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　 　 摘要:　 转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)是 ＴＧＦ￣β 家族的主要受体ꎮ 现有研究发现ꎬＴＧＦ￣β１ 在家畜繁殖

活动中起着负调控作用ꎬ因此我们提出通过重组 ＴＧＦⅡＲ 胞外域蛋白质竞争性结合体内 ＴＧＦ￣β１ 以改善家畜繁殖

性能的新思路ꎮ 首先ꎬ对猪 ＴＧＦⅡＲ 胞外域蛋白质编码序列进行密码子优化并进行人工合成ꎬ将合成的基因片段

插入原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)中ꎮ 然后ꎬ将重组表达载体转入 ＢＬ２１(ＤＥ３)表达菌株中ꎬ并筛选合适的乳糖诱导浓

度、诱导时间ꎬ以获得最高表达效率ꎮ 再然后ꎬ对重组蛋白质进行纯化、复性及质谱鉴定ꎮ 最后ꎬ通过体外细胞试验

对重组蛋白质的生物活性进行测定ꎮ 结果表明ꎬ在培养温度为 ３７ ℃、培养时间为 ８ ｈ、乳糖诱导质量浓度为 ２􀆰 ０
ｇ / Ｌ的条件下ꎬ可以诱导重组蛋白质的高表达ꎬ用 ８ ｍｏｌ / Ｌ尿素对包涵体蛋白质进行溶解ꎬ再以生理盐水为透析液透

析 ２４ ｈ 后ꎬ可以获得纯度达 ８０％以上的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 胞外域蛋白ꎬ用该重组蛋白质处理猪颗粒细胞后ꎬ可显著抑

制 ＴＧＦ￣β１ 诱导的信号分子 Ｓｍａｄ３ 的磷酸化水平ꎮ 可以看出ꎬ本研究中表达的重组猪 ＴＧＦⅡ Ｒ 胞外域蛋白质具有

较好的生物活性ꎮ 研究结果可为进一步研究和开发有利于提高猪繁殖效率的产品奠定工作基础ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡＲ)ꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ＴＧＦ￣β１ꎻ ｂｉｏｌｏｇｉ￣
ｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 转化生长因子 β１(ＴＧＦ￣β１)是 ＴＧＦ￣β 家族的重

要成员之一[１]ꎮ 在动物体内ꎬＴＧＦ￣β１ 可通过自分

泌、旁分泌及内分泌等方式来调节细胞的增殖分化

及凋亡[２￣３]ꎬ因此它在维持机体正常发育和体内稳态

中起着重要作用ꎮ 此外ꎬ现有研究发现ꎬＴＧＦ￣β１ 也

在调控家畜的繁殖活动中发挥重要作用ꎮ
ＴＧＦ￣β１ 调控家畜的繁殖活动可从多个方面得

到体现ꎮ 首先ꎬＴＧＦ￣β１ 可以调控类固醇激素的分

泌ꎮ 前人研究发现ꎬＴＧＦ￣β１ 浓度在卵泡液中与雌二

醇浓度呈负相关ꎬ表明 ＴＧＦ￣β１ 可以抑制卵泡颗粒

细胞产生雌激素ꎻ体外试验也取得了类似结果ꎬ即用

ＴＧＦ￣β１ 处理体外培养的颗粒细胞可显著抑制雌二

醇的分泌[４]ꎻＴＧＦ￣β１ 还可抑制黄体细胞、孕酮合成

主要相关基因的表达ꎬ并抑制孕酮合成[５]ꎮ 其次ꎬ
ＴＧＦ￣β１ 可通过抑制颗粒细胞黄体化及胞外基质的

重构、抑制黄体血管形成等方式影响黄体发育[６￣７]ꎮ
再次ꎬＴＧＦ￣β１ 可以通过降低细胞活力、诱导促凋亡

因子的表达来影响卵泡发育及颗粒细胞的增殖与凋

亡[８]ꎮ 最后ꎬＴＧＦ￣β１ 还可以通过抑制胎盘滋养层细

胞的迁移和侵袭ꎬ使胚胎着床失败或流产[９￣１１]ꎮ 综

上所述ꎬ机体内 ＴＧＦ￣β１ 的水平受到严格的调控ꎬ一
旦失调会造成繁殖障碍ꎮ 受到上述研究结果的启

发ꎬ我们认为 ＴＧＦ￣β１ 可能是一种抑制家畜繁殖活

动的因子ꎬ并提出通过抑制 ＴＧＦ￣β１ 的信号转导来

改善家畜繁殖性能的新思路ꎮ
ＴＧＦ￣β 的信号转导依赖其分布于细胞表面的跨

膜糖蛋白受体[１２]ꎮ ＴＧＦ￣β 受体分为 ３ 种(ＴＧＦＢⅠ
Ｒ、ＴＧＦＢⅡ Ｒ 和 ＴＧＦＢⅢ Ｒ)ꎬ其中 ＴＧＦ￣β１Ⅱ型受体

(ＴＧＦⅡＲ)在 ＴＧＦ￣β１ 信号的接收和产生中发挥着

关键作用ꎬ即 ＴＧＦ￣β 家族配体与膜上相应的Ⅱ型受

体结合并诱导其磷酸化ꎬ随后募集 Ｉ 型受体形成复

合物ꎬ并催化其激酶活性ꎬ随后 Ｉ 型受体招募并活化

下游的 Ｓｍａｄ２ / ３ꎮ 活化的 Ｓｍａｄ２ / ３ 与 Ｓｍａｄ４ 结合后

形成异聚复合物并转移至细胞核内ꎬ该异聚复合物

在其他辅因子的帮助下与靶基因的启动子结合而发

挥转 录 调 控 作 用ꎬ 最 终 调 节 下 游 靶 基 因 的 表

达[１３￣１４]ꎮ 因此ꎬＴＧＦⅡＲ 是 ＴＧＦ￣β 配体的主要接收

元件和信号产生元件ꎬ对 ＴＧＦ￣β 家族功能的发挥起

着关键作用ꎮ
鉴于 ＴＧＦ￣β１ 在家畜繁殖活动中的负调控作用ꎬ

我们提出用重组 ＴＧＦⅡＲ 胞外域蛋白质竞争性结合

体内 ＴＧＦ￣β１ꎬ以达到阻断或降低其信号转导的目的ꎬ
最终改善家畜繁殖性能ꎮ 具体而言ꎬ本研究拟用原核

表达系统表达重组猪 ＴＧＦⅡＲ 胞外域蛋白质ꎬ并对其

进行纯化和生物活性验证ꎬ从而为进一步研究和开发

适用于提高猪繁殖效率的新产品奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 菌株、质粒及试剂 　 原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ
(＋)、大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株购

自擎科生物科技股份有限公司ꎬ质粒提取试剂盒购

自北京康为世纪生物科技股份有限公司ꎬ乳糖、ＬＢ
液体培养基预混粉剂、琼脂粉、氨苄青霉素(Ａｍｐ)、
三羟甲基氨基甲烷盐酸盐缓冲液(Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ)、尿素、
咪唑、磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳ)、十二烷基硫酸钠￣聚
丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)制备试剂盒(分离

胶含量为 １０％、１２％、１５％)、考马斯亮蓝染色液、生
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理盐水、ｄｄＨ２Ｏ、脱色液、三(２￣羧乙基)膦(ＴＣＥＰ)、
氯乙酰胺(ＣＡＡ)、胰蛋白酶、肽段抽提液(ＡＣＮ / ｆｏｒ￣
ｍｉｃ ａｃｉｄ)、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、胎牛血清、７５％乙

醇、ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基、 抗生素、 苯甲基磺酰氟

(ＰＭＳＦ)蛋白抑制剂、蛋白质裂解液、５×蛋白质上样

缓冲液、限制性内切酶 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ、脱脂奶粉、
一抗稀释液、 加入吐温 ２０ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲盐溶液

(ＴＢＳＴ)、增强型化学发光试剂(ＥＣＬ)发光液等均购

自碧云天生物科技有限公司ꎮ
１.１.２　 Ｌｕｒｉａ￣Ｂｅｒｔａｎｉ(ＬＢ)培养基的配制　 按 １０ ｇ / Ｌ
胰蛋白胨、５ ｇ / Ｌ酵母提取物、１０ ｇ / Ｌ氯化钠的量称

取药品并加水溶解ꎬ调节溶液的 ｐＨ 值至 ７􀆰 ０ꎬ并定

容至 １ Ｌꎬ固定培养基需另加入琼脂(总含量为 ２０
ｇ / Ｌ)ꎬ配制好培养基后高压灭菌ꎮ
１. １. ３ 　 包 涵 体 洗 涤 溶 液、 结 合 溶 液 　 按照 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、５００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、１ ｍｏｌ / Ｌ尿素或

２ ｍｏｌ / Ｌ尿素或 ３ ｍｏｌ / Ｌ尿素的浓度称取药品并加水

溶解ꎬ调节 ｐＨ 值至 ８􀆰 ０ꎬ配制包涵体洗涤缓冲液ꎮ
按照 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑、８ ｍｏｌ / Ｌ 尿素的浓度称取药品并加水

溶解ꎬ调节 ｐＨ 值至 ７􀆰 ５ꎬ配制包涵体结合缓冲液ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 基因合成及重组表达载体的制备 　 用在线

蛋白质跨膜结构域预测工具 ＴＭＨＭＭ ２.０ 对从 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 中查询的猪 ＴＧＦⅡＲ 氨基酸序列(编号: ＸＰ＿
０２０９２７１５２.１)进行预测ꎬ找出蛋白质的胞外域ꎬ并剔

除信号肽序列ꎮ 随后对编码胞外域的序列进行密码

子优化并进行化学合成ꎮ 在 ５′端添加 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切

位点ꎬ在 ３′端添加终止密码子、Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎬ通
Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 将相应基因克隆至载体 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)
上ꎬ并通过质粒提取试剂盒获得重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ
(＋)￣ＴＧＦⅡＲ 备用ꎮ
１.２.２　 重组蛋白质的诱导表达及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测

　 将重组 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ＴＧＦⅡＲ 转化至 ＢＬ２１(ＤＥ３)
菌株中ꎬ用移液枪吸取 １００ μＬ 菌液ꎬ使用涂布玻璃

棒将菌液均匀涂布于 ＬＢ 固体培养基上ꎬ于 ３７ ℃培

养过夜ꎮ 待长出单菌落后ꎬ挑取单菌落接种于添加

氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中进行过夜扩大培

养ꎮ 当 ＯＤ６００为０.６~０􀆰 ８ 时ꎬ加入乳糖并在摇床上诱

导重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白的表达ꎬ诱导用的乳糖质量

浓度梯度为 ０􀆰 ５ ｇ / Ｌ、１􀆰 ０ ｇ / Ｌ、１􀆰 ５ ｇ / Ｌ、２􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ诱
导温度为 ３７ ℃ꎮ 取诱导后的菌液ꎬ用 ＰＢＳ 重悬后

超声破碎 ３０ ｍｉｎꎬ离心并收集上清液和沉淀ꎮ 按照

上清液 ∶ 沉淀 ＝ ４ ∶ １(体积比)加入５×蛋白质上样

缓冲液ꎬ在 ９５ ℃、１０ ｍｉｎ 条件下使其充分变性ꎬ取
１０ μＬ 变性溶液进行上样电泳ꎮ 电泳结束后ꎬ用考

马斯亮蓝快速染色液染色１５~ ２０ ｍｉｎꎬ再用蒸馏水

脱色至背景清晰ꎮ
１.２.３　 重组蛋白质的纯化及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测 　 按

照方法 １.２.２ 优化的最佳诱导条件和诱导步骤进行

重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白的扩大培养ꎬ将诱导好的菌液

于８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ加入 ＰＢＳ
重悬后ꎬ用超声波破碎仪进行破碎洗涤ꎬ参数如下:
功率 ２００ Ｗꎬ工作时间 ２ ｓꎬ工作间隙 ２ ｓꎬ共持续 ２
ｍｉｎꎮ 用超声波进行破碎处理后对液体进行离心并

收集沉淀ꎬ再重复 １ 次 ＰＢＳ 洗涤的步骤后ꎬ分别用 １
ｍｏｌ / Ｌ、２ ｍｏｌ / Ｌ、３ ｍｏｌ / Ｌ包涵体洗涤溶液并重悬沉

淀ꎬ再用超声波破碎仪(功率 ２００ Ｗꎬ工作时间 ２ ｓꎬ
工作间隙 ２ ｓꎬ共持续 ２ ｍｉｎ)进行破碎洗涤ꎬ离心并

收集沉淀ꎮ 重复上述步骤 ６ 次后ꎬ用 ８ ｍｏｌ / Ｌ尿素将

包涵体溶解ꎮ
将重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白溶液装入处理好的透析

袋中ꎬ以生理盐水作为透析液ꎬ于 ４ ℃透析 １２ ｈꎬ更
换 １ 次透析液后继续透析 １２ ｈꎬ至尿素不再渗出ꎬ确
保此时重组蛋白质处于可溶解状态ꎬ表明已获得纯

化的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白溶液ꎮ
与此同时ꎬ收集每次尿素洗涤后的重悬溶液及

纯化的蛋白质样品ꎬ按照４ ∶ １(体积比)加入５×蛋白

质上样缓冲液ꎬ在 ９５ ℃、１０ ｍｉｎ 条件下使其充分变

性ꎬ取 １０ μＬ 变性后的溶液进行电泳ꎬ电泳结束后用

考马斯亮蓝快速染色液染色 １５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ再用蒸馏

水脱色至背景清晰ꎮ
１.２.４　 质谱检测 　 用手术刀切割电泳凝胶上的样

品蛋白质条带ꎬ用玻璃棒将样品捣碎后分别加入

ｄｄＨ２Ｏ、脱色液、乙腈振荡 ５ ｍｉｎꎬ离心并去除上清

液ꎮ 加入 三 ( ２￣羧 乙 基 ) 膦 ( ＴＣＥＰ )、 氯 乙 酰 胺

(ＣＡＡ)于 ６０ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ进行还原烷基化反应ꎮ
加入乙腈振荡 ５ ｍｉｎꎬ随后离心去除上清液ꎬ再真空

抽干ꎮ 按照样品体积加入适量胰蛋白酶ꎬ于 ３７ ℃孵

育并振荡过夜进行酶切ꎮ 第 ２ ｄ 加入肽段抽提液

(ＡＣＮ / ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ)ꎬ超声处理 １０ ｍｉｎꎬ离心后取上清

液ꎬ真空抽干ꎮ 使用 Ｃ１８脱盐柱脱盐ꎬ真空抽干后于

－２０ ℃冻存ꎬ准备上机检测ꎮ
１.２.５　 重组蛋白质生物活性的检测 　 从屠宰场收
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集形态正常的卵巢ꎬ依次在 ３７ ℃ 生理盐水溶液、
７５％乙醇中清洗后抽取卵泡液ꎬ离心并收集颗粒细

胞ꎬ在含有 １０％胎牛血清、１％三抗的 Ｆ１２ 培养基中

悬浮后接种于 １２ 孔板中ꎬ再将其置于 ３７ ℃、含 ５％
ＣＯ２的细胞培养箱中培养ꎮ 将纯化的重组猪 ＴＧＦⅡ
Ｒ 蛋白过滤除菌后ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 在培养箱中提前孵育

４ ｈ(使重组 ＴＧＦⅡＲ 蛋白与 ＴＧＦ￣β１ 充分结合)ꎮ 将

猪颗粒细胞随机分为对照、ＴＧＦ￣β１ 处理组、重组猪

ＴＧＦⅡＲ 蛋白处理组ꎬ重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白与 ＴＧＦ￣
β１ 共孵育处理组ꎮ 提前将重组蛋白与 ＴＧＦ￣β１ 在 ３７
℃培养箱中共孵育 ４ ｈꎬ随后对所有处理组的猪颗粒

细胞同时进行加药处理ꎬ４５ ｍｉｎ 后收集细胞ꎬ提取蛋

白质ꎬ每孔细胞加入 １２０ μＬ 含 １％ ＰＭＳＦ 的胞蛋白

裂解液ꎬ于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后加入５×蛋白质上样缓

冲液ꎬ在 ９５ ℃处理 １０ ｍｉｎꎬ使其充分变性ꎮ
每组取 １０ μＬ 蛋白质样品上样ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ

后ꎬ用半干转移法转移蛋白质至聚偏二氟乙烯

(ＰＶＤＦ)膜上ꎬ用 ５％脱脂奶粉于室温封闭 １ ｈ 后ꎬ分
别用 ｐ￣Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ３ 一抗于 ４ ℃孵育过夜ꎬ用 ＴＢＳＴ
溶液洗涤后ꎬ在室温下加入与 ｐ￣Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ３ 一抗对

应的二抗孵育 １ ｈꎬ再用 ＴＢＳＴ 溶液洗涤ꎬ配制并吸取

适量增强型化学发光试剂(ＥＣＬ)覆盖于蛋白质条带

上ꎬ通过化学发光成像仪(ＬＡＳ￣４０００)进行拍摄ꎬ以甘

油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)作为内参蛋白质ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 原核表达载体的构建

ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的猪 ＴＧＦⅡＲ 共有 ５６７ 个氨基

酸残基ꎬ用 ＴＭＨＭＭ ２.０ 在线软件对 ＴＧＦⅡＲ 进行跨

膜结构分析ꎬ结果发现ꎬ第１~１６０ 个氨基酸属于蛋白

质的胞外域ꎬ并且第１~２３ 个氨基酸属于信号肽部分

(图 １)ꎮ 因此ꎬ我们选择第２４~１５９ 个氨基酸进行表

达研究ꎮ
通过人工化学合成法合成密码子优化后的序列ꎬ

得到编码猪 ＴＧＦⅡＲ 基因的胞外域蛋白质编码 ＤＮＡ
片段ꎮ 将该 ＤＮＡ 片段经 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 双酶切处理

后连接至同样经过双酶切处理的 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体

上ꎬ经 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 转化、筛选、扩增ꎬ最终获得用于原

核表达的 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ＴＧＦⅡＲ 质粒ꎮ 将重组质粒用

Ｂａｍ Ｈ Ｉ / Ｘｈｏ Ｉ 进行双酶切鉴定ꎬ分别得到长度为

２ ０００ ｂｐ、５ ０００ ｂｐ 的片段ꎬ与预期大小一致(图 ２)ꎬ
表明质粒 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ＴＧＦⅡＲ 构建成功ꎮ

图 １　 猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)胞外域结构分析

结果

Ｆｉｇ.１ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
β１ ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡＲ) ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ

泳道１:Ｍａｒｋｅｒꎻ泳道２:经Ｂａｍ ＨⅠ/ ＸｈｏⅠ双酶切的ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ＴＧＦⅡ
Ｒꎻ泳道 ３:未经 Ｂａｍ ＨⅠ/ ＸｈｏⅠ双酶切的 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ＴＧＦⅡＲꎮ
图 ２　 猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)胞外域重组表达

载体的鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｐｏｒ￣
ｃｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
(ＴＧＦⅡＲ) ｉｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ

２.２　 重组蛋白质的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测

将重组表达载体转化到表达菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)
中ꎬ经乳糖诱导后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 考马斯亮

蓝染色结果显示ꎬ以蛋白质相对分子量为１０ ０００~
１８０ ０００的 Ｍａｋｅｒ 作为参照ꎬ可见相对分子量约为

１５ ０００的包涵体蛋白质得到成功表达(图 ３ 中的第 ２
泳道)ꎮ 分别用 ０􀆰 ５ ｇ / Ｌ、１􀆰 ０ ｇ / Ｌ、１􀆰 ５ ｇ / Ｌ、２􀆰 ０ ｇ / Ｌ
乳糖对包涵体蛋白质进行诱导表达ꎬ结果发现ꎬ包涵

体蛋白质表达效率最高的诱导质量浓度为 ２􀆰 ０ ｇ / Ｌ
(图 ４ 中的第 ４ 泳道)ꎮ 当以 ４ ｈ、５ ｈ、６ ｈ、７ ｈ、８ ｈ 的

乳糖诱导时间分别诱导蛋白质表达发现ꎬ８ ｈ 的诱

导效果最佳(图 ５ 中的第 １０ 泳道)ꎮ
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １:重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)蛋
白上清液的重悬液ꎻ泳道 ２:重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白沉淀的重悬液ꎮ
图 ３　 ｐＥＴ￣３２ａ(＋) ￣转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)诱导

表达的十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＥＴ￣３２ａ( ＋) ￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１
ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡＲ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｏｄｉ￣
ｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １~４:乳糖诱导浓度依次为 ０􀆰 ５ ｇ / Ｌ、１􀆰 ０ ｇ / Ｌ、１􀆰 ５
ｇ / Ｌ、２􀆰 ０ ｇ / Ｌ重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)蛋白沉

淀重悬液ꎮ
图 ４　 重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)蛋白乳糖诱

导浓度梯度的十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳

(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)结果

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅ￣
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ( ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ) ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡ
Ｒ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｃｔｏｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ

２.３　 重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)
蛋白胞外域的纯化和复性

　 　 对分离提取的包涵体进行多次清洗后ꎬ用 ８
ｍｏｌ / Ｌ尿素将其溶解ꎬ然后对其进行复性处理ꎬ并对

复性后的蛋白质进行电泳分析ꎮ 重组蛋白质的考马

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １、３、５、７、９:诱导时间分别为 ４ ｈ、５ ｈ、６ ｈ、７ ｈ、８ ｈ
的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白上清液ꎻ泳道 ２、４、６、８、１０:诱导时间分别

为 ４ ｈ、５ ｈ、６ ｈ、７ ｈ、８ ｈ 的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 沉淀重悬液ꎮ
图 ５　 重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦ Ⅱ Ｒ)蛋白乳糖

诱导时间梯度的十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳

(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)结果

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｐｈａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅ￣
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) ｏｆ ｔｉｍｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ ｔｙｐｅ
Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡＲ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｃｔｏｓｅ

斯亮蓝染色结果(图 ６)显示ꎬ泳道中出现相对分子

量约为１５ ０００的蛋白质条带ꎬ与预期相对分子量为

１５ ０００的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白大小相符ꎬ且纯度达

８０％以上ꎮ 由此可见ꎬ本试验获得了纯度较高且溶

解度良好的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 胞外域蛋白质ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １:纯化后的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白ꎮ
图 ６　 重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)蛋白纯化后的

十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)结果

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅ￣
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍ￣
ｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ ｔｙｐｅ Ⅱ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡＲ) ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 重组蛋白质的质谱鉴定结果

为了证明所表达的蛋白质是猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白ꎬ
将上述试验中相对分子量为１５ ０００左右的蛋白质电
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泳条带切下进行质谱鉴定ꎬ并对质谱鉴定试验得到

的肽段序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ
ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ＴＧＦⅡＲ 经乳糖诱导后表达的蛋白质

确实为重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白ꎮ

ｙ１ ~ ｙ９、ｙ１１、ｂ２、ｂ４ ~ ｂ８、ｂ１０表示不同肽段ꎻ图上方为鉴定的肽段结果ꎮ

图 ７　 重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)蛋白的质谱鉴定结果

Ｆｉｇ.７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡＲ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

２.５　 重组 ＴＧＦⅡＲ 胞外域蛋白质的生物活性检测

目前已知 ＴＧＦ￣β１ 活性中最主要且最直观的表

现是与其受体 ＴＧＦⅡＲ 结合并催化其下游信号分子

Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的磷酸化ꎮ 因此ꎬ要鉴定本研究制备

的重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白是否具有生物活性ꎬ主要是

要证明其是否能与 ＴＧＦ￣β１ 结合ꎮ 换言之ꎬ要证明

重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白是否可以与细胞表面的天然

ＴＧＦⅡＲ 竞争性结合 ＴＧＦ￣β１ꎬ 从而抑制细胞内

Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的磷酸化ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果

(图 ８)表明ꎬ用 ＴＧＦ￣β１ 处理后ꎬ猪颗粒细胞中的

Ｓｍａｄ３ 磷酸化水平升高ꎻ当用重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白

与 ＴＧＦ￣β１ 共孵育处理猪颗粒细胞时ꎬＳｍａｄ３ 的磷酸

化水平相较于 ＴＧＦ￣β１ 单独处理显著下降ꎮ 上述研

究结果表明ꎬ重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白可以与 ＴＧＦ￣β１ 结

合ꎬ从而影响 Ｓｍａｄ３ 的磷酸化水平ꎬ该重组蛋白质

具有生物学活性ꎮ

ａ:利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中磷酸化 Ｓｍａｄ３ 蛋白的水平变化ꎻｂ:各处理组细胞中磷酸化 Ｓｍａｄ３ 蛋白的条带灰度分析ꎻｃ:各处理组细

胞中 Ｓｍａｄ３ 蛋白的条带灰度分析ꎮ Ｃ:空白组ꎻＴ:转化生长因子(ＴＧＦ)￣β１ 处理组ꎻｒＴＲ＋Ｔ:重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白与 ＴＧＦ￣β１ 共孵育处理组ꎻ

ｒＴＲ:重组猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白处理组ꎮ Ｓｍａｄ３ 为信号分子ꎻＰｓｍａｄ３ 为磷酸化的 Ｓｍａｄ３ꎻＧＡＰＤＨ(甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶)为内参蛋白ꎮ∗表示差异

显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬｎｓ 表示无显著差异ꎮ
图 ８　 重组猪转化生长因子 β１Ⅱ型受体(ＴＧＦⅡＲ)蛋白处理猪颗粒细胞对 Ｓｍａｄ３ 磷酸化水平的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ ｔｙｐｅ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＧＦⅡＲ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ Ｓｍａｄ３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ
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３　 讨 论

ＴＧＦⅡＲ 是 ＴＧＦ￣β 家族中多个成员共用的受体ꎬ
通过与 ＴＧＦ￣β 配体结合并诱导磷酸化来进行信号转

导[１２]ꎮ 大量研究发现ꎬＴＧＦⅡＲ 通过影响 ＴＧＦ￣β 信

号转导ꎬ从而在抑制肿瘤发生的过程中发挥关键作

用ꎮ ＴＧＦⅡＲ 可以作为 ＧＡ 结合蛋白 Ａ (ＧＡＢＰＡ)的
直接靶点而激活 ＴＧＦ￣β 信号转导ꎬ从而发挥对肿瘤的

抑制作用[１５]ꎮ 除了抑制肿瘤ꎬＴＧＦⅡＲ 还在调节颗粒

细胞凋亡与女性生育能力中发挥着关键作用ꎬ作为去

泛素酶 ＵＳＰ９Ｘ 的新底物和间接转录靶点ꎬ参与组成

包括 ＴＧＦ￣β 信号通路在内的功能性微调节网络[１６]ꎮ
ＴＧＦⅡＲ 对于颗粒细胞的作用在猪的研究中也有报

道ꎬＹａｎｇ 等[１７]发现ꎬＴＧＦⅡＲ 是猪颗粒细胞凋亡的关

键抑制因子ꎬ且 ＴＧＦⅡＲ 可以作为靶点发挥作用以启

动新生小鼠卵巢中的原始卵泡发育并维持原始卵泡

静止[１８]ꎮ 很多研究发现ꎬＴＧＦⅡＲ 可以在不同物种中

通过 ＴＧＦ￣β 信号转导从而影响卵巢颗粒细胞的凋亡ꎮ
因此ꎬ阻断 ＴＧＦ￣β 信号的传导可能是一种改善母猪卵

泡发育、提高繁殖效率的有效治疗手段ꎮ
然而在目前的研究中ꎬ阻断 ＴＧＦ￣β 家族的信号转

导常用小分子抑制剂和 ｓｉＲＮＡ 干扰的方法[１９]ꎮ 小分

子抑制剂作为一种化合物ꎬ虽然具有高效的特点ꎬ但在

动物活体中使用时存在毒性较大、给药繁琐和成本较

高等缺点ꎮ 而 ｓｉＲＮＡ 干扰是目前的研究中常用的一种

较为有效的方法ꎬ但是在很多时候只能进行体外细胞

试验ꎬ动物活体试验也存在与小分子抑制剂类似的困

难ꎮ 鉴于此ꎬ结合前人研究结果ꎬ我们提出了利用重组

ＴＧＦⅡＲ 蛋白竞争性结合体内 ＴＧＦ￣β 以阻断家族的信

号转导的方法ꎮ 目前 Ｇａｏ 等[２０]构建了人的包含抗 ＰＤ￣
Ｌ１ 抗体、ＴＧＦⅡＲ 胞外域的多功能融合蛋白质ꎬ在小鼠

模型中ꎬ可免疫抑制 ＴＧＦ￣β 信号转导从而抑制肿瘤的

增殖ꎮ 但是ꎬ目前尚未有研究发现单独重组猪 ＴＧＦⅡＲ
蛋白的表达能够阻断 ＴＧＦ￣β 信号转导ꎬ并且缺乏利用

重组蛋白质进行动物试验的相关研究ꎮ
因此ꎬ本研究构建了猪 ＴＧＦⅡＲ 的原核表达载

体ꎬ通过在大肠杆菌中进行表达后ꎬ提取并纯化重组

猪 ＴＧＦⅡＲ 蛋白ꎬ并对其活性进行验证ꎮ 首先ꎬ在感

受态细胞 ＢＬ２１ＤＥ３ 中转入原核质粒ꎬ用终质量浓度

为 ２􀆰 ０ ｇ / Ｌ的乳糖诱导ꎬ于 ３７ ℃培养过夜以成功表达

重组猪 ＴＧＦⅡＲ 包涵体蛋白ꎮ 表达成功后ꎬ于冰上超

声破碎细菌ꎬ离心后弃上清液ꎬ用 ＰＢＳ 及包涵体洗涤

溶液多次重悬沉淀并用超声波洗涤沉淀ꎬ随后用生理

盐水对沉淀进行透析处理 ２４ ｈꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果显

示ꎬ蛋白质的纯化效果较好ꎬ猪 ＴＧＦⅡＲ 重组蛋白质

的纯度达 ８０％以上ꎬ且处于稳定的可溶解状态ꎮ 通过

质谱鉴定ꎬ确定所表达的蛋白质为猪 ＴＧＦⅡＲ 重组蛋

白质ꎮ
与真核表达系统相比ꎬ以大肠杆菌为表达载体

的原核表达系统ꎬ具有成本较低、生长速度快等特

点ꎬ并可在较短时间内表达出大量目的蛋白质ꎮ 本

研究主要实现的是重组猪 ＴＧＦ Ⅱ Ｒ 蛋白的包涵体

蛋白质表达ꎬ虽然包涵体蛋白质需要用高浓度的尿

素进行变性后复性ꎬ具有步骤复杂、可能存在影响蛋

白质活性及复性率的因素等问题ꎬ但是对获得的重

组猪 ＴＧＦ Ⅱ Ｒ 蛋白在细胞水平上进行验证发现ꎬ本
研究获得了具有生物活性的重组猪 ＴＧＦ Ⅱ Ｒ 蛋白ꎮ

本研究成功表达了纯度较高、处于稳定可溶状

态的猪重组 ＴＧＦⅡＲ 蛋白ꎬ并分为对照组、ＴＧＦ￣β１
处理组、猪重组 ＴＧＦⅡＲ 蛋白与 ＴＧＦ￣β１ 共孵育处理

组、猪重组 ＴＧＦⅡＲ 蛋白处理组来进行猪颗粒细胞

水平的验证ꎮ 结果显示ꎬ猪重组 ＴＧＦⅡＲ 蛋白可以

结合 ＴＧＦ￣β１ꎬ且 ｓｍａｄ３ 的磷酸化水平显著下调ꎬ表
明本试验用原核系统构建的猪重组 ＴＧＦⅡＲ 蛋白具

有活性ꎬ可以竞争性阻断 ＴＧＦ￣β１ 信号来改善母猪

卵泡发育ꎬ为进一步研究和开发适用于提高母猪乃

至其他家畜繁殖效率的产品奠定了工作基础ꎮ
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