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摘 要 &9D7（血管内皮细胞生长因子，&,E.A(,-9=F’C/5(;,(D-’GC/7,.C’-）是刺激内皮细胞增殖和新生血管形成

的最重要因子，与多种实体瘤的生长和转移密切相关。应用其可溶性受体阻断它的病理作用是一个非常有前景的

课题。将&9D7受体HIJ胞外区前三个K’’@131碱基对的.I*L片段克隆到杆状病毒表达载体@7,ECM,.N，与杆

状病毒表达载体M,.:;F同源重组后，转染昆虫细胞O701，获得重组杆状病毒并证明了目的基因的高效表达。经

P5EC5-=B(’C证实表达产物的特异性。经9KNOL和体外生物学活性检测表明表达产物可阻断&9D7的生物学活

性，抑制鸡胚QL+血管的生长。
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&9D7（血管内皮细胞生长因子，&,E.A(,-9=0
F’C/5(;,(D-’GC/7,.C’-）是特异性刺激内皮细胞增

殖的一种细胞因子［!，#］，在胚胎期血管发生和血管

生成过程中发挥重要作用。&9D7在成人正常组织

中含量极低，但在病理状态下大量分泌，如伤口愈

合、糖尿病视网膜病变、肿瘤等［%，S，6］。&9D7受体

分布于内皮细胞表面，共有%种，7(C0!、HIJ和7(C0
S。它们具有酪氨酸激酶活性的共同特征，其中胞外

区负责与其配体&9D7结合。研究表明HIJ在肿

瘤组织中分泌增高，推测其在促进肿瘤生长中起着

更重要的作用。

HIJ由!%63个氨基酸组成，分为胞外区、跨膜

区和胞内段三个部分。其*端"6%个氨基酸为胞

外区［3］。HIJ受体胞外区具有与免疫球蛋白类似

的结构，分为"个环状结构（K’’@），研究结果表明配

体结合域位于其*端%个环内［"］。

近年来，对&9D7及其受体的结构与功能作了

大量的研究，&9D7及其受体的抗体治疗肿瘤取得

了一定进展［2"!$］，但用可溶性受体阻断&9D7的

病理作用的实验尚未见报道［!!］。我们在昆虫细胞

中表达了HIJ胞外区前%个K’’@，对表达产物的

免疫学和生物学活性作了鉴定。本文对进一步探讨

用&9D7可溶性受体治疗血管生成相关疾病具有

重要的理论和实际意义，为新的肿瘤生物治疗产品

提供了实验基础。

( 材料与方法

()( 细菌和质粒

大肠杆菌IT6#由本室保存。@D9+04载体购

于U-’:5>,公司。OV1细胞、人静脉内皮细胞（9Q）

由本室保存。含有HIJ全长胞外区基因的质粒

@D9+04／HIJ由本实验室克隆构建，其中HIJ全

长基因是通过J40UQJ在人胎盘静脉血管内皮细

胞中获得的。抗HIJ胞外区抗体由北京医科大学

肿瘤研究所提供。感受态细胞IT!$MLQ、昆虫细

胞O701、D-,.5培养液、Q5((75.C;=购自D;B.’MJK
公司。

()* 酶及试剂

各种限制性酶及修饰酶购于M;’(,B和U-’:5>,
公司。重组人&9D7由本室制备。鼠抗人HIJ（!
"SK’’@）单克隆抗体由北京医科大学肿瘤研究所

分子肿瘤室惠赠。

()+ 重组杆状病毒表达质粒,$-./0-123%&’4+的

构建

以含HIJ全长胞外区基因的质粒@D9+04／

HIJ为模板，用以下引物UQJ扩增HIJ前%个



!""#的基因：

$%端引物：$%&’((’&))’&(’()’’((
&()&()&(*%
*%端 引 物：*%&’((’&))&’&&’(’)’

’’&(&()&(*%
将+),产物克隆到#(-./&载体中，构建成

重组质粒#(-./&／01,2*。用!"#3!从#(-./
&／01,2*上切下目的基因片段，回收纯化后，克隆于

杆状病毒表达质粒#4’5&6’)7的!"#3!位点，挑

取正向插入的克隆，得到重组杆状病毒表达质粒

#4’5&6’)7／01,2*。

!"# 重组表达质粒的构建及转化

01,2*片段与供体质粒#4’5&6’)7连接。挑取

正确插入质粒，转化含有杆状病毒表达载体689:;<
的感受态细胞13=>6’)，涂’(&!6平皿（氨苄青

霉素$>"?／:!庆 大 霉 素$>"?／:!四 环 素@>"?／

:!，7+&(，A/(8B）。挑白斑，温和提取同源重组质

粒，立即进行细胞转染。

!"$ 细胞转染、病毒培养及表达产物分析

取同源重组质粒$"!，用)CBB4-)&7D将质粒

转染生长状态良好的54/E细胞。FG#@HI后离心

收获细胞。515/+’(-电泳分析蛋白表达产物。

!"% &’()’*+,-./)
表达产物按常规方法进行515/+’(-电泳、转

膜、封闭，依次加入抗01,抗体和酶标二抗，最后

用底物液显色。

!"0 间接12345检测表达产物与配体的结合活性

用间接-!75’方法检测表达产物与配体的结

合活性。按常规方法做-!75’反应：表达产物以包

被液 做 倍 比 稀 释。=J65’ 封 闭 后，依 次 加 入

K-(4，鼠抗K-(4单抗，羊抗鼠7?(/3,+二抗，及

L+1底物显色液，FE>2:波长下测定每孔的$%
值。

!"6 细胞水平检测表达产物的生物学活性

采用*3掺入法。在EM孔细胞培养板上每孔加

入-)细胞$>>个，*@N培养HFI，吸去细胞上清，将

样品用含=J血清的=MF>培养液在EM孔细胞培养

板上做倍比稀释（每孔$>"!），每个稀释度平行做*
孔，加入=>"!*3/&<,（="9;／孔）。*@N培养*I后，

用液 闪 及 化 学 发 光 计 数 仪（+89O8P<公 司，型 号：

&"#)"Q2RDA&）测定放射性。

!"!7 *8.),3+9对鸡胚尿囊膜血管生成的抑制作用

取$日龄鸡胚，将待测样品滴到玻璃纤维素膜

上，待干燥后放在绒毛尿囊膜上，封口后继续孵化

@HI，观察绒毛尿囊膜血管生成情况［=H］。

: 结 果

:"! ;<=+9><?5杆状病毒表达质粒的构建

用!"#3!从#(-./&／01,2*切下目的基因

片段，回收纯化后，克隆于杆状病毒表达质粒#4’5&
6’)!的!"#37位点，挑取正向插入的克隆，得到

重组杆状病毒表达质粒#4’5&6’)!／01,2*（图=）。

图= 重组质粒#4’5&6’)!／O1,结构图

4;?S= .8#"TPC9":U;282R#B8V:;<#4’5&6’)!／O1,

:": ;<=+9在昆虫细胞中的表达

从13=>6’)中 提 取 含 有 目 的 基 因 的 重 组

689:;<质粒，转染昆虫细胞后获得含有01,2*<基

因的重组杆状病毒。重组病毒感染昆虫细胞，培养

@HI后 收 集 细 胞 上 清，加&)’沉 淀 后 进 行515/
+’(-分析。与阴性对照相比，在预计大小（*@O1）

有一与受体分子量极为接近的条带（图H）。

图H 01,2*在昆虫细胞中表达的515/+’(-分析

4;?SH 515/+’(-828BWV;V"T01,2*CX#PCVVC<

;2;2VC9R9CBBV
=S5Q#CP28R82R"T54E9CBBV；

HS5Q#CP28R82R"T54E9CBBVCX#PCVV;2?01,2*

:"9 &’()’*+,-./)检测

按常规方法对表达产物进行 YCVRCP2/UB"R分

析。结果表明在对应于目的蛋白的位置有特异条带

产生（图*）。证实了表达产物的抗原特异性。
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图! 昆虫细胞表达的"#$%!的&’()’*%+,-)分析

./01! &’()’*%23,-)4%4,5(/(-6"#$%!’78*’((’9

/%/%(’:):’,,(
;1<=8’*%4)4%)-6<.>:’,,(；?1<=8’*%4)4%)-6<.>:’,,(/%6’:)’9

@/)A@/,9+4:=,4*B/*=(；!1<=8’*%4)4%)-6<.>:’,,(/%6’:)’9

@/)A*’:-C+/%4%)+4:=,4*B/*=(’78*’((/%0"#$%!

!"# 表达产物与$%&’的结合活性

用间接DEF<G方法检测表达产物与HDI.的

结合 活 性。结 果 如 图J所 示，昆 虫 细 胞 表 达 的

"#$%!具有与HDI.;KL特异结合的活性。

图J 昆虫细胞表达的"#$%!与HDI.的结合活性

./01J HDI.+/%9/%04:)/B/)5-6"#$%!
’78*’((’9/%/%(’:):’,,(

!"( 表达产物对)*$%+增殖的抑制作用

采用!M掺入测活方法观察了不同稀释度的表

达产物对*AHDI.;KL促MNHDO增殖作用的影响。

结果显示"#$及"#$2.:均能抑制血管内皮细胞

的增殖（图L）。

图L 昆虫细胞表达的"#$%!对DO细胞增殖的

影响（!M掺入法）

./01L D66’:)-%8*-,/6’*4)/-%-6DO:’,,(-6"#$%!

!", 表达产物对血管生成的抑制作用

将表达"#$%!的昆虫细胞上清和正常<6>细胞

上清分别加在玻璃纤维素膜上，将膜放在鸡胚绒毛

尿囊膜上，孵育P?A后观察血管形成情况。结果如

图K所示。从实验结果可见，与阴性对照相比较，昆

虫细胞表达的可溶性受体可明显抑制鸡胚尿囊膜血

管形成，从而直接证明了表达的可溶性受体对鸡胚

尿囊膜血管形成的抑制作用。

图K 昆虫细胞表达的"#$%!对鸡胚绒毛囊膜血管

生成的抑制

./01K G%)/24%0/-0’%’(/(4:)/B/)5-6"#$%!-%OGQ-6’00
G1(6>(=8’*%4)4%)；31<=8’*%4)4%):-%)4/%/%0R#$%!

- 讨 论

许多生长因子包括酸性和碱性成纤维细胞生长

因子、HDI.、S#I.等都具有促进血管生成的作

用，但只有HDI.是DO的特异性丝裂原。最近有

实验报道，动脉内注入HDI.后，新生血管的生成

过程中同时伴有血管平滑肌细胞（H<QO）的增殖。

由于HDI.只对DO有分裂活性，因此H<QO的增

殖不可能是HDI.直接作用的结果。推测HDI.
可能介导某些生长因子如S#I.的表达和分泌，从

而刺激H<QO分裂增殖。因此，HDI.是一种强大

的血管生成刺激因子。血管生成在其它众多病理状

态下则起到加快组织破坏、促进疾病演进的作用。

近年来血管生成已成为心血管领域和肿瘤学领域的

一大研究热点，促进血管生成用于治疗组织缺血性

疾病以及抗血管生成治疗恶性肿瘤等血管生成相关
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疾病的治疗手段已步入临床，展现出良好的应用前

景。

最初的研究表明，抑制!"#$的信号传导途径

就能抑制许多肿瘤的生长［%&!%’］。后来发现，抑制

!"#$的功能还可抑制肿瘤的转移。在肿瘤组织

中，!"#$可能主要通过与()*（!"#$*"）结合

发挥作用。阻断这一过程就能阻断病理状况下的血

管生成，从而达到治疗目的。这些研究结果促进了

对以抗肿瘤生长为目的，抑制!"#$表达或抑制

!"#$信号传导途径的药物的研究。

阻断!"#$及其受体作用的途径有多种，包括

抗!"#$或受体的抗体、可溶性受体、反义*+,
等。目前尚不能确定哪些途径或方法最终能发展成

为有效抑制肿瘤血管生成的药物。但是，与其它方

法相比，可溶性受体具有无免疫原性、特异性强、活

性高、毒性低、适于长期治疗的特性。因而我们选择

了用基因工程的方法表达!"#$的高亲和力受体

()*，并对表达产物的生物学活性进行了研究。

昆虫杆状病毒表达系统可以进行较好的转录后

加工，具有糖基化、磷酸化、酰胺化、信号肽及蛋白切

割等特点［%-］。昆虫细胞表达的外源蛋白在理化性

质和生物学特性上与天然蛋白相似。另外还具有表

达水平高、可以规模化生产等优势。#./01公司的

/234564/23杆状病毒表达系统，通过在大肠杆菌内

的定向转座来将外源基因重组到杆状病毒基因组

中，并且利用成熟的蓝白斑筛选系统来挑选重组子，

从而不需要烦琐的噬斑纯化就可以得到单一的重组

病毒，大大节省了时间。本文用这个系统表达了

()*前三个7668的基因，昆虫细胞有效识别了外

源基因的信号肽，表达的可溶性受体蛋白分泌到细

胞上清。间接"7.9,实验结果表明表达的可溶性

受体能特异性地与!"#$结合，并证明杆状病毒表

达的可溶性()*能抑制鸡胚绒毛尿囊膜新生血管

的形成。为进一步研制新型抗血管生成药物和表达

产物的工业化生产奠定了基础。
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