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高纯度可溶性嵌合蛋白!"#$%的表达纯化

丁莉莉!魏锐利"!蔡季平!李!由 #第二军医大学长征医院眼科%上海#2222"$

!摘要"!目的"制备纯化的新型血管生长抑制剂可溶性嵌合蛋白 6789:!为进一步研究其活性奠定基础"方法"应用;<=
方法制备血管内皮细胞生长抑制因子#6789$与寡肽<>>?@8A>B<相嵌合的融合基因6789:!将;<=产物克隆至C87,D

>载体中!经酶切及测序鉴定后!与原核表达载体C7>"2’#:$重组!构建重组表达载体C7>"2’D6789:!转化大肠杆菌EB#!

并诱导表达!纯化并鉴定表达产物"结果"成功扩增融合基因6789:!构建的重组质粒C7>"2’D6789:酶切鉴定结果与预期
一致!诱导后表达产物以包涵体为主"*4*D;%87电泳及 @+FG+H0印迹结果表明!复性纯化后的嵌合蛋白 6789:相对分子质

量约为#"222!纯度约为I2J"结论"成功构建了重组表达载体!并在大肠杆菌诱导表达!亲和层析纯化后获得纯度较高的可
溶性嵌合蛋白6789:"

!关键词"!血管内皮生长抑制因子%寡肽类%基因融合

!中图分类号"!K35$!!!!文献标识码"!%!!!!文章编号"!2#L5D53IM##223$!#D!"#$D2L
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!!以新生血管作为肿瘤治疗的)靶点*已成为目前
国内外研究的热点+采用基因工程方法将具有不同
抑瘤机制的血管生成抑制剂融合在一起构建双功能

嵌合分子正成为抗血管生成研究的新动向&!’+

6789:是一种具有抗血管生成及抑瘤作用的双功
能嵌合分子%由血管内皮细胞生长抑制因子 6789
#1’F&O.’H+0(RGV+.-’.PHRYGV-0V-Z-GRH$与基质金属
蛋白酶#S’GH-\S+G’..RCHRG+-0’F+%,,;$D#,,,;D
I的活性抑制剂十肽#<>>?@8A>B<$融合而成的
重组蛋白+国内高虹等&#’曾通过早期原核表达载体

表达出具有抑瘤效果的6789:重组蛋白%但获得的
却是非重折叠的蛋白沉淀+而对于一种用于治疗性
研究的活性蛋白%纯度高,可溶性好是其基本要求+
为解决这一问题%本研究应用基因重组技术将

6789胞外区与抑制金属蛋白酶的寡肽基因融合后

构建重组质粒C7>"2’D6789:%并通过优化的原核
表达 方 法 获 得 高 纯 度,可 溶 性 嵌 合 重 组 蛋 白

6789:%为进一步更有效地研究其抗肿瘤活性奠定
基础+

H!材料和方法

![!!质粒和菌株!含6789基因的质粒由第二军
医大学基础部微生物学教研室姚静娟博士惠赠%

!"#$%&4?L",表达菌株EB#!,C87,D>购自;HRD
S+P’公司"原核表达载体C7>"2’购自NR1’P+0公
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![#!主要试剂及工具酶!胶回收试剂盒,质粒提取
试剂盒购自 US+P’公司"限制性内切酶 ’($#,

’)*#,>$ 连接酶,7\+*,酶,9;>8,4N%标准相
对分子质量均购自>’‘’=’公司"兔抗 ?-F多克隆
抗体,?=;标记的山羊抗兔9P8,?-FDN-#:金属青
螯合纯化柱等均购自;HRG+-0G+&V公司%其余试剂均
为国产化学分析纯+

!["! 引 物设 计 ! 根据 6789基 因 序 列 结 合

C7>D"2’载体的多克隆位点%应用引物设计软件

;H-S+H;H+S-+HL[2自行设计引物%由上海生工生物
工程技术服务有限公司合成+引物序列如下(上游

LaD8<8 ><> %8% %>8 >8> %<% %<> <%<
>8888>>><%<%<>>>8<<%%8>8%8%
<%%%<><<<%<%D"a%内含’)*#酶切位点#下
划线$,起始密码,寡肽#<>>?@8B>B<$相对应的
密码和6789#L位以后氨基酸编码序列#即胞外
区$"下游LaD8<8 <><8%8 >%8 >%% 8 %%
88<><<%%%D"a是与 6789的<端编码序列互
补的序列%并引入’($#酶切位点#下划线$+

![$!;<=扩增6789:融合基因!以含6789基因
的质粒为模板%以合成的上下游引物进行;<=扩
增+扩增条件(I$b预变性LS-0%I$b"2F变性%

_2b"2F退火%3#b$LF延伸"循环"L次"最后

3#b延伸3S-0+;<=扩增产物进行琼脂糖凝胶电
泳分析+

![L!6789:基因片段的克隆与测序!;<=扩增产
物以![#J琼脂糖凝胶电泳,胶回收纯化 6789:基
因片段后%与C87,D>载体连接并转化4?L"%阳性
转化子作质粒制备并酶切鉴定%重组质粒命名为

C87,D>D6789:%并送上海鼎安生物公司进行测序
鉴定+

![_!6789:基因片段亚克隆入表达载体C7>"2’!
将C87,D>D6789:重组质粒以’($#,’)*#双酶
切并回收目的基因片段%与同样双酶切的C7>"2’
表达载体连接%转化4?L"%常规筛选阳性克隆并酶
切鉴定+

![3!嵌合蛋白6789:的诱导表达及鉴定!将鉴定
后的重组质粒C7>"2’D6789:转化表达菌株EB#!%
选取多个重组菌落接种于BE中培养过夜%按!c
!22比例转接入新的BE培养基中%培养至-_22值为

![2时%加入终浓度为![2SSR.-B的9;>8"3b诱
导表达_V%以C7>"2’空载体转化大肠杆菌EB#!
作为对照%$b离心收集细菌%将诱导前后的细菌裂
解%取少量样本进行*4*D;%87电泳和 @+FG+H0印

迹鉴定+

![5!嵌合蛋白6789:的复性与纯化!将收集的菌
体用L2SSR.-B>H-F#C?3[L$重悬#!P菌体用#2
S.液体重悬$%$b超声破碎菌体%!2222H-S-0离
心#?+H’+OF全能型高速冷冻离心机$"2S-0%收集
可溶性上清和包涵体%取少量进行*4*D;%87电泳
分析+将离心得到的包涵体用5SR.-B尿素,2[!
SR.-BN’?#;U$,2[2!SR.-B>H-F#C?5[2$室温变
性#V%!2222H-S-0离心"2S-0%收集上清+将收
集的上清用2[$L$S的滤膜过滤后用 ?-FDN-

#:金

属螯合柱纯化+装!2S.的 ?-FDN-#:金属螯合柱%
用L倍柱体积的平衡液#5SR.-B尿素,2[!SR.-B
N’?#;U$,2[2!SR.-B>H-F,!2SSR.-B-S-(’XR.+
C?5[2$平衡%上样#流速为#S.-S-0$+上样完备
后%再用L倍柱体积的平衡液平衡%然后用LV将5
SR.-B尿素的平衡液逐步减为不含尿素的平衡液%
此为蛋白的柱上复性过程+当蛋白复性完成后%用

L倍柱体积的洗脱液#2[2#SR.-B;E,2[LSR.-B
-S-(’XR.+$洗脱%收集蛋白峰+蛋白电泳检测其纯化
情况+将洗脱收集的蛋白再进行分子筛纯化%收集
蛋白峰%进行电泳%确定对应的目的蛋白+

![I!@+FG+H0印迹鉴定!取!L$.样品做常规

*4*D;%87电泳+取出凝胶置于;64A膜上%在转
移缓冲液中电转移!V%电流为"_2S%"转移结束
后%用!2J脱脂奶粉封闭膜!V%加入!.L22的

=’ZZ-G%0G-D?-F抗体与膜作用!V%;E*洗涤"次+
加入!.L222的?=;标记的8R’G’0G-D=’ZZ-G9P8
#?:B$与膜作用!V%经;E*#含2[!J>Y++0#2的

;E*$洗涤"次"膜置于4%E底物液中显色+

I!结!果

#[!!6789: 融合基因的制备!;<= 技术扩增

6789胞外区与寡肽<>>?@8A>B<的融合基因

6789:%![#J琼脂糖凝胶电泳%;<=扩增产物与预
期相符%大小为$I_ZC#图!$+

图H!!"#$% J?>产物GK:电泳

L+5H!GK:)7)23(,’4,()*+*1,(J?>’(,/023,1!"#$%

,(!22ZC4N%.’((+H"!D"(6789:TOF-R0P+0+
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#[#!C87,D>D6789:的制备及鉴定!将上述;<=
扩增产物克隆到C87,D>载体中%转化大肠杆菌

4?L"%将筛选获得的阳性克隆进行’($#和’)*#
双酶切鉴定%电泳结果出现与;<=产物大小相当的

片段+同时取酶切鉴定后的阳性克隆送上海鼎安生

物公司进行序列测定%结果表明与预期的基因序列

相一致+

#["!重组表达载体C7>"2’D6789:的亚克隆及鉴

定!将测序证实的 C87,D>D6789: 重组质粒以

’($#,’)*#双酶切并回收目的基因片段%与同样

双酶切的C7>"2’表达载体连接%转化4?L"%常规

筛选阳性克隆并酶切鉴定%结果出现预期大小的片

段#图#$%证实成功制备重组表达质粒C7>"2’D

6789:+

图I!重组质粒’"=MN.O!"#$%的酶切鉴定结果

L+5I!$/)-3+1+2.3+,-,1()2,98+-.-3’7.*9+/

’"=MN.O!"#$%86()*3(+23+,-)-P69)/+5)*3+,-
,(!22ZC4N%.’((+H"!D#(C7>"2’D6789:(-P+FG+(ZW’($#’0(

’)*#

#[$!嵌合蛋白6789:的诱导表达!诱导后在相对

分子质量约#"222处有明显的蛋白条带#图"$%蛋

白相对分子质量与预期基本一致+将收集的菌体重

悬后在冰水中超声碎菌%高速离心收集上清和包涵

体%*4*D;%87蛋白电泳显示其表达形式以包涵体

为主#图$$+

#[L!嵌合蛋白6789:的复性"纯化及鉴定!纯化

的蛋白进行*4*D;%87电泳#图L$及 @+FG+H0印迹

分析#图_$%结果表明(复性和纯化的蛋白为嵌合蛋

白6789:%相对分子质量约为#"222%纯度约

为I2J+

图M!嵌合蛋白!"#$%诱导
前后的<G<OJ:#"结果

L+5M!<G<OJ:#"1,(!"#$%24+9)(+2

’(,3)+-8)1,().-/.13)(+-/023+,-
!(>RG’.CHRG+-0TRH1+&GRHDGH’0FTRHS+(EB#!Z’&G+H-’"#(>RG’.CHRD

G+-0TRHZ’&G+H-’Z+TRH+-0(O&G-R0""(>RG’.CHRG+-0TRHZ’&G+H-’’TG+H

-0(O&G-R0",(,-((.+SR.+&O.’HCHRG+-0S’Hd+H

图Q!嵌合蛋白!"#$%超声碎菌后<G<OJ:#"结果

L+5Q!<G<OJ:#"1,(!"#$%24+9)(+2’(,3)+-

.13)(/+*(0’3+,-,18.23)(+.86073(.*,0-/
!(E’&G+H-’.WF-FFOC+H0’G’0G"#(90&.OF-R0’TG+HZ’&G+H-’.WF-F",(

,-((.+SR.+&O.’HCHRG+-0S’Hd+H

图R!纯化后的!"#$%蛋白<G<OJ:#"分析

L+5R!<G<OJ:#"1,(’0(+1+)/

!"#$%10*+,-’(,3)+-
,(,-((.+SR.+&O.’HCHRG+-0S’Hd+H"!(;OH-T-+(6789:&V-S+H-&CHRG+-0
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图S!纯化后的!"#$%蛋白 F)*3)(-印迹分析

L+5S!F)*3)(-87,33+-5.-.76*+*,1

’0(+1+)/!"#$%10*+,-’(,3)+-
,(;H+FG’-0+(CHRG+-0S’Hd+H"!(6789:&V-S+H-&CHRG+-0

M!讨!论

!!肿瘤的血管生成是一个复杂调控的多步骤过
程+‘+HZ+.等&"’研究证实肿瘤一方面借助新生血管

获得充分的营养供给%另一方面通过血管进行转移
和扩散+目前%通过抑制血管生成治疗肿瘤的抑瘤
思路已经取得共识%成为国内外肿瘤治疗研究的热
点+已报道的抗血管生成基因治疗研究多是通过转
基因,反义技术,核酶等方法%升高或降低某个血管
生成相关基因的表达&$’+各种不同形式的抗血管生
成阻断剂目前已进入不同期的临床试验%其中尤以
针对678A及678A受体的抑制剂较多&L’%但这些
抑制剂主要是从肿瘤血管生成过程的单一环节阻断

血管生成+美国A4%#22$年批准了第一个抗血管
生成药物#’1’FG-0%抗678A抗体$用于治疗晚期结
直肠癌%取得了较好的临床疗效&_D3’+但它也只是单
一阻碍了678A与内皮细胞表面受体结合+

!!然而%进一步的研究&5’发现单纯阻断血管生成

某个环节所产生的抑瘤作用毕竟有限+血管生成的
多步骤性,调控的复杂性为我们提供了更多的治疗
靶点+不少研究者设想联合应用两个作用在血管生
成不同环节的血管生成抑制因子可能会产生协同作

用%发挥更强的抑癌作用%这种设想不久便得到了很
多实验的证实+*&’CC’G-&&-等&I’将内皮抑素基因和

血管抑素基因巧妙的进行融合%创造出更强力的血
管生成抑制基因*G’G-0D%7%体内实验证实其明显优
于单独用药和联合用药的治疗效果+李喆等&$’将内

皮抑素#V7N4U$和血管内皮细胞生长抑制因子
#6789!L!$两种强效内源性血管生成抑制基因进行
融合%其表达产物能通过抑制内皮细胞增殖%降低微
血管密度%从而降低肿瘤细胞的增殖速率%增加细胞
凋亡%治疗组动物的抑瘤率达到55[L3J+

!!6789作为肿瘤坏死因子超家族成员之一%特

异表达于内皮细胞%通过诱导内皮细胞凋亡%激活核
转录因子NAD%E和维持82-8! 期细胞生长停滞从
而抑制血管内皮细胞增生%抑制内皮细胞迁移和新
生血管形成&!2D!!’+研究证实可溶性6789可使肿瘤

体积明显缩小%肿瘤内微血管大大减少%成瘤率明显
下降&!!D!#’+这说明6789通过抑制新生血管形成发

挥抗肿瘤活性+寡肽<>>?@8A>B<可有效抑制

,,;D#和 ,,;DI的活性%从而抑制肿瘤的生长和
转移&!"’+以上的研究说明 6789和寡肽两者发挥

作用的靶点不同%具有各自独特的作用途径%理论上
能从不同环节阻断肿瘤血管生成而发挥协同作用+

!!国内学者高虹等&#’选用表达载体C;=U7M>D

,?>Z构建的6789:蛋白能够抑制鸡胚尿囊膜血
管新生%通过抑制血管新生对B+Y-F肺癌小鼠移植
瘤的早期发展起到抑制作用+但 6789:蛋白以不

溶状态逐渐沉淀下来%蛋白质重折叠效率极低+以
非重折叠的沉淀形式进行活性实验%虽能抑制鸡胚
尿囊膜血管新生%但作为一种治疗性蛋白药物研究
尤其是用于动物或人体研究%仍有一定的局限性+

!!C7>"2’载体是目前常用且技术较成熟的一种
高效原核表达载体%其表达蛋白的N端和<端带有
便于表达蛋白分离纯化及鉴定的_个 ?-F标签"载
体内部自带的凝血酶原蛋白可与目的蛋白进行融合

表达从而大大增加了表达产物的可溶性"两蛋白间
具有可被凝血酶蛋白酶切割的位点%可极方便的进
行目的蛋白分离纯化+本研究将6789和寡肽相嵌
合%通过基因重组的方法成功构建了嵌合分子

6789:%通过条件摸索及原核表达体系的优化%使

其在大肠杆菌原核表达C7>"2’系统中获得了高效
表达+表达蛋白主要是以包涵体为主%不仅能有效
防止细胞内蛋白酶对目的蛋白的水解作用%更加稳
定%还便于去除杂质蛋白使目的蛋白大量聚集+采
用不破坏重组蛋白的一级结构的尿素作常用变性

剂%之后采用柱上复性的方法%将尿素溶解的包涵体
目的蛋白结合到 ?-FDN-#:柱%缓慢地去除平衡液中

的尿素%使目的蛋白逐渐复性%亲和层析纯化后成功
获得 了 大 量 的 高 纯 度,可 溶 性 好 的 嵌 合 蛋 白

6789:%为进一步探讨6789:蛋白活性及可能的作

用机制奠定了基础%也为研制开发可能的新一代抗
肿瘤血管抑制剂提供了条件+

!!#志谢!本研究得到第二军医大学基础部微生
物学教研室姚静娟博士和重庆医科大学生化与分子

生物学教研室黄轶博士的技术支持和无私帮助!在
此表示衷心感谢&$
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