
!" 卷 ! 期

!""# 年 $ 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
%&’(!" )&(!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,-. !""#

收稿日期：!""$/"0/!1，修回日期：!""$/1!/!2。

" 通讯作者。 张智清。34’56+7：08/1"/8$912899； :/;+<’：=.+>?=@ABCD’<-$ ( DE+( >4E ( ->

""现工作单位是内蒙古医学院，邮编："1""9!。

靶向毒素 !"#$%&’ 的构建、表达与活性分析

柴映爽 程 新 姚立红 陈爱! 喻 宏 严馨蕊 贾润清"" 黄国锦 张智清"

（中国疾病预防控制中心 病毒病预防控制所 病毒基因工程国家重点实验室 北京 1"""9!）

摘 要 肿瘤的快速生长依赖于新生血管的形成。血管内皮生长因子（%:F6）是血管发生和形成过程中的主要介

质，其特异性受体在正常组织和肿瘤组织的表达率存在数个数量级的差异，因此可以将毒素分子转运至增生的肿

瘤上皮组织中抑制肿瘤血管增生，从而抑制肿瘤的生长。将白喉毒素的前 $02 个氨基酸基因片段与 %:F6189 通过

一短肽相连构建为融合蛋白基因，在大肠杆菌中表达，获得纯化蛋白。实验证实该融合蛋白对血管内皮细胞有特

异性杀伤作用，并研究了其对鸡胚尿囊膜新生血管的抑制作用。

关键词 靶向毒素，血管内皮生长因子，白喉毒素，融合蛋白

中图分类号 GH08 文献标识码 I 文章编号 1"""/$"81（!""#）"!/"12!/"9

在肿瘤的治疗药物中，以 %:F6 受体为靶向的

融合毒素正受到越来越多的关注。其生物学基础来

自肿瘤组织与正常组织新生血管增生率的差异［1］。

%:F6 在肿瘤生长和转移中是一种重要的介质，在

血管的发生和形成过程中起主要调节作用。122$
年 J,&K> 等和 L’+E4 等运用原位杂交表明其特异性

受体 M’E/1 和 M’N/15OPQ 在肿瘤血管表面高度表达，

而相邻正常组织的血管上皮细胞中 %:F6 的受体几

乎无法检测出，因此 %:F6 可以用来将毒素多肽转

运至增生的肿瘤上皮组织中［!，$］。白喉毒素是靶向

毒素常用的毒素分子，可阻断延伸因子 :6! 进入相

应活性部位，从而不可逆地阻断蛋白质合成，其结构

分为细胞毒性区、跨膜转运区和受体结合区［#］。本

实验将白喉毒素前 $02 个氨基酸通过一段连接肽与

血管内皮生长因子 189 连接构建成靶向毒素 P3$02 /
%:F6189，在原核表达系统中获得高效表达，并对表

达产物进行了纯化与鉴定，研究了其对血管内皮细

胞的抑制活性和抗血管生成作用。

( 材料与方法

()( 材料

()()( 质粒：B:3$+5%:F6189，含血管内皮生长因子

（%:F6）189 全长基因，本室保存。BRS105P3$02，含白

喉毒素（P3）$02 基因片段，本室保存。3/4+TU 载体购

自 L,&;4?+，质粒 BF:*/$V6、BJ%!!"、菌种 PW/9!本

室保存。

()()* 细胞和鸡胚：WR%:S 和 X2!2 细胞本室保存。

三日龄鸡胚购自北京西郊养鸡场。

()()+ 工具酶与生化试剂：核酸内切酶购自3+O+Q+，

BMC P)I 聚合酶购自 Y>Z<E,&?4>，3# P)I 连接酶购自

L,&;4?+，核酸分子量标准购自 3+O+Q+，蛋白质分子

量标准购自 [<?;+ 和 F<D-&，兔抗人 %:F6 多抗购自

[+>E+ S,C= 公司，马抗白喉毒素血清购自中国药品生

物制品检定所，鼠抗人 %:F6 单抗本室保存，羊抗

马、羊抗兔、羊抗鼠 Y?F 6- 抗体购自中山公司，层析

柱 G/[4B.+,&T4 6+TE 6’&K、[4B.+-,U’ [/!"" 购自 L.+,;+/
-<+，JSI 蛋白定量检测试剂盒购自 L<4,-4 公司。

()* 方法

()*)( 重组靶向毒素克隆的构建：

分别设计上下游引物共 # 条以扩增 P3$02 片段

和 %:F6189全长基因：

P31：9\/SFFII33 SI3I3FFFSFS3FI3FI3F33F/$\
P3!：9\/SFFFI3SS3SSISSIFF3FSI3FSI3FSF3333I3/$\
%:F61：

9\/FFFI3SSFF3FFIFFFI3S3FSISSSI3FFSIFIIFFIFF/$\
%:F6!：9\/SS3FSIF3SISSFSS3SFFS33F3SIS/$\

引物 P31 和 P3! 分别引入 30(Q"、45%"和

.+6W"酶切位点，以 BRS105P3$02 为模板，LSQ 扩增

出 P3$02 片段，在 $\端引入连接肽的一部分序列；引



物 !"#$% 和 !"#$& 分别引入 !"#’!和 $%&!酶切

位点，以 (")*+,!"#$%-. 为模板 /01 扩增出 !"#$%-.
全长基因片段，在 .2端引入连接肽的另一部分序

列，在 *2端引入终止密码子 )#3。

将 4)*56 的 /01 产物酶切后插入 (#"78*9$ 载

体，!"#$%-.的 /01 产物与 )8:+;< 载体相连接。各自

测序正确后，分别以 !"#’!和 $%&!双酶切后连

接，构建为 (#"78*9$,4)8!"#$。将融合蛋白基因

插入 (=!&&>，构 建 为 重 组 表 达 载 体 (=!&&>,4)8
!"#$，其 中 4)*56 与 !"#$%-. 部 分 以 一 段 连 接 肽

#?<#?<#?<@:A #?<#?<#?<@:A 相连。

!"#"# 重组蛋白在大肠杆菌中的表达：将 (=!&&>,
4)8!"#$ 转化大肠杆菌 4’8."，挑取阳性克隆接种

含 3B( 的 C= 培养基，*>D培养过夜，% E %>> 转接种

放大，’(->> F >GH 时，升温至 H&D 诱导表达，@4@8
/3#" 电泳检测表达水平。

!"#"$ 重组蛋白的纯化：菌体沉淀以裂解液重悬，

冰浴超声破碎，离心后收集包涵体沉淀，*BI?,C 盐酸

胍洗 涤，以 5BI?,C 尿 素 溶 解 包 涵 体，复 性 后 以

&>BBI?,C )AJ;0?（(’ F 5G>）透析过夜，上阴离子交换

柱 K8@:(L+AI;: $+;M $?IN 梯度洗脱，收集目的蛋白峰

后，上 @:(L+OA<? @8&>> 凝胶层析柱洗脱目的蛋白峰，

/J:AO: 试剂盒测定蛋白浓度。

!"#"% 重组蛋白的鉴定：

"CP@3：将蛋白从 &.>#Q,BC 浓度起倍比稀释，包

被后封闭过夜，以鼠抗人 !"#$%-. 单抗为一抗，辣根

过氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 鼠 PQ# 为 二 抗，显 色 后

H6>RB 比色测定。

S:;M:AR T?IM：纯化蛋白经非还原 @4@8/3#" 电泳

后转膜，脱脂奶封闭过夜，分别以马抗白喉毒素血

清、兔抗人 !"#$%-. 多抗为一抗，辣根过氧化物酶标

记的羊抗马和羊抗兔 PQ# 为二抗，43= 显色。

!"#"& 细胞生物学检测：7)) 检测对 "0 细胞的特

异性细胞毒作用：将生长状态良好的 "0 细胞消化

后用含 %>U血清的 %-H> 细胞培养液重悬，稀释为

& V %>. 个,BC浓度，接种 6- 孔板培养 &HL，镜下观察

细胞已汇合后，依次加入不同浓度的重组蛋白，以

C6&6 细胞作为对照，W&L 后每孔加入 %>#C 7))，HL
后加入 %>U@4@（(’ F HG.）终止反应。%L 后，.W>RB
波长下测定每孔的 ’( 值。

肝素对重组蛋白特异性细胞毒作用的抑制作用

检测："0 细胞如上接种 6- 孔板，培养 &HL，镜下观察

细胞已汇合后，加入浓度为 %&.#Q,BC 的重组蛋白，

同时分别加入浓度从 &.>#Q,BC 起倍比稀释的肝素，

培养 W&L 后，进行 7)) 比色测定。

4) 多抗对重组蛋白特异性细胞毒作用的抑制

作用测定："0 细胞接种 6- 孔板，培养 &HL 后，加入

浓度为 .>#Q,BC 的重组蛋白，同时分别加入浓度从

&>>#Q,BC 其倍比稀释的白喉毒素多抗，W&L 后 7))
比色测定。

!"#"’ 抗血管生成作用检测：选 * 日龄鸡胚 -> 只，

分为 /=@ 对照组、%>#Q 组、.#Q 组、&G.#Q 组、%G&.#Q
组、-&.RQ 组，每组 %> 只。具体方法为照检后标出气

室，在气室中央钻一小孔钻通壳膜，另在一侧的蛋壳

造一卵窗，在卵窗处壳膜中央滴一滴灭菌生理盐水，

用针尖在壳膜上划一小隙，再以橡皮乳头紧按气室

小孔向外吸气造成负压，生理盐水即自裂隙渗入壳

膜与尿囊膜之间使绒毛尿囊膜下陷，形成一人工气

室。将 .> X %>>#C 过滤除菌后的样品液滴入人工气

室，以 /=@ 为对照。轻轻旋转鸡胚使样品液均匀分

布，用消毒胶布封卵窗，石蜡熔化封气室小孔，置

*WD温室培养，使人工气室朝上，W&L 后收获鸡胚，

保留心脏仍跳动的活鸡胚，观察尿囊膜血管的生成

情况，对人工气室的样品液滴加部位拍照保存。

# 结 果

#"! 重组靶向毒素克隆的构建与鉴定：

(#"78*9$,4)8!"#$ 酶切与测序结果表明，4)、

!"#$ 及连接肽的基因完全正确，与预期设计相符。

#"# ()*+,-. 在大肠杆菌中的表达：将表达载体

阳性克隆转化 ) Y *+,- 后诱导表达，离心后菌体沉淀

和上清分别行 @4@8/3#" 电泳，在 7A 为 -> >>> 处可

见浓集目的蛋白表达带，与预计分子质量相符，表达

量可达 *>U。超声后沉淀和上清电泳表明该蛋白

的表达形式以包涵体为主（图 %）。

#"$ ()*+,-. 的纯化

变性后蛋白经透析复性后（另文刊出），上阴离

子交 换 柱 K8@:(L+AI;: $+;M $?IN 梯 度 洗 脱，再 经

@:(L+OA<? @8&>> 分子筛分离，@4@8/3#" 电泳分析表

明，最终纯度可达 6.U（图 &）。

#"% ()*+,-. 纯化蛋白的鉴定

#"%"! "CP@3："CP@3 表明，倍比稀释的 4)8!"#$ 与

!"#$ 单抗有特异性结合，且呈现线性关系，（图 *）。

#"%"# S:;M:AR T?IM 鉴定：结果表明（图 H），对白喉毒

素多克隆抗体及人 !"#$%-.多抗均有免疫反应性，证

明重组蛋白中 4)*56和 !"#$%-. 均能保持各自的免疫

学活性。
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图 ! "#$%%&’()*$+,- 在 ! . "#$% 中的表达

-/0.! +1"2344/56 57 "#$%%&’()89: *$+,-!;< /6 ! . "#$%
=.!："#$%%& >56?25@；%，8："#$%%&’()89: *$+,-!;<；A：B25?3/6 CD2E32

#.!：4F"326D?D6?；%：B25?3/6 CD2E32；8："23>/"/?D?3

图 8 +GHI= 检测与 $+,-!;< 单抗的结合

-/0.8 +GHI= J3?3>?/56 57 ()*$+,- K/6J/60
L/?M $+,-!;< C565>@56D@ D6?/K5JN

图 % ()*$+,- 分步纯化产物的 I(I*B=,+ 分析

-/0.% I(I*B=,+ D6D@N4/4 57 ()*$+,- "F2/7/3J
KN J/773236? >M25CD?502D"MN

!：O*I3"MD2543 -D4? -@5L； %：B25?3/6 CD2E32； 8：I3"MD>2N@ I*%&&；

A：H6>@F4/56 K5JN

图 A 表达产物的 P34?326 K@5? 分析

-/0.A P34?326 K@5? D6D@N4/4 57 ()*$+,- 31"23443J /6 ! . "#$%
!：D6?/*J/"M?M32/D ?51/6 "5@N>@56D@ D6?/K5J/34；%：D6?/*$+,-!;< "5@N>@56D@

D6?/K5J/34；8：B25?3/6 CD2E32

!"# 细胞生物学检测

()*$+,- 对表达 $+,-!;< 受体的 +Q 细胞表现

出杀伤作用，而不表达 $+,- 受体的 G:%: 细胞及仅

加入 B#I 的 +Q 细胞生长正常（图 <），表明特异性的

$+,-!;< 受体是靶向毒素发挥细胞毒作用的关键因

素。R)) 染 色 表 明，重 组 靶 向 毒 素 ()*$+,- 从

!%<!0’CG 倍比稀释至 8:&60’CG，作用于细胞 S%M 后，

对细胞的生长抑制作用呈现出较明显的剂量反应关

系（图 ;）。$+,-!;<具有肝素结合活性，R)) 染色检

测表明，肝素对 ()*$+,- 的抑制作用呈现较明显的

剂量反应关系（图未列出），进一步表明构建的靶向

毒素保持了 $+,-!;<部分的活性。此外，R)) 染色检

测表明，() 多抗对 ()*$+,- 的细胞毒作用表现出

较明显的抑制作用，并呈现剂量效应关系（图未列

出）。表明靶向毒素的细胞毒作用与其白喉毒素

89: 部分有关，并进一步证实靶向毒素在构建过程

中 () 和 $+,- 均保持了各自的生物学活性。

!"$ 抗血管生成作用检测

对三日龄鸡胚的尿囊膜接种试验表明，重组靶

向毒素 ()*$+,- 对鸡胚尿囊膜血管的生成有明显

的抑制作用。从结果来看，在 ;%<60 的剂量时，即可

表现出抑制作用。且随着毒素的剂量增加，血管的

大小、分枝点呈现递减的趋势，表明抑制作用随毒素

的增加而增强。各组内样本间血管抑制作用相差不

大（图 S）。

% 讨 论

传统的肿瘤治疗药物多为直接杀伤肿瘤细胞本

身。然而肿瘤细胞基因组不稳定，具有免疫逃逸等

机制，在治疗中尤其是后期与正常细胞难以区分，常

存在副作用大，易耐药，有效剂量高等缺点。由于肿

瘤细胞可诱发肿瘤的血管化以维持肿瘤的生长，近
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!"#$%&’与 ()*+%,-./ 受体的结合有促进作用［0］。本

实验克隆了白喉毒素的前 120 个氨基酸的编码基因

和 !"#$%&’全长基因，修饰后通过一段连接肽（345*+
67）相连构建为靶向毒素融合基因。.8120 片段包括

细胞毒性区和跨膜区，!"#$%&’ 取代了位于白喉毒素

9 端的受体结合区。融合蛋白全长为 ’:0 个氨基

酸，分子量为 &;<’*.。

免疫学鉴定表明，融合蛋白的两端的多肽均能

保持天然构象，反映 345*67 的设计保持了两端多肽

在空间上的相互独立性。细胞生物学实验证实，重

组蛋白 .8120 +!"#$%&’对高度表达 !"#$%&’受体的 =>+
!"9 细胞表现出特异性的杀伤作用，呈现出剂量反

应关系。肝素可以拮抗此种杀伤作用，表明其作用

是通过与 !"#$%&’ 受体结合发挥的。白喉毒素多抗

对此种细胞毒作用有拮抗作用，表明此种作用与白

喉毒素对细胞的杀伤作用相关。说明了靶向毒素在

构建后保持了完整的 !"#$ 的生物学活性。

鸡胚尿囊膜（9?@）测定是常用的血管抑制测定

方法。三日龄的鸡胚形体较小，不易对尿囊膜的观

察造成干扰。另外此时尿囊膜血管数亦较少，观察

新生血管生长情况的差别较为方便。但三日龄鸡胚

较脆弱易死亡，尿囊膜难以分离，操作上颇为不便，

因此国外的相关文献中常用 A B %; 日龄鸡胚，此时

鸡胚血管发育已较成熟，为了观察血管增生的差异，

多用 C$#$ 诱生肿瘤，再给予靶向毒素观察对肿瘤

血管生长的抑制作用［%;，%%，%D］。本实验采用了三日龄

鸡胚，建立实验方法和实验模型。在鸡胚的血管生

成模型中证实，.8+!"#$ 对鸡胚尿囊膜血管的生长

有抑制作用。随剂量的增加，鸡胚血管受抑制越明

显。关于 .8+!"#$ 进一步的应用研究需进行肿瘤

治疗的动物实验，目前该工作正有待进行。
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