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　　［摘要］　目的　以膜联蛋白Ｂ１（ＡｎｘＢ１）为导向分子，与蜂毒素（ＭＬＴ）基因融合，制备ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白，探讨其对

磷脂酰丝氨酸脂质体的结合活性及对肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２增殖的抑制作用。方法　利用重叠延伸ＰＣＲ技术构
建ＡｎｘＢ１和ＭＬＴ的融合基因ＡｎｘＢ１ＭＬＴ，克隆至原核表达载体ｐＧＥＸ５Ｔ，转化至宿主菌Ｋ８０２，用异丙基βＤ硫代半乳糖

苷（ＩＰＴＧ）诱导ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白表达，优化表达条件，用谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）亲和色谱纯化柱纯化融合蛋白。采用

磷脂结合实验验证ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白的钙依赖性磷脂结合活性，采用ＣＣＫ８方法分别检测ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白对肝癌

细胞系ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响。结果　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白在宿主菌 Ｋ８０２中能够表达，在菌液生长至
Ｄ６００为０．６时，加入诱导剂ＩＰＴＧ至终浓度０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，低温（２２～２４℃）诱导表达４ｈ，可使蛋白表达量较高且在上清有表达。

通过ＧＳＴ亲和色谱纯化柱纯化融合蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示在６３０００处可见单一目的条带，纯度＞９５％。ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融

合蛋白保留了ＡｎｘＢ１的钙依赖性磷脂结合活性，并能显著抑制肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２的增殖。结论　成功制备
了ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白，该融合蛋白具有ＡｎｘＢ１的钙依赖性磷脂结合活性，可抑制肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２的增殖，

为进一步利用动物实验研究ＡｎｘＢ１ＭＬＴ的抗肿瘤效果奠定了基础。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１１）：１１７１１１７６］

　　原发性肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，

ＨＣＣ）是亚洲尤其是中国高发的恶性肿瘤之一，严重

威胁人类的生活和健康。靶向药物治疗日益成为肿

瘤治疗的重要手段。磷脂酰丝氨酸是磷脂膜的重要

组成成分，约占细胞总脂质的２％～１０％［１］。在正常

细胞中，磷脂酰丝氨酸居于细胞内侧，参与蛋白激酶

Ｃ信号传递［２］、胞质蛋白的膜转移［３］等。越来越多

的研究证实，肿瘤细胞和肿瘤新生血管内皮细胞的

磷脂酰丝氨酸外翻，暴露在细胞外膜，从而为肿瘤显

像和靶向治疗提供了重要的目标靶点［４７］。膜联蛋

白Ｂ１（ａｎｎｅｘｉｎＢ１，ＡｎｘＢ１）是本课题组首次克隆的

一个新的膜联蛋白亚家族成员［８］。我们的前期研究

表明，ＡｎｘＢ１对磷脂酰丝氨酸的结合具有很高的亲

和力和特异性［９］，可以在体外和体内检测肿瘤细胞

的凋亡和显像［１０１２］。蜂毒素（ｍｅｌｉｔｔｉｎ，ＭＬＴ）又称蜂

毒肽，是蜂毒的主要成分，由２６个氨基酸残基组成，

具有潜在膜活性，其寡聚体可在细胞膜上形成亲水

性小孔，使胞内离子外流，引起渗透性改变，导致细

胞溶解，对细胞有极强的杀伤作用［１３］。本研究拟以

肿瘤内皮细胞暴露的磷脂酰丝氨酸为“靶”，以

ＡｎｘＢ１为“靶向分子”，以蜂毒素为“弹药”，构建基因

工程靶向抗肿瘤药物。

１　材料和方法

１．１　 材料 　 质粒 ｐＧＥＸ５Ｔ、含 ＡｎｘＢ１ 的质粒

ｐＧＥＸ５ＴＡｎｘＢ和大肠杆菌 Ｋ８０２由本室保存；

ＭＬＴ基因序列（Ｍｅｌｉｔｔ）由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦＩ４０５５６．１）。肝癌细

胞ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２购自中国科学院细胞库。

细胞 ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，血清购自

Ｇｉｂｃｏ公司；限制性内切酶（ＳａｌⅠ、ＥｃｏＲⅠ）、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶购自 ＴａＫａＲａ公司；谷胱甘肽Ｓ转移

酶（ＧＳＴ）亲和色谱纯化柱（ＧＳＴｒｅｓｉｎ）购自上海悦

克生物科技有限公司；蛋白胶染色液采用上海迪申

生物技术有限公司的考马斯亮蓝Ｇ２５０染色液；胶

回收试剂盒购自上海皓嘉科技发展有限公司；蛋白

酶抑制剂苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）购自碧云天生物技

术研究所；ＣＣＫ８细胞增殖试剂盒购自日本同仁化

学研究所；ＳＴＥ溶液的配制：１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、

１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．０，高

压灭菌，４℃ 保存。超声破碎仪 Ｑ７００ 购自美国

Ｑｓｏｎｉｃａ公司。

１．２　 质粒 ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴ 的构建 　 因为

ＡｎｘＢ１的 Ｃ 端是一个柔性末端，考虑 ＡｎｘＢ１和

ＭＬＴ融合不需要人为添加“接头”序列，因此我们采

用重叠区延伸法构建了ＡｎｘＢ１和 ＭＬＴ 的融合基

因，构建过程参照文献［１４］进行（图１）。所用引物

均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。引

物ａ：５′ＧＣＧ ＧＡＡ ＴＴＣＣＡＴ ＧＧＣＣＴＡ ＣＴＧ

ＴＣＧＣＴＣＣＣＴ３′；引物 ｂ：５′ＴＴＧ ＡＡＡ ＣＴＣ

ＡＴＣＧＧＣＣＣＴ ＧＣＡ３′；引物 ｃ：５′ＣＴＴ ＴＧＡ

ＧＴＡＧＣＣＧＧＧＡＣＧＴ３′；引物ｄ：５′ＧＧＣＧＴＣ

ＧＡＣＴＴＡＣＴＧＴＴＧＣＣＴＣＴＴＡＣＧＴＴＴＡＡ

３′。利用引物ａ和ｂ扩增ＡｎｘＢ１基因，引物ｃ和ｄ
扩增ＭＬＴ基因。其中引物ｂ和ｃ的部分序列互补，

这样将两轮扩增的产物纯化后进行退火，可以利用

引物ｂ和ｃ的重叠区部分进行退火、延伸，最后获得

ＡｎｘＢ１ＭＬＴ 融合基因。获得目的基因后，１％琼

脂糖凝胶电泳分离，胶回收目的ＤＮＡ。回收产物经

ＳａｌⅠ／ＥｃｏＲⅠ双酶切，与同样用ＳａｌⅠ／ＥｃｏＲⅠ双酶

切的ｐＧＥＸ５Ｔ载体用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃连接，

过夜，将连接产物转化到感受态大肠杆菌 Ｋ８０２，得

到重组大肠杆菌Ｋ８０２（ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴ）。挑取

单菌落，接种于含氨苄西林１００μｇ／ｍＬ的ＬＢ培养

液，小量提取质粒ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴ，双酶切鉴定

后送上海赛音生物技术公司进行测序。

图１　重叠区延伸法构建ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合基因示意图

Ｆｉｇ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＡｎｘＢ１ＭＬＴｆｕｓｉｏｎ

ｇｅｎｅｂｙｏｖｅｒｌａｐｅｘｔｅｎｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
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１．３　诱导表达条件的优化　挑取重组大肠杆菌

Ｋ８０２（ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴ）单克隆于４ｍＬＬＢ培

养液（含氨苄西林１００μｇ／ｍＬ）中培养过夜，按照１

３０的比例转接到２５支含３ｍＬ培养液的培养管中

３７℃培养。分别就诱导时菌液的浓度、诱导剂异丙

基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）的量、诱导时间、诱导

温度等条件进行优化，根据ＳＤＳＰＡＧＥ和染色结

果，选择表达量最大的诱导条件作为最优条件。

１．４　融合蛋白的分离纯化　将诱导表达后的培养

物离心，收集菌体，按每２５０ｍＬ培养物加入ＳＴＥ溶

液１２ｍＬ的比例重悬菌体。为了便于超声，将重悬

菌液分装入８个１．５ ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，４℃、

８０００×ｇ离心３ｍｉｎ，弃上清，用预冷的ＳＴＥ溶液重

悬（每管１ｍＬ），加入ＰＭＳＦ（１００μｍｏｌ／Ｌ，每管１０

μＬ），进行超声破碎。超声条件如下：输出功率５０％
超声１０ｓ停３０ｓ。超声２５ｍｉｎ后，４℃、８０００×ｇ离

心１０ｍｉｎ，分别取上清及沉淀加入样品缓冲液制备

电泳样品，进行ＳＤＳＰＡＧＥ。

　　将超声上清按体积比１１００的比例加入

ＰＭＳＦ，上样于预先用１０倍柱体积的ＳＴＥ溶液平衡

好的ＧＳＴｒｅｓｉｎ纯化柱，样品上样完成后，用１０倍

柱体积的ＳＴＥ溶液洗柱，用５ｍＬ洗脱缓冲液（０．０１

ｇ还原型谷胱甘肽加入５ｍＬＳＴＥ溶液）将样品从纯

化柱上洗脱，收集洗脱液，获得纯化后的 ＡｎｘＢ１

ＭＬＴ融合蛋白。以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度（试剂

盒购自碧云天生物技术研究所）。

１．５　钙磷脂结合实验　利用薄膜分散法制备脂质

体，分别将０．１ｇ磷脂酰丝氨酸（Ｓｉｇｍａ）或磷脂酰胆

碱（Ｓｉｇｍａ）和０．０１ｇ胆固醇（Ｓｉｇｍａ）置于２０ｍＬ梨

形瓶中，加入２ｍＬ乙醚使其溶解，一边摇动一边用

氮气吹干乙醚，在梨形瓶的壁上形成一层脂质薄膜，

加入１ｍＬ含ＣａＣｌ２的生理盐水，不断摇动，充分水

化脂质薄膜；水浴超声５ｍｉｎ后，即获得磷脂酰丝氨

酸或磷脂酰胆碱为主的脂质体。在Ｃａ２＋和ＥＧＴＡ
存在的条件下，分别将磷脂酰丝氨酸或磷脂酰胆碱

脂质体和大肠杆菌表达的ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白温

育３０ｍｉｎ，以低温超速（１６０００×ｇ）离心２０ｍｉｎ后

分别收集上清和沉淀。１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离，考马

斯亮蓝染色，观察结果。

１．６　ＣＣＫ８试剂盒检测融合蛋白对肝癌细胞增殖

的影响　实验分为３组：实验组（含有细胞的培养

液、ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白、ＣＣＫ８），对照组（含有细

胞的培养液、ＣＣＫ８），空白组（不含有细胞的培养

液、ＣＣＫ８）。将培养的肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１或

ＨｅｐＧ２按每孔２×１０３个细胞接种于９６孔培养板，

每组设置３个复孔，加１００μＬ含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养液，实验组加入４、８、１６、３２ｍｇ／Ｌ融合

蛋白，分别在０、２４、４８、７２ｈ加入ＣＣＫ８溶液（５ｍｇ／

ｍＬ）１０μＬ，３７℃、５％ＣＯ２孵箱中继续培养１．５ｈ。用

全自动酶标仪测定每孔的光密度（Ｄ）值，测定波长为

４５０ｎｍ。以时间为横轴，Ｄ 值为纵轴绘制细胞生长

曲线。

１．７　统计学处理　数据采用 珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１８．０软件包对实验数据进行分析，两组间比较

采用Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验（和对照组比较），检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ 融合基因的鉴定　将重组质粒

ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴ 扩 增 培 养 后，利 用 ＳａｌⅠ／

ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定，结果在１１００ｂｐ和５０００ｂｐ的

位置各出现一条带（图２），分别与融合基因ＡｎｘＢ１

ＭＬＴ（１．１ｋｂ）和ｐＧＥＸ载体（５．２ｋｂ）的实际大小相

符。对酶切鉴定正确的质粒委托上海赛音生物技术

公司进行测序，没有发现突变。

图２　重组质粒ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴ的双酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

１，２：ｐＧＥＸＡｎｘＢ１ＭＬＴ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈＳａｌⅠ／ＥｃｏＲⅠ；

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　诱导表达条件的优化　以浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ
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的ＩＰＴＧ在菌液的Ｄ６００分别为０．４、０．５、０．７、０．９、

１．０、１．２时进行诱导，结果发现菌液的Ｄ６００为０．７时
诱导表达量最大。在菌液Ｄ６００为０．７时，分别加入

ＩＰＴＧ至终浓度０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２ｍｍｏｌ／

Ｌ，结果发现ＩＰＴＧ在０．６ｍｍｏｌ／Ｌ时达到最大表达
量。当菌液的Ｄ值和ＩＰＴＧ浓度均在最优条件时诱
导蛋白表达，超声破菌后上清液中没有蛋白，表达产

物仅以包涵体形式存在，重新调整诱导表达条件，将

ＩＰＴＧ浓度和诱导时间及诱导温度进行调整，当菌液
的Ｄ６００为０．６时，以０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ在２２℃诱
导４ｈ，收集菌体，超声破碎，离心，分别收集菌体破
碎液的上清与沉淀，电泳结果显示，上清液和沉淀中
均有目的蛋白，表达产物以可溶性和包涵体两种形
式存在，结果如图３所示。

图３　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白表达的电泳分析

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＡｎｘＢ１ＭＬＴｐｒｏｔｅｉｎｉｎＥ．ｃｏｌｉ

１：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｌｙｓｉｓｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３，５，７：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｌｙｓｉｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；４，６，８，９：Ｓｕｐｅｒｎａ

ｔａｎｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

２．３　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白的纯化　诱导表达产

物破碎上清液通过ＧＳＴｒｅｓｉｎ纯化柱回收目的融合

蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ结果表明，在６３０００处有单一目

的条带，纯度大于９５％（图４）。

图４　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白纯化电泳图

Ｆｉｇ４　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡｎｘＢ１ＭＬＴ

１：Ｐｅｌｌｅｔａｆｔｅｒｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；２：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；

３：Ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｓａｍｐｌｅｓａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｅｄｃｏｌｕｍｎ；４８：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

２．４　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白的磷脂结合活性　利

用薄膜分散法制备磷脂酰丝氨酸和磷脂酰胆碱脂质

体，分别在 ２００ ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋ 溶液中与 ＡｎｘＢ１

ＭＬＴ共孵育后超速离心，结果ＡｎｘＢ１ＭＬＴ与磷脂

酰丝氨酸脂质体共孵育后仅在沉淀中检测到；而与

磷脂酰胆碱脂质体共孵育后仅能在上清中检测得到

（图５），说明 ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白保留了 ＡｎｘＢ１

的钙依赖性磷脂结合活性。

图５　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白钙磷脂结合实验

Ｆｉｇ５　ＣａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｂｉｎｄｉｎｇａｓｓａｙｏｆＡｎｘＢ１ＭＬＴ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｐｅｌｌｅｔａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ

ｓｅｒｉｎｅ（ＰＳ）ｌｉｐｉｄｓ；２：ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＳ

ｌｉｐｉｄｓ；３：Ｐｅｌｌｅｔａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ

（ＰＣ）ｌｉｐｉｄｓ；４：ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＣｌｉｐｉｄｓ

２．５　 ＡｎｘＢ１ＭＬＴ 融 合 蛋 白 对 肝 癌 细 胞 系

ＳＭＭＣ７７２１、ＨｅｐＧ２增殖的影响　ＣＣＫ８结果（图

６）显 示，融 合 蛋 白 ＡｎｘＢ１ＭＬＴ 能 显 著 抑 制

ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２细胞的增殖，且随着融合蛋

白浓度的增加，抑制效率显著增加，具有明显的剂量

依赖效应。
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图６　ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白抑制ＳＭＭＣ７７２１（Ａ）和

ＨｅｐＧ２（Ｂ）肝癌细胞的增殖（ＣＣＫ８检测结果）

Ｆｉｇ６　ＡｎｘＢ１ＭＬＴｉｎｈｉｂｉｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆＳＭＭＣ７７２１（Ａ）ａｎｄＨｅｐＧ２（Ｂ）ｃｅｌｌｓ（ＣＣＫ８ａｓｓａｙ）
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（０ｍｇ／Ｌ）

３　讨　论

　　ＭＬＴ的抗肿瘤作用在基础研究和临床实践中

已得到越来越多的证实。凌昌全等［１５１７］研究发现，

ＭＬＴ重组腺病毒对肝癌细胞具有抑制作用，其体外

转染降低肝癌细胞致瘤能力，肿瘤内注射对肝癌裸

鼠也有抑癌效果。ＭＬＴ的体外抑瘤作用明显，而且

作用发生迅速。但是，ＭＬＴ的药理作用很复杂，除

具有抗肿瘤作用外，对人体各大系统都有影响，具有

较强的毒副作用：如溶血、呼吸中枢麻痹、心律失常

等，大大限制了其在临床上的应用［１８］。

　　我们的前期研究表明，ＡｎｘＢ１对磷脂酰丝氨酸

具有较高的亲和力和特异性［９］，是一个较为理想的

靶向分子，因此本研究将 ＡｎｘＢ１和 ＭＬＴ融合，旨

在获得一个靶向抗肿瘤融合蛋白。构建融合蛋白首

先要考虑的是融合基因的拼接问题，如 ＭＬＴ 在

ＡｎｘＢ１的Ｎ端还是Ｃ端，是否需要柔性的接头等。

考虑到 ＭＬＴ相对分子质量较小，而在 ＡｎｘＢ１Ｃ端

的２２个氨基酸构成一个柔性的末端［８］，因此本研究

选择将 ＭＬＴ放在ＡｎｘＢ１的Ｃ端。另外，利用计算

机辅助药物设计软件对加和不加柔性接头进行比

较，发现直接将 ＭＬＴ加在 ＡｎｘＢ１上稳定性更好，

因此我们利用重叠延伸法将 ＭＬＴ 直接加在了

ＡｎｘＢ１的Ｃ端。

　　原核蛋白表达真核基因的融合蛋白，另一个比

较重要的问题是融合蛋白是包涵体表达还是可溶性

表达。包涵体表达的蛋白虽然表达量往往比较高，

但需要进行变复性处理，纯化工艺复杂，而且复性率

常常较低。我们最初将 ＡｎｘＢ１ＭＬＴ装在ｐＥＴ２８ａ
表达载体中进行诱导表达，虽然进行了诱导条件优

化，表达蛋白仍然全部以包涵体表达。ｐＧＥＸ５Ｔ是

常用的ＧＳＴ融合基因表达载体，表达产物常以可溶

性蛋白存在。后将 ＡｎｘＢ１ＭＬＴ克隆至ｐＧＥＸ５Ｔ
表达载体，利用ＩＰＴＧ诱导表达，发现３７℃时诱导表

达产物多数仍然为包涵体表达。进一步优化条件，

在２２～２４℃时诱导表达，产物大部分以可溶性蛋白

表达。表达产物利用ＧＳＴ亲和层析柱进行纯化，一

步纯化后蛋白纯度大于９５％，纯化工艺较为简便。

　　本研究进一步验证了ＡｎｘＢ１ＭＬＴ融合蛋白中

ＡｎｘＢ１的钙依赖性磷脂结合活性和 ＭＬＴ的杀伤活

性。磷脂结合实验表明，纯化的融合蛋白 ＡｎｘＢ１

ＭＬＴ较好地保留了钙依赖性磷脂结合活性；ＣＣＫ８
实验表明，融合蛋白对ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２的增

殖具有抑制作用。由于ＣＣＫ８结果反映的是活细胞

数量，因此ＡｎｘＢ１ＭＬＴ抑制肝癌细胞增殖可能有

以下两种可能：一是融合蛋白与肝癌细胞结合后，延

缓了肝癌细胞的细胞周期，从而影响了细胞增殖；

另一种可能是，融合蛋白具有和 ＭＬＴ类似的细胞

杀伤活性，促进了细胞的死亡或凋亡。关于ＡｎｘＢ１

ＭＬＴ抑制肝癌细胞增殖的机制还需进一步研究。

总之，磷脂结合实验和ＣＣＫ８实验证明，融合蛋白

ＡｎｘＢ１ＭＬＴ较好地保留了ＡｎｘＢ１和 ＭＬＴ各自的

生物学活性，为进一步利用荷瘤小鼠评价 ＡｎｘＢ１

ＭＬＴ的体内抗肿瘤作用奠定了基础。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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