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［摘要］　目的：克隆表达融合蛋白Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０ＴＲＡＩＬ，并观察其生物学功能。方法：利用重组ＰＣＲ技术扩增Ｔｕｍｓｔａ

ｔｉｎ１８３２３０ＴＲＡＩＬ（ＴｕＴ）的融合编码序列，构建ｐＭＡＬＴｕＴ融合蛋白表达载体，将其转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），经ＩＰＴＧ诱导

表达，得到 ＭＢＰＴｕＴ融合蛋白，用ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定纯化的表达产物。通过体外内皮细胞增殖抑制实验、肿瘤细胞杀伤实验、

体外管腔形成抑制试验及电镜检测细胞凋亡情况对其生物学双功能进行鉴定。结果：融合蛋白 ＭＢＰＴｕＴ在ＢＬ２１中表达

率约２０％，可明显抑制内皮细胞增殖（ＩＣ５０１２．５μｇ／ｍｌ），杀伤、诱导胰腺癌细胞凋亡并抑制体外管腔形成。结论：融合蛋白

ＭＢＰＴｕＴ具有双功能生物学活性，为进一步研究其靶向性杀伤肿瘤奠定了基础。
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　　肿瘤的生长和转移依赖于新生血管的生成，如
果能抑制新生血管形成，肿瘤细胞将凋亡或坏死，这
为抗肿瘤治疗提供了一条新途径［１］。目前临床上已
有多种抑制新生血管形成的药物用于肿瘤治疗。肿
瘤抑素（Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ）是继血管抑素（ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ）和内
皮抑素（ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ）之后，新发现的源于人基底膜胶
原Ⅳ的肿瘤血管生成抑制因子［２］，由Ⅳ型胶原α３链
的中间３股螺旋区域Ｃ端１２个氨基酸和非胶原区

１（ＮＣ１）２３２个氨基酸，共２４４个氨基酸组成［３］，具有

抗肿瘤效果明显、毒副作用低、不产生耐药等特
点［４］。但是，完整的 Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ并不能抑制肿瘤细
胞增殖，提示其完整结构状态影响到 ＮＣ１（Ⅳ）１８５
２０３肽的空间结构，掩盖了结合位点［５］。此肽通过
与ανβ３整合素受体结合，依赖ＰＴＥＮ／Ａｋｔ途径，抑
制肿瘤细胞增殖、迁移并直接抑制肿瘤生长［６］。肿
瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）属于
肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）超家族
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成员，为Ⅱ型跨膜蛋白，其能选择性诱导肿瘤细胞凋
亡，而对正常组织细胞没有明显毒副作用，越来越备
受人们关注［７］。

　　本研究将 Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０与 ＴＲＡＩＬ基因序列
进行融合，将其导入大肠杆菌诱导表达重组融合蛋
白，并对融合蛋白的生物学功能进行鉴定，希望能够
获得既具有 ＴＲＡＩＬ 诱导肿瘤细胞凋亡又具有

Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０抑制肿瘤新生血管内皮细胞生长作
用的双功能蛋白，为进一步的抗肿瘤研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　大肠杆菌ＢＬ２１，质粒载体

ｐＭＡＬｃ２、ｐＢＶ２２０、ｐＢＶＴＲＡＩＬ、ｐＢＶＴｕｍｓｔａｔｉｎ，
人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４细胞、人胰腺胆管癌上
皮细胞ＳＷ１９９０为本室保存。小量质粒抽提试剂
盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒购自华舜生物工程公司；

ＰＣＲ试剂盒、各种限制酶及连接酶购自ＴａＫａＲａ公
司。亲和层析柱 ＭＢＰ（麦芽糖结合蛋白）融合蛋白
纯化柱直链淀粉树脂柱购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ
公司。

１．２　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中肿瘤抑素和

ＴＲＡＩＬ的编码序列，应用ＰｒｉｍｅＰｒｉｍｉｅｒ５．０软件设
计扩增全长编码基因的引物，序列如下：引物１
（Ｐ１）：５′ＧＣ ＧＡＡ ＴＴＣ ＡＣＡ ＡＴＧ ＣＧＡ ＧＣＣ
ＡＧＣＣＣＡＴＴＴＣ３′，５′端引入经ＥｃｏＲⅠ酶切位点
（下划线）；引物２（Ｐ２）：５′ＡＧＡ ＴＣＣＡＣＣＴＧＡ
ＧＣＣＡＣＣＡＣＣＴＡＡＴＴＧＣＣＣＡＧＣＴＴＴＣＡＣ
３′，５′端引入氨基酸连接臂（下划线）；引物３（Ｐ３）：

５′ＧＧＣＧＧＣ ＴＣＡ ＧＧＴ ＧＧＡ ＴＣＴ ＧＧＴ ＧＴＧ
ＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＴＣ３′，５′端引入与引物２互
补的氨基酸连接臂（下划线）；引物４（Ｐ４）：５′ＣＧ
ＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＡＣＴＴＡ３′，５′引入ＢａｍＨ
Ⅰ酶切位点（下划线）。所有引物由上海生工生物工
程技术服务有限公司合成。

１．３　ｐＭＡＬＴｕＴ表达载体的构建　以ｐＢＶ２２０
Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ和ｐＢＶ２２０ＴＲＡＩＬ质粒为模板，以Ｐ１～
Ｐ４为引物，采用重组ＰＣＲ技术扩增获得融合基因

ＴｕＴ，将该融合基因和表达载体ｐＭＡＬｃ２分别经

ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切，回收相应片段后用 Ｔ４
连接酶连接各个片段，转化大肠杆菌ＢＬ２１，经酶切
筛选，将重组质粒命名为ｐＭＡＬＴｕＴ，送上海英骏
生物技术公司测序。

１．４　ｐＭＡＬＴｕＴ的诱导表达　将阳性克隆接种

ＬＢ固体培养基（含氨苄青霉素１００ｍｇ／Ｌ），于３７℃
培养２４ｈ。挑取单个菌落接种于ＬＢ 液体培养基

（含氨苄青霉素１００ｍｇ／Ｌ），于３７℃振摇培养１２～
１４ｈ，然后按１∶１００的比例接种于同样培养基，

３７℃振摇培养４～６ｈ。培养至Ｄ６００值为０．５～０．８，
以０．３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４ｈ，以未诱导菌株作阴
性对照，将培养上清及菌体各留取少量，ＳＤＳＰＡＧＥ
鉴定ＴｕＴ的表达。

１．５　蛋白 ＭＢＰＴｕＴ的纯化　将－２０℃保存的过
夜菌体重悬于过柱缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳＴｒｉｓ
ＨＣｌ，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）超声破
壁，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，过柱缓冲液１５倍体积
平衡柱子，以１ｍｌ／ｍｉｎ的流速将上清过柱，待基线
恢复后再用５倍柱床体积洗脱未结合蛋白，用洗脱
液（过柱缓冲液＋１０ｍｍｏｌ／Ｌ麦芽糖）洗脱，收集洗
脱液，ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定。

１．６　ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制率　９６孔培养板
每孔加４×１０３ＥＣＶ３０４细胞 （ＲＰＭＩ１６４０＋０．５％

ＦＣＳ），置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱过夜，２４ｈ后弃去培
养液，每孔加１００μｌ用培养基进行倍比稀释的纯化

ＭＢＰＴｕＴ，以 ＭＢＰＴＲＡＩＬ为阳性对照，ＭＢＰ为
阴性对照，每组平行３复孔，继续培养２４ｈ后，将培
养板中的培养液换成０．５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ溶液，继

续在３７℃、５％ＣＯ２的环境下培养４ｈ后弃上清，加

１００μｌＤＭＳＯ至完全溶解后在５９５ｎｍ酶标仪上检
测并计算：抑制率（％）＝ （Ｄ空白对照 －Ｄ实验组）／

Ｄ空白对照×１００％。以同样的方法观察融合蛋白对

ＳＷ１９９０细胞的作用。

１．７　电镜检测ＳＷ１９９０细胞凋亡　将 ＭＢＰＴｕＴ
加入生长良好的ＳＷ１９９０细胞中，作用４ｈ后，光镜
下观察细胞有部分变圆，部分形态正常，弃去培养基
和漂浮的死细胞，ＰＢＳ漂洗２次，用胰酶消化细胞，
小心吹打细胞，６００×ｇ１０ｍｉｎ离心收集细胞，再用

ＰＢＳ重悬漂洗细胞，然后再次离心收集细胞后用

４％的多聚甲醛固定细胞。同样收集正常对照组细
胞，在电镜下观察。

１．８　体外管腔形成抑制试验　５０μｌ稀释的ＥＣ

ＭａｔｒｉｘＴＭ加入９６孔培养板，３７℃孵育１ｈ待凝固，

将不含抗生素的ＥＣＶ３０４细胞接种到上述包被的培
养板中，然后加入１μｇ／ｍｌ的 ＭＢＰＴｕＴ，对照加入
相同量的ＢＳＡ。实验重复３次。细胞在３７℃、５％

ＣＯ２条件下继续培养，培养４、６、８ｈ后观察实验组和
对照组之间内皮细胞管状排列情况。

１．９　统计学处理　数据用ＳＡＳ６．０软件进行处理。
四组间比较用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＴｅｓｔ方法。两组间比
较用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ方法。
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２　结　果

２．１　ＴｕＴ编码序列的获得　以Ｐ１、Ｐ２为引物，以

ｐＢＶＴｕｍｓｔａｔｉｎ为模板，获得了带有氨基酸连接臂
的Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０片段 Ａ（１８０ｂｐ）；以Ｐ３、Ｐ４为引
物，以ｐＢＶＴＲＡＩＬ为模板，获得带有氨基酸连接臂
的ＴＲＡＩＬ１１４２８１片段Ｂ（５４０ｂｐ），最后以 Ａ、Ｂ为模
板，以 Ｐ１、Ｐ４为引物，得到带有氨基酸连接臂的

Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０ＴＲＡＩＬ１１４２８１融合蛋白 ＴｕＴ（７２０
ｂｐ）编码序列。１％琼脂糖电泳鉴定结果（图１）与预
期一致。

图１　ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
１，２：Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０；３，４：ＴＲＡＩＬ；５７：ＴｕＴ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．２　ＴｕＴ表达载体的构建及鉴定　将ＴｕＴ克隆
至ｐＭＡＬｃ２表达载体，挑取阳性克隆经菌落ＰＣＲ
（图２）和酶切鉴定（图３）。结果可见相应大小载体
及目的基因片段的条带。测序结果表明ＴｕＴ的序
列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中序列完全一致。

图２　ｐＭＡＬＴｕＴ重组子的菌落ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ２　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＭＡＬＴｕＴ
１４：ｐＭＡＬｃ２ＴｕＴ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图３　重组表达载体ｐＭＡＬＴｕＴ的酶切鉴定

Ｆｉｇ３　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＭＡＬＴｕＴ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１４：ｐＭＡＬｃ２ＴｕＴ（ＢａｍＨⅠ＋ＥｃｏＲⅠ）

２．３　ｐＭＡＬＴｕＴ融合蛋白的诱导表达及纯化　
结果表明，在６６０００处有一条新的蛋白带（图４），与

ＭＢＰＴｕＴ理论值一致。经扫描分析，表达量约占
菌总蛋白２０％以上，超声裂解表达菌后收集上清，
采用Ａ亲和层析柱纯化得到融合蛋白 ＭＢＰＴｕＴ，
相对分子质量约６６０００。

图４　ＭＢＰＴｕＴ融合蛋白表达的ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定

Ｆｉｇ４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｐＭＡＬＴｕＴ
１：ＢＬ２１ｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｏｕｔｐｌａｓｍｉｄ；２：Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｏｆｔｕｍｓｔａｔｉｎｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｎｇｃｌｏｎｅａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ；３：

Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｕｍｓｔａｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃｌｏｎｅａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

４：ＰｕｒｉｆｉｅｄｒｈＭＢＰＴｕＴ；５：ＣｌｏｎｅｓｏｆＢＬ２１ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ

ｐＭＡＬｃ２ｔｕｍｓｔａｔｉｎＴＲＡＩＬａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２．４　融合蛋白对内皮细胞的增殖抑制作用　结果
（图 ５）表 明：ＭＢＰＴｕＴ、ＭＢＰＴｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０、

ＭＢＰＴＲＡＩＬ和 ＭＢＰ对内皮细胞增殖抑制作用间
的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１）。其中 ＭＢＰ
ＴｕＴ和 ＭＢＰＴｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０具有较强的抑制作
用，呈剂量依赖性；而 ＭＢＰＴＲＡＩＬ和 ＭＢＰ则没有
明显的抑制作用。再将 ＭＢＰＴｕＴ与 ＭＢＰＴｕｍ
ｓｔａｔｉｎ１８３２３０的作用差异进行分析：结果表明二者差异
不具有统计学意义（Ｐ＝０．４０６２＞０．０５），提示Ｔｕ
Ｔ融合蛋白抑制内皮细胞增殖作用是由融合蛋白的

Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０部分引起的。

图５　ＭＢＰＴｕＴ融合蛋白对ＥＣＶ３０４细胞的增殖抑制作用

Ｆｉｇ５　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙＭＢＰＴｕＴ
Ｐ＜０．０１ｖｓＭＢＰ；ｎ＝７，珚ｘ±ｓ
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２．５　融合蛋白对ＳＷ１９９０细胞的杀伤作用　ＭＴＴ
法测定细胞的相对存活率，结果表明：４种蛋白对

ＳＷ１９９０细胞杀伤作用间的差异具有统计学意义
（Ｐ＝０．０００１２１＜０．０００１）。其中 ＭＢＰＴｕＴ 和

ＭＢＰＴＲＡＩＬ具有较强的杀伤作用并呈剂量依赖；
而 ＭＢＰＴｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０和 ＭＢＰ组细胞则不明显。

ＭＢＰＴｕＴ和 ＭＢＰＴＲＡＩＬ的作用差异无统计学
意义（Ｐ＝０．５６５＞０．０５），提示 ＴｕＴ融合蛋白对

ＳＷ１９９０细胞的杀伤作用是由融合蛋白的 ＴＲＡＩＬ
部分引起的（图６）。倒置显微镜下观察结果发现，
对照组和 ＭＢＰＴｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０药物组细胞生长较
好，形态饱满（图７Ａ）；而 ＭＢＰＴｕＴ药物组形态学
发生明显改变，可见细胞皱缩、变圆、折光率增强，漂
浮的细胞随时间延长逐渐增多，贴壁生长的细胞变
得稀疏、胞质中颗粒增多并可见细胞膜出泡（图

７Ｂ）。由此可以推测 ＴｕＴ 融合蛋白较强的杀伤

ＳＷ１９９０细胞作用是由ＴＲＡＩＬ部分引起的。

图６　 ＭＢＰＴｕＴ融合蛋白对ＳＷ１９９０的细胞杀伤作用

Ｆｉｇ６　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔａｇａｉｎｓｔＳＷ１９９０

ｃｅｌｌｂｙｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙＭＢＰＴｕＴ
Ｐ＜０．０１ｖｓＭＢＰＴｕＴ；ｎ＝７，珚ｘ±ｓ

图７　倒置显微镜下ＳＷ１９９０细胞的形态观察

Ｆｉｇ７　ＳＷ１９９０ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｂ：ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＭＢＰ／ＴｕＴ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２５０

２．６　融合蛋白对ＳＷ１９９０细胞凋亡的影响　ＭＢＰ
ＴｕＴ作用后的ＳＷ１９９０细胞，经扫描电镜显示：与
正常ＳＷ１９９０细胞（图８Ａ）相比具有凋亡样改变，可
见凋亡Ⅰ期明显的细胞核染色质凝集，出现许多“气
穴现象”的空泡结构（图８Ｂ）；凋亡Ⅱａ期细胞核的染
色质高度凝聚、边缘化（图８Ｃ）；凋亡晚期细胞皱缩，
细胞膜收缩内陷，细胞核裂解为碎块出现凋亡小体
（图８Ｄ）。结果表明 ＭＢＰＴｕＴ能够诱导ＳＷ１９９０
细胞凋亡。

２．７　体外管腔形成抑制试验　结果表明：相同浓度
的重组蛋白 ＭＢＰＴｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０和 ＭＢＰＴｕＴ作
用４ｈ时内皮细胞形态开始改变；６ｈ时 ＭＢＰＴｕｍ
ｓｔａｔｉｎ１８３２３０组管腔发生连续性破坏（图９Ａ），而 ＭＢＰ
ＴｕＴ组除了管腔连续性被破坏之外，内皮细胞还发
生了明显凋亡（图９Ｂ）；８ｈ时经二者作用的内皮细
胞管腔几乎完全破坏，而对照组管腔形成良好（图

９Ｃ）。

图８　ＳＷ１９９０细胞电镜观察结果

Ｆｉｇ８　ＳｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆＳＷ１９９０ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＮｏｒｍａｌＳＷ１９９０ｃｅｌｌ；Ｂ：Ｎｕｃｌｅａｒｒｉｐｐｌｅｄ；Ｃ：Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｍａｒｇｉｎａｔｉｏｎ；Ｄ：Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６０００
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图９　内皮细胞管状形成抑制试验

Ｆｉｇ９　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＣＶ３０４ｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎ

ＥＣＭａｔｒｉｃＴＭｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ：ＭＢＰＴｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（ａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｓ）；Ｂ：ＭＢＰＴｕ

Ｔｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（ａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｓ）；Ｃ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ：×２５０

３　讨　论

　　目前，ＴＲＡＩＬ已进入临床试验阶段，显示了良
好的抗肿瘤活性，但是有些肿瘤细胞对 ＴＲＡＩＬ并
不敏感甚至 耐 药［８］。目前认为肿瘤 细 胞 耐 受

ＴＲＡＩＬ诱导凋亡是由于其凋亡通路中抑制因子表
达活性增加而促进因子失活、死亡受体低表达和诱
骗受体高表达［９］。因此，研制和开发活性更强、靶向
性更明确的 ＴＲＡＩＬ类似物对于完全发挥 ＴＲＡＩＬ
的抗肿瘤潜能和克服临床耐药具有重要的实际意

义［１０］。因此，本研究将 Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ和 ＴＲＡＩＬ的活
性片段进行融合，希望得到具有双功能作用的融合
蛋白，能够特异性杀伤肿瘤细胞（诱导凋亡）并抑制
新生血管的形成。

　　本研究表达载体选用了原核表达系统即大肠杆
菌作为宿主的ｐＭＡＬｃ２，它具有相对分子质量约为

４２０００的表达标志 ＭＢＰ，有较强的可调控的Ｐｔａｃ
启动子和强翻译起始信号，有利于重组蛋白正确折
叠，因此表达的融合蛋白产量多为可溶蛋白。鉴定
结果表明，本研究成功地重组表达了可溶性融合蛋
白 ＭＢＰＴｕＴ，表达的重组蛋白约占菌体总蛋白的

２０％以上。在进一步的实验研究发现选取对数生长
期的细胞，尽量减小血清因素的干扰是非常必要的。
抑制内皮细胞增殖试验中，用含１０％血清的培养液
使ＥＣＶ３０４细胞恢复活性贴壁，再改换０．５％ＦＢＳ
的培养基，这样既能够维持细胞的存活又减小了血
清的干扰，使对照处于较低水平，可以客观显示

ＭＢＰＴｕＴ抑制内皮细胞增殖的能力。当然不同细
胞对低浓度血清的耐受力不同，如ＳＷ１９９０细胞在
低浓度下状态并不好，因此需要根据具体细胞而定。

　　重组蛋白的表达和纯化是否成功，最有力的方
法是检测该蛋白是否具有特异的生物学活性。内皮
细胞是体内分裂增殖速度较快的正常细胞，并非肿

瘤细胞。本实验正是利用ＴＲＡＩＬ对正常细胞没有
明显的毒副作用，而 Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０具有明显的抑
制内皮细胞增殖作用的特点，来验证 ＭＢＰＴｕＴ是
否能 够 保 持 Ｔｕｍｓｔａｔｉｎ１８３２３０ 样 活 性；同 时 利 用

ＴＲＡＩＬ能够诱导ＳＷ１９９０细胞凋亡，对其有很强的
杀伤作用，来验证 ＭＢＰ／ＴｕＴ是否具有ＴＲＡＩＬ样
活性。电镜检测凋亡和管腔形成抑制试验进一步证
实了该融合蛋白在保持二者活性的同时，有着起效
快、效应强的特点，能够靶向作用于肿瘤的血管内皮
细胞，既诱导肿瘤细胞凋亡又抑制肿瘤组织新生血
管形成，发挥了双向的抗肿瘤作用，为研究靶向性杀
伤肿瘤奠定了基础。但是融合蛋白在体内的生物学
活性能否保持及其在体内能否稳定表达，仍需经一
步的研究探讨。
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