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研究报告                                                               

IGFBP-3在真核细胞中的分泌表达及功能分析 

吴琛 1, 单耀军 1, 邹民吉 2, 王嘉玺 2, 徐东刚 2 
1 河北大学生命科学学院, 保定, 071002 
2 军事医学科学院基础医学研究所, 北京, 100850 

摘  要: 将人胰岛素样生长因子结合蛋白 3(IGFBP-3)的 cDNA 片段亚克隆入 pSectagA 载体, 构建真核分泌型表达载体

pSectag-IGFBP3。采用脂质体转染的方法将真核表达载体转染人肾癌 786-O 细胞, 转染 48 h 后用免疫印迹法检测

IGFBP-3 的表达状况; 同时以 Annexin V-EGFP/PI 染色, 流式细胞仪检测细胞凋亡率, 观察分泌表达的 IGFBP-3 对宿主

细胞的促凋亡作用。转染 48 h 后, 经 Western blotting 检测, 在细胞培养上清中有分泌表达的 IGFBP-3 蛋白。流式细胞

技术检测结果表明, 表达产物可直接作用于宿主细胞, 发挥促肿瘤细胞凋亡的作用。由此表明所构建的重组表达质粒

pSectag-IGFBP3 能在真核细胞水平正常表达并发挥生物学功能, 为进一步探索 IGFBP-3 的作用机制奠定了基础。 
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Secretory Expression and Biological Function of IGFBP-3 in 
Eukaryotic Cells 
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Abstract: The cDNA of Insulin-like growth factor binding protein 3 was subcloned into a eukaryotic secretory expression vector 
pSectagA to construct pSectag-IGFBP3. Human renal cell carcinoma (RCC) 786-O cells were transfected with pSectag-IGFBP3 
using lipofectamine 2000. After 48 h, the secretory IGFBP-3 was tested and identified by western blotting. Meanwhile, Annexin 
V-EGFP stain was used to analyze the apoptosis of 786-O cells induced by IGFBP-3. Secretory IGFBP-3 protein could express 
successfully in the 786-O cells and the expressed IGFBP-3 directly displayed an apoptotic effect on the host cells. This work provides 
a basis for further study on the apoptosis-inducing mechanism of IGFBP-3 and the development of a new anti-tumor drug. 

Keywords: IGFBP-3, eukaryotic secretory expression, human renal cell carcinoma cells, inducing apoptosis. 

胰岛素样生长因子结合蛋白 3(insulin-like 

growth factor binding 3, IGFBP-3)为 IGFBP家族成员, 

多种组织可分泌 IGFBP-3, IGFBP-3通过自分泌、旁

分泌对多种细胞的生长和凋亡起着重要的调控作 

用[1−4]。越来越多的证据表明, IGFBP-3 可直接对包

括乳腺癌细胞、肺癌细胞、大肠癌细胞等多种细胞

具有明显的促进凋亡, 抑制增殖作用[5]。由于在肿瘤

治疗方面所具有极大的潜力, IGFBP-3 已成为抗肿
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瘤治疗的一个新靶点 [6]。在前期的工作中, 我们对

IGFBP-3 进行了原核表达纯化, 初步获得了有活性

的目的蛋白[7]。但原核表达的重组蛋白需要进一步

纯化, 且为融合蛋白, 在临床应用有一定困难。为此, 

我们进一步构建了 IGFBP-3的真核分泌型表达载体, 

以期在真核细胞中直接分泌表达有活性的 IGFBP-3, 

从而观察其能否对宿主细胞发挥促凋亡作用。实验

结果显示, pSectag-IGFBP3 能在真核细胞水平正常

表达并发挥生物学功能, 提示本研究所构建的该重

组真核表达载体可能在肿瘤基因治疗上具有潜在的

应用前景。同时, 为进一步探索 IGFBP-3 的作用机

制奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒、细胞株 

E. coli DH5α, 真核分泌型表达载体 pSectagA

购自 Invitrogen公司, 人肾透明细胞腺癌细胞 786-O

为北京大学医学部卓德祥惠赠。 

1.1.2  主要仪器及试剂 

DNA 扩增仪(GeneAmp PCR system 2700, 美

国)、CO2培养箱(Bio-Rad) 。Kpn I、Xho I内切酶、

PCR试剂及 T4DNA连接酶购自 TaKaRa公司。一抗:

兔抗人特异性 IGFBP-3 多抗购自 Santa Cruz 公司; 

二抗: 羊抗兔 HRP-IgG 抗体购自中杉公司。细胞培

养基为含 10%胎牛血清(FCS) 高糖型 DMEM (Gibco

公司)。转染试剂 LipofectamineTM2000 为 Invitrogen

公司产品。Annexin V-EGFP细胞凋亡检测试剂盒为

南京凯基生物公司产品。引物合成及 DNA测序由上

海英骏生物公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  pSectag-IGFBP-3真核表达质粒的构建 

根据GenBank中编码 IGFBP-3成熟肽 264个氨基

酸的 cDNA序列(GenBank Accession No. NM_000598), 

设计特异引物, 在上游序列引入 Kpn I 酶切位点, 下

游序列引入 Xho I 酶切位点。引物序列如下, 下划线

处为酶切位点。上游引物: 5'-GGGGTACCGGCGCGA 

GCTCGGCGGGC-3'; 下游引物 : 5'-CCGCTCGAGTC 

ATTACTTGCTCTGCATGCTGTAGCAGTGCACG-3'。

以 pT-IGFBP3质粒为模板, 94°C预变性 2 min, 然后

94°C 30 s, 60°C 1 min, 72°C 2 min, 30个循环, 最后

72°C延伸 7 min。将 PCR产物酶切回收, 与将同样

酶切的真核分泌表达载体 pSectagA 进行连接, 转化

E. coli DH5α感受态细胞, 在含有氨苄青霉素的 LB

平板上培养。挑取单个菌落, 小量提取质粒, 酶切及

测序鉴定。 

1.2.2  pSectag-IGFBP-3转染肾癌细胞 786-O及其在

细胞水平的分泌表达检测 

786-O细胞培养于含 10% FCS的DMEM完全培

养液中, 转染前一天均匀铺于 6孔板, 每孔 5×105。

用于转染的 pSectag-IGFBP3、pSectagA空载体用去

除内毒素的质粒提取试剂盒进行提取与纯化。细胞

传代 24 h后, 按照 LipofectamineTM2000试剂说明书, 

分别将 DNA 和脂质体加入无抗生素、无血清的

DMEM培养液 100 μL中混匀, 静置 10 min。然后将

溶液混合, 室温放置 30 min。吸弃培养板中的培养

液, 用双无 DMEM培养液轻轻洗两次, 加入 800 μL

双无 DMEM 培养液。按载体 pSectag-IGFBP-3 4 μg/

孔、脂质体 5 μL/孔, 将脂质体/DNA 混悬液逐滴加

入培养板, 轻轻混匀, 置于 5% CO2、37°C孵箱孵育

6 h 后, 置换无血清培养基(Hyclone)继续培养 48 h

后, 收集细胞培养上清。同时转染 pSectagA 空载体

作为阴性对照。 

取转染上清, 用 5×上样 Buffer处理, 进行 12% 

SDS-PAGE, 并利用 IGFBP-3 抗体通过 Western 

blotting方法检测 IGFBP-3的分泌表达情况。 

1.2.3  真核分泌表达的 IGFBP-3生物学功能检测 

按上述转染方法将 pSectag-IGFBP3及空载体对

照转染 786-O细胞, 48 h后收集细胞。通过 Annexin 

V-EGFP细胞凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡。具体方

法如下: 用胰酶消化收集细胞; 用 PBS 洗涤细胞二

次 (2000 r/min离心, 5 min) 收集 1×105~5×105细胞; 

加入 500 μL的 Binding buffer 悬浮细胞; 加入 2 μL 

Annexin V-EGFP 混匀后 , 加入 5 μL Propidium 

Iodide, 混匀; 避光、室温反应 5 min; 用流式细胞仪

检测细胞凋亡情况。 

2  结果 

2.1  pSectag-IGFBP3 真核表达质粒的构建及其

鉴定 
IGFBP-3片段与 pSectagA载体连接后, 转化 E. 

coli DH5α, 扩增单菌落提取质粒, 经双酶切及 1%
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琼脂糖凝胶电泳分析, 结果显示, 双酶切可切出与

插入片段大小一致的条带(图 1)。将 pSegtag-IGFBP3

重组载体送北京英骏生物有限公司测序, 序列结果

分析表明, 载体中插入的 IGFBP3 cDNA序列与文献

报道完全一致  (图 2), 表明成功构建了 pSegtag- 

IGFBP3载体。 

 
图 1  pSectag-IGFBP3 双酶切鉴定图 

Fig. 1  Identification of pSectag-IGFBP3 by enzyme 
digestion 

M: DNA marker (DL15000+2000); 1: pSectag-IGFBP3 digested 
with Kpn I/Xho I 

ggcgcgagctcggcgggcttgggtcccgtggtgcgctgcgagccgtgcgacgcgcgtgcac
tggcccagtgcgcgcctccgcccgccgtgtgcgcggagctggtgcgcgagccgggctgcgg
ctgctgcctgacgtgcgcactgagcgagggccagccgtgcggcatctacaccgagcgctgtg
gctccggccttcgctgccagccgtcgcccgacgaggcgcgaccgctgcaggcgctgctgga
cggccgcgggctctgcgtcaacgctagtgccgtcagccgcctgcgcgcctacctgctgccag
cgccgccagctccaggaaatgctagtgagtcggaggaagaccgcagcgccggcagtgtgga
gagcccgtccgtctccagcacgcaccgggtgtctgatcccaagttccaccccctccattcaaag
ataatcatcatcaagaaagggcatgctaaagacagccagcgctacaaagttgactacgagtctc
agagcacagatacccagaacttctcctccgagtccaagcgggagacagaatatggtccctgcc
gtagagaaatggaagacacactgaatcacctgaagttcctcaatgtgctgagtcccaggggtgt
acacattcccaactgtgacaagaagggattttataagaaaaagcagtgtcgcccttccaaaggc
aggaagcggggcttctgctggtgtgtggataagtatgggcagcctctcccaggctacaccacc
aaggggaaggaggacgtgcactgctacagcatgcagagcaag 

图 2  IGFBP3 序列图 
Fig. 2  The sequence of IGFBP3 gene in pSectag-IGFBP3 

2.2  pSectag-IGFBP3 在真核细胞中的分泌表达 
检测 

为了检测 pSectag-IGFBP3 转染 786-O 细胞后, 

细胞能否分泌表达 IGFBP-3, 我们在转染 48 h后收

集细胞培养上清, 用 Western blotting 的方法检测

IGFBP-3的表达。结果在 pSectag-IGFBP3转染的细

胞培养上清中检测到特异性的 IGFBP-3 蛋白表达, 

而在转染空载体的细胞上清中未检测到 IGFBP-3 蛋

白表达(图 3) 。 

 

图 3  pSectag-IGFBP3 转染 786-O 细胞的分泌表达   
鉴定  

Fig. 3  Identification of secretory expression of IGFBP-3 
in 786-O cells by Western blotting 

1: cell culture in control group; 2: cell culture in 
pSectag-IGFBP3 group 

 
2.3  IGFBP-3 促癌细胞凋亡的生物学功能检测 

将所构建的真核表达载体转染 786-O 细胞后, 

采用 Annexin V-EGFP 细胞凋亡检测试剂盒以及流

式细胞技术检测转染 IGFBP-3 后人肾癌细胞 786-O

的凋亡情况。如图 4 所示转染 IGFBP-3 的细胞凋亡

率(50.08%)明显高于对照组正常细胞(11.7%) 和转

染空载体细胞(16.82%)的凋亡率 , 约是对照细胞的

3~4倍, 表明分泌表达的 IGFBP-3可明显促进 786-O

细胞的凋亡。 

 

图4  Annexin V/PI法检测IGFBP-3诱导786-O细胞的凋亡 
Fig. 4  Detection of apoptosis of 786-O cells induced by IGFBP-3 with Annexin V/PI staining method 

Control: the apoptosis rate of cells in untransfected group is 11.7%; 1: the apoptosis rate of cells transfected with pSectagA is 16.82%; 2: the 
apoptosis rate of cells transfected with pSectag-IGFBP3 is 50.08% 
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3  讨论 

IGFBP-3是血液中主要的 IGF-I结合蛋白, 除了

作为 IGF-I 的运转蛋白, 运送 IGF-I 到靶组织, 对

IGF-I的活性起主要的调控作用外, 越来越多的证据

表明 IGFBP-3 可通过与其他蛋白相互作用发挥独立

作用, 如以 IGF-I 非依赖的方式对多种细胞起到抑

制增殖, 促进凋亡作用[8,9]。 

目前国内对 IGFBP-3 的研究多是将其作为临床

疾病的诊断指标, 对其功能研究较少。在我们的前

期工作中实现了重组 IGFBP-3 在大肠杆菌内可溶性

而且具有生物活性的高效表达。考虑到 IGFBP-3 含

有多对二硫键和糖基化位点, 因而采用真核表达系

统更容易获得有功能的蛋白, 而且表达的蛋白可直

接用来测定功能。在随后的工作中, 我们尝试了对

IGFBP-3 进行真核表达, 这样产生的重组蛋白折叠

与二硫键的形成与天然蛋白相似, 糖基化位点也能

在正确位置上形成, 因而表达产物可以活性形式存

在。在本研究中, 我们选择 Invitrogen公司的真核表

达载体——pSectag2A, 该载体携带有小鼠 Igκ链信

号肽, 在该信号肽的引导下, 可将目的基因所表达

的蛋白高效分泌到细胞培养上清中, 从而直接在细

胞水平检测分泌表达的蛋白对宿主细胞的生物学功

能。结果表明, 我们构建的该重组载体可在真核细

胞中分泌表达有活性的 IGFBP-3, 分泌表达的

IGFBP-3能直接作用于宿主细胞, 发挥促凋亡作用。 

现已知 IGFBP-3 可对许多癌细胞的生长起负调

控作用。在乳腺癌和前列腺癌细胞中 , 外源性的

IGFBP-3对其具有抑制增殖, 促进凋亡的作用[10,11]。

在非小细胞肺癌细胞异种移植物中 ,过表达的

IGFBP-3 可降低肿瘤的形成 [12]。在肾细胞癌中 , 

IGFBP-3 作为负调控因子对细胞的生长起抑制作

用。Cheung等人发现 SN12K1细胞 (来源于转移的

肾细胞癌) 可表达内源性的 IGFBP-3, 且自分泌的

IGFBP-3 能抑制细胞生长[13]。在本实验中, 虽然未

检测到使用的人肾癌细胞系 786-O 细胞表达内源性

IGFBP-3, 但过表达的外源分泌型 IGFBP-3 同样对

该细胞产生明显的促凋亡作用, 这提示 IGFBP-3 可

能是治疗肾癌的一个潜在候选药物。目前癌症是世

界上最难征服的疾病之一, IGFBP-3 作为一个抑制

生长、诱导凋亡的抗癌分子, 能有效抑制多种肿瘤

细胞生长, 成为目前颇有前景的抑癌新药, 已经越

来越引起人们的关注。在过去的十年, 几项临床研

究也提出, 体内 IGFBP-3 含量超出正常范围的人患

常见癌症 (如乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、肺癌) 的

风险要低。此外 , 一系列动物实验及体外研究也  

指出 IGFBP-3 在调控细胞生长和凋亡中的重要作 

用[14]。然而, IGFBP-3作为一种细胞因子, 具有广泛

的生物学作用, 尤其是其抑制肿瘤生长, 促进凋亡

的机制尚不明确, 为此, 本研究从真核水平进行了

IGFBP-3 的表达和功能研究, 为进一步研究 IGFBP-3

抑制肿瘤形成的作用机制及开发新的抗肿瘤药物奠

定了基础。 
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