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摘 要 将人白细胞介素 !8（=VZN!8）的 3E*7序列克隆至原核高效表达载体 -I<N!":（ [）上，经 V\<T诱导后，在大肠杆菌中获
高效表达，经纯化、复性后的 1=VZN!8蛋白具有抑制 S,Z:细胞生长，诱导 S,Z:细胞凋亡，刺激外周血单核细胞分泌 VZNM、<*FN!、
VF*N1，抑制血管形成的功能。初探了 1=VZN!8蛋白能通过下调抗凋亡因子 03(N!表达，激活线粒体凋亡途径引起肿瘤细胞凋亡
的机理。
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白细胞介素 !8（VC.,1(,A?4CN!8，VZN!8），又名黑色
素瘤 分 化 相 关 抗 原 K（ /,(:C’/: 64DD,1,C.4:.4’CN
:@@’34:.,6 :C.4B,C，9E7NK）是 "%%#年 X4:CB S等人利
用减数杂交技术从"N干扰素（VF*N"）和蛋白激酶激
活剂 9IR诱导分化的人恶性黑色素瘤细胞 SWN"中
克隆的新基因［"］。人 VZN!8具有广谱抗肿瘤活性，对
多种组织来源的肿瘤细胞均具有显著的生长抑制效

应和诱导凋亡的作用，而对正常细胞没有影响［!、J］。

VZN!8还具有诱导外周血单核细胞分泌 VZNM、<*FN!、
VF*N1、VZN"!等具有抗肿瘤活性的二级细胞因子的功
能，VZN!8基因是目前发现的唯一一个既抑制肿瘤细
胞生长和血管形成并诱导肿瘤细胞凋亡，同时又刺

激表达细胞因子的基因［8］。目前，\#J、\"$、20等抑
癌基因正在用于基因疗法的临床试验，均不具有通



过刺激免疫应答来发挥抗肿瘤的活性。因此对 !"#
$%基因表达产物的功能性研究具有非常重要的理
论和临床意义［&］。国外的研究多为构建 !"#$%的腺
病毒载体进行基因治疗，而对 !"#$% 的原核表达的
蛋白产物进行抗肿瘤功能的研究未见报道，原核表

达可获得大量具有生物学活性的重组蛋白，并且可

以进一步开发为基因重组药物。因此我们构建了高

效原核表达载体 ’()#$*+（ ,）#!"#$%，实现了在大肠
杆菌中高效表达，并证明纯化复性的 -. !"#$%蛋白，
不仅对人宫颈癌细胞（/0"+ 细胞）具有生长抑制和
诱导凋亡的功能；而且能刺激外周血单核细胞分泌

!"#1、!23#!和 )32#"；也能抑制鸡胚绒毛尿囊膜毛细
血管的形成，还进一步探讨了 -. !"#$% 蛋白可通过
下调抗凋亡因子 456#$，激活线粒体凋亡途径而引起
细胞凋亡的机理。

! 材料与方法
!"! 材料

’78$$9#!"#$% 载体、! : "#$% 菌株 ;/&"，7"#$*、
/0"+细胞为本室保存，’()#$*+（ ,）载体购自晶美
公司，&’(/#和 )*##购自 )+<+=+ 公司，)% ;3>
连接酶购自 ?7!公司，)+@ ;3>聚合酶购自上海申
能博彩生物技术有限公司，山羊抗人 AB+#C（D#*1）
抗体购自 E+FG+ D-HI 公司，生物素标记的兔抗山羊
!JK购自 >F+L+,-5 公司，亲和素标记碱性磷酸酶
（+MNBNF#>O），37)P7D!O 染色试剂盒均购自 ENFQ#
>A0-5N+F 7NQG05.FQ6QJR DQ:，细胞凋亡染色试剂盒购
自碧云天公司，鼠抗人 456#$ 抗体和兔抗人的
D+L’+L0S抗体均为 E+FG+ D-HI公司产品，E#O试剂盒
为福州迈新公司产品，!"#1、!23#!和 )32#"的 ("!E>
检测试剂盒购自晶美公司，鸡胚购自苏州孵化场。

!"# 方法
!"#"! 重组质粒 ’()#$*+#!"$%的构建和鉴定：以本
室构建的 ’78$$9#!"#$% 载体为模板，以上游含有
&’(/#酶切位点，下游含有 )*##酶切位点的 .!"#
$%引物进行 OD= 扩增（引物由上海生工合成），将
’()#$*+（ ,）质粒和 OD=产物双酶切后用胶回收试
剂盒回收目的片段，再由 )% ;3>连接酶 %T连接过
夜，氯化钙法转化 ;/&"感受态细胞，OD=鉴定重组
子后测序。将测序正确的 ’()#$*+（ ,）#!"#$% 重组
质粒抽提后转化 7"$*菌株，挑取阳性克隆。
!"#"# -.!"#$%表达产物的诱导与复性：挑取阳性克
隆，SCT振荡培养过夜。按 * U&9接种 ">培养基（"7
, >A’），继续振荡培养至 ./199!9V%时，加入 !O)K
（终浓度为 *AAQ6P"），经诱导不同时间（$、S、%、&.）

后，分别取样，离心取菌体，超声破碎，按本室常规进

行洗涤，溶包，复性后透析，获得部分纯化 -.!"#$%蛋
白，%T保存备用。
!"#"$ -.!"#$% 蛋白的鉴定：样品经 *&W E;E#O>K(
电泳，鉴定表达产物分子量。E;E#O>K( 凝胶经
*X9A>电转移至硝酸纤维素膜（3D膜）上，取 3D膜
用 &W脱脂乳封闭，’/CV% *9AAQ6P" O7E)洗涤；山羊
抗人 !"#$%抗体孵育，’/CV% *9AAQ6P" O7E)洗涤；兔
抗山羊生物素标记的 !JK 孵育，’/XV9 *9AAQ6P"
)7E)洗涤，经亲和素标记的碱性磷酸酶孵育；’/XV9
*9AAQ6P" )7E)洗涤，加 37)P7D!O底物显色。
!"#"% -.!"#$%蛋白对 /0"+细胞的生长抑制：将呈
指数生长期的 /0"+细胞，胰酶消化后，制成细胞悬
液，计数后按每孔 & Y *9S 个P*99$"接种 Z1孔板，细
胞贴壁 % [ 1. 后，每孔加入 *9$" 部分纯化 -.!"#$%
蛋白，以此为 9 时相，SCT &WD\$ 培养箱中培养 *
[ &B，在不同时间观察细胞形态变化和生长繁殖状
况，同时设有 *AJPA"阿霉素和 O7E 的阳性和阴性
对照。在每隔 $%.加 *9$" ?))（&AJPA"），SCT下继
续培养 %.后再加入 *9WE;E#/D6终止液 *99$"P孔。
于 SCT充分溶解 *$.后，在酶标仪上测定 &C9FA下
的 0 值，以 0 值为纵坐标，时间（;）为横坐标绘制生
长曲线。按以下公式计算抑制率，根据抑制率变化

趋向，得到抑制率变化函数。统计学分析用 E>E软
件进行方差检验。

抑制率（W）]空白对照组 >值 ^实验组 >值
空白对照组 >值 Y *99W

!"#"& /Q05.LG染色检测 /0"+细胞凋亡形态：将呈
指数生长期的 /0"+细胞，胰酶消化后，制成细胞悬
液，取 *A"接种置有 *V95A Y *V95A载玻片的 1孔板
内，细胞爬片培养 % [ 1.后，实验组每孔加入 *99$"
-.!"#$% 蛋白，对照组加入 *99$" ’/CV% *9AAQ6P"
O7E，SCT &WD\$ 培养箱中培养 C$.后，吸取上清，
取出玻片，’/CV% *9AAQ6P" O7E 洗涤 $ 次后，按
/Q05.LG染色试剂盒说明书进行固定、染色，封片后
在荧光显微镜下检测细胞凋亡状况。

!"#"’ 流式细胞仪检测细胞凋亡率：按与 *V$V&相
同的方法处理细胞，将细胞接种到大方瓶中，待

C9W细胞贴壁后换成无血清培养基，同时按上述方
法设置实验组与对照组，SCT &WD\$ 培养箱中培养

C$.后，用 ’/CV% *9AAQ6P" O7E 洗涤，C9W冷乙醇
%T固定 $%. 以上，流式细胞仪检测凋亡峰（LH4#K*
峰）和细胞凋亡率。

!"#"( 免疫细胞化学分析 -.!"#$%对抗凋亡因子的
影响：按与 *V$V& 相同的方法处理 /0"+ 细胞，并设

9$C 1*%2-3- 4#562’$ #7 &%#8-"*2#$#9: 生物工程学报 $99&，8Q6V$*，3QV&



置实验组与对照组，!"# $%&’( 培养箱中培养 "()
后，取出玻片，*+",- ./001234 567 洗涤 ( 次，丙酮
固定后，分别用 892:( 和 &;<*;<=! 的免疫组化试剂
盒，按说明书进行检测。显微镜下记数阳性率（每

./个细胞中阳性细胞数为一个样本），用 7>7 统计
软件包作 ! 检验（" ? (/）。
!"#"$ @)A4:(-蛋白免疫刺激活性检测：取全血，用
淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞，置于 B孔
板中培养，分别设置对照组与实验组，实验组中加

@)A4:(-蛋白 ./!4（.0C304），对照组加入 567，培养
-D)、"()取上清，按 A4:B、AEF:"和 GFE:#的 H4A7>检
测试剂盒说明书进行检测，在酶标仪下测定 -$/I0
吸光值。

!"#"% @)A4:(-蛋白抑制血管形成的功能：取 !/ 只
孵化 DJ的鸡胚，随机分为 ! 组，每组 ./ 只，无菌打
开气室后，揭开鸡胚壳内膜，分别将 567（阴性对
照）、@)A4:(-（($/!C304）、平阳霉素（阳性对照 $!C3
04）滴加在鸡胚的绒毛尿囊膜上，用 &1B/灭菌的胶
带密封开口，再继续孵化 !天，打开气室，取绒毛尿
囊膜固定在载玻片上，对血管进行分类，主干血管定

为一级血管，主干血管上的分支血管定为二级血管，

二级血管以下的分支定为散三级血管，统计各级血

管数，每个样本大小为 .,$90 K .,$90。用 7577 统
计软件做独立样本 ! 检验（" ? ./）。

# 结果
#"! &’()#!*)+,#-重组表达质粒的构建
构建的 *HG:(.;:A4(-重组表达质粒经 #$%+$

和 &’($双酶切和 5&L 方法鉴定的阳性重组子
MF>与预期的 A4:(-基因片段（-"-8*）大小一致（图
.）。

图 . *HG:(.;（ N）:A4:(-重组质粒的鉴定
EOCP . AJ=IQORO9;QO1I 1R @=9108OI;IQ =S*@=<<O1I

*2;<0OJ *HG:(.;（ N）:A4(-
T：MF> 0;@U=@：.//8* 2;JJ=@；.：5&L *@1JV9Q（0;QV@= *=*QOJ=）；

(：JOC=<QO1I R@;C0=IQ（#$%+$ N &’($）P

#"# ./+,)#-蛋白的鉴定
用 A5GW诱导表达的菌体裂解后，通过 .$%7M7:

5>WH电泳，经 6O1:L;J 图像系统分析，有明显的
.D,$UM左右的蛋白条带呈现，与预期理论值一致。
（图 (>）经 X=<Q=@I:821QQOIC 检测在相同位置显现
@)A4:(-蛋白的阳性条带（图 (6）。

图 ( 表达纯化 @)A4:(-蛋白的 7M7:5>WH和X=<Q=@I:821QQOIC分析
EOCP ( 7M7:5>WH ;IJ X=<Q=@I:821QQOIC ;I;2Y<O< 1R

=S*@=<<=J ;IJ *V@ORO=J @)A4:(- *@1Q=OI
（>）7M7:5>WHP .：=S*@=<<=J 91IQ@12 *@1Q=OI；(：*V@ORO=J A4:(- *@1Q=OI；

T：*@1Q=OI <Q;IJ;@J 0;@U=@；!：=S*@=<<=J OI92V<O1I 81JY（()）；-：

=S*@=<<=J OI92V<O1I 81JY（!)）；$：=S*@=<<=J OI92V<O1I 81JY（-)）；B：

=S*@=<<=J OI92V<O1I 81JY（$)）P（6）X=<Q=@I:821QQOIC .：*V@ORO=J A4:(-

*@1Q=OI；(：=S*@=<<=J OI92V<O1I 81JY（-)）；!：=S*@=<<=J 91IQ@12 *@1Q=OIP

图 ! @)A4:(-蛋白对 +=4;细胞生长的抑制
EOCP ! G)= OI)O8OQO1I 1R @)A4:(- *@1Q=OI

1I +=4; 9=22< C@1ZQ)
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!"# $%&’(!)蛋白对 *+’,细胞的生长抑制
纯化的 !"#$%&’ 蛋白与 ()$* 细胞共同孵育

+&,"，-..法检测不同时间 !"#$%&’ 蛋白对 ()$* 细
胞生长的抑制状况，结果 !"#$%&’蛋白对 ()$*细胞
的生长抑制呈时间依赖性，并在 ’/"后抑制效应明
显，并且实验组与阴性对照组间相比有显著差异（!
0 ,1,2）（图 34）。按公式计算生长抑制率，绘制抑
制率趋向函数（图 35）。

!") $%&’(!)蛋白诱导 *+’,细胞凋亡的检测
纯化的 !"#$%&’蛋白与 ()$*细胞共同孵育 6&"

后，在显微镜下可观察到的细胞凋亡的形态学特征。

用 (7)8"9:染色和流式细胞仪检测 ()$*细胞凋亡状
况。(7)8"9:染色后，经 !"#$%&’蛋白处理的 ()$*细
胞在荧光显微镜下可观察到明显的核浓缩。流式细

胞仪检测处理组与对照组的 ()$*细胞，其凋亡细胞
率分别为 &216;和 ,;（图 ’）。证明 !"#$%&’蛋白能
明显引起 ()$*细胞凋亡。

图 ’ !"#$%&’蛋白诱导 ()$*细胞凋亡
<=>? ’ .") *@7@:79=9%=ABC8=A> )DD)8: 7D !"#$%&’ @!7:)=A 7A ()$* 8)EE9

*：:") A7!F*E ()$* 8)EE9；G：:") ()$* 8)EE9 :!)*:)B H=:" !"#$%&’ @!7:)=A；8："7)8"9: 9:*=A=A> 7D A7!F*E ()$* 8)EE9；B："7)8"9: 9:*=A=A> 7D ()$* 8)EE9 :!)*:)B

H=:" !"#$%&’；)：:") DE7H 8I:7F):!I F*@ 7D A7!F*E ()$* 8)EE9；D：:") DE7H 8I:7F):!I F*@ 7D ()$* 8)EE9 :!)*:)B H=:" !"#$%&’ ?

!"- $%&’(!)蛋白对抗凋亡因子的影响
经 G8E%& 和 J*9@*9)%3 免疫组化检测试剂盒检

测，表明 !"#$%&’ 蛋白显著抑制 G8E%& 的表达，而对
J*9@*9)%3的表达影响不明显。对照组的 G8E%& 的阳
性率明显高于 !"#$%&’处理组（!!表示 ! 0 ,1,+），
尽管对照组与处理组之间的 J*9@*9)%3有差异，但无
统计学意义（图 2）。
!". $%&’(!)蛋白的免疫刺激活性
本文测定了 !"#$%&’ 蛋白对外周血淋巴细胞的

免疫刺激活性，对 K-5J 的上清用 #$%L、#<M%!和
.M<%"的 N$#O4检测试剂盒检测，结果发现在 !"#$%
&’蛋白中孵育的 K-5J在 ’/"和 6&"的上清与对照
组比较，#$%L、#<M%!和 .M<%"浓度差异显著（!表示
! 0 ,1,2）。其中，#$%L 与 #<M%!在 6&" 的差异极显
著（!!表示 ! 0 ,1,+）（图 L）。
!"/ $%&’(!)蛋白抑制血管形成
通过 !"#$%&’ 蛋白对鸡胚绒毛尿囊膜上毛细血

管的影响来研究其抑制血管形成的功能。结果发现

!"#$%&’蛋白与平阳霉素（阳性对照）均可显著抑制
血管形成。其中对二级和三级血管的抑制效果明

显，与阴性组比较，差异极显著（!!表示 ! 0 ,1,+，

!!!表示 ! 0 ,1,,+）（图 6）。

# 讨论
目前的研究显示，#$%&’基因很可能是第一个既

抑制肿瘤生长和血管形成又刺激免疫系统的基

因［L］。鉴于国外多进行 #$%&’基因治疗和凋亡机理
方面的研究，而对 #$%&’ 的蛋白产物及抗血管形成
功能方面的研究很少，而重组蛋白具有应用方便，安

全的特点，本研究构建高效原核表达载体 @N.%&+*
（ P）%#$%&’，获得了具有活性的 !"#$%&’重组蛋白，通
过 Q)9:)!A%GE7::=A> 检测尽管有非特异性条带，但纯
化的 !"#$%&’蛋白和诱导表达的产物均具有明显的
特异性条带，这可能与所选用的抗 #$%&’ 抗体不是
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图 ! "#$%&’(蛋白对 )*%+细胞 ,-.&’和 /+01+0*&2的影响
3456 ! 7#* *88*-9 :8 "#$%&’( 1":9*4; :; 9#* *<1"*004:;

:8 ,-.&’ +;= /+01+0*&2 4; )*%+ -*..0
>：9#* 4??@;:#409:-#*?409"A 09+4;4;5

+6 ,-.&’ :8 -*.. 9"*+9*= B49# "#$%&’(，09+4;4;5

,6 ,-.&’ :8 -:;9":. 5":@1

-6 /+01+0*&2 :8 -*.. 9"*+9*= B49# "#$%&’(，09+4;4;5

=6 /+01+0*&2 :8 -:;9":. 5":@1，09+4;4;5

C：9#* 09+94094-+. -#+"9 :8 *<1"*004:; :8 ,-.&’ +;= /+01+0*&2

单克隆抗体有关，是否与 "#$%&’(蛋白纯度不够有关
还需进一步探索。

图 D "#$%&’(蛋白对细胞因子分泌的诱导
3456 D 7#* 4;=@-94E* *88*-9 :8 "#$%&’(

1":9*4; :; -A9:F4;*

图 G "#$%&’(蛋白对血管生成的抑制效应
3456 G 7#* 4;#4,494E* *88*-9 :8 "#$%&’( 1":9*4; :; 9#* 8:"?+94:; :8 ,.::= E*00*.

>：9#* ,.::= E*00*. =409"4,@94:;；

C：9#* 5"+1# 0#:B4;5 9#* ;@?,*"0 :8 9#* ,.::= E*00*. 6

研究结果证明 "#$%&’(蛋白可明显抑制 )*%+细
胞的生长，诱导 )*%+ 细胞凋亡，这与现有报道一
致［G］。我们在研究中发现的 "#$%&’( 蛋白对不同肿

瘤细胞株生长抑制的时间反应敏感度明显不同。这

可能与 "#$%%&’(蛋白对不同肿瘤细胞株的敏感性不
完全相同有关。

"#$%&’( 蛋白可刺激外周血单核细胞分泌 7#H
型细胞因子 $%&D、7I3&!、$3I&"，具有明显的免疫刺激
功能，与报道一致［(］。$%&’( 作为 $%&HJ 家族的新成
员［K］，通过与 $%&HJ的拮抗作用，诱导外周血单核细
胞分泌 $%&D、7I3&!$3I&"等免疫调节细胞因子，这些
二级细胞因子可激活免疫系统对肿瘤抗原的应答，

从而促进抗肿瘤免疫。

此外，"#$%&’( 蛋白能抑制血管形成，而鸡胚绒
毛尿囊膜的毛细血管抑制实验中，"#$%&’(蛋白与抗
血管形成药物平阳霉素对二级以下的微血管产生显

著抑制效果。平阳霉素作为临床上广泛应用的抑制

血管瘤的药物，通过抑制血管内皮 LI>合成，激活
凝血、纤溶、补体及炎症免疫系统导致的血管的纤维

化和血栓形成。关于 "#$%&’( 蛋白抑制血管形成的
研究还未见报道，M4N@+; /#*;等曾报道 >=&$%&’(可
抑制表型正常但染色体畸变的鼠血管平滑肌细胞的

迁移，而对正常人和小鼠的血管平滑肌细胞无影

响［HJ］，对于 "#$%&’( 蛋白对人血管瘤平滑肌细胞和

2’G叶震敏等：人白介素 ’(重组蛋白的表达及其抗肿瘤机理的研究



正常血管平滑肌细胞的迁移和生长是否有抑制作

用，机理如何等问题还有待进一步研究。

实验结果表明 !"#$%&’蛋白可以显著降低 ()*%&
蛋白表达量，激活线粒体凋亡途径而引起细胞凋

亡［+］。根据现有对细胞凋亡途径的认识和 ()*%& 家
族蛋白的了解，可以基本确定 !"#$%&’通过以下途径
诱导肿瘤细胞凋亡：!"#$%&’ 与膜受体后，与癌基因
蛋白产物作用，改变细胞中促细胞凋亡蛋白（(,-，
(,.）/抗细胞凋亡蛋白（(0$&，(0$%-$）的比例，激活
线粒体凋亡途径，再通过激活前体半胱氨酸蛋白酶

（)123124），最终激活 56,裂解酶，引起染色体的分
解而导致肿瘤细胞死亡［77、7&］。在此途径中 0123124%8
是一种促凋亡因子，可由半胱氨酸蛋白酶原活化变

成小分子的有活性的酶，前后过程中量没有大的变

化，因此免疫组化检测 !"#$%&’ 对 0123124%8 表达量
的作用时，变化不明显是正常的。

总之，通过研究我们可以确定 !"#$%&’蛋白具有
与 #$%&’基因治疗相同的功能，既可通过抑制肿瘤
血管形成来阻止肿瘤细胞浸润和转移，又可刺激免

疫调节细胞因子分泌来发挥抗肿瘤免疫应答，尤其

是 !"#$%&’蛋白还能通直接抑制肿瘤细胞生长和诱
导肿瘤细胞凋亡直接发挥抗肿瘤效应。因此，我们

有理由相信 !"#$%&’蛋白可开发成为一种理想的基
因重组抗癌药物。
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