
第o r卷 第1 期 自然科学进展2 XX ( j年1 月

人血管生成抑制素基因的克隆
、

序列分析

及其在大肠杆菌中的表达
关
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(中山大学生命科学学院

,

广州 51 0 27 5 )

摘要 血管生成抑制素是新发现 的一种血管生成抑制因子
,

能抑制肿瘤的生长和

转移
,

有临床应用前景
.

根据血管生成抑制素是纤溶酶原的一个内片段的特点
,

以人

纤溶酶原
CDN A 为模板

,

用 CP R 扩增出人血管生成抑制素基因
,

经序列分析后克隆至

质粒 pB v 22 o 转化大肠杆菌 DSH
。 ,

在温度诱导下获得高效表达
.

s D s
一

PA GE 及 we
st

-

e m 印迹分析显示
:
表达产物 占菌体总蛋 白的 38 %

,

相 当于 1Z 2 l l lg/ L
,

并具有免疫活

性
.

生物活性分析结果表明
,

重组人血管生成抑制素能抑制 b FG F 诱导的 CA M 血管

生成
、

抑制 C5 7 B U 6 小鼠皮下原位 B 16 黑色素瘤生长
.

关键词 人血管生成抑制素 基因克隆和表达 序列分析 大肠杆菌

血管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 的营养供给
,

达到治疗肿瘤的 目的
,

是 目前肿瘤研究 的热点之一 血管生成

抑制素 ( A
n
ig os att in )是 19 94 年发现的血管生成抑制因子

,

是纤溶酶原 ( lP as 而 on ge n
)的一个内片

段
,

相当于其 1 一 4 irK
n
gl

e 区
,

它通过抑制血管内皮细胞 的增殖及新血管的形成从而抑制肿瘤

的转移和继发瘤的生长川
.

最近发现
,

人血管生成抑制素尚能抑制实验性小鼠原发瘤的生长
,

包括小鼠 玫
W is 肺癌

、

纤维肉瘤和网状细胞瘤 以及人乳腺癌
、

结肠癌和前列腺癌川
.

以上发现

表明
,

血管生成抑制素对肿瘤的治疗和转移机理 的研究都有重要意义 I”〕
.

本文首次报道人血

管生成抑制素基 因的克隆
、

序列分析及其在大肠杆菌中的表达
.

1 材料和方法

1
.

1 菌种与质粒

大肠杆菌 c 6厌〕及 DSH
。
为本室保存

.

含人纤溶酶原
。 DNA 的质粒 p p L〔; K G 由瑞典 uL dn 大

学 H o d en 博士惠赠
.

质粒 p BV 2 20 由中国预防医学科学院病毒研究所构建
,

中山大学害虫生物

防治国家重点实验室转赠
.

质粒 p CR T M l l 购 自 Ivn i t or g e n
公司

.

1
.

2 酶和主要试剂

限制酶
、

4T DNA 连接酶
、

dNTp s
及 D NA 序列分析试剂盒购 自 Bho ir gn e : M an hn ie m 公司

,

人

1男 8扬
一

29 收稿
,

199 8
一

or
一

14 收修改稿

二 国家自然科学基金 (批准号
: 3 96 700 13) 和广东省科学基金 (批准号 夕汉】) 52) 资助项 目
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纤溶酶原抗血清为 si gn l a
公司产品

,

b FC F 为 GI B C O
一

BRL 公司产品
,

CP R 引物 由上海生工生物

工程公司合成
,

余为国产分析纯试剂
.

1
.

3 鸡胚
、

细胞株和实验动物

6 天龄来杭鸡胚购自广州畜牧科学研究所
,

B 16 黑色素瘤细胞株由中山医科大学实验动物

研究室提供
,

6 一 8 周龄雄性 C57 Bu 6 小 鼠
,

体重 ( 20 土 2 ) g
,

购 自中山医科大学实验动物中心
.

1
.

4 质粒的纯化
、

酶解
、

D N A 连接及大肠杆菌转化

按文献「4」的方法进行
.

1
.

5 P CR 扩增

以人纤溶酶原
CDNA 为模板

,

扩增条件为第一循环 94 ℃ 4 而 n ,

55 ℃ 1 m in
,

72 ℃ 2 m in
.

以

后每个循环 94 ℃ 1 m in
,

5 5℃ 1 m in
,

72℃ 2 而
n ,

共 2 5 个循环
.

1
.

6 P CR 产物的克隆和序列分析

CP R 产物先克隆至 p CR’ 附 11
,

然后按 GI B c o
一

BRL 公司提供的方法进行 DN A 序列分析
.

1
.

7 人血管生成抑制素的诱导表达

接种重组转化菌于 BL 培养基 (含 100
I n岁

子

L 氨节青霉素 )中振荡培养过夜
,

次 日以 or % 接

种量接种于新鲜 姗 中
,

30 ℃培养 至 0
.

1)溯 mn = 0
.

4 时
,

转移 至 45 ℃ 水浴缓摇 2 而 n ,

再转至

42 ℃水浴继续振摇 4 h
,

离心收集菌体
.

1
.

8 SD S
一

P AG E

浓缩胶浓度为 5%
,

分离胶浓度为 10 %
.

取 l
mL 培养物离心

,

菌体悬浮于 40 拌L 几 缓 冲

液中
,

加等体积的 Z x 上样缓冲液
,

100 ℃煮沸 5 m in
,

取 10 拼L 进行 34 mA 恒流电泳 45 m i n
.

1
.

9 表达产物的免疫印迹分析

按 s an 山orD k 等叫的方法
,

以羊抗人纤溶酶原抗血清为第一抗体
,

辣根过氧化物酶标记葡

萄球菌蛋白 A ( H RP
,

orP
et in A )为第二抗体

.

1
.

10 包涵体的纯化
、

溶解与重组蛋 白的复性

将菌体悬浮于 ST E 溶液中超声破碎
,

3 soo r/ 而 n
离心 or 而 n ,

收集沉淀即为粗制包涵体
.

用添加有 0
.

05 % irT ot n X
一

100
,

2 mo F L 尿素
,

1 mo U L N a C I 的 S T E 缓冲液反复洗涤除去细胞碎

片
、

核酸等杂质
,

纯净 的包涵体溶解于缓冲液
a
(50 ~

F L irT
s 一H CI

,

州 8
.

0
,

or
~

F L E D T A
,

8 11 10 F L 尿素
,

10 n l l n o l / L p
一

琉基乙醇 )中
,

调节蛋白终浓度为 1 11 19 / mL
,

缓慢滴加 or 倍体积的缓

冲液 b ( 50 mmo
l/ L irT

s 一H C I
,

p H s
.

0
,

10

mmo
F L E D T A

,

5

mmo
F L 日

一

琉基乙醇
、

1 mo F L 氧化型和

还原型谷胧甘肤 )
,

4℃磁力搅拌 24 h
,

透析
、

冻干后
,

溶于 0
.

01
~

F L BP S
,

p H = 7
.

2 溶液 中
.

1
.

n 鸡胚绒毛尿囊膜 ( C周M )血管生成抑制活性分析

参照文献「5」的方法进行
,

实验选用 6 天龄鸡胚
,

以灭菌滤纸片 ( 0
.

5 ~
x 0

.

8 ~ )作为样

品载体
,

对照组 (
n == 5 )加 3 0 n g bFGF ( 10 拌L )和 10 拜L BP S 溶液

,

实验组 (
n = 5 )加 30 嗯 b FGF

( or 匹 )和 200 “ g ( 10 “ )L 重组人血管生成抑制素样品
,

作用时间 48 h
.

1
.

12 抑瘤实验

将 B 16 黑色素瘤细胞悬浮于无血清 Rp M I 16叙) 培养液中
,

细胞浓度为 5 x l护个 / mL
;在

5C 7B1 6 J/ 小 鼠背部近中线皮下接种瘤细胞悬液 0
.

2 rnL
.

瘤体长出后
,

以游标卡尺测量肿瘤的

长径 ( )L 和短径 ( W )
,

按公式 v = 12/ L砂 计算肿瘤体积
,

单位 仙矛
.

待肿瘤长至 100
一 2叨 m尹

时
,

将小鼠随机分组
:
实验组 (n

= 4 )在远离肿瘤部位皮下按姗
n l
g/ 吨体重注射血管生成抑制
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素样品
,

用药体积 0
.

3 mL
;对照组 (

n =
4) 皮下注射 0

.

3 mL BP S
.

每 24 h 重复注射一次
,

持续两周
.

2 结果与讨论

2
.

1 P C R 引物的设计和合成

根据已发表的资料困
,

血管生成抑制素 同源于纤溶酶原 的前 4 个 irK
n
gl

e 区
,

即相 当于其

9 8 至 科 0 位氨基酸的片段
,

设计合成一对引物
,

如下
:

5
`

端引物
: C C GTC G AC GA ATT CAA T G TA CT CT CT A GAG TG CAA C

aS l 工 及
。 R l

3
`

端引物
: G AC C AC A AAA TGG卫了FC I

,

G A T C CTA GG T TC GA A C CC

iH n d iil aB m H I

5
`

端引物除与 目的基因 5
’

端配对的序列外
,

另加上起始密码及 as l 工和 及
。 R 工两个酶切

位点 ; 3
’

端引物除与 目的基 因 3
`

端配对 的序列外
,

另加上终止 密码 TA G 的互补序列 A T C 及

iH n d lll 及 aB m H 工位点
.

2
.

2 P C R 扩增人血管生成抑制素基因

以人纤溶酶原
C

ND A 为模板
,

合 成的两段序列作 引物
,

按 材料和方法中介绍 的条件
,

用

CP R 方法扩增人血管生成抑制素基因
.

反应产物直接克隆至质粒 p c宜r M l l
,

获得 p c R’ I M I I
一

A
,

经

酶切电泳分析后
,

进行 DN A 序列分析
,

结果如图 1
.

酶切电泳分析如图 2
.

勘口 五之口阳

C (石瓦肠江 二二公二二 A

M Y L 5 E C K T G N G K N Y R G T M 5 K T K

82 入月 O ( ( 月丁C A C仁 T G T C 人人人人人 T O G A C T T C C AC丁 T C丁 C C C C 人C A G A C C T AG A TT C TC A 已万 O门 A C A C A C C CC T C A G A G G G A C TG

N G T C Q K W 5 5 T 5 P H R P R F 5 P A T H P 5 E G L

】“

E E N Y C R N P D N D P Q G P W C Y T T D P E K R 丫 O 丫

2 50

C O N L E C E E E C M H C 5 G E N Y D G K 5 K T M S G

L E C Q A W D 5 Q 5 P H A H G Y P S K F P N K N L K K

334l4B

N Y C R N P D R E L R P W C F 丁 T 0 P N K R W E L C D

阳 2

P R C T T 护 P P S S G P T Y Q C L K G T G E N Y R 0 N V

5肠

人 V T V 5 O H T C Q H W 5 A Q T P H T H N R T 户 E N F P

C K N L O E N Y C R N P 0 G K R A P W C H T T N 5 Q V R

胡仪

W E 、
,

C K P 5 C D 5 5 P v S T 石 Q L A 护 丁 A P P E L T

犯忍

P V V Q D C Y H G D G Q 5 Y R G T 5 5 T T T T O K K C Q

5 W 5 5 M T P H R H Q K T P

人月丁 (尤 A O 月J (沉艾二G月 A 凡A ( X祀 (丈发 丁口C 叭刃
.

n 了 冉C C A C ^ O A C

N P D A D K 0 P W C F T 丁 O

N T P N M N 丫 C R

1人g 二过江二
,

叼口口刃象芳

刀毖旧扭 刀加山刀

人 O L 丁

1肠闷

叨服

图 1 CP R 合成的人血管生成抑制素基因的 DNA 序列及其编码的氨基酸顺序
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kb从图 1可知
,

咒 R 合成了共 1
064 坤 的产物

,

其中 1 0 35

坤 的 DNA 序列 (从 16 坤
一 1 05 0 如 )与人纤溶酶原 98 至 科 1

位氨基酸的编码区相同
,

另加起始密码和终止密码
.

21 23 2
.

3 含表达人血管生成抑制素基因的质粒 p B从心 的构建

5
.

15 为了构建表达载体的方便
,

用 兔 l 工与 从
几 d lll 将人血管

1 3 8

0 9 5

图 2 代 R 产物的电泳分析

1
.

1飞卫 产物
,

2
.

从 l助补 )N A 从 刀d皿 十 及℃ R l
,

3
.

p e R附 IF
coE

R I
,

4
.

p CR仆 111
一

刀 coE R I +

刀口m H 工

生成抑制素基因从 p CR呷 n
一

A 上切下重新克隆至 阿 1
,

生成

质粒 p
MA 1( 图略 )

.

如图 3 所示
,

用 &
。 R l 及 aB m H I 酶解

质粒 p
MA I

,

用低熔点琼脂糖凝胶电泳 回收约 1
.

o kb 的人血

管生成抑制素基因的编码区
,

与经 及
。 R 工

,

aB m H 工双酶切

的质粒 p vB 2 20 以适 当比例混合
、

连 接
.

连 接 产 物 转 化

E
.

co il C仅x 〕
,

筛选 A m p
r

转化子
,

经质粒检测 和酶切分析获

得含人血管生成抑制素基因的重组表达质粒 p B、 7
A2

.

从图

4 可见
,

pBV ZA 经 cE
o R l

,

aB m H I 双酶切后产生 3
.

6 及 1
.

0

kb 两个片段
,

3
.

6 汕 片段是载体 pVB 2 2 0
,

1
.

o kb 片段为人血

管生成抑制素基因
.

2
.

4 人血管生成抑制素基因在大肠杆

菌中的诱导表达

按 1
.

8 的方法进行 SD S
一

PA (; E分析
,

如图 5 所示
,

经温度诱导后
,

含重组质粒

p BVAZ 的 D SH
。
在 43 dk 附近的位置上

出现一条新的蛋 白带
,

而未经诱导的含

重组 质粒 的 D5H
a
及不含重组质粒 p B

-

V AZ 但含 p BV 2 2 0 的 DSH
。 不 出现这 一

蛋白带
.

目前
,

人血管生成抑制素 只能从人

纤溶酶原经弹性蛋 白酶消化制得
,

来源

困难
,

尚无商品出售
,

难于制备抗血清
.

由于血管生成抑 制素由纤溶 酶原 1 一 4

irK gln
e 区构成

,

本研 究 以 iS ig l l a
公 司的

人纤溶酶原抗血 清作为第 一抗体
,

进 行

W七s et m bl ot 分析
,

结果显示
,

经诱导的工

程菌蛋白样品能与人纤溶酶原抗血清特

异结合 (图略 )
.

为估计基 因的表达水平
,

用薄层 激

百c o R I

i八 d 111

产人月d

H r n d 11

石C O R I

石̀ O R I+ 刀“ 爪 H l

B a m H I

石` O R I+刀口m H I

nA g ig
s tat in

T 4 D N A I一g as e

刀护刀d 11

iH
月d 11 口m H I

图 3 重组质粒 四v 力口 的构建

光扫描仪进行扫描分析
,

测算出表达的人血管生成抑制素占菌体总蛋 白的 38 %
,

人血管生成

抑制素的表达量为 2 12 n l岁 L
.

2
.

5 重组人血管生成抑制素对血管生成的抑制作用

按文献 [ 5〕的方法进行血管生成抑制活性分析
,

从图版 I
一

A 可见
,

同时加有血管生成刺激
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因子 b FG F 和重组人血管生成抑制素的实验组鸡胚在载样滤 纸片下形 成无血管 区
,

而仅加

bF GF 未加重组人血管生成抑制素的对照组鸡胚
,

载样滤纸片下形成放射状毛细血管丛
.

,月,勺ù,
,
,`

MKI97664239

重组质粒 pBVA Z

的电泳分析

还汹 , R l

/ & 。 R l + 且叨乙H l
,

2/ &
o R 工+ 及功正H l

图 5 人血管生成抑

制素基因在 E
、

co 瓦 中

表达产物的 5 1{恳只虹 ; E

分析

1
.

。到匕a
( pB VA Z )诱 导

,

2
.

D 5H
a ( pB粗 20 ) 诱 导

,

3
.

D 5H
a

( p B VA Z )未诱导
,

4
.

蛋 白质分子量标准

薯
渊

熟

2
.

6 重组人血管生成抑制素的抑瘤活性

按 1
.

12 的方法进行抑瘤活性分析
,

结果见图版 I
一

B
,

注射 BP S 的对照组小鼠背部皮下肿瘤

生长迅速
,

实验期 ( 2 周 )结束时
,

瘤体积达 ( 3 955 土 3 34 )
n ” 3 ;注射重组人血管生成抑制素的实

验组小鼠
.

肿瘤体积为 ( 15 8 土 16)
xl” 早

,

与对照组相 比
,

差异显著 ( p < 0
.

0 1 )
.

以上结果表明
:
人血管生成抑制素 已在大肠杆菌中获得高效表达

,

表达产物具有免疫活

性
,

并具有抑制血管生成和肿瘤生长的活性
,

有希望发展成为一种新 的抗癌药物
.
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罗进贤等人
:

人血管生成抑制素墓因的克隆
、

序列分析及 其在大肠杆菌中的表达 图版工

A 重组人血管生成抑制素的血 管生成抑制活 性分析
.

日 共澳组 击 一

一实验组
` 丑

`

重组人血管生成

抑铜素的抑瘤活性分析
.

一
对照组 (瘤休积习娜

士

招 皿了 ) b
、

一
实脸组 (瘤体积司 58封 6四户)


