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人血管生成抑制素基因在大肠杆菌中的融合表达
 

卢文菊　罗进贤* * 　李文清
(中山大学生物工程研究中心 , 广州 510275)

摘　要　将人血管生成抑制素基因定向插入表达载体 p ET-17b的 Bam HⅠ 位点 , 构建重组质

粒 pET A2, 转化 E . coli BL21 ( DE3) . 在 IPTG诱导下 , 血管生成抑制素基因在重组转化株

E . coli BL21 ( DE3, pE TA2) 中获得高效表达 . 表达产物以包涵体形式存在 , 表达量占菌体总

蛋白的 37. 2% . 利用羊抗人纤溶酶原抗血清作为第一抗体 , 免疫印迹分析证明表达产物具有特

异的免疫原性 .
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血管生成旺盛是实体肿瘤组织得以迅速生长和转移的基础 . 寻找高效低毒的血管生成

抑制因子 ( angiogenesis inhibi tion factor , AIF) , 抑制血管生成 , 切断肿瘤的营养供给和转

移途径 , 达到抑制肿瘤 , 治疗肿瘤的目的 , 成为当前肿瘤研究领域的热点之一 .

临床上常见某些原位肿瘤经手术切除后 , 往往加速其远位转移瘤的生长 . 多年来 , 这

一现象的机制一直悬而未决 . 1994年 , O’ Reil ly等人
[1 ]
从接种 Lewis肺癌低转移突变株

( LLC-LM )小鼠的尿液和血清中分离纯化得到一种蛋白质 , 命名为血管生成抑制素 . 氨基

酸序列分析显示 , 血管生成抑制素与纤溶酶原的一个内部片段同源性超过 98% , 相当与其

第 98～ 440位氨基酸 . 它具有抑制毛细血管内皮细胞增殖 ,抑制血管生成和转移瘤生长的生

物活性 ,而完整的纤溶酶原来并不具有这一活性 [ 1] . 动物实验研究还表明 ,血管生成抑制素

对 LLC-LM及 T241纤维肉瘤细胞株在小鼠体内形成的原发瘤也有很强的抑制作用
[ 2]
. 显

示了其在肿瘤治疗研究领域诱人的应用前景 .

应用 PCR技术 , 以人纤溶酶原 cDN A为模板
[3 ]
, 扩增了 98～ 441位氨基酸之间的核苷

酸序列 , 克隆在载体 pM1上 , 构建含血管生成抑制素基因的重组质粒 pM A1 (另文发表 ) .

本文将人血管生成抑制素基因插入表达载体 pET-17b, 在大肠杆菌中获得了高效表达 .

1　材料和方法

( 1)菌株和质粒: E.coli C600, E. col i BL21 ( DE3)为本室保存菌株 . pM A1是含血管

生成抑制素基因的质粒 ,由本室构建 . 表达载体 pET-17b购自 Novagen公司 . 它含 T7起动
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子 , SD序列 , T7转录终止信号 .

( 2)工具酶和主要试剂: 限制性内切酶 EcoRⅠ , Bam HⅠ , T4 DNA连接酶等工具酶购

自 Gibco BRL公司 , Promega公司和华美生物工程公司 . 羊抗人纤溶酶原抗血清 , 异丙基

-β -D-硫代半乳糖苷 ( IPTG)和二氨基联苯胺购自 Sigma公司 . 酶联葡萄球菌蛋白 A ( HRP-

Pro tein A) 纯品购自上海生物制品研究所 . 其他均为 AR试剂 .

( 3)质粒 DNA的提取和操作: 质粒提取 , 限制性内切酶酶切反应 , 酶切片段回收 , 连

接反应 , 质粒转化和快速鉴定按文献 [4] 的方法进行 .

( 4)重组人血管生成抑制素的诱导表达: 将重组质粒 pET A2转化 E. col i BL21( DE3) ,

获得重组转化子 E. coli BL21 ( DE3 , p ETA2) . 接种单菌落于 2 mL含氨苄青霉素 ( 50 mg /

L )的 LB中 , 37℃摇养至 A600为 0. 4～ 0. 8, 4℃冰箱放置过夜 , 离心收集菌体 , 转接于 15

m L LB(含氨苄青霉素 200 mg /L )中 , 37℃ , 250 r /min摇养至 A600≈ 0. 6,加 IPTG至终浓

度为 0. 4 mmo l /L, 继续摇养 1～ 3 h, 收集菌体 .

( 5) SDS-聚丙烯酰胺 ( PAGE)凝胶电泳和免疫印迹 ( w estern blo t )分析: 参照文献 [4] .

2　实验结果

图 1　重组质粒 p ETA2的构建

Fig. 1　 Construc tion o f recom binant

plasmid pETA2

2. 1　重组质粒 pETA2的构建和酶切鉴定

用 Bam HⅠ 将人血管生成抑制素基因从

pM A1上切下 (图 1) ,走d= 1%琼脂糖凝胶电泳 ,回

收约 1 000 bp大小片段 ,与经 Bam HⅠ 酶切的

pET-17b进行连接 ,连接产物转化 E. coli C600,在

含氨苄青霉素的平板上挑取转化子进行质粒检

测 ,筛选重组质粒 ,并分别用 Bam HⅠ和 EcoRⅠ酶

切进行鉴定 .重组质粒用 Bam HⅠ 酶切后 ,在d=

1%琼脂糖凝胶电泳上显示大小 2条带 ,小带与

pM A1经 Bam HⅠ 酶切下的约 1 033 bp的血管生

成抑制素基因带相同 ,大带与 p ET-17b经 Bam H

Ⅰ 酶切形成的 3 306 bp的条带相同 (图 2) .表明重

组质粒是由载体 pET-17b及血管生成抑制素基因

重组而成的 ,将该重组质粒命名为 pET A2.为了证

明血管生成抑制素基因是否正向插入 ,用 EcoRⅠ

酶切重组质粒 ,若基因正向插入 ,应出现 2条分别

相当于 1 033及 3 306 bp的带 ;若反向插入只能看

见 4 297bp的带 ,另一条小带只有 42 bp,看不见 .

而图 2出现的是 1 033和 3 306 bp的 2条带 ,证明 pE-

T A2中血管生成抑制素基因是正向插入 .

2. 2　重组人血管生成抑制素融合蛋白的诱导表

达　　取 1 m L培养液离心收集菌体 , 悬浮于 50μL

T E ( pH 8. 0) 中 , 加入等体积的 2倍载样缓冲液 ,

沸水浴加热 5 min , 离心 , 取 10μL上清上样进行 SDS-PAGE , 34 m A恒流电泳 1 h. 图 3a
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图 2　重组质粒 p ETA2的酶切分析

Fig. 2　 Restric tion analysis of

　　 recom binant plasmid pETA2

　 1 λDNA /EcoRⅠ + Hin dⅢ ; 2 pE T-

17b /BamHⅠ ; 3 pM A1 /BamHⅠ ; 4

PETA2 /Bam HⅠ ; 5 pETA2 /EcoRⅠ

的结果显示: 含重组质粒 pET A2的 E. coli BL21

( DE3)经 1 h诱导 , Mr为 43 000附近已出现 1条明显的

新蛋白带 , 2 h诱导表达量显著增高 . 凝胶薄层扫描

显示诱导 2 h的表达量占菌体总蛋白的 37. 2% . 延长

诱导时间至 3 h ,表达量下降 .用超声波破碎菌体 ,离

心后 , 分别取裂解液的上清和沉淀进行电泳时 , 发现

表达产物保留在沉淀中 , 表明重组蛋白以包涵体形式

存在于菌体中 .

2. 3　重组蛋白的免疫印迹分析

将 SDS-PAGE凝胶上的蛋白条带通过 100 mA

恒流电泳 75 min转移至硝酸纤维素膜上 ,晾干 , 5%脱

脂奶封闭过夜 , 与 1 250稀释的人纤溶酶原抗血清 30

℃温浴 2 h , 再与 1 50稀释的 HRP-Protein A 30℃温

浴 2 h , 最后用二氨基联苯胺显色 (图 3b) . 从图中可

见 , 在与 SDS-PAGE凝胶的新蛋白带相应位置上出

现阳性反应带 ,说明表达的重组人血管生成抑制素合

蛋白能与人纤溶酶原抗血清发生抗原抗体反应 .

图 3　E . coli BL21 ( DE3, pE TA2) 表达产物的 SDS-PAGE ( a) 和免疫印迹 ( b) 分析

Fig. 3　 SDS-PAGE ( a ) and w estern blot( b) analysis of the

expr ession product of E . coli BL21( DE3, pE TA2)

1 M r标准 ; 2 E . coli BL21( DE3, p ETA2)未诱导 ; 3 E . coli BL21( DE3, pETA2) BL21( DE3, pET-17b) 诱

导 2 h; 4 E . coli BL21( DE3, pET A2)诱导 1 h; 5 E . coli BL21( DE3, pET A2)诱导 2 h; 6 E . coli BL21( DE3,

pET A2)诱导 2 h裂解物上清 ; 7 E . cli BL21( DE3, pE TA2)诱导 2 h裂解物沉淀

3　讨　论

基因工程的目的之一就是选择一合适的表达系统使有实际应用价值的蛋白高效表达 ,

且保持或恢复生物活性 . 大肠杆菌具有繁殖快 , 营养要求低 , 操作简单等特点 , 对于勿需

糖基化 , 磷酸化等修饰即呈现生物活性的蛋白来说 , 无疑是一首选的表达系统 . 血管生成

抑制素具有高效抑制血管生成和肿瘤生长的特性 , 在控制肿瘤发生发展方面有重要的应用

前景 . 其生物活性决定于它的 Kring le结构 [5 ] , 还未有研究资料显示与其修饰成分有关系 .

90 中山大学学报 (自然科学版 ) 　　　　　　　　　　　　　第 37卷



pET-17b是一原核融合型高效表达载体 ,克隆位点上游有 1段蛋白质编码序列 ,表达效率可

高达 50%以上 . 真核基因与原核基因融合 , 使转录和翻译的起始由正常的大肠杆菌核苷酸

序列所控制 ,有利于真核基因的表达和产物的稳定 [4 ] .本研究将人血管生成抑制素基因插入

在 pET-17b的 T7启动子 , SD序列 , NdeI位点的下游构建阅读框架正确的重组质粒 pE-

T A2, 使血管生成抑制素基因在大肠杆菌中获得了高效融合表达 , 表达产物 N端 25个氨基

酸由载体序列所编码 . 重组产物形成包涵体 , 方便纯化 . 免疫印迹分析证明重组血管生成

抑制素具有天然蛋白的免疫原性 , 下一步将对表达产物进行复性 , 纯化和血管生成抑制活

性的测定 .

肿瘤的存在使血液中血管生成抑制素的浓度增加 [6 ] , 可望成为肿瘤诊断的一个指标 ,

用于肿瘤的基础研究 , 临床诊断 , 病情监测 , 指导制订治疗方案等 . 人血管生成抑制素在

大肠杆菌中的高效表达 , 使大量制备纯品成为可能 , 为建立快速灵敏的免疫学检测方法提

供抗原和标准品 .
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Human Angiostatin: Its High-level Expression inE . coli

Lu Wenju 　 Luo J inx ian　Li Wenqing

Abstract　 Angiostatin is a recent ly discovered angiogenesis inhibi to r, capable in inhibi t-

ting the proliferation o f endo thelial cells and the g row th o f tumo r and ha s the po tential for

clinical applica tion. Human angio statin g ene w as cloned on the BamHI si te of pET-17b re-

sul ting in the plasmid PETA2 which w as then transformed into E. col i BL21( DE3) . Angio-

sta tin w as ef ficent ly expressed in recombinant st rain E. col i BL21 ( DE3, p ETA2) by IPTG

induction. The expression product constitutes about 37. 2% o f the to tal so luble pro tein

and ex sists in the fo rm of inclusion body. Western blo t analysis demonst ra tes tha t it reacts

posi tiv ely wi th goat anti human plasminogen antisera.

Keywords　 human angio statin, g ene expression, E. coli , w estern blo t
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