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口服型重组草鱼生长激素基因的创建
及其原核表达最佳条件研究

赵 燕，吕若萱，操志晨，朱波润，张芯玮，唐清美，张秋胜

( 鲁东大学 农学院，山东 烟台 264039)

摘要: 生长激素是脊椎动物分泌的一种多肽激素，具有调节鱼类生长发育和代谢等作用．本研究通过将反式转

录激活因子( TAT，Trans－activating transcriptional activator) 、草鱼生长激素( GH，growth hormone) 和细胞穿透环

肽( CP，cyclic peptides) 等三个基因片段，柔性拼接成一种新型口服型渔用生长激素基因( TGC) 并构建其原核

表达载体，再将其转化至表达菌株 Escherichia coli BL21 ( DE3) 中，获得基因工程菌( TGC－DE3) ，并对该基因

工程菌原核表达条件进行优化．结果表明，柔性拼接后得到的 TGC 基因片段完整并正向整合到表达载体，TGC
－DE3 基因工程菌能诱导表达得到分子质量约 34. 0 kDa 的目的蛋白．当 IPTG 浓度为 0. 05 mmol /L，诱导温度

为 37 ℃，诱导转速为 100 rpm，诱导表达到最佳时间 1. 5 h 时，目的蛋白表达量最高．本研究为渔用生长激素的

使用从注射走向口服提供了可能，也为口服型草鱼生长激素蛋白的规模化原核表达生产提供了技术支持．
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生长激素是包括鱼类在内的所有脊椎动物脑

下垂体分泌出的一种单链多肽激素，具有调节鱼

类生长发育和加速蛋白质合成等作用，但生长激

素在鱼体内合成较少而不足以满足生产需求，且

肠道吸收生长激素的能力有限．注射是人工喂食

鱼类生长激素的常用方法，但其工作量大，且操作

繁琐，难度大［1］．口服型生长激素，可解决生长激

素必须注射的难题，同时通过喂食，不仅劳动强度

小，而且鱼类应激反应低，具有良好的应用前景．
利用基因工程技术在基因工程菌中诱导表达

鱼类生长激素，是生产生长激素的常用方法［2—3］．
TAT 是天然来源的穿膜肽，具有较好的生物相容

性，在体内表现出较好的穿膜效果，TAT 穿膜肽与

其它蛋白形成的融合蛋白可在不改变原蛋白质生

物学功能的条件下透过细胞膜［4—5］．细胞穿透环

肽，是一类不仅自身可穿过细胞膜或组织屏障，还

可以通过内吞或直接穿透等机制运载蛋白质等生

物大分子进入细胞内发挥其效应功能的短肽，具

有良好的生物相容性、对细胞毒性小、入胞转运后

可被降解和能直接与生物活性蛋白融合进行重组

表达等优点［6—7］．另外，基因工程重组的生长激素

也具有生物学活性［8］．本实验构建了口服型重组

草鱼生长激素基因并获得其最佳的原核表达条

件，这将为草鱼生长激素蛋白从注射走向口服，便

于生产应用，提供了可能．同时，也为规模化生产

口服型重组草鱼生长激素蛋白提供了最佳的反应

条件，对后续的应用开发具有一定的参考价值．

1 材料与方法

1．1 主要材料与试剂

大肠杆菌 DH5α，大肠杆菌 BL21 ( DE3) 和表

达载体 pET－28a 均由本实验室保存; T4 DNA 连

接酶、限制性内切酶 BamH I 和 EcoR I 酶购自宝

生物工程( 大连) 有限公司; 2×PCR MIX 酶、DNA
纯化回收试剂盒、质粒小提试剂盒、BCA 蛋白定

量 试 剂 盒 购 于 北 京 全 式 金 生 物 技 术 有 限 责 任

公司．
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1．2 TGC 基因的合成

采用重叠延伸 PCR 技术( gene splicing by o-
verlap extension PCR，SOE PCR) : 该技术利用具

有互补末端的引物，使 PCR 产物形成重叠链，通

过重叠链的延伸将来源不同的扩增片段重叠拼

接．实验分四步进行扩增，完成了 TGC 基因的拼

接．设计的扩增用引物如下:

P1 : 5'－GATCCATGGCCTGCAGCTCGAAGAAATCCAAGCACTGCGGCGGCAGCGGCAGCGGC－3';
P2 : 5'－GATGACTGCGTTGTTGAAGAGCCGCTGGTTCTCTGACATGCTGCCGCTGCCGCTGCC－3';
P3 : 5'－GCCGGAGCCGCCCAGGGTGCAGTTTGAGTCCAGGGATCTC－3';
P4 : 5'－CTGGGCGGCTCCGGCAGCGGCGGCTCCGGCAGCGGCGGCTCCGGCAGCTACGCGCGCGC－3';
P5 : 5'－GCTCATCTTTCTCAGACGCGCGGGCCTGGCGGGCCGCGGCGCGCGCGTAGCTGCC－3'．

第一轮，以引物 P1 与 P2 的等量混合物为模

板( T1 ) ，使用引物 P1 与 P2 进行 PCR 扩增，采用

50. 0 μL 体系: ddH2O 22. 5 μL; T1 0. 5 μL; P11. 0
μL; P2 1. 0 μL; 2×PCR Mix 酶 25. 0 μL，设置参数

为: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，57 ℃退火

30 s，72 ℃ 延伸 30 s，32 次循环后 72 ℃ 延伸 10
min，4 ℃ 保存，得到 TAT 片段．第二轮，以 TAT 片

段和 GH 基因片段的等量混合物为模板( T2 ) ，用

引物 P1 和 P3 进 行 扩 增，采 用 50. 0 μL 体 系:

ddH2O 22. 5 μL; T2 0. 5 μL; P11. 0 μL; P3 1. 0 μL;

2×PCR Mix 酶 25. 0 μL，反应参数同第一轮，扩增

后得到 TAT－GH 基因．第三轮，以引物 P4 和 P5的

等量混合物为模板，用引物 P4 和 P5进行扩增，反

应条件同上，回收得到 CP 基因．第四轮，以 TAT－
GH 基因和 CP 基因的等量混合物为模板，用引物

P1 和 P5进行扩增，反应条件同上，回收得到 TGC
基因．

1．3 构建表达载体与转化表达菌株

本实验重组质粒的构建路线如图 1( c) 所示，

实验步骤如下: 分别将含有 TGC 基因片段与 pET
－28a 载体的质粒用 EcoR I 酶和 BamH I 酶进行

双酶切，酶切体系 50. 0 μL: 10×buffer 5. 0 μL，目

的片段 20. 0 μL，ddH2O 22. 0 μL，EcoR I 1. 0 μL，

BamH I 2. 0 μL，37 ℃ 孵育 3 h，将酶切产物经

1. 2%琼脂糖凝胶电泳后进行 DNA 胶回收．用 T4
DNA 连接酶将 TGC 基因片段和 pET－28a 载体于

16 ℃连接过夜，最后将测序正确的重组表达质粒

转化到表达菌株 DE3 中，再将含目标质粒的大肠

杆菌菌液扩大培养并保藏．

1．4 TGC 蛋白的诱导条件优化

按 1 ∶100 的比例将大肠杆菌液接种于 LB 液

体培养基中一级培养过夜，再接种一级培养产物

进行二级培养至 OD600 值约为 0. 5( 培养条件均

为 37 ℃，150 rpm) ，然后按菌液: IPTG 为 1 ∶1000
加入 IPTG 进行诱导表达，遵循单一变量原则，优

化诱导表达条件［9］．诱导后处理样品: 取 1 mL 样

品，4 ℃离心 10 min 后去上清再加 1 mL 1×PBS
缓冲液混匀重复离心，去上清再加 100 μL 1×PBS
缓冲液和 100 μL 2×SDS Loading Buffer 沸水浴 10
min，然后将样品 10000 rpm 离心 10 min，小心吸

取上清液点样．在浓度为 4%的浓缩胶和 12%的分

离胶中进行 SDS－PAGE 电泳: 先 60 V，30 min 后

120 V，120 min，用考马斯亮蓝 R250 染色液染色

20 min，加脱色液脱色，20 min 后换脱色液，最后

脱色过夜( 染色、脱色均在摇床上缓慢振荡) ［10］．
最后用 Gel－Pro analyzer 软件分析聚丙烯酰胺凝

胶条带，积分光密度 ( Integrated Optical Density，

IOD) 为所测结构范围内各像素光密度值之和，可

反映所测结构的光密度与面积的综合变化，故本

实验选用 IOD 分析融合蛋白条带，以期客观衡量

其面积大小与颜色深浅，从而比较目的蛋白的表

达量．
1．4．1 IPTG 诱导浓度的优化

在 37 ℃，150 rpm 的条件下，分别用不同的

IPTG 诱导浓度: 0. 03，0. 05，0. 08，0. 10 mmol /L 诱

导表达 4. 0 h．
1．4．2 IPTG 诱导时间的优化

在 37 ℃，150 rpm 的条件下，用 0. 05 mmol /L
的 IPTG 分别诱导 0. 5，1. 0，1. 5，2. 0，2. 5，3. 0 h．
1．4．3 IPTG 诱导转速的优化

在 37 ℃条件下，用 0. 05 mmol /L 的 IPTG 分

别在诱导转速为 100，200，300 rpm 下诱导 1. 5 h．
1．4．4 IPTG 诱导温度的优化

在 0. 05 mmol /L IPTG，100 rpm 的条件下，诱
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导温度分别为 25，28，30，33，37 ℃，诱导 1. 5 h．
1．4．5 TGC 蛋白的最佳诱导表达

在上述最佳诱导表达条件下用 IPTG 诱导表

达至最终培养产物为 1. 0 L，并用 SDS－PAGE 对

表达产物进行检测．
1．5 TGC 蛋白的纯化及浓度的测定

取 1. 0 L 经鉴定后正确表达 TGC 融合蛋白

的菌液分批进行超声( 超声时间 5 s，间隔时间 10
s，功率 200 W，工作时间 15 min) ，超声后在 4 ℃，

6000 r /min 条 件 下 离 心 15 min，用 1 × Binding
Buffer ( 4 mol /L NaCl，160 mmol /L Tris－HCl ( pH
8. 0) ，0. 272 g 咪唑) 洗涤沉淀，重复两次．将沉淀

在含尿素的 1×Binding Buffer 中 4 ℃ 溶解，过夜．
用镍离子螯合亲和层析柱( Ni 亲和层析柱) 纯化

目的蛋白: 先用变性液( 8. 0 mol /L Urea，10 mmol /
L Tris－HCl ( pH 8. 0) ，100 mmol /L NaH2PO4 ) 充

分平衡 Ni 亲和层析柱，然后加入上述过夜溶解后

的样品，用含 30 mmol /L 咪唑的变性液洗脱杂蛋

白，再用含 250 mmol /L 咪唑的变性液洗脱目的蛋

白，按每 1 mL 分步收集，收集后分别加 2 倍体积

的无水乙醇于－20 ℃ 静置 1 h，4 ℃ 6000 r /min
离心 10 min，弃上清，沉淀用适量的 1×PBS 溶解，

－20 ℃ 保 存［11］． 利 用 二 喹 啉 甲 酸 ( bicinchoninic
acid，BCA) 法 测 定 上 述 纯 化 后 的 TGC 蛋 白 浓

度［12］．另外，取 20. 0 μL 纯化后的 TGC 蛋白按上

述样 品 处 理 方 法 处 理 样 品，进 行 SDS － PAGE
检测．

2 结果

2．1 TGC 基因的合成及其原核表达载体的构建

本实验采用 SOE－PCR 技术对重组 TGC 基因

进行分步扩增，将扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，

第一次扩增的片段大小约为 110 bp，第二次扩增

的大小约为 650 bp，与目的基因片段大小基本相

符，结果如图 1 ( ( a) ( b) ) 所示．第三次扩增得到

的 CP 片段大小约为 100 bp，最后第四次扩增得

到 TGC 基因片段大小约 750 bp．将扩增得到的

TGC 基因片段与提取的 pET－28a 质粒用 EcoR I
酶和 BamH I 酶进行双酶切，酶切产物经 1. 5%琼

脂糖凝胶电泳，结果如图 1( c) 所示，出现双条带，

一条为目的基因带，一条为载体带．

( a) ( b) 口服型重组生长激素的基因片段的构建图; ( c) 表达载体酶切图; M． DL2000 DNA marker; ( a) 1．TAT 基因; 2．GH 基因; 3．

TAT－GH 的融合基因; ( b) 1．TAT－GH 的融合基因; 2．CP 基因; 3．TGC 融合基因; ( c) 1．TGC 基因片段; 2．TGC 表达载体( 质粒) 酶切．

图 1 TGC 基因的合成

Fig．1 Gene synthesis of TGC

2．2 获得表达菌株和优化诱导表达条件

将经测序验证正确的重组表达质粒转化到表

达菌 株 DE3 中，获 得 表 达 菌 株 Escherichia coli

BL21 ( DE3) hsdS gal pET－28a－TGC，简称 TGC－
DE3，送至中国典型培养物保藏中心进行保藏．保
藏号: CCTCC NO: M 2018014．同时，实验还研究了

不同 IPTG 浓度对 TGC 融合蛋白表达的影响．经
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SDS－PAGE 鉴定发现，在不同诱导表达条件下，

加入 IPTG 诱导剂后的样品均在标准分子质量

29. 0 kDa 的上方产生了一条特异的蛋白条带，与

预期蛋白的大小 ( 34. 0 kDa) 一致，不同 IPTG 诱

导条件对应的特异性条带大小不一，而未经 IPTG
诱导的样品中则无目的蛋白条带出现．
2．2．1 IPTG 诱导浓度对重组蛋白表达量的影响

实验设有四个 IPTG 诱导浓度梯度: 0. 03，

0. 05，0. 08，0. 10 mmol /L，经 Gel－Pro analyzer 软

件分析不同诱导浓度对应的特异性条带，结果显

示 IPTG 诱导浓度分别为 0. 03，0. 05，0. 08，0. 10
mmol /L 的 IOD 值之比为 19 ∶ 26 ∶ 25 ∶ 23，可见当

IPTG 浓度为 0. 05 mmol /L 时 IOD 值占比最高，颜

色最 深． 当 诱 导 浓 度 超 过 0. 05 mmol /L 后，随

IPTG 诱导浓度的增加，不同诱导浓度间的 IOD 比

值无显著差异( 图 2) ．

M．蛋白质分子量标准( 宽) ; 1．未诱导; 2． 0. 03 mmol /L 的 IPTG 浓度诱导; 3． 0. 05 mmol /L 的 IPTG 浓度诱导; 4． 0. 08 mmol /L 的 IPTG

浓度诱导; 5． 0. 10 mmol /L 的 IPTG 浓度诱导．

图 2 不同 IPTG 浓度诱导表达 TGC 蛋白的 SDS－PAGE 电泳

Fig．2 SDS－PAGE of TGC expression induced by different concentrations of IPTG

2．2．2 IPTG 诱导时间对重组蛋白表达量的影响

实验设有六个时间梯度: 0. 5，1. 0，1. 5，2. 0，

2. 5，3. 0 h，经 Gel－Pro analyzer 软件分析不同诱

导时间对应的特异性条带，得到 IPTG 诱导时间

分别为 0. 5，1. 0，1. 5，2. 0，2. 5，3. 0 h 的 IOD 值之

比为 6 ∶17 ∶25 ∶24 ∶20 ∶8，可见当诱导时间为 1. 5 h
时 IOD 值比值最大，颜色最深，此时 TGC 蛋白表

达量最大．诱导 1. 5 h 后，IOD 比值随诱导时间的

增加而降低，即 TGC 蛋白表达量减少( 图 3) ．
2．2．3 IPTG 诱导转速对重组蛋白表达量的影响

实验设有三个转速梯度: 100，200，300 rpm，

经 Gel－Pro analyzer 软件分析不同诱导转速对应

的特异性条带，得到 IPTG 诱导转速分别为 100，

200，300 rpm 的 IOD 值之比为 40 ∶36 ∶23，可见诱

导转速为 100 rpm 时，IOD 值比值最大，颜色最深

( 图 4) ．
2．2．4 IPTG 诱导温度对重组蛋白表达量的影响

实验设有 5 个温度梯度: 25，28，30，33，37
℃，经 Gel－Pro analyzer 软件分析不同诱导温度对

应的特异性条带，得到 IPTG 诱导温度分别为 25，

28，30，33，37 ℃的 IOD 值之比为 4 ∶10 ∶20 ∶31 ∶35，

可见诱导温度为 37 ℃ 时的 IOD 值比值最大，颜

色最深，即 37 ℃ 下诱导表达的蛋白表达量最大．
而低于 37 ℃时，随温度的增加，IOD 比值增加，颜

色越深( 图 5) ．
2．2．5 TGC 融合蛋白的表达量

实验比较了 TGC 蛋白在未经诱导下与在优

化条件下诱导表达对目的蛋白表达的影响，结果

显示在优化条件下出现了明显的特异性条带( 图

6) ．
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M．蛋白质分子量标准( 宽) ; 1．未诱导; 2．诱导时间 0. 5 h; 3．诱导时间 1. 0 h; 4．诱导时间 1. 5 h; 5．诱导时间 2. 0 h; 6．诱导时间 2. 5 h; 7．

诱导时间 3. 0 h．

图 3 不同时间下 IPTG 诱导表达 TGC 蛋白的 SDS－PAGE 电泳

Fig．3 SDS－PAGE of TGC expression induced by IPTG at different time

M．蛋白质分子量标准( 宽) ; 1．未诱导; 2．诱导转速为 100 rpm; 3．诱导转速为 200 rpm; 4．诱导转速为 300 rpm．

图 4 不同转速下 IPTG 诱导表达 TGC 蛋白的 SDS－PAGE 电泳

Fig．4 SDS－PAGE of TGC expression induced by IPTG at different rotational speeds

M．预染蛋白质分子量标准( 宽) ; 1．未诱导; 2．诱导温度为 25 ℃ ; 3．诱导温度为 28 ℃ ; 4．诱导温度为 30 ℃ ; 5．诱导温度为 33 ℃ ; 6．诱导

温度为 37 ℃ ．

图 5 不同温度下 IPTG 诱导表达 TGC 蛋白的 SDS－PAGE 电泳
Fig．5 SDS－PAGE of TGC expression induced by IPTG at different temperatures
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M．蛋白质分子量标准( 宽) ; 1．未诱导; 2． 0. 05 mmol /L 的 IPTG 在 37 ℃，100 rpm 条件下诱导 1. 5 h．

图 6 IPTG 诱导表达 TGC 蛋白最优条件的 SDS－PAGE 电泳
Fig．6 SDS－PAGE of optimal conditions for IPTG induced expression of TGC

2．3 TGC 蛋白的纯化及其浓度的测定

将纯化后的 TGC 融合蛋白利用 SDS－PAGE
进行检测．经 SDS－PAGE 鉴定发现，在标准分子

质量 29. 0 kDa 的上方出现一条蛋白条带，与预期

蛋白的大小 ( 34. 0 kDa) 一致 ( 图 7) ．此外，利用

BCA 法测定纯化后的 TGC 融合蛋白，计算得出:

在上述最优诱导表达条件下，每升菌液中含 TGC
融合蛋白约 2. 45 mg．

M．蛋白质分子量标准( 宽) ; 1．纯化后的 TGC 蛋白．
图 7 TGC 蛋白的纯化

Fig．7 Purification of TGC protein

3 讨论

3．1 TGC 基因的合成

SOE－PCR 技术能在体外进行有效的基因

重组，且不需内切酶消化和连接酶处理，可快速

获得其它方法难以得到的产物［13］．胡功铃和孙

长峰利用该技术分别合成出 HMCM 杂合肽基因

和可表达出对小鼠骨髓瘤细胞 SP2 /0 有抑制效

果的杂合抗菌 肽 基 因［14—15］．本 实 验 利 用 SOE－
PCR 和分步扩增技术分别将 TAT，CP 与 GH 基

因片段柔性拼接，几次扩增后产物片段大小均

与目的基因片段大小基本相符，经测序验证，获

得目的基因片段正确．本研究通过 SOE－PCR 技

术，成功地将 TGC 基因片段柔性拼接成一种新

型口服型渔用生长激素基因．该技术，也在其他

的实验室中被应用，证明是可靠的［16—17］．因此，

利用 SOE－PCR 技术合成 TGC 基因，具有效率

高，准确性强．

3．2 TGC 蛋白的诱导表达

TGC 表达菌株在 IPTG 诱导浓度高于 0. 05
mmol /L 后呈递减趋势，表明不是 IPTG 诱导 浓

度越高，蛋 白 质 的 表 达 量 越 高． 已 有 研 究 表 明

IPTG 浓度过高，会毒害表达宿主菌［18］．随诱导

表达开启融合蛋白开始少量表达，1. 5 h 后蛋白

含量基本稳定，说明蛋白表达量不随时间的增
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加而增加［19］．诱导转速和温度会影响表达菌株

的繁殖代谢而影响其诱导表达效率，据实验结

果推测在 37 ℃，100 rpm 的条件下更适合表达

菌株的生长繁殖，更有利于目的蛋白的诱导表

达［20］．鱼类生长激素是以非糖基化形式的蛋白

进入血液，含有较少的二硫键且易复性，而大肠

杆菌表达系统正适合表达这种无糖基化修饰的

蛋白质，该表达系统成熟完善和遗传背景研究

较为透彻，是应用最广泛的一种外源蛋白表达

系统［21—22］．已有研究者成功将构建的原核表达

质粒转化进大肠杆菌 BL21 ( DE3) 后能正确、高

效地表达目的蛋白［23—24］．本研究 构 建 的 TGC－
DE3 在最优诱导表达条件下，每升菌液中可诱

导出 TGC 融合蛋白约 2. 45 mg，表明经优化后的

表达系统，表达效率更高，具有更好的应用前景．
本研究提供的口服型重组草鱼生长激素的最佳

原核表达条件对口服型渔用生长激素的规模化

生产具有一定的参考价值．
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Establishment of Oral Recombinant Growth Hormone Gene
of Grass Carp and Its Best Conditions

for Prokaryotic Expression

ZHAO Yan，L ruoxuan，CAO Zhichen，ZHU Borun，

ZHANG Xinwei，TANG Qingmei，ZHANG Qiusheng

( School of Agriculture，Ludong University，Yantai 264039，China)

Abstract: Growth hormone is a kind of polypeptide hormone secreted by vertebrates，which can regulate the
growth，development and metabolism of fish．In this study，three gene fragments，namely TAT( Trans－activating
transcriptional activator) ，GH( growth hormone) and CP ( cyclic peptides) ，were flexibly spliced into a new
type of oral fishing with growth hormone gene ( TGC) and its prokaryotic expression vector was constructed，

which was then transformed into the expression strain Escherichia coli BL21 ( DE3) ．TGC－DE3 was obtained
and the conditions for prokaryotic expression of TGC－DE3 were optimized． The results showed that the TGC
gene fragments obtained after flexible splicing were completed and positively integrated into the expression vec-
tor，and the engineered strain of TGC－DE3 gene could induce the expression of the target protein with a molec-
ular weight of about 34．0 kDa．When IPTG concentration was 0．05 mmol /L，the induction temperature was 37
℃，the induction speed was 100 rpm，and the optimal induction time was 1．5 h，the expression of the target
protein was the highest．This study provided a possibility for the use of growth hormone for fishing from injection
to oral administration，and also provided technical support for the large－scale prokaryotic expression production
of oral grass carp growth hormone protein．
Keywords: recombinant growth hormone; prokaryotic expression; trans－activating transcriptional activator; cell
penetrating cyclic peptide
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