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摘 要：应用 938:;9技术，从人脐静脉内皮细胞中扩增出编码人可溶性血管内皮细胞生长
因子（%<=>）受体 >’-81胞外区前四个结构域的基因片段，亚克隆至 ?@;’$质粒进行测序，将目
的基因片段连接至链霉菌表达载体 ?A=B+??，获得重组质粒 ?A=B+??8>，将其转化至 !"#$%"&’()
*$+ ,-.-/01+ 3C"!，获得基因工程菌株 !#$%"&’(*$+ ,-.-/01+（?A=B+??8>），对其培养上清液进行
ADA8:)=<及E4,-4FG H’&-分析，结果显示，在 5/I5JD处有特异性条带出现，表明 ,>B381在链霉
菌中获得了成功表达，受体配基结合实验显示表达产物与 %<=>可特异性结合，表明其具有
配基结合生物活性。
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血管内皮细胞生长因子受体（%L,M*’LF 4GN&-O4’P*Q +F&R-O SLM-&F F4M4?-&F，%<=>9）属于酪
氨酸蛋白激酶受体家族第三亚型，主要在内皮细胞上表达，可介导血管内皮细胞生长因子

（%<=>）的生物效应，促使血管内皮细胞分裂增殖，形成新的血管。血管生成在胚胎发育
及伤口愈合等生理过程中起重要的作用，成人后，血管生成基本停止。但在某些病理条件

下，血管生成又变得异常活跃和重要，例如，肿瘤生长达到 "QQ/ 时，要继续生长，就必须

有血管生成，因此，抑制血管生成对控制肿瘤等与血管生成有关的疾病具有重要意义，通

过抑制 %<=>9和 %<=>的结合作用可阻断血管生成，达到控制疾病的目的。
%<=>9主要分为两种类型：受体 1 即 SQ,样酪氨酸激酶（ SQ,8’PJ4 -TF&,PG4 JPGL,4，>’-8

1）、受体 "即激酶插入结构域受体（JPGL,4 PG,4F- N&QLPG8M&G-LPGPG+ F4M4?-&F，CD9）。>’-81基因
全长 05#$H?，编码区域为 !#1!H?，编码 1//$个氨基酸，蛋白分子量约 1$#JD，分为胞外区、
跨膜区和胞内区三部分，其中胞外区由 .端信号肽和 0个免疫球蛋白样环状结构（U+8’PJ4
’&&?）组成，跨膜区由 ""个碱性氨基酸组成，胞内区由激酶功能区、酪氨酸激酶插入区及 ;
末端组成［1］。>’-81调节内皮细胞之间和内皮细胞与细胞间质之间的作用，可促进细胞的
迁移和血管成形［"］。由于 >’-81在血管生成中的重要作用，使其在医药应用方面具有极大
的开发价值。

链霉菌为丝状革兰氏阳性菌，属原核表达系统，它具有多种信号肽，可直接介导蛋白

质分泌至胞外。本文报道从人脐静脉内皮细胞中克隆得到编码 >’-81胞外区的前四个结



构域（!"#$%&）的基因，在变铅青链霉菌 ! ’ "#$#%&’( ()*+中获得分泌表达。并分别采用两种
链霉菌分泌信号肽 ,--和 .!/，以研究不同信号肽对 "#$%&在 ! ’ "#$#%&’( 中的分泌表达的影
响。

! 材料和方法

! "! 材料
!#!#! 菌株和质粒：菌株 ) ’ *+"#(0%&；! ’ "#$#%&’( ()*+。
质粒 -12&3，用于测序；-405,--，链霉菌—大肠杆菌穿梭质粒，含 -12&3及 ! ’ ,"+-#(.

/+01(分泌信号肽 ,--的最小复制区，为本室自行构建；-165*&7 链霉菌—大肠杆菌穿梭
质粒；-842，含 ! ’ $2’2312"&2 分泌信号肽 .!/全序列及其调控序列。
以上菌株及质粒均为本室保存。

!#!#$ 培养基：58培养基用于大肠杆菌的培养和保存；!培养基和 4培养基用于链霉菌
原生质体的制备；9* 培养基用于链霉菌的培养及转化子的筛选；:;<;培养基和 2<培养
基用于重组菌株的培养。58培养基按文献［=］配制，其它均按文献［+］配制。
!#!#% 工具酶和试剂：总 9>?提取试剂盒、9(%@29试剂盒、A>?回收试剂盒分别购自
8/BAC.—(CDE公司、@FBGC,H公司、IJ?0;>公司；限制性内切酶、(HK A>?聚合酶、(+ A>?
连接酶分别购自 @FBGC,H公司和 4HL,BL公司；小鼠抗人 "#$%&单克隆抗体购自 9MA 4N!$CG
公司，小鼠抗人 O;0"单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 J, 0抗体购自北京
中山生物技术有限公司，FEO;0"&PQ由中国科学院微生物研究所闫锡蕴教授惠赠。
! "$ 方法
!#$#! 总 9>?的提取：采用 8/BAC.%(CDE公司的总 9>?提取试剂盒，取新鲜人脐带组织，
用无菌的 @84溶液洗净后，将脐静脉剥离后，加入适量的 (9JRS5溶液，在冰浴下研磨，然
后依说明书提取总 9>?。
!#$#$ 目的基因片段的扩增：根据已知基因序列［Q］设计引物。上游引物 @&：QT%020%
0??((2(22(0??2(0?0(((????002—=T，引入 )*+9"限制酶切位点；下游引物 @*：QT—
2???02(((2?2(0000(((2?2?((0?2—=T，引入终止密码子 (0?及 4#’U#限制酶切位
点。以提取的总 9>?为模板，+QV逆转录 =W G/L，然后采用下列反应条件：首先 7+V预变
性 QG/L，然后按 7+V *G/L，PPV #G/L，X*V &G/L，进行共 =Q 个循环，再 X*V延伸 &WG/L。
得到扩增编码 "#$%&胞外区前 +个结构域的核苷酸片段。回收 "&$%&基因片段，并以此为
模板按上述 @29条件进行扩增，扩增产物行琼脂糖制备凝胶电泳，用 A>?回收试剂盒回
收。

!#$#% -12%"质粒的构建及测序："#$%&基因片段及 -12#3分别经 )*+9"和 4#’U#双酶
切后，用 (+A>?连接酶连接，得到重组质粒 -12%"，对其进行 A>?测序。
!#$#& 重组质粒构建：将 -12%"用 )*+9"、4#’U#进行双酶切，回收 "#$%&片段，质粒 -4%
05,--经同样双酶切后，回收 QYP Z[的片段，并与回收的 "#$%&片段连接，按文献［+］方法
转化 ! ’ "#$#%&’( ()*+，提取重组子质粒，进行酶切鉴定；将 "#$%&片段连接于 -842质粒，构
建重组质粒 -842%"，经 5&6\"和 4#’U#双酶切后，获得 .!/%"#$%&片段，将其与经同样双
酶切的质粒 -165*&7连接，按文献［=］操作转化大肠杆菌 (0%&，获得重组质粒 -165*&7%
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!"#$%，将其转化于 ! & "#$#%&’( ’()*中。
!"#"$ +,+$-./0：将重组转化子接种于 1 23 4050培养基中，)67培养 )* 8后，转种于
19 23 :5培养基中，)67培养 ;) 8，取上清按文献［<］进行 +,+$-./0分析。
!"#"% =>"?>@A BCD?：取上述培养上清，按文献［<］进行 =>"?>@A BCD?分析。
!"#"& 蛋白印迹受体配基结合实验：样品不经煮沸，并采用不含二硫苏糖醇的上样缓冲
液，按文献［<］进行 +,+$-./0和蛋白印迹转移，转移完毕，取下硝酸纤维素膜用含 1E脱
脂奶粉的 ’F+缓冲液 *7封闭过夜。封闭后的纤维素膜经 ’F+漂洗后，按 9GH 23 I J2) 加

入含 1E脱脂奶粉的 ’F+缓冲液和 H9!3 K0/%CL1溶液（H 2M I 23），封袋后室温缓振 < 8，用

’F+漂洗纤维素膜三次，每次 1 2#A。余下操作按文献［*］进行。

# 结果

# ’! 重组质粒的构建和鉴定
#"!"! %C?$H基因的测序：获得的 %C?$H基因片段，插入 NO:C6质粒，得到重组质粒 NO:$%，
与文献［1］比较，测序结果显示，%C?$H基因片段在 619BN和 HHL6BN处均发生了 .!/突变，
但突变位于受体非结合区，不影响 "%C?$H的生物学活性。
#"!"# 重组质粒 N+/3MNN$%的构建和鉴定：重组质粒 N+/3MNN$%的构建如图 H。图 ) 显
示，样品 ) N+/3MNN$%经 )*+P"和 ,#’Q#双酶切后，得到 HG) RB的片段，与 %C?$H基因片段
大小一致，表明 %C?$H基因插入了 N+/3MNN质粒，以 N+/3MNN$%为模板进行 -:P，得到 HG)RB
的片段，也进一步证明 %C?$H基因插入了 N+/3MNN质粒。

图 ! 重组质粒 ()*+,((-.构建示意图
%#M&H +J8>2S?#J Q#SM@S2 DT ?8> @>JD2B#ASA? NCS"2#Q N+/3MNN$%
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图 ! 重组质粒 "#$%&""’(酶切鉴定
!"#$% &’()#&&*! +"#,-.,+ /0 !"#1!2$%&+"
3$ &’(4#&&*!2!"#1 !；%$ &’(4#&&*!2

!"#1! 5 $%&+"；6$ ’.78+79+ :;),<=)79

:79>,9-（#?@A2!"#1! 5 $%&+"）；B$

CD1 &9;+=<. ;E &’(4#&&*!$

!)*)+ 重组质粒 &FG4%3H*I-"*!的构建和鉴定：重组质粒
&FG4%3H*I-"*!的构建如图 6 所示。先将 !).*3 基因片段
连接至 &J’D质粒，获得 &J’D*!，如图 B所示。
样品 6&J’D*! 经 ’()K!和 $%&+"双酶切后，获得

3LM>/的片段 I-"*!，为 I-" 序列（NLO>/）和目的基因片段
（3L% >/）大小之和，表明目的基因片段插入了 &J’D*!；图 P
显示，样品 % &FG4%3H*I-"*!经 ’()K!和 $%&+"双酶切，
得到相应 3LM>/ 的片段 I-"*!，表明 I-"*!片段插入了 &F*
G4%3H质粒。
! ,! 重组蛋白的表达
!)!)* ’?’*CA(Q：* $ +%,%-(&. 的培养上清经 ’?’*CA(Q分
析（如图 O）。其显示与对照 * $ +%,%-(&.（&’(4#&&）相比，* $
+%,%-(&.（&’(4#&&*!）表达产物在 O6LO>?处有明显条带，与
文献报道一致。而 * $ +%,%-(&.（&FG4%3H*I-"*!）表达产物与
其对照 * $ +%,%-(&.（&FG4%3H）相比，没有明显差别，表明 !).*3在 * $ +%,%-(&.（&’(4#&&*!）中
获得了分泌表达，而在 * $ +%,%-(&.（&FG4%3H*I-"*!）中不能检测到表达。

图 + 重组质粒 "-.%!*/’012’(构建示意图
!"#$6 ’<R,:7."< +"7#97: ;E .R, 9,<;:/"878. &)7-:"+ &FG4%3H*I-"*!

图 3 重组质粒 "4#5’(酶切鉴定
!"#$B &J’D*! +"#,-.,+ /0 ’()K!5 $%&+"
3$ &J’D*!；%$ &J’D*!2’()K!；6$ &J’D*!2

’()K! 5 $%&+"；B$ ’.78+79+ :;),<=)79

:79>,9-（#?@A2/%&+"）；P $ CD1 &9;+=<. ;E

&J’D*!$
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图 ! 重组质粒 "#$%&’()*+,)-酶切鉴定
!"#$% &’()*+,-./"-! 0"#1/210 34 !"#5!6$%#0" 0"#1/2"78

+ $ &’()*+,-./"-!6$%#0"；* $ &’()*+,-./"-!6!"&5! 9

$%#0"；: $ ;2<80<=0 >7?1@A?<= ><=B1=/（#CDE6’()F! 9

$%#0"）；G $ HIF &=70A@2 7J &’()*+,-./"-!$

图 . 表达产物的 /0/)1234分析
!"#$K ;C;-HELM <//<4 7J 2N1 1O&=1//"78 &=70A@2"78

+ $ ;A&1=8<2<82 7J * $ +%,%-"#.（&;L)#&&）；*$ ;A&1=8<2<82 7J * $

+%,%-"#.（&;L)#&&-!）；: $ P7?1@A?<= Q1"#N2 /2<80<=0 7J &=7-

21"8 $

&5&5& (1/21=8 3?72：对 * $ +%,%-"#.（&;L)#&&-!）的培养上清进行(1/21=8 3?72分析，结果显示
在 K:RKBC处出现特异性杂交条带，因此确认表达产物为 !?2-+，表明 !?2-+ 基因在 * $ +%,%/
-"#.（&;L)#&&-!）中获得了分泌表达（图 S）。

图 6 -78)’蛋白的$9+89:; <7=8分析
!"#$S (1/21=8 3?72 <//<4 7J 2N1 H=721"8 !?2-+

+ $ ;A&1=8<2<82 7J * $ +%,%-"#.（&;L)#&&）；* $ ;A&1=8<2<82 7J * $

+%,%-"#.（&;L)#&&-!）$

图 > +-78)’的受体配基结合分析
!"#$T U"80"8# <//<4 7J =1@1&27=-?"#<80 J7= /!?2-+

+ $ ;A&1=8<2<82 7J * $ +%,%-"#.（&;L)#&&）；*$ ;A&1=8<2<82 7J * $

+%,%-"#.（&;L)#&&-!）$

&5&5? 蛋白印迹受体配基结合实验：* $ +),%-"#.（&;L)#&&-!）的表达上清经非还原 ;C;-
HELM后，进行蛋白印迹配基结合实验，结果显示在 K:RKBC处出现特异性杂交条带，表明
表达产物 /!?2-+具有与配基 VML!+K%结合的生物学活性（图 T）。

? 讨论
本文采用两种不同的分泌信号肽 #&&和 ./"，研究 !?2-+基因在链霉菌 * $ +%,%-"#. 中的

分泌表达，经 ;C;-HELM和 Q1/21=8 3?72分析，结果显示在信号肽 #&&的引导下，!?2-+在 * $

%+GG 期 姜自彬等：人可溶性血管内皮细胞生长因子受体 !?2-+基因在链霉菌中的克隆表达



!"#"$%&’ 中获得成功分泌表达，受体!配基结合实验显示，表达的 "#$!%具有和配基 &’("结
合的生物学活性；而在信号肽 )*+的控制下，未获成功表达。关于 &’("受体 "#$!%在 ( ,
!"#"$%&’ 的成功分泌表达，为国内外首次报道。
链霉菌是近十几年发展起来的原核表达表达系统，具有多种信号肽，能介导外源蛋白

分泌表达，与其它原核表达系统相比，它不会象大肠杆菌那样形成包涵体，使蛋白处理工

艺复杂化，也不会象枯草杆菌和霉菌那样分泌大量的胞外蛋白酶，使外源蛋白发生降解，

因此已利用链霉菌为表达宿主实现了多种不同来源的异源基因的表达［- . /］，外源蛋白的

分泌表达能力与蛋白的类型、启动子的强弱、信号肽的选择有关。011为 ( , )!*+"’,*-.’ 产
生的新型抗生素 2%345辅基蛋白分泌信号肽，本室张华博士首次将其编码序列引入链霉
菌质粒 16(78，构建了链霉菌!大肠杆菌穿梭质粒 16(7011，并以其为载体在链霉菌中成功
表达了 97!%:，王朝健博士也利用该载体成功表达了毒性 ;淋巴细胞相关抗原!<。)*+为
( , #/&/0./!%/ 中获得的分泌信号肽，=>>?@等利用 )*+表达 A;8"，表达量可达 B33A0 C 7，而在
表达 99!%3时，表达量却很低［D］。本文利用 011和 )*+两种信号肽，研究 "#$!%基因在 ( E !"1
#"$%&’ 的分泌表达，结果表明信号肽 011可以引导 "#$!%在 ( E !"#"$%&’ 中进行分泌表达，而
信号肽 )*+不能引导 "%$!%的分泌表达，说明不同的信号肽对同一基因的表达作用不同。
序列测定发现，扩增的 "#$!%基因在 /F3G1和 %%-/G1处均发生了 =!(突变，相应地

发生的氨基酸突变为 6?H!(#I、;JH!=#K，它们分别位于第三、第四 #LL1中。而 "#$!%的抗
体结合域在第一个 #LL1中［%3］，配基结合决定簇在第二个 #LL1内，第一和第三 #LL1可影响
与 &’("结合的空间构型，促进 "#$!%与 &’("的结合，用不与 &’("结合的 "#$!<的第一和
第三个 #LL1分别替代 "#$!%的 #LL1#、B，发现对 "#$!%的配基亲和力没有显著影响，而 "#$!%和
"#$!%#LL1#、B之间的同源性只有 4FM、B4M［%%］，另外通过丙氨酸突变分析发现，谷氨酸、天
冬氨酸、谷氨酰胺对 &’("与 "#$!%的结合是至关重要的［%4］，所以发生的两个氨基酸突变
对表达的 *"#$!%的生物学活性没有影响。N?*$?H> G#L$分析和蛋白印迹配基结合实验也证
实了这一点。

由于没有 &’(":标准品，所以暂不能确定 *"#$!%在链霉菌中的表达量，在下一步的
研究中，我们将进一步改进培养条件，提高 *"#$!%的表达量。

*"#$!%可作为一种受体拮抗剂，与天然 &’(":竞争性结合 &’("，从而降低 &’("的
生物活性，导致血管生成受抑［%B］。进一步研究表明，*"#$!%与 &’("的结合不依赖于其它
因素，而 *OP: 与 &’(" 的结合需要肝素的存在，且 *OP: 不能成为 &’(" 的受体拮抗
剂［%<］，因此，表达的 *"#$!%经进一步分离纯化后，可直接用于抑制与血管生成有关的疾病
的研究，同时，还可利用重组 *"#$!%建立 &’("拮抗剂筛选模型，从组合化学库等天然来源
的化合物中进行高通量、大规模药物筛选。

致谢 北大妇产儿童医院姜玉武博士、彭超博士在实验中给予极大帮助，在此致以诚挚谢

意！
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