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摘!要!为了研究重组人纤溶酶原 N/78@91%I’!N%I’"的抗血管生成活性及其对内皮细胞增殖的影响$通过?OP扩

增人纤溶酶原N%I’:Q5R$定向克隆于原核表达载体-JD*&6!S"中$构建重组表达载体-JDIN%I’$转化"/012+

TU!%!QJ*"$V?DW诱导表达$+Q+I?RWJ和 X1B01/8杂交检测N%I’的表达(鸡胚尿囊膜 !OR="实验和=DD实验

分别检测重组人纤溶酶原N/78@91%I’对鸡胚新生血管生成和内皮细胞的抑制作用(结果表明$V?DW诱导原核表达

载体-JDIN%I’在"/012+TU!%!QJ*"中的表达量约占菌体总蛋白量的*!Y$N%I’主要以包涵体形式存在$包涵体

经过洗涤)溶解)57IB-78亲合柱层析纯化以及蛋白质复性等步骤后$获得了纯度约为($Y的重组N%I’蛋白(OR=
实验表明$原核表达的重组人N%I’能有效地按剂量依赖的方式抑制鸡胚新生血管的形成(=DD实验结果显示$重

组人N%I’特异地抑制内皮细胞的增殖$而对非内皮细胞无抑制作用(

关键词!N/78@91%I’*纤溶酶原*肿瘤血管生成抑制剂*血管抑素*原核表达

中图分类号!P"*&<!*!!!文献标识码!R!!! 文章编号!&!’*Z(""!!!&&’"&#Z&$%"Z&$

!"#$%"%&’()(*+,-%).#/(-0’)%)&1"’)23#456%)78&9:’(%/&’;’&<
G[\X17IG.8@$OGRV],IP.8@$XR5WD768I],8$XR5W 7̂68I=78$

V̂R]68IU.8@$_\JU1I_,8
!3451647168916:*22)+121.8$;<*-.=<1>?-+@*6A+78$;<*-.=<1>#’&&’!$:<+-4"

=09&"%/&#D.78H1B07@601680768@7.@181B7B6:07H7046821CC1:0B.8182.0E19769:199-/.97C1/607.8.CE,A68/1:.A378680N%I

’1M-/1BB1278"/012+TU!%$0E1:Q5R.CE,A68N%I’.3067812C/.A6:9.878@H1:0./-\O’"N%I’34?OP$K6B78B1/0I

12780.681M-/1BB7.8H1:0./-JD*&!S"0.:.8B0/,:06-/.‘6/4.07:1M-/1BB7.8H1:0./-JDIN%I’<P1:.A378680N%I’1CI

C7:7180941M-/1BB1278"/012+TU!%6C01/V?DW782,:07.8K6BA.870./1234+Q+I?RWJ682X1B01/839.0078@K70E686807I

68@7.B06078A.8.:9.86968073.24<DE11M-/1BB12N%I’6::.,8012C./6--/.M7A60194*!Y.C0E10.06936:01/769-/.0178B

6B1B07A601234218B70.A10/4$6821M7B012A678946B78:9,B7.83.271B<DE178:9,B7.83.271BK1/1K6BE12$94B12682

-,/7C7120.6-,/704.C($Y340E187:‘196CC78704:E/.A60.@/6-E4<P1C.912N%I’-/.0178K6B01B012.8:E7:‘18OR=B$

682696/@18,A31/.C81K94C./A1239..2H1BB19BK1/1B7@87C7:68094/1@/1BB12<V80E1-/1B180B0,24$K121A.8B0/6012

0E6036:01/769I1M-/1BB12N%I’1CC1:07H19478E73701268@7.@181B7B.C0E1:E7:‘181A3/4.7862.B1I21-182180A6881/

0E/.,@EOR=6BB64<V8622707.8$E,A68/1:.A378680N%I’-.01809478E737012182.0E19769:199-/.97C1/607.8K70E8.78E737I

07.8.88.8I182.0E19769:199B<D6‘180.@10E1/$0E1B1C78278@B21A.8B0/60120E60E,A68/1:.A378680N%I’1CC1:07H19478I

E73701268@7.@181B7B.C0E1:E7:‘181A3/4.7862.B1I21-182180A6881/682B-1:76994B,--/1BB1278H70/.0E1-/.97C1/6I

07.8.CE,A68,A3797:69H178182.0E19769:199B<



1#<>("79#N/78@91%I’*-96BA78.@18*680768@7.@181B7B78E7370./*68@7.B06078*-/.‘6/4.07:1M-/1BB7.8

!!恶性实体肿瘤的生长和转移依赖于周围新生血
管的生成 %%!*&(通过抑制肿瘤血管的生成$切断肿
瘤细胞获得营养以及生长因子的途经$可达到抑制
肿瘤生长和转移的目的(因此$这种抗肿瘤血管生
成治疗的+休眠疗法,!2./A68:40E1/6-4"已成为当
今肿瘤治疗的热门研究领域之一%#$’&(
血管抑素!68@7.B06078"%$$"&是在%((#年发现的

第一个内源性的血管生成抑制因子$它是纤溶酶原
水解后的产物$包含人纤溶酶原的前#个N/78@91结
构域!图%"(许多实验表明$纤溶酶原的不同结构
域及其组合对内皮细胞生长的抑制作用各不相

同%)!%!&$它们的活性由高到低依此为N%I’)N/78@91
’!N’")68@7.B06078)N/78@91%!N%")和 N/78@91*
!N*"$N/78@91!!N!"活性不高$N/78@91#!N#"基本
没有活性(因此$N%I’是一个很有潜力的血管生成
抑制因子(到目前为止$对于N%I’在原核细胞中的
表达及其生物学活性研究未见报道(

图4!人纤溶酶原的结构
血管抑素含有前#个N/78@91结构域$N%I’含有

所有’个N/78@91结构域(

?’2@4!A/B#-%&’/9&",/&,"#(*B,-%)$3%9-’)(2#)
?96BA78.@18:.8B7B0B.CC7H10/7-91I9..-12N/78@91B

C./A123427B,9C7213.82B<R8@7.B06078$687801/869

C/6@A180.C-96A78.@18$7B:.A-.B12.C0E1C7/B0

C.,/N/78@91B$682N/78@91B%I’:.A-/7B1B6990E1C7H1N/78@91B<

为了探索原核表达的N%I’的抗血管生成活性
及其对内皮细胞增殖的影响$通过?OP扩增了N%I
’:Q5R$构建重组表达载体-JDIN%I’$并在"/012+
TU!%!QJ*"中高效诱导表达(我们发现原核表达的

N%I’对鸡胚新生血管生成和内皮细胞的增殖有明
显的抑制作用(

%!材料和方法

4@4!材料及主要试剂

%<%<%!菌株!质粒
大肠杆菌!"/012+"̂ =%&()QG’#和TU!%由本

室保存*-\O’"N%I’由曹义海博士!N6/.978B‘6V8B07I
0,01$+0.:‘E.9A$+K1218"惠赠*-JD*&6!S"原核表
达载体购至V8H70/.@18公司(

%<%<!!工具酶及主要试剂
限制性内切酶 )4BG$)(40$及?4/.31B0D=

Q5R-.94A1/6B1 购自 D6N6P6公司*57I5DRB-78
:.9,A8B购至aVRWJ5公司*引物由D6N6P6公司合
成(

4@C!实验方法

%<!<%!构建原核表达载体-JDIN%I’
以-\O’"N%I’为模板$设计扩增N%I’基

因的特异引物 ?%和?!#?%#’bIOWWWRDOODDRDDDI
WRRRRWRRRWDWDRDODODOI*b*?!#’bIOOOWRWODORDI
ORRRDWRRWWWWOOWORORODWRWWI*b"$?%和 ?!的

’b端分别引入 )4BG$和 (40$酶切位点$利用

?OP扩增N%I’:Q5R(?OP反应体系为#模板%%U*

%&c反应缓冲液’%U*上)下游引物各%%U*25D?
#%U*?4/.31B0D= Q5R-.94A1/6B1%%U*加双蒸水至
总体积’&%U(?OP反应条件#(#d*&B$’’d*&B$

"!d%<’A78$共进行*&次循环(%Y琼脂糖凝胶电
泳分析?OP扩增产物(
将带有 )4BG$和 (40$酶切位点的 N%I’

Q5R双酶切$纯化回收酶切片段$同样对-JD*&6
!S"载体进行)4BG$和(40$双酶切纯化回收
后$D#连接酶连接$构建N%I’的原核表达载体-JDI
N%I’$转化大肠杆菌QG’&$挑选阳性菌落(小量提
取质粒$用)4BG$和(40$双酶切鉴定$并测序确
定读码框正确(

%<!<!!N%I’在大肠杆菌中的表达和分离纯化"%&#

-JDIN%I’质粒转化大肠杆菌表达菌株TU!%$
挑选阳性菌落接种于’AU含卡那霉素抗性的UT
培养基中$*"d振荡培养)!%!E$取%AU接种于

’&AU含卡那霉素抗性的UT培养基中剧烈振荡培
养至R$&&为&<)左右$加入V?DW至%AA.9-U$继续
培养数小时$取菌液%AU$%!&&&c@离心%A78$

!"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



加入%c +Q+上样缓冲液!&%U$用+Q+I?RWJ电
泳对表达产物进行鉴定(
诱导表达的菌液离心收集菌体$重悬于裂解缓

冲液 !%&&AA.9-U56O9$’&AA.9-UD/7BIGO9-G
)e&$%AA.9-UJQDR"中$超声破碎$离心收集
沉淀$获得粗制包涵体(包涵体经洗涤)溶解后$
用亲和层析柱 !57I5DRB-78:.9,A"进行纯化N%I
’(将N%I’依此在透析液$ !!&AA.9-UD/7BIGO9$

-G)e’"和透析液’ !%AA.9-UW+G-&e!AA.9-U
W++W$!&AA.9-UD/7BIGO9$-G)e’"中透析复
性(!!!!!!
%<!<*!X1B01/8杂交
菌液用?T+洗涤$%!&&&c@离心%A78$加入

%c +Q+上样缓冲液!&%U$用%!Y分离胶进行

+Q+I?RWJ电泳$转印至硝酸纤维素膜上$用鼠抗人

68@7.B06078的单克隆抗体进行免疫印迹分析(

%<!<#!OR=实验
利用改良的鸡胚尿囊膜!OR="实验%%*&检测重

组N%I’的抗血管生成活性(将孵化$2的鸡胚去
掉气室后$以’AAc’AA的滤纸载样$将不同浓度
的N%I’加到OR=上$继续孵育#)!"!E$观察对

OR=新生血管的影响(

%<!<’!=DD实验
人脐静脉内皮细胞系G\fJO)成纤维细胞系

5VG*D*)食管癌细胞系 J:6I%&(和人肝癌细胞系

G1-W!用含%’Y 胎牛血清!;O+")%&&\-AU青霉
素和%&&%@-AU链霉素的QJ=J培养基培养(=DD
比色分析法检测重组人纤溶酶原N/78@91%I’对内皮
细胞的抑制作用(于($孔板中接种%&&%U细胞悬
液!约*&&&!’&&&个细胞-孔"$置*"d)’Y O[!
培养箱中培养%!E$用%’&%U含’Y;O+的QJ=J
培养基换液$每孔加入’&%U不同浓度的重组蛋白$
培养"!E后$加入!&%U=DD溶液$继续培养#E$
弃上清$加入%’&%UQ=+[$振荡使结晶全部溶解$
在酶标仪上’"&8A处读取吸光度值R’"&(

!!结!果

C@4!原核表达载体$DE51456的构建
以含有N%I’基因的质粒-\O’"N%I’为模板$

?OP扩增N%I’:Q5R(将N%I’基因克隆入-JD*&6
!S"中$构建重组原核表达载体-JDIN%I’$重组质
粒经)4BG$和(40$双酶切鉴定$获得%#$!3-

条带$证明目的基因已经插入该载体中!图!"(

图C!$DE51456重组质粒的鉴定

%#-JDIN%I’重组质粒?OP扩增产物*!#-JDIN%I’经

)4BG$-(40$双酶切**#-JDIN%I’经)4BG$
单酶切*##Q5R分子量标准!W181/,91/%&&&3-96221/"(

?’2@C!.#9&"’/&’()#)F<-#%)%3<9’9(*&B#

$"(G%"<(&’/#H$"#99’();#/&("$DE51456
%#?OP-/.2,:0*!#-JDIN%I’27@1B01234)4BG$682(40$*

*#-JDIN%I’27@1B01234)4BG$*##Q5RA6/‘1/
!W181/,91/%&&&3-96221/"<

C@C!重组1456在D@/(3’:IC4中的表达和分离
纯化

将鉴定正确的-JDIN%I’质粒转化大肠杆菌表
达菌株TU!%!QJ*"$在&<)AA.9-UV?DW的诱导下
进行表达(重组蛋白经+Q+I?RWJ电泳鉴定$其分
子量约为$)‘Q$与推测的蛋白大小相近$所表达的
蛋白约占总菌体蛋白分别为*!Y!图*"(重组蛋白
主要以包涵体形式存在$包涵体经过洗涤)溶解)57I
B-78亲合柱层析纯化和复性等步骤后$获得的重组

N%I’蛋白的纯度约为($Y!图*"(

C@J!重组1456的鉴定
用鼠抗人68@7.B06078的单克隆抗体进行免疫印

迹检测 N%I’在"/012+TU!%中的表达$结果显
示$在分子量为$)‘Q处有一条带 !图#"(N%I’
与氨基末端的$I组氨酸标签作为融合蛋白进行诱
导表达$因此$重组N%I’的分子量比N%I’的裂解
片段略大(

C@K!重组1456的抗血管生成活性
将孵化$2的鸡胚去掉气室后$以’AAc’AA

的滤纸为载体$加入体积为%&%U的%&%@)%’%@)

!&%@)!’%@不同浓度的重组N%I’于OR=上$同时
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以%&%U的?T+为阴性对照$每组$个鸡胚(继续
孵育#)!"!E$观察对OR=新生血管的影响(结果

图J!$DE51456在大肠杆菌:IC4中的表达

%#-JDIN%I’诱导表达*E*!#-JDIN%I’诱导表达#E*

*$##-JDIN%I’诱导前*’#蛋白质分子量标准*

$#57I5DRB-78:.9,A8纯化的N%I’(

?’2@J!DH$"#99’()%)7$,"’*’/%&’()(*B,-%)

1456’)D@/(3’:IC4
%682!#*E682#E6C01/V?DW782,:07.8$/1B-1:07H194*

*682##T1C./1V?DW782,:07.8*’#?/.0178A.91:,96/

K17@EA6/‘1/*$#N%I’3457I5DR-,/7C71234B-78:.9,A8<

图K!重组1456L#9&#")杂交

%$!#原核表达的N%I’(

?’2@K!L#9&#")03(&&’)2(*B,-%)"#/(-0’)%)&

1456*"(-D@/(3’:IC4
%682!#N%I’C/.A"/012+TU!%<

表明$重组N%I’在%&%@和%’%@剂量下能明显抑
制OR=新生血管的形成$!&%@和!’%@剂量下能
强烈抑制OR=新生血管的形成$而?T+阴性对照
组OR=血管生长茂盛!图’"(

图6!重组1456抑制M=N血管生成

6#?T+对照*3#!&%@重组N%I’-OR=*:#不同浓度重组N%I’的抑制率(

?’2@6!8)B’0’&’()(*%)2’(2#)#9’90<1456()&B#M=N9
6#O.80/.9OR=6BB64K70EC7901/-6-1/B.6‘1278?T+69.81*3#OR=6BB64K70EC7901/-6-1/:.8067878@!&%@N%I’*

:#DE178E73707.8/6016027CC1/180:.8:180/607.8B.CN%I’$0E126066/1BE.K86B0E1-1/:1806@1.COR=8,A31/K70E

6H6B:,96/L.81B<8g$$8/1-/1B180B0E1OR=8,A31/.C16:E01B012@/.,-<C"&<&&’:.A-67/12K70E?T+69.81<

C@6!重组1456对内皮细胞增殖的影响
将不同浓度的重组N%I’加入人脐静脉内皮细

胞系G\fJO)成纤维细胞系5VG*D*)食管癌细胞系

J:6I%&(和人肝癌细胞系G1-W!中$=DD比色分析
法检测重组人纤溶酶原N/78@91%I’对内皮细胞及非

内皮细胞增殖的影响$同时以?T+为阴性对照$每
组#孔(结果表明$原核表达的重组人N%I’能特异
地抑制内皮细胞的生长$而对非内皮细胞无抑制作
用!图$$图""(
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图O!重组1456对内皮细胞增殖的影响

?’2@O!8)B’0’&("<#**#/&9(*B,-%)"#/(-0’)%)&

1456()&B#$"(3’*#"%&’()(*#)7(&B#3’%3/#339
f69,1B/1-/1B180A168B.CC.,/2101/A78607.8B!5g#"

34=DD6BB64<

图P!重组1456对非内皮细胞增殖的影响

?’2@P!D**#/&9(*B,-%)"#/(-0’)%)&1456()&B#

$"(3’*#"%&’()(*)()5#)7(&B#3’%3/#339
f69,1B/1-/1B180A168B.CC.,/2101/A78607.8B!5g#"

34=DD6BB64<

*!讨 论

!&世纪"&年代初期$美国哈佛大学医学院

;.9‘A68提出了控制肿瘤生长的新思路’’’抗血管
生成!680768@7.@181B7B"(之后$内源性的抗肿瘤血
管生成抑制因子68@7.B06078%$&$182.B06078%%#&$/1BI
078%%’$%$&$:68B06078%%"$%)&和0,AB06078%%($!&&等相继被发
现$为该思路的具体实施提供了可能性(在已知的
内源性血管生成抑制因子中$约有’&Y是蛋白质降

解片段$它们的前提蛋白质不抑制新生的血管生成(
与传统的化疗药物相比$内源性血管生成抑制因子
具有高效)特异)不易产生耐药和毒副作用小等优
点(N%I’是人纤溶酶原的裂解片段$包含纤溶酶原
的’个N/78@91结构域(已经证明$裂解片段N%I’
能明显抑制血管内皮细胞的增殖并诱导调亡(同时
在移植瘤模型的体内实验中显示出对多种实体瘤生

长的显著抑制作用(
我们将N%I’基因按正确的阅读框架次级定向

克隆至原核表达载体-JD*&6!S"中$与氨基末端的

$I组氨酸标签作为融合蛋白进行诱导表达$因此$重
组N%I’的分子量比N%I’的裂解片段大(重组N%I
’蛋白能在大肠杆菌TU!%中稳定高效表达$表达量
约占菌体总蛋白的*!Y$以包涵体形式存在(此
外$-JD*&6!S"表达载体具有的$I组氨酸标记物序
列编码的$I组氨酸融合尾比通常所用的标记物分
子量小$免疫原性底$亲合性极好$便于分离纯化(
包涵体经过洗涤)溶解)57IB-78:.9,A8亲合柱层析
以及蛋白质的重折叠复性等步骤纯化后$获得了纯
度约为($Y的重组N%I’蛋白(OR=和 =DD实验
表明$原核表达的重组人N%I’能有效地按剂量依赖
的方式抑制鸡胚新生血管的形成$并且特异地抑制
内皮细胞的生长$而对非内皮细胞无抑制作用(原
核表达的重组人N%I’体内的抑制肿瘤生长实验及
其作用机制等研究正在进行中(
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