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摘　要:应用 PCR技术从人胎肝 cDNA文库中扩增了人血管抑制素基因。将克隆的基因重组进酵母质粒 pPIC9K

获得含该基因的重组质粒 pPIC9KA3。用电激法将质粒 pPIC9K转化毕节酵母 GS115, 经 PCR检测获得含人血管抑

制素基因的酵母工程菌GS115 ( pPIC9KA3) 。再用 G418 筛选法, 在含不同浓度的 G418 平板上筛选高拷贝整合的

转化子。对高拷贝整合的转化子进行发酵培养和诱导表达。 SDS_PAGE 及Western 印迹分析显示:表达产物约占

胞外蛋白的 43%, 相当于 94 mg L, 并具有免疫活性。并能抑制 bFGF 诱导的鸡胚尿囊膜新生血管的生成。还对

用G418 筛选高拷贝整合转化子的方法做了探索。
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　　肿瘤的生长和转移与血管形成有关, 新生血管

的生成是实体肿瘤得以迅速生长和转移的基础, 利

用高效的血管生成抑制因子抑制血管生成切断肿瘤

的营养供应, 达到抑制肿瘤和治疗肿瘤的目的是当

前肿 瘤 研 究 的 热 点 之 一
[ 1]
。 血 管 抑 制 素

(Angiostatin) 是近年来发现的一种血管生成抑制因

子, 相当于纤溶酶原的 K1-4功能区。动物试验

结果表明, 它能抑制移植于小鼠的黑色素瘤 、纤维

肉瘤 、人肝癌 、 鼻咽癌 、 前列腺癌 、 乳腺癌的生

长
[ 3]
。毕节酵母 ( Pichia pastoris ) 是一类能以甲醇

为唯一碳源和能源的酵母, 由于其能高效表达外源

蛋白, 易于实现高密度发酵和产业化等特点, 已发

展成为高效的第二代酵母表达系统
[ 4]
。本文报道人

血管抑制素基因的克隆扩增及其在毕节酵母中的表

达。

1　材料与方法

1.1　菌株与质粒

大肠杆菌 DH5α为本室保存, 毕节酵母 GS115

及质粒 pPIC9K购自 Invitrogen公司。

1.2　酶和主要试剂

各种限制酶 、 修饰酶购自 GIBCO_BRL 及

Promega公司, 人纤溶酶原抗血清和 G418为 Sigma

公司产品, 辣根过氧化物酶标记得葡萄球菌蛋白 A

(HRP_ProteinA) 为上海生物制品研究所研制, PCR

引物由博亚公司合成。

1.3　培养基

大肠杆菌培养用 LB培养基, 酵母培养和筛选

用的 YPD 、 BMGY 、 BMMY培养基配方见 Invitrogen

公司提供的操作手册。

1.4　DNA的提取, 酶切, 连接和 E .coli转化

参照文献 [ 5] 的方法。

1.5　酵母质粒的转化和重组子的筛选

酵母质粒的转化和阳性转化子的筛选 ( PCR

法) 按 Invitrogen 公司提供的操作手册进行。高拷

贝转化子的筛选参考 Scorer 的方法
[ 6]
, 将电激法或

原生质体法转化的涂布于含 700μg mL G418的 YPD

培养基上, 30 ℃培养2 ～ 3 d后, 将长出的 his+细

胞分别点种于含 1 000, 2 000, 4 000和 6 000 μg mL

G418的 YPD平板上, 培养2 ～ 3 d后观察结果。

1.6　人血管抑制素的诱导表达

含人血管抑制素基因的重组转化子 P.pastoris

GS115 ( pPIC9KA3) 接种于 BMGY培养基中, 30 ℃

振荡培养至 A600≈4 ～ 6时开始诱导, 加甲醇至终体

积分数为 0.5%, 每 24 h补加 1 次, 取样走 SDS_

PAGE检测基因表达情况 。蛋白质含量测定采用蛋

白质标准曲线法
[ 7]
。

1.7　表达产物的免疫印迹分析

将表达产物的 SDS_PAGE凝胶按 Sambrook等的

方法
[ 5]
转移至硝酸纤维膜后, 以人纤溶酶原抗血清
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为第一抗体, 辣根过氧化物酶标记得葡萄球菌蛋白

A ( HRP_ProteinA ) 为第二抗体进行免疫 印迹

(Western blotting) 分析。

1.8　鸡胚尿囊膜 ( CAM) 血管生成抑制活性分析

参照文献 [ 9] 的方法进行。每只鸡胚重组人

血管抑制素用量为 200μg 。

2　结　果

2.1　人血管抑制素基因的克隆及分泌型表达载体

的构建

　　人血管抑制素 cDNA 用 PCR法从人胎肝 cDNA

文库中扩增。所用引物为:

5′端引物:

5′-CC GAA TTC
EcoRⅠ

ATG TAT CTC TCA GAG TGC AAG-3′

3′端引物:

5′-CCC GCGGCCGC
NotⅠ

TA GTC TGT GGT AAA ACA CCA-3′

其中 5′端引物加EcoRⅠ位点及起始密码ATG, 3′端

引物加终止密码及 Not Ⅰ位点 。扩增产物经酶切和

电泳分析获得一条约 1.0 kb 的片断, 经 DNA 序列

分析 (图略) 后插入 pPIC9K的 EcoRⅠ及 Not Ⅰ位

点之间, 获得含人血管抑制素基因的表达载体

pPIC9KA3 (图 1) 。以 pPIC9K为模板, pPIC9K上的

AOX1 5′端及 3′端序列为引物进行 PCR可扩增出一

条约 0.5 kb的带, 主要是MIα1 因子的信号肽序列

及部分 AOX1启动子序列。以 pPIC9KA3为模板时

(引物相同) , PCR扩增产物约为 1.5 kb, 表明 1Kb

长的人血管抑制素基因已重组进 pPIC9K (位于

MIα1因子的信号肽与 AOX1 3′端之间) (图 2) 。

2.2　人血管抑制素基因在 P.pastoris中的表达

将构建的含人血管抑制素基因的重组转化子

P.pastorisGS115 ( pPIC9KA3) 接种在BMGY培养基

中, 30 ℃振荡培养至 A600 ≈6 后用甲醇诱导, 3 d

后取样, 离心, 上清液走 SDS_PAGE检查基因表达

情况, 结果如图 3 ( a) 。从图上可见, 重组转化子

GS115 ( pPIC9KA3) 在 50 000附近出现 2条新的蛋

白带, 电泳凝胶用薄层蛋白扫描仪进行扫描和蛋白

定量估算出表达产物约占分泌蛋白的 43%, 相当

94 mg L发酵液。

将电泳胶转移至硝酸纤维素膜后, 按 1.7的方

法进行免疫印迹分析 。图 3 ( b) 的结果显示表达

的2条带都能与人纤溶酶原抗血清特异结合, 即这

2条蛋白带均具免疫活性 。

2.3　重组人血管抑制素对血管生成的抑制作用

如图 4所示, 仅加 bFGF 的对照组鸡胚形成血

管丛, 而同时加 bFGF 和人血管抑制素的鸡胚则形

图 1　表达载体 pPIC9KA3 的构建示意图

Fig.1　Construction of expression vector pPIC9KA3

图 2　pPIC9KA3重组质粒的 PCR鉴定

Fig.2　PCR identification of recombinant plasmid pPIC9KA3

　　　1:CI857s7 Hind Ⅲ;

　　　2:pPIC9KA3的扩增产物;

　　　3:pPIC9K的扩增产物

成少血管区 。这一实验结果表明, 重组人血管抑制

素能抑制bFGF诱导的 CAM血管生成。

2.4　用G418筛选高拷贝转化子

用电激法 ( 1 500 V, 200 Ψ, 4 ms) 将重组质

粒 pPIC9KA3转化 GS115, 转化细胞直接涂布在含

700μg mL 的 YPD平板上, 共长出 69个菌落, PCR

检测证实这些菌落均含有血管抑制素基因后, 分别

点种至含 1 000, 2 000, 3 000 和 4 000μg mL G418

的 YPD平板上, 各长出 51, 35, 11, 2个菌落 。
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图3　表达产物的 SDS_PAGE 分析 ( a)

和免疫印迹分析 ( b)

Fig.3　SDS_PAGE and Western bolt

analysis of expressed product

　 1:蛋白质相对分子质量标准;

2:GS115( pPIC9K)上清;　3:GS115( pPIC9KA3)上清;

4:GS115( pPIC9K);　5:GS115( pPIC9KA3)

图 4　表达产物抑制 CAM 血管生成

Fig.4　Expressed product inhibits CAM angiogenesis

( a) 对照组;( b) 实验组

从这几组菌落中分别挑出一个菌落进行发酵表

达。表达产物 (上清) 走 SDS -PAGE电泳结果如

图5 ( a) , 然后用 ShimadzuCS-930 薄层蛋白扫描

仪对图5A的凝胶进行扫描分析, 结果如图 5 ( b) ,

从图 5 ( b) 可见, 人血管抑制素的表达量随 G418

浓度的增加而升高。宿主菌的抗 G418水平与 Kan

抗性基因的拷贝数 (即整合拷贝数) 有关。而整合

的拷贝数愈高表示宿主染色体上整合的人血管抑制

素基因的数量愈多, 因而能提高其表达水平 。

3　讨　论

本研究自人胚肝 cDNA文库中钓取了人血管生

成抑制素基因, 构建了整合型表达载体, 转化毕节

酵母后整合至宿主染色体, 用 G418筛选出高拷贝

整合的转化子, 实现人血管抑制基因的高表达。血

管抑制素的相对分子质量较大, 含 12 对二硫键 。

人血管抑制素在原核细胞中的表达产物是不溶的包

图 5　在不同浓度G418上生长的转化子的基因表达

Fig.5　 Gene expression of GS115 strains grown

on different G418 concentration

( a) SDS_PAGE;( b) 光密度积分扫描分析

1:1 000μg mL G418;2:2 000 μg mL G418;

3:3 000μg mL G418;4:4 000 μg mL G418;

5:pPIC9K 空载体

含体, 回收率低, 活性不稳定等 。本文采用毕节酵

母作宿主, 表达产物分泌至宿主细胞外, 不仅简化

了纯化工艺, 回收率高而且获得的重组蛋白质接近

人体内的天然蛋白的构像 。表达产物在 SDS -

PAGE上呈现为两条大小相近的糖基化与非糖基化

的蛋白, 两者均具免疫活性, 其生物活性也相同

(另文发表) 。以上情况与国外相关报道一致
[ 2]
。

本文使用的是整合型表达载体进入宿主后会整

合进宿主染色体, 这种方式能保证质粒和外源基因

的稳定性。但整合的位点很少, 整合载体在染色体

上多拷贝重组的机率为 1%～ 10%, 且大多为 2个

拷贝。而基因的拷贝数与外源蛋白的表达量密切相

关 。多拷贝整合 基因的多拷贝决定外源基因

mRNA水平, 是决定外源蛋白产量的主要
[ 8]
。如何

在众多的重组子中尽快 、尽可能的将高拷贝整合的

重组子挑选出来是个极为关键的问题。Scorer等发

现重组子的拷贝数与 G418抗性相关
[ 6]
。本文用不

同G418浓度的培养基来筛选高拷贝整合的转化子,

发现转化子对 G418抗性水平与其表达人血管抑素

的量成正相关。抗性越高, 蛋白的表达量越多, 这

是因为转化子对 G418的抗性愈强, 整合的拷贝数

愈多, 蛋白质的表达量也愈多。用 G418筛选高拷

贝转化子是一种简便 、 快速的方法。
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Cloning of Human Angiostatin Gene and

Its Secretive Expression in Pichia pastoris

ZHANGAi_lian, LUO Jin_xian, ZHANG Tian_yuan, LUO Xue_bin

( Key Laboratory of Gene Engineering of Ministry of Education∥

Department of Biochemistry, Sun Yat_sen University, Guanzhou 510275, China)

Abstract:Human angiostatin gene was amplified from fetal liver cDNA library by PCR technique and cloned into Yeast_

E.coli shuttle vector pPIC9K resulting in recombinant plasmid pPIC9KA3 which was then transformed into Pichia

pastoris GS115.The positive transformants were first determined by PCR technique andG418 method was used to screen

the high copy integrative transformants.The human angiostatin protein was expressed and secreted into the medium after

methanol induction and reacted with antibody against human plasminogen as shown by SDS-PAGE and Western blot.

The expressed product constitutes 43%of the total extracellular protein corresponds to 94 mg L as estimated by Shimadzu

CS_930 scanner and protein quantitation.The recombinant angiostatin inhibits the bFGF induced CAM angiogenesis.

Screening of high copy integrative transformants by G418 method was discussed.

Key words:angiostatin;gene expression;P.pastoris;G418;angiogenesis

59　第 3 期 张爱联等:人血管抑制素基因克隆 、 表达和生物活性分析


