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人内皮抑素在毕赤酵母中的表达、纯化与生物功能研究
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摘 要 内皮抑素（8@D(C=-=:@）是近年来新发现的一种内源性新生血管生成（K@H:(H2@2C:C）抑制因子，通过抑制新血

管生成而抑制肿瘤的形成和转移且不会引起耐药性，具有极高的临床应用前景。巴斯德毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）
具有表达率高、产物可分泌、可对高等真核生物蛋白正确进行翻译后加工、遗传稳定、发酵工艺成熟等优点被用来

进行重组人 8@D(C=-=:@ 的表达。本研究用 IGL 的方法从人胎肝 <M+K 文库中扩增出人 8@D(C=-=:@ 的 <M+K，测序正确

后转入毕赤巴斯德甲醇酵母，并获得了高效可溶型表达，用肝素亲和层析的方法进行纯化，纯化后产物经 NMN/
IKO8 薄层扫描分析纯度达 53P"Q以上，质谱测定分子量为 $%P0#JM 与理论值一致，蛋白质 + 端序列测定结果为

NIIKR1RLM6SI’TR 与天然序列一致。生物活性检测证明可抑制鸡胚尿囊绒毛膜（GK,）的新生血管生成（K@H:(/
H2@2C:C），并可抑制血管内皮细胞的增殖。因此用酵母表达系统可以得到具有生物活性的内皮抑素，经纯化后可用

于进一步的生物功能和作用机理试验。
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新生血管生成（K@H:(H2@2C:C）是指由已经形成的

血管产生新的毛细血管的过程，它可受刺激因子诱

导产生，又可受到自发产生的抑制因子阻断。新生

血管生成与一些正常生理过程相关并受到严格调

控［!］。而不正常的新生血管生成总是伴随着疾病状

态［$］。特别是在肿瘤的形成与转移过程中新生血管

生成起到了关键的作用［#］，因此可通过抑制新血管

的形成来阻断转化细胞的营养供应，使得肿瘤无法

形成，或饿死已形成的肿瘤、阻止肿瘤的转移［0 U 4］。

8@D(C=-=:@是 !55" 年由哈佛大学的 V’L2:)). 从

小鼠 血 管 内 皮 瘤 8V,K 细 胞 的 培 养 上 清 中 分 离

的［"］，特异抑制新生血管生成过程的天然分子。经

证实是胶原 W’XXX +G! 结构域 G 末端 !30 个氨基酸

的小片段，分子量 $$JM，具有肝素结合能力［"，3］，体

外实验中可引起受 Y6O6、’8O6 刺激的血管内皮细

胞的凋亡［5，!%］。抑制 GK, 实验中由 Y6O6、’8O6 诱

导的新生血管生成，抑制血管内皮细胞的移行。在

小鼠肿瘤模型中可抑制肿瘤的形成、转移，使已形成

的肿瘤缩小，并且反复施用无耐药性和毒性的产

生［!! U !#］。很快人的 8@D(C=-=:@ 也被克隆表达，并证

实具有同样的生物学活性［!& U !"］。迄今为止关于 8@/

D(C=-=:@ 的研究开展了很多，但其作用机理还远未揭

开，而且 $%9H Z JH Z D 的作用剂量［"］也限制了它的临

床应用，为了获得高活性的 8@D(C=-:@ 进一步研究其

生物功能、作用机理，我们克隆了人 8@D(C=-=:@ 基因。

巴斯德毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）是甲醇营养酵

母，启 动 醇 氧 化 酶（K)<([()(7:D-C KVW）表 达 的

KVW! 启动子具有强诱导性使其下游外源基因易于

调控，并可获得极高的表达［!0］。作为真核生物它还

可对外源基因进行正确的翻译和翻译后加工，且其

糖基化加工比酿酒酵母更接近高等真核生物。经人

工构建带有信号肽的外源基因产物还可被分泌到胞

外，使产物易于纯化。于是我们选择了巴斯德毕赤

酵母表达系统进行重组人 8@D(C=-=:@ 的表达。

! 材料与方法

!"! 质粒、菌株与细胞株

FO8,/1 载体购自 IB(92H- 公司，FIXG5 购自 X@/
A:=B(H2@ 公司，人胎肝 <M+K 文库购自 X@A:=B(H2@ 公

司，大肠杆菌 MR&!为本室保存，酵母宿主菌 ON!!&
为本室保存。R?’8G 由人脐静脉分离，人脐静脉内

皮细胞系 8G’#%0 培养于含 !%Q胎牛血清的 M,8,



培养基中，人结肠癌细胞系 !"#$ 培养于含 %&’胎

牛血清的 ()*) 培养基中。

! "# 工具酶与试剂

工具酶购自 +*, *-./0-1 234506 公司，各种试

剂盒购自 7849:.0 公司，;:<=084>:?5@2 A =0<:83- 酵母

培养用 7:<B4-: 为 C-D3B84.:- 公司产品，E:0>B :FB80GB、
E+2HI 4 为 JC2?K 公 司 产 品，细 胞 培 养 基 C)()、

()*)（高糖），胎牛血清，马血清均为 !LG/4-: 公司

产品，明胶、胶原酶、胰蛋白酶、肝素钠购自 JC2?K
公司，人 6MJM 购自北京白鹭园生物工程公司，其他

化学试剂均为国产或进口分析纯。

! "$ %&’ 引物

根据人胶原 NOCCC +?% 结构域 ? 末端序列设计

由上海生工生物工程公司合成。上游引物序列为

PQR?J?"?JSJSSSSJSSJ???S???J???S?SJ??SR
TQ。为保证在酵母中分泌表达时信号肽正确切割加

上了识别序列R
?"? JSJ SSS SJS
5 : U J / U 5 L > S 8 .

R并带有 !"#C 位点；

下游引物序列为 PQRJ"?SJJS"??""S?""JJSJJ?S
J"?S"JSRTQ。编码 *-14>B0B3- ? 末端序列带 $%&!C
酶切位点，SKN% 测序引物购自 C-D3B84.:- 公司。

! "( 目的基因的扩增

以人胎肝 G(+S 文库（C-D3B84.:-）为模板，加入上

下游引物各 P&<94/，甘油 %&’ "0V 酶 WU 含镁离子

2UXX:8 %&!5 1+"7 各 #YP994/ I 95 总体积 %&&!5 覆盖

石蜡油。首先 $WZ T93- 期间加入 "0V 酶，7?[ 循环

参数为 $WZP&>，PPZP&>，\#ZP&> 共 T& 个循环，然

后 \#Z延伸 \93- 取 @!5 7?[ 产物用 %’琼脂糖进

行电泳检查。

! ") 目的基因的克隆

纯化后的 7?[ 产物按说明书克隆于 <J*)R" 载

体上（7849:.0 公司），本室 7*T\TS 自动测序仪测序。

! "* 酵母转化质粒的构建

<J*)R:-14 质粒用 !"#C I ’#(C 双酶切，用 %’琼

脂糖凝胶电泳分离载体片段与目的基因，切下的目

的片 段 用 7?[ 回 收 试 剂 盒 回 收，酵 母 转 化 质 粒

<7C?$ 也用 !"#C I ’#(C 双酶切，& ] ^’琼脂糖电泳回

收载体片段，用 "W(+S 连接酶连接目的基因和载体

片段，连接产物转化大肠杆菌 (!P"菌株，培养过夜

挑取克隆，酶切鉴定后 7*T\TS 自动测序仪测序。

! "+ 酵母宿主菌的转化及重组子的筛选

%&!. <7C?$R:-14>B0B3- 质粒，用 $)* CC 酶切，酵母

菌J;%%P 按 C-D3B84.:- 公司说明书制成感受态菌。

按说明书方法用 234R[01 电转仪，在 %&!M W&&O 条件

下用酶切产物转化感受态的 J;%%P，转化产物涂布

)( 平板，T&Z温箱培养至长出菌落。用牙签挑取

菌体，用 *-14>B0B3- 扩增引物直接进行 7?[ 鉴定，筛

选出整合有 *-14>B0B3- 基因的重组子。

! ", 表达菌株的筛选

对 7?[ 鉴定整合有目的基因的 J;%%PR:-14>B0B3-
候选菌株进行表达筛选。按 C-D3B84.:- 公司说明书

先用 2)JE 培养基在 #W= 后换 2))E 培养基诱导表

达，继续培养的过程中保持良好的通气，每 #W= 取样

%&&!5，P&&&8 I 93- 离心 P93- 分别取上清和菌体，用

%#’;(;R7SJ* 电泳分析考马斯亮蓝 [#P& 染色检查。

! "- ./0123435/ 的诱导表达

取筛选出的 J;%%PR:-14>B0B3- 表达株接种于 2)R
JE 液体培养基 %&95 中 T&Z摇床 #P&8 I 93- 培养 T@=
至 K( _ @ 后按 %’接种于 T5 大瓶中的 P&&95 2)JE
液体培养基中 T&Z，#P&8 I 93- 培养 T@=，无菌条件下

%&&&. I 93- 离心去掉 2)JE 培养基，加入 T&&95 2)R
)E培养基继续培养每隔 #W= 加入甲醇至终浓度

%’并取样 %95，%#’ ;(;R7SJ* 电泳检验找出最佳

表达时间。

! "!6 蛋白质的纯化

表达上清过滤除去菌体残渣，用终浓度 \&’的

硫酸胺沉淀，%&&&&8 I 93- 离心 #&93- 收集沉淀的蛋

白，用 &Y% 体 积 的 72;（ %&994/）重 悬，用 72;
（%&994/）透析 #W=，期间换透析液 T 次。用 ;:<=084>:
?5@2 装 填 层 析 柱，用 P 倍 柱 床 体 积 含 &Y%94/‘5
+0?/，%&994/‘5 "83>R?/ <!\] W 的结合缓冲液以流速

#&G9 I = 平衡柱子，透析后的样品按 %PG9 I = 速度上

样，用大量的结合缓冲液洗柱，至 +#^& a &Y&% 用含

&YT94/ I 5，&Y@94/ I 5，%94/ I 5，# 94/ I 5 +0?/，"83>R?/
<!\YW 的 洗 脱 液 梯 度 洗 脱。收 集 各 个 洗 脱 峰，用

%#’ ;(;R7SJ* 分析鉴定目的蛋白所在的峰。收集

的目的蛋白用 72;（%&994/）透析，吹干浓缩。蛋白

浓度的测定用 2?S 法（73:8G:），A #&Z冻存用于分析

鉴定及生物功能试验。纯化蛋白 ;(;R7SJ* 薄层扫

描分析用本室光密度扫描仪完成。纯化产物的质谱

分析由本院仪器检测中心质谱室完成。纯化产物 +
端 %P 肽分析由北大蛋白测序组完成。

! "!! 鸡胚绒毛尿囊膜血管生成实验

$ 日龄的鸡胚在气室下方开 & ] PG9# 的小洞露

出尿囊膜，分别把沾有 &Y#!. 6MJM，&Y#!. 6MJM b
*-14>B0B3- #&!. 的无菌滤纸小块（W99#）放于尿囊膜

上，用无菌透明胶封口，于 T\Z 孵 箱 中 继 续 培 养

W^=，打开鸡胚观察。
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! "!# $%&’( 的分离培养

无菌条件下取新鲜人脐带，用含抗生素的 !"#
洗去脐静脉中的血细胞，用止血钳夹住一端，灌入

$%&’胶原酶 (( )*+消化 ,$-./ 后 !"# 洗 , 遍，合并

消化液和 !"# 加 &0’胎牛血清，1$$2 3 4 离心 &$4，收

集细胞，重悬于含 ,$’胎牛血清的 (565 培养基中，

记数 &$0 接种于明胶铺板的六孔培养板上。第 , 天

除去悬浮细胞换完全培养基。含 ,$’ 胎牛血清、

$%1’肝素、&’"#7 ,/8 3 -9 :;<; 的 (565 培养基，

)*+ 0’=>, 培养至长满后 & ? 0 传代。第 ) @ A 代

BCDE= 被用来做生物活性实验。

! "!) 内皮细胞增殖抑制实验（*++ 法）

1F 孔细胞培养板中按每孔 &$$!9 约 &$G 个细胞

接种，BCDE= 用 ,$’ 胎 牛 血 清 的 (565 培 养 基，

E=D)$G 用含 &$’胎牛血清的 65E5 培养基。作参

照的 BH,1 细胞用 &$’胎牛血清的 65E5 培养基，

培养于 )*+，0’=>, 孵箱中 ,G4 后换含 ,’血清的

培养基，&,4 后分别加 &$/8 3 -9 :;<;，&$/8 3 -9 :;<;
I J/KLMNON./ 从 &$!8P孔起倍比稀释，以 !"# 为对照每

样品 重 复 ) 孔，加 样 后 培 养 ),4，每 孔 加 入 ,$!9
5HH，继 续 培 养 G4，小 心 吸 去 培 养 基，每 孔 加 入

&0$!9 65#> 放置 &0-./，充分溶解后用 ".LQROK 酶联

免疫比色仪在波长 G1$ 下比色，重复 ) 次独立实验。

# 结果与讨论

# "! 扩增

以人胎肝 S6T7 为模板经 !=R 扩增出产物大小

为 0*$:U 左右，与预期一致，见图 &。

图 & E/KLMNON./ !=R 产物 &’琼脂糖电泳分析图

;.8V& &’ O8O2LMJ 8JW JWJSN2LU4L2JM.M O/OWXM.M LY
O-UW.Y.JK J/KLMNON./ S6T7

&V"6T7 !"#K((( I $%&R( KLZ:WJ K.8JMN -O2[J2

, V TJ8N.\J SL/N2LW；) V !=R U2LKZSN LY J/KLMNON./

# "# ,(- 产物的克隆及序列分析

按 !2L-J8O 公 司 U<E5QH 载 体 说 明 书 操 作 将

!=R 产 物 克 隆 至 !<E5QH 载 体 上，经 测 序 证 明 与

<J/"O/[ 中编码胶原 ]D((( T=& 结构域 = 末端 &AA7O

的 S6T7 序列完全一致，比天然 E/KLMNON./ 序列多 G
个内源 7O 与设计一致。

# ") 酵母转化载体的构建与鉴定

从 U<E5QJ/KL 上 用 ’(&(P)&*( 双 酶 切 下 E/Q
KLMNON./ 基因与 ’(&(P)&*( 双酶切的 U!(=1 载体连接

后转化宿主菌，挑取 A 个克隆，经 !=R 鉴定及酶切正

确后选 & 个克隆用 6T7 自动测序仪测序，证明序列

及读码框正确，酵母表达质粒 U!(=1QJ/KL 构建成功。

# ". 酵母菌的电击法转化及表达菌株的筛选

按说明操作，转化后可在 56 平板上生长的为

整合有 B.M 基因的候选菌，挑菌体以 E/KLMNON./ 上下

游引物进行 !=R 筛选出整合有 E/KLMNON./ 基因的候

选菌，用 "5<^ 培养，"55^ 诱导表达，用 &,’ #6#Q
!7<E及 _JMNJ2/ 印迹分析诱导表达后的上清和菌

体（图 ,），确定 <#&&0QJ/KLMNON./ 为分泌型表达，产物

位于培养上清中，菌体中只有极少量的产物，同样整

合有目的基因的不同重组子的表达量有差异这可能

是插入拷贝数的不同引起的［&G］。以 7>]& 上下游引

物对筛选出的 & 个高表达菌株进行 !=R 鉴定发现

7>]& 基因未被破坏，E/KLMNON./ 基因是通过位点特

异的单交换同源重组整合入 <#&&0 染色体的，与其

在 55 平板上表现的 5ZNI（5JN4O/LW ZN.W.‘ON.L/）表型

一致。

# "/ ’012345460 的表达、纯化

将高表达菌扩大体积进行培养并诱导，经检测

表达峰值出现在诱导后 GA4，取 GA4 表达上清硫酸胺

沉淀后重溶并透析，产物用肝素亲和层析纯化，用不

同浓度 TO=W &$--LWP9 H2.MQ=W UB*%G 梯度洗脱，#6#Q
!7<E 及 _JMNJ2/ 印迹分析见图 ,，纯品 E/KLMNON./ 大

部分位于 $ V )-LW 3 9 TO=W 脱峰中。与文献报道略有

不同［&0 @ &*］，可能与其同肝素的亲和能力有关但并未

影响其生物活性。纯化后蛋白用 &,’ #6#Q!7<E 分

析，并用薄层扫描分析纯度达 1A V*’（图 )）。

# "7 纯化后产物的理化性质分析

纯化后蛋白质质谱其分子量为 ,$ V )G[6，与根

据 7O 序列的计算值一致，蛋白测序结果 T 端 &0 肽

为 #!!7BHBR6;a!D9B 与 设 计 一 致，比 天 然 E/Q
KLMNON./ 的序列 T 端增加了 #!!7 G 个内源氨基酸，

是考虑到在毕赤酵母中表达时有可能发生 T 端降

解设计的，而根据报道 T 端序列的增加不影响其生

物活性［&&］。

# "8 生物活性测定

# "8 "! 重组人 E/KLMNON./ 抑制 :;<; 刺激的鸡胚绒

毛尿囊膜新生血管生成：实验结果表明，E/KLMNON./

$A, 生 物 工 程 学 报 &* 卷



图 ! 表达蛋白的 "!#$%$&’()* 分析和相应的蛋白印迹分析

+,-.! "!#$%$&’()* /0/123,3 45 67896336: /0: 8;9,5,6: 60:43</<,0 /0: 8/9/1161 963;1< 45 =63<690 >14<
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图 F 纯化后 "!#$%$&’()* 分析及薄层扫描分析
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抑制血管的生成，但是对 >+)+ 刺激的成纤维细胞

的增殖没有影响，结果见图 G。

图 G 鸡尿囊绒毛膜血管生成实验
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!"#"! 在内皮细胞增殖抑制实验中 *0:43</<,0 可抑

制 >+)+ 刺激的内皮细胞 *MRFHG 和 LSR*M 的增

殖，所得数据经统计学分析差异显著（! T H. H"）（见

图 E，J）。*0:43</<,0 抑制 *MRFHG 的增殖有剂量效

应。同时 *0:43</<,0 对肿瘤细胞 LU!V 的增殖没有抑

制作用（结果未列出）。

图 E *0:43</<,0 抑制 >+)+ 刺激的 *MRFHG 增殖
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图 J *0:43</<,0 抑制 >+)+ 刺激的 LSR*M 的增殖（! T H.H"）
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本研究用巴斯德毕赤酵母（! ! "#$%&’($）为宿主，

以酵母表达质粒 "#$%& 为载体介导，从人胎肝’()*
文库中扩增出的 +,-./0102, ’()* 整合入 34556 酵母

菌株 染 色 体 *785 启 动 子 下 游，构 建 成 稳 定 的

345569:,-./0102, 表达菌株，4(49#*3+ 初步分析实验

室培养表达量达 ;<=> ? @，并经肝素亲和层析得到纯

度 &AB以上的蛋白，测定并证实了其在体外可抑制

CD3D刺激的新生血管生成，和血管内皮细胞的增

殖，说明用酵母表达系统可得到具有生物活性的

+,-./0102,，为进一步深入研究 +,-./0102, 的生物学活

性和其作用机理打下了基础。实验中我们发现 :,9
-./0102, 的抑制作用有剂量效应，推测在新生血管生

成的过程中内皮细胞表面有特异的受体分子表达，

不同的实验条件下细胞所处的状态有很大的差异，

而体外实验中同一细胞群体的所有细胞不一定都处

于对 +,-./0102, 敏感的状态，这可能是不同研究小组

的实验结果出现差异的原因。最近 (2E:F2G/ H 等的

研究证实了 +,-./0102, 被内皮细胞内吞消除，以及通

过 *-1"0:I 蛋白 4JC 影响某种受体 KLI 激酶的信号

转导途径而发挥生物功能［5A］，虽然没有确定直接与

+,-./0102, 相互作用的受体分子，但使 +,-./0102, 作

用机理的研究更加深入。我们也在进一步研究 +,9
-./0102, 的生物功能和作用机理。
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