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摘 要 为了发展一种新型的融合蛋白（.ZN）"^5=F用于肿瘤血管的选择性栓塞治疗，利用 \H.技术重组（.ZN）"^5=F融合基
因，克隆于 ;V=!! 6（ Q）载体，表达于 ; ) 0(,# _‘!8（NV"）。用镍柱纯化融合蛋白。凝血实验与 F!活化实验检测融合蛋白 5=F
组分的活性。间接 V‘LM:分析（.ZN）"^5=F与"2#" 的特异结合能力。;V=!! 6（ Q ）̂（.ZN）"^5=F重组质粒成功获得并表达于 ; )

0(,# _‘!8（NV"）。纯化蛋白（.ZN）"^5=F能有效诱发血液凝固，活化 F!。（.ZN）"^5=F与"2#" 的特异结合能力比 .ZN^5=F提高

了 "!a。新型融合蛋白（.ZN）"^5=F已在 ; ) 0(,# 系统成功表达，表达蛋白保持 5=F的活性并显示比 .ZN^5=F更高的与"2#" 的

结合能力。
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整合素"2#" "̂2#% 等参与血管内皮细胞的迁移和

血管生成，在静息血管内皮细胞不表达或少量表达，

在肿瘤血管内皮细胞则高度表达，可作为肿瘤血管

内皮细胞特异性标志物和药物靶向治疗的靶点。含

有 .ZN（:7CSZ(-S:?;）序列的多肽可以特异性识别并
结合增殖内皮细胞的"2#" "̂2#%。.ZNSIH是 .B’?(,>51



等［!］用噬菌体表面展示肽库技术成功地筛选出的对

!""# 有高亲和力的配体。并已作为化学药物的载体

成功用于肿瘤血管的靶向治疗［$］。截短组织因子

（%&’()*%+, -.//’+ 0*)%1&，%-0）是外源性凝血通路的促
发因子，已被作为效应因子用于诱发肿瘤血管栓

塞［#］。为发展新型的选择性栓塞肿瘤血管的药物，

我们利用基因工程技术构建表达了载体 234567与
效应因子 %-0的融合蛋白［6］，发现 2348%-0 融合蛋
白可以选择性诱发肿瘤血管栓塞，但由于单一配体

234与受体（!""#）的亲和力相对较低，其融合蛋白

的抗肿瘤效果并不理想。为了改善 2348%-0融合蛋
白与!""# 亲和力，我们设计合成 # 个串联 234 与

%-0的融合基因（234）#8%-0，成功表达于大肠杆菌，
并对其表达产物活性做初步分析。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌 9:$!（4;#）由本室保

藏、质粒 <;-$$ =（ >）购自 ?1"*@+( 公司、%-08<AB
（ >）质粒由美国南加州大学 ;</%+.(教授惠赠。
!"!"# 工具酶及试剂：工具酶购自 ?;9公司，4?C
纯化试剂盒为 DE;3C公司产品，4?C序列分析由
上海博亚公司完成。鼠抗 F G H./ IC=和 H2J标记
的羊抗鼠 K@3购自上海生工公司，A$$$$为上海申海
生化科技公司生产，!""#、0#和 0$购自 A.@I*
公司。

!"!"$ 引物：由上海生工合成。根据 %-0 )4?C 序
列设 计 扩 增 %-0 的 引 物，J!（上 游 引 物）：
-7-337C7-C7CCC-C7-3-337和 J$（下游引物）：
--7-7-3CC--7777---7-77。根据文献［!］设计含
有 # 个 234567（7472347073333A）的寡核苷酸
J#：7C-C77C-3337（-373C--3-73733C3C--37-
-7-3733-33C337333-7-）# !!!!!!!!!

-7-337C7-C7CCC-C7
（其中划线部分为含 234567 序列，波浪线部分为
%-0 LM端序列）。利用引物：J6：7C-C77C-3337-
373C--3-7 和 JL：7-C77-73C3--7-7-3CC--777
7---7-77在融合基因两端分别引入内切酶位点
!"#%和 $%#%。
!"# 方法
!"#"! 融合基因（234）#8%-0 的构建：以 %-08<AB
（ >）为模板，J!和 J$为引物，常规 J72扩增 %-0基
因。在 J72 反应体系中加入 %-0 基因产物和引物
J#（含（234567）#），退火融合得到（234）#8%-0模板

（N6O预变性 LI.(，N6O变性 #P/、Q$O退火延伸
!I.(，循环 L 次）；再加入引物 J6、JL 扩增（234）#8
%-0融合基因并在 LM和 #M端分别引入 !"#%和 $%#
%内切酶位点（N6O变性 #P/、FPO退火 #P/、Q$O延
伸 LP/，循环 #P次，Q$O延伸 LI.(）。!R琼脂糖凝胶
鉴定、4?C胶纯化试剂盒回收纯化目的片段。
!"#"# 重组质粒的构建及转化：将纯化的（234）#8
%-0 J72 产物及载体 <;-$$ =（ >）分别用 !"#%和
$%#%进行双酶切，胶分离纯化回收，-6 4?C 连接
酶于 !FO连接过夜，连接产物转化 & S "#’( 9:$!
（4;#），氨苄青霉素选择性培养板初筛，挑单菌落用

<;-$$ =（ >）克隆基因测序引物及 J6、JL分别进行
菌液 J72筛选，阳性克隆送上海博亚公司测序。
!"#"$ 融合蛋白的表达及纯化：挑含正确重组质粒
（234）#8%-08<;-$$ =（ >）的单菌落 #QO培养过夜，
按 ! T!PP稀释至 :9中扩大培养后，通过不同的诱导
时间和 KJ-3浓度优化其表达条件。以最佳培养条
件扩大培养。由于 <;-$$=（ >）表达的（234）#8%-0
融合蛋白 7端带有 F G H./标签，目的蛋白纯化方法
参照 CI+&/U*I JU*&I*).* 9.1%+)U公司的镍柱蛋白纯
化操作手册进行。纯化蛋白用 !$R A4A5JC3; 分
析，并用干性蛋白转移电泳将纯化蛋白转移至硝酸

纤维素膜上，加鼠抗 F G H./抗体，#QO温育 !U，再加
入 H2J标记的羊抗鼠 K@3，#QO温育 #PI.(，4C9显
色 !PI.(，数码相机拍照记录结果。纯化蛋白用
PSP!I1V8: J9A透析复性。
!"#"% 融合蛋白 %-0部分的活性鉴定：

&凝血实验：参照 H*’=.%W 等［L］凝血实验方法
并稍作修改，用 #SXR的柠檬酸钠处理新鲜小鼠血
液，6PPP&8I.( 离心，留血浆。凝血板每孔加血浆
#P’:，分别加系列浓度的（234）#8%-0 和终浓度为
!$SLII1V8:的 7*7V$，并设 2348%-0、（234）#8%-0 和

7*7V$ 的对照组，室温下记录从加入 7*7V$ 至血浆开
始出现不流动的时间。

( 0$活化实验———比色法［F］：-050#*复合物
活化 0$可以使 A$$$$（多肽对硝基苯胺复合物）分
解为多肽和对硝基苯胺，后者在 6PL(I有吸收峰，测
)*6PL(I可以间接反映 -0活性水平。在 -&./缓冲液
中加系列浓度的（234）#8%-0 或 9AC，加 !PP(I1V8:
0#，#QO温育 !PI.(，加 0$至终浓度 L(I1V8:，室温
温育 !PI.(，加入 !PPII1V8: ;4-C 终止反应，加
$(I1V8:生色底物 A$$$$，在 #I.( 之内用酶标仪测
)*6PL(I。
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!"#"$ （!"#）$%&’(与!)"$ 特异性结合实验：!"#%
&’(融合蛋白 * 末端带 + , -./ 标签，参照 01//213
等［4］方法用间接 56789分析 !"#%&’(与!)"$ 相结合

的特异性。:+ 孔板包被!)"$（;#<%=6，;>#6%孔）?@
过夜，AB C89封闭（D>>#6%孔），分别加入倍比稀释
的 !"#%&’(（>E4; F +#=G2%6），相应浓度的 &’(%-./做
对照，于 ?@过夜。加入鼠抗 + , -./ =9H，$4@温育
AI，再加入 -!J标记的羊抗鼠 7<"，$4@温育 $>=.K，
’LC显色 A>=.K，加 D=G2%6 -D8M? 终止反应，测定

!"?>;K=值。每步骤间用 JC8’洗 ;次，每次 $=.K。

# 结果

#"! （%&’）()*+,的 -.%组装
以质粒 &’(%N80（ O）为模板 J*!扩增获得大小

为 +;4 HN的 &’(，再与含 !"#P?*的引物 J$退火融
合，得到 !"#%&’( 模板，经 J*! 扩增获得 !"#%&’(
产物，AB琼脂糖凝胶电泳分析，约在 Q>>HN 处见单
一条带，其大小与理论计算值（4:;HN）一致（见图
A）。

图 A （!"#）$P&’( J*!产物 AB琼脂糖凝胶电泳
(.<RA 9KS2T/./ GU J*! N3GVWX&/ HT S<S3G/1 <12 121X&3GNIG31/./
A：#Y9 =S3Z13；D：J*! N3GVWX& GU &’(；$：J*! N3GVWX& GU !"#P&’(；

?：J*! N3GVWX& GU（!"#）$P&’(R

#"# 重组质粒的鉴定
经氨苄青霉素抗性初筛，J*!筛选阳性克隆送

上海博亚公司测序，经核苷酸序列和蛋白编码分析

获得一正确重组质粒克隆。

#"( 融合基因（%&’）()*+, 在 ! " "#$% /0#!（’1(）

中的表达

含有融合基因（!"#）$%&’(的 #5$ 重组子经系

列浓度 7J’" 诱导表达，发现 7J’" 终浓度达
>EA==G2%6 时，目的蛋白表达量已达最大；再增加
7J’"浓度，目的蛋白表达量增加不明显（见图 D）。
以 >ED==G2%6 7J’"探测最佳诱导时间，发现于 $4@
诱导 +I为最佳，延长时间表达量未见明显增加（见

图 $）。目的蛋白主要以包涵体形式表达，经镍柱纯
化，ADB 8#8PJ9"5电泳，见单一蛋白纯化条带约位
于 $?Z#处（见图 ?），用抗 + , -./抗体证实该纯化蛋
白带为融合蛋白。纯化蛋白经 >E>A=G2%6 JC8透析
复性，回收率约为 4>B。

图 D 不同诱导时间条件下融合蛋白表达的 8#8PJ9"5分析
(.<RD 9KS2T/./ GU 1[N31//.GK GU UW/.GK N3G&1.K .KVWX1V
\.&I >ED==G2%6 7J’" GU V.UU131K& &.=1/ HT 8#8PJ9"5

A F A>：1[N31//.GK GU UW/.GK N3G&1.K .KVWX1V \.&I > RA==G2%6 7J’" UG3 >I，

DI，$I，?I，;I，+I，4I，QI，:I，SKV A>I，31/N1X&.)12TR

图 $ 7J’"浓度梯度条件下融合蛋白表达的 8#8PJ9"5分析
(.<R$ 9KS2T/./ GU 1[N31//.GK GU UW/.GK N3G&1.K .KVWX1V
\.&I 7J’" GU V.UU131K& XGKX1K&3S&.GK/ HT 8#8PJ9"5

A F :：1[N31//.GK GU UW/.GK N3G&1.K .KVWX1V \.&I 7J’" > ==G2%6，

>E>;==G2%6， >EA==G2%6， >ED==G2%6， >E$==G2%6， >E?==G2%6，

>E;==G2%6，>E+==G2%6，SKV >E4==G2%6；31/N1X&.)12TR

图 ? 重组（!"#）$ P&’(的 Y.柱纯化产物 8#8PJ9"5分析

(.<R? 9KS2T/./ GU &I1 N3GVWX&/ GU NW3.U.XS&.GK &I3GW<I
Y.XZ12PSUU.K.&T XI3G=S&G<3SNIT XG2W=K HT 8#8PJ9"5

A：&G&S2 /G2WH21 N3G&1.K；D：&G&S2 .K/G2WH21 N3G&1.K；$ F ;：/S=N21 \S/I1V

U3G= &I1 XG2W=K \.&I 12W&1 HWUU13；+：N3G&1.K =S3Z13；4：NW3.U.1V N3G&1.K/

/&S.K1V \.&I ]1/&13K H2G&&.K<R
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!"# （$%&）’()*+活性鉴定
!"#", 凝血实验：柠檬酸钠抗凝血浆在单独加
!"#$%%&’() *+" ,或 -!%&’() ./0融合蛋白时，抗凝血
浆 12%34内不凝（见表 !）；在 *+" , 存在时，./0融合
蛋白能有效促进血浆凝固，且随 ./0融合蛋白浓度
的增加，凝血时间相应缩短，同摩尔浓度（567）1(./0
促血凝活性与 567(./0相似。

表 , )*+融合蛋白的凝血作用
*-./0 , 1/2))345 26 )*+ 678324 9:2)0348

*&4894.:+.3&4 ! (%34

./0 ;<=3&4 >:&.934
(（!%&’()）

*+*’"
(（%%&’()）

（567）1(./0 567(./0

2 2 ? 12 ? 12

2 !"#$ ? 12 ? 12

2#@$ !"#$ ? 12 ? 12

!#$ !"#$ !A#B C !#B !$#A C "#2

1 !"#$ !"#- C "#1 !"#1 C "#"

- !"#$ !!#$ C "#$ !!#1 C "#1

- 2 ? 12 ? 12

!"#"! 0"活化实验：分别测 2#2!!%&’()、2#!

!%&’()、!!%&’()和 !2!%&’() ./0融合蛋白和 DEF在
0"活化反应后的 "#A2$4%。结果（见图 $）显示
（567）1(./0融合蛋白在 !!%&’()以上时能有效活化
0"，并增强 A2$4%处吸收峰，其量效关系与 567(
./0相似；而同浓度的 DEF则没有反应。

图 $ ./0融合蛋白对 0"的活化作用
03GH$ F8.3I+.3&4 &; ./0 ;<=3&4 >:&.934 &4 0"

!"#"’ （567）1(./0 与#I$1 特异性结合分析：间接

J)KEF检测 567(./0与#I$1 相结合的特异性。实验

结果（见图 -）表明（567）1(./0 和 567(./0 均可与

#I$1 特异性结合，其结合程度与剂量相关并呈饱和

现象，同摩尔浓度 5671(./0与#I$1 的结合能力强于

567(./0。当 ./0 融合蛋白浓度为 2#"A!%&’() 时，
（567）1(./0 和 567(./0 的 "#A2$4%分别为 !#"$ 和

2#L$。而单纯的 ./0与#I$1 不反应。

图 - （567）1(./0与#I$1 特异性结合分析

03GH- /M9 +4+’N=3= &;（567）1(./0 =>983;38 O34P34G .&#I$1

’ 讨论
本文利用基因工程技术成功构建表达了 1个串

联 567QA*与 ./0的新型融合蛋白（567）1(./0。凝
血实验与 0"活化实验结果表明融合蛋白（567）1(
./0保持了组分 ./0的促凝血活性；#I$1 特异性结合

实验结果证明（567）1(./0可与#I$1 特异性结合，并

且其最大结合能力比 567(./0约提高了 1"R（$ S
2#2!）；表明融合蛋白中 1 个串联 567能更有效地
与#I$1 结合。通过串联方式增加 567 结合模块
（T&.3;），可以有效增加 /0融合蛋白载体组分 567
与受体#I$1 的结合能力，改善 /0融合蛋白的定位
与富集速度。可以期望（567）1(./0 在动物肿瘤模
型治疗实验中，能更有效地诱发肿瘤组织血管栓塞，

取得更好的抗肿瘤作用。

$;+;$;<1;=（参考文献）

［ !］ U+=V<+’343 5，5<&=’+M.3 JH W:G+4 .+:G9.34G %& ’%’( <=34G >M+G9
P3=>’+N >9>.3P9 ’3O:+:39=H )*!+,-，!LL-，’>?（-$@"）：1-A X 1--H

［ "］ F:+> Y，U+=V<+’343 5，5<&=’+M.3 JH *+489: .:9+.%94. ON .+:G9.9P
P:<G P9’3I9:N .& .<%&: I+=8<’+.<:9 34 + %&<=9 %&P9’ H ./%-&/-，!LLB，
!@A（$1AL）：1@@ X 1B2H

［ 1］ Z<+4G [T，T&’9%+ 6T，\34G E，-! *0 H /<%&: 34;+:8.3&4 34 %389 ON
+4.3O&PNQP3:98.9P .+:G9.34G &; .3==<9 ;+8.&: .& .<%&: I+=8<’+.<:9H
./%-&/-，!LL@，!@B（$"LL）：$A@ X $$2H

［ A］ ]+4G 6Y（杨桂旺），̂M<+4G 6Z（庄国洪），Y+4G _U（王阶平），-!
*0 H J‘>:9==3&4 +4P 8M+:+8.9:3a+.3&4 &; ;<=3&4 >:&.934 567(./0 ;&:
.+:G9.34G .M9:+>N &; 8+489: H 12%&-3- 4 (5 677+&(0(89（中国免疫学
杂志），"22-，!!（A）：@! X @AH

［ $］ Z+<O3.a T，D:<4bM&:=. 5H K4;’<9489 &; + 4&I9’ :+>+%N834 +4+’&G&4
E7^ 5F7 &4 94P&.M9’3+’ .3==<9 ;+8.&: +4P +PM9=3&4 %&’98<’9
9‘>:9==3&4H :,*&3;0*&! $,(/，"22"，’#：!!"A X !!"-H

［ -］ Z3=8M9 JF，/<.<+:3%+ _F，Z9’% Z_H E>98.:&>M&.&%9.:N &; .3==<9
.M:&%O&>’+=.34 34 89:9O:&=>34+’ ;’<3PH 10%& 12-7，!LB!，!@：!A"@ X
!A12 H

［ @］ \9==’9: /，D39b9: 5，U+P:& /，-! *0 H K4M3O3.3&4 &; .<%&: G:&c.M ON
567 >9>.3P9QP3:98.9P P9’3I9:N &; .:<48+.9P .3==<9 ;+8.&: .& .M9 .<%&:
I+=8<’+.<:9H 10%& 1*&/-, <-3，"22$，,,：-1!@ X -1"A H

"!A 12%&-3- 4(+,&*0 (5 =%(!-/2&(0(89 生物工程学报 "22@，d&’#"1，e&#1




