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摘 要 制备凝血靶向通用效应因子 8@F_H4融合蛋白，并鉴定其生物学活性。利用 ]I/技术构建 8@F与链霉亲和素 H4的融
合基因，克隆至表达载体 ;V@!! >（ R），在 < ( 0(,# ‘^!J（<V"）中表达，镍亲和层析柱纯化 8@F_H4融合蛋白。凝血实验和 F!活化

实验鉴定融合蛋白中 8@F的活性，V^MH4鉴定融合蛋白中 H4与生物素 ‘1&81D结合的活性。获得序列正确的 8@F_H4_;V@!! >（ R）
重组子，融合基因在 < ( 0(,# ‘^!J（<V"）中高效表达。纯化后的融合蛋白具有活化 F!、引起血液凝固的能力，且能与生物素结

合。融合基因已成功在 < ( 0(,# ‘^!J（<V"）中表达，8@F_H4融合蛋白具有 @F和 H4活性。融合蛋白 8@F_H4可作为通用效应因

子，与生物素化的肿瘤组织血管特异性载体联用，实现选择性诱发肿瘤组织血管栓塞的多点治疗。
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组织因子（!"）是一种分子大小约为 #$ %&的跨
膜糖蛋白［’］，分布于血管内皮外侧，是凝血因子!（"
!）的细胞表面受体，又是 "!或激活的因子!(（"
!(）的辅因子。!"是凝血级联反应的始发因子［)］。
研究证明仅含有 !" 胞外区的截短组织因子（ *!"，
*+,-.(*/0 *122,/ 3(.*4+），仍保留与 "!或 "!(结合并
激活 ""和 "#的活性，但 *!"对 ""的激活能力要
比完整的 !"低 5个数量级［6］，缺少跨膜组分的 *!"
在体内不能有效诱发凝血反应。但当 *!"在靶点快
速富集时可以诱发凝血反应，*!"是一个潜在的凝
血效应因子。’77$年 8,(-9等首先报道［#］抗肿瘤血
管标志物抗体和具有潜在凝血功能 *!"的融合蛋白
可以选择性地诱发动物肿瘤组织血管栓塞，肿瘤消

退。利用 *!"融合蛋白选择性诱发肿瘤血管栓塞的
方法是一种新颖的抗肿瘤方法。由于肿瘤组织单一

靶点数量的有限性及表达的异质性，单载体介导的

肿瘤血管靶向治疗效果并不理想，多靶点联合治疗

是克服这一缺点的有效策略。生物素（:14*1-，:）可
与链霉亲和素（;*+/<*(=101-，;>）高亲和性结合，这种
具有放大作用的 :?;>复合系统已广泛应用于诊断
与治疗［5］。为实现载体介导的多靶点肿瘤组织血管

靶向治疗，我们设想利用基因工程技术构建 *!"与
;>的融合蛋白作为通用效应因子，与生物素化的肿
瘤血管靶向载体联合应用，以实现多靶点联合治疗。

本文报道一种可用于多点靶向治疗的通用效应物

———*!"?;>融合蛋白的构建及其活性检测。

! 材料与方法
!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌 :@)’（&A6）由本室保

藏，质粒 <A!)) B（ C）购自 D4=(9/-公司，;>?<A!))B
（ C）由本实验室构建并保藏，*!"?<;E（ C）质粒由美
国南加州大学 A<2*/1-教授惠赠。
!"!"# 工具酶及试剂：工具酶购自 DA:公司，&D>
纯化试剂盒为 FGAH>公司产品，&D>序列分析由
上海博亚公司完成。8IJ标记的 ;>购自上海生工
公司，"!和 ""购自 ;19K(。
!"!"$ 引物：由上海生工合成。根据 ;> .&D>序列
设 计 扩 增 ;> 的 引 物：J’（上 游 引 物）：
HHLHH!HH!HHL!L!H 和 J)（ 下 游 引 物 ）：
H!>L!LH>H>H>HHL!HL>H> 。根据 *!" .&D> 序
列设 计 扩 增 *!" 的 引 物：J6（上 游 引 物）：
L>!>LL>!HHLL!L!HHL>L!>L>和 J#（下游引物）：

!!!!!!!!
L>LL>H>HLL>LL>LLHLL !!L!L!H>>!!LLLL。J#
中下划线部分为 ;>5M部分互补，波浪线部分为 *!"6M

部分互补。扩增 *!"?;> 的引物为：J6：L>!>LL>
!HHLL!L!HHL>L!>L> 和 J)： H!>L!LH>H>H>HH
L!HL>H>，分别引入内切酶位点 !"#$和 $%#$。
质粒 <A!))B（ C ）的通用引物为 !$ 启动子（5MN
!>>!>LH>L!L>L!>!>N6M）和 !$ 终止子（ 5MNHL!
>H!!>!!HL!L >HLHHN6M）。
!"# 方法
!"#"! 融合基因 *!"?;> 的构建：以 ;> 为模板，J’
和 J)为引物，常规 JLI 扩增 ;> 基因。以 *!"?<;E
（ C）为模板，J6和 J#为引物，常规 JLI扩增 *!"基
因。在 JLI反应体系中加入 *!"基因产物和 ;>基
因产物，退火融合得到 *!"?;>模板（7# O预变性 #
K1-，7# O变性 6P2、$)O退火延伸 ’K1-，循环 5次）；
再加入引物 J6、J) 扩增 *!"?;>融合基因并在 5M和
6M端分别引入 !"#$和 $%#$内切酶位点（7#O变性
6P2、5QO退火 6P2、$)O延伸 #52，循环 6P次，$)O延
伸 5K1-）。’R琼脂糖凝胶鉴定、&D>胶纯化试剂盒
回收纯化目的片段。

!"#"# 重组质粒的构建及转化：将纯化的 *!"?;>
JLI产物及载体 <A!)) B（ C）分别用 !"#$和$%#$
进行双酶切，胶分离纯化回收，!# &D> 连接酶于
’QO连接过夜，连接产物转化 & S "#’( :@)’（&A6），以

氨苄青霉素抗性初筛，挑单克隆用 <A!)) B（ C）通
用引物及 J6、J)分别进行菌液 JLI筛选，阳性克隆
送上海博亚公司测序。

!"#"$ 融合蛋白的表达及纯化：挑含正确重组质粒
*!"?;>?<A!)) B（ C）的单菌落 6$O培养过夜，按 ’ T
’PP稀释至 )U!中扩大培养后，通过不同的诱导时
间和 VJ!H 浓度优化其表达条件。在扩大培养至
)*QPP PW# X PWQ时加 VJ!H至终浓度 PW’KK4Y?@诱导
表达 QZ。由于 <A!)) B（ C）表达的 *!"?;>融合蛋白
L端带有 Q [ 812 标签，故目的蛋白纯化方案参照
>K/+2Z(K JZ(+K(.1( :14*/.Z公司的镍柱蛋白纯化操
作手册。纯化后的蛋白进行 ’)R ;&;NJ>HA分析鉴
定，并采用 PWP’K4Y?@ J:;透析复性。
!"#"% 融合蛋白 *!" 部分的活性鉴定：%凝血实
验：参照 8(,B1*\等［Q］凝血实验方法并稍作修改，用
6W]R的柠檬酸钠处理新鲜小鼠血液，#PPP+?K1- 离
心，留血浆。凝血板每孔加血浆 6P&@，分别加系列
浓度的结合了有生物素标记的靶向载体的 *!"?;>
和终浓度为 ’)W5KK4Y?@的 L(LY)，设只加 *!"?;>和
只加 L(LY) 的空白对照，室温下记录从加入 L(LY) 至
血浆开始出现不流动的时间。

’ ""活化实验：812.Z/等［$］发现，!"N"!(复
合物活化 ""可以使 ;))))（多肽对硝基苯胺复合
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物）分解为多肽和对硝基苯胺，后者在 !"#$%有吸收
峰，测吸光度可间接反映 &’水平。所以用 ’!活化
实验进一步鉴定融合蛋白 (&’ 部分的活性及其水
平。在 &)*+缓冲液中加系列浓度的 (&’,-.或 /-.，
加 0""$%12,3 ’"，456温育 0"%*$，加 ’!至终浓度
#$%12,3，室温温育 0"%*$，加入 0""%%12,3 78&. 终
止反应，加 9$%12,3生色底物 -9999，在 4%*$之内用
酶标仪测 !"!"#$%。

!"#"$ 融合蛋白 (&’,-.与 /*1(*$结合竞争性 73:-.
实验：9! 孔板包被 /*1(*$;/-.（9"#<,%3，0""#3,孔），
!6过夜，0"=羊血清封闭，分别加入 -.;>?@（9""#<,
%3）和倍比稀释的 (&’,-.（# A "B404#%12,%3），阴性对
照孔加入 (&’,-.为 "#%12,%3 。456温育 0C，显色底
物显色后加 0%12,3 >9-D! 终止反应，测定 !"!"#$%值。

每步骤间用 @/-&洗 #次，每次 4%*$。
!"#"% 融合蛋白 (&’,-.与生物素化载体（/;E5，/;
（?F8）4［G］和 /;CH484［I］）结合竞争性 73:-.实验 9!
孔板包被生物素化载体（/;E5，/;（?F8）4 和 /;
CH484）（9"#<,%3，0""#3,孔），!6过夜，0"=羊血清
封闭，分别加入 -.;>?@（9""#<,%3）和倍比稀释的
(&’,-.（# A "B409##%12,%3），阴性对照孔加入 (&’,-.
为 "#%12,%3 。456温育 0C，显色底物显色后加
0%12,3 >9-D! 终止反应，测定 !"!"#$%值。每步骤间

用 @/-&洗 #次，每次 4%*$。

# 结果
#"! &’(扩增 )*+,-.
以质粒 (&’,J-K（ L）为模板 @M?扩增获得大小

为 N#5OJ的 (&’，同时 @M?扩增模板 -.获得大小为
!9IOJ的 -.，再将 (&’ 与 -. 基因退火融合，得到
(&’,-.模板，经 @M?扩增获得 (&’,-.产物，0=琼脂
糖凝胶电泳分析，在 0"GNOJ处见单一条带，其大小
与理论计算值相一致（图 0）。
#"# 重组质粒的鉴定
氨苄青霉素抗性初筛，两次菌液 @M?筛选后阳

性克隆送上海博亚公司测序，结果经核苷酸序列和

蛋白编码分析获得一正确重组质粒克隆。

#"/ 融合基因 )*+,-.在 ! 0 "#$% 12#!（34/）中的

表达

含有 (&’,-.,J7&99 O（ L）的 # P $%&’ /390（874）

扩大培养后，一系列诱导剂浓度诱导表达，发现终浓

度达 "B"# %%12,3以后再增加 :@&F浓度不能明显增
加目的蛋白表达量（图 9）。"B"#%%12,3 :@&F 于
456诱导 NC为最佳，更长时间不能明显增加目的蛋
白量。09= -8-;@.F7分析显示在分子大小约 !4Q8

图 0 (&’,-. @M?产物琼脂糖凝胶电泳分析
’*<P 0 .$R2S+*+ 1T @M? J)1UHV(+ OS R<R)1+W <W2 W2WV()1JC1)W+*+
0：@M? J)1UHV( 1T (&’,-.（0"GNOJ）；9：@M? J)1UHV( 1T (&’（N#5OJ）；4：
@M? J)1UHV( 1T -.（!9IOJ）；E：8X. %R)QW) P

处有一特异条带（图 4），与报道相一致，且目的蛋白
主要以包涵体形式存在。

图 9 :@&F浓度梯度条件下融合蛋白表达的 -8-;@.F7分析
’*<P 9 .$R2S+*+ 1T WYJ)W++*1$ 1T TH+*1$ J)1(W*$ H$UW) :@&F

*$UHV(*1$ 1T U*TTW)W$( V1$VW$()R(*1$+ OS -8-;@.F7
0A I：TH+*1$ J)1(W*$ *$UHVWU Z*(C :@&F " %%12,3，"B"0 %%12,3，"B"9
%%12,3，"B"4 %%12,3，"B"# %%12,3，"B"N %%12,3，"B"5 %%12,3，
"B"I%%12,3，R$U "B0 %%12,3，)W+JWV(*[W2SP

#"5 )*+,-.活性鉴定
#"5"! 凝血实验：观测不同浓度 (&’,-. 对血浆凝
固时间的影响，结果见表 0。体系中仅加 09B#
%%12,3 MR9 L或 N#%12,3 (&’,-.时，4"%*$内未见血浆
凝固；在有 MR9 L（09B#%%12,3）存在时，(&’,-. 能有
效的促进血浆凝固，且随 (&’,-.浓度的增加凝血时
间缩短，表明 (&’,-.具有促凝活性。

表 ! 凝血时间表
*6789 ! ’:6;<86)=:> )=?9

M1$VW$()R(*1$

(&’,-.,（#%12,3） MRM29 ,（%%12,3）
( ,%*$

" " \ 4"

" 09B# \ 4"

"B5# 09B# \ 4"

0B# 09B# 0#B#

4 09B# 00BN

N 09B# 00B#

N " \ 4"
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图 ! "#柱纯化重组 $%&’() 的 (*(+,)-.分析
&#/0 ! )12345#5 67 89:#7#;< $%&’() $=:69/= "#>?;3+

277#1#$4 >=:6@2$6/:28=4 >639@1 A4 (*(+,)-.
B：A321? C;>$6:；D：>;33 ;E$:2>$ F#$=69$ G,%- #1<9>$#61；!：>;33 ;E$:2>$
F#$= G,%- #1<9>$#61； H， I： 598;:12$21$， 21< 8:;>#8#$2$; 27$;:
93$:2561#>2$#61， :;58;>$#C;34；J，K，L：89:#7#;< 8:6$;#1；M：8:6$;#1
@2:?;:50

!"#"! &!活化实验：分别测 NONB"@63’P、NOB

"@63’P、B"@63’P和 BN"@63’P融合蛋白和 Q()在 &!
活化反应后的 !"HNI1@。结果表明融合蛋白在 B"@63’
P以上时能有效活化 &!而增强 HNI1@处吸收峰，
而同浓度的 Q()没反应（图 H）。

图 H $%&’() 对 &!活化作用
&#/0 H &! 2>$#C2$#61 A4 $%&’()

图 I $%&’()对 ()+RS,与 Q#6$#1结合的竞争抑制作用
&#/0 I T6@8;$#$#C; #1=#A#$#61 67 $%&’() 61

A#1<#1/ 67 ()+RS, $6 Q#6$#1

图 J $%&’()对 ()+RS,与 Q+MK，Q+（S-*）! 和 Q+=9!*!
结合的竞争抑制作用

&#/0 J T6@8;$#$#C; #1=#A#$#61 67 $%&’() 61 A#1<#1/
67 ()+RS, $6 Q+MK，Q+（S-*）!，21< Q+=9!*!

!"#"$ $%&’()与 Q#6$#1结合竞争 .PG()分析：实验
结果显示纯化后的 $%&’()融合蛋白可竞争性抑制
()+RS,与 Q#6$#1的结合，阴性对照物抑制率为 N，在
$%&’()为 I"@63’@P时，其抑制率为 HJOL!U（图 I）。
实验结果表明通用效应因子能与 Q#6$#1结合。
!"#"# $%&’()与生物素化载体（Q+MK，Q+（S-*）! 和

Q+=9!*!）结合竞争 .PG()分析：实验结果显示纯化
后的 $%&’()融合蛋白可竞争性抑制 ()+RS,与生物
素化载体（Q+MK，Q+（S-*）! 和 Q+=9!*!）的结合，阴
性对照物抑制率为 N，当 $%&’()为 I"@63’@P时，其
抑制率分别为为 HVON!U，HKOIJU和 HJO!LU（图
J）。实验结果证明 $%&’()具有通用性，可与生物素
化的不同载体结合。

$ 讨论
单一载体与 $%& 融合蛋白只能结合单一的靶

点，各单一靶点在肿瘤组织内的分布存在着数量的

限制及其表达时空的不均一性，常常导致单一靶点

靶向治疗疗效不佳甚至失效。联合靶向治疗是克服

上述问题的一种有效的策略。利用 ()与 Q#6$#1的
结合特性，以 $%&’()融合蛋白作为通用效应物，通
过与多种交联有 Q#6$#1的载体联用，可以实现选择
性诱发肿瘤组织血管栓塞的多点靶向治疗，产生更

好的抗肿瘤作用。本研究利用基因工程技术获得了

$%&’()融合蛋白，并在体外证实 $%&’()融合蛋白中
各组分的活性及其与多种生物素化载体结合的能

力，表明通用效应因子与多种生物素化载体联合应

用实现多点靶向治疗的可行性。本工作为进一步开

展体内选择性诱发肿瘤血管栓塞的多点靶向治疗奠

定基础。

BDD王 臻等：凝血靶向通用效应因子 $%&’()融合蛋白的表达及活性鉴定
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远程投稿、审稿系统使用中常见问题解答

关于初次投稿：

问：我已经注册，并按照要求提交了稿件，为何在已投稿一栏查不到我的稿件？

答：估计您提交稿件的步骤没有进行完毕，稿件尚在草稿箱中。请用您的用户名和密码进入，点击尚未完成的稿件，继续

“下一步”，一定要完成 B个步骤，至最终出现“欢迎投稿”界面才可。此时编辑部才可以看到您的文章，一般当天即有回复，告
知稿件编号。

问：编辑部您好，我的稿件已经上传成功。但这时我却发现文章中有一处错误，请问我怎么修改原文？

答：请将修改后的文章 &16$0发过来（%LY‘ $13 6%3 %-），注明稿件编号，编辑部将帮您替换掉原文。
问：我想查询稿件的审阅情况，可在作者稿件查询栏中输入了用户名和口令却怎么也登录不上去，为什么？

答：在稿件查询时，如果输入用户名和密码仍不能登录，可能是 4(浏览器的问题，请反复刷新几次就可以了。

关于上传修改稿：

问：我已将稿件修改稿发至贵刊的邮箱和网上投稿系统里各一份，编辑部邮箱回复已经收到，可网上投稿系统里收到没

有啊？我上传稿件时未见到“上传成功”的字样啊，麻烦查一下投稿系统里有没有？谢谢，等待回复！

答：可能是您上传的程序有误。上传修改稿的具体步骤如下：凭注册的用户名和口令，从“作者查稿”进入；在“投修改稿”

一栏中，先点选稿件题目（注意：一定要先点选题目，否则无法提交）；然后在“上传修改稿”模块中，上传本地机的“修改说明”、

“修改稿件”等文件。若文章需要高清晰、高质量的图片，可通过“上传图片”提供给编辑部高质量的 T?(X 或 O4K 格式的图片
文件。每个文件上传成功后，均会有”上传成功”的提示。请最后“上传修改稿”。稿件自动从“投修改稿”箱中消失，标志修改

稿已经返回编辑部，至此完成整个修改过程。

关于审稿：

问：我写完审稿意见后，为何再次进入时看不到书写的意见了？

答：您写完后如果暂时不想提交，需要临时保存，请一定要点击“保存”后再退出系统；如果是审稿结束，请点击“审稿完

成”即可，这样意见就不会丢失了。

问：为何我点击“审稿完成”后，就无法再上传我修改过的原稿了？

答：如果要上传有您修改痕迹的原稿，请一定在点击审稿完成之前，否则系统已锁定，将无法再上传了。

问：我是在 N+’;修订模式下对稿件进行修改的，如果将有修改痕迹的稿件提交后，作者在修订的地方用鼠标一点，就会出
现审稿人的姓名（我的电脑事先设置的姓名）和修改时间，而审稿人不希望作者直接看到，请问如何解决该问题？

答：为了隐去审稿人的信息，可以在打开 N+’;文档后，点击“工具”、“选项”之“用户信息”，在此窗口里修改您的“姓名”和
“缩写”，这样显示出来的“修订信息”就不再是您的真实全名了。当然，如果您没有修改，编辑部也会在替换掉您的姓名之后

再提交作者浏览，保证对所有审稿人信息保密。
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