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重组缩胆囊素融合蛋白制备及其免疫原性研究
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摘要:成功扩增了猪缩胆囊素(CCK)基因 C 末端片段，并在大肠杆菌中成功表达， SDS-PAGE 检测到相对分子质量

约为 45000 的融合蛋白，最高表达量占菌体总蛋白的 40.21~奋，蛋白可溶性分析表明，融合蛋白主要是以可溶性形

式表达. Westem-blotting 证实，可溶表达的融合蛋白能与 CCK-8 阳性血清具有良好的免疫反应性.以纯化后的蛋

白为免疫原制备油乳剂疫苗免疫蛋鸡，结果表明，CCK 蛋白可在鸡体内引起免疫反应，加强免疫后蛋鸡血清和卵黄

中 CCK 抗体可维持在较高水平.为了研究含有 CCK抗体的蛋黄粉对鸡生长性能的影响，将其作为添加剂饲喂 20

日龄肉鸡，试验结果表明，饲喂添加 100 和 300 glt 含 CCK 抗体蛋黄粉的肉鸡与阴性对照组相比，试验全期体增质

量分别提高 2. 34~岛、3.80% ，采食量分别提高 0.91% 、2.65% ，且对饲料体增质量比无显著影响.
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Abstract: The C-tenninal fragment of cholecystokinin (CCK) gene was successfully amplified and ex­

pressed in E. coli BL21. SDS-PAGE analysis showed that the peak expression level of the fusion protein 

Wl出 relative molecular mass of 45 000 accounted for 40. 21 % of the total bacterial protein. Solubility a­

nalysis demonstrated that the majority of fusion proteins were expressed as soluble fonn. Westem-blotting 

showed 由at the expression products specifically reacted with the antisera of CCK- 8. After purification , 

the soluble fusion proteins were used to prepare oil-emulsion vaccines. The laying hens were immunized. 

ELISA results indicated that the vaccines can resulted in immune response , and the CCK antibody levels 

in serum and yolk maintained a high level after booster injection. 20-day old broilers were used ωexam­

ine the effects of dried yolk powder containing CCK antibodies on growth perfonnance. The feeding trials 

showed 出at supplementation of yolk powder containing CCK antibodies at the dosage of 100 glt in feed 

caused mass gains and feed intake to increase by 2. 349毛 and O. 91 % ; while that of 3.80% and 2.65% 

at the dosage of 300 glt , respectively. Furthennore , there was no difference in feed efficiency between 

the treatment groups and the control group. 
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缩胆囊素( cholecystokinin , CCK) 是小肠近端 I

细胞和中枢神经细胞分泌的一种脑肠肤，具有剌激

3'; 

CC~也1 ， 5'-AITCfCGAGGGAGGTATATICATAI口'C-

膜酶分泌和胆囊收缩、降低胃排空、促进膜岛中膜岛 3'. 

素和生长抑素释放等作用，同时 CCK 也是动物体内

的一种饱感因子，参与调节动物的采食[川研究表

明，内源 CCK 抑制采食的作用可用免疫中和的方法

来部分消除而提高动物的采食量[3] 目前，用 CCK

主动免疫动物来提高其生产性能的研究通常都选择

用人工合成的 CCK-8 作为抗原，由于 CCK-8 相对分

子质量较小，属于半抗原，需要与一定的载体交联形

成全抗原，操作不便且价格昂贵[4飞或利用分子生

物学技术制备，但制备的 CCK 融合蛋白通常以不溶

的包涵体存在，需要经过变性纯化和复性后才具生

物活性，操作繁琐且复性过程容易降解，不便于大量

制备[叫.本研究针对 CCK 研究中存在的问题，利用

分子生物学技术，制备大量价格低廉且反应性良好

的 CCK 可溶蛋白.并将制备的蛋白作为抗原制备抗

CCK 卵黄抗体以中和动物内源 CCK，提高采食量、促

畜禽生长.这在禁止使用抗生素和激素作为生长促

进剂的当今，对畜牧业生产具有重要的应用价值.

1 材料与方法

1. 4 猪 CCK 基因片段克隆及重组表达质粒的构建

按 RNA 提取试剂盒使用说明书抽提猪脑组织

总 RNA. 以 CCKup/GCKdn 为引物， RT-PCR 扩增

CCK 基因片段，RT 产物直接用于 PCR 扩增. PCR 条

件为 :94 "c预变性 3 min;94 "c变性 40 s ,55 "c退火

45 s , 72 "c延伸 60 s ，循环 30 次;最后 72 "C延伸 10

mm. 将加尾后的 PCR 产物连接到 pMD1 8-T 载体后

转化 E. coli DH5α 感受态细胞.筛选后取样送上海

博亚生物工程公司测序.以测序正确的重组质粒为

模板，按上述 PCR 条件扩增、检测目的片段.再将经

BαmHl、Xho 1 消化的 CCK 基因片段与消化的 pBCX

质粒片段连接后转化 DH5α 感受态细胞，再将转化

子进行筛选鉴定.

1. 5 重组质粒在大肠杆菌中的可溶性表达

将阳性重组质粒转化 E. coli BL21 ，加人 IPTG 至

终浓度 1 mmoVL , 37 "c进行诱导，分别在 0 ， 1 、2 、1

4 、5h 取样检测表达产物;并取表达量最大的表达产

物进行可溶性分析.在细菌沉淀中加人 5∞ μL 的裂

解缓冲液，于冰浴中超声破碎，超声时间 8 s ，间隔时间

1. 1 试验动物、菌种和质粒 8 s ，功率 4∞ W 破碎 30 次. 4 "c 12 则内由离心 20

试验动物选用 32 周龄褐壳蛋鸡、20 日龄肉鸡 mln ，取上清液和沉淀处理后进行 SDS-PAGE 电泳.

E. coli BL21 、E. coli DH5α 由华南农业大学基因工程 1. 6 表达产物的纯化与定量

实验室保存;质粒 pBCX 由华南农业大学谢青梅博士 按照 Qiagen 公司纯化树脂 Ni-NTA 说明书的方

构建[8] 华南农业大学基因工程实验室保存. 法进行操作.再以牛血清白蛋白为对照绘制标准曲

1. 2 主要试剂 线，将纯化后的蛋白略微浓缩后用 Bradford 的方法

反转录酶、RNA 酶抑制剂、ExT.αq DNA 聚合酶、 测定蛋白浓度.

限制性内切酶 BαmHl、 XhoI 等均为 TaKaRa 公司产 1. 7 CCK 融合蛋自的 Western -blotting 分析

品 ;RNA 抽提试剂盒为 Invitrogen 公司产品 ;DNA 凝 用 SDS-PAGE 检测目的蛋白，浓缩胶浓度为

胶快速回收试剂盒及质粒抽提试剂盒为 Omega 公司 5% ，分离胶浓度为 12%. 安装转移夹， 50 mA 转移

产品 ;6 x His 蛋白质纯化树脂为 Qiagen 公司产品1.5 h ，再用质量分数 5% 脱脂奶粉 4 "C封闭过夜.

CCK-8 肤、兔抗 CCK-8 阳性血清为 Sigma 公司产品 Westem-blotting 所用一抗为兔抗 CCK-8 阳性血清，

山羊抗兔 IgG-HRP、兔抗鸡 IgG-HRP，底物 TMB 为百 二抗为辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG ， DAB 显

奥公司产品 色，待 NC 膜上出现棕红色条带时取出并记录结果-

1. 3 引物设计 1. 8 蛋鸡免疫及血液、蛋黄样品的采集与测定

参照 GenBank 中注册的猪 CCK 基因序列(序列 将融合蛋白制成浓度为 0.5 mg/mL 的油乳剂疫

号为: K01940)设计 I 对引物，即 CCKup/CCKdn. 理 苗.选用 32 周龄健康褐壳蛋鸡 64 只，随机分为 2 个

论跨幅 210 坤，包括猪 CCK 基因活性片段.在引物 组，每组 32 只.第 1 组为空白对照组，第 2 组为主动

5'端加上 Bα时u 酶切位点， 3'端加上 Xho 1 酶切位 免疫重组疫苗组.分组后开始注射疫苗，每次免疫

点，并用下划线表示.引物由赛百盛公司合成.引物 lmLl只，每 20 d 免疫 1 次，共免疫 3 次.分别于免

序列如下: 疫前 1 d、每次免疫后 8 d 和试验第 94 d 上午每组随

CCKup: 5'-ITAG(主TCCGCGG冗CAAAAGGTAGAC- 机抽取 10 只采血和收集鸡蛋制备血清样及蛋黄样;
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制备的阳性和阴性血清样及蛋黄样用经超声波破碎

的大肠杆菌吸附处理后，用自己建立的 ELISA 法测

定抗体水平，测定抗原为自制的高纯度融合蛋白

4CCK-33. 再将 CCK 抗体处于恒定水平的鸡蛋收集

后分离蛋黄，采用冷冻真空干燥法制成干粉.

1. 9 肉鸡饲养试验

将 360 只肉鸡饲养到 20 日龄后随机分为4 个处

理组，每组 3 个重复，每个重复 30 只，所有试验鸡均

为母鸡.试验周期 30 d，自由采食.第 1 组为对照

组，饲喂基础日粮;第 2 组为阴性蛋黄粉添加组，饲

喂基础日粮+阴性蛋黄粉(300 glt) ;第 3 组为低剂

量 CCK 抗体添加组，饲喂基础日粮+含 CCK 抗体蛋

黄粉(100 glt) ;第 4 组为高剂量 CCK 抗体添加组，

饲喂基础日粮+含 CCK 抗体蛋黄粉(300 glt). 试验

期间统计肉鸡全期采食量和体增质量，并计算饲料

体增质量比.

1. 10 数据统计

所有动物试验数据表示为平均数±标准误，采

用弘扬.12 软件进行方差分析和多重比较.

2 结果

2.1 猪 CCK 基因活性片段的克隆与重组表达质粒

的构建

以猪脑组织总 RNA 为模板，采用 RT-PCR 方法

扩增了猪 CCK 基因 C-末端片段，大小为 210 bp. 将

CCK 基因片段克隆到谢青梅博士所设计的原核表达

载体 pBCX 上，成功构建重组表达质粒 pBCX-CCK.

2.2 CCK 基因在大肠杆菌中的诱导表达及纯化

将阳性重组质粒转化 E. coli B121 进行诱导表

达，用 SOS-PAGE 检测表达产物(如图 1) ，与诱导前

相比，在相对分子质量约 45000 处出现明显的诱导

蛋白条带，相对分子质量大小与预期一致.凝胶扫描

分析显示，最佳表达状态时融合蛋白的表达量占菌体

总蛋白的40.21%. 用 50% Ni-NTA 对表达产物进行纯

化，可获得纯度较高的目的蛋白(如图 2);用 Bradford

方法测得纯化后蛋白质量浓度为 8.86 mglmL. 

2.3 表达产物的可溶性分析及W臼tem-blo创吨检测

蛋白可溶性分析显示，融合蛋白主要是以可溶

形式表达的，如图 3 所示.经 SOS-PAGE 电泳，然后

转移到硝酸纤维素膜上，用兔抗 CCK-8 阳性血清对

CCK 融合蛋白进行 Western -blotting 分析，如图 4 所

示.在硝酸纤维素膜上出现一条带，大小与 SOS­

PAGE 检测结果一致.证实了融合蛋白 CCK 具有免

疫活性.
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M:蛋白质相对分子质量标准; 0 -5:分别为 IPTG 诱导 0 、 1 ，2 ， 3 、4 和

5 h的细菌裂解产物 ;6:空质粒对照

M: protein relative molecular mass marker;O - 5: bacterial lysate after 0 , 

1,2 ,3 ,4 and 5 h induction with IPTG; 6: expression products of pBCX in 

B121 

图 1 mysB-CCK 融合蛋白的 SDS-PAGE 分析

Fig.l SDS-PAGE analysis of the mysB-CCK fusion protein 

M 2 3 

94000 时
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M:蛋白质相对分子质量标准; 1 : 1 ysis buffer 洗脱液; 2 : wash buffer 洗

脱液;3 : elution buffer 洗脱液

M: protein relative molecular mass marker; 1: eluent of lysis buffer; 2: 

eluent of wash buffer; 3: eluent of elution buffer 

图 2 mysB-CCK 纯融合蛋白的 SDS-PAGE 分析

Fig.2 SDS-PAGE analysis of the purified mysB-CCK fusion 

protem 
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• 
M:蛋白质相对分子质量标准; 1: pBCX-CCK 细菌裂解物上清液 2:

pBCX-CCK 细菌裂解物沉淀 ;3 :pBCX-CCK 细菌全菌液

M: protein relative molecular mass marker ; 1 : supernat皿t of CCK protein 

lysis;2: sediment of CCK protein lysis; 3: expression products of pBCX-

CCK in B121 

图 3 mysB-CCK 表达产物的可溶性分析

Fig.3 Solubility analysis of the expressed mysB-CCK protein 
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M;预染蛋白质相对分子质量标准; 1 -2;CCK 融合蛋白

2.5 肉鸡饲养试验

从表 3 可见，低剂量、高剂量 CCK 抗体添加组，

即饲喂饲料中分别添加 100 和 300 g/t 含 CCK 抗体

蛋黄粉的肉鸡与阴性蛋黄粉组的相比，试验全期体，

增质量分别提高 2.34% 和 3.80% j 而采食量则分别

提高 0.919毛和 2.65% j但差异均不显著(P >0. 05). 

表 3 各试验组的体增质量、采食量和饲料体增质量比1)

Tab. 3 The body mass gain , feed intake and feed efficiency 

of every group 

M; prestained protein relative molecular mass marker; 1 - 2; CCK fusion 组别 体增质量 采食量 饲料体增质量比
protem 

图 4 mysB-CCK 表达产物的 Westem-blotting 分析

Fig. 4 Westem-blotting analysis of the expressed mysB-CCK 

protelll 

2.4 蛋鸡免疫试验

从表 1 ，2 可以看出，3 次免疫后所采集的血清、蛋

黄，空白对照组的 EUSA 检测结果均是 PIN <2 ， 而且

变化幅度很小;试验组的抗体效价呈增加趋势，且均为

PIN大于 2，参照舒鼎铭等[6] 的方法 (PIN > 2 为阳

groups 

空白对照组

∞ntrol group 

阴性蛋黄粉添加组

negalIve 唱 yolk group 

低刑量 CCK抗体制。组

low dose CCK antibody additive group 

高刑量 CCK抗体添加组

higb do回 CCK antibody additive group 

body mass gain/ g 也ed intakel g feed gain ratio 

1069. ∞ f 17. 78 2548.33 f33.1O 2.38 fO. 01 

J(览19.67fI9.74 2561. 1!f6.55 2.40fO.04 

1 094. 67 f 23.21 2 584.45 士 24.99 2.36 fO. 03 

1110.33 f2. 03 2628.89 f 16. 95 2.37 fO. 02 

1)经新立极差检验，同列各数据间差异不显著(P>0.05)

性) ，可判断本试验制备的抗血清及蛋黄为阳性，即免 -
讨论疫 CCK 可在鸡体内产生相应抗体(P < O. 05) . OJ 

表 1 蛋鸡免疫后血清中 CCK 抗体效价 ELISA 检测结果

(PlN) 1) 

Tab. 1 Detection of chicken anti-CCK antibody in serum 

after immunization by ELISA ( P / N) 

组别 groups

空白对照组

control 伊up

免疫重组疫自

由munized group 

28 

试验时间 l忧恼M阳E凶创叩s目创tin鸣gti恤趾田mel

4锦 ω8 94 

l ∞9 fO.018a 1. 059 fO.ωla 0.993fO.035a 1. 038fO.023a 

1. 918fO.029Db 2.622fO.052Bb 3. 0盯士。.060Ab 2.073 士。.037Cb

1)经新立极差检验，同行大写字母不同表示差异显著(P<0.05) ; 同列小写字母不同表示

差异显著(P<0.05)

表 2 蛋鸡免疫后蛋黄中 CCK 抗体效价 ELISA 检测结果

(P/N) 1) 

Tab.2 Detection of chicken anti-CCK antibody in yolk af. 

ter immunization by ELISA(P/N) 

组别 grou严

空白对照组

control group 

免疫重组疫自

immunized group 

试验时间 l怡恼M阳臼刨四s且tin吨昭gtimel

28 48 68 94 

0.950 fO. 015a 0.988 fO. 077a 0.961 fO. 065a 1.∞7 fO.043a 

1. 874 fO. 036Cc 2.751 fO. 018Bc 3. 126 fO. 051 Ab 1. 472 fO. 046Db 

1)经新立极差检验，同行大写字母不同表示差异显著(P<0.05) ; 同列小写字母不同表示

差异显著(P<0.05)

动物体内 CCK 分子是一类长短不一的分子的

总称，各种形式的 CCK 分子是 CCK 原翻译后加工形

成的;通过分析多种动物编码前 CCK 的原 mRNA 序

列发现，不同种类动物的 CCK 基因序列同源性很

低，而同一种类动物的不同品种的 CCK 基因序列高

度保守[9] 尽管不同种类动物的 CCK 基因序列差异

性很大，但所有种属动物的 CCK 均含有相同的核昔

酸片段，即 C-末端硫化八肤，且被公认为是 CCK 外

周和中枢生物学活性的基本单位.本研究从猪的脑

组织中扩增出猪 CCK 基因活性片段，该片段包括了

C-末端硫化八肤的序列，将此活性片段连接到高效

可溶性原核表达载体 pBCX 中进行融合表达，West­

ern -blotting 试验证实了此融合表达的 CCK 蛋白能与

CCK-8 阳性血清发生特异性结合.虽然 CCK 分子在

动物体内具有很多不同的分子形式，且不同种属动

物的 CCK 基因表达产物也不尽相同，但 CCK-8 存在

于所有种属动物体内，本研究表达的 CCK 融合蛋白

能与兔抗 CCK-8 阳性血清发生特异性结合，说明其

具有免疫活性.

本研究选用的 pBCX 表达系统是在 pET43.1a

( + )载体的基础上改造而成，加入了可增加蛋白可

溶性的大肠杆菌 mysB 基因，因此，外源基因在该系

统上表达主要是以可溶性的形式表达的. pBCX 表
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达系统与其他表达系统相比表达量较大，表达效率

高，且带有 6 个组氨酸标记，便于融合蛋白的纯化.

将制备的融合蛋白制成疫苗免疫产蛋鸡，采集蛋鸡

血清进行 EUSA 测定，从试验结果可以看出该疫苗

于进一步研究提高.本研究为开发 CCK 卵黄抗体作

为绿色饲料添加剂奠定了一定的基础.
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