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人血管形成素在大肠杆菌中的融合表达、纯化及活性测定

杨 辉!" 张英起! 颜 真! 韩 苇! 药立波# 苏成芝#

（!第四军医大学生物技术中心，#第四军医大学生物化学与分子生物学教研室 西安 "!$$7#）

摘 要 @40AB@获取的血管形成素C+D;&D5+;+?E)C片段，克隆入融合表达载体F@G94H中，表达产物为)端融
合了I;J2的融合蛋白，以包涵体形式存在，占菌体总蛋白的!$K。用3:&’／L脲溶解包涵体，利用I;J2与过渡态金
属离子);#M高亲合力结合的性质，经);#M0)4C亲和树脂一步法纯化，获得纯度达63K以上I;J20C)N融合蛋白，

O5JP5.+0<’&P结果表明在相应分子量处有一条特异性条带。重组蛋白复性后活性测定表明，在体外可促进鸡胚绒
毛尿囊膜（BCQ）血管形成，并可降解P@)C。

关键词 血管形成素，I;J2融合蛋白，配体亲和层析
中图分类号 @7!3 文献标识码 C 文章编号!$$$07$2!（#$$!）$!0$$880$1

肿瘤的发生、发展有赖于新生血管的不断形成，

人们一直寻找来自肿瘤细胞的介导血管生长的物

质，希望其能成为新的肿瘤治疗药物，从而控制肿瘤

生长［!］。!638年，首次从人结肠腺癌细胞系I40#6
细胞培养上清中发现了一种能诱导血管形成的物

质，命名为C+D;&D5+;+（血管形成素，简称C)N）［#］。

RC)N的发现引起人们极大的兴趣，但从人结肠腺
癌I40#6细胞条件培养基中获取RC)N的量，不足
以供RC)N生理功能、抗原特性及潜在的临床应用
等方面的研究应用，为获取足够量的RC)N，我们将

RC)N?E)C克隆入带有纯化标签的表达载体

F@G94H，表达的目的蛋白的)端融合有I;J2［7］，便
于利用金属鏊合亲和层析柱对表达产物一步纯化，

获得有活性的重组蛋白，为探索肿瘤发生、发展中肿

瘤血管形成的意义、机制及相应的拮抗剂的研究打

下基础。

! 材料与方法

!"! 材料
菌种 和 质 粒：表 达 .RC)N 的 重 组 质 粒

F@G940C)N由本实验室构建［7］，质粒F@G94H含
有4"启动子的融合表达载体，340(,#HL#!（E97）

FL/GJ含有"溶原的4"@)C聚合酶基因的表达宿
主菌。

!"# 酶和试剂
限制酶，41E)C’;D-J5为 NSHBT公司产品；

SA4N、10氯乙萘酚为上海生工产品；);#M0)4C
G5FR-.&J52H为U;-D5+产品；山羊抗人C)N多抗、
及辣根酶标记的鼠抗羊的二抗为G-+P-B.,V和北京
中山公司产品。

!"$ %&’重组
质粒提取，酶切反应，E)C电泳、回收、连接、转

化参照分子克隆实验手册进行［1］。

!"( 外源基因表达及表达产物溶解性分析
构建成功的重组表达质粒F@G940C)N转化宿

主菌HL#!E97（FL/GJ），挑取单克隆即为C)N的表
达菌株，接种于含C:F（!$$#D／:L）的LH中，次日
晨，按#K转接，7"W培养7R，加SA4N至终浓度

$X8::&’／L，诱导表达!$8R，!#KGEG0ACN9，电
泳，以鉴定是否有诱导产物表达。

诱导表达菌悬于G49中，加入溶菌酶，1K
ETB，#::&’／LQDB’#，E)-J5%，搅拌片刻，1W下

!#$$$.／:;+离心!$:;+，分别取上清和沉淀进行

!#KGEG0ACN9。

!") 表达产物的亲和纯化
诱导表达菌!D，冰浴，悬于8:L缓冲液H

（3:&’／L脲，$X!:&’／L)-I#AT1，$($!:&’／L4.;J(B’
FI3($），搅拌至清亮，!$$$$DY7$:;+离心，上清
即为细菌裂解液，与!:L预先用缓冲液H平衡的

);#M0)4C树脂混合装柱。依次用#Y1:L缓冲液

B（3:&’／L脲，$X$!:&’／L)-I#AT1，$X$!:&’／L
4.;J(B’FI2X7）洗去非特异吸附蛋白，1Y$X8:L



缓冲液!（"#$%／&脲，’()#$%／&*+,-./0，’1’)
#$%／&234516%7,819）及0:’18#&缓冲液;（"
#$%／&脲，’()#$%／&*+,-./0，’1’)#$%／&23451
6%7,018），洗脱特异性结合的,45<融合蛋白，收集
洗脱峰。!、;洗脱峰用)’##$%／%234516%7,"1’，

’1)##$%／%;!2=充分透析-0>，收集纯化蛋白。
分别取细胞裂解液、穿柱峰、洗脱峰进行)-?@!@A
.=B;电泳，检测纯化产物。

!"# $%&’%()*+,-’检测纯化产物
纯化的蛋白进行@!@A.=B;后，C4$AD+E公司

的电转移仪，将蛋白从凝胶转移至*6膜上，电转移
结束后，*6膜于封闭液中封闭后，与山羊抗人=*B
多抗FGH孵育->，辣根酶标记的鼠抗山羊二抗

FGH孵育->，显色液中室温避光显色8#4I，蒸馏
水冲洗终止反应。

!". 蛋白含量测定
以牛血清白蛋白为标准品，样品及标准品中分

别加J$%4I酚试剂混匀，0’H放置)’#4I，以蒸馏水
为空白对照，分光光度计89’I#处，测各管光吸收
值，换算蛋白含量。

!"/ 表达产物活性鉴定

!"/"! 鸡胚绒毛尿囊膜（6=K）鉴定：按文献［-］方
法，受精鸡胚孵育9E后，蛋壳开直径)L#-左右窗
口，纯化的重组蛋白加样于消毒灭菌小滤纸片上，置

于鸡胚6=K上，灭菌封口膜封住蛋壳窗口，F"H，
继续孵育0">，观察结果。

!"/"0 MD*=水解活性鉴定：按文献［8］方法，

)’’!&总反应体积中分别含’(-?，’(F?，’(0?，

’(8?的MD*=，F’##$%／&,N7N57,<1"，F’##$%／

&*+6%，’1’’)? ,@=，加入)!#$%／&3>=*B，FGH
->后，调整MD*=浓度均为’(8?，冰浴中加入等体
积<?高氯酸，冰浴)’#4I，0H)8<’’O离心)’#4I，

)PF稀释，测!-<’。

0 结果与讨论

0"! 1.启动子控制下的23&#融合表达质粒的构建

"#$D"／%&’E#双酶切7Q6)9A=*B重组质
粒，回收>=*BL!*=，克隆入表达载体7D@;2C
中，转化 "(#$)&RK)’9，挑取单克隆，提取质粒

!*=，酶切鉴定均含有F"’S7左右的片段，说明表
达载体7D@;2CA=*B构建成功。

0"0 4567成熟肽的诱导表达

7D@;2CA=*B转化表达宿主菌C&-)（7&T5@），
挑取单克隆，U.2B诱导表达，)-?@!@A.=B;结果

显示，诱导者在分子量)"V!处有一条明显的深染
新生蛋白带，与预计,45<A=*B融合蛋白分子量大
小基本相符。诱导0>后有一明显的重组蛋白表达
条带（J4O1)）。诱导表达菌，裂菌，上清和沉淀行

)-?@!@A.=B;（J4O1-），结果表明表达产物存在于
沉淀中，即表达的重组蛋白,45<A=*B为包涵体。

0"8 表达产物的亲和层析

,45<A=*B重组蛋白纯化通过过渡态金属离子

图) 不同诱导时间3>=*B表达的@!@A.=B;
J4O1) @!@A.=B;+I+%T545$WNX73N55NE>=*B

Y4M>4I)$8>E4WWN3NIMM4#N
)1&$YA3+ION73$MN4I#$%NLZ%+3YN4O>M#+3VN3

-1QI4IEZLNEM$M+%S+LMN34+%73$MN4I5

F$G12$M+%S+LMN34+%73$MN4I54IEZLNESTU.2BW$3)$8>

图- 3>=*B表达产物形式的@!@A.=B;分析

J4O1- 6>+3+LMN34[+M4$I$WM>NNX73N55NE3>=*B
)1QI4IEZLNEM$M+%S+LMN34+%73$MN4I5

-1UIEZLNEM$M+%S+LMN34+%73$MN4I5

F1UIEZLNEM$M+%S+LMN34+%73$MN4I5

01&$YA3+ION73$MN4I#$%NLZ%+3YN4O>M#+3VN3

8163ZEN%T5+MN73NL47+M+M4$I$WS+LMN34+%Y4M>U.2B4IEZLM4$I

<163ZEN%T5+MN5Z7N3I+M+IM$WS+LMN34+%Y4M>U.2B4IEZLM4$I
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!"#$与多聚组氨酸的高亲和力结合性质而建立，将

!"#$离子结合到 %&’()*上后，获得了固定化的

!"#$+!,%树脂。含有-.(/／0脲的1233*’1裂菌、
溶解包涵体，上样后4")5+%!6与!"#$充分结合，
依次用不同74值的缓冲液洗脱。收集洗脱峰行

898+:%6;（<"&=>），可见裂菌上清及9、;洗脱峰中
均有特异性的蛋白表达带，薄层扫描测定9、;洗脱
峰目的蛋白的纯度在?-@以上，0(A*’B氏法测定
蛋白含量为CD#E#.&／.0。纯化的4")5+F%!6重
组蛋白 G*)H*I+J/(H结果（<"&=K），可见在相应位置
处有一阳性反应条带。

图> ’F%!6纯化过程的898+:%6;图谱

<"&=> L*M2N*M898+:%6;M2’"I&HF*’F%!6
72’"3"NOH"(I7’(N*M2’*

E=1ONH*’"O/)O.7/*J*3(’*"IM2N*M

#=1ONH*’"O/)O.7/*O3H*’"IM2N*M

>=0(A+’OI&*7’(H*"I.(/*N2/O’A*"&FH.O’P*’

K=Q’2M*/B)OH*)27*’IOHOIH

R=</(AHF’(2&FH3’ONH"(I

5=GO)F3’ONH"(IJBJ233*’Q

S=;/2H"(I3’ONH"(IJBJ233*’9

-=;/2H"(I3’ONH"(IJBJ233*’;

!"# 重组$%&’生物学活性分析

!"#"( 鸡胚融毛尿囊膜鉴定：纯化的重组F%!6
能有效刺激鸡胚绒毛尿囊膜（Q%T）的血管形成
（<"&=R），未加’F%!6对照组Q%T血管呈叶脉状
分布，实验组Q%T血管呈较典型的车轮辐辏状排
列，血管密度明显增加。实验表明ECCI&!EC"&重
组F%!6均能刺激Q%T的血管形成。

!"#"! HL!%水解活性鉴定：E".(/／0’F%!6与

HL!%，在>C..(/／04*7*)，>C..(/／0!OQ/存在的
条件下孵育>SU#F，#5CI.处的光吸收值结果显
示，随着HL!%浓度的增加，光吸收值升高（<"&=5），
分别为CD#CS，CD#>>，CD#S?，CD>#5，表明’F%!6能
有效降解HL!%。

图K 表达产物’F%!6的G*)H*’I+J/(H鉴定

<"&=K G*)H*’I+J/(HOIO/B)")(3*V7’*))*M’F%!6
E=0(A+’OI&*7’(H*"I.(/*N2/O’A*"&FH.O’P*’；

#=:2’"3"*M’F%!6JB!"#$+!,%’*)"I；

>=G*)H*’I+J/(HOIO/B)")(3"IM2N*MF%!6’*N(.J"IOIH

图R 表达的’F%!6的Q%T活性鉴定

<"&=R Q%TO))OBM*7"NH"I&O7()"H"W*OIM
I*&OH"W*OI&"(&*I"N’*)7(I)*=

%=!(I+H’*OH*M

1=,’*OH*MJBECCI&(3’F%!6

图5 ’F%!6水解HL!%活性

<"&=5 ,F*ONH"W"HB(3’F%!6FBM’(/BX*HL!%

) 讨 论
本研究工作中，我们使用含,S启动子的表达

载体 7L8;,1 和整合有 ,S&*I*E 的宿主菌
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!"#$%&’（(")*+），表达目的蛋白。在,-./诱导
的条件下宿主菌表达.0123聚合酶，识别表达载
体上的 .0启动子，从而转录目的基因。由于

.0123聚合酶活性极强，转录效率是大肠杆菌

123聚合酶的4倍［5，0］。因此构建表达载体时，首
先转化不含.06787$的!"#$%&9:$;<，鉴定正确后
转化表达宿主菌!"#$%&!"#$%&’（(")*+），以防止
未诱导的细胞中少量存在的.0123聚合酶诱导目
的蛋白表达，对宿主细胞产生毒性作用［5，0］。我们

在实验过程中也发现转化菌在含3=(的"!平板
上仅能保存几天。

表达的目的蛋白2端融合了>?*5，利用>?*5
与过渡态金属离子2?#@高亲合力结合的特性［A］，通
过2?#@B2.3树脂对>?*5B32/融合蛋白直接一步
纯化，而文献报道的32/纯化往往需要 >-"C、

C$A疏水层析柱等较为复杂的步骤。此外2?#@与

>?*5的亲合力极高，且不需要任何功能性结构，在
表达量不太高的情况下及变性剂存在的条件，仍能

够有效地结合并纯化重组目的蛋白。我们在A=DE／

"脲变性条件下对表达的重组蛋白的包涵体直接进
行纯化，纯化的蛋白用$;==DE／".F?*GCE，$==DE／"
&%.3，(>AG;充分透析复性。同时(1+&.载体表
达的>?*5融合蛋白与我们常用的/+.B融合蛋白相
比，2端仅融合了HI%左右的片段，而/+.的分子
量为#5I%，所以对表达产物的功能影响较小，一般
不需要用蛋白水解酶切去融合部分。本研究工作也

证实融合蛋白>?*5B32/在体外促进C3:血管形

成，并且能够降解J123，表明其活性未受到影响。
我们应用融合表达载体(1+&.!在大肠杆菌

表达人血管形成素（32/），经过2?#@B2.3树脂纯
化、复性后，获得活性较好的目的蛋白，且纯化步骤

大大简化，为进一步研究32/在肿瘤血管形成中
的作用及寻找其相应的拮抗剂打下一定的基础。
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