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摘 要 E22-F/-?来自人!型胶原"! 链非胶原末端，可抑制新血管生成。从人肝脏提取总 G+E，G73HIG扩增 :22-F3

/-?的 AJ+E，7载体进一步扩增后与表达载体 .HKI"连接，测序，确认后转入毕赤酵母，获得表达可溶性 :22-F/-?的酵
母细胞。表达产物经初步纯化后，用 ,J,3HEL<测定分子量为 $6MJ，与理论计算值接近；表达产物对 0:/2=@-)辅助的
内皮细胞管化有明显抑制作用。上述结果表明用毕赤酵母表达了有活性的 :22-F/-?。

关键词 E22-F/-?，毕赤酵母，新生血管生成
中图分类号 N586 文献标识码 E 文章编号 !%%%3&%6!（$%%&）%#3%#5$3%#

新血管生成指从原有血管内皮细胞经过增生、

再成型，形成新的毛细血管，此过程受到内源性刺激

因子和抑制因子的调节［!，$］。肿瘤组织生长和转移

依赖于新血管生成供给营养。抑制新血管生成是抑

制肿瘤生长的有效途径。I()(2:O(于 $%%%年发现来
自人!型胶原"!链非胶原末端的 :22-F/-?可以抑制
内皮细胞的管化和新血管生成［&］。因此，:22-F/-?有
望开发成高效的抗肿瘤生物制剂。本文用毕赤酵母

表达分泌性 :22-F/-?，以期获得具有抗肿瘤活性的重
组表达人源 :22-F/-?。

’ 材料与方法

’ (’ 质粒、菌株与细胞株、细胞培养
.L<P37载体购自 H2(0-@: 公司，.HKI" 等载体

及 L,!!#等酵母细胞，分别由湖北大学生命科学院
马立新教授和重庆医科大学肝炎研究所惠赠。健康

汉族人肝组织由重庆医科大学附属第一医院提供。

大肠杆菌 JQ#"为本室保存。人脐静脉内皮细胞
<I’3&%4 和肿瘤细胞株 PJE3PR34&#, 由重庆医科
大学病理生理教研室提供。

’)* 工具酶与试剂
限制酶等工具酶购自 7:S:G:公司，酵母提取物

和胰化蛋白胨购自 TUTKJ公司，H-./(?-，V+RWX(购
自 K?Y=/2(@-? 公司，细胞培养基购自 QCA)(?- 公司。
其余试剂为分析纯。

’ (+ 巢式 ,-.引物设计
根据人!型胶原"! 链序列（L-?R:?M EAA-FF=(?

+Z01-2 +P3%%!84#）设计引物（上海博亚合成）。第
一对 HIG 外引物为 H!：#[3ELLIIIILE7LLL77LI3

&[；H$：#[3I7E 7EELLIEI777EILL7777I3 &[。用于

与 .HKI" 连 接 的 第 二 对 引 物 为 H&：#[ 3

ILI7ILELEEEELE7I7L77LE7I3&[，H4：#[3LIIIIL3

LE7II77E7L77I77I7IE7EIEL3&[，引物 H& 为保证
在酵母中表达、分泌时信号肽正确切割加上了识别

序列 I7ILELEEEELE。
’)/ 目的基因的扩增与克隆
用 72=>()从健康汉族人肝组织提取总 G+E。逆

转录反应体系含总 G+E 4#\，()=@(（O7）!8 !#\ ，

J<HI处理纯水 6#\，置于 5%]反应 # 0=?后立即冰
浴；加入 # ^ 1Z__-2 ##\，!%00()X\ O+7H $#\，G+EF=?
$#\，P3P\’ 逆转录酶 !#\（$%%%Z），混匀，置室温
#0=?，然后 4$] 6%0=?，5%] !%0=?，再立即冰浴。
HIG扩增体系为：纯水 !# *##\，RZ__-2 $ *##\，!%00()X
\ O+7H %*##\，引物 H!和 H$（!%#0()X\）各 $#\，<U3
7:‘酶 % * ##\ ，逆转录产物 $#\。反应体系先在
"#] 预变性 #0=?。扩增的条件为 "#] 4#F，6&]
4#F，5$] 4#F，&% 个循环；最后于 5$]，保温 50=?。
HIG产物稀释 !%%% 倍后，取 $#\为模板，用第二对
引物按相同条件扩增内部的目标片段。巢式 HIG



产物经琼脂糖凝胶电泳回收，按 !"#$%&’ 产品说明
书克隆于 ()*+,-载体，测序确认（上海博亚）。
! "# 酵母转化质粒的构建
酶切 ()*+,’""%./%0，琼脂糖凝胶电泳回收目的

片段。用 -1 234 连接酶连接目的片段与 !"#5 !6
$#% !双酶切的 (!789，构建载体 (!789,’""%./%0，再
转化用 :’0’:’0法制作的感受态大肠杆菌 2;<"，=4
平板过夜培养，挑取单克隆，提取质粒，> ? @A 琼脂
糖凝胶电泳，确认外源片段是否插入，酶切确定插入

片段大小，测序确认。

! " $ 酵母宿主细胞的转化及重组子的筛选
&’"!酶切 B>#& (!789,’""%./%0 质粒，线性化后

转化毕赤酵母 )CDD<（按 70EF/"#&%0 公司说明书，
!*)D>>>法制作毕赤酵母 )CDD< 的感受态），涂布
+2平板，G>H温箱培养，IB: 检查菌落，挑单克隆，
J+)K培养，提取酵母基因组 234，用 ’""%./%0引物
!G、!1进行 !85扩增，对产物进行鉴定，筛选确认整
合有 ’""%./%0基因的重组子。
! "% 菌株的表型鉴定和表达筛选
对整合有 ’""%./%0基因的菌株接种于 ++和 +2

平板。GL后，根据菌体生长情况鉴定 +M/（ N 6 O）表
型。按 70EF/"#&%0公司说明书先用 J+)K培养 B1:，
换 J++K培养诱导表达，用四层纱布保持良好的通
气，每隔 DB:左右取样分析，并每隔 B1:补加甲醇至
DA。取培养液上清 D>>#=，C2C,!4)*电泳（单体总
浓度 DBA），考马斯亮蓝 5B<>染色检查。
! "& 毕赤酵母中 ’(()*+), 的诱导表达

J+)K 平板活化，取单克隆菌株接种于含有
D>$= J+)K液体培养基的 D>>$= 锥形瓶中，摇床
B<>"6$F0在 G>H培养至 ()P>> Q P，按 DA转接于 D=
瓶中，在相同条件下培养至 ()P>>为 B R P 后，再换
J++K液体培养基 <>$=培养。每隔 DB:左右取样，
并每隔 B1:补加 DA的甲醇，取培养上清 C2C,!4)*
电泳（单体总浓度 DBA），考马斯亮蓝 5B<> 染色确
定表达产物量最大的培养时间。

! "- 表达蛋白的脱盐、浓缩和定量
培养液上清用 > ? <#$尼龙膜过滤，上 C%(:’L%S

),B<柱脱盐，冷冻干燥浓缩，J"’LT#"L 染料结合法定
量总蛋白质。

!.!/ 内皮细胞血管化抑制活性测定
将 $’/"F&%U按 1>#=6孔均匀地铺在 $FUUFV%UU膜上，

GIH成胶 G>$F0，紫外照射过夜灭菌，临用前再次成
胶 G>$F0。在 <A 8WB，GIH饱和湿度，用含 D>A小
牛血清的 +D99培养基培养人脐静脉内皮细胞 *8X,

G>1，用含 D>A小牛血清的 5+!7DP1>培养基培养肿
瘤细胞 +24,+J,1G<C。将贴壁细胞消化计数，按每
孔 B Y D>< 个的量，将肿瘤细胞接种于 P孔板，*8X,
G>1接种于成胶的 $FUUFV%UU 内。实验组在肿瘤细胞
的培养液加 <>#&含 ’""%./%0浓缩总蛋白（相当于培
养上清液 D>>#=），对照组加未转化酵母培养上清液
D>>#=。将接种了 *8X,G>1 的 $FUUFV%UU 置于 B1 孔板
培养 B1$F0，待细胞贴壁后，换含 DA小牛血清的
+D99培养液，并置于含有肿瘤细胞的 P 孔板培养，
换液培养 1L，取出 $FUUFV%UU膜，!JC洗 G次，9<A乙醇
固定 D<$F0，;*染色，将小室滤膜置载玻片上，光镜
下（D> Y）观察照相。

0 结果

0 "! 基因的扩增
从正常人肝脏提取总 534，甲醛变性电泳可见

清晰的三条 < ? @C、D@C、B@C "534带。$534经逆转
录后，巢式 !85扩增出的目标片段大小与据预期 ’",
"%./%0序列一致（图 D）。

图 D 4""%./%0 !85产物在 >?@A的琼脂糖凝胶电泳结果
ZF&?D *U%V/"#(:#"%.F. ’0’U[.F. #T ’""%./%0 V234

’$(UFTF%L \[ !85 F0 >?@A ’&’"#.% &%U
D]-:% ("#LMV/. ’$(UFTF%L \[ !85 M.F0& ("F$%". !G ’0L !1；

B]-:% ("#LMV/. ’$(UFTF%L \[ !85 M.F0& ("F$%". !D ’0L !B；

G]234 $’"^%" 2=B>>>（B>>>\(，D>>>\(，I<>\(，<>>\(，B>>\(，D>>\(）

0 "0 123产物的克隆及序列分析
按 !"#$%&’说明书将 !85 产物克隆至 ()*+,-

载体上，测序表明其所编码氨基酸与 )%0J’0^中编
码人$型胶原"D 链非胶原末端序列存在一个氨基

酸的差异：样本第 DG>位氨基酸为 -["，文献报道为
8[.（)%0J’0^ ’VV%..F#0 0M$\%"：3+ D@1<）。另外，样
本 ’""%./%0第 11位的甘氨酸对应密码 ))8，与 )%0,
J’0^记录密码不同（3+ D@1<中登记编码甘氨酸对
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应密码是 !!"，本文序列已经提交 !#$%&$’，&((#)*
)+,$ $-./#0："1234567）。
! "# 酵母转化载体的构建与鉴定
从 8!9:*&00#);#$上用 !"#<!=$#% !双酶切下

&00#);#$基因，与 !"#< !=$#% !双酶切的 8>?@A 载
体连接后转化毕赤酵母 !BCC2，从平板上挑 C6个单
克隆，经 >@<鉴定及酶切片段大小确认，测序表明
读码框正确，表达质粒构建成功（图 5）。

图 5 重组质粒酶切产物琼脂糖凝胶电泳分析
1+DE5 "D&0,)# #F#(;0,8G,0#)+) &$&FH)+) ,I

;G# 0#(,./+$&$; 8F&).+J
CK"LM" &’(J# J+D#); .&0’#0；

5K8!9:*&00#);#$ J#D#);#J /H !"#<! &$J $#%!；

3K8>?@A*&00#);#$ J#D#);#J /H !"#<! &$J $#%!

图 3 BLB*>"!9分析表达 &00#);#$蛋白
1+DE3 BLB*>"!9 &$&FH)+) ,I #N80#))#J &00#);#$
CK75G )-8#0$&;&$; ,I !BCC2 (,$J+;+,$#J .#J+-. 56$O

5K>0,;#+$ .&0’#0（CP，56，5P，5A，34，P2，44’L）

3KQG# 3，P，2，4，7，R，A F&$#) S#0# ;G# )-8#0$&;&$;) ,I

!BCC2 (,$J+;+,$#J .#J+-. 56$O &; 5P，34，PR，

46，75，A6，C65G，0#)8#(;+T#FH

! "$ 酵母转化及表达菌株的筛选和表型鉴定
转化后选单克隆，用 %:!U 培养液培养，提总

LM"，>@<筛选出整合有 &00#);#$基因的菌株，C6 株
!BCC2在 :L，::平板生长一致，均为 "VWC基因完
整型（甲醇利用表型 :-;X，:#;G&$,F -;+F+Y&;+,$）。重
组菌用 %:!U培养，%::U诱导表达，用 C5Z BLB*
>"!9分析诱导表达后的培养液上清（图 3），发现培

养 75G后分泌型 &00#);#$的表达最高。
! "% 浓缩蛋白的生物活性测定
在 9@[*36P细胞培养液，加 26$D转化酵母表达

培养液总蛋白，9@[*36P细胞的管化受到有效抑制
（图 P"），而对照组则出现了明显的内皮细胞管化
（图 P%）。

图 P" 对照内皮细胞 9@[*36P管化状态
1+DEP" Q-/-F&;+,$ ,I #$J,;G#F+&F (#FF

9@[*36P S+;G,-; &00#);#$

图 P% 加表达 &00#);#$后内
皮细胞 9@[*36P管化状态

1+DEP% Q-/-F&;+,$ ,I #$J,;G#F+&F (#FF
+$ ;G# 80#)#$(# ,I 26$D &00#);#$
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! 讨 论
按 !"#产物测序结果，所用样本第 $%&个氨基

酸为 ’()，而 *+,-.,/报道的编码人!型胶原"$ 链

非胶原区的 $%& 个氨基酸为 "(0（*+,-.,/ .11+0023,
,456+)：78 $9:;）；样本 .))+0<+,第 :: 位甘氨酸对
应密码是 **"，而 78 $9:;中登记编码甘氨酸对应
密码是 **=。这种差异可能来源于种属差异（本文
中样品测序结果已经提交 *+,-.,/，.11+0023, ,45>
6+)：=?;%@A&B）。

8.<)2C+D是大鼠 EFG肉瘤细胞外基质提取物，其
成分与基底膜相似，在 %BH呈胶状，可以代替血管
基底膜进行实验［:］。在趋化因子（如肿瘤细胞分泌

物）诱导下内皮细胞能侵袭 8.<)2C+D，发生管化，形成
树枝状或网状结构。本文以 8.<)2C+D形成的凝胶代
替基底膜测定内皮细胞的管化作用，发现重组表达

的 .))+0<+,对 8.<)2C+D辅助的内皮细胞管化有明显抑
制作用，说明本文实验获得了重组表达的活性汉族

人源 .))+0<+,。
为降低分泌蛋白的降解，将 !% 引物改为 ;I >

"*"’"*=*====*=!""""! ’"’*’’*=’">%I，其中
增加了 !""""! @个碱基，编码氨基端 ’J)>!)3，与 !:
一起扩增，构建重组质粒 K!L"M>N。肽链的氨基端的
’J)与 !)3的亚氨基形成的肽键，可降低氨肽酶对表
达产物的水解［$&］。初步实验表明，添加此两个氨基

酸后的 .))+0<+,仍然具有抑制内皮细胞管化作用（资
料未公布）。我们将作进一步的研究。

本文结果表明用毕赤酵母为宿主，K!L"M 为载
体，构建得到表达人 .))+0<+,的酵母细胞，为进一步
深入研究其作用机理和结构优化等奠定了基础。但

是目前获得的天然血管生成抑制肽比活性都很低，

还需要进一步进行结构优化和尽量降低治疗剂量，

才可能用于实践。
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科学出版社新书介绍

基础免疫学（上、下册）T5<4:+,<7:; E++5<3;3IH，O71 ,40
U*;;*:+ =0 -:5;，V*((*<6377 U*;;*:+8 W U*;P*<8 LFFX
吴玉章 翻译 .MM&年 Y月出版，定价：.LM元
本书是免疫学权威人物保罗（U0=0-:5;）撰写的巨著《基础免疫学》（T5<4:+,<7:; E++5<3;3IH）第四版的中文翻译版。内容全

面、新颖。不仅可作为教学参考书，甚至可以当工具书查阅。

主要内容：介绍了免疫学的基础知识，反映了免疫学研究中的新进展。从不同水平阐述了免疫系统的主要组成和功能，

以及免疫应答的规律和调节、免疫的效应机制。主要分为四大部分：现代免疫学的主要内容；免疫球蛋白和 Q淋巴细胞；$淋
巴细胞；免疫系统的组成。同时，本书还对免疫系统在疾病预防、致病作用及治疗中的基础免疫学机制进行了阐述。

读者对象：生物学和医学领域的本科生和研究生，免疫学相关专业的教学科研人员以及基础临床免疫学科研、检验、医护

人员。

干细胞生物学 裴雪涛 编著 .MM&年 Y月出版 定价：ZX元
主要内容：介绍了干细胞生物学的理论知识、实验操作技术及实际应用。包括干细胞生物学基础理论、分类及干细胞增

殖与分化的调控；干细胞工程原理与技术；利用干细胞治疗人类各种疾病的研究现状及其在临床上的应用情况；干细胞研究

的前沿与展望。

读者对象：从事干细胞研究及医疗卫生领域的研究生、科研与管理人员。关注此领域的政治家、科学家、社会学家和伦理

学家。

突出特点：

L0以新颖、实用为基准，以可读、可操作为目的。.0名家，权威。&0国内第一本干细胞生物学的著作。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。177(：[[9990 ;*C,86*,<6,0 63+0 6<

邮购地址：LMMYLY 北京东黄城根北街 LZ号科学出版社 科学分社 联系人：阮芯 联系电话：MLM%ZOM&OZ..（带传真）
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