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研究报告                                                               

Arresten 在烟草中的表达及其生物学活性分析 

李红民, 郝建国, 贾敬芬 
西北大学生命科学学院陕西省生物技术重点实验室, 西安 710069 

摘  要: 采用 5′端引入 His-tag 的引物从携带有 Arresten 基因的质粒 pCA 中扩增血管生成抑制因子 Arresten 编码基因,

构建其植物表达载体 pCAMBIAarr 并通过冻融法转化根癌农杆菌 LBA4404, 获得携带目的基因的重组农杆菌。采用叶

盘法以重组农杆菌转化烟草, 在 50 μg/mL 潮霉素 B 为选择压力下获得再生烟草植株, 经过 Southern 杂交、RT-PCR 和

Western blotting 检测, 获得稳定整合有 Arresten 编码基因的烟草转基因植株。牛血管内皮细胞 BCE 增殖抑制实验表明, 

采用镍离子螯合次氨基三乙酸亲和层析法从转基因烟草叶片中分离纯化的重组 Arresten 蛋白具有明显的抑制牛血管内

皮细胞增殖的生物活性。 

关键词 : 血管生成抑制因子 , Arresten, 转基因烟草 , 生物学活性  

Expression of Biologically Active Recombinant Arresten in 
Nicotiana tabacum 
Hongmin Li1, Jianguo Hao, and Jingfen Jia 

School of Life Science, Northwest University, Xi’an 710069, China 

Abstract: In this report, the biological activity of the recombinant Arresten expressed in Nicotiana tabacum was studied. The gene 
coding for the tumor angiogenesis inhibitor Arresten was PCR-amplified from the plasmid pCA and its plant expression vector named 
pCAMBIAarr was constructed by inserting the Arresten cDNA fragment into  the NcoI/BstEII sites of the plant binary expression 
vector pCAMBIA1301. Then pCAMBIAarr was transferred into Agrobacterium tumefacien LBA4404 by the freeze-thaw method. 
The adventitious shoots and regenerated plants of Nicotiana tabacum with hygromycinB-resistance were obtained via 
Agrobacterium-mediated leaf disk transformation method. Southern hybridization, RT-PCR and Western blotting analysis showed 
that the Arresten cDNA was integrated into the genome of some of the regenerated plants and the recombinant Arresten was 
expressed with a molecular size of 26 kD. Recombinant Arresten purified from transgenic tobacco leaves had an anti-proliferative 
effect on bovine endothelial cells. We speculate that biologically active recombinant Arresten can be produced by using plants as 
bioreactors. 

Keywords: tumor angiogenesis inhibitor, Arresten, biological activity, transgenic tobacco plant 

Arresten 是一种特异性抑制内皮细胞增殖和血

管生成的多肽因子, 是 Colorado 等[1]人发现并命名

的、源自人 IV 型胶原蛋白α1 链 NC1 非胶原结构域。

它是由 690 bp 的开放读码框编码的 230 个氨基酸残
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基组成的蛋白, 相对分子质量 26 kD。重组 Arresten

已经在大肠杆菌[1−9]、毕赤酵母[10]和哺乳动物细胞[2−4]

中获得成功表达。已有的研究结果显示, 纯化的重

组 Arresten 在离体条件下可以有效抑制血管内皮细

胞增殖, 在荷瘤小鼠体内能够抑制肿瘤增殖、迁移

和血管形成, 揭示出 Arresten 是一种具有潜在应用

价值的血管生成抑制因子。这些研究结果为实现

Arresten 的实际应用和规模化生产奠定了良好的前

期工作基础。 

与上 述几种表达 系统相比 , 植 物具有生 物量

大、容易培养/种植、生产成本相对较低等优点, 因

此植物表达系统也成为近年来药用蛋白基因工程研

究领域的热点之一。但是, 利用植物表达 Arresten
的研究尚未见报道。作者在研究中采用植物双元表

达载体 pCAMBIA1301 将 CaMV35S 启动子驱动的

Arresten 编码基因导入烟草基因组中, 并对转基因

烟草中表达的 Arresten 的生物学活性进行了初步研

究, 旨在为利用植物表达系统制备重组 Arresten 提

供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
大肠杆菌(Escherichia coli)菌株 DH5α用于载体

构建与扩增, 根癌农杆菌菌株 LBA4404 用于烟草转

化, Arresten 表达载体 pCA 由本实验室构建保存[11]、

质粒 pCAMBIA1301 由澳大利亚 CAMBIA 惠赠 , 

pMD18-T 载体为 TaKaRa 公司产品。 

1.2  材料 
烟草(Nicotiana tabacum)种子“秦烟 95”由陕西

省烟草研究所提供; 牛血管内皮细胞 BCE 由西安交

通大学医学院提供。 

1.3  试剂和工具酶 
各种限制性内切酶、Taq DNA polymerase、T4 

DNA ligase 等购自日本 TaKaRa 公司; 凝胶回收试剂

盒购自西安杨森生物技术有限公司; TRIzol、RT-PCR

试剂盒为 Invitrogen 公司产品; 1.0 kb DNA Ladder 及

150 bp DNA Ladder 为西安海碧基因生物技术有限

公司产品; DEPC 购自 Sigma 公司; RNA 分离试剂盒

(RNeasy® Mini Kit, Cat. No. 74104)和反转录试剂盒

购自 Qiagen 公司; DIG High Prime DNA Labeling and 

Detection Starter Kit Ⅱ (Roche); 蛋 白 质 分 离 用

Ni-NTA resin (Qiagen, Valencia, CA) 购自西安润德

生物技术有限公司 ; 蛋白质含量测定用 Bradford 

protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)、

Western blot 用 PVDF 膜、一抗(兔抗人 Arresten 多克

隆抗体)、二抗(羊抗兔 IgG-HRP)、牛成纤维细胞生

长因子 bFGF 以及牛血清白蛋白购自北京博奥森生

物技术有限公司; 其他各种试剂均为进口或国产分

析纯试剂。 

1.4  Arresten 植物表达载体的构建及其对根癌农

杆菌的转化 
Arresten 基因扩增用引物设计如下:  

正义引物: 5′-CATCATGACTCACCACCACCA 

CCACCACATGTCTGTTGATCACGGCTTC-3′ 
反义引物 : 5′-TTGGTCACCCTATGTTCTTCTC 

ATACAGACTTG-3′ 
注 : 下划线部分为引入的限制性内切酶位点 , 

其中上游引入的限制性内切酶位点为 Nco I, 下游引

入的限制性内切酶位点为 BstE II; 加粗部分为 His- 

tag 编码序列; 引物由 TaKaRa 公司合成。 

目的基因的扩增: 以携带有 Arresten cDNA 的

质粒 pCA 作为模板扩增 Arresten 编码基因。PCR 循

环: 94oC, 4 min; 94oC 30 s、40oC 30 s、72oC 1 min, 3

个循环; 94oC 30 s、50oC 30 s、72oC 1 min, 25 个循环; 

72oC 5 min。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳初步检测后

采用凝胶回收试剂盒从凝胶中回收 Arresten cDNA

扩增产物。 

Arresten 植物表达载体的构建及其对根癌农杆

菌的转化: 从凝胶中回收的 Arresten cDNA 扩增产

物经过 Nco I 和 BstEII 双酶切处理后与经同样双酶

切处理并回收的 pCAMBIA1301 载体大片段连接, 

连接产物转化 Escherichia coli 菌株 DH5α, 经过卡

那霉素筛选, 从卡那霉素抗性克隆中小量制备质粒

并对其进行双酶切检测和序列测定(委托 TaKaRa 公

司 进 行 ), 构 建 出 Arresten 植 物 表 达 载 体

pCAMBIAarr。pCAMBIAarr 转化根癌农杆菌的操

作、烟草的转化及再生等参照文献进行[11]。 

1.5  转基因烟草的鉴定 
1.5.1  转基因烟草的 Southern 杂交检测 

CTAB 法[11]大量制备转化植株和亲本植株的基

因组 DNA 并用苯酚抽提纯化, TE 重悬后调节浓度达

到 1.0 μg/μL, 取 30 μg 进行 0.8%琼脂糖凝胶电泳。
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电泳结束后进行 Southern 杂交实验, 杂交操作方法

按照 DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter KitⅡ试剂盒说明书进行。 

1.5.2  转基因烟草的 RT-PCR 检测 

烟草叶片总 RNA 提取和 RT-PCR 操作按照

Invitrogen 公司对应产品的说明书进行。 

1.5.3  转基因烟草的 Western blotting 检测 

转基因烟草的叶片在液氮中迅速研磨至细粉状, 

加入缓冲液抽提。抽提液于 4oC、27 000 g、20 min

离心两次, 收集上清液作为蛋白质样品。12%聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离各蛋白 , 用半干转印仪 (Hoefer 

TE 70, Amersham Biosciences, USA)将蛋白质条带转

移 至 PVDF 膜 上 。 蒸 馏 水 洗 膜 至 褪 色 , 用 PBS 

+20%脱脂奶+10% Tween20 封闭液封闭 4 h, 加一抗

(兔抗人 Arresten 多克隆抗体, 1:100 稀释)室温孵育

1.5 h, PBS 洗去多余一抗, 加辣根过氧化物酶标记羊

抗兔二抗(1:1000 稀释)室温孵育 1.5 h, 漂洗后加入

DAB 显色液显示, 显色条带出现后立即终止反应, 

拍照。 

1.6  转基因烟草中重组 Arresten 的分离纯化 
转基因烟草的叶片在液氮中迅速研磨至细粉状, 

加入 pH 8.0 的磷酸缓冲液抽提。抽提液离心后收集

上清液。按照产品说明书, 用 Ni-NTA resin 柱分离

纯化目的蛋白, 真空冷冻浓缩。蛋白质含量测定以

牛血清白蛋白为对照, 采用 Bradford protein assay 

kit 操作说明书进行。 

1.7  重组 Arresten 生物学活性测定 
牛血管内皮细胞 BCE 细胞系在 EGM 培养基中扩

增。将 0.5 mL 约含 2×104 cells 的 EGM 培养液加至

24 孔板上, 37oC、5% CO2 、培养 24 h。更换培养液, 加

入 PBS 溶解、母液浓度为 38.46 nmol/mL 的重组

Arresten, 浓度梯度为 7.69 pmol/mL、15.38 pmol/mL、

23.07 pmol/mL、30.76 pmol/mL、38.45 pmol/mL、

46.14 pmol/mL、53.83 pmol/mL、61.52 pmol/mL, 培

养 30 min 后, 用 bFGF 刺激培养细胞, 并加入新鲜

EGM 至终体积 0.5 mL。培养 72 h 后, 胰酶裂解, 血

球计数板计数。同时设 PBS 替代重组 Arresten 作为

阴性对照, 处理同上。每组处理设 6 个重复, 以每个

处理的细胞密度平均值进行统计学分析。对 BCE 细

胞增殖的抑制百分率=[(阴性对照 PBS 处理组的平

均细胞密度-重组 Arresten 处理组的平均细胞密度)/

阴性对照 PBS 处理组的平均细胞密度]×100%。 

2  结果与分析 

2.1  Arresten植物表达载体 pCAMBIAarr的构建 
arresten 定向插入植物双元表达载体 pCAMBI- 

A1301 所得的重组质粒经过 Hind Ⅲ和 BstEⅡ双酶

切分析, 限制性酶切电泳图谱显示, 重组质粒能够

被切割产生预期的带有部分载体序列和目的基因

的片段(大小为 1473 bp)和载体大片段(图 1 第 4 泳

道), 说明目的片段已经正确插入 pCAMBIA1301 的

Nco I/BstE II 位点。序列测定结果显示, arresten 读码

框完整、正确。 

 

图 1  重组质粒 pCAMBIAarr 的鉴定 
Fig. 1  Identification of recombinant plasmid pCAMBIAarr 
M: 1.0 kb DNA ladder; 1: negative Control (water as template); 2: 
negative control (pCAMBIA1301 as template); 3: PCR products of 

pCAMBIAarr; 4: Hind III & BstE II digested pCAMBIAarr; 5: 
pCAMBIAarr DNA 

 
2.2  转基因烟草的 Southern 杂交检测 

以亲本“秦烟 95”及转基因植株的基因组 DNA

作为检测样品进行 Southern 杂交实验的结果显示, 

有 3 个转化植株的基因组 DNA 出现阳性杂交信号, 

而亲本基因组 DNA 没有杂交信号。说明 3 个转化植

株都是转基因植株, 目的基因已经整合到烟草基因

组中(图 2)。 

2.3  转基因烟草的 RT-PCR 检测 
采用 TRzol 法提取 1、2、3 号转基因植株及亲

本植株的总 RNA, 经反转录产生 cDNA 第一链作为

PCR 扩增反应的模板、以目的基因 arresten 作为检

测对象进行 PCR 反应。1%的琼脂糖凝胶电泳检测结

果显示, 亲本植株总 RNA 的反转录产物没有扩增信

号, 1 至 3 号转基因植株总 RNA 的反转录产物都能

够被目的基因引物扩增出预期的目的产物(见图 3)。
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说明转基因植株中存在目的基因的 mRNA, 目的基

因在转基因植株中获得了转录水平上的表达。但是

根据凝胶成像系统的扫描分析, Arresten mRNA 在总

RNA 中的比例很低。 

 

图 2  Southern 杂交检测转基因植株 
Fig. 2  Southern blot analysis of Genomic DNA from 

transgenic Nicotiana tabacum “Qinyan 95” 
1: genomic DNA of “Qinyan 95”; 2: genomic DNA of the 

transgenic plant 1; 3: genomic DNA of the transgenic plant 2; 4 & 5: 
genomic DNA of the transgenic plant 3; 6: positive control 

(pCAMBIAarr DNA) 

 

图 3  RT-PCR 法检测目的基因转录水平上的表达 
Fig. 3  RT-PCR analysis of total RNA from parent and 

transgenic plants of Nicotiana tabacum 
1: DNA marker; 2: negative control; 3: Qinyan95; 4, 5, 6: RT-PCR 

product from the transgenic plants 1, 2 and 3 respectively 

 
2.4  转基因烟草的 Western blotting 检测 

根据蛋白质印迹分析结果表明, 来自 3 个转基因

植株的总可溶性蛋白质样液中都有分子量为 26 kD

的目的蛋白存在(见图 4), 大小与基因序列推测的结

果一致, 但“秦烟 95”的总可溶性蛋白中未出现目

的蛋白。间接说明 3 个转基因植株中目的基因都获

得了蛋白质水平上的表达。 

 

图 4  转基因植株的 Western blotting 检测 
Fig. 4  Western blotting analysis of recombinant Arresten 

from transgenic plants of Nicotiana tabacum 
1~2: soluble protein from the transgenic plant 1; 3, 4: soluble 

protein from the transgenic plant 2; 5~7: soluble protein from the 
transgenic plant 3; 8: soluble protein from Qinyan95 

 

2.5  转基因烟草中重组 Arresten 的分离纯化及其

生物学活性测定 
采用材料方法中提及的 Ni2+螯合亲和层析分离

纯化转基因烟草叶片中的重组 Arresten, 透析脱盐、

去除小分量的成分后, SDS-PAGE 电泳和考马斯亮

蓝染色检测结果表明分离的重组 Arresten 蛋白样品

中没有其他杂蛋白污染(结果未显示)。重组 Arresten

以 PBS 溶解, 作用于用 bFGF 刺激后的牛血管内皮

细胞 BCE。实验结果表明, 阴性对照 PBS 处理组细

胞密度平均为 10.5×104 /mL, 重组 Arresten 各处理组

(从 7.69 pmol/mL 到 61.52 pmol/mL)的平均细胞密度

分别为 9.4× 104 /mL、9×104 /mL、8.2×104 /mL、7.6×104 

/mL、6.8×104 /mL、6.3×104 /mL、6.1×104 /mL 和

6.06×104 /mL, 各组组内标准偏差最大为 0.064, 最

小为 0.050, 均低于对照组(图 5a)。对 BCE 细胞增殖

的抑制百分率分别为 10.48%、14.29%、21.9%、

27.62%、35.24%、40%、41.9%和 42.3%(图 5b)。T

检验显示, 当重组 Arresten 浓度达到 15.38 pmol/mL

以上时, 在 P=0.05 的置信区间内, 重组 Arresten 各

处理组的平均细胞密度与阴性对照 PBS 处理组的平

均 细 胞 密 度 之 间 均 存 在 显 著 性 差 异 , 说 明 重 组

Arresten 作用对 bFGF 刺激后的 BCE 增殖能力具有

明显抑制作用 , 而且表现出一定的剂量依赖性 , 但

是当 Arresten 作用浓度达 53.83 pmol/mL 以上时, 抑

制效率的增幅趋缓(图 5)。该结果与 Colorado 等人[1]

的研究结果相似, 但作用浓度偏高。 

3  讨论 
植物生物量大 , 可在田间直接种植 , 无需特殊

的生物反应器和营养要求, 因而成为近年来药用多 
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图 5  纯化的重组 Arresten 对 BCE 细胞的增殖抑制作用 
Fig. 5  Inhibition effects on BCE proliferation of recombinant Arresten purified from transgenic Nicotiana tabacum plants 

a, b: 0.2 μg/mL=7.69 pmol/mL 
 

肽或蛋白表达系统研究开发的热点之一。本研究将

血管生成抑制因子 Arresten 编码基因插入植物双元

表达载体 pCAMBIA1301 中, 构建成携带 Arresten 

cDNA 的表达载体并转化烟草, 经过 Southern 杂交、

RT-PCR、Western blotting 分析以及生物学活性初

步研究, 证实转基因烟草中能够表达出具有血管内

皮 细 胞 增 殖 抑 制 作 用 的 重 组 Arresten, 从 而 为

Arresten 的规模化生产提供了一条新的思路。到目前

为止, 这是首篇利用植物表达系统获得具有生物活

性的人源重组 Arresten 的研究报道。 

另外 , 基因工程领域的大量研究文献表明 , 外

源基因在宿主体内(细胞)的表达效率不仅与外源基

因的表达载体有关, 而且与宿主本身的特性有着直

接或间接的关系。作者在研究中虽然获得了能够表

达产生具有一定生物学活性的重组 Arresten 的转基

因烟草株系, 但是该重组蛋白在转基因烟草叶片中

的表达量很低, 仅占宿主可溶性蛋白的 0.2%左右, 

远低于外源基因在大肠杆菌和酵母中的表达水平。

这种外源基因在宿主植物中表达量很低的现象在植

物基因工程操作中比较普遍[12]。这可能与显花植物

基因组很大、而转入并整合到宿主基因组中的外源

基因拷贝数低有关, 或是外源基因在与宿主基因组

发生整合的过程中诱发了核酸结构的微小变化, 使

得外源基因被启动转录和翻译的效率降低。而且 , 

由于植物与人类在遗传密码的偏好上和基因表达产

物的修饰加工、调控上存在一定差异, 使得表达出

的蛋白在生物活性上出现一些差异, 作者在研究中

观察到的重组 Arresten 达到与 Colorado 等人[1]的研

究中相同的 BCE 细胞增殖抑制率所需要的浓度偏高, 

可能就是与上述原因有关。目前, 已经可以通过选

择更加适合的宿主植物、利用叶绿体等细胞器基因

组进行外源基因的表达、选择更加强效的基因启动

子和外源基因两翼的 5′和 3′非翻译区序列、使用植

物宿主的偏好密码、基因融合技术、改变外源基因

在宿主植物中的亚细胞定位等方法来提高外源基因

在宿主植物中的表达效率和生物学活性[13−15]。作者

也在进行这方面工作的探索。伴随着植物基因工程

中这些关键问题的解决, 以植物作为表达系统生产

药用蛋白的用途将会越来越广泛。 
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