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大黄鱼肌肉生长抑制素-1前肽原核表达、多克隆   
抗体制备和功能验证

应  俊  薛良义*

(宁波大学海洋学院, 宁波 315211)

摘要      肌肉生长抑制素(myostatin, MSTN)在动物肌肉的生长和发育过程中起着重要作用。该

研究通过RT-PCR从大黄鱼(Larimichthys crocea)肌肉组织中克隆肌肉生长抑制素-1前肽基因(MSTN-
1pros), 构建了表达大黄鱼生长抑制素前肽的重组质粒, 并在大肠杆菌BL21(DE3)中进行表达, 获得了

大黄鱼MSTN-1pros融合蛋白。用分离的重组蛋白免疫大白兔, 制备了抗大黄鱼MSTN-1pros的多克

隆抗体。经蛋白免疫印迹法检测, 确定获得的抗体具有较高的特异性。通过对大黄鱼幼鱼的注射实

验, 发现注射过MSTN-1pros抗体的大黄鱼增重率比对照组降低了20.71%(P<0.05), 证明MSTN前肽抗

体对大黄鱼的生长具有抑制作用。实验结果表明, MSTN前肽蛋白可以用于养殖鱼类的生长调控。
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Large Yellow Croaker MSTN-1 Prodomain Prokaryotic Expression, 
Polyclonal Antibody Preparation and Antibody Function Identification

Ying Jun, Xue Liangyi*
(School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China)

Abstract       Myostatin (MSTN) plays an important role in the muscle growth and development of animals. 
MSTN-1 prodomain (MSTN-1pros) gene was cloned from the muscle tissue of large yellow croaker (Larimichthys 
crocea) by RT-PCR. Recombinant expression vectors containing large yellow croaker MSTN-1pros were 
constructed and transformed into E. coli BL21 (DE3). The recombinant fusion protein was induced with IPTG 
and isolated by SDS-PAGE. The isolated fusion protein was used to raise the polyclonal antibody of MSTN-1pros 
by immunizing rabbit. The result of Western blot showed that the polyclonal antibody was highly specific. The 
weight gain rate of the juvenile large yellow croaker injected with MSTN-1pros antibody was 20.71% lower than 
that of the control group (P<0.05). The results indicated that MSTN-1pros antibody had a biological function of 
inhibiting the muscle growth of large yellow croaker. It implied that recombinant MSTN-1pros could be employed 
in aquaculture to improve fish growth.
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肌肉生长抑制素(myostatin, MSTN), 即生长分化

因子-8(growth differentiation factor-8, GDF-8), 是转化

生长因子β超家族(transforming growth factor-β super-
family, TGF-β)的成员[1]。MSTN对肌肉的生长具有抑

制作用, 该基因敲除的小鼠与野生型相比, 肌肉增长

了2~3倍[1]; 布卢牛和皮埃蒙特牛MSTN基因自然突变

失活, 它们的肌肉量比正常牛提高了约20%[2-3]。在鱼

类中, 斑马鱼的MSTN基因活性被抑制后, 肌肉变得肥

大, 生长速度明显提高[4]。注射MSTN dsRNA到发育

早期的斑马鱼胚胎, 斑马鱼体型也会变大[5]。

MSTN基因指导MSTN前体蛋白的合成, 其序

列包括信号肽、N-端前肽区、RXXR蛋白酶水解位

点和C-端TGF-β成熟肽结构域, 其中最保守的区域

为TGF-β成熟肽结构域, 含有9个保守的半胱氨酸位

点[6]。MSTN前体蛋白需要经过两次剪切, 第一次

由蛋白酶切除N-端的信号肽; 第二次在RXXR(Arg-
Ser-Arg-Arg)结构处切割, 产生前肽蛋白(MSTN-
1pros)和成熟肽蛋白[6-7]。在动物体内, 成熟肽蛋白形

成二聚体, 前肽蛋白能和二聚体成熟肽蛋白结合[8], 
从而起到抑制成熟肽功能的作用[9-10]。因而, 前肽蛋

白能促进骨骼肌生长, 如转了MSTN前肽基因的斑

马鱼其骨骼肌纤维的数目明显增多[11]。转入MSTN
前肽基因的小鼠, 肌肉量大幅度增加, 增加程度与

MSTN基因敲除的小鼠相当[9]。利用腺病毒将MSTN
前肽基因转到营养不良的小鼠和狗体内, 他们的肌

肉都得到了增加[12-14]。

近年来, 人们开始探讨利用MSTN前肽来调控

经济动物的生长, 如利用大肠杆菌表达牙鲆MSTN
前肽, 并用该重组蛋白浸泡虹鳟幼鱼, 使浸泡组虹鳟

体重比对照组提高42%[15]。体外重组表达的乌颊鱼

和金鲷的MSTN前肽, 经纯化后, 能与MSTN成熟肽

结合, 从而抑制MSTN成熟肽蛋白的活性[16]。

大黄鱼属于鲈形目石首鱼科, 个体大、肉质鲜

美而且营养价值很高, 是一种经济价值较高的海洋鱼

类, 也是中国重要的海水养殖鱼类。由于多年养殖后, 
出现了生长速度减慢、性成熟个体体型变小等经济

性状退化现象, 因此提高其生长速度是养殖业者普遍

关心的一个问题。本实验室构建的转大黄鱼MSTN-1
前肽基因的红鲤, 其孵化后75 d与对照组相比, 体长

和体重分别提高了21.31%和27.59%[17], 说明大黄鱼

MSTN前肽基因具有较强的促进肌肉生长的功能。本

研究通过在体外表达大黄鱼MSTN-1pros重组蛋白, 

并制备多克隆抗体及进行功能验证, 为在水产养殖业

中利用大黄鱼MSTN-1pros重组蛋白奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

大黄鱼采自浙江象山宁波海湾水产苗种繁育

中心, 取肌肉组织, 置于液氮中, 然后在–80 °C冰箱

保存。E. coli DH5α、BL21(DE3)及载体pET-28a(+),
均由本实验室保存。Trizol、UNIQ-10柱式DNA胶

回收试剂盒和质粒提取试剂盒EZ-10 spin column 
plasmid mini-preps Kit购自上海生工生物工程技

术服务有限公司; 逆转录试剂盒(PrimeScriptTM 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit)、pMD18-T Vector试剂盒、

BamH I限制性内切酶、Hind III限制性内切酶和T4 
DNA连接酶购于宝生物工程(大连)有限公司。

1.2   大黄鱼MSTN-1前肽区基因的扩增

根据本实验室克隆到的大黄鱼MSTN-1基因序

列(AY842933)设计引物, 上游引物为W1-BamH I: 5′-
CGG GAT CCG ACC AAG AGA CGC ACC AG-3′; 
下 游 引 物 为W2-Hind III: 5′-CCA AGC TTC ACC 
TCC TAG AAC GGT T-3′。上、下游引物分别含有

BamH I、Hind III内酶切识别位点, 扩增的目的片段

大小为718 bp(其中, 702 bp为MSTN-1前肽基因的序

列, 其余16 bp为酶切位点及保护碱基)。
用Trizol抽提大黄鱼肌肉组织总RNA, 使用反转

录试剂盒(PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit)
反转录获得cDNA。以cDNA为模板, 使用W1-BamH I
和W2-Hind III引物扩增目的片段。PCR条件: 94 °C预
变性3 min; 94 °C变性30 s, 55 °C退火30 s, 72 °C延伸

40 s, 循环30次; 72 °C延伸6 min。
扩增获得的片段经纯化后连接到pMD-18T 

Vector上。将连接好的质粒经热激转化到感受态的大

肠杆菌DH5α细胞中, 利用蓝白斑筛选、PCR检测和

测序确定阳性克隆质粒pMD-18T-MSTN-1pros。阳性

质粒pMD-18T-MSTN-1pros和表达质粒pET-28a(+)分
别用BamH I和Hind III内切酶双酶切, 回收片段MSTN
前肽, 并与酶切后的载体pET-28a(+)连接, 转化到大肠

杆菌DH5α细胞中。利用BamH I和Hind III对它们分

别进行双酶切反应和测序鉴定得到阳性克隆。

1.3   大黄鱼MSTN-1前肽重组蛋白的表达

将阳性表达质粒pET-28a(+)-MSTN-1pros转化

到宿主大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞中, 挑取阳
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性克隆菌在含卡那霉素(30 μg/mL)的LB液体培养

基中过夜振荡培养, 过夜培养的菌液按1:50的比例

接种到上述液体培养基中扩大培养, 37 °C振荡培养

约3~4 h后, 加入异丙基硫代半乳糖苷(isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside, IPTG)并使其终浓度为 1 mmol/L, 
诱导外源基因表达, 继续培养诱导0, 2, 3, 4, 5 h。收

集菌液, 4 °C 10 000 r/min离心5 min, 收集菌体, 加入

PBS缓冲液悬浮, 室温12 000 r/min离心10 min, 将沉

淀组分溶解于5×蛋白上样缓冲液中, 煮沸10 min裂
解, 用于SDS-PAGE检测。确定好最佳诱导时间后,  按
照最佳诱导时间大量诱导细菌表达重组蛋白。

1.4   大黄鱼MSTN-1前肽重组蛋白多克隆抗体的

制备和纯化

将电泳后的凝胶置于0.25 mmol/L KCl溶液中染

色, 2~3 min后出现乳白色的目的条带, 割下目的条

带, 用PBS缓冲液洗去残留的KCl溶液, 洗2次, –80 °C
冰箱保存。免疫前用研钵充分研磨胶条, 用PBS缓
冲液进行4 °C过夜回收, 回收得到的即为初步纯化的

前肽。前肽溶液与等体积的弗氏佐剂(第一次免疫使

用弗氏完全佐剂, 之后用弗氏不完全佐剂)震荡混匀, 
免疫新西兰大耳白兔, 初次免疫抗原用量500 µg/只; 
每10 d进行一次加强免疫, 一共3次, 每次抗原用量

100 µg/只。末次免疫后第10 d取血。

取得的血液37 °C放置20 min, 然后置于4 °C冰箱

过夜。4 000 r/min离心10 min, 取上清。在血清中加入

一定量的空白BL21(DE3)菌, 4 °C放2 h, 10 000 r/min离
心7 min, 取上清液。参考岳喜庆等[18]的方法, 用饱

和硫酸铵盐析法提纯抗体。用紫外分光光度计检测

浓度后, 置于–20 °C冰箱保存。

1.5   大黄鱼MSTN-1前肽重组蛋白Western blot 
检测

按 照Western blot试 剂 盒 进 行 免 疫 印 迹, 检
测目的蛋白。用湿法将蛋白从变性胶转移到

PVDF(polyvinglidene fluoride)膜, 封闭液封闭, 一抗与封

闭液的比例1:1 000,  二抗与封闭液的比例为1:10 000。
1.6   大黄鱼MSTN-1前肽重组蛋白的功能验证

体重为11.53±0.19 g的养殖大黄鱼60尾, 随机分

成实验组30尾和对照组30尾, 实验组腹腔注射大黄鱼

MSTN-1pros抗体溶液, 注射两次, 注射量为50 µg/尾抗

体, 对照组注射等量生理盐水, 10 d后再注射1次。整

个实验期间均采用饱食投喂, 水温22.5~27.5 °C, 盐度

27‰~31‰, 溶解氧含量在6 mg/L以上, 养殖1个月。实

验结束时, 养殖鱼饥饿24 h, 丁香酚(1:10 000)麻醉, 称
重, 按下列公式计算增重率: 增重率(%)=100×(Wt–
Wo)/Wo, 其中Wo为实验开始时的体质量, Wt为实验

结束时的体质量。数据用平均数±标准差(x
_
±s)表示, 

实验数据用One-way ANOVA分析。P<0.05表示差

异具有统计学意义。

2   结果
2.1   MSTN-1前肽的基因克隆和重组载体的鉴定

通过RT-PCR, 扩增到大小为700 bp左右的明亮

条带(图1)。PCR产物连接到克隆质粒pMD-18T和表

达质粒pET-28a(+), 构建的重组克隆质粒pMD-18T-
MSTN-1pros和表达质粒pET-28a(+)-MSTN-1pros(图
2)经双酶切和测序验证, 插入的片段正确。

2.2   MSTN-1前肽融合蛋白的诱导表达及鉴定

将重组质粒pET-28a(+)-MSTN-1pros转化到大

肠杆菌BL21(DE3), 用1 mmol/L IPTG诱导3 h后, 离
心收集菌体, 15% SDS-PAGE电泳检测。结果表明, 
经诱导后含有质粒pET-28a(+)-MSTN-1pros的菌株大

量表达的重组蛋白, 主要以不溶形式存在。蛋白大

小与预期的分子量一致, 约为31 kDa(图3)。在诱导

菌蛋白提取液的上清部分, 目的蛋白的条带不明显, 
可见表达的重组蛋白主要是以包涵体形式存在的。

大肠杆菌在相同条件下, 诱导0, 2, 3, 4, 5 h后分别检

测, 结果表明诱导3 h获得的重组蛋白最多(图4)。
2.3   Western blot检测

Western blot结果显示, 在诱导菌蛋白提取液中

M: DNA marker; 1: MSTN-1前肽的PCR产物(718 bp); 2: 空白对照(模
板为重蒸水)。
M: DNA marker; 1: PCR product of MSTN-1pros (718 bp); 2: blank 
(ddH2O for template).

图1  MSTN-1前肽基因RT-PCR产物电泳图

Fig.1  Electrophoretic analysis of RT-PCR product of MSTN-1pros

bp bp1 2 M
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1 200
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1: 诱导菌的总蛋白; 2: 诱导菌的的上清液; 3: BL21菌蛋白空白对照; 
4: 含空质粒pET-28a(+)的BL21菌蛋白空白对照。

1: total fraction; 2: soluble fraction; 3: total fraction of uninduced BL21 
(DE3); 4: total fraction of BL21 (DE3) transformed pET-28a(+) vector.

图3  原核表达的重组蛋白SDS-PAGE分析

Fig.3  SDS-PAGE analysis of prokaryotic expressed 
recombinant proteins

kDa 1 2 3 4

31

1 2 3 4 Pr-M 5 6 7 kDa
97.2
66.4

44.3
31.0

20.1
14.3

1~5: 分别为诱导0, 2, 3, 4, 5 h的细菌蛋白; 6: BL21空白菌蛋白; 7: 含pET-28a(+)空质粒的BL21(DE3)菌蛋白; Pr-M: marker。
1~5: total fraction after induction of 0, 2, 3, 4, 5 h, respectively; 6: total fraction of BL21 (DE3); 7: total fraction of BL21 (DE3) transformed pET-
28a(+) vector; Pr-M: marker.

图4  诱导时间对重组蛋白表达量的影响

Fig.4  Effect of different induction time on the mass of the recombinant proteins

kDa

97.2
66.7

44.3

29.0

20.1
14.3

1 2 3 M

1~2: MSTN-1前肽; 3: 空白对照; M: marker。
1~2: MSTN-1pros; 3: control group; M: marker.

图5  重组蛋白的Western blot分析

Fig.5  Recombinant proteins analyzed by Western blot

重组克隆质粒pMD-18T-MSTN-1pros(左); 重组表达质粒pET-28a(+)-MSTN-1pros(右)。
Recombinant cloning vector pMD-18T-MSTN-1pros (left); recombinant expression vector pET-28a(+)-MSTN-1pros (right).

图2  质粒构建示意图

Fig.2  Schematic structure of recombinant vectors

Am
p

LacZ

La
c1

Ori

Ori

M
STN-1pros

MSTN-1pros

pMD-18T-MSTN-1pros pET-28a(+)-MSTN-1pros

3 410 bp 6 052 bp

Kan

F1 ori



1348 · 研究论文 ·

有一条明亮的目标条带出现在30 kDa附近, 蛋白大

小约为31 kDa, 符合预期蛋白大小。结果也表明, 该
多克隆抗体具有较高的特异性(图5)。
2.4   大黄鱼MSTN-1前肽重组蛋白抗体的功能验证

注射MSTN-1pros多克隆抗体后的大黄鱼, 经
一个月养殖, 对照组与实验组幼鱼的成活率分别为

88.89%和83.33%, 两组间差异不显著(P>0.05)。对

照组实验开始时的初始体质量为11.48±0.18 g, 实验

结束时终体质量为22.72±0.94 g, 增重率为97.91%; 
实验组的体质量从11.58±0.20 g增加到22.72±0.90 g, 
增重率为77.20%。对照组的增重率比实验组高了

20.71%, 差异显著(P<0.05)。

3   讨论
在大肠杆菌中表达外源重组蛋白时, 由于重组

蛋白的错误折叠, 使得重组蛋白往往以不溶于水的

包涵体形式存在, 且没有生物学活性[19]。主要原因

有以下两个方面[20-22]: (1)外源重组蛋白合成过多、

过快, 蛋白没有足够的时间用来折叠, 二硫键不正确

配对; (2)宿主细胞内环境, 包括还原性环境无法使

蛋白的二硫键正确配对, 温度较高, pH接近蛋白质

等电点, 缺乏折叠辅助因子。如果要使包涵体形式

存在的重组蛋白具有生物学活性, 需要进行相关化

学处理, 如尿素、盐酸胍、DTT、β-巯基乙醇[23-24]。

但包涵体可以用来制备多克隆抗体, 已有研究报道

使用包涵体制备了多克隆抗体[25-26]。在本研究中, 
利用大肠杆菌表达了大黄鱼MSTN-1前肽重组蛋白, 
获得的重组蛋白也是以包涵体形式存在于细胞中。

Western blot结果表明, 制备的多克隆抗体具有较好

特异性。

鱼类生长的调控存在正调控和负调控, 重要

的正调控因子有生长激素[27]、MSTN-1前肽[15]、

Follistatin[28]和ActRIIB[29]等; 重要的负调控因子有

MSTN[4-5,30]。除了生长激素外, 调节与MSTN-1通路

相关的基因或蛋白也是一条重要的途径。由于人们

对转基因比较敏感, 而在蛋白质水平上调控养殖鱼

类的生长, 可以避开敏感的转基因食物, 以及转基因

造成的一些潜在危害, 因此有些研究者开始从重组

蛋白着手。给金鱼幼鱼注射能与MSTN-1相结合的

ActRIIB重组蛋白[9], 能明显提高金鱼幼鱼的生长速

度, 养35 d后测体重, 实验组鱼的体重比对照组的重

39%[29]。Acosta等[27]报道重组生长激素可促进罗非

鱼幼鱼的生长, 并提高先天性免疫能力。可见, 无论

是通过抑制MSTN-1的功能, 如利用MSTN-1前肽和

Follistatin[28], 还是提高体内生长激素的含量, 都能促

进鱼类的生长。

为了能使表达的重组蛋白不需进行变性、复

性等处理而具有生物学活性, 从而方便生产应

用。Lee等[15]用了3种表达质粒pET32a、pET43.1a
和pMALc2X与5种 大 肠 杆 菌 菌 株BL21(DE3)、
BL21(DE3)pLysS、Origami2(DE3)、Origami2(DE3)
pLysS和Rosetta-gami2(DE3)pLysS互相组合, 结果发

现, 只有pMALc2X和Rosetta-gami2(DE3)pLysS组合

具有较好的效果, 能够产生可溶性的重组蛋白, 且表

达效果与温度有关, 在12.5 °C时只表达可溶性重组

蛋白, 而在25 °C和37 °C时同时表达可溶性和不溶性

的重组蛋白。用获得的可溶性牙鲆MSTN-1前肽重

组蛋白浸泡虹鳟幼鱼, 实验组虹鳟体重明显高于对

照组, 且具有剂量效应, 证明可溶性重组蛋白具有生

物学活性。这一研究结果为表达可溶性重组蛋白及

其生产性应用提供了一条途径。

在本研究中, 由于我们获得的大黄鱼MSTN-1
前肽重组蛋白是包涵体, 不具有生物学活性, 但用

MSTN-1前肽重组蛋白的抗体注射大黄鱼幼鱼, 能
够抑制大黄鱼幼鱼的生长, 也间接证明了大黄鱼

MSTN-1前肽对大黄鱼幼鱼生长的促进作用。为今

后表达可溶性大黄鱼MSTN-1前肽重组蛋白及在大

黄鱼养殖生产中利用MSTN-1重组蛋白打下了基础。
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