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　 　 摘要:　 为了构建 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ 重组表达载体ꎬ并在 ＢＬ２１(ＤＥ３) 感受态细胞中转染高效表达牛妊娠相关糖

蛋白 ９(ｂＰＡＧ９)ꎬ通过生物信息学技术对 ｂＰＡＧ９ 基因进行密码子优化ꎬ人工合成 ｂＰＡＧ９ 全基因序列ꎬ经双酶切法将

ｂＰＡＧ９ 基因插入到表达载体 ｐＥＴ３０ａ 中ꎮ 将构建的重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ 转染至 ＢＬ２１(ＤＥ３) 感受态细胞中进行

原核表达ꎬ经过超声波裂解和亲和层析方法获得重组蛋白 ｂＰＡＧ９ꎮ 用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检测重组蛋

白 ｂＰＡＧ９ 的表达效果ꎮ 结果显示ꎬＰＣＲ 扩增得到１ １２８ ｂｐ 的优化 ｂＰＡＧ９ 基因片段ꎬ构建的重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９
经双酶切获得约５ ２４４ ｂｐ 和１ １２５ ｂｐ 的 ２ 条片段ꎬ与预期值相符ꎻ对重组载体测序ꎬ测序结果与优化后的基因碱基

序列完全一致ꎬ编码的氨基酸序列未发生突变ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定结果显示ꎬ获得相对分子质量约为

４.０×１０４的 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白ꎬ通过亲和层析纯化后ꎬ重组蛋白 ｂＰＡＧ９ 纯度到达 ９０％以上ꎮ
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Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｓｈｉｈｅｚｉ ８３２０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｌｙｃｏｒｐｒｏｔｅｉｎ￣９(ｂＰＡＧ９) ｉｎ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎｓ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｂＰＡＧ９ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎ￣
ｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ￣ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｇｅｎｅ ｂＰＡＧ９ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＥＴ３０ａ
ｖｅｃｔｏｒ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｃｅｌｌｓ.
Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂＰＡＧ９ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｌｙｓｉｓ ａｎｄ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ￣
ｔｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂＰＡＧ９. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ
ｂＰＡＧ９ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ １ １２８ ｂｐ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ. Ａｆｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬ ｔｗｏ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ

５ ２４４ ｂｐ ａｎｄ １ １２５ ｂｐ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｅｘ￣
ｐｅｃｔａｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｂＰＡＧ９ ｇｅｎｅ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｗａｓ ｎｏｔ ｍｕｔａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
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ａｎｄ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂＰＡＧ９ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ａｂｏｕｔ ４.０×１０４ ｗａｓ ｓｕｃ￣
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂＰＡＧ９ ｗａｓ ｏｖｅｒ ９０％ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ａｆｆｉｎ￣
ｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｃｏｄｏｎꎻ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 妊娠相关糖蛋白 ( Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＰＡＧ) 是偶蹄类动物胎儿胎盘滋养层细胞

合成、分泌的一类糖蛋白ꎮ １９９１ 年 Ｚｏｌｉ 等[１]从奶牛

胎盘中分离得到相对分子质量为６.７×１０４的糖蛋白ꎬ
与 Ｂｕｔｌｅｒ 等[２]发现的妊娠特异性蛋白 Ｂ ( ＰＳＰＢ )
有着高度的相似性ꎬ构成了一个庞大的胎盘糖蛋白

家族ꎬ统称 ＰＡＧꎮ ＰＡＧ 属于天冬氨酸蛋白酶家族ꎬ
与胃蛋白酶、组织蛋白酶 Ｄ、组织蛋白酶 Ｅ 有 ５０％以

上的相同氨基酸序列ꎬ但大多数 ＰＡＧ 由于催化位点

氨基酸发生置换使得其没有酶活性ꎮ 牛妊娠相关糖

蛋白(ｂＰＡＧ)基因家族至少有 ２２ 个转录本以及变

异体ꎬ由胎盘滋养外胚层细胞和滋养外胚层的双核

细胞表达产生ꎬ有些在胚胎附植后进入母体血

液[３￣５]ꎬ且整个孕期持续存在ꎬ常作为一种标志物用

于家畜早期妊娠诊断[６￣８]ꎮ
目前ꎬ基于免疫分析的商品化 ＰＡＧ 检测试剂盒

在国外已大规模推广应用ꎬ并取得较高的诊断准确

率[９￣１０]ꎮ 但国内关于 ＰＡＧ 相关研究报道较少ꎬ无商

品化的 ＰＡＧ 蛋白和抗体销售ꎬ而进口试剂盒检测成

本过高ꎬ限制了其在国内牧场的推广应用ꎮ 因此ꎬ如
何获取高纯度 ＰＡＧ 蛋白ꎬ研发相应的快速检测方法

及产品ꎬ是规模化养殖业急需解决的问题ꎮ
目前ꎬ已有研究者从多种哺乳动物胎盘子叶中

分离出 ＰＡＧ 天然蛋白[１ꎬ １１￣１２]ꎬ但是纯化步骤繁琐复

杂ꎬ需要多种纯化方法同时使用才能获得高纯度的

ＰＡＧꎮ 也有人利用豌豆凝集素[１３￣１４]及胃蛋白酶抑制

剂[１５￣１６]等特异性结合 ＰＡＧꎬ通过亲和层析法分离获

得 ＰＡＧꎬ但该法成本较高ꎬ不利于 ＰＡＧ 蛋白的大量

纯化ꎮ 而体外重组蛋白技术为 ＰＡＧ 结构、功能和应

用研究提供了新思路ꎬ目前已有人在真核系统中表

达了 ｂＰＡＧ１[１７]ꎬ但 ＰＡＧ１ 在体内的半衰期较长ꎬ在
母畜产后 ８０~１００ ｄ 内仍能检测到ꎬ在此时间段内检

测易出现假阳性结果[６ꎬ １８]ꎮ 有研究结果表明ꎬ
ｂＰＡＧ９ 早在牛妊娠后 ２５ ｄ 就已经表达[３]ꎬ且在前 ３
个月内转录水平显著高于 ｂＰＡＧ１[１９]ꎮ 因此ꎬｂＰＡＧ９
可作为理想的标志物用于家畜早期妊娠诊断ꎮ 但迄

今为止ꎬ尚未见到关于 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白的研究报

道ꎮ
本研究根据 ｂＰＡＧ９ 基因信息及宿主细胞对密

码子的偏好性ꎬ在不改变氨基酸序列的前提下对

ｂＰＡＧ９ 基因密码子进行优化ꎬ通过 ＰＣＲ 方法扩增

ｂＰＡＧ９ 全基因序列ꎬ然后构建 ｐｒｏＥＭ￣ｂＰＡＧ９ 重组质

粒ꎬ在 ＢＬ２１(ＤＥ３) 大肠杆菌中诱导表达 ｂＰＡＧ９ 重

组蛋白ꎬ为奶牛早期妊娠诊断产品的研发提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

ＢＬ２１(ＤＥ３) 感受态细胞、ｐＥＴ３０ａ 载体、ＥＣＬ 化

学发光试剂盒购自德泰生物科技(南京)有限公司ꎬ
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自宝生物工程

(大连)有限公司ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＲ 变性丙烯酰胺凝胶制

备试剂盒、Ｎｉ￣ＩＤＡ 蛋白纯化试剂盒、小鼠抗 ６× Ｈｉｓ
单克隆抗体、蛋白质 Ｍａｒｋ、ＤＮＡ ｍａｒｋ、Ｎｄｅ Ｉ内切酶、
Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 内 切 酶、 异 丙 基￣β￣Ｄ￣硫 代 半 乳 糖 苷

(ＩＰＴＧ)、二硫苏糖醇(ＤＴＴ)、苯甲基磺酰氟、谷胱甘

肽、三羟甲基氨基甲烷、十二烷基硫酸钠、乙二胺四

乙酸(ＥＤＴＡ)、咪唑( Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ )、尿素(Ｕｒｅａ )等购

自生工生物工程(上海)股份有限公司ꎮ 质粒抽提

试剂盒、ＤＮＡ 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自天根生化

科技有限公司ꎬＢＣＡ 蛋白检测试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司ꎬ丙烯酰胺、四甲基乙二胺

(ＴＥＭＥＤ)、过硫酸铵、硫酸卡那霉素等购自 Ｓｉｇｍａ
公司ꎮ
１.２　 仪器与设备

ＶｅｒｉｔｉＴＭ ９６ 梯度 ＰＣＲ 仪ꎬ美国 ＡＢＩ 公司产品ꎻ
Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶成像系统ꎬ美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司产

品ꎻＥｓｓｅｎｔｉａｌ Ｖ４ 凝胶成像系统ꎬ英国 ＵＶＩＴＥＣ 公司

产品ꎻＰｏｗｅｒｐａｃ ３００ 电泳仪ꎬ美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司产

品ꎻＤＹＣＺ￣２４ＥＮ 双垂直电泳槽ꎬ北京六一仪器厂产

品ꎻＤＹＣＰ￣３１ＢＮ 琼脂糖水平电泳ꎬ北京六一仪器厂

产品ꎻＴｈｅｒｍｏ３１１ ＣＯ２ 培养箱ꎬ美国热电公司产品ꎻ
Ｔｈｅｒｍｏ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ 全波长扫描式多

功能读数仪ꎬ美国赛默飞公司产品ꎻＡＫＴＡ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ
１００ 蛋白纯化层析系统ꎬ美国 ＧＥ 公司产品ꎻＭｉｃｒｏ￣
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Ｐｕｌｓｅｒ 电转仪ꎬ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品ꎻＢＳＣ ￣１５０ 型

恒温恒湿培养箱ꎬ上海博讯事业有限公司产品ꎻ优普

超纯水制造系统ꎬ成都超纯科技有限公司产品ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 ｂＰＡＧＰ 基因优化与合成 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公

布的 ｂＰＡＧ９(登录号:ＡＦ０２０５１１.１)基因序列ꎬ利用

密码子优化软件 ＭａｘＣｏｄｏｎＴＭ[德泰生物科技(南京)
有限公司]对 ｂＰＡＧ９ 基因进行优化ꎬ在保证氨基酸

序列不变的情况下ꎬ利用宿主细胞对密码子的偏好

性ꎬ将低频密码子替换为使用频率高的密码子ꎬ提高

密码子适用指数(ＣＡＩ)ꎬ同时降低序列中碱基重复

结构ꎬ调整序列的 Ｇ ＋Ｃ 含量在理想区间 (３０％~
７０％)ꎮ 并在优化基因 ５′ 端和 ３′ 端设计 Ｎｄｅ Ｉ、
Ｈｉｎｄ ＩＩＩ酶切位点和 Ｈｉｓ 标签序列ꎮ 根据优化的

ｂＰＡＧ９ 基因ꎬ应用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ 软件设计 １８ 条引

物ꎮ 引 物１:５′￣ＧＴＴＴＡＡＣＴＴＴＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡ￣
ＣＡＴＡＴＧＡＴＣＧＴＧＡＡＡＡＴＣＣＣＧＣＴＧＣＧＣＣＡＡＧＴＣＡＡ￣
ＡＡＣＣＡＴＧＣＧＴＡＡＡＡＣＣＣＴＧＴＣＣＧＧＣＡＡＡＡ ￣３′(下划

线为Ｎｄｅ Ｉ酶切位点)ꎻ引物 １８:５′￣ＣＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧ￣
ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＴ￣
ＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＣＣＧＣＧＣＧＴＧＣＣＡＧ￣
ＡＣＣＡＡＴＡ￣３′(下划线为 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点)(其余引

物未列出)ꎮ 然后通过全基因合成法扩增得到目的

产物ꎮ ＰＣＲ 扩增产物经 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测

后ꎬ用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回收目的片段ꎮ ｂＰＡＧ９
基因优化及合成由德泰生物科技(南京)有限公司

完成ꎮ
１.３.２　 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ 重组载体的构建　 将 ｐＥＴ３０ａ
载体用Ｎｄｅ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ进行双酶切ꎬｐＥＴ３０ａ 载体酶

切体系:ｐＥＴ３０ａ 载体 ５􀆰 ０ μｌ、１０×ＦＤ Ｂｕｆｆｅｒ ５􀆰 ０ μｌ、
Ｎｄｅ Ｉ ２􀆰 ５ μｌ ( １０ Ｕ / μｌ )、 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ２􀆰 ５ μｌ ( １０
Ｕ / μｌ)、ｄｄＨ２Ｏ 加至 ５０􀆰 ０ μｌꎬ３７ ℃酶切 １ ｈꎮ 酶切产

物经琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ用胶回收试剂盒回收ꎬ
将回收的酶切产物和目的 ＤＮＡ 片段用连接酶在 ５０
℃连接 ２５ ｍｉｎꎬ连接体系:ＰＡＧ９ ＤＮＡ ４􀆰 ０ μｌ、线性

ｐＥＴ３０ａ 载体 ３􀆰 ５ μｌ、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 ２􀆰 ５ μｌ ( ５
Ｕ / μｌ)ꎮ
１.３.３　 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ 重组载体的转化、筛选与鉴定

　 将连接产物使用 ４２ ℃热激法转化到 ＢＬ２１(ＤＥ３)
感受态细胞中ꎬ３７ ℃培养 １ ｈꎬ取 ２０ μｌ 菌液涂到含

有硫酸卡那霉素的 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ３７ ℃过

夜培养ꎮ 挑取单个菌落接种到新的 ＬＢ 培养基中ꎬ

３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ震荡培养 ４ ｈꎬ取 ２ μｌ 菌液为模板

进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 上游引物:５′￣ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣ￣
ＴＡＴＡＧＧＧ￣３′ꎻ 下 游 引 物: ５′￣ＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴＴＧＣＴ￣
ＣＡＧＣＧＧ￣３′ꎮ 反应体系:菌液 １􀆰 ０ μｌꎬ上游引物 ０􀆰 ５
μｌꎬ下游引物 ０􀆰 ５ μｌꎬ聚合酶 ０􀆰 ５ μｌꎬｄＮＴＰ ０􀆰 ５ μｌ
(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬｄｄＨ２Ｏ 加至 ５０􀆰 ０ μｌꎻ反应程序:９５ ℃
预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ２５ ｓꎬ６２ ℃退火 ２０ ｓꎬ ７２ ℃
延伸 ４０ ｓꎬ２５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎꎬ４ ℃ 保存ꎮ
将 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ

将初步判断为阳性的转化子接种到新鲜的 ＬＢ
培养基中ꎬ培养 １２ ｈ 后ꎬ收集菌液ꎮ 采用质粒抽提

试剂盒提取质粒ꎬ并对质粒进行双酶切鉴定ꎬ酶切体

系和条件:重组质粒 ５􀆰 ０ μｌ、１０×ＦＤ Ｂｕｆｆｅｒ ５􀆰 ０ μｌ、
Ｎｄｅ Ｉ ２􀆰 ５ μｌ ( １０ Ｕ / μｌ)、 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ２􀆰 ５ μｌ ( １０
Ｕ / μｌ)ꎬｄｄＨ２Ｏ 加至 ５０􀆰 ０ μｌꎬ３７ ℃酶切 １ ｈꎬ将酶切

产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 将 ＰＣＲ 鉴定与双

酶切鉴定得到的阳性克隆送德泰生物科技(南京)
有限公司测序ꎮ 经测序验证插入序列正确无误后ꎬ
进行质粒大量抽提ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３.４　 表达菌株的制备　 将重组质粒采用 ４２ ℃热

激法转化到大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)表达菌株中ꎬ加入

２００ μｌ ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃、１９５ ｒ / ｍｉｎ培养 １ ｈꎬ取
８０ μｌ 菌悬液涂布于含有 ５０ μｇ / ｍｌ 硫酸卡那霉素的

ＬＢ 平板中ꎬ３７ ℃培养过夜ꎮ 次日挑取单菌落接种

到含有 ５０ μｇ / ｍｌ硫酸卡那霉素的 ＬＢ 培养基中ꎬ３７
℃振荡培养 ３ ｈꎬ取 ０􀆰 ９ ｍｌ 的菌液与 ０􀆰 １ ｍｌ ８０％无

菌甘油混合ꎬ－８０ ℃保存ꎮ
１.３.５　 重组蛋白的诱导表达 　 取表达菌株菌液 ２０
μｌ 接种到含有 ５０ μｇ / ｍｌ的硫酸卡那霉素的 ＬＢ 培养

基中ꎬ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎮ 次日接种到含 ５０
μｇ / ｍｌ的硫酸卡那霉素的 ＬＢ 培养基中扩大培养ꎬ当
ＯＤ６００为０􀆰 ５~ ０􀆰 ８ 时ꎬ取少量样品作为未诱导对照ꎬ
其余菌液加入终浓度 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎬ分别在 １５
℃或 ３７ ℃条件下诱导培养 ４ ｈꎮ 收集 ６００ μｌ 培养

液ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加入

５０ μｌ ＰＢＳ 重悬沉淀ꎬ加热变性ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分

析ꎮ
１.３.６　 重组蛋白的纯化 　 收集扩大培养获得的菌

体ꎬ加 入 细 胞 裂 解 液 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ [ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ
( ｐＨ８􀆰 ０)、 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑、 １
ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ、１％ＴｒｉｔｉｏｎＸ￣１００、１ μｇ / ｍｌ Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ]ꎬ
超声波裂解破碎菌体ꎬ４ ℃、１２ ５００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５
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ｍｉｎꎬ分别收集上清液和沉淀ꎬ上清液过 ０􀆰 ４５ μｍ 滤

膜ꎮ 沉淀用 Ｂｕｆｆｅｒ Ｂ[５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ (ｐＨ８􀆰 ０)、１５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ、 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００、 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ] 重 悬ꎬ 超 声 波 裂 解 破 碎ꎬ １２ ５００
ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心 １５ ｍｉｎꎬ保留沉淀ꎬ加入 Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ[５０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ (ｐＨ８􀆰 ０)、１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、８ ｍｏｌ / Ｌ 尿

素、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑]ꎬ超声波破碎ꎬ１２ ５００ ｒ / ｍｉｎ、４
℃离心 １５ ｍｉｎꎬ上清液用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤ꎮ 采用

Ｎｉ￣ＩＤＡ 柱对以上两种上清液分别进行亲和层析ꎬ首
先用 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ 或 Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ 平衡 Ｎｉ￣ＩＤＡ 柱ꎬ直至吸光

度 Ａ２８０接近基线ꎬ将制备好的上清液分别上柱ꎬ４ ℃
孵育 ６０ ｍｉｎꎬ用 １５ 倍柱体积的 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ 或 Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ
冲洗 Ｎｉ￣ＩＤＡ 柱ꎬ除去杂蛋白ꎬ直至吸光度 Ａ２８０接近

基线ꎬ然后分别采用含 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ、５００
ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ 或 Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ 洗脱目的蛋白ꎬ
流速 １􀆰 ５ ｍｌ / ｍｉｎꎮ 分别收集上清液、流穿液、洗脱液

进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ考马斯亮蓝染色检测纯化效

果ꎬ收集含目的蛋白质的洗脱液ꎮ 纯化后的目的蛋

白质采用 ＢＣＡ 试剂盒测定浓度ꎮ
１.３.７　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定　 纯化后的重

组蛋白 ｂＰＡＧ９ 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ取下凝胶ꎬ采
用半干式电转印法将重组蛋白 ｂＰＡＧ９ 转至 ＰＶＤＦ
膜上ꎮ ＰＶＤＦ 膜使用之前在甲醇中浸泡 ３０ ｓꎬ之后

将 ＰＶＤＦ 膜、凝胶、滤纸置于转膜液浸泡ꎬ浸泡后将

三者按照正确顺序放在转印仪上ꎬ转印 ４５ ｍｉｎꎮ 取

下 ＰＶＤＦ 膜于 ５％脱脂奶粉中ꎬ室温封闭 ２ ｈ 后ꎬ１×
ＰＢＳＴ 漂洗３~４ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 加入１ ∶ ２ ０００ 稀释

的抗 Ｈｉｓ 标签小鼠单克隆抗体ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ１×
ＰＢＳＴ 漂洗ꎮ 最后用 ＥＣＬ 发光底物拍照ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｂＰＡＧ９ 基因优化结果

ＧｅｎＢａｎｋ 公布(登录号:ＡＦ０２０５１１.１)的 ｂＰＡＧ９
基因全长为 １ ３１１ ｂｐꎬ蛋白质编码区 ( Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ)长度为１ １４０ ｂｐꎮ 对该基因进行优化

后ꎬ优化基因 ｂＰＡＧ９ 的密码子适用指数 (ＣＡＩ) 由

０􀆰 ７３ 提高到 ０􀆰 ８９ꎬＧ＋Ｃ 含量无明显变化ꎬ优化前后

分别为 ４８􀆰 ８２％和 ４９􀆰 ００％ꎬ优化前后两个基因的核

苷酸同源性为 ６３􀆰 ４％ꎬ氨基酸序列完全一致ꎮ 将优

化的基因加入酶切位点、Ｈｉｓ 标签等序列ꎬ切去信号

肽编码序列ꎬｂＰＡＧ９ 优化基因序列全长１ １２８ ｂｐꎬ蛋
白质编码区序列为１ １１３ ｂｐ(图 １)ꎮ

２.２　 ｂＰＡＧ９ 优化基因 ＰＣＲ 扩增与鉴定

对 ｂＰＡＧ９ 优化基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ１.０％琼脂

糖凝胶电泳检测结果(图 ２)表明ꎬＰＣＲ 成功扩增出

带有酶切位点的优化的目的基因 ｂＰＡＧ９ꎬ片段大小

约１ １２８ ｂｐꎬ与理论大小基本相符ꎮ
２.３　 重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ 的构建及鉴定

将 ＰＣＲ 扩增的优化的目的基因片段和线性化

的 ｐＥＴ３０ａ 载体进行连接ꎬ反应液转化大肠杆菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ构建牛妊娠相关糖蛋白 ９
的重组表达载体 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ꎮ 将鉴定为阳性克

隆的重组质粒进行双酶切ꎬ结果(图 ３)显示重组质

粒电泳后呈现环状、线性和超螺旋 ３ 种基本形态ꎬ酶
切后的 ｐＥＴ３０ａ 线性载体和 ｂＰＡＧ９ 基因片段大小与

理论值(５ ２４４ ｂｐ 和１ １２５ ｂｐ)相符ꎬ且酶切条带单

一ꎬ表明重组载体构建成功ꎮ 将测序结果与优化后

的 ｂＰＡＧ９ 基因对比分析ꎬ碱基序列完全一致ꎬ符合

率为 １００％ꎬ其编码的氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ (ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ＩＤ:ＡＡＣ０４６８２.１) 公布的完全一致ꎬ表明 ｂＰＡＧ９
优化基因插入片段完全正确ꎬ未发生任何碱基突变ꎮ
２.４　 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白的诱导表达

测序正确的重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ 转入到

ＢＬ２１(ＤＥ３)大肠杆菌后ꎬ在相同的 ＩＰＴＧ 诱导浓度

下ꎬ分别进行 １５ ℃和 ３７ ℃诱导培养 ４ ｈꎬ以未加入

ＩＰＴＧ 作为对照ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测结果(图 ４)显示ꎬ
１５ ℃和 ３７ ℃诱导条件下ꎬ在相对分子质量４.０×１０４

左右均有明显的蛋白质条带ꎬ未诱导的对照则无相

应的目的条带ꎮ 考虑低温诱导表达有利于蛋白质的

正确折叠ꎬ因此选择诱导表达温度为 １５ ℃ꎮ 以上结

果说明ꎬｂＰＡＧ９ 基因在原核表达宿主 ＢＬ２１(ＤＥ３)中
成功诱导表达ꎮ
２.５　 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白的纯化

诱导表达后的菌株超声波破碎后ꎬ对上清液进

行 Ｎｉ￣ＩＤＡ 柱亲和层析纯化ꎬ随后利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 对

纯化的蛋白质进行检测ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ所有泳

道均没有目的蛋白ꎬ表明表达菌株裂解后上清液中

没有可溶性 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白ꎮ 菌体破碎后收集的

沉淀经 ２ 次超声波溶解后ꎬ再经过 Ｎｉ￣ＩＤＡ 纯化得到

高浓度的融合蛋白ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果(图 ６)显

示ꎬ菌体沉淀溶解后的上清液在相对分子质量约

４.０×１０４处出现高浓度的目的条带ꎬ表明 ｂＰＡＧ９ 重

组蛋白分布在沉淀即包涵体中ꎬ所有洗脱组分中均

含有目的蛋白ꎬ其中含 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的洗脱溶液
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获得纯度较高的 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白ꎮ 经 ＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

析ꎬ纯化后的重组蛋白 ｂＰＡＧ９ 纯度大于 ９０％ꎮ ＢＣＡ
方法测定其浓度为 ０􀆰 ３４ ｍｇ / ｍｌꎮ

Ｏｒｉｇｉｎａｌ 为原始 ｂＰＡＧ９ 基因序列ꎬＯｐｔｉｍｉｚｅｄ 为优化后的 ｂＰＡＧ９ 基因序列ꎬ下划线为优化后基因与原始基因的差异碱基位点ꎬ粗体为起始和

终止密码子ꎬ方框为Ｎｄｅ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ酶切位点ꎬ斜体为 Ｈｉｓ 标签序列ꎬ省略号为删除的信号肽位点ꎮ
图 １　 ｂＰＡＧ９ 基因优化前后核苷酸序列对比

Ｆｉｇ.１　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｂＰＡＧ９ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂＰＡＧ９ ｇｅｎｅ
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Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２:ｂＰＡＧ９ 优化基因ꎮ
图 ２　 ｂＰＡＧ９ 优化基因 ＰＣＲ 产物电泳图

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ
ｂＰＡＧ９ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ２:重组质粒ꎻ１:双酶切片段ꎮ
图 ３　 重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ 双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ￣ｂＰＡＧ９ ｂｙ
ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.６　 重组蛋白 ｂＰＡＧ９ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

纯化的 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白 Ｃ 端包含一个 Ｈｉｓ 标

签ꎬ根据这一特性ꎬ利用 Ｈｉｓ 标签抗体对 ｂＰＡＧ９ 重

组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬ在
相对分子质量约 ４.０× １０４ 处有特异杂交条带ꎬ与
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果一致ꎮ ｂＰＡＧ９ 原始基因 ＣＤＳ 长度为

１ １４０ ｂｐꎬ包含 ９ 个外显子和 ８ 个内含子ꎬ编码 ３７９
个氨基酸残基(Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄꎬ ＡＡ)ꎬ信号肽区域位于

第１~１５ 位氨基酸残基ꎬ蛋白质理论相对分子质量为

４.２８６×１０４ꎬ等电点 ８􀆰 ８２ꎮ 优化的基因在去除信号肽

和增加 Ｈｉｓ 标签序列后ꎬＣＤＳ 长度为１ １１３ ｂｐꎬ编码

３７１ 个氨基酸ꎬ理论相对分子质量为 ４.２１２×１０４ꎮ 本

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ０:对照ꎻ１:１５ ℃ꎻ ２: ３７ ℃ꎮ
图 ４　 不同诱导温度对重组蛋白 ｂＰＡＧ９ 表达的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂＰＡＧ９

Ｍ:蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ １:全菌破菌后上清液ꎻ ２:流出液ꎻ ３ ~ ４: ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱组分ꎻ５ ~ ６:１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱组分ꎻ７ ~ ９:
５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱组分ꎮ
图 ５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析细菌裂解液上清液中重组蛋白 ｂＰＡＧ９
Ｆｉｇ.５ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂＰＡＧ９ ｉｎ

ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｙｓａｔｅ

Ｍ:蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:包涵体溶解离心后上清液ꎻ２:流出液ꎻ３~ ４:５０
ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱组分ꎻ５~７:１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱组分ꎻ８ ~ １３:
５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱组分ꎮ
图 ６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析包涵体中重组蛋白 ｂＰＡＧ９
Ｆｉｇ.６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂＰＡＧ９

ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ

研究原核表达的重组蛋白质相对分子质量约 ４.０×
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１０４ꎬ与预期蛋白质大小基本一致ꎬ说明该重组蛋白

质在原核表达系统中成功诱导表达ꎮ

Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ１:纯化后的 ｒｂＰＡＧ９(０.５ μｇ)ꎮ
图 ７　 重组蛋白 ｂＰＡＧ９ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｂＰＡＧ９

３　 讨 论

牛妊娠相关糖蛋白 (ｂＰＡＧ) 种类繁多ꎬ人们利

用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从牛胎盘组织中筛选出了至少 ２２
种 ＰＡＧ 的 ｃＤＮＡ 转录本ꎬ根据其出现的时间将其分

为古代组与现代组ꎬ古代组 ＰＡＧ 出现在８.０００×１０７

年前ꎬ经过进化在约 ５.０００× １０７ 年前出现现代组

ＰＡＧ[４]ꎮ 大多数 ｂＰＡＧ 如 ｂＰＡＧ１、ｂＰＡＧ３、ｂＰＡＧ４、
ｂＰＡＧ５、ｂＰＡＧ６、ｂＰＡＧ７、ｂＰＡＧ９、ｂＰＡＧ１４、ｂＰＡＧ１５、
ｂＰＡＧ１６、 ｂＰＡＧ１７、 ｂＰＡＧ１８、 ｂＰＡＧ１９、 ｂＰＡＧ２０、
ｂＰＡＧ２１、ｂＰＡＧ２２ 属于现代组ꎬ由胎盘滋养外胚层的

双核细胞表达产生ꎬ由于催化中心碱基发生了突变

而不 具 有 酶 活 性ꎻ 而 ｂＰＡＧ２、 ｂＰＡＧ８、 ｂＰＡＧ１０、
ｂＰＡＧ１１、ｂＰＡＧ１２、ｂＰＡＧ１３ 属于古代组ꎬ在整个滋养

外胚层细胞中产生ꎬ保留了典型天冬氨酸肽酶的所

有特征ꎬ具有酶活性[３ꎬ５ꎬ２０]ꎮ 由于 ｂＰＡＧ 家庭成员间

的序列差异ꎬｂＰＡＧ 基因在整个妊娠期的表达呈现时

空特异性[３ꎬ５ꎬ１９￣２１]ꎬ如 Ｇｒｅｅｎ 等运用核糖核酸酶保护

实验检测胎盘中 ＲＮＡ 的表达ꎬ发现 ｂＰＡＧ２、ｂＰＡＧ４、
ｂＰＡＧ５、ｂＰＡＧ８、ｂＰＡＧ９、ｂＰＡＧ１０、ｂＰＡＧ１１ 早在妊娠

后 ２５ ｄ 就已经表达ꎬ而 ｂＰＡＧ１、ｂＰＡＧ６、ｂＰＡＧ７ 在妊

娠后 ４５ ｄ 开始表达ꎬ主要存在于妊娠中后期[３]ꎮ 而

且ꎬｂＰＡＧ９ 在妊娠后 ３ 个月内表达水平显著高于

ｂＰＡＧ１[１９]ꎮ 因此ꎬｂＰＡＧ９ 可作为一个更理想的标志

物用于牛早期妊娠诊断ꎮ

由于 ｂＰＡＧｓ 蛋白种类繁多ꎬ增加了对其结构和

功能研究的难度ꎬ体外重组蛋白质的出现为探究该

类蛋白质的结构和功能提供了新思路ꎮ 因此ꎬ前人

对 ｂＰＡＧｓ 在真核和原核系统中的表达进行了相关

研究ꎮ Ｐａｔｅｌ 等[１７]构建真核表达载体 ＰＡＧ￣ｐＲｃＲＳＶꎬ
分别在 ＨＥＫ ２９３ 和 ＣＨＯ 细胞中首次表达了 ＰＡＧ１
重组蛋白ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果显示ꎬＨＥＫ２９３ 细胞

表达效果优于 ＣＨＯ 细胞ꎮ Ｔｅｌｕｇｕ 等[２２]为验证古代

组 ｂＰＡＧ 是否具有酶活性ꎬ利用昆虫细胞杆状病毒

表达系统成功表达了 ｂＰＡＧ２ 和 ｂＰＡＧ１２ 重组蛋白ꎬ
并对这 ２ 种蛋白质的水解活性进行研究ꎬ结果显示

２ 个重组蛋白质具有良好的蛋白质水解活性ꎮ 但是

真核表达系统操作复杂ꎬ且表达量低ꎬ成本较高ꎮ 与

真核表达系统相比ꎬ原核表达系统以其低成本、高表

达等优点受到人们的青睐ꎮ 国内对于 ＰＡＧ 的研究

极少ꎬ薄小辉[２３]将 ｂＰＡＧ４ 基因插入到 ｐＥＴ２８ａ 原核

表达载体后ꎬ转化大肠杆菌 ＢＬ２１ꎬ采用 ＩＰＴＧ 诱导

表达 ｂＰＡＧ４ 重组蛋白ꎬ但蛋白质表达效率没有报

道ꎮ
本研究为提高 ｂＰＡＧ９ 在 ＢＬ２１(ＤＥ３) 的表达

量ꎬ利用 ＭａｘＣｏｄｏｎＴＭ软件在不改变氨基酸序列的前

提下ꎬ通过消除稀有密码子ꎬ利用偏好密码子以及平

衡 Ｇ＋Ｃ 含量等策略对 ｂＰＡＧ９ 基因进行优化ꎬ优化的

ｂＰＡＧ９ 基因 Ｇ ＋ Ｃ 含量为 ４９％ꎬ密码子适用指数

(ＣＡＩ)提高到 ０􀆰 ８９ꎮ 然后通过全基因合成法合成了

ｂＰＡＧ９ 优化基因ꎬ并将其成功插入到 ｐＥＴ３０ａ 载体

中ꎬ采用 ＢＬ２１(ＤＥ３) 感受态细胞经原核表达获得

表达量和纯度均较高的 ｂＰＡＧ９ 重组蛋白ꎬ为 ｂＰＡＧ９
抗体的制备和牛早期妊娠诊断产品的研发奠定了基

础ꎮ
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ｖｉｎｅ ａｎｄ ｏｖｉｎｅ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｈｉｂｉｔ ｓｐａｔｉａｌｌｙ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌｌｙ ｄｉｓ￣
ｔｉｎｃｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ[ Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｏｎꎬ ２０００ꎬ ６２: １６２４￣１６３１.

[４] 　 ＨＵＧＨＥＳ Ａ Ｌꎬ ＧＲＥＥＮ Ｊ Ａꎬ ＧＡＲＢＡＹＯ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄａｐｔｉｖｅ ｄｉ￣
ｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｌａｒｇｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｄｕｐｌｉｃａｔｅｄꎬ ｐｌａｃｅｎｔａｌ￣
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ｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０００ꎬ ９７: ３３１９￣３３２３.

[５] 　 ＷＯＯＤＩＮＧ Ｆ Ｂꎬ ＲＯＢＥＲＴＳ Ｒ Ｍꎬ ＧＲＥＥＮ Ｊ Ａ. Ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｇ￣
ｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ( ＰＡＧｓ) ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｏｗ: ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｃｅｎｔａꎬ ２００５ꎬ
２６: ８０７￣８２７.

[６] 　 ＺＯＬＩ Ａ Ｐꎬ ＧＵＩＬＢＡＵＬＴ Ｌ Ａꎬ ＤＥＬＡＨＡＵＴ Ｏ Ｗ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒａｄｉｏ￣
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｏｆ ａ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｅｒ￣
ｕｍ: ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｏｎꎬ １９９２ꎬ ４６: ８３￣９２.

[７] 　 ＦＲＩＥＤＲＩＣＨ Ｍꎬ ＨＯＬＴＺ Ｗ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｍｅａｓ￣
ｕｒｉｎｇ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｒ ｍｉｌｋ
ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｉｎ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ａｎｉｍａｌｓꎬ ２０１０ꎬ ４５: １４２￣１４６.

[８] 　 ＤＵＦＯＵＲ Ｓꎬ ＤＵＲＯＣＨＥＲ Ｊꎬ ＤＵＢＵＣ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａ
ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ＥＬＩＳＡ ｔｅｓｔ
ａｎｄ ａ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒａｄｉｏｍｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｔｅｓｔ
ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｄａｉｒｙ ｃａｔｔｌｅ[Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｐｒｏｄｕｃ￣
ｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ １５９: ３１￣３７.

[９] 　 ＤＵＦＯＵＲ Ｓꎬ ＤＵＲＯＣＨＥＲ Ｊꎬ ＤＵＢＵＣ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｙｅｓｉａｎ ｅｓｔｉｍａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ａ ｍｉｌｋ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ￣ｂａｓｅｄ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｏｆ ｔｒａｎｓｒｅｃｔａｌ ｕｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｉｃ ｅｘａｍ
ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｔ ２８ ｔｏ ４５ ｄａｙｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｉｎ
ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ[Ｊ] . Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０１７ꎬ １４０: １２２￣
１３３.

[１０] ＫＡＹＡ Ｍ Ｓꎬ ＫÖＳＥ Ｍꎬ ＢＯＺＫＡＹＡ Ｆ. Ｅａｒｌｙ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ
ｕｓｉｎｇ ａ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ＥＬＩＳＡ ｔｅｓｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙ￣
ｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ￣Ｆｒｉｅｓｉａｎ ｈｅｉｆｅｒｓ ａｎｄ ｌａｃｔａｔｉｎｇ ｃｏｗｓ [ Ｊ ] .
Ｔｕｒｋｉｓｈ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１６ꎬ ４０: ６９４￣
６９９.

[１１] ＢＥＬＬＡ Ａꎬ ＳＯＵＳＡ ＮＭꎬ ＤＥＨＩＭＩ ＭＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ
ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ (ＰＡＧ) ｉｎ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｅｘ￣
ｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｍａｍｍａｌｓ[ Ｊ] . Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ６８: １０５５￣
１０６６.

[１２] ＥＩ ＡＭＩＲＩ Ｂꎬ ＲＥＭＹ Ｂꎬ ＤＥ ＳＯＵＳＡ Ｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｒｅｓｅｎｔ
ａｔ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｉｎｅ ｐｌａｃｅｎｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄａｙ ６０ ａｎｄ ｄａｙ １００ ｏｆ
ｇｅｓｔａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２００４ꎬ ４４:
１６９￣１８１.

[１３] ＫＬＩＳＣＨ Ｋꎬ ＤＥ ＳＯＵＳＡ Ｎ Ｍꎬ ＢＥＣＫＥＲＳ Ｊ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬ ￣６ꎬ ￣７ꎬ ａｎｄ￣１７ ａｒｅ ｍａｊｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ

ｂｏｖｉｎｅ ｂｉｎｕｃｌｅａｔｅ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｇｉａｎｔ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｍｉｄｐｒｅｇｎａｎｃｙ[Ｊ] . Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２００５ꎬ ７１(４): ４５３￣４６０.

[１４] ＢＡＲＢＡＴＯ Ｏꎬ ＳＯＵＳＡ Ｎ Ｍꎬ ＫＬＩＳＣＨ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ
ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｗａｔｅｒ ｂｕｆｆａｌｏ (Ｂｕｂａｌｕｓ ｂｕ￣
ｂａｌｉｓ) ｐｌａｃｅｎｔａ ｂｙ Ｖｉｃｉａ ｖｉｌｌｏｓａ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ[ Ｊ] . Ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００８ꎬ ８５: ４５７￣４６６.

[１５] ＧＲＥＥＮ Ｊ Ａꎬ ＰＡＲＫＳ Ｔ Ｅꎬ ＡＶＡＬＬＥ Ｍ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ￣
ｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＰＡＧｓ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｃｏｗｓ ａｎｄ ｈｅｉｆｅｒｓ[ Ｊ] .
Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ６３(５): １４８１￣１５０３.

[１６] ＥＧＥＮ Ｔ Ｅꎬ ＥＡＬＹ Ａ Ｄꎬ ＬＡＮＤＯＮ Ｌ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｅｗｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｉｎｔｅｒ￣
ｆｅｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ[Ｊ] . Ａｎ￣
ｉｍａｌ Ａｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００９ꎬ ３(６):
８５０￣８５７.

[１７] ＰＡＴＥＬ Ｏ Ｖꎬ ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ Ｔꎬ ＩＭＡＩ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００４ꎬ １６８: ３２８￣３３５.

[１８] ＭＩＡＬＯＮ Ｍ Ｍꎬ ＣＡＭＯＵＳ Ｓꎬ ＲＥＮＡＮＤ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ ６０￣ｋＤａ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｇｅｓｔａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃａｌｖｉｎｇ ａｎｄ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｏ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ ｃａｔ￣
ｔｌｅ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄ Ｎｕｔｒ Ｄｅｖꎬ １９９３ꎬ３３:２６９￣２８２.

[１９] ＰＡＲＥＬ Ｏ Ａꎬ ＹＡＭＡＤＡ Ｏꎬ ＫＩＺＡＫＩ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｏｆ ｐｌａｃｅｎｔｏｍａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｐｌａｃｅｎｔｏｍａｌ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ￣１ ａｎｄ ￣９ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｗ
[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖꎬ ２００４ꎬ ６７:２５７￣２６３.

[２０] ＴＥＬＵＧＵ Ｂ Ｐ Ｖꎬ ＷＡＬＫＥＲ Ａ Ｍꎬ ＧＲＥＥＮ Ｊ Ａ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ￣ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｇｅｎｅｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２００９ꎬ １０:１８５￣
２０１.

[２１] ＸＩＥ Ｓꎬ ＧＲＥＥＮ Ｊꎬ ＢＩＸＢＹ Ｊ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ￣
ａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ａｎ ａｓ￣
ｐａｒｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｍａｎｙ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ￣ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ １９９７ꎬ ９４: １２８０９￣
１２８１６.

[２２] ＴＥＬＵＧＵ Ｂ Ｐꎬ ＰＡＬＭＩＥＲ Ｍ Ｏꎬ ＶＡＮ ＤＯＲＥＮ Ｓ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｅｘ￣
ａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ２ ａｎｄ １２[ Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１０ꎬ ３９１(２ / ３): ２５９￣
２７０.

[２３] 薄小辉. 妊娠相关糖蛋白在奶牛早期妊娠诊断上的应用研究

[Ｄ]. 北京:中国农业科学院ꎬ ２０１７.

(责任编辑:张震林)

９２１卢春霞等:基于密码子优化策略的牛妊娠相关糖蛋白 ９(ｂＰＡＧ９)的原核表达及纯化




