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　　摘要 :为提高肌肉抑制素 (Myostatin ,MSTN)免疫原性 ,进行了乙肝核心抗原 (HBcAg)作为分子佐剂可能性的研究。

利用 PCR方法获得了 MSTN的 C端片段 ,并分别在乙肝核心抗原的 N端、C端及中间位点融合 ,构建了 3个融合表达

克隆 :pET230a2MSTN/ HBcAg(N)、pET230a2MSTN/ HBcAg (C)和 pET230a2MSTN/ HBcAg (M) ,转化大肠杆菌后 IPTG诱导表

达 ,然后利用 Ni2 +亲和层析纯化融合蛋白。应用重组蛋白免疫小鼠后利用间接 ELISA法检测抗血清效价。结果表

明 :融合蛋白免疫效果要显著优于MSTN( P < 0. 05) ;融合蛋白MSTN/ HBcAg(M)的免疫效果最佳。乙肝核心抗原可以

作为分子佐剂以增强肌肉抑制素免疫原性。
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Abstract :Myostatin is a member of the TGF2β superfamily that functions as a negative regulator of skeletal muscle

development in mammals. Targeting the myostatin pathway may be an effective strategy for increasing muscle growth. To

improve immunogenicity of myostatin ,the possibility of hepatitis B core antigen as molecular adjuvant was studied. First ,

myostatin C2domain was amplified by PCR and fused to the gene of hepatitis B core antigen at the position of N2terminal ,

C2terminal and internal respectively. Then three expression vector pET230a2MSTN/ HBcAg (N) ,pET230a2MSTN/ HBcAg

(C) and pET230a2MSTN/ HBcAg(M) was constructed. The fused proteins were expressed in E. coli . and were purified by

Ni2 + affinity chromatography. Then male Kunming white mice were immunized with single fused protein or recombinant C2
domain. The indirect ELISA assay was used to detect the titer of antiserum against myostatin. The results shown :The im2
mune effect of fused proteins was significantly better than that of recombinant C2domain ( P < 0. 05) ;The immune effect

of fused protein MSTN/ HBcAg(M) was the best in three fused protein. These results proved that HBcAg could be used as

molecular adjuvant to improve the immunogenicity of myostatin.
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　　1997 年美国 John Hopkins 大学的 McPherron

等[1 ]从小鼠骨骼肌 cDNA文库中克隆出一个新基因

肌肉抑制素 (Myostatin ,MSTN) 。MSTN 是调控肌肉

生长的重要负调控因子 ,可抑制肌肉细胞的增殖和

分化[2 ,3 ] ,甚至导致个体严重消瘦[4 ]。利用基因敲

除技术获得的 MSTN 缺失小鼠表现出肌肉肥大和肌

纤维增多等症状[1 ]。体外注射抗MSTN单克隆抗体

可有效改善 Duchenne 型肌营养不良小鼠模型的症

状 ,并恢复其肌肉功能[5 ,6 ]。这提示 ,阻断 MSTN的

作用途径后 ,可以有效促进肌肉的生长和发育。

乙肝核心抗原 ( HBcAg)具有很强的免疫原性 ,

能以 T细胞依赖及 T细胞非依赖作用方式产生免疫
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反应。HBcAg作为分子佐剂 ,同自身免疫原性不强

的抗原决定簇融合后可增强其免疫原性。近年已有

一些这方面的成功例子 :如口蹄疫病毒、脊髓灰质炎

病毒、人绒毛膜促性腺激素等[7 - 9 ]。但遗憾的是 ,尚

未有 HBcAg同MSTN融合后增强MSTN免疫原性的

报道。已有研究证实 ,不同蛋白同 HBcAg融合时 ,

在不同的融合位点所获得融合蛋白的免疫原性不尽

相同[10 ]。为此 ,本研究以 HBcAg为分子佐剂 ,构建

MSTN在 HBcAg 不同位点融合的表达结构 ,确定

MSTN同 HBcAg的最佳融合位点 ,为进一步研制抗

MSTN基因工程肽苗奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

pMD182T、pET230a2c ( + ) 、克隆有 HBcAg 的

pMD182T2HBcAg质粒载体为本实验室冻存。MSTN

的重组 C 端蛋白由本实验室冻存。高效感受态

BL21细菌细胞购于北京博大泰克生物基因技术有

限公司。RNase、限制性核酸内切酶、T4DNA连接酶

均购于大连 Takara生物公司。绵羊基因组为本实验

室自备。成年雄性昆明白小鼠购自协和医科大学。

完全弗氏佐剂 ,弗氏不完全佐剂购自 Sigma 公司。

PCR引物由北京三博公司合成。

1. 2　方法

1. 2. 1 　MSTN在 HBcAg氨端融合克隆的构建 　根

据 GeneBank 中 MSTN 序 列 ( AF019622 ) , 应 用

primer5. 0 软件设计引物 P1 ( 5′2TCCAGGTACC2
GATTTTGGGCTTGATTGTGATG23′) 和 P2 ( 3′2CATC2
TAGCGACACCC ACGAGTGGTACCTAAC25′) ,从绵羊

基因组 DNA 中扩增 MSTN。根据 GeneBank 中

HBcAg 序列 ( AF517488) 设计引物 P3 ( 5′2TCTAC2
CATGGCTTGGGTGGCTTTAGGGCA23′)和 P4 (3′2ATAGG

ATAGTTGCGA AGGCACTCAGCTGTAGA25′) , 从

pMD182T2HBcAg中扩增 HBcAg。以 NcoⅠ分别酶切

MSTN和 HBcAg ,经连接后利用 P1 和 P4 进行再扩

增。利用 KpnⅠ和 Sal Ⅰ酶切扩增产物与表达载体

pET230a2c ( + ) ,经连接后获得 MSTN 在 HBcAg 的 N

端融合克隆 pET230a2c ( + )2MSTN/ HBcAg(N) (图 1) 。

完成后进行酶切和测序鉴定。

1. 2. 2 　MSTN 在 HBcAg 羧端融合克隆的构建 　根

据 MSTN 序列设计引物 P5 (5′2AAGCG GTACC ATG2
GACATTG ACCCTTATAA23′) 和 P6 ( 3′2GATAG2
GATAGTTGCGAAGGCGGTACCTTAG2 5′) ,从绵羊基因

组 DNA中扩增 MSTN。根据 HBcAg 序列设计引物

P7 ( 5′2TCCACCATGGGATTTTGGGCTTGATTGTGATG2

3′)和 P8 (3′2TAGCGACACCCACGAGTACTCAGCTGTA2
GA 25′) ,从 pMD182HBcAg中扩增 HBcAg。以 NcoⅠ

分别酶切 MSTN 和 HBcAg ,经连接后再扩增。用

KpnⅠ和 Sal Ⅰ酶切扩增产物与 pET230a2c ( + ) ,连接

后获得 MSTN 在 HBcAg 的 C2端融合克隆 pET230a2
MSTN/ HBcAg(C) (图 1) 。

A. MSTN/ HBcAg (N) ;B. MSTN/ HBcAg (C) ;C. MSTN/ HBcAg (M) .

图 1　MSTN与 HBcAg融合基因的构建策略图

Fig. 1　Schematic diagram of the construction

of the fused gene of MSTN and HBcAg

1. 2. 3 　MSTN在 HBcAg中间位点融合克隆的构建

　根据 MSTN 序列设计引物 P9 (3′2CATCTAGCGA2
CACCCACGAGTCTTAAGATCA25′) ,应用 P7 和 P9 从

绵羊基因组 DNA中扩增 MSTN。根据 HBcAg 序列

设计 引 物 P10 (3′2CCACCCATGATTAAATCTTCTAGG

TACCTACG25′)和 P11 (5′2AGATGAATTC CCAGCATC2
TAGGGACCTAGTAG2 3′) ,应用 P1 和 P10 从 pMD182
HBcAg中扩增 HBcAg 的 N 端 ,用 P11 和 P4 扩增 C

端。以内切酶切割相应片段 ,经连接后进行再扩增。

利用 Kpn Ⅰ和 Sal Ⅰ酶切扩增产物与 pET230a2c

( + ) ,经连接后获得 MSTN 在 HBcAg 中间位点的融

合克隆 pET230a2MSTN/ HBcAg(M) (图 1) 。

1. 2. 4　融合蛋白的表达和纯化　将表达载体分别

转化宿主细胞 BL21 (DE3)后 ,从对照菌和重组菌分

别挑取 1 个菌落 ,接入 1 mL 含卡那霉素 ( 100

μg/ mL)的LB培养基 ,37℃培养过夜。取出 50μL过

夜培养物接入 5 mL LB 培养基 ,37℃震荡培养至对

数中期 (A550 = 0. 6)时加入 IPTG至终浓度 1 mmol/ L ,

37℃继续通气培养 4 h后收集菌液进行 15 %SDS2聚
丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS2PAGE)以检测其诱导表达

情况。确定融合蛋白表达后收集诱导后菌液 ,

10 000 r/ mim离心 15 min 后进行超声波破碎处理 ,

Triton X2100提取包涵体后应用 8 mol/ L 尿素溶解 ,

然后进行Ni2 +亲和层析 ,纯化融合蛋白 ,并进行 15 %

SDS2PAGE分析纯化效果。用 PBS对纯化的融合蛋白

进行透析处理以去除尿素并进行蛋白复性 ,然后应用

Bradford法对复性后的融合蛋白进行定量分析。

1. 2. 5 　MSTN与 HBcAg融合蛋白免疫原性的分析

　选取体重 20～25 g成年健康昆明白雄性小鼠在

交替光照 (12 h光照 ,12 h黑暗) ,22℃条件下饲养。
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将 40只小鼠随机分为 5组 (N = 8) ,第一组为空白对

照组 ,采用 PBS免疫 ;第二组为试验组 Ⅰ,采用 PBS

+ MSTN 免疫 ;第三组为试验组 Ⅱ,采用 PBS +

MSTN/ HBcAg(N)免疫 ;第四组为试验组Ⅲ,采用 PBS

+ MSTN/ HBcAg(C)免疫 ;第五组为试验组 Ⅳ,采用

PBS + MSTN/ HBcAg(M)免疫。

将重组蛋白用 PBS稀释成 1. 5 mg/ mL ,与等体

积弗氏完全佐剂混合后注射昆明白小鼠。分多点背

部皮内注射 ,每只抗原注射量约 200μg。初次免疫

28 d后开始加强免疫 ,以后 14 d进行 1次 ,共 3次。

加强免疫时采用弗氏不完全佐剂 ,抗原量减半。第

3次加强免疫 7 d后眼底静脉丛采血 ,间接 ELISA法

测抗血清效价。

1. 3　数据统计

试验结果以平均值±标准误表示 ,利用 SPSS软

件进行 t 检验 ,显著性水平设置为 0. 05。间接

ELISA法测抗体效价时每个样品重复测量 3次取平

均值。

2　结果与分析

2. 1　融合蛋白的构建、表达及纯化

2. 1. 1 　MSTN 与 HBcAg 的 N端融合克隆的构建 　

为了证明所构建表达载体的正确性 ,首先对 pET2
30a2MSTN/ HBcAg(N)质粒进行单酶切 ,获得了 6 000

bp的目的片段 ;经 Kpn Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切后获得 2

个片段 ,大小分别约为 790 bp 和 5 300 bp。进一步

测序表明该载体构建正确。IPTG诱导后得到约 28

kDa大小的蛋白条带 ,符合预期结果。纯化效果良

好 (图 2) 。

A. pET230a2MSTN/ HBcAg(N)的酶切鉴定 ;B.蛋白的表达 ;C.蛋白的纯
化 ;a.核酸Marker ;b. MSTN 的 PCR产物 ;C. HBcAg的 PCR产物 ;d.融
合片段 MSTN/ HBcAg (N)的 PCR产物 ;E. KpnⅠ单酶切 ;f . KpnⅠ和 Sal Ⅰ
双酶切 ;g.蛋白Marker ;h. IPTG诱导表达 ;i .阴性对照 ;j .纯化后蛋白。
A. Restriction enzyme identification of pET230a2MSTN/ HBcAg(N) ;B. Expres2
sion of protein pET230a2MSTN/ HBcAg(N) ;C. Purification of pET230a2MSTN/
HBcAg(N) ;a. DNA Marker ; b. PCR products of MSTN ; c. PCR products of
HBcAg;d. PCR products of MSTN/ HBcAg (N) ;e. Single restriction of KpnⅠ;

f . Double restriction of KpnⅠand SalⅠ;g. Protein marker ;h. Inducing expres2
sion of IPTG;i . Negative control ;j . Protein after purification.

图 2　MSTN/ HBcAg( N)的构建、表达及纯化

Fig. 2　Construction ,expression and purification

of MSTN/ HBcAg ( N)

2. 1. 2 　MSTN 与 HBcAg 的 C 端融合克隆的构建

pET230a2MSTN/ HBcAg(C)进行 Kpn Ⅰ单酶切后获得

了 6 000 bp 的片段 ;经 KpnⅠ和 Sal Ⅰ双酶切后获得

2个片段 ,2片段大小分别约为 770 bp 和 5 300 bp。

进一步测序分析表明 ,该载体构建正确。IPTG诱导

后得到约 28 kDa 大小的蛋白条带 ,符合预期结果。

纯化效果良好 (图 3) 。

A. pET230a2MSTN/ HBcAg(C)的酶切鉴定 ;B.蛋白的表达 ;C.蛋白的纯
化 ;a.核酸Marker ;b. MSTN 的 PCR产物 ;c. HBcAg的 PCR产物 ;d.融
合片段 MSTN/ HBcAg的 PCR产物 ;e. KpnⅠ单酶切 ;f . KpnⅠ和 Sal Ⅰ
双酶切 ;g.蛋白Marker ;h. IPTG诱导表达 ;i .阴性对照 ;j .纯化后蛋白。
A. Restriction enzyme identification of pET230a2MSTN/ HBcAg ( C) ; B. Ex2
pression of protein pET230a2MSTN/ HBcAg ( C) ; C. Purification of pET230a2
MSTN/ HBcAg ( C) ; a. DNA Marker ; b. PCR products of MSTN ; c. PCR
products of HBcAg ;d. PCR products of MSTN/ HBcAg (C) ;e. Single restric2
tion of KpnⅠ;f . Double restriction of KpnⅠand Sal Ⅰ;g. Protein marker ;
h. Inducing expression of IPTG;i . Negative control ; j . Protein after purifica2
tion.

图 3　MSTN/ HBcAg( C)的构建、表达及纯化

Fig. 3　Construction , expression and purification

of MSTN/ HBcAg ( C)

2. 1. 3 　MSTN 与 HBcAg 中间融合克隆的构建 　对

pET230a2MSTN/ HBcAg(M)经 Kpn Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切

获得 2个片段 ,两片段大小分别约为 780 bp 和 5 300

bp。进一步测序分析表明 ,该载体构建正确。IPTG

诱导后得到约 28kDa 大小的蛋白条带 ,符合预期结

果。纯化效果良好 (图 4) 。

A. pET230a2MSTN/ HBcAg (M)的酶切鉴定 ;B.蛋白的表达 ; C.蛋白的
纯化 ;a.核酸Marker ;b. HBcAg的 N端 PCR产物 ;c. MSTN 的 PCR产
物 ;d. HBcAg的 C端 PCR产物 ;e. KpnⅠ和 SalⅠ双酶切 ;f .蛋白Mark2
er ;g. IPTG诱导表达 ;h.阴性对照 ;i .纯化后蛋白。
A. Restriction enzyme identification of pET230a2MSTN/ HBcAg (M) ;B. Ex2
pression of protein pET230a2MSTN/ HBcAg (M) ;C. Purification of pET230a2
MSTN/ HBcAg (M) ; a. DNA Marker ; b. PCR products of MSTN ; c. PCR
products of HBcAg ; d. PCR products of MSTN/ HBcAg (M) ;e. Double re2
striction of Kpn Ⅰand Sal Ⅰ;f . Protein marker ; g. Inducing expression of
IPTG;h. Negative control ;i . Protein after purification.

图 4　MSTN/ HBcAg( M)的构建、表达及纯化

Fig. 4　Construction ,expression and purification of

MSTN/ HBcAg ( M)

2. 2　融合蛋白的免疫原性

将MSTN的重组 C端以 2 mg/ L 浓度包被聚苯

乙烯反应板 ,应用间接 ELISA测抗血清滴度 ,以 P/ N

≥2. 0判定为阳性。检测结果显示 ,重组蛋白免疫

小鼠后的抗血清滴度均达到 1∶250 000以上 ,同空白

对照组相比差异极显著 ( P < 0. 01) (图 5) 。重组蛋

白的免疫效果也有所差异 ,融合蛋白的免疫效果优
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于MSTN组 ,其中MSTN/ HBcAg(M)组的免疫效果最

佳 ,在滴度为 1∶250 000时的 A450吸光度为 0. 062 1

±0. 002 3 ,而MSTN组仅为 0. 036 8 ±0. 001 9 ,存在

显著差异 ( P < 0. 05) 。

□.空白对照组 ;●. MSTN组 ;○. MSTN/ HBcAg(N)组 ;
△. MSTN/ HBcAg(C)组 ;■. MSTN/ HBcAg(M)组。
□. Control ; ●. Group MSTN ;○. Group MSTN/ HBcAg(N) ;
△. Group MSTN/ HBcAg(C) ; ■. Group MSTN/ HBcAg(M) .

图 5　间接 ELISA分析重组蛋白抗血清滴度

Fig. 5　Indirect ELISA analysis of

antiserum of recombinant protein

3　讨论

自 1997年发现 MSTN 以来 ,人们已经对 MSTN

的来源、结构、功能等进行了大量研究 ,并证实

MSTN不仅参与正常生理活动 ,还同肌肉萎缩、爱滋

病等疾病相关[2 ,4 ]。在这些疾病中都发现了 MSTN

表达的显著增高。利用基因敲除技术所获得的转基

因小鼠中 ,肌肉质量显著增加[5 ]。利用将 MSTN的

抗体注射 mdx模型小鼠后也观察到了肌肉生长状

况的改善[1 ]。这提示通过特异性抗体阻断MSTN的

作用通路可以有效地促进肌肉的生长发育。本研究

分析了 HBcAg 的融合位点对 MSTN 免疫原性的影

响 ,为进一步研发可增加家畜肌肉产量的 MSTN疫

苗提供理论依据。

HBcAg具有较强的免疫原性 ,能以 T细胞依赖

和非依赖方式产生抗体。目前已有许多以 HBcAg

为分子佐剂 ,提高目的蛋白抗原性的成功报道[7 - 9 ] ,

但对目的蛋白插入 HBcAg 的部位仍有不同的见解。

有些学者认为外源蛋白插入 HBcAg 中间或者 C端

合适 ,但也有报道插入 HBcAg的 N端可以使外源蛋

白更好的暴露 ,产生高滴度的抗体 ,同时也不影响

HBcAg颗粒的形成[10 ]。但对 MSTN而言 ,尚未有关

于最佳融合位点的报道。因此 ,本研究中将 MSTN

的 C端片段分别融合与 HBcAg的N端 ,C端和中间 ,

大肠杆菌中获得了成功表达并进行了纯化。应用重

组蛋白免疫小鼠后发现 ,MSTN的 C端在 HBcAg的中

间位点融合后的免疫效果优于仅用MSTN免疫后的

效果 ,也优于在N端或 C端融合后的免疫效果 ,这为

研制抗MSTN基因工程肽苗 ,通过主动免疫途径使动

物产生中和抗体 ,进而阻断内源性MSTN的作用通路

并增加动物肌肉产量奠定了基础。
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