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三结构域重组!"多肽表达质粒的构建及其

表达产物性质的初步鉴定
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摘 要 为探讨三结构域重组纤连蛋白（4+）在肿瘤治疗中的作用，构建了两个三结构域重组4+表达质粒54/#0
"$和54/#02$，它们分别编码两个重组多肽：67"$（4+的89(!$3/0:;9!1!1经<;=和>)?!"/%0’?)$%#/相连）和

672$（从67"$中删除了7;5@@6端和6;))@@结构域+端的89(!/130A)-!/&2）。含表达质粒54/#02$的工程菌

经3&B培养，672$得到表达，表达产物主要以包涵体形式存在，经尿素变性与复性处理后，通过肝素0琼脂糖亲和

层析纯化，纯化产物进行细胞粘附试验。67"$在大肠杆菌中的表达效率很低（1C），而672$的表达效率很高

（$!C），提示4+分子中6;))@@结构域的+端顺序是影响三结构域重组多肽在大肠杆菌中表达的关键结构。纯化

的672$具有结合肝素和结合细胞的功能，且结合细胞的能力比双结构域4+更强。672$的制备为进一步研究具

有更强的抑制肿瘤转移作用及免疫调节作用的基因工程制品奠定了基础。
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纤连蛋白（4EF9(G;H=EG，4+）含有$个能与细胞

结合的结构域（6;))@，6;))@@）和3个能与肝素结合

的结构域（7;5@，7;5@@，7;5@@@）。4+的双功能结

构域（6;))@07;5@@）重组多肽具有抑制肿瘤转移的

功能［!］，能在肿瘤细胞侵入其它组织的几个关键步

骤中起抑制作用［$，3］，有效地阻止肿瘤细胞转移到

肺和肝脏［3］。如果在6;))@I7;5@@双功能结构域

重组多肽的6端再加上4+的6;))@@结构域中的

6:!片段，则重组多肽的功能更强［$］，但该多肽在大

肠杆菌中的表达效率却很低［!］。本文通过删除6:!
序列+端$"个氨基酸（89(!/130A)-!/&2），构建的

6;))@07;5@@06:!三结构域重组多肽在大肠杆菌中

具有较高的表达效率，并对其表达产物作了功能鉴

定。

# 材料与方法

#$# 菌种、质粒与重组多肽

大肠 杆 菌J71!，KL$!（JM3）和 质 粒54$%&，

54/#01%均为本室保存，重组多肽671%为本室表

达纯化。其中54$%&含有4+HJ+>的3+0@040(N
@片段（3%&2F5），编码人纤连蛋白的:;9!!//08O;

$$$#；54/#01%是6;))@07;5@@重组多肽的表达质

粒［#］，在大肠杆菌中表达4+的6;))@07;5@@双结

构域多肽（671%）。

#$% 细胞

黑色素瘤细胞K!"／4!，购自美国>P66公司。

#$& 工具酶，’"(与蛋白质分子量标准

P#J+>连接酶、限制酶、J+>与蛋白质分子量

标准均购自华美生物工程公司。

#$) *+,引物

根据 人 纤 连 蛋 白 7;5@@06;))@@结 构 域 两 端

J+>序列设计了两对引物（复旦大学遗传所合成）：

43：1Q0666>AP66>PAA6P>PP66PA6>603Q；

41：1Q0A>A>A>A>A>>A6PPAP6>PP6AA6AAAP03Q；

4&：1Q066PP66>>P6>>A>P6P6A6P6PP603Q。

#$- ’"(片段的扩增与重组

按文献［1］进行。86N扩增7;5@@06;))@@结构

域的HJ+>片段经3+0@和5#$R@@@酶切后与相同

酶切的54/#01%质粒重组构建成质粒54/#0"$（表

达的多肽为67"$）；将86N扩增7;5@@结构域的

HJ+>酶切分离得到的3+0@0.1,@@片段，54/#0"$
的.1,@@05#$R@@@片段，与3+0@和5#$R@@@酶切的



!"#$%&’质粒的大片段进行三片段连接构建成质粒

!"#$%()（表达的多肽为*+()）。

!"# 工程菌的制备和诱导表达

按文献［,］的方法进行诱导表达。

!"$ 重组多肽的纯化和细胞粘附试验

工程菌诱导表达后采用超声波破菌，按文献［$］

进行纯化。细胞粘附试验也按文献［$］方法进行。

% 结果

%"! 重组表达质粒的构建

"-是扩增+.!//结构域时所用的&0引物；"&
为-0引物，其中将"1的234)’$#的密码子225改

成625，使肽链合成终止在783)’$#，在625之后

加入了!"#9///位点，便于重组构建。表达质粒

!"#$%:)的构建过程如图,所示。将;*<产物的

$%&/和!"#9///酶切片段（编码+.!//结构域的

后半部分和*.33//结构域），插入表达质粒!"#$%&’
的$%&/和!"#9///位点，即在"1的*.33/和+.!
//结构域之后增加了*.33//结构域。

图, 重组质粒!"#$%:)的构建示意图

"=>?, @AB.C.DEFGB.AEHIGFJAG=EHED
F.AECK=H8HG!38IC=9!"#$%:)

@：$%&/；L8：’%(+/；M：)&*</；;I：+,-/；L>：’.///；

+：!"#9///；19：012/；1A：0&*/；;N：+34//；

;6O：6O!FECEG.F；6.FC：GF8HIAF=!G=EHG.FC=H8GEF

引物"O是扩增+.!//结构域的-0引物，通过

在引 物 中 将 23J,#&)的 密 码 子 之 后 ****改 成

56*6而引入’.///位点，以引物"-和"O扩增出

+.!//结构域的AP15，其)O$K!的$%&/%’.///小

片段与!"#$%:)中分离的),)K!’.///%!"#9///
片段 通 过 ’.///位 点 连 接，即 可 将 23J,#&)和

/3.,#O#直 接 连 接 在 一 起，从 而 删 除 了;FE,#&-%
23J,#O(这一序列，它包括+.!//结构域*端的(
个氨基酸和*.33//结构域1端的,(个氨基酸。表

达质粒!"#$%()的构建过程如图)所示。!"#$%:)
和!"#$%()质粒;*<产物的酶切鉴定结果如图-

图) 重组质粒!"#$%()的构建示意图

"=>?) @AB.C.DEFGB.AEHIGFJAG=EHED
F.AECK=H8HG!38IC=9!"#$%()

@：$%&/；L8：’%(+/；M：)&*</；;I：+,-/；L>：’.///；

+：!"#9///；19：012/；1A：0&*/；;N：+34//；

;6O：6O!FECEG.F；6.FC：GF8HIAF=!G=EHG.FC=H8GEF

图- 重组质粒;*<产物的’.///酶切图谱

"=>?- ;FED=3.EDF.IGF=AG=EH.HQ4C.’.///9=>.IG=EHED;*<
!FE9JAGIEDF.AECK=H8HG!38IC=9IK48>8FEI..3.AGFE!BEF.I=I

,：;*<!FE9JAGDFEC!")’OR=GB!F=C.FI"-8H9"&

)：;*<!FE9JAGDFEC!"#$%:)R=GB!F=C.FI"-8H9"&

-：;*<!FE9JAGDFEC!")’OR=GB!F=C.FI"-8H9"O

$：;*<!FE9JAGDFEC!"#$%()R=GB!F=C.FI"-8H9"O

&：!P15，!"#9///9=>.IG
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所示（!"#$%为对照质粒）。重组质粒&’(产物的

酶切片段与对照质粒的结果、理论值相符。

!"! 工程菌的诱导表达

含 质 粒 !")*+,#的 工 程 菌 经 诱 导 后，-.-+
&/01电泳结果表明有明显特异表达产物带（图

*），扫描分析表明占菌体总蛋白#23以上，而携带

!")*+4#质粒的工程菌的总蛋白中只有一条难以分

辨的微弱表达条带，表达效率为53。’6,#的分子

量理论值为4%728.，电泳结果与理论值相符。

图* !"#$%&中表达的重组"9多肽-.-+&/01分析

":;7* -.-+&/01<=<>?@:@ABCDEAFG:=<=HB:GCA=DEH:=
!A>?!D!H:ID@DJ!CD@@DI:=!"#$%&

2KLMDNMA>D+ED>>>?@<HDAB!"#$%&OP#2（.1Q）<@<EA=HCA>；

#KRA>DES><CND:;MHF<C8DC@；

QKLMDNMA>D+ED>>>?@<HDAB!"#$%&OP#2（.1Q）E<CC?:=;!")*+4#；

*，5，4，%KLMDNMA>D+ED>>>?@<HDAB!"#$%&OP#2（.1Q）E<CC?:=;

!")*+,#；:=ISEDIBAC2K5M，QM，4M，#$MCD@!DEH:TD>?；

,KLMDNMA>D+ED>>>?@<HDAB!"#$%&OP#2（.1Q）E<CC?:=;!")*U5$

!"# $%&!的纯化及其结合肝素的作用

从图5可见，含质粒!")*+,#的工程菌经Q%V
诱导表达后制成的包涵体，溶解复性后得到的半纯

品（’6,#）再 通 过 肝 素+琼 脂 糖 亲 和 层 析 柱，经

2$$FFA>／P9<’>／&O!6%K$充分洗柱后（可完全洗

去非特异性粘附蛋白［2］），再用Q$$FFA>／P9<’>／

&O!6%K$进行洗脱，可得到纯度较高的’6,#。亲

和层析的结果也证明’6,#具有结合肝素的能力。

!"’ $%&!结合细胞的作用

采用黑色素瘤细胞检测’6,#和’65$多肽结

合细胞的作用，结果如图4。两种多肽结合细胞的

能力均呈浓度依赖关系。以1.5$（当结构的细胞

达到最大结合量的一半时的"9多肽的浓度［2］）表

示多肽的结合能力，’6,#约为2=FA>／P，而’65$

图5 !"#$%&中表达的’6,#及其产物的-.-+&/01分析

":;75 -.-+&/01<=<>?@:@AB’6,#!A>?!D!H:ID
DJ!CD@@DI:=!"#$%&<=IHMD!SC:B:DI!CAISEH

2KRA>DES><CND:;MHF<C8DC@

#KO<EHDC:<>?@<HDGDBACD:=ISEH:A=

QKO<EHDC:<>?@<HD<BHDC:=ISEH:A=

*K&D>>DHABDJ!CD@@:A=G<EHDC:<>?@<HD

5K-S!DC=<H<=HABDJ!CD@@:A=G<EHDC:<>?@<HD

4KLMD!SC:B:DI’6,#G?6D!<C:=+<;<CA@DEMCAF<HA;C<!M?
%KW=E>S@:A=GAI:D@<BHDCID=<HSC<H:A=<=ICD=<HSC<H:A=

为,=FA>／P，’6,#结 合 黑 色 素 瘤 细 胞 的 能 力 比

’65$约高,倍左右。这些结果从功能上进一步证

明，由上述途径得到的产物确为’6,#。

图4 ’6,#和’65$多肽粘附黑色素瘤O24细胞的比较

":;74 /HH<EMFD=HABO24FD><=AF<ED>>@A=
HMD@SG@HC<HDEA<HDIN:HMCDEAFG:=<=H
"9BC<;FD=H@’6,#<=I’65$

# 讨 论

恶性肿瘤在体内的转移是目前肿瘤治疗中面临

的最大难点之一。至今仍缺乏有效的防治手段。双
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功能结构域（!"##$%&"’$$）重组()多肽在肿瘤治

疗中具有很大的应用潜力，因为它能够抑制肿瘤转

移过程中的多个环节：抑制瘤细胞与血管内皮结

合［*］，抑制瘤细胞穿过基质［*］，抑制瘤细胞与基底

膜上的层粘素（+,-././）结合［0］，而这正是肿瘤细胞

侵入其它组织的最重要的三个步骤。将!"##$%&"’
$$双结构域重组()多肽的!端连接上!12片段

所形成的三结构域重组多肽，结合肿瘤细胞的能力

比双结构域多肽强，但其在大肠杆菌中的表达效率

（34!54）远远低于双结构域重组()多肽（264
!074）［2］，不能大量制备。表达效率降低的原因

显然是因为增加了!12片段。当!12片段直接重

组于!"##$的!端而制备的!"##$%!12重组体，在大

肠杆菌中的表达效率也非常低（24!04）［2］。其

原因是!12片段导致重组多肽的稳定性降低［2］。

本文最初构建的三结构域重组多肽（!&50），表

达效率很低。而在保留!12片段中细胞结合位点

+89的前提下，通过8):重组删除!12的)端序

列，构建的重组多肽（!&;0）在大肠杆菌中的表达效

率大大提高，达到了双结构域重组多肽的表达水平

（024）。证明!12片段)端的<=>2?6*@A#B2?C;
是影响表达效率的关键结构。删除!12片段中)
端序列可导致!12片段的构象改变使得它与!"##$%
&"’$$重组成的三结构域多肽稳定性增强，从而提

高了表达效率。

!&;0没有删除&"’$$结构域的任何活性位

点，并保留了!12片段的+89三肽结构，因而有两

个结合细胞的结构域（!"##$，!"##$$），因此不降低结

合肝素的能力，可通过肝素%琼脂糖亲和层析得到纯

品；而结合黑色素瘤细胞的能力大大高于!"##$%&"’
$$双结构域重组多肽。这与D.-.EBF,等人在!"##
$%&"’$$的!端增加!12片段的效果一样［2］，但

!&;0的表达效率（024）提高了。!&;0多肽含有

两个结合细胞的功能结构域，深入研究比较其在肿

瘤治疗中与双结构域重组多肽的差别，将会进一步

揭示重组()的结构与功能。
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