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摘要：通过对猪生长澈素(pGH)基因的 cDNA进行澍序。得到 pGH eDNA的全序列。并与 Seeburg 

等报道的序列进行 了比较和讨论 。然后利用具人工合成宕动子和多角体 蛋白 XIV宕动 子的转移 

载体质粒 psx1w 1+x3／4构建 出古 pGH基 因的重组 质粒 pX3／4-pGH。将 pX3／4一pGH与致死 映 

失型线性化 AcMNPV．OCC—DNA共转染 细胞。构建 出既能形成多 角体 又能 表达 pGH基因的 

苜蓿 丫纹夜蛾核 多角体重组病毒 AeMNPV．pX．3／4一pGH一00c+。癔染重组毒株的 肺 5细胞可溶蛋 

白爰其培养上清的 SDS-PAGE和 Western blot的分 析结果表 明．癔染细 瞻的蛋 白电诛带 的 20．7 

kDa处有一条猪生长澈素特异带。但培养上清中授有。凝胺黑度扫描估测结果显示 pGH蛋白占细 

胞可溶蛋白的 4．48％。 

关键调．碹生墨茎壅墨垦 
中田分羹号 ：c 86，$859 —5125(2000103—0285一o6 

猪生长激素(Porcine Growth Hormone。pGH)是由猪脑垂体分泌的一种 多肽激素，可促进 

蛋白质和脂肪动用，显著提高猪的生长速度、饲料报酬和瘦肉率．具有明显的经济效益和社会 

效益。为了更好地研究和利用 pGH，人们除了直接从脑垂体分离 pGH外，还应用生物工程技 

术，利用大腑杆菌表达[1 ]。但大肠杆菌表达 系统属原核表达系统，它缺乏对表达的真核蛋 

白的翻译后加工功能 』]，如信号肽的切除．蛋白质的甲基化、糖基化和磷酸化，精确的蛋白折 

叠等，这使得表达的蛋白的生物活性得不到保障。本文采用我室组建的具有人工合成启动子 

和多角体蛋 白XIV启动子的杆状病毒载体系统。对 pGH基 因在昆虫细胞 中的表达进 行了研 

究。 

1 材料和方法 

1．I 材料 

1．1 1 质粒、菌株和病毒 古猪生长激素(pGH)基因 eDNA的质粒 pPkGH 由广东省农科院畜牧研究所提 

供 ；质粒 pBlue*cr；．pt MI3(．)、大脑杆菌 ＆ “ c 转化受体菌 DHSa由 中山大学 生物 防治 国家重 点实验 

室像存 ；古翻译起 始密码子 T̂G的转 移载津质粒 psxIVVl x3／4由中山大学生物 防治 国家重点 实验 室构 

建 ；线性化致死缺失型苜蓿 丫纹夜蛾多 角体病毒(AcMNPV．OCC一)基因组 DNA购 自PharMingen公 司；含 
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合成启动子和 半乳糖苷酶基因的无包涵体粉纹夜蛾重组毒株TnNPV-SV1一-G由中山大学生物防治国家重 

点实验室椅建。 

1 1 2 细胞 草地夜蛾(sm／om #u#／~m／a，SO)昆虫细胞引自英国 自然环境研究委员会病毒研 究所 ([mti． 

加托d V'trdogy．Oxford．EII幽Ild，NFa~)；粉纹夜蛾昆虫细胞(H 。BTI-TN-5B1-4)引 自美国 大学 

1．1．3 试剂 共转染埋 冲液 A和 B、昆虫 细晦裂解缓冲液 及蛋 白酶抑制剂 混合物购 自 PhaxMingea公司 ； 

1"4DNA连接 酶、所有限制内切酶、丙烯酰胺和 N，N‘-亚 甲双丙烯酰胺购 自 Promega公 司~RNase A、Proteina．se 

K和辣根过氧化物酶捧记的羊抗兔 IgG抗体为毕美生物工控公司产品；兔抗猪生长激素抗体 由广束 省农科院 

畜牧研 究所提供 ；双链 T'DNA序列分析试剂 盘(T'Sequeaein rM Kit)购自 Pharmaeia＆ 吮 h公 司；X- 和 

[PTG购 自Sgrna公司 ：胎牛血清和无血 滑培养基购 自 GIBCOLBRL公司；硝酸纤维 素膜 购 自 ScNdch~ ＆ 

SchueU公司。 

1．2 方法 

1 2 1 质粒的柯建 参照 Sambrook等 的方法。 

1．2 2 核苷酸序列分析 参照 PharmaciaBmt~h公司的双链 T1DNA序列分析试剂盘使 用说 明。 

1．2 3 重组病毒的构建 参照 Summers等 的方 法进行。采用磷酸 钙沉淀法将 经聚乙二醇纯化的台 pGH 

基因的重组转移载件质粒与致死缺失型线性化 AcMNPV-OCC—DNA共转染 Sf9细胞。 

1．2 4 表达产物的检测 

1．2 4．1 重组病毒的定量感染及样品制备 用 AeMNPV-pX3／4．pGH-OCC’及 AeMNPV-OCC一分别!舂染对 

数生长期的 Hi 5细胞，27℃培养 72--120小时后．收获细胞及培养上清．并制备细胞裂解物。 

1．2．4 2 SDS-PAGE及 Western Mot分析 按 Sambmok等 "】的方法进行。 

2 结果 

2．1 猪生长激素基因的克隆及鉴定 

2．1．1 pGH基因的克隆 

用 EcoRI酶切质粒 pPkGH，得到一条 900 bp大小的片段，与猪生长激素基因的 eDNA大小 
一 致．初步证明这一片段即为 pGH eDNAo将这一片段插入到质粒 pBluescfipt M13(一)多克隆位 

点的 EcoRI窗 口中．构成重组质粒 pBlue-pGH．并用 EcoRI限制性内切酶酶切鉴定(图略)。 

2．1．2 猪生长激索(pGH)基因的亚克隆及序列测定 

根据 已发表的 pGH eDNA的全序列 可知．其 中仅含有一个 smn I位点。用 Sma I酶 

切 pBlu~pGH．得到一个约 3．4 kb的大片段和一个约 400 bp的小片段。大片段由 T4DNA连 

接酶连接环化后克隆，小片段克隆到 pBluescript M13(一)，然后分别用 Sanger双脱氧链 终止 

法进行序列测定和分析，并与 Seeburg等的序列进行比较，发现在编码区中仅有一个碱基存在 

差异(图 1，不同的碱基用 *标出)．但它们所编码 的氨基酸均为 Leu，因此确定所得到的片段就 

是 pGH基因的 eDNA。 

s：se曲ur|等 (I9幻 )的 eDNA腰序 

s：eDNA sequent*Tcp by Sceb~rg d 

日：用 pBIm-pGH亚克盛 得 的 eDNA■序 

B：pGHeDNA sequ ∞inpBIm-pGH 

图 1 猪生长激索基固的部分 eDNAl瞬序及氰基醴序列 
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2．2 含 pGH基因的重组质粒 pX3／4-pGH的构t 

从 pBtue-pGH上用 I酶切出含 pGH基因的片段，并克隆到转移载体质粒 pSXiVVl 

x3／4的复合启动子 P ，xrv下游的 f I酶切窗口中，构建成重组质粒 pX3／4．pGH(1~2)。复 

合启动子与 pGH基因的部分序列见图 3。用 f I酶切鉴定重组质粒，然后再用 Snm I单酶 

切、Pn I／Sma I双酶切进行鉴定，并挑选 pGH基因插入方向正确的重组质粒(图 4)。 
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2．3 含 p(珊 基因t组病毒的构建及鉴定 

将重组转移载体质粒 pX3／4．pOn DNA用改进的聚 乙二醇沉淀法纯化与致死缺失型线后 

性化 AcMNPv_Occ DNA共转染 si9细胞．通过同源重组构建出含猪生长激素基因的重组病 

毒。27℃培养 3 d后可观察到明显的有多角体形成的重组病毒斑。 
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2．4 猪生长激素基因在 HiS细胞中的表达殛其表遗产物鉴定 

将 MOI约为 3～10的重组毒株 AcMNPV-pX3／4一pGH—OCC 及亲本毒株 AcNPV-OCC 

分别感染处于生长对数期的 Hi5细胞，27℃培养 48～120小时后．对细胞可潘蛋白和培养上 

清进行 SDS-PAGE分析。结果显示 AcMNPV-pX3／4 pGH-OCC 感染的细胞可潘蛋白样 品比 

感染 AcNPV4)CX；一的细胞样品多了一条 20．7 kDa的蛋 白带(图 5)。该蛋白带与天然的猪生 

长激素(分子量约为 22 kOa)大小相近。培养上清中没有该特异带。进一步做 Western blot分 

析，结果显示．AcMNPV—pX3／4一pGH—OCC 感染的细胞可溶蛋 白中有一条分子量为 20．7 kDa 

的猪生长激素特异性反应带。而 AcMNPV—OCC一毒株的免疫印迹结果为阴性 (图 6)。这说明 

表达产物即为预期的 oGH融合蛋白。 

圉 4 重组转 移薮体质艟 px3／4．p(；H的酶切鉴定 

Fig．4 Characterization of px3／4-pGH by PstI／SmaI dige~tinn 

m：l kb DNA ladder．a：pX3／4；b：px3／4．r,c,H／Pa l； 

ceils c：px3／4．pGFdS~zl；d：px3／4 pG 脚 I+SmaI； 

e：100 bpDNA ladder 

图 5 经重组精毒 AeNPV-px3／4．0GH-OCC 葛染 

48—120小时的 Hi5细胞可溶蛋白的 SDS-PAGE分 折 

F 5 SDS-PAGE analysis of the sdubb 噬Ihhr proteins． 

。f肼 5Irom 48to120 h po6tiMcction 

m：Mid-m ge pnatein mol~ular we ht ramrkex"． 

a：雎 5 edls inleered with TnNPV-SVI．G； 

be：Hi5 cells irdected with AeNPV．Dx3／4-I~GH-OCC 

from 48．72．96协 120 h respectively 

2．5 表选效率测定 

将经重组病毒感染了 48、72、96、120小时的细胞的可潘蛋白进行 SDS-PAGE电泳，考 马 

斯亮蓝 R-250染色后，甩 日本岛津 CS-930双波长薄层扫描仪扫描估测可知，表达 产生的猪 生 

长激素量分别占细胞可潘蛋白的 1．15％、1．20％、1．50％、4．48％，即感染后 120小时达最高 

峰。 

3 讨论 

通过对 pGH eDNA的全序列进行分析。并与 Seeburg等发表的结果‘’ 比较证明。所得片段 

为 pGH基因。本研究得到的 eDNA和 Seeburg等报道的核苷酸序列同源性很高。仅在编码 区 

中有～个碱基不同(图 1)。但它们所编码的氨基酸均为 Leu，这说 明它们表达出的成熟生长激 

素是相同的。 
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本研究的猪生长激素基因 eDNA在 ／-／／5细胞中的表 

达产物的 We．stem blot实验结果表明．vGH eDNA编码的 

蛋白与天然的猪生长激素具有相似的免疫原性。 

杆状病毒表达 载体具有很强的表达外源基因的能力。 

为了在昆虫离体细胞和虫体 中大量表达猪生长激 素，本实 

验利用既可高效表达外源基因叉可形成多角体的杆状病毒 

表达载体 ~xwvi 3／4构建了重组质粒 pX3／4一pGH。因 

为利用的是载体的起始密码子，载体质粒与外源基因间融 

合了一个二肤(Arg_ u)．所 以外源蛋白在表达系统中的稳 

定 性应 得 到提 高，表 达量 应得 到增 大。但 通过 对 SDs 

PAGE的 凝 胶 黑 度 扫 描 估 测 发 现，最 大 的 表 达 量 仅 为 

4．48％，可见表达水平不甚理想。这可能与基因本身的性 

质有关．因为不同的基因即便在同一表达 系统中，其表达水 

平仍有可能存在很大差异。5 编码序列也可能影响表达水 

平。以基因结构 十分相近的牛生长激素表达为倒，George 

曾将牛生长激素前 2O个氨基酸中的 l3个氨基酸的密码子 

改变 为大 肠杆 菌 中常 用的密 码子，表达 水平 提高 了 10圉6 pGH基因在Hi5细胞中表达产物的 

倍It0J~本文 pGH的 5 端某些氨基酸的低额密码子的出现 甜酊 

也可能影响到翻译水平。另外．若外源基因中存在大量的 Fig．6
． 

一 帅  ’ 

CTTG．则可通过反义RNA使表达量大大减少。pGH基因lm：M ． pr0 h【 ． 
中有多个 CTTG序列，这可 能也 是影 响表达量的原 因之 ： 
一 L4】

。 由于最终表达 出的是一个融合蛋 白，若昆虫细胞未 a：Hi5 cells infected w AcNPV-pX3／4． 

能很好识别融合两个氨基酸的 pGH的信号肤，就有可能使 pGH_OCC ； 

表达产物不能正确加工和分泌．使培养上清中得 不到预期 ： k sv1一。 

的成熟生长激素。针对这个 问题，我们已拟在将来的实验 

中进行改进，去掉 vGH基因本身的信号肤序列，将其构建 

到带有强信号肤序列的昆虫杆状病毒表达载体 pAcGP67-A上，以确保信号肤的正常切割 ．获 

得所需的成熟生长激素。 
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Expression of Porcine Growth Hormone Gene 

in Baculovirus Vector System 

OUYANG Jing ，WEI Ping-hua2．YANG Lin ，XIE Ming-quan 

YANG jie ．LONG Qing．xin ，’WANG Xun．zhana‘ 

‘(Biopharmaceutical Center，StateKey Laboratory加 Biological Contro1． 

Zhongshan University，GuangrJmu 510275，China) 

~(Gua增幽 ^m ofagric“ItⅡm Sciences．(1删  幽  510650．China) 

Abstract：The eDNA sequence encoding porcine growth hormone(pGH)was inserted into the 

plasraid of pBluescript M13(·)．The sequening results showed that a 984 base-pair fragment is i· 

den tical to that reported by Seeburg et a1．，with the exception of ogle different base-pair in the 

ORF．Then，a haeulovirus recombinant vector(pX3／4．pGH)with the pGH 0RF was construct． 

ed and cotransfeeted 硪 5 ceIls with the Iinearized parentsl virus(AeMlNPV．OCC一)DNA to pro． 

duee the recombinant virus AcMNPV·pX3／4·pGH-OCC ．in which the pGH gene Was driven by 

the synthetic and XIV promoters．The SDS-PAGE and Western blot ana lysis sho wed that the 

pGH gene product．20．7 kDa fusioo protein，wag obtained ．Tlle expressed pGH accumulated up 

to about 4．48％ of the soluble cellular proteins as estimated by C 930 scanning of the SDS- 

PAGE gel stainning by Coornags~e Brilliant Blue R250． 

Key words：Porcine growth hormone；Sequence analysis；Baculovirus vector system ；Expression 
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