也发生于犬、猫等宠物。 营养过

剩和缺乏运动是导致宠物肥胖的主要原因。 肥胖可缩短犬、
猫的寿命，且更容易继发某些疾病，如骨骼和关节疾病、呼吸

困难、充血性心力衰竭、糖尿病、高血压高血脂症等［１］ 。 目

前，宠物减肥的方法主要有饮食控制、增强运动、药物治

疗［２］和外科手术［３］ 。 其中，前两种方法需要较长周期，不能

短期内发挥效果。
瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）一直以来被认为是抑制肥胖的主要物质。

它是由脂肪组织分泌的一种蛋白质类激素，由 ＯＢ 基因编

码，其主要生理功能是抑制食欲，增加能量消耗，抑制脂肪生

成［４］ 。 瘦素受体（Ｌｅｐｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＥＰＲ）是 Ｌｅｐｔｉｎ 的高亲和

力受体，属于Ⅰ型细胞因子受体家族［５］ 。 Ｌｅｐｔｉｎ 通过与

ＬＥＰＲ 胞外域相结合引发细胞内系列信号转导反应，促进基

础代谢，导致脂肪消耗和体质量下降。 以 ＬＥＰＲｂ 为主的长

型受体主要存在下丘脑神经元［６］ ，以 ＬＥＰＲａ 为主要的短型

受体多分布于脂肪、心肺等外周组织。
利用激素受体片段免疫动物，产生的抗体可以结合到受

体胞外区，并可能产生激素的抑制或促进效应［７⁃９］ 。 对鸡的

研究结果表明，免疫 ＬＥＰＲ 胞外域抗原可以加强 ＬＥＰＲ 信号

转导，促进脂肪消耗，降低体质量［１０］ ；在哺乳动物上，对猪和

大鼠的研究结果也表现出类似的降低脂肪沉积的作用［１１］ 。
因此，免疫 ＬＥＰＲ 有可能成为一种降低哺乳动物脂肪沉积和

减肥的新方法。 本试验拟在大肠杆菌中定向表达犬 ＬＥＰＲ
胞外近跨膜区重组融合蛋白，为下一步主动免疫肥胖犬提供

免疫原，并观察其对脂肪沉积的影响，为探寻预防与控制肥

胖方法奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 目的片段的获得

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 犬 ＬＥＰＲ 基 因 ｍＲＮＡ 序 列 （ ＮＭ ＿
００１０２４６３４． １ ） 选 择 胞 外 近 跨 膜 区 基 因 片 段 （ １ ７４１ ～
２ ３４０ ｂｐ）进行密码子优化（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ，包括密码子偏爱

性、ＧＣ 含量和重复序列优化） 和基因合成，并添加 ５′端
Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切位点 ＧＧＡＴＣＣ、３′端终止密码子 ＴＡＡ 和 ３′端
Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 酶切位点 ＧＡＡＴＴＣ。

１．２　 原核表达载体的构建

将目的片段通过 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶（ＴａＫａＲａ）连接入经过
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ＢａｍＨＩ 和 ＥｃｏＲＩ（Ｔａｋａｒａ）酶切过的 ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 原核表达载体

（本实验室保存）中，转化 ＤＨ５α 宿主菌（北京鼎国公司产

品），挑取单菌落 ３７ ℃振荡培养 １２ ｈ，提取质粒，经 Ｂａｍ ＨＩ
和 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 双酶切鉴定正确的即为 ｐＲＳＥＴ⁃ｄＬＥＰＲ 表达载体。

１．３　 原核表达 ＩＰＴＧ 诱导浓度的优化

将 ｐＲＳＥＴ⁃ｄＬＥＰＲ 表达载体转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）宿主菌（北
京鼎国公司产品），挑取阳性菌落，接种于 ５ ｍｌ ＬＢ 培养基

中，３７ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养。 待细菌 ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ６ 时，
分别用 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 ０２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 ０４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
０􀆰 ０８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 ８０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 １􀆰 ００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导表达重组融合蛋白，并
通过 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析重组融合蛋白的表

达情况和分子量大小。

１．４　 原核表达和包涵体的提取

参照李辉等［１２］ 的方法，挑取单菌落接种于 １０ ｍｌ ＬＢ 液

体培养基中，３７ ℃，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振摇培养 １０ ｈ 后，按 １％ 比例

将上述菌液接种于 １ Ｌ ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ
振摇培养。 待细菌 ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ６ 时，加入终浓度为 ０􀆰 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，诱导表达 ５ ｈ。 取出菌液，４ ℃，８ ０００ ｇ离心 １０
ｍｉｎ，收集细菌沉淀。 向收集的菌体中加入适量的裂解液（２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ８􀆰 ０），涡旋振荡至没有明显的细菌团

块，然后反复冻融，直至菌体破裂释放出 ＤＮＡ 使溶液变粘

稠。 在冰浴条件下进行超声波破碎，超声波破碎时间 ５ ｓ，间
隔时间 ５ ｓ，功率 ５００ Ｗ，破碎次数 ６０ 次。 待菌体不再粘稠且

成半透明状后，４ ℃，１２ ０００ ｇ离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，收集的沉

淀即为包涵体。 将获得的包涵体用洗涤液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ，４ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素，ｐＨ ８􀆰 ０）重悬，４ ℃，１２ ０００ ｇ离心 １０ ｍｉｎ，
弃上清，收集沉淀，重复 １ 次。 最终将包涵体沉淀用溶解液

（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素，ｐＨ ８􀆰 ０）溶解，并离心除

去不溶杂质后备用。

１．５　 Ｎｉ⁃ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ 纯化

采用 Ｎｉ⁃ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ（Ｑｉａｇｅｎ）对上述表达的重组融合

蛋白（含 ６×Ｈｉｓ 标签）进行纯化。 纯化过程：用 ２ 个柱体积的

平衡液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素，ｐＨ ８􀆰 ０）平衡→
上样→用 ５ 个柱体积的洗涤液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，８ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素，５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑（ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ），ｐＨ ８􀆰 ０）洗涤→用 ２ 个柱

体积的洗脱液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素，５００ ｍｍｏｌ ／
Ｌ 咪唑，ｐＨ ８􀆰 ０）洗脱，获得 Ｈｉｓ 标签蛋白质。

２　 结果与分析

２．１　 犬 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区表达载体的构建及

表达产物检测
　 　 通过双酶切和 ＤＮＡ 连接酶将犬 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区基

因片段插入原核表达载体 ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 中，构建了 ｐＲＳＥＴ⁃
ｄＬＥＰＲ 表达载体。 经过 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 双酶切鉴定，获

得了长度为 ６１５ ｂｐ 的犬 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区 ＤＮＡ 条带，大
小与预期的一致。 然后，将构建好的 ｐＲＳＥＴ⁃ｄＬＥＰＲ 表达载

体转化入表达菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３），经过 １０ 个不同浓度 ＩＰＴＧ
诱导后，在分子量约为 ２􀆰 ７× １０４ 处有明显的蛋白质表达条

带，大小与预期结果相同。 利用抗 Ｈｉｓ 标签抗体对上述重组

融合蛋白（含 ６ ´Ｈｉｓ 标签）进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析，发现在目

的条带处有免疫条带出现。 上述结果表明重组质粒 ｐＲＳＥＴ⁃
ｄＬＥＰＲ 正确表达出含有犬 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区的重组融合

蛋白。

２．２　 犬 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区重组融合蛋白的亲和

层析纯化
　 　 经大量培养、反复冻融、超声破碎和洗涤后，获得纯度较

高的包涵体蛋白。 使用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶解并离心除去不溶

杂质后，进行亲和层析纯化。 经过平衡⁃上样⁃洗涤⁃洗脱后，
收集纯化的蛋白质。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析发现，存在蛋白质

过载现象，低浓度的咪唑可以将杂蛋白和未结合的重组融合

蛋白（含 ６ ´Ｈｉｓ 标签）洗涤下来，而重组融合蛋白可以被高

浓度的咪唑洗脱下来。 ＢａｎｄＳｃａｎ 软件分析结果显示，犬
ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区重组融合蛋白表达量为 ５５􀆰 ３％，纯度

为 ７１􀆰 ２％。

３　 讨 论

本研究根据犬 ＬＥＰＲ 编码基因的序列特征，选择合成了

Ｃ 端胞外近跨膜区部分基因序列（１ ７４１～ ２ ３４０ ｂｐ），并添加

了 ５′Ｂａｍ Ｈ Ｉ、３′ＴＡＡ 和 ３′ＥｃｏＲＩ，序列全长 ６１５ ｂｐ。 然后，将
目的片段插入原核表达载体 ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 中，构建了重组表达

载体 ｐＲＳＥＴ⁃ｄＬＥＰＲ。 在表达载体中 Ｔ７ 启动子的驱动下，表
达了一个由 ２３７ 个氨基酸残基组成的融合蛋白，分子量约为

２􀆰 ７×１０４。 该融合蛋白除了包含犬 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区序列

外，还包含表达载体编码的 Ｎ 端 ３７ 个残基前导肽（含 ６ ´Ｈｉｓ
标签）。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现所表达的

蛋白质分子量与预测值一致，并且融合表达了 Ｈｉｓ 标签蛋

白，表明犬 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区重组融合蛋白成功表达。 随

后，采用 Ｎｉ⁃ＮＴＡ 柱亲和层析纯化方法，获得了较高纯度的重

组融合蛋白，为下一步主动免疫肥胖犬提供了免疫原。
犬 ＬＥＰＲ 基因编码１ １６６个氨基酸残基，胞外区有 ８１１ 个

氨基酸残基，含有 ３ 个 Ｆ３（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｔｙｐｅ ３）结构域和 １ 个

ＩＧＤ（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ）结构域。 不同的区域肽片

段在信号传导中可能具有不同的功能。 Ｆｏｎｇ 等［１３］ 把 Ｌｅｐｔｉｎ
的结合区定位在人 ＬＥＰＲ 胞外近跨膜区，它包含了第 ２ 个

ＣＫ⁃Ｆ３（Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ／ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｔｙｐｅ ３）结构域，长度约

２００ 个氨基酸残基。 Ｓａｎｄｏｗｓｋｉ 等［１４］ 证实 Ｌｅｐｔｉｎ 的结合区与

ＬＥＰＲ 胞外区全长序列相比，结合 Ｌｅｐｔｉｎ 的能力相似，其他区

域作用较小。 因此，如果使 ＬＥＰＲ 上某个区域肽片段产生的

抗体激活 ＬＥＰＲ 信号转导途径而增强 Ｌｅｐｔｉｎ 功能的发挥，抑
制脂肪沉积，那么选择包含 Ｆ３ 结构域的胞外近跨膜区是毋

９１７陈　 蓉等：犬瘦素受体胞外近跨膜区重组融合蛋白的原核表达与纯化



庸置疑的。 综合考虑各方面的因素，本研究选择了犬 ＬＥＰＲ
胞外近跨膜区（含 ２ 个 Ｆ３ 结构域，５８１ ～ ７８０ ａａ）作为目的片

段进行蛋白质表达试验，以期获得抑制犬脂肪沉积的重组融

合蛋白。
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