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豬肌肉生長抑制素前胜 cDNA之選殖與表現

載體之構築（1）
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摘要

本試驗目的在進行肌肉生長抑制素前胜 （myostatin propeptide）cDNA之選殖與其表現載體

之構築，並將其轉形至酵母菌宿主細胞，藉以表現外源性之肌肉生長抑制素前胜 產物。試驗採

用已選殖1128 bp 肌肉生長抑制素互補去氧核糖核酸（cDNA）作為模板，利用巢式聚合瓷連鎖反

應（Nest PCR）選殖，合成828 bp之肌肉生長抑制素前胜 PCR產物，並用限制瓷截切，將肌肉

生長抑制素前胜 cDNA序列，再將之接入pGAPZαA中，完成表現載體 （pGAPZαA Myostatin- 
propeptide） 之建構。同時利用瓊脂電泳與限制瓷截切、核啟酸序列分析與比對，確認肌肉生長抑

制素前胜 之開放譯讀框架沒有被破壞。並將此構築完成之表現載體轉形至酵母細胞，再經SDS-
PAGE與西方墨點法分析，確認有2株具有較高表現外源性重組肌肉生長抑制素前胜 之酵母菌轉

形株。

關鍵詞：質體、前胜 、表現載體。

緒言

依據本所畜試黑豬一號母豬之繁殖性能資料，其平均窩仔數、分娩活仔豬數和離乳仔豬數分

別為10.1、7.9與6.8頭，且出生體重為1.27±0.25 kg（蔡等，2003），顯示畜試黑豬在仔豬之分娩

活仔豬數和離乳仔豬數有偏低現象，除母豬影響因素之外，部分原因受仔豬出生體重略低和整齊

度較差所致，因此容易造成剛出生體型較小之仔豬吮乳不易，進而導致新生仔豬發生餓死現象。

Shaoqan et al.（1998）文獻指出，新生體重較輕之仔豬和幼鼠，在肌肉生長抑制素mRNA表現量

有較高現象，顯示肌肉生長抑制素和新生仔豬和幼鼠之出生體重有關。相反地，當肌肉生長抑制

素mRNA表現量降低時，則反而有提高家畜禽肌肉量之作用（Jennifer et al., 2002）。在抑制肌肉
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生長抑制素基因表現之方法，最常以造成該基因突變方式，達到抑制該基因作用之目的（Szabo 
et al., 1998）。近年來研究發現，小鼠之肌肉生長抑制素氮端（N-terminal）約 276 個胺基酸胜

（肌肉生長抑制素前胜 ），具有抑制其基因表現之作用（Bogdanovich et al., 2005）。因此，本

試驗利用肌肉生長抑制素前胜 編碼基因選殖以及建構肌肉生長抑制素前胜 表現載體，俾供轉

染至酵母菌宿主細胞，大量表現外源性肌肉生長抑制素前胜 ，並運用其調控肌肉生長抑制素基因

表現，提升畜試黑豬仔豬之出生體重、育成率以及母豬之泌乳能力。

材料與方法

I. 肌肉生長抑制素 cDNA 之選殖

運用已選殖豬肌肉生長抑制素 cDNA 作為模板，設計帶有 EcoR I 和 Xba I 兩個限制瓷切

位之致突變引子對（圖1），分別為前置引子5’-TGAATTCATGCAAAC TG C-3’與反置引子5’
-TCTAGAGGATCTTTTGG-3’，利用巢式聚合瓷連鎖反應方法，選殖 828 bp 肌肉生長抑制素前胜

 cDNA，PCR反應條件為94℃、2分鐘做為分離雙股DNA，接續進行30循環之增幅，條件分別為 
94℃、30秒，63℃、30秒與 72℃、1分鐘以及1次之72℃、7分鐘延伸循環，合成肌肉生長抑制素

前胜  cDNA。將選殖之PCR 產物，利用 T4 結合瓷連結於 pGEM-T Easy 載體（如圖2；Promega 
, Madison），再利用42℃ 時間為45秒進行熱衝擊（heat shock），將該載體送入大腸桿菌，接

著立即冰浴 15 分鐘，隨後塗抹於已添加 7μL IPTG（20%; isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside; 
Sigma）、40μL X-gal（2%; bromo-4-chloro- 3-indolyl-b -D- galacto-pyranoside ; Sigma）與 50 
pmole/μL ampicillin之LB agar（Luria - Bertani agar ; Difco, Detroit, MI, USA），於 37 ℃ 下過夜

培養，將該培養皿存放於 4℃ 冰箱中。

Ⅱ. 肌肉生長抑制素前胜  cDNA 之表現載體之構築與篩選

將帶肌肉生長抑制素前胜 之大腸桿菌接種於 LB 培養液中，在 37℃ 培養箱培養 16 小時，

萃取其質體 DNA，利用 EcoR I 和 Xba I 兩個限制瓷截切產生 828 bp之肌肉生長抑制素前胜  
cDNA。在表現載體之構築方面，選用 Pichia 之 pGAPZαA作為肌肉生長抑制素前胜 之表現載

體（Invitrogen Cor., California, USA），同時利用 EcoR I 和 Xba I 兩個限制瓷截切 pGAPZαA 表
現載體，再利用 T4接合瓷於16℃下經 24 小時將其兩者接合，完成表現載體之建構（pGAPZαA 
Myostatin-propeptide）。並將構築完成之 pGAPZαA Myostatin-propeptide 載體，利用 25μg/ml 
Zeocin抗生素（Invitrogen Cor., California, USA）取代 ampicillin 其餘步驟均與前述篩選方法相同，

進行篩選帶有 pGAPZαA Myostatin-propeptide 表現載體之勝任細胞轉形株。

Ⅲ. DNA 序列分析與比對

（i） 肌肉生長抑制素 cDNA 序列與嵌入表現載體之肌肉生長抑制素前胜 之開放譯讀框架

（open reading frame）分析與比對在肌肉生長抑制素 cDNA 序列分析，首先由培養皿中篩

選培養基上呈白色菌落者，將其挑至含 50 pmole/μL ampicillin 抗生素的 LB 液體培養基

中，在 37 ℃ 下振盪培養18小時。取 1.5 ml菌液於微量離心管中，以套組 QIAprep plasmid
（Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA.）抽取質體 DNA，並以 dideoxy chain termination 
method進行核酸序列定序，以及利用Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）進行
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核酸序列比對。在嵌入表現載體之肌肉生長抑制素前胜 之開放譯讀框架（open reading 
frame）分析與比對，除抗生素選用 25μg/ml Zeocin之外，其餘均與肌肉生長抑制素篩選

方法相同。

（ii）表現重組肌肉生長抑制素前胜 酵母菌轉形株之分析，將構築之肌肉生長抑制素前胜 表

現載體，利用電穿孔儀（electroporator; MicroPulser Electroporator, Bio-rad）將其轉形至

酵母菌細胞，再利用含 100μg/ml Zeocin抗生素 YPD Agar 篩選肌肉長抑制素前胜 之酵

母菌轉形株，並將上述轉形株依序接種含 5、10以及20倍 Zeocin抗生素之YPD Agar ，最

後將酵母菌之轉形株接種於 YPD 培養液培養 72 小時後，離心取其上清液，並利用 15% 
SDS- PAGE（Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis）和西方墨點法

分析，篩選具有表現外源性重組肌肉生長抑制素前胜 之酵母菌轉形株。

結果與討論

Ⅰ. 肌肉生長抑制素前胜  cDNA 之選殖

試驗採用帶有 1128 bp 肌肉生長抑制素 cDNA 核啟酸之大腸桿菌轉形株，經 LB 培養液培養

後萃取其 DNA，作為選殖肌肉生長抑制素前胜 之模板，利用致突變引子進行巢式聚合瓷連鎖反

應選殖出 828 bp之肌肉生長抑制素前胜  cDNA（圖 2），再將其轉形至 DH5α 勝任細胞，再以 
LB 培養液培養後萃取DNA，並將上述質體DNA利用限制瓷 EcoR I 和 Xba I 截切與用 0.8%瓊脂電

泳分析，確認 PCR 產物為肌肉生長抑制素前胜 之 cDNA（圖3）。同時將上述 DNA進行核啟酸

定序，並將該核啟酸定序資料利用 NCBI（National center for biotechnology information）網站提供

之核啟酸-核啟酸-BLAST比對序列，確認該 PCR 產物帶有 EcoR I 和 Xba I 限制瓷切位以及肌肉生

長抑制素前胜  cDNA 均與豬肌肉生長抑制素核啟酸序列相似度100%（Yu et al., 2005; Accession 
number NM214435）。

Ⅱ. 肌肉生長抑制素前胜 表現載體之構築與分析

運用 EcoR I 和 Xba I兩個限制瓷截切上述勝任細胞之質體 DNA與 pGAPZαA之表現載體，

利用0.8% 瓊脂電泳回收用於肌肉生長抑制素前胜  cDNA（insert DNA）與pGAPZαA表現載體

（圖4），再用T4接合瓷將兩者接合完成肌肉生長抑制素前胜 表現載體（pGAPZαA Myostatin-
propeptide）之建構。構築完成之pGAPZαA Myostatin-propeptide表現載體，再轉形至勝任細胞，

利用含Zeocin抗生素培養皿進行篩選白色菌落，以及將其菌落接種於LB培養液培養後抽取其質體

DNA，利用 EcoR I 和 Xba I兩個限制瓷截切質體DNA最後確認肌肉生長抑制素前胜  cDNA已接

合於pGAPZαA表現載體上（圖5），並將此質體DNA進行核啟酸序列分析，確認肌肉生長抑制素

前胜 之開放譯讀框架完整沒有被破壞（表1; Yu et al., 2005）。接續將構築之肌肉生長抑制素前

胜 表現載體，以限制瓷 Bal II截切進行線性化（linearization）後，再以電穿孔儀將此載體轉形

至酵母細胞，並利用添加100μg/ml Zeocin抗生素培養皿，篩選肌肉長抑制素前胜 之酵母菌轉形

株，同提高Zeocin抗生素添加濃度至20倍，藉以得到高肌肉長抑制素前胜 複製套數之酵母菌，結

果共得到4株轉形株。再將此4株轉形株接種於YPD培養液培養72小時後，取其上清液並利用SDS-
PAGE 和西方墨點法分析，結果顯示其中2株酵母菌轉形株之重組肌肉生長抑制素前胜 表現量較

高（圖6），可俾供後續大量表現外源性之肌肉生長抑制素前胜 產物。
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圖 1. 構築肌肉生長抑制素前胜 表現載體之圖示。

Fig. 1. The scheme of myostatin propeptide expression vector.

圖 2. 運用致突變引子增幅肌肉生長抑制素前胜  828 bp cDNA。

Fig. 2. The 828 bp cDNA of myostatin propeptide was amplified with mutagenic primer set.
M represented 1kb of DNA marker. Lanes 1 and 2 represented the PCR product of myostatin 
propeptide, respectively. Lane 3 represented H2O.
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圖 3. 確認肌肉生長抑制素前胜 之 828 bp cDNA 接合於 pGEM-T Easy 載體。
Fig. 3. Confirmation of pGEM-T Easy vector being ligated with myostatin propeptide cDNA (828 bp).

M represented 1 kb DNA marker. Lanes 1 and 2 respectively represented the plasmid DNA-extracted 
from competent cells being ligated with myostatin propeptide cDNA which was confirmed by EcoR I 
restriction enzyme digestion. Lane 3 represented H2O.

圖 4. 運用 EcoR I 和 Xba I 限制瓷截切勝任細胞轉形株之質體 DNA 與 pGAPZαA 載體。
Fig. 4. Digestion of plasmid DNA from competent cell transformant and pGAPZαA vector.

M represented 1kb DNA marker.
Lane 1 represented the digestion pattern of Plasmid DNA from competent cell transformants, which 
inserted 828 bp cDNA of myostatin propeptide. Digestion measurement was performed by using EcoR 
I and Xba I restriction enzymes. 
Lane 2 represented pGAPZαA vector which was digested by EcoR I and Xba I restriction enzymes.
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圖 5. 運用 EcoR I 和 Xba I限制瓷之截切分析 pGAPZαAMyostatin-propeptide 表現載體。

Fig. 5. Construction determination of pGAPZαAMyostatin-propeptide vector by using digestion analysis 
using EcoR I and Xba I restriction enzymes. 
Mr. represented 1 kb DNA marker. Lane 1 and 2 respectively represented the 828 bp cDNA of 
myostatin propeptide ligated into pGAPZαAMyostatin- propeptide vectors which was digested by 
EcoR I and Xba I restriction enzymes

結論

完成建構肌肉生長抑制素前胜 表現載體，經電穿孔轉形至酵母細胞後，再以 Zeocin 抗生素

篩選、瓊脂電泳、核啟酸序列以及 SDS-PAGE 與西方墨點法等方法分析，確認有2株具有較高表現

重組肌肉生長抑制素前胜 之酵母菌轉形株，可表現外源性之肌肉生長抑制素前胜 產物。



劉芳爵　陳全木 165

表 1. 接合於 pGAPZαA 表現載體之肌肉生長抑制素前胜  (828 bp cDNA) 與豬肌肉生長抑制素 cDNA 
(Accession number NM214435) 進行 BLAST 比對分析

Table 1. The 828 bp of Myostatin propeptide cDNA has been ligated with pGAPZαA vector applied to align 
with sus scrofa myostatin cDNA (Accession number NM214435) for BLAST analysis

Sequences’name site Sequences producing significant alignment site

Mstn/Propept. 38 ATGCAAAAACTGCAAATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATTGTTGCTGGTCCC 97

Sus scrofa 1 ATGCAAAAACTGCAAATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATTGTTGCTGGTCCC 60

Mstn/Propept. 98 GTGGATCTGAATGAGAACAGCGAGCAAAAGGAAAATGTGGAAAAAGAGGGGCTGTGTAAT 157

Sus scrofa 61 GTGGATCTGAATGAGAACAGCGAGCAAAAGGAAAATGTGGAAAAAGAGGGGCTGTGTAAT 120

Mstn/Propept. 158 GCACGTATGTAGAGACAAAACACTAAATCTTCAAGACTAGAAGCCATAAAAATTCAAATC 217

Sus scrofa 121 GCACGTATGTAGAGACAAAACACTAAATCTTCAAGACTAGAAGCCATAAAAATTCAAATC 180

Mstn/Propept. 218 CTCAGTAAACTTCGCCTGGAAACAGCTCCTAACATTAGCAAAGATGCTATAAGACAACTT 277

Sus scrofa 181 CTCAGTAAACTTCGCCTGGAAACAGCTCCTAACATTAGCAAAGATGCTATAAGACAACTT 240

Mstn/Propept. 278 TTGCCCAAAGCTCCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTACGATGTCCAGAGAGATGAC 337

Sus scrofa 241 TTGCCCAAAGCTCCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTACGATGTCCAGAGAGATGAC 300

Mstn/Propept. 338 AGCAGTGATGGCTCCTTGGAAGATGATGATTATCACGCTACGACGGAAACGATCATTACC 397

Sus scrofa 301 AGCAGTGATGGCTCCTTGGAAGATGATGATTATCACGCTACGACGGAAACGATCATTACC 360

Mstn/Propept. 398 ATGCCTACAGAGTCTGATCTTCTAATGCAAGTGGAAGGAAAACCCAAATGCTGCTTCTTT 457

Sus scrofa 361 ATGCCTACAGAGTCTGATCTTCTAATGCAAGTGGAAGGAAAACCCAAATGCTGCTTCTTT 420

Mstn/Propept. 458 AAATTTAGCTCTAAAATACAATACAATAAAGTAGTAAAGGCCCAACTGTGGATATATCTG 517

Sus scrofa 421 AAATTTAGCTCTAAAATACAATACAATAAAGTAGTAAAGGCCCAACTGTGGATATATCTG 480

Mstn/Propept. 518 AGACCCGTCAAGACTCCTACAACAGTGTTTGTGCAAATCCTGAGACTCATCAAACCCATG 577

Sus scrofa 481 AGACCCGTCAAGACTCCTACAACAGTGTTTGTGCAAATCCTGAGACTCATCAAACCCATG 540

Mstn/Propept. 578 AAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGATCTCTGAAACTTGACATGAACCCAGGCACT 637

Sus scrofa 541 AAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGATCTCTGAAACTTGACATGAACCCAGGCACT 600

Mstn/Propept. 638 GGTATTTGGCAGAGCATTGATGTGAAGACAGTGTTGCAAAATTGGCTCAAACAACCTGAA 697

Sus scrofa 601 GGTATTTGGCAGAGCATTGATGTGAAGACAGTGTTGCAAAATTGGCTCAAACAACCTGAA 660

Mstn/Propept. 698 TCCAACTTAGGCATTGAAATCAAAGCTTTAGATGAGAATGGTCATGATCTTGCTGTAACC 757

Sus scrofa 661 TCCAACTTAGGCATTGAAATCAAAGCTTTAGATGAGAATGGTCATGATCTTGCTGTAACC 720

Mstn/Propept. 758 TTCCCAGGACCAGGAGGAGATGGGCTGAATCCCTTTTTAGAAGTCAAGGTAACAGACACA 816

Sus scrofa 721 TTCCCAGGACCAGGAGGAGATGGGCTGAATCCCTTTTTAGAAGTCAAGGTAACAGACACA 780

Mstn/Propept. 817 CCAAAAAGATCCAGGAGAGATTTTGGACTCGACTGTGATGAGCACTC 861

Sus scrofa 781 CCAAAAAGATCCAGGAGAGATTTTGGACTCGACTGTGATGAGCACTC 828
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圖 6. 運用 15% SDS-PAGE 與西方墨點法分析重組肌肉生長抑制素前胜 酵母菌轉形株。

Fig. 6. The analysis of the levels of recombinant myostatin-propeptide from yeast transformants
(A) SDS-PAGE

M represented protein marker. Lane 1 and 4 respectively represented higher secretion of 
recombinant myostatin propeptide of yeasts transformed-clone.
Lane 2 and 3 respectively represented lower secretion of recombinant myostatin propeptide of 
yeasts transformed-clone. 

(B) Western blotting 
M represented protein marker. Lane 1 and 4 respectively represented higher secretion of 
recombinant myostatin propeptide of yeast transformants, which were hybridized by anti-myc 
antibody at the diluted ratio 1:3000, and the same diluted ratio of anti-myc-HRP antibody.
Lane 2 and 3 respectively represented lower secretion of recombinant myostatin propeptide from 
yeast transformants, which could not hybridize with anti-myc antibody.
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Abstract

The objectives of this study were to clone porcine myostatin propeptide cDNA and to construct its 
expression vector, so as to transfer the expression vector into yeast cells to generate recombinant myostatin 
propeptide. The 1128 bp of myostatin cDNA being used as DNA template were used for performing nest-
PCR to amplify the 828 bp of the myostatin propeptide cDNA. The amplified cDNA and pGEM-T Easy 
vector were ligated by T4 ligase, which transformed those vectors into competent cells afterward. The 
transformed competent cells of plasmid DNA and pGAPZαA expression vector were cleaved by using  
EcoR I and Xba I restriction enzymes, and both of them were ligated by T4 ligase to achieve construction of 
pGAPZαAMyostatin-propeptide expression vector. Those constructed vectors further were transferred to 
competent cells, and the transferred competent cells were cultivated in LB broth and their DNA  was extracted 
to determine nucleotide sequencing. The above-mentioned results demonstrated that open reading frame of 
myostatin propeptide cDNA in pGAPZαAMyostatin-propeptide vector was complete. Those confirmed 
expression vectors were further transformed into yeast cells by using the electroporator. 

We picked out 2 yeast transformed-clones because both had shown higher secretion of recombinant 
myostatin propeptide into supernatants, which was confirmed by using SDS-PAGE and western blot. From the 
results mentioned above, we were certain that these yeast transformants could be used to yield recombinant 
myostatin peptide.
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