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官孝群! 王跃祥! 吴良成# 宋后燕!"
!（复旦大学医学院基础医学院分子遗传学研究室，上海#$$$%#）
#（复旦大学医学院附属眼耳鼻喉科医院眼科，上海#$$$%!）

摘 要 应用CDE方法，扩增人纤溶酶原.F*G基因中H6HB.F*G片段，与酵母表达载体ICJD1H重组，获得表
达质粒I1KKK0!4。该质粒转化毕赤酵母菌LM!!B，用L6!40NCF筛选高拷贝表型，CDE筛选H6HB.F*G与酵母染
色体整合形成的阳性克隆，阳性克隆用甲醇诱导表达。表达产物-0H6HB分子量约#!OBKF，占分泌总蛋白4$P以
上，产物浓度为!B$"#B$:?／Q。初步纯化产物抑制牛毛细血管内皮（RD9）细胞增殖与鸡胚绒毛尿囊膜（DG+）新
生血管生成。

关键词 H6HB.F*G，克隆表达，毕赤酵母，新生血管生成
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新生血管生成（G>?;’?3>3=;=）在胚胎发育、创伤
愈合、侧支循环建立、炎症过程、糖尿病视网膜病变、

银屑病及肿瘤组织等生理和病理过程中起重要作

用。若抑制或破坏新生血管生成，则能阻止依赖新

生血管生成的病变如肿瘤的发生与发展［!］。新生

血管生成抑制因子G>?;’=T,T;>是UVE3;((<+M等
在!116年发现的内源性血管生成抑制因子，在体外
能特异抑制血管内皮细胞的增生和迁移［!，#］，动物

实验表明，G>?;’=T,T;>能抑制多种肿瘤的生长与转
移［#，%］。

G>?;’=T,T;>是纤溶酶原（I(?）的降解片段，相当
于I(?*端%"6个三角区H!0H%或H!0H6［!，#，6］，
天然纤溶酶原（L(@0I(?）具有B个结构相似而功能
相对独立三角区（H区，H!，H#，H%，H6，HB），每个

H区大约由4$个氨基酸组成，其中5个半胱氨酸残
基相当保守，形成三对二硫键维持H区空间构象。

HB与H!一级结构高度同源，能有效、特异地抑制
牛毛细血管内皮（R’W;>3.,I;((,-<3>A’T/3(;,(，RD9）
细胞增殖［6，B］。X;YE等报道，HB能有效抑制RD9
细胞和人脐静脉内皮细胞迁移，而赖氨酸结合位点

（(<=;>30Z;>A;>?=;T3=，QRM）与迁移抑制活性无关，作
用方式类似G>?;’=T,T;>；HB被还原或烷基化后，迁
移抑制作用增强，提示还原剂或烷化剂破坏HB内
二硫键，原来隐藏的活性部分暴露，消除了天然HB

对内皮细胞的屏蔽作用，有利于HB与内皮细胞间
相互作用。尽管作用机制不明确，HB仍可能是有效
的内源性血管生成抑制因子之一［5］。重组H6HB
.F*G克隆在毕赤酵母LM!!B中的表达未见报道。
本文报道应用 CDE 方法扩增人纤溶酶原

H6HB.F*G，与分泌型酵母表达质粒重组，转化甲
醇营养型酵母，获得高效表达H6HB.F*G的克隆，
表达产物-0H6HB能显著抑制RD9细胞增殖与鸡胚
绒毛尿囊膜（DG+）新生血管的生成。这对深入研
究HB构效关系有重要意义。

& 材料与方法

&)& 材料

&’&’& 菌种和质粒：大肠杆菌X+!$1、质粒IRM0M!
和I[D!4为本实验室冻存；ICJD1H质粒和LM!!B
酵母菌购自美国J>W;T-’?3>公司。

&’&’( 试剂和仪器：限制酶、26F*G连接酶购自

*9R公司、REQ公司，A*2C=、L6!4购自C-’:3?,
公司，耐热F*G聚合酶试剂盒（98I,>A2+\;?/7;0
A3(;T<M<=T3:）购自 E’./3（R+）公司，SJGL9*
C(,=:;A+;>;／+;A;H;T购自SJGL9*J>.)（德国）。
酵母表达试剂盒（+@(T;0.’I<I;./;,38I-3==;’>K;T）购
自J>W;T-’?3>公司；丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺及培养
基N*R（N3,=T>;T-’?3>Z,=3）、蛋白胨（C3IT’>3）购自



!"#$%公司，酵母提取物购自&"’()公司，*+,-.-为
暨南大学生物工程研究所研制，!/01%2/3.45为

6$/*71%$81%*("%公司产品，图像分析系统9$%#/+
:%7;/*<=&!购自81%*$%("%>");/(1公司，8?<扩
增仪（./@/?A(B/*C:）、可见紫外分光光度计、蛋白质
检测试剂盒（8*);/"@677%A）为>")+<%2公司产品。

!"# 方法

!"#"! DED4(&F6片段的扩增、克隆与鉴定：根
据酵母表达载体多克隆位点区特点和DED4(&F6
区F、?端氨基酸顺序设计引物，上游、下游引物分
别引进!"#<9位点，终止密码（C66）和$%&G9位
点，以含人纤溶酶原全长(&F6的质粒0>!+!H为模
板，8?<扩增DED4(&F6，琼脂糖凝胶电泳分析产
物。产物经DB/@)I补平、$%&G9和!"#<9双酶消
化后，与0J?HK重组。重组质粒经限制酶鉴定、

&F6序列分析［L］筛选阳性克隆，阳性克隆命名0E+
4+%（图H）。

图H 质粒0MNNN+HK的构建

-"#OH ?)@7;*P(;")@)’0B%7$"20MNNN+HK

!"#"# 酵母表达质粒（0MNNN+HK）的构建：0E+4+%经

’()2999酶解、DB/@)I补平、!"#<9酶解，回收目的
片段（QHK,0）；089?MD经*#+9酶解、DB/@)I补平、
!"#<9酶解，回收载体片段（MRSN,）；两片段连接并

转化大肠杆菌T:H5M，扩增，重组质粒经限制酶鉴
定、&F6序列分析［L］筛选阳性克隆，阳性克隆命名

0MNNN+HK（图H）。

!"#"$ 0MNNN+HK的转化与阳性克隆的筛选：$,-99
将0MNNN+HK线性化，用电穿孔法转化.!HH4，DED4
(&F6通过同源重组与酵母染色体整合，所有转化
子在:&（葡萄糖最低限培养基）平板培养EK1后，
再先后转至MQ孔板、U8&+.EHK平板（.EHK终浓度
为5，5RV4，5R45，HR5$#／$W）生长筛选生长表型，仅
能在.EHK终浓度为5，5RV4$#／$W的U8&+.EHK
平板生长的克隆定义为低拷贝转化子，能在.EHK
终浓度不小于5R45$#／$W的U8&+.EHK平板生长
的克隆定义为多拷贝转化子。选择抗.EHK的克隆
用U8&培液培养过夜后，抽取酵母染色体作为模
板，以酵母醇氧化酶H（6B()1)B)3"2%7/H，6XYH）4Z+
端和SZ+端的测序引物为8?<正向、逆向引物扩增

&F6片段，验证目的(&F6与酵母染色体整合的状
态。

!"#"% 0MNNN+HK在酵母菌.!HH4中的诱导表达：
挑取数个阳性克隆，并以转入空载体的.!HH4克隆
作对照，接种于甘油复合培养基（>:.U）培液中，

S5[培养至菌体./Q55@$达到V!Q时，离心去除培
液，无菌水洗涤H次，沉淀以H／H5体积甲醇复合培
养基（>::U）、甲醇最低限度缓冲培养基加H\酪
蛋白水解物（>::+?6）、甲醇最低限度缓冲培养基
（>::）、甲醇最低限度培养基（::）继续培养，

5R4\甲醇诱导培养L2，每VE1取样并补加甲醇维
持甲醇浓度5R4\于S5[诱导表达。每次取样保留
培液上清。H4\!&!+86.]鉴定培液上清中表达产
物；用图像分析系统计算目的产物百分比，依据

>*%2’)*2方法参照试剂盒说明书操作测定培液上清
中总蛋白质浓度，由此推算目的产物在培液上清的

浓度。

诱导培液上清于E[搅拌加入硫酸铵分级沉
淀，磷酸缓冲液（5R5V$)B／W，0GLRE）溶解，上

!/01%*2/345分子筛层析，收集、合并 ./VK5@$／

./VQ5@$!HRL的样品，冷冻抽干。

!"#"& 生物活性测定：*+DED4对>?]增殖的影
响［H］：对照组为!8?+6H肺腺癌细胞。用含S@#／$W
重组碱性成纤维细胞生长因子［*+,-.-］的培液 :
（含H5\灭活的胎牛血清［->!］、H\抗生素［%@;","+
);"(7］的&:]:培养基），在SL[、4\?XV条件下
传代培养>?]，该细胞经8>!漂洗、胰酶消化，用培
液:制成细胞悬液（HR4̂ H54(/BB7／$W），接种到VE
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孔板继续培养（!"#／孔，即$%&’(细胞／孔）。!)*
后，吸弃培液，加入&"#培液+和!’,#-./)/(样
品，室温孵育!’"01，加入-.2343和培液+使每孔
培液体积为!"#，-.2343终浓度&5(16／"#，!)、

)7、8!*后计数细胞，分析各剂量组差异；-./)/(对
鸡胚9:+血管生成的影响［&，7］：受精卵孵化第8天
加样，;<=为试剂对照。处理浓度为’5)，’57，&5>

!6／"#，加样(’!#，继续孵育8!*，制备标本，观察
新生血管生成。

! 结果

!"# $%$&’()*片段的扩增、克隆与鉴定

!+#+# 琼脂糖凝胶电泳显示;9?产物约>’’2@

（图!）。限制酶鉴定、AB:序列分析证实扩增片段
与预计长度（(772@）相符（图$），且阅读框架（C?3）
正确，该质粒命名为@).(.D。

!+! 酵母表达质粒（,-.../#0）的鉴定
重组质粒@EFFF.&7经!"#GH、$%"H酶切后，

分别释放特异小片段’5EF2、’58F2，表明插入片段
的长度与方向正确（图)），序列分析显示@;H9E/
的特征位点!"#GH、连接位点&’(?H，阅读框架
（C?3）正确，该质粒命名为@EFFF.&7。

!+1 234鉴定高拷贝转化子
图(所示，以:CI&基因(J.端和$J.端的测序

引物为;9?正向、逆向引物，以空载体@;H9E/为
模板和以空载体@;H9E/转化子的染色体为模板，

图! ;9?扩增产物的鉴定

306K! :1DLMN0NOP;9?@-OQ,RS

图$ 质粒@).(.D酶切图谱

306K$ ?TNS-0RS0O1:1DLMN0NOP@).(.D
图) 质粒@EFFF.&7酶切图谱

306K) ?TNS-0RS0O1:1DLMN0NOP@EFFF.&7

图( ;9?鉴定/)/(RAB:与酵母染色体整合

306K( :1DLMN0NOPS-D1PO-"D1SN2M;9?

其扩增产物均为’5(F2（图中&，!），以空白酵母菌

4=&&(的染色体为模板扩增出!5!F2的片段（图中

$），以重组质粒@EFFF.&7转化子的染色体为模板，
其扩增产物均为&5&F2（图中)，(），上述结果表明：
空载体@;H9E/AB:片段、/)/(RAB:基因取代酵
母醇氧化酶&（:CI&）基因而整合于酵母染色体中。

!+% 表达产物的含量、浓度

=A=.;:4U电泳显示，表达菌在!&5(FA处有
一浓集条带，而仅转入空载体的对照菌未见该条带。

同为高拷贝转化子但表达水平差别明显不同，其中

最高表达者呈明显时相分布，第$、)天表达水平较
高，而且产物在培液中无明显降解，产物约占分泌总

蛋白7’V（图>），培液上清浓度为&(’"!(’"6／#。
多次传代后表达产物无明显改变，表明该酵母表达

系统能高效稳定表达外源基因。

7!& 生 物 工 程 学 报 &8卷



图! "#"$%&’(分析表达产物

)*+,! &-./01*1234566789611*2-892:;<4=0"#"$%&’(

!"# 表达产物的活性分析

9$>?>@通过拮抗9$=)’)抑制AB(增殖，C?5
内作用不明显，?D5后作用明显，?D!EC5抑制作用
无显著差别（表F），而对"%B$&F肺腺癌细胞无明显
影响。光学显微镜下可观察到%A"组鸡胚B&G1
血管生长良好，血管分支适中，9$>?>@处理组直径
小于@H"I小血管明显减少，表明9$>?>@抑制鸡胚

B&G新生血管生成（图E）。

$ 讨 论
天然纤溶酶原>区间氨基酸残基同源与空间

构象相似使得它们能不同程度地抑制血管内皮细胞

增殖与迁移［?，@，!］。B.2J等［@］曾在大肠杆菌中表
达小鼠>@<#K&基因，>@区是含有二硫键的真核

表% &’()(#对血管内皮（*+,）细胞增殖的抑制作用

-./01% 2345/5657378*+,9100:&70581&.6573/;&’()(#

9$>?>@
（"+／IL）

C?5
（MFH@<6//1／N6//）

?D5
（MFH@<6//1／N6//）

EC5
（MFH@<6//1／N6//）

H !OEEPHOH!! CCO!EPHO@D! CCO!EPHO@D!

FH !O@EPHOH! FCO!EPHO@D FCOHHPFOHH

F@ !OQEPHOH! @ODQPHOF@ @ODHPHOCH

CH !OCQPHOH! QORCPHOFQ QODHPHOCH

C@ @ORQPHOFC QOQCPHOFQ CORQPHOCF

QH @OREPHOH! COEQPHOH! COQEPHOF@

?H @O!HPHOFH FORQPHOH! FODHPHOFH

!H @O@HPHOFH FO?QPHOH! FOQHPHOFH

!I6.-P"(G

蛋白质，但大肠杆菌是原核生物，除其周边膜腔隙可

以形成二硫键外，蛋白质分子不能形成含有二硫键

的、有活性的表达产物；近年来发展起来的酵母表达

系统，具有高等真核表达系统的许多优势如组装二

硫键和糖基化等蛋白质翻译后加工和修饰、蛋白质

折叠等，其操作同大肠杆菌一样简便［R，FH］。因此，

我们采用该系统表达>?>@<#K&基因，并获得了
有活性的表达产物9$>?>@。
毕赤酵母（!"#$"%&%’()*"’）是甲醇营养型酵母，

有C个醇氧化酶基因———&STF和&STC，分别编
码醇氧化酶F和C，&STF基因负责细胞内大部分醇
氧化酶活性，该基因表达受甲醇严格调节和诱导；

&STC基因序列与&STF基因REU同源，利用甲醇
的效率比&STF低得多。我们所用的8%VBR>，是

图E 9$>?>@对鸡胚B&G新生血管生成的抑制作用（光镜?HM）

)*+,E &-4*.-+*2+6-61*16336<4239$>?>@2-456<5*<W6I=902B&G1
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分泌型表达载体，具有!"#$基因的调控元件，如
启动子、转录终止和!%肽的编码序列，&’&()*+!
与,-./0& 重组获得表达质粒 ,0111%$2，转化

34$$(后，&’&()*+!基因取代34$$(的!"#$
基因整合于染色体中，表现为甲醇利用缓慢

（56789:;<=7><>?97>;:@<;A，5=74）；通过!%因子进行
分泌表达，使产物B%&’&(进入培液中。分别利用

C55D、C55%/!、C55、55培养基诱导表达，结
果显示，B%&’&(在C55训的表达水平明显高于

C55%/!、C55、55，提示C55D促进了酵母菌
中&’&()*+!基因的表达。
我们成功地克隆与高效表达了&’&()*+!基

因，初步实验表明，B%&’&(能够抑制C/E细胞增
殖，抑制鸡胚/!5新生血管生成。B%&’&(的活性
鉴定为血管生成抑制因子B%&’&(的研制和开发及
其作用机制的研究奠定了基础。
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