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人血管能抑素基因的克隆、表达及其表达产物

的纯化和生物活性测定

贺国安 罗进贤" 张添元 胡志上 李瑞芳

（中山大学 基因工程教育部重点实验室 广州 #&%$:#）

摘 要：以人胎盘脐带组织为材料，提取组织总 J1K，用 F/-8J58LMJ 方法合成人血管能抑素

,N1K 基因，将该 ,N1K 克隆进 OPL:$ 载体获得重组质粒 OPL:$M，N1K 序列分析结果与预期序

列一致。用 !"#Q!和 $%&!双酶切，切下 OPL:$M 上的血管能抑素 ,N1K，插入 O>58", 载体的

相应位点获得重组表达质粒 O>5M，转化 ’ * ()*+ RS$&（N>"），PNP8LK4> 分析显示：在 TL54 诱

导下，血管能抑素基因获得了高效表达，表达量约占菌体总蛋白的 $:U9 V，主要以包涵体形

式存在。包涵体经过洗涤、裂解、蛋白复性以及 P/OH<E/= 48:# 凝胶过滤层析等步骤后，获得

了纯度达 9&U! V的人血管能抑素。MK3 实验证明 &%"I 纯化蛋白就能显著抑制鸡胚新生血

管生成。
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肿瘤的生长和转移依赖于血管的生成［&］。通过抑制肿瘤新生血管的生成，切断肿瘤

的营养和氧气供给，抑制肿瘤细胞的生长和转移［$］，成为近年来肿瘤防治上的新策略。血

管能抑素（M<FA-<-@F）是最近发现的新的血管生成抑制因子，它是胶原蛋白 T’ 的 <$ 链的 M
端非胶原区（1(F,())<I/F(DA &，1M&）［"］。本研究利用 F/-8J58LMJ 技术从人胎盘脐带总 J1K
中合成了人血管能抑素基因的 ,N1K，并实现了其在大肠杆菌中的表达。鸡胚绒毛尿囊膜

实验（MH(0@(<))<F-(@, ?/?.0<F/，MK3）结果显示，初步纯化后的表达产物具有抑制新生血管

生成活性，为进一步研究它的抑制肿瘤活性及其临床应用打下基础。

! 材料和方法

!"! 质粒和菌株

克隆质粒 OPL:$ 及其菌株 ’,(-&.+(-+" ()*+ NQ##由本室保存，表达质粒 O>58", 及其菌

株 ’ * ()*+ RS$&（N>"）由暨南大学药学院吴晓萍惠赠。

!"# 工具酶、主要试剂和分析软件

限制性内切酶及 5! N1K 连接酶等分别购自 4TRM+、RJS、L0(?/I< 和华美生物工程公

司；J58LMJ 试剂盒为宝生物工程（大连）有限公司产品；TL54 为 L0(?/I< 公司产品；鸡胚种

蛋购自佛山鸡场。蛋白序列分析软件为 K15Q>LJ+5 !U"（从生物软件网 H--O：XXYYY* .@(8



!"#$ % &’$ 上获得），电泳图片分析软件为 ()*+,*-.* /."$’-) 公司的 0,*1’,*!$’+! 234 2%567。

!"# 脐带组织总 $%& 的抽提

将液氮保存的脐带组织取出后迅速用无 89*!’ 污染的研钵研磨成粉末状，然后进行

组织总 89: 的抽提，具体方法见文献［;］。

!"’ 套式 $()*+$（,-./)$()*+$）

根据已报道的胶原蛋白 *<（02）的序列［=］，设计能扩增血管能抑素基因的特异性引物

(5>(;，另外在该基因的两侧再设计一对外引物 (?>(<。各引物序列如下：(?：=@A:BBCBBCA
BCBCDCBDCBCCDA5@； (<：=@A:D:BCBBDCBBD:BBCDC::A5@； (5：=@ADDB::CCDD:C:CBA
BCD:BD:CDBBDC:DDCDDCBBCB:A5@； (;：=@ADDBB:CDDBDBBDDBDC:D:BBCCDCCD:CBA
D:D:DDCBBD:A5@。以组织总 89: 为模板，E（C）?F 为引物，反转录合成 -39:；再以此反转

录产物为模板，外引物 (?>(< 为引物，进行第一次 (D8 扩增；第二次 (D8 扩增的引物为

(5>(;，模板为第一次的 (D8 扩增产物。反应条件：G;H ;,.&；G;H ?,.&，I7H ?,.&，F<H
?6=,.&，57 个循环；F<H ?,.&。反转录和 (D8 扩增具体操作按 8CA(D8 试剂盒操作说明。

图 ! 质粒 01*23+ 和 04(+ 的构建

J.1%? D"&!$+K-$."& "# L4(F<D *&E LMCD

!"5 重组质粒 01*23+ 构建和血管能抑素 67%& 序列分析
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将 !"#$%&$’(% 获得的含血管能抑素基因的 )*+, 用 !"#-!和 $%&%!双酶切回收

后，克隆进 ./’01 中获得含血管能抑素基因的重组子 ./’01(（图 2）。以通用引物 &03/’4
为序列分析引物正反两端对重组子 ./’01( 中的血管能抑素基因进行序列分析。序列分

析由上海博亚生物技术有限公司完成。

!"# 表达质粒 $%&’ 构建和血管能抑素基因在大肠杆菌中诱导表达

用 !"#-!和 ’()!双酶切下重组质粒 ./’01( 上的血管能抑素基因，克隆进质粒

.5&$6) 中获得表达质粒 .5&(（图 2）。将经鉴定含有目的片段的表达质粒 .5&( 转化

$ 7 %&*+ 8912（*56）获得重组转化子 $ 7 %&*+ 8912（*56，.5&(）。接种单菌落于 1 :9 含有氨

苄青霉素（2;; :<3:9）的 98 培养基中 60 =过夜培养，次日按 2 > 2;; 的量接种于 ? :9 98
培养基中，60 =培养至 ,-4;; @ ;74，加入 A’&B 至终浓度 2::CD39，60=诱导表达 E F，然后

冷冻离心收集菌体，按文献［4］方法进行 /*/$’,B5 分析表达产物。

!"( 血管能抑素的纯化

将诱导表达后的菌液离心收菌体，按 ?; :93< 重悬于 /&5 溶液［2;; ::CD39 +G(D，
?; ::CD39 &HIJ$-(D（.-E7;），2 ::CD39 5*&,］中，超声破碎，离心收集沉淀，获得粗制包涵

体。之后用洗液!（/&5 K ;7;? L &HI#C!M$2;;）、洗液"（/&5 K 1 :CD39 尿素）和 2 :CD39
+G(D 溶液重复冲洗粗制包涵体 1 N 6 次，获得纯净的包涵体。将纯净包涵体按 1; :93< 的

量裂解在包涵体裂解液［?; ::CD39 &HIJ$-(D（.-E7;），2; ::CD39 5*&,，E :CD39 尿素，

2; ::CD39#$巯基乙醇］中，然后在冰上缓慢加入 2; N 1; 倍量的蛋白复性液［?; ::CD39
&HIJ$-(D（.-E7;），2; ::CD39 5*&,，1 :CD39 尿素，? ::CD39#$巯基乙醇，2 ::CD39 还原型

谷胱 甘 肽（%"OP)"O <DP#G#FIC!"，B/-），2 ::CD39 氧 化 型 谷 胱 甘 肽（QRIOIS"O <DP#G#FIC!"，
B//B）］，并置于 T =冰箱中过夜复性。将蛋白复性液进行超滤浓缩后进行 /".FGO"R B$0?
凝胶过滤层析，平衡缓冲液和洗脱缓冲液成份为?; ::CD39&HIJ$-(D（.-E7;），2; ::CD39
5*&,，? ::CD39#$巯基乙醇，2 ::CD39 B/-，2 ::CD39 B//B。洗脱流速为 ;7? :93:I!，在

1E; !: 波长处测定洗脱液的吸光度 , 值，取各波峰洗脱液进行 /*/$’,B5 分析，确定目标

蛋白的洗脱峰。收集目标峰各管，在 ;72 :CD39 的 ’8/（.-E7;）中充分透析后，用’5B$1;;;;
浓缩至蛋白浓度约 ? :<3:9，之后过滤除菌，U 1; =保存备用。

!") ’*+ 法新生血管生成抑制实验

鸡胚绒毛尿囊膜（(FI)V )FCHICDDG!#CI) :":WHG!"，(,X）方法，参照文献［0］进行。

, 结果和讨论

,"! 血管能抑素 -./* 的获得

第一次 ’(% 扩增的产物大小约为 22;; W.，第

二次 ’(% 扩增的产物大小约为 4ET W.，均与实验

设计一致（图 1）。

,", 重组质粒 $01(,’ 构建及血管能抑素 -./*
序列分析

重组质粒 ./’01( 经 !"#-!和 $%&%!双酶

图 , 套式 2&31’2 产物的凝胶电泳分析

YI<Z1 ,!GD[JIJ C\ #F" .HCOP)#J C\ !"J#$%&$’(%

XZ 2;;W. *+, DGOO"H；27’CJI#I]" )C!#HCD；

17%&$’(%；67!"J# %&$’(%Z
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切出现一条约 !"# $% 的带，表明血管能抑素 &’() 基因已经克隆进 %*+,- 载体中。.,/*+!
正反两端序列分析表明，所获得的血管能抑素基因序列与已报道的相应序列完全一致，进

一步证明 %*+,-0 载体构建正确。

!"# 表达载体 $%&’ 构建及血管能抑素基因序列分析

表达质粒 %1.23& 是利用 ., 4() 聚合酶的启动子来启动外源基因的表达，它的起始

密码子处为 !"#5 酶切位点（图 6）。在引物设计时，直接在目的基因前加上 !"#!酶切位

点，以便实现 ., 4() 聚合酶的启动子直接启动目的基因的表达。%1.0 序列分析结果如

下所示：.).) 0).). 77.0)70).0（方框处为 !"#5 酶切位点，下划线为目的基因序

列），目标基因处于 %1.23& 的起始密码子 ).7 下，且阅读编码正确。

!"( 血管能抑素基因在大肠杆菌中的表达

*’*2+)71 分析结果显示（图 3），经 5+.7 诱导的 89-6（’13，%1.0）在 -: ;’ 的位置上

图 # 表达产物的 )*)+,-.% 分析

<=>? 3 *’*2+)71 @A@BCD=D EF GH%IGDDGJ %IEJK&L

M? +IELG=A N@I;GI；6O 89-6（’13，%1.23&）=AJK&GJ；

-O89-6（’13，%1.0）KA=AJK&GJ；3O*K%GIA@L@AL EF

89-6（’13，%1.0）=AJK&GJ；#O *EA=&@LGJ %GBBGL EF

89-6（’13，%1.0）=AJK&GJ；:O +KI=F=GJ =A&BKD=EA $EJC；

!O +KI=F=GJ %IELG=A @FLGI *G%P@JGH 72,: >GB F=BLI@L=EA?

出现一条新的蛋白带，而未诱导的 89-6
（’13，%1.0）以及诱导的 89-6（’13，%1.2
3&）在相应的位置不出现这一条带。用蛋

白分析软件对血管能抑素基因的氨基酸序

列进行分 析 可 知，血 管 能 抑 素 基 因 共 有

--, 个氨基酸，分子量为 -#Q",O!- ’@，说明

新的蛋白带可能是表达的血管能抑素蛋

白。凝胶图片经凝胶分析软件分析可知，

所表 达 的 目 标 蛋 白 约 占 菌 体 总 蛋 白 的

-,OQ R。超声破碎菌体并离心后，分别取

裂解液上清和沉淀进行 *’*2+)71，显示目

标蛋白主要留在沉淀中，表明该蛋白在菌

体内主要以不溶性的包涵体形式存在。

图 ( 人血管能抑素对 ’-/
血管生成的抑制作用（( 0 ）

<=>?# 5AP=$=L=EA EF &@ADL@L=A

EA 0)M @A>=E>GAGD=D（# S ）

)? .IG@LGJ T=LP &@ADL@L=A（6U">/GN$ICE）；

8? +8* &EALIEB ?

!"1 表达产物的纯化

血管能抑素的纯化结果显示（图 3），包涵体

经洗液!、洗液#和 6NEB/9 (@0B 溶液重复洗涤

3 次后，*’*2+)71 显示纯净包涵体中目标蛋白

纯度达到了 !QO" R，表明包涵体的洗涤可以去

除细胞碎片和一些杂蛋白，起到一定的蛋白纯

化作用。包涵体再经过裂解、蛋白复性、超滤以

及 *G%P@JGH 72,: 凝胶过滤层析等步骤后，目标

蛋白在 *’*2+)71 中显示一条带，凝胶分析软件

分析纯度达到了 Q6O# R。

!"2 人血管能抑素的生物活性测定

孵化第 ! 天的鸡胚开窗后，以定性滤纸为
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载体，加入体积为 !"!# 的 !"!$ 纯化后的血管能抑素，同时设置 !"!# 的 %&’ 阴性对照，

每组 ( 个鸡胚。继续孵育 )*+ 后开窗观察，结果表明（图 )），!"!$ 的人血管能抑素就能显

著地抑制鸡胚新生血管的形成，而 %&’ 阴性对照组鸡胚血管网茂盛，说明纯化的人血管

能抑素具有抑制新生血管生成的活性。

致谢 感谢中山大学第三附属医院妇产科主任李小毛教授给予的热忱帮助！
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!"#! $%!& ’()*+*,- .#/0!#!*/ *0 ,/1(&" !1 */"*2*! !", #/&*1&,/,0*0 1+ ."*.",/ ,32)41 3*.)1.#’*55#)4

6,00,5 7

!"# $%&’(：8#/0!#!*/，9,/, .51/*/& #/- ,:’),00*1/，;)1!,*/ ’()*+*.#!*1/，</!*=#/&*1&,/,0*0

>1(/-#!*1/ *!,3：?.*,/., #/- @,."/151&4 ;)1A,.! 1+ 9(#/&-1/& ;)16*/.,（BCD%BE%B9）

!81)),0’1/-*/& #(!"1) 7 @,5：FG=B%=FH$$BIJK；>#:：FG=B%=FH%IGEE$；L=3#*5：502).%BM N0(7 ,-(7 ./

O,.,*6,- -#!,：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

$B=$G=B%%B

)*" +,-*.* +’,.%&,/0 1%/&’ %2 34./ 5,4&%6,%0%-,4/ 7,8,4/

+9:);<=:==>?:+@
P* Q*5(/ <.#-,3*.*#/

（!"##$%$ "& ’("#"%)，!*(+$,$ -%.(/0#10.2# 3+(4$.,(1)，’$(5(+% $%%%JH，!*(+2）

A:>+=+9:);<=:==>?:+@
@#/ R(#)1/& ;)1+,001)

（ 6+,1(101$ "& 7(/."8("#"%)，!*(+$,$ -/29$:) "& ;/($+/$,，’$(5(+% $%%%F%，!*(+2）

P( S,)( ;)1+,001)
（ 6+,1(101$ "& <$+$1(/,，;$/"+9 7(#(12.) 7$9(/2# 3+(4$.,(1)，;*2(*2( B%%HII，!*(+2）

T#/& <1U(#/ ;)1+,001)
（ 6+,1(101$ "& 7(/."8("#"%)，!*(+$,$ -/29$:) "& ;/($+/$,，’$(5(+% $%%%F%，!*(+2）

V( W*/21 ;)1+,001)
（;/*""# "& =(&$ ;/($+/$，;*2+9"+% 3+(4$.,(1)，>(+2+ BE%$%%，!*(+2）

X( Q*#/&(1 ;)1+,001)
（?21("+2# 6+,1(101$ "& !"::0+(/28#$ @(,$2,$, A.$4$+1("+ 2+9 !"+1."#，!*(+$,$ !$+1$. &". @(,$2,$ !"+B
1."# 2+9 A.$4$+1("+ ，’$(5(+% $%BB%G，!*(+2）

5+51+<7 ;@ )?+ 1;3<9
8#* W1/&+,/& 8",/ W1/&U*/& 8",/& 8"* S1/& X*(N"( >#/ W(/5*(
9(1 Q(/ R( >(U(#/ R( W(#/4#/& R(#/& P* P( 8",/&’*/&
D*/ R#/& V*#/ ?"*A(/ ?"#1 W*3*/& ?",/& Q(/ @#/& R1/&
@*,/ ;1 T#/& ;*/& T#/& R(#3*/&（Y?<） X*, R1/& W#/& ?(0",/&
Z"#* Z"1/&", Z"#/& W#1’*/&（Y?<） Z",/& @*#/5*/& Z"( [#1U(#/ Z"(&, Q*#/

53=3B:=B +9:);<7
T#/& Q*/+#/& T#/& D*/
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