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　　摘要:通过酶切方法自含鸡甲状旁腺素(CT)基因的克隆质粒 pGEM-T-CT中扩增 CT基因 , 并将其克隆到真核表达

载体 pCDNA3 中 ,阳性克隆鉴定后 , 在 PEI作用下转染 COS-1细胞 , 通过间接免疫荧光试验(IFA)检测到了 CT在 COS-1

中的表达。
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Construction of Eukaryotic Expressing Plasmid of Chicken CT Gene

and Its Expression in COS-1
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Abstract:Chicken calcitoni gene was amplified from the recombinant plasmid named pGEM-T-CT by digested

(HindⅢ + Bam HI)and cloned into pCDNA3.The recombinant plasmid was transfected into COS-1 with PEI.72 h

after transfection , the expression of CT were successfully tested by indirect immunofluorescence assay (IFA)with the an-

tiserum of CT expressed in COS-1.
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　　我国是世界蛋鸡养殖大国 ,近年来商品蛋鸡占

世界存栏量的 40%～ 45%,且逐渐增加 。2005年我

国蛋鸡存栏 20亿只 ,年人均鸡蛋消费 21.8 kg/人 ,

占世界第 3位 ,是世界平均水平的 2.1倍
[ 1]
。伴随

产业化进程的加快 ,笼养蛋鸡营养代谢病发病率也

呈升高趋势 ,骨质疏松症便是其中一种。笼养蛋鸡

骨质疏松症(Cage layer osteoporosis ,CLO)又称为笼养

蛋鸡疲劳症(Fatigue of cage layers)是蛋鸡养殖业中

最严重的骨骼代谢疾病 , 发病率高达 16% ～

30%[ 2] ,严重影响蛋鸡生产性能 。如何调控蛋鸡钙

磷代谢 ,预防笼养蛋鸡骨质疏松症 ,延长笼养蛋鸡的

产蛋周期 ,提高其产蛋性能是当前蛋鸡养殖业所面

临的重要课题之一[ 3 , 4] 。传统营养学多采用适当提

高日粮中钙 、磷含量 、调整钙磷比例和添加 VD3等

方法防治 CLO ,但效果甚微 。因此 ,通过调控产蛋鸡

相关激素或因子水平调控蛋鸡钙 、磷代谢 ,预防和治

疗 CLO是近年来营养和生理研究的重要内容
[ 5]
。

降钙素(CT)是动物体内重要的钙调节激素 ,可

促进骨骼再生 ,抑制破骨细胞活动 ,以减少骨钙入

血 ,降低血钙浓度[ 6] ,但其效应发挥受体内甲状旁腺

素(PTH)的反馈抑制 ,二者始终保持动态平衡 。人

类医学领域已通过直接注射外源 CT 方式 ,调控钙 、

磷代谢 ,治疗骨质疏松[ 7-9] 。尽管这种方法有一定

效果 ,但昂贵的成本 、密集的注射频率使其难以推广

至畜禽生产中 。

由于肌肉注射外源 DNA 能在动物体内表

达[ 10 ,11] ,如果将适量 CT 基因表达质粒在蛋鸡肌肉

部位注射 ,使其不断表达产生 CT ,通过抑制破骨细

胞活动 ,促进骨骼再生以有效防治 CLO ,这将为人类

开辟一条新的调控蛋鸡骨钙代谢 、防治 CLO 的途

径。禽类 CT 研究与人类医学领域相比起步较晚 ,

国外学者较早克隆出鸡 CT 序列 ,但目前相关应用
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报道较少。国内关于鸡 CT 基因序列的克隆 、测序

及重组载体表达方面鲜有报道 。本研究旨在通过对

新扬州鸡 CT基因克隆到真核表达载体 pCDNA3中 ,

并成功将含有目的基因的真核质粒按 PEI介导转染

转入 COS-1细胞 ,并通过间接免疫荧光表达试验用

兔抗CT 血清检测到 CT 基因的表达。这为进一步

研究鸡 CT 在蛋鸡体内的高效表达 ,并通过质粒接

种等基因手段防治 CLO的研究提供了可能。

1　材料和方法

1.1　材料

DH5α感受态大肠杆菌由扬州大学兽医学院转

基因动物研究中心制备和保存 , COS-1细胞购自中

科院上海细胞生物化学研究所 , pGEM-T-CT 重组质

粒(已转化入 JM109细胞)由扬州大学动物科学与技

术学院饲料资源开发实验室保存;pCDNA3真核表

达载体由扬州大学兽医学院转基因动物研究中心孙

怀昌教授惠赠;DNA纯化试剂盒购自 Promega公司;

Hind Ⅲ、BamH I 限制性内切酶 、T4 DNA 连接酶 、

DNA Marker 购自宝生物工程(大连)有限公司;

DMEM基础培养基购自 GIBCO公司;荧光素标记的

羊抗兔 IgG购自华美生物工程公司;25 kDa 多聚乙

酞亚胺(Polyethylenimine ,PEI)购自 Sigma 公司;其他

试剂均为国产分析纯试剂 。兔抗 CT 抗体参照文

献[ 12]方法制备 。

1.2　方法

1.2.1　酶切回收 CT 基因片段　将含 pGEM-T-CT

重组质粒的 JM109感受态细胞 ,取 200 μL涂布于含

100μg/mL 氨苄青霉素(Amp)和 X-gal 、IPTG 的 LB

平板上 ,37℃恒温箱中培养 16 h 后 ,挑取单个白色

菌落接种于加 Amp (100 μg/mL)的液体 LB培养基

中 ,37℃恒温培养 12 ～ 16 h 。参照文献[ 12] 方法提

取重组质粒 。从 pGEM-T-CT 重组质粒中酶切回收

CT 片段 ,采用50μL 反应体系:灭菌三蒸水13μL 、10

×K buffer 5 μL , Hind Ⅲ 1μL , BamH I 1 μL ,pGEMT-

CT(20 ng/μL)30 μL。将其置于 37℃消化 2 h ,消化

产物用凝胶电泳进行检测分离 ,然后按照 Wizard

DNA Clean-Up System说明书提纯目的片段。纯化后

取10 μL 测定 260 和 280 nm 波长的吸光度 ,计算

DNA的浓度和纯度 。

1.2.2　真核表达载体 pCDNA3-CT 的构建策略　如

图所示(图 1)。

1.2.3　重组真核表达质粒的构建　参考载体使用

说明 ,在10 μL 连接反应体系中依次加入如下各组

分:灭菌三蒸水 4 μL ,10×buffer 1 μL ,T4 连接酶 1

μL ,切开的 pCDNA3 Vector(20 ng/μL)1μL ,CT cDNA

(20 ng/μL)3 μL , 轻轻混匀后 , 16℃水浴反应 4 h ,

4℃放置过夜。连接反应产物全部转移到 200 μL 感

受态细胞中 ,在冰上孵育 30 min ,立即将细胞置于

42℃水浴中 ,放置 90 s进行热休克 ,然后取出置于冰

上 2 min。接着加入 1 mL LB培养基 ,37℃振荡培养

1 h ,取 150μL 涂于预热的LB平板上 ,37℃恒温箱中

过夜培养 。

图 1　pCDNA3-CT质粒构建策略图

Fig.1　Construction of the plasmid from pCDNA3-CT

1.2.4　重组质粒的筛选与鉴定　在 LB平板上挑选

单个菌落 ,在含有 Amp(100 μg/mL)的 LB 琼脂平板

培养基上培养 16 h ,挑取单个白色菌落接种于加

Amp的液体 LB培养基中 ,37℃恒温培养 12 ～ 16 h。

参照文献[ 12] 方法提取重组质粒 , 再进行 PCR及

Hind Ⅲ、BamH I双酶切电泳检测鉴定。PCR扩增上

游引物:5′-CGAAGCTTATGGTCATGCTGAAGATTTC

ATC-3′;下游引物:5′-TAGGATCCCTAGTTGTTTCC-

TAGGGTTTCC-3′,采用 50μL反应体系:DEPC 28 μL ,

5×RT-PCR Buffer 缓冲液 10 μL ,MgSO4(25 mmol/L)2

μL ,dNTPs(每种浓度为 10 mmol/L)1 μL ,上游引物

(50 pmol/μL)1μL;下游引物(50 pmol/μL)1μL ,吹打

混匀 ,加入逆转录酶 1μL ,DNA聚合酶 1 μL ,混匀后

加入模板 RNA 5 μL。反应程序:48℃45 min ,1个循

环;94℃预变性 2 min , 94℃变性 30 s ,60℃退火 1

min ,68℃延伸 2 min ,40个循环;68℃延伸 7 min ,同

时设立无模板的阴性对照。反应结束后 , 取 5 μL
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PCR产物用 1.0%的琼脂糖凝胶(含 0.5 μg/mL)进

行电泳分析 ,染色后于紫外灯下检测拍照 。选择酶

切和PCR鉴定为重组阳性的质粒送上海生工生物

工程技术服务有限公司进行序列测定。

1.2.5　阳性重组质粒转染 COS-1细胞 　重组质粒

pCDNA3-CT的制备和纯化 ,按照标准的 PEG 沉淀

法[ 12]进行 ,将重组质粒DNA按PEI 介导转染法转染

COS-1细胞 ,步骤如下:转染前 2 d用胰蛋白酶消化

细胞 ,将消化后单个的细胞(约 2×10
5
个细胞)转移

到35 mm 的小培养皿中 ,加 2 mL 含 10%犊牛血清

的培养液 ,置于 37℃, 5%CO2 培养箱中培养 。转染

前 ,取出培养皿在倒置显微镜下观察 ,挑取细胞生长

旺盛 、形态好的培养皿 ,倒掉培养液 ,用 2 mL Hanks

液洗 2次待用;将 5 μL 约(100 ng)重组质粒 DNA加

入到 100μL DMEM 中 ,取 10 μg/μL的 PEI 10 μL用

DMEM 稀释成 0.1 μg/μL , 分别混匀 , 室温静置 10

min;按 DNA∶PEI为 1∶2 的比例 ,将含 PEI 的 DMEM

加到含质粒 DNA的 DMEM中 ,吹打混匀 ,室温静置

15 min;将 DNA 和 PEI 的混合物加到 35 mm 小培养

皿中 ,再加入 500 μL 的 DMEM ,放置于 37℃,5%CO2

培养箱中培养 3 h ,接着加入完全培养基(含 10%犊

牛血清)2 mL ,继续培养 72 h;吸去细胞上清 ,将 4℃

过夜的固定液(丙酮∶乙醇/3∶2)加到有细胞的小培

养皿中 ,室温静置 2 min ,然后吸去固定液 ,室温晾

干 ,用 PBS 洗涤 3次 ,每次 5 min ,然后加入兔抗 CT

的一抗(设 2个稀释梯度 1∶50 ,1∶100做对比), 37℃

放置 40 min 后吸取上清 ,用 PBS 洗涤 3次 ,每次 5

min ,最后置于荧光显微镜下观察转染结果。

2　结果与分析

2.1　pCDNA3-CT重组质粒的 PCR鉴定

M.DNA Marker DL2000 DNA

图 2　RT-PCR产物的鉴定

Fig.2　Electrophoresis map for PCR product

　　以阳性产物为模板进行 PCR扩增 ,电泳获得大

约 417 bp 的条带 ,与已知 CT 基因片段的大小相符

(图 2)。

2.2　pCDNA3-CT重组质粒的酶切鉴定

提取重组质粒进行 PCR反应及电泳分析 ,出现

1条长约 417 bp的特异性条带;重组质粒经 Hind Ⅲ

+BamH I双酶切后电泳分析结果出现 2条带:其中

一条带为载体质粒 ,约 5.4 kb;另一条带为所克隆的

PTH基因 ,约417 bp(图 3)。

1.λ-EcoT14Ⅰ digest;2.阴性对照;3.重组质粒

双酶切;4.重组质粒 PCR产物;5.DNA Marker DL2000

图 3　重组质粒 PCR和酶切鉴定图

Fig.3　Identification of recombinant plasmid

by digested(Hind Ⅲ+BamH I)and PCR

2.3　pCDNA3-CT重组质粒中 CT基因序列测定

选择酶切和 PCR鉴定为 CT 基因重组阳性的质

粒送上海生工生物工程技术服务有限公司进行正反

2个方向的序列测定 ,报告的核苷酸序列经分析去

除两端引物中的多余碱基 ,得到全长 417 bp的核苷

酸序列 ,与GenBank(X03012)[ 13]上发表的 CT 基因具

有高度一致性 ,同源性为 99.8%,在阅读框内仅相

差 1个碱基 ,即 135处的G转换成了 C ,相应的引起

了氨基酸的变化 ,第45位的谷氨酸转变为天冬氨酸

(图 4 中加下划线处)。说明 pCDNA3-CT 质粒构建

成功 。从新扬州鸡腮后腺组织中克隆的 CT 基因 ,

与GenBank已发表鸡CT 基因序列进行比较 ,发现存

在一个碱基变异 ,且导致氨基酸变异 ,说明鸡 CT 基

因具有一定多态性 。
ATG GTC ATG CTG AAG ATT TCA TCT TTC CTT GCT GTT TAT GCC TTG GTT

M　V 　M 　L 　K 　 I 　S 　S 　F 　L 　A 　V 　Y 　A 　L 　V

GTG TGC CAG ATG GAC AGC TTC CAG GCA GCC CCA GTC AGA CCTGGC TTG
V 　C 　Q 　M 　D 　S 　F 　Q 　A 　A 　P 　V 　R　P 　G 　L

GAG TCC ATC ACA GAT CGA GTG ACG CTC AGTGAT TAC GAC GCT CGG AGA

E 　S 　 I 　T 　D 　R 　V 　T 　L 　S 　D 　Y 　D 　A 　R 　R

TTA TTA AATGCG CTG GTG AAA GAG TTC ATA CAG ATG ACG GCA GAA GAG

L　L 　N 　A 　L 　V 　K 　E 　F 　 I 　Q 　M 　T 　A 　E 　E
CTG GAG CAA GCC TCT GAG GGG AAC AGC CTG GAT AGA CCTATT TCC AAA

L　E 　Q 　A 　S 　E 　G 　N 　S 　L 　D 　R 　P 　 I 　S 　K

CGC TGT GCC AGT CTG AGT ACT TGT GTG CTG GGC AAA CTG TCT CAA GAA
R　C 　A 　S 　L 　S 　T 　C 　V 　L 　G 　K 　L 　S 　Q 　E

TTG CAC AAA TTG CAA ACT TAC CCT CGT ACT GAC GTC GGG GCT GGA ACT
L 　H　K 　L 　Q 　T 　Y 　P 　R　T 　D 　V 　G 　A 　G 　T

CCT GGC AAG AAA AGA AAT GTG CTG AAT GAC CTG GAC CAT GAA CGC TAT
P　G 　K 　K 　R 　N 　V 　L 　N 　D 　L 　D 　H 　E 　R　Y

GCA AAC TAT GGG GAA ACC CTA GGA AAC AAC TAG
A 　N 　Y 　G 　E 　T 　L 　G 　N 　N 　.

图 4　核苷酸序列及其编码的氨基酸

Fig.4　The nucleotide sequence and deduced amino acids
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2.4　重组质粒在 COS-1细胞中的表达

经荧光显微镜观察 ,被 pCDNA3-CT 重组质粒转

染的 COS-1细胞 ,一抗血清稀释度 1∶50组可见明显

的荧光亮点(图 5 , 6为同一细胞培养皿中选取不同

角度拍摄的结果),被 pCDNA3-CT 重重组质粒转染

的COS-1细胞则无荧光(图 8), 说明 pCDNA3-CT重

　　　　　　

组质粒在 COS-1细胞中能正常有效地表达 ,自制的

兔抗鸡 CT血清效价较低。

3　结论

本研究结果表明 , pCDNA3-CT 重组质粒构建成

功且其可在 COS-1真核细胞中表达 ,为进一步研究

防治 CLO及禽类钙营养代谢相关疾病奠定了基础。
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