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摘要: 在鱼类胚胎发育过程中, 胰岛素样生长因子-II(insulin-like growth factors-II, IGF-II)起着关键的作用。本研究根据GenBank收录的鲑鳟鱼IGF-II基因序列设计引物, 以哲罗鱼(Hucho taimen)肝RNA提取物为模板, 利用RT-PCR方法扩增出哲罗鱼IGF-II基因开放阅读框。将目的基因IGF-II与原核表达载体pSUMO连接构建出重组表达载体pSUMO-IGF。将该重组质粒转化到大肠杆菌Rosetta中进行目的蛋白的诱导表达。SDS-PAGE电泳分析显示, 约在40 kD处含有清晰的条带, 与预期结果相符; 目的蛋白以包涵体形式存在。对包涵体进行变性/复性后获得较纯的目的蛋白, 利用ELISA和MTT方法对目的蛋白进行免疫学活性及生物学活性分析。ELISA结果显示该目的蛋白能够与商品化的抗鲑鳟鱼IGF-II的抗体发生特异性反应, 并且呈现抗原浓度依赖性, 该结果说明本研究获得了具有良好免疫原性的IGF-II蛋白; MTT方法测定IGF-II蛋白对鲤(Cyprinus carpio)上皮细胞(epitheliaoma papulosum cyprini, EPC)和虹鳟(Oncorhynchus mykiss)性腺细胞(rainbow trout gonad, RTG-2)的增殖效果来鉴定IGF-II蛋白的生物学活性, 结果显示所表达的哲罗鱼IGF-II蛋白能够有效的刺激EPC细胞和RTG-2细胞增殖。该结果表明利用原核表达系统获得的哲罗鱼IGF-II蛋白具有良好的生物学活性。本研究为哲罗鱼的生长模式和生长繁殖的研究奠定了基础。
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胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor, IGF)是由两种同源多肽IGF-I和IGF-II组成的, 是一种在结构上类似于胰岛素原的生长因子[1]。在鱼类生长过程中, 从未受精的卵到长成成鱼的整个生命周期中, 都有IGF mRNA的存在[2]。在不同种类的鱼中, IGF-II mRNA在各种组织器官中的表达量不同。鳜(Siniperca chuatsi)IGF-II mRNA在脑中表达量最高, 鲤(Cyprinus carpio)、半滑舌鳎(Solea senegalensis)、金头鲷 (Sparus aurata)在肝中IGF-II mRNA表达量最高, 三长棘赤鲷(Pagrus auriga)在鳃和心脏中IGF-II mRNA表达量最高[3–4]。有研究表明在鱼类性周期雌鱼血液中IGF-II含量显著升高, IGF-II能诱导鱼类卵母细胞的成熟和颗粒细胞的增殖与分化[5–7], 而且在研究鳜鱼孵化后仔稚鱼中IGF-II mRNA 的表达情况时, 发现在孵化后的当天IGF-II mRNA 表达量最大, 随后表达量下降[8], 因此IGF-II在胚胎发育阶段起作用, 是重要的胚胎生长和发育的生长因子。
哲罗鱼是鲑科鱼类中个体最大的鱼类[9], 具有极高的经济价值。它肉质细嫩、味道鲜美, 位于黑龙江“三花五罗”之首。它对栖息环境的需求较高, 由于受到环境变化的影响哲罗鱼资源日趋下降。对哲罗鱼近些年的研究表明, 人工养殖的哲罗鱼性腺发育差异较大、卵的孵化率较低、卵质量差等现象[10–12]。因为国内哲罗鱼人工繁育成功时间较晚[13], 对其繁殖生理及生长特性的系统认知成为哲罗鱼人工繁育技术研究中亟待解决的问题。哲罗鱼IGF-II在鱼体内是如何发挥作用的？针对哲罗鱼人工繁殖现状所存在的问题, 我们是否可以通过在哲罗鱼鱼卵形成期给鱼注射IGF-II蛋白的方法来提高卵的质量呢？本研究对哲罗鱼的IGF-II进行大肠杆菌表达, 旨在获得具有良好免疫原性及生物学活性的IGF-II蛋白, 为IGF-II在哲罗鱼的生长发育过程中的作用研究奠定基础。
本研究利用一步法RT-PCR体外扩增获得哲罗鱼IGF-II基因, 然后将IGF-II基因片段与表达载体pSUMO连接构建重组表达质粒, 利用大肠杆菌进行目的蛋白的表达。ELISA验证了所表达蛋白的结构完整性和免疫活性; MTT结果验证了所表达的IGF-II能够刺激鲤鱼EPC和虹鳟RTG-2细胞的增殖。上述结果说明本研究成功制备了具有免疫学/生物学活性的哲罗鱼IGF-II蛋白, 为哲罗鱼生长发育相关研究奠定基础。
1  材料与方法

1.1  材料

RT-PCR一步反应试剂盒、PMD18-Tsimple Vector、限制性内切酶、DNA Marker、PCR试剂、rtag DNA聚合酶购自TaKaRa公司; SV Total RNA Isolation system和DNA凝胶回收试剂盒购自Promega公司; 原核表达载体pSUMO由东北农业大学生物制药教研室李德山教授惠赠、大肠杆菌DH5α和Rosetta菌株均由本实验室保存; 质粒小提试剂盒为天根生化科技(北京)有限公司产品; T4 DNA连接酶购自NEB公司; 兔抗IGF-II抗体购自GroPep公司、HRP标记的羊抗兔IgG购自Abcam公司; MEM培养基、胰酶、胎牛血清均购自Hyclone公司; EPC细胞和RTG-2细胞由中国水产科学研究院长江水产研究所鱼类病害研究室曾令兵研究员惠赠。
1.2  方法

1.2.1  引物设计  根据GenBank中收录的大西洋鲑IGF-II基因的序列(accession no.: NM_00112​3647), 利用DNAStar 6.0(Protean)软件分析了IGF-II的开放阅读框部分; 利用Premier 5.0软件设计用于扩增哲罗鱼IGF-II基因开放阅读框的引物, 分别在上、下游引物的5′端添加了Bsa I 和BamH I酶切位点(酶切位点见下划线标识)。
上游引物P1: 5′-GGTCTCGAGGTATGGAAA CCCAGAAAAGACACGAAC-3′
下游引物P2: 5′-GGATCCTCAATTGTGGCTG ACGTAGTTGT-3′
1.2.2  哲罗鱼IGF-II基因的克隆  选取大小适宜的、健康的哲罗鱼, 取其肝用于RNA的提取。按照SV Total RNA Isolation system 试剂盒说明书提取肝RNA。对提取后的RNA进行RT-PCR一步反应扩增哲罗鱼IGF-II基因, 将反应后的PCR产物用凝胶回收试剂盒回收纯化目的片段。回收后的片段与pMD18-T simple载体连接, 连接后的产物pMD18-T-IGF转化到大肠杆菌DH5α感受态细胞中, 挑取单菌落培养后进行菌液PCR鉴定, 结果正确的提取质粒进行序列测定。
1.2.3  重组表达载体pSUMO-IGF的构建  将测序结果正确的质粒和pSUMO载体分别利用Bsa I和BamH I双酶切, 获取含有相同黏性末端的目的片段和表达载体片段, 按照摩尔比1︰6的比例、用T4DNA连接酶于16℃连接过夜, 连接后的产物pSUMO-IGF转化到大肠杆菌DH5α感受态细胞中, 挑取阳性菌落在含氨苄青霉素(Amp)的LB中培养后, 提取质粒进行双酶切鉴定和PCR鉴定。
1.2.4  IGF-II蛋白的表达  确定重组表达质粒已经构建成功后, 选取Rosetta作为表达菌株, 把构建的pSUMO-IGF质粒转化到大肠杆菌Rosetta中, 挑取单菌落于含Amp的20 mL LB液体培养基中, 37℃培养, 当菌的OD600为0.6左右时, 把菌液以1︰100(体积比)的比例接种于含Amp的500 mL LB液体培养基中继续培养; 当大瓶中菌液OD600值为0.3~0.4时, 加入IPTG(至终浓度为0.25 mmol/L)进行IGF-II蛋白的诱导表达, 并于诱导前及诱导后2 h、3 h、4 h分别取1 mL菌液, 用来确定最佳诱导时间。诱导结束后, 4℃、12 000 r/min离心10 min收菌, 收集的菌加入PBS重悬、加入溶菌酶(至终质量浓度为1 mg/mL)4℃作用40~ 60 min后、放入–80℃冰箱过夜, 菌体在冰浴中进行超声波破碎, 破碎后的产物分别取上清及沉淀经SDS-PAGE电泳分析, 确定蛋白的存在形式及诱导表达的最佳时间。
1.2.5  IGF-II蛋白的纯化  对于包涵体的纯化, 首先, 利用超声波破碎仪冰浴破碎菌体后, 于4℃、12 000 r/min离心10 min, 弃掉上清液, 沉淀中(包涵体)加入pH8.0的复性液(尿素2 mol/L、甘氨酸0.133 mol/L、Tris-buffer 0.399 mol/L、巯基乙醇1 mmol/L、丙酮 0.172 mol/L、氧化型谷胱甘肽 2 mmol/L、还原型谷胱甘肽 1 mmol/L)洗涤3次。将洗涤后的沉淀加入变性液(尿素 8 mol/L、磷酸二氢钠 0.1 mol/L、Tris-Cl 0.01 mol/L), 500 mL菌液收集的菌, 加入2 mL变性液, 于4℃过夜。将变性产物加入10倍体积的复性液, 放4℃冰箱中24 h后, 用Tris-Cl溶液(pH 8.0) 4℃冰箱中透析12 h。将透析后的溶液在4℃于12 000 r/min离心10 min, 收取上清。所得上清进行SDS-PAGE电泳分析。

1.2.6  IGF-II蛋白的酶切及纯化  将在Tris-Cl溶液中透析24 h后的目的蛋白收集起来, 测量目的蛋白浓度, 加入SUMO酶(1 U蛋白酶可以切除50 µg融合蛋白), 4℃切割过夜的蛋白用Ni2+-NTA柱亲和层析, 收集洗脱液, 即获得不带SUMO标签的IGF-II蛋白。
1.2.7  IGF-II蛋白免疫学鉴定  将纯化的IGF-II蛋白作为抗原, 用包被液进行稀释后(40 µg/mL、20 µg/mL、10 µg/mL、5 µg/mL、2.5 µg/mL)、加到96孔板中, 每孔100 µL, 在4℃包被过夜。包被后, 用5%脱脂奶粉于37℃中, 封闭2 h, 封闭后用洗涤液洗3次。然后每孔加入100 µL一抗兔抗IGF-II血清(体积比1︰1 000), 在37℃条件下孵育60 min, 再清洗3次。加入酶标第二抗体, 每孔加入100 µL稀释后的过氧化酶标记得羊抗兔IgG(体积比1︰5 000), 在37℃、避光条件下孵育60 min, 然后洗涤3次。将洗涤液倒掉后, 每孔加入100 µL底物液、于37℃培养箱中、避光培养3~5 min。然后每孔加入50 µL终止液(2 mol/L H2SO4)终止反应。于20 min内用酶标仪进行检测。

1.2.8  IGF-II蛋白生物活性的鉴定  采用MTT方法测定IGF-II蛋白对细胞增殖的作用。将生长状况良好的EPC细胞和RTG-2细胞分别用胰酶消化, 然后加入含有10%胎牛血清的培养基吹散细胞, 制成细胞悬液, 接种到96孔板, 每孔100 µL, 每个孔的细胞数为1×105, 每组设6个平行, 细胞培养过夜, 倒置显微镜观察细胞生长状况。将IGF-II蛋白液稀释成0、2.5 µg/mL、5 µg/mL、7.5 µg/mL、10 µg/mL、12.5 µg/mL、15 µg/mL、17.5 µg/mL、20 µg/mL(IGF-II蛋白用MEM稀释), 每个孔100 µL分别加入到96孔板中。对照组的细胞每个孔加入100 µL Tris-Cl溶液, 继续培养48 h后, 每孔加入20 µL MTT(5 mg/mL), 继续孵育4 h。吸去96孔板内的上清液, 每孔加入150 µL DMSO在37℃摇床上, 低转速, 孵育10 min, 使结晶充分溶解, 把只加入DMSO的孔设为空白对照。利用酶标检测仪, 于490 nm波长条件下, 读取各样品的光密度值。计算细胞的相对增殖率(P%), P%= OD实验组/ OD对照组×100%, 对照组增殖率(P%)=OD对照组/OD对照组×100%。实验数据利用SPSS软件进行分析。
2  结果与分析


2.1  目的基因的获得与表达载体的构建

以哲罗鱼肝RNA模板, 利用一步法RT-PCR扩增IGF-II基因, PCR产物凝胶电泳结果显示于目的条带大小位置(657 bp处)出现单一特异性条带。目的片段与PMD18-T载体连接后, 利用Bsa I/BamH I对重组质粒pMD18-T-IGF进行酶切鉴定, 琼脂糖凝胶电泳结果在500~750 bp之间有一明显的目的条带, 将鉴定正确的pMD18-T-IGF进行测序鉴定。将测序结果利用GenBank进行Blast比对, 结果显示目的基因与GenBank收录的大西洋鲑的IGF-II同源性高达98%, 说明本研究成功克隆了哲罗鱼的IGF-II基因。IGF-II基因与pSUMO连接获得的pSUMO-IGF, PCR鉴定结果, 用Bsa I/BamH I酶切鉴定结果显示目的基因成功连入表达载体。

2.2
 pSUMO-IGF在大肠杆菌中的诱导表达

把构建的重组表达质粒转化到Rosetta表达菌株中, 用IPTG诱导表达, 菌体破碎, 分别收集上清和沉淀, 利用SDS-PAGE检测, 结果在约40 kD处有一条特异性条带, 符合目的蛋白预期大小, 而未经IPTG诱导的对照组则没有此带, 说明目的蛋白融合表达成功。确定最佳诱导时间, 经SDS-PAGE验证结果, 诱导2 h时, 蛋白的表达量就达到最高, 所以确定诱导2 h为最佳诱导时间(图1)。
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图1  IGF-II蛋白的可溶性分析

1: 未诱导菌体破碎后上清; 2: 未诱导菌体破碎后沉淀; 3、5、7: 诱导2 h、3 h、4 h后破碎菌体上清; 4、6、8: 诱导2 h、3 h、4 h后破碎菌体沉淀; 9: 蛋白分子量标准.
Fig. 1  Soluble analysis of IGF-II protein

1: Supernatant of uninduced bacteria; 2: Sediment of uninduced bacteria; 3, 5, and 7: Supernatant of induced bacteria of 2 h, 3 h and 4 h; 4, 6, and 8: Sediment of induced bacteria of 2 h, 3 h and 4 h; 9: Standard protein marker.

2.3  IGF-II蛋白的复性和纯化

经SDS-PAGE验证, 沉淀中特异性蛋白条带十分明显, 所以特异性蛋白是以包涵体的形式存在的。将特异性蛋白进行变性、复性, 包涵体清洗后加入变性液、过夜溶解后, 慢慢滴加复性液并不断快速搅拌。复性成功后, 将特异性蛋白在Tris-Cl溶液中进行透析, 纯化的目的蛋白用SDS-PAGE进行分析, 在相对分子40 kD处清晰可见到一条目的带, 该结果说明成功获得了具有较好纯度的融合目的蛋白, 见图2。透析后的目的蛋白经SUMO过夜酶切后, 用Ni2+-NTA柱纯化, 经SDS-PAGE验证, 在25 kD处清晰可见到一条目的带, 与预期结果相符(图2)。
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图2  纯化的IGF-II蛋白的SDS-PAGE分析

1: 蛋白分子量标准; 2、3: SUMO酶切后纯化的IGF-II蛋白; 4、5: SUMO酶切的融合蛋白; 6: 透析纯化后的IGF-II融合蛋白.
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of purified IGF-II protein

1: Standard protein marker; 2 and 3: Purified IGF-II after digested by SUMO protease; 4 and 5: IGF-II fusion protein after digested by SUMO protease; 6: Purified IGF-II – SUMO

fusion protein.
2.4  IGF-II蛋白的ELISA鉴定

用不同浓度的IGF-II蛋白包被酶标板, 然后与商业化的抗IGF-II蛋白的抗体进行反应, 结果显示随着IGF-II蛋白浓度的升高, A490值也逐渐变大, 并且对照组与IGF-II蛋白之间A490差异极显著(P<0.01)(图3)。该结果说明目的蛋白能够特异性识别结合其抗体。本实验证明了原核表达的哲罗鱼的IGF-II蛋白结构的完整性和免疫反应性。

2.5  表达蛋白生物学活性的鉴定

酶标仪测定的结果, 在吸光光度为490 nm条件下, 随着样品浓度的增加A490也逐渐升高, 经过SPASS17.0软件分析显示, 各种浓度哲罗鱼IGF-II蛋白的细胞相对增殖率与对照组细胞增殖率(100%)相比差异均显著(P<0.05)(图4)。由此可以证明, IGF-II蛋白对EPC细胞和RTG-2细胞均有明显的增殖效果。该结果说明, 原核表达的IGF-II蛋白具有良好的生物学活性。
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图3  IGF-II蛋白与商业化IGF-II抗体的结合图

“**” 表示与对照组差异极显著(P<0.01).
Fig. 3  The binding result of IGF-II protein with commercial IGF-II antibody
“**” donates extremely significant differences between experimental and control groups (P<0.01).
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图4  目的蛋白IGF-II促细胞EPC/RTG-2的增殖效应

“*”、“#”表示与对照组差异显著(P<0.05).
Fig. 4  Promoting effect of IGF-II on proliferation of EPC and RTG-2 cells

“*” and “#” donate significant differences between experimental and control groups (P<0.05).

3  讨论

3.1  原核表达分析
由于IGF-II蛋白在鱼类的血清中含量比较少, 在研究IGF-II蛋白时, 如果直接从哲罗鱼体内提取IGF-II蛋白进行研究, 不仅实验过程繁琐、成本很高、而且需要宰杀大量的哲罗鱼, 而哲罗鱼稀有名贵, 所以对哲罗鱼IGF-II蛋白的研究比较困难。本实验利用原核表达的方法, 首次在大肠杆菌中成功表达了具有生物活性的哲罗鱼IGF-II蛋白。采用原核表达的方法, 不仅具有生长快、易于控制、表达产量高、节约成本等优点, 而且解决了在不用宰杀哲罗鱼的前体下就可以获取具有生物学活性和免疫活性的哲罗鱼IGF-II蛋白。经过SDS-PAGE分析, 被转入的pSUMO-IGF表达质粒的Rosetta菌株, 只有加入IPTG诱导后才能产生IGF-II蛋白, 所以证明本研究只有利用IPTG诱导的方法才能获得哲罗鱼IGF-II蛋白。

3.2  表达载体的选择

引物设计上, 本研究在起始密码子ATG之前添加了Bsa I酶切位点、在终止密码子TAG后添加了BamH I酶切位点, 扩增的目的片段和含有相同酶切位点的pSUMO载体连接构建了表达质粒pSUMO-IGF。由于IGF-II为小分子多肽, 结构不稳定, 容易被菌体内的蛋白酶溶解。所以在原核表达鱼类IGF-II蛋白时, 一般都采用融合表达的方法[14–16]。本研究选取pSUMO作为表达载体, 载体上带有的SUMO标签可以增加重组蛋白的表达量和稳定性, SUMO标签可以用SUMO酶切掉, 切割后不留任何氨基酸残基[17]。pSUMO载体上的SUMO标签含有多聚组氨酸, 因此本研究利用Ni2+-NTA树脂亲和层析柱对哲罗鱼IGF-II蛋白进行进一步纯化, 得到了纯度较高的、不带任何标签的IGF-II蛋白。

3.3  目的蛋白生物活性分析
本研究采用MTT方法测定表达蛋白的生物学活性, 此方法灵敏度较高、时间短、操作简单。实验结果显示表达的蛋白能促进鲤鱼EPC细胞和虹鳟RTG-2细胞的生长, 而且表达的哲罗鱼IGF-II蛋白浓度为2.5 µg/mL时就能显著地促进细胞的增殖。叶星等[18]研究的草鱼的IGF-I蛋白对草鱼的CO细胞和PSF细胞具有增殖效果其实验所用IGF-I蛋白最低浓度为5 µg/mL, 曹传平等[19]研究, 人的IGF-I对MCF-7细胞增殖效果时发现IGF-I蛋白最低浓度为12.5 µg/mL时才能促进细胞增殖。与此相比较可以说明本研究所表达的哲罗鱼IGF-II蛋白具有较好的生物学活性。此实验也证明了pSUMO载体上所带有的SUMO标签对重组蛋白的生物学活性没有影响, 这与其他带有标签的融合蛋白的研究所得出的结论相类似[16, 20]。
3.4  目的蛋白的定性分析

目前商业化的鱼类IGF-II抗体的种类非常少, 限制了IGF-II在鱼体内的功能研究。本研究所表达的哲罗鱼IGF-II蛋白, 经ELISA鉴定结果显示能特异性识别其抗体, 证明原核表达获得的哲罗鱼的IGF-II蛋白结构完整, 并且具有免疫活性。所以在日后的研究中可以利用原核表达获得的具有免疫学活性的IGF-II蛋白作为抗原, 制备哲罗鱼IGF-II抗体, 为进一步研究IGF-II在哲罗鱼组织中的定位、生理作用、含量变化奠定基础。

在鱼类生长过程中, GH/IGF轴在鱼类生长内分泌调节过程中起到主要作用。在鱼类中对IGF-II的蛋白水平的研究较少, 大部分都是研究IGF-II mRNA。Shamblott等[21]发现虹鳟用GH处理后, 肝中的IGF-II mRNA水平显著提高。所以哲罗鱼IGF-II蛋白的成功表达为哲罗鱼GH/IGF-II轴的蛋白水平研究奠定了基础。
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Prokaryotic expression and bioactivity analysis of Hucho taimen insulin-like growth factor-II
WU Xiumei1, 2, XU Liming1, ZHAO Jingzhuang1, LIU Miao1, CAO Yongsheng1, LU Tongyan1, YIN Jiasheng1
1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China;
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: Fish insulin-like growth factor-II (IGF-II) plays a key role in the development of embryos. Our objective was to isolate and characterize Hucho taimen IGF-II. Primers were designed based on the salmon IGF-II gene sequence. An RNA extract of H. taimen liver was used as a template, and the IGF-II gene open reading frame was amplified by one step RT-PCR. The IGF-II gene was inserted into a pSUMO vector to construct an expression vector. The recombinant vector was transformed into E. coli Rosetta to induce expression of the target protein. SDS-PAGE analysis revealed a clear target band with expected size of ~40 kD, and the recombinant protein was mainly in the form of an inclusion body. Pure target fusion protein was obtained by denaturation and renaturation of the inclusion. Purified IGF-II was obtained from the fusion protein following digestion by SUMO protease and separation on a Ni2+-NTA column. ELISA and MTT assays were used to quantify the immunological and biological activity of the target protein. The target protein can specifically react with commercial rabbit anti-salmon trout IGF-II antibodies in an antigen conce​ntration-dependent manner. The isolated IGF-II protein has excellent immunogenicity. The MTT assay was used to measure the effect of IGF-II protein on the proliferation of Epitheliaoma papulosum cyprini cells (EPC) and rainbow trout gonad (RTG-2) cells. The expressed H. taimen IGF-II protein can effectively stimulate EPC and RTG-2 cell proliferation. The H. taimen IGF-II protein expressed by the prokaryotic system had good bioactivity. In summary, we successfully cloned the cDNA of H. taimen IGF-II from liver tissue and constructed the plasmid pSUMO-IGF used for prokaryotic expression. The plasmid was suitable for IPTG induction and expression of IGF-II in E. coli bacteria. Additionally, the plasmid pSUMO contains a SUMO tag, which can improve the level of expression and the stability of the target protein. A 6×His tag, located in the SUMO tag, can be recognized by Ni2+-NTA, so the purified IGF-II can be obtained from the fusion protein following digestion using SUMO protease and separation on a Ni2+-NTA column. Using this method, we obtained a high concentration of IGF-II that had high purity and exhibited the desired bioactivity. Our results provide a foundation for the study of H. taimen growth and reproduction.
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