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　 　 摘要:　 根据鸽子瘦素基因( ｌｅｐｔｉｎ)编码区序列(ＧｅｎＢａｎｋ:ＨＧ７９７０２２)设计并合成鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 基因编码胞外域

成熟肽的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ然后将这段序列克隆到表达载体 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 的ＥｃｏＲ Ｉ与 Ｎｏｔ Ｉ 酶切位点之间ꎬ构建重组表达

载体(ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ｌｅｐｔｉｎ)并将该载体转化到大肠杆菌 Ａｒｃｔｉｃ Ｅｘｐｒｅｓｓ 中ꎮ 转化菌经 ＩＰＴＧ 诱导后表达了分子量为

４４ ２７０的鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 重组蛋白ꎮ 经镍柱亲和层析纯化后的重组蛋白质与矿物油佐剂混合ꎬ免疫日本大耳白兔ꎬ制备

抗 ｌｅｐｔｉｎ 多克隆抗体ꎮ 经过 ４ 次免疫之后ꎬ获得高效价的抗 ｌｅｐｔｉｎ 多克隆抗体ꎮ
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ａｎｔｉ￣ｌｅｐｔｉｎ ｔｉｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｆｏｕｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｉｇｅｏｎ ｌｅｐｔｉｎꎻ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅꎻ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 １９５３ 年 Ｋｅｎｎｅｄｙ 等发现脂肪组织可以分泌某 种调节体质量的激素ꎬ该激素可通过下丘脑的代谢

来调控机体的饮食摄入ꎬ还可以接受外周组织的信

号调控机体能量ꎬ维持体质量恒定ꎮ 之后有试验结

果证实动物体内的确存在着这种激素[１]ꎮ 直到

１９９４ 年ꎬＺｈａｎｇ 等用定位克隆技术首次克隆了小鼠

的肥胖基因(ｏｂ) [２]ꎮ 瘦素(Ｌｅｐｔｉｎ)是 ｏｂ 表达的蛋

白产物ꎬ是由哺乳动物体内白色脂肪细胞分泌的 １
种多肽ꎬ可以通过中枢神经内分泌和外周自分泌 /旁
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分泌来调节动物的摄食、代谢、能量以及性腺的发

育[３￣５]ꎮ
Ｌｅｐｔｉｎ 的一个重要功能是调控食欲ꎬ可以通过

抑制下丘脑神经肽 Ｙ 的表达来抑制摄食[６￣８]ꎬ也可

以通过抑制食欲肽(Ｏｒｅｘｉｎ)的表达来抑制摄食[９]ꎮ
Ｌｅｐｔｉｎ 可以促进下丘脑中阿黑色素原(ＰＯＭＣ)的表

达[１０]ꎬ抑制刺鼠相关蛋白(ＡｇＲＰ)的表达[１１]ꎬ从而

调节黑素皮质受体[１２]ꎬ 抑制摄食ꎬ 调节能量平

衡[１３￣１５]ꎮ Ｌｅｐｔｉｎ 的另一个重要功能是促进外周能量

消耗ꎬ抑制脂肪沉积ꎮ Ｌｅｐｔｉｎ 可以促进解耦联蛋白

基因 ３ (ＵＣＰ３) 的表达ꎬ促进产热ꎬ增加能量消

耗[１６]ꎮ 瘦素也可以抑制过氧化物酶体增殖剂激活

受体(Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍ￣
ｍａꎬＰＰＡＲγ)活化ꎬ促进脂蛋白脂肪酶合成ꎬ催化甘

油三酯分解[１７]ꎮ
２０１４ 年 Ｆｒｉｅｄｍａｎ￣Ｅｉｎａｔ 等报道了鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 基

因ꎬ这是第一个真正意义上鸟类的 ｌｅｐｔｉｎ 基因[１８]ꎮ
鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 基因有 ３ 个外显子ꎬ其中外显子 １ 是非编

码的外显子ꎬ外显子 ２ 和 ３ 是编码外显子ꎮ 鸽子

ｌｅｐｔｉｎ ｃＤＮＡ 序列为 ５４６ ｂｐꎬ编码 １８１ 个氨基酸ꎬ其中

前 ２１ 个氨基酸是信号肽ꎬ成熟肽有 １６０ 个氨基酸ꎮ
本研究拟通过构建鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 基因原核表达载体ꎬ
获得鸽子瘦素重组融合蛋白ꎬ并制备特异性的多克

隆抗体ꎬ为鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 免疫试验和细胞生物试验奠

定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材　 料

载体和菌株:ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体和 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受

态细胞购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ大肠杆菌 Ａｒｃｔｉｃ Ｅｘｐｒｅｓｓ
和表达载体 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 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ꎮ
试剂和酶类:Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 限制性内切酶、Ｎｏｔ Ｉ 限制

性内切酶、Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＬ２０００ 分子量标

准、Ｔ４ 连接酶及胶回收试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ
亲和层析柱料购自 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司ꎬ表达载体

ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 购自南京钟鼎生物有限公司ꎬ辣根过氧

化酶(ＨＲＰ)标记羊抗兔 ＩｇＧ 购自北京鼎国生物技术

有限公司ꎮ
１.２　 鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 基因序列的克隆以及重组蛋白的

表达和纯化

　 　 鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 基因编码区核苷酸序列(ＧｅｎＢａｎｋ:

ＨＧ７９７０２２)的设计引物由北京金唯智公司合成ꎬ引
物中包含ＥｃｏＲ Ｉ和 Ｎｏｔ Ｉ 酶切位点ꎮ 将扩增获得的

ｃＤＮＡ 片段克隆插入 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ构建重组质粒

ｐｌｅｐｔｉｎ 并将其转入大肠杆菌细胞株中进行增殖复

制ꎬ测序确认基因序列的正确性ꎮ
抽提鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 质粒并用ＥｃｏＲ Ｉ和 Ｎｏｔ Ｉ 双酶

切ꎬ经凝胶电泳分离回收 ｌｅｐｔｉｎ ｃＤＮＡ 片段并克隆插

入到 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 载体的ＥｃｏＲ Ｉ和 Ｎｏｔ Ｉ 位点之间ꎬ获
得重组质粒 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ｌｅｐｔｉｎꎮ 将这个质粒转化到

大肠杆菌 Ａｒｃｔｉｃ Ｅｘｐｒｅｓｓ 中ꎬ 用 ＩＰＴＧ 诱导 表 达

ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ｌｅｐｔｉｎ 重组蛋白ꎬ经 １２％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶

验证蛋白表达和分子大小后ꎬ用镍柱亲和层析进行

纯化ꎮ
１.３　 鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 特异性多克隆抗体的制备和纯化

将纯化后的鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 重组蛋白与白油混合ꎬ
制成含 １ ｍｇ / ｍｌ 重组蛋白的油乳剂ꎬ对日本大耳白

兔进行肌肉注射ꎮ 注射剂量为 １ 只 １ ｍｌꎬ免疫时间

为 ７ ｄ １ 次ꎬ共免疫 ４ 次ꎮ 用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 亲

和层析柱对抗体进行纯化ꎬ并于－２０ ℃下保存ꎮ
１.４　 ＥＬＩＳＡ 检测抗血清效价

将鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 抗原稀释至 １０ μｇ / ｍｌꎬ向 ９６ 微孔

酶标板的每个孔中加入 １００ μｌ 稀释后的抗原ꎬ４ ℃
包被过夜ꎮ 于次日倒掉包被液ꎬ用洗涤液(０􀆰 ０５％
Ｔｗｅｅｎ＋ＰＢＳ)洗涤 ３ 次ꎬ加 ５％的 ＢＳＡ￣ＰＢＳ 并于 ３７
℃下封闭 １ ｈꎬ洗涤 ３ 次后依次加免疫血清和 ＨＲＰ
羊抗鸽子 ＩｇＧ(１ ∶ ４ ０００稀释)ꎬ再次进行洗涤(步骤

同前)ꎮ 加底物 ＴＭＢ 并于 ３７ ℃下显色 ２５ ｍｉｎꎬ加 ２
ｍｏｌ / Ｌ 硫酸终止反应后读取 ４５０ ｎｍ 的吸光值作为

抗体效价ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 基因编码成熟肽的 ｃＤＮＡ 克隆

根据鸽子的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ利用设计的引物扩增

１ 段长 ４７７ ｂｐ 的特异序列ꎮ 将该序列插入到

ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体构建重组质粒 ｐｌｅｐｔｉｎꎬ并将其转入到

大肠杆菌细胞株中进行增殖复制ꎬ经测序证明获得

的序列正确ꎮ 通过ＥｃｏＲ Ｉ与 Ｎｏｔ Ｉ 双酶切后ꎬ将鸽子

ｌｅｐｔｉｎ 基因的 ｃＤＮＡ 片段插入到原核表达载体

ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 中ꎬ获得重组表达载体 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣ｌｅｐｔｉｎꎮ
经ＥｃｏＲ Ｉ与 Ｎｏｔ Ｉ 双酶切鉴定ꎬ获得长度为 ４７７ ｂｐ
的片段ꎮ
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２.２　 鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 成熟肽在 Ｅｃｏｌｉ. Ａｒｃｔｉｃ Ｅｘｐｒｅｓｓ 中
的表达及纯化

　 　 转化重组质粒 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣ｌｅｐｔｉｎ 的 Ｅｃｏｌｉ. Ａｒｃｔｉｃ
Ｅｘｐｒｅｓｓ 株ꎬ在 ＬＢ(ＡＭＰ ＋)液体培养基中培养并经

ＩＰＴＧ 诱导ꎬ表达出分子量约为 ４４ ２７０ 的鸽子 ｌｅｐｔｉｎ
重组蛋白(图 １Ａ)ꎬ重组蛋白表达产物主要存在于

沉淀中ꎮ 包涵体产物经过变复性的方式ꎬ溶解在 ８
ｍｏｌ / Ｌ 的尿素中ꎬ通过镍柱亲和纯化获得目标蛋白ꎮ
纯化后的蛋白经 １２％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果如图

１Ｂ 显示ꎮ

１:没有用 ＩＰＴＧ 诱导的原核表达菌总蛋白ꎻ２~ ３:用 ＩＰＴＧ 诱导后

的原核表达菌总蛋白ꎻ４:用 ＩＰＴＧ 诱导后的原核表达菌离心后沉

淀中的蛋白ꎻ５:用 ＩＰＴＧ 诱导后的原核表达菌离心后上清液中的

蛋白ꎻ６~７:纯化前的总蛋白ꎻ８:纯化后的鸽子瘦素蛋白ꎻＭ:蛋白

分子量指示标准ꎮ
图 １　 鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 重组蛋白原核表达(Ａ)和纯化后蛋白的电泳

图(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｉｇｅｏｎ ｌｅｐｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ａ)

ａｎｄ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｉ￣
ｇｅｏｎ ｌｅｐｔｉｎ(Ｂ)

２.３　 ＥＬＩＳＡ 检测血清抗体效价

对日本大耳白兔进行 ４ 次鸽子 ｌｅｐｔｉｎ 重组蛋白

免疫之后ꎬ其血清中抗体 ｌｅｐｔｉｎ 多克隆抗体的效价

(由 ＥＬＩＳＡ 分析的 ＯＤ 值代表)如图 ２ 显示ꎮ 免疫前

血清的抗体效价始终处于较低水平ꎬ免疫 ４ 次后ꎬ抗
体效价达到 １ ∶ １ ０２４ ０００ꎮ
２.４　 抗 ｌｅｐｔｉｎ 多克隆抗体的纯化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测

　 　 含抗体的血清高速离心后ꎬ将上清液与等体积

的 ２×ＰＢＳ 缓冲液混合ꎬ调整 ｐＨ 和离子浓度后将其

缓慢加入到 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 亲和层析柱中ꎬ洗脱

收集的蛋白质在 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳中显示较纯的单一

轻链和重链条带(图 ３)ꎬ抗体纯度达到 ９６％以上ꎮ
将纯化获得的抗体作为一抗ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测得到

ａ~ ｏ 分别表示稀释倍数为:１ ∶ ２ ０００、１ ∶ ４ ０００、１ ∶ ８ ０００、
１ ∶ １６ ０００、１ ∶ ３２ ０００、１ ∶ ６４ ０００、１ ∶ １２８ ０００、１ ∶ ２５６ ０００、
１ ∶ ５１２ ０００、１ ∶ １ ０２４ ０００、 １ ∶ ２ ０４８ ０００、 １ ∶ ４ ０９６ ０００、
１ ∶ ８ １９２ ０００、１ ∶ １６ ３８４ ０００、１ ∶ ３２ ７６８ ０００ꎮ
∗表示免疫后抗体效价与免疫前抗体效价差异显著ꎮ
图 ２　 日本大耳白兔血清中抗 ｌｅｐｔｉｎ 多克隆抗体效价

Ｆｉｇ.２　 Ａｎｔｉ￣ｌｅｐｔｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｌｅｐｔｉｎ

分子量大小正确并且特异性好的 ｌｅｐｔｉｎ 抗原条带ꎮ

Ｍ:标准分子量蛋白ꎬ１:纯化后的多克隆抗体ꎻ２ ~ ３:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测后 ｌｅｐｔｉｎ 抗原特异性条带ꎮ
图 ３　 纯化后多克隆抗体的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 图(Ａ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

检测图(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ (Ａ)

ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ(Ｂ)

３　 讨　 论

乳鸽的肉厚且嫩ꎬ滋味鲜美ꎬ含粗蛋白质和无机

盐等营养成分ꎬ是深受人们喜爱的佳肴ꎮ 因此乳鸽

养殖户开始寻找加快乳鸽生长速度的方法ꎬ提高乳

鸽出栏时的体质量ꎬ增加经济效益ꎮ Ｓｈｉ 等对生长鸡

免疫瘦素(尽管已经证实这个瘦素序列是不正确

７５１雷明明等:鸽子瘦素基因成熟肽重组蛋白的表达及多克隆抗体的制备



的ꎬ但是在保守的功能区内该基因序列和现在报道

的正确的瘦素序列有一定的相似性)ꎬ使鸡体内产

生能够中和抑制瘦素的抗体ꎬ可以显著促进鸡的采

食和脂肪的沉积[１９]ꎮ 本研究克隆了鸽子瘦素基因

ｃＤＮＡ 序列ꎬ并将该 ｃＤＮＡ 序列插入表达质粒 ｐＧＥＸ￣
４Ｔ￣１ 的ＥｃｏＲ Ｉ与 Ｎｏｔ Ｉ 位点之间ꎬ表达重组的融合

蛋白ꎮ 该重组蛋白含有 Ｇｓｔ 和 Ｈｉｓ 标签ꎬ用镍柱亲

和纯化获得的目标蛋白ꎬ免疫日本大耳白兔后获得

了具有特异性的抗瘦素多克隆抗体ꎮ 经过多重

ＰＣＲ 扩增、酶切和连接后获得阅读框架正确的表达

载体ꎬ这些结果都表明分子克隆操作和重组蛋白分

子表达的正确性ꎬ为动物免疫试验和实验室细胞试

验等研究工作奠定了基础ꎮ
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ｔｈｅ ｒｏｃｋ ｄｏｖｅ (Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ) [ Ｊ] . Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １５５
(９): ３３７６￣３３８４.

[１９] ＳＨＩ Ｚ Ｄꎬ ＳＨＡＯ Ｘ Ｂꎬ ＣＨＥＮ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｓａｔｉｏｎ ａ￣
ｇａｉｎｓｔ ｌｅｐｔｉｎ ｏｎ ｆｅｅｄ ｉｎｔａｋｅꎬ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎꎬ ｆａｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｌａｙｉｎｇ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ[Ｊ] . Ｂｒ Ｐｏｕｌｔ Ｓｃｉꎬ ２００６ꎬ ４７(１):８８￣９４.
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