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人纤溶酶原 !"#$基因的克隆、表达和产物的纯化及抗癌活性分析

张添元 罗进贤" 陆幸妍
（中山大学基因工程教育部重点实验室，生物化学系，广州 #!%$5#）

摘 要 纤溶酶原 F!39功能区是近年发现的血管生成抑制因子，具有抑制肿瘤生长和转移的活性。以人血管生
成抑制素 @G+H为模板用 IJK技术扩增了 F!39功能区的基因，G+H序列分析后克隆至质粒 .ILJ&F上获得重组质
粒 .ILJ&F!9，转化毕节酵母 M,!!#，用 IJK和 M4!"法筛选高拷贝转化子，进行摇瓶发酵。,G,3IHM=和 N-?/-2E 1)(/
分析结果证实 F!39基因已在 M,!!#分泌表达，并具有免疫活性。选用 9%O和 "%O罐进行高密度发酵，甲醇诱导 4"P
细胞密度达到 34$#% Q 9%%，比摇瓶提高 # Q 6倍，表达量 !#%3$%%0RSO。发酵上清液经 ,/2-;0)>E- ,I离子交换及 IP-3
ET)3,-.P(2(?-疏水层析纯化，在 ,G,3IHM=上显示一条带，纯度 &6U，动物实验证明纯化产物具有抗血管生成和抗肿
瘤的活性。
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血管生成是肿瘤组织得以快速生长和转移的基

础［!］。利用高效低毒的血管生成抑制因子抑制新生

血管的形成，切断肿瘤的营养供应，达到治疗肿瘤的

目的是当前肿瘤领域研究的热点之一［$ Q 9］。!&&4年
发现的纤溶酶原的 F!34功能区是一个血管生成抑制
因子，它通过抑制血管生成来抑制肿瘤的生长和转

移［4］。后来又发现其F!39功能区比F!34区有更强的
抗血管生成和抗肿瘤活性。F!34功能区的研究国外
已开始进入一期临床阶段，国内研究尚在实验室规

模，F!39 功能区的研究国内尚无报道。毕赤酵母
（5#0"#+ 6+&/(*#&）是一种甲基营养酵母，它能以甲醇为
唯一碳源和能源。在以甲醇作碳源时与甲醇代谢有

关的酶如醇脱氢酶（HWX）等能大量地表达。由于这
类酵母具有能高密度发酵，遗传稳定，发酵液中分泌

的杂蛋白质少，易纯化和糖基化形式较接近人类的优

点，是新一代的酵母表达系统。本文报道人纤溶酶原

F!39功能区基因的克隆及其在毕赤酵母中的分泌表
达，高密度发酵，产物的纯化和生物活性分析。

" 材料与方法

"%" 材料
"%"%" 菌种与质粒：大肠杆菌 GY#!为本室保存，毕

赤酵母 5#0"#+ 6+&/(*#& M,!!# 及 .ILJ&F购自 LEZ>/2(3
R-E公司。
"%"%& 酶和主要试剂：限制酶，84 G+H 连接酶，
D+8I?，IJK试剂盒购自 K(@P- 公司，人纤溶酶原抗
血清为 ,>R0; 公司产品，IJK引物由北京赛百盛公
司合成，纯化用的 ,/2-;0)>E- ,I，IP-ET)3,-.P;2(?- 等
填料为 H0-2?P;0 IP;20;@>; [>(/-@P公司产品。
"%"%$ 培养基：大肠杆菌的培养用 O[培养基，酵母
培养基 \IG，]G，]]，[]M\及 []]\见文献［6］。
"%& 方法
"%&%" IJK扩增：以人血管生成抑制素 @G+H为模
板，扩增条件为：&4^ !0>E，6%^ !0>E，5$^ !0>E，反
应 9%个循环。
"%&%& IJK产物的克隆和序列分析：IJK产物先克
隆至质粒 .,I5$，用 I-2_>E =)0-2公司的全自动 G+H
序列分析仪进行序列测定。序列正确的 G+H再克
隆到质粒 .ILJ&F上。
"%&%$ 酵母的转化，阳性转化子和高拷贝转化子的
筛选均按文献［6］的方法进行。
"%&%’ F!39基因的表达，电泳，免疫印迹分析：高拷
贝阳性转化子单菌落接种，培养至 346%% ‘ $ Q 6 后
用甲醇诱导，上清液进行 ,G,3IHM=及 N-?/-2E 1)(/



分析。

!"#"$ 高密度发酵：在德国的 !" !#$%& ’()和 *()
反应器中进行，发酵条件参考文献［+］。
!"#"% 产物的抗血管生成和抑癌活性分析按文献
［*］的方法。

# 结果和讨论

#"! 人纤溶酶原 &!’(基因的克隆
#"!"! ,-. 引物的合成：根据人血管生成抑制素
/01序列［*］，设计合成了如下一对引物：

!"#2

34端引物：5-6 -5- 616 111 161 616 6-5
611 6-5 656 515 -5- 5-1 616 56- 116

$%#.2

’4端引物：5-6 611 55- 515 516 616 5-1
-16 61- 665 15- 551 -
为方便基因操作，在 34端引物上加了 !"#2酶切

位点及 *个氨基酸组成的信号肽酶识别位点，在 ’4
端引物上加 $%#.2的酶切位点及 7个终止密码。
#"!"# 89:’基因的扩增与序列分析：以人血管生成
抑制素基因为模板，以 7"9"9中的两段序列为引物，
,-.方法合成得到 ("* ;< 的 /01片段。,-.产物
直接克隆至质粒 =>,+7上，经酶切电泳分析和 /01
序列分析，结果证明是正确的 89:’基因（序列结果
略）。

#"# 含 &!’(基因的表达载体 )*+,-&!(的构建
用 !"#2和 $%#.2 从 =>,89:’ 上切下 89:’ 的基

因，克隆至质粒 =,2-?8 的 !"#2，$%#.2 位点之间
（!"#2做部分酶切）构建含 89:’ 基因的表达载体
=,2-?89’，其物理图谱如图 9。=,2-?89’ 经 !"#2:
$%#.2酶切成 ’条带（其中 7条大小相近约 @"A ;<的
带重叠在一起，另一条为 ("* ;<即 89:’基因），大小
均与理论值相符，从而证明 89:’ 基因已克隆至
=,2-?8。

图 9 表达载体 =,2-?89’的物理图谱
BCDE9 ,FGHCI$J K$= LM NO=#NHHCL& PNIQL# =,2-?89’

#"( )*+,-&!(的转化和阳性转化子的筛选
用 &’(!（或 )*("）酶切 =,2-?89’ 使之线性

化，然后采用原生质体转化法将 =,2-?89’ 转化 + E
,*-.#/0- 6>993，先用 ,-.快速检测筛选阳性转化子
然后点种到分别含 9 R @KDSK) 6@9* 的 T,/ 平板
上，最后在 @KDSK) 6@9*的平板上筛选出高拷贝整
合的转化子，命名为 6>993（=,2-?89’）。
#". &!’(基因在 /0!!$（)*+,-&!(）中的诱导表达
将 6>993（=,2-?89’）在 !U6T 中 ’(V培养至

12A(( W 7 R A，然后用甲醇诱导，并以 6>993为对照，

@*F后取样，上清液进行 >/>:,16X。结果如图 7$，
可见在 ’3;/附近有一条新的蛋白带，将电泳凝胶转
膜后进行 YNHQN#& <JLQ分析，发现表达产物能与人纤
溶酶原抗血清特异结合而与对照菌 6>993呈阴性反
应（图 7<），以上结果证明 89:’ 基因已在毕赤酵母
中表达。经凝胶光密度扫描和蛋白浓度测定，估算

表达量约为 3(KDS)发酵液。

图 7 表达蛋白的 >/>:,16X（$）和 YNHQN#& <JLQ（<）分析
BCDE 7 >/>:,16X（$）$&Z YNHQN#& <JLQ（<）$&$JGHCH LM NO=#NHHNZ
=#LQNC&
UE ,#LQNC& K$#;N#；9E 6>993 C&Z%INZ；7E 6>993（=,2-?89’）C&Z%INZ

#"$ 生物反应器高密度发酵
按 9"7"3的方法在 ’()和 *()的反应器中进行

高密度发酵。种子液 7*V培养过夜至 12A(( W * 接
入发酵培养基中，温度保持 7* R ’(V，用氨水自动
调节 =[保持在 3 E(左右，培养 7@F至 12A(( W 9A(时
开始加甲醇诱导，控制溶氧 7(\以上，逐渐加大甲
醇的流加速度，诱导 @*F后放罐，此时细胞的浓度达
到 12A(( W ’((，发酵上清走 >/>:,16X，经凝胶光密
度扫描和蛋白含量分析，表达量约 7((KDS)。
#"% 表达产物的纯化
发酵上清液先上 >Q#N$KJC&N >, 阳离子交换柱，

然后再上 ,FN&GJ:>N=F$#LHN [CDF ,N#ML#K$&IN 疏水层
析，在 >/>:,16X 上展现一条带（图 ’），纯度 ?A\。
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回收率 !"#。

图 $ 生物反应器发酵表达及蛋白纯化过程
的 %&%’()*+分析

,-./$ %&%’()*+ 010234-4 56 789:7447; 01;
9<:-6-7; 9:5;<=>4 6:5? @-5:70>5:

A/ (:5>7-1 ?0:B7:；

C / ,7:?71>0>-51 4<97:10>01>；

D / (<:-6-7; 9:5>7-1 06>7: %>:70?2-17 %(；

$ / (<:-6-7; 9:5>7-1 06>7: (E7132 %79E0:547

! "# 表达产物的生物活性分析
按 CFDFG的方法，分析表达产物的抗血管生成和

抑癌活性。从图 H可见加了 @,*,和 IC’$的实验组
鸡胚形成无血管区而仅加 @,*,的对照组鸡胚形成毛
细血管丛。图 J显示注射 (K%的对照组荷黑色素瘤
小鼠背部肿瘤迅速生长，瘤体积达到（D!"" L G""）
??$，而注射了 IC’$的实验组小鼠肿瘤体积仅有（!D"
L CJ"）??$（开始注射时瘤体积为（G"! L CD"）??$，注

射 C";后实验组比对照组平均抑瘤率为 MHFC#（以上
数据为每组 J只小鼠测得数据的平均值）。

图 H 重组 IC’$对鸡胚绒毛尿囊膜血管形成的抑制作用
,-./H N1E-@->-51 @3 :7=5?@-101> IC’$ 51 >E7 01.-5.7174-4 56
=E-=B71 7?@:351-= =E5:-502201>5-= ?7?@:017

O76> /P->E5<> >:70>?71>；Q-.E> / R:70>7; S->E :7=5?@-101> IC’$

毕赤酵母是新一代的酵母表达系统，它具有表

达水平高、表达蛋白可分泌胞外等优点，尤其是它分

泌的杂蛋白少，纯化过程中容易除去，且易于进行高

密度发酵的优点特别适合大规模的工业化生产。以

上特点使毕赤酵母成为表达和分泌动物蛋白的理想

系统，受到广泛的重视。近年来有关外源基因在毕

赤酵母中表达的文章很多，但关于发酵特别是高密

图 J IC’$对小鼠黑色素瘤的抑制作用
,-./J N1E-@->-51 56 :7=5?@-101> IC’$ 51 ?5<47 ?72015?0

76> /A5<47 >:70>7; S->E :7=5?@-101> IC’$；Q-.E> / A5<47 S->E5<> >:70>?71>

度发酵的研究有限。基因工程的目的是通过发酵摸

索工程菌快速生长和外源基因高效表达的工艺以获

得大量的外源基因表达产物，而高密度发酵是实现

上述目的的重要条件。本研究根据毕赤酵母表达产

物分泌至胞外和适于进行高密度发酵的优点，将

IC’$基因转入毕赤酵母 *%CCJ，在摇瓶培养的基础
上，在 T"O罐进行中试规模的高密度发酵和纯化工
艺研究获得理想的效果，经甲醇诱导 HTE细胞密度
达到 $"" !"，是常规发酵的 G U T 倍。表达量达到
D""?.VO，是常规发酵的 H倍。为今后的规模生产和
临床试验打下了基础。

$%&%$%’(%)（参考文献）

［ C］ W-27 Q/ O744 @255; ?7014 ?5:7 401.<-1->3/ #$%%&’( )*+,+-.，CMMJ，*：C"U

C$
［ D］ ,52B?01 X/ PE0> -4 >E7 7Y-;71=7 >E0> ><?5:4 0:7 01.-5.7174-4 ;7971’

;71>？/0(, #0’1&% 2’3(，CMTM，+!：H U G
［ $］ N40-0E X ,，O77 A +/ RE7 -?92-=0>-51 56 01.-5.7174-4 65: >E7 @-525.3

01; >E7:093 56 =01=7: ?7>04>04-4/ #&,,，CMMH，#,：CTJ U CTT
［ H］ Z’Q7-223 A %，[52?.:71 O，%E-1. \ &( 0, / )1.-54>0>-1：0 15Y72 01’

.-5.7174-4 -1E-@->5: >E0> ?7;-0>74 >E7 4<99:744-51 56 ?7>04>0474 @3 0

27S-4 2<1. =01=-15?0/ #&,,，CMMH，#,：$CJ U $DT
［ J］ %:77B:-4E10 I，I:599 I +/ 4*15*0 603(+%*3 / N1：P526 I/（+;），

/+’’ 1+’7&’(*+’0, 8&03(3 *’ )*+(&15’+,+-.， [7-;72@7:. %9:-1.7:，

CMMG，D"$ U DJD
［ G］ N1Y->:5.71 N1=/ A01<02 65:“+0434727=>RA (-=E-0 +89:744-51 I->”

［ !］ ]-2471 % O，&765:; A +，(:5:5B A &( 0, / [-.E 27Y72 47=:7>-51 -1

4*15*0 603(+%*3 01; @-5=E7?-=02 =E0:0=>7:-^0>-51 56 >E7 :7=5?@-101>

I:-1.27D ;5?0-1 56 >-44<7’>397 9204?-15.71 0=>-Y0>5: / )*+(&15’+, 966,

)*+15&:，CMM!，!*：G$ U !H
［ T］ O_Z X ‘，O_ P X，ON P a &( 0, / b251-1.，47c<71=-1. 56 E<?01

01.-54>0>-1 .717 01; ->4 789:744-51 -1 ; / 1+,* / 4%+-%&33 *’ /0($%0,

<1*&’1&，CMMM，,（M）：G!D U G!!

JMJJ期 张添元等：人纤溶酶原 IC’$基因的克隆、表达和产物的纯化及抗癌活性分析



!"#$%$& ’$( )*+,-..%#$ #/ 0,%$&"- 123 4-$- #/ 567’$ 8"’.7%$#&-$
’$( 9:- 86,%/%;’9%#$ ’$( <%#’;9%=%9> #/ ?9. )*+,-..-( 8,#(6;9

!"#$% &’()*+,() -./ 0’)*1’()! -. 1’)2*+()
（!"# $#% &’()*’+)*% ), -#.# #.-/.##*/.- ), 0/./1+*% ), 2345’+/). ’.3 6#7’*+8#.+ ), 9/)5"#8/1+*%，:").-1"’. ;./<#*1/+%，=4’.->")4 345673，?"/.’）

@A.9,’;9 89’)2:; 4*< =>?(’) ’@ ( 9;A;)B:C D>,)= ()2’>2;);@’@ ’)E’F’B>9 G’BE ()B’*()2’>2;);@’@ ()= ()B’*B,?>9 (AB’H’BC I &E; J9’)*
2:; 4*< 2;); G(@ (?K:’D’;= FC LMN B;AE)’O,; ,@’)2 ()2’>@B(B’) 2;); (@ B;?K:(B; I #DB;9 P$# @;O,;)A’)2，BE; LMN K9>=,AB G(@
A:>);= ’)B> KLQMR8 9;@,:B’)2 ’) 9;A>?F’)()B K:(@?’= KLQMR84< GE’AE G(@ BE;) B9()@D>9?;= ’)B> @/5"/’ 7’1+)*/1 %S443 I &E; E’2E
A>KC ’)B;29(B’>) B9()@D>9?()B@ @A9;;);= FC LMN ()= %T4U ?;BE>=@ G;9; A,:B’H(B;= ’) D:(@J@ I &E; 84*< G(@ ;VK9;@@;= ()= @;A9;B*
;= B> BE; ?;=’,? ()= E(@ ’??,)>2;)’A (AB’H’BC (@ @E>G) FC SPS*L#%W ()= X;@B;9) F:>BB’)2 I "’2E A;:: =;)@’BC A,:B,9; G(@ A(9*
9’;= >,B ’) <5*:’B;9 ()= U5*:’B;9 F’>9;(AB>9，BE; F’>?(@@ 9;(AE;@ <55 A6 (DB;9 ?;BE()>: ’)=,AB’>)，()= BE; ;VK9;@@;= K9>=,AB ’@
655?2Y-I &E; D;9?;)B(B’>) @,K;9)(B()B G(@ K,9’D’;= FC SB9;(?:’); SL ()= LE;)C: S;KE(9>@; ME9>?(B>29(KEC，BE; K9>=,AB (K*
K;(9@ (@ ( @’)2:; F()= >) SPS*L#%W，G’BE ( K,9’BC >D R3Z [ R\Z I &E; K,9’D’;= K9>=,AB E(@ ()B’*()2’>2;);@’@ ()= ()B’*B,?>9
(AB’H’BC I

0-> B#,(. 84*< =>?(’) >D E,?() K:(@?’)>2;)，2;); A:>)’)2 ()= ;VK9;@@’>)，K,9’D’A(B’>)，()B’*B,?>9 (AB’H’BC

N;A;’H;=：5T*67*6556

&E’@ G>9J G(@ @,KK>9B;= FC %9()B D9>? %,()2]E>,“663 SA’;)A; ()= &;AE)>:>2C L9>29(?”（$>I RR*!*55T*54）I

!M>99;@K>)=’)2 (,BE>9 I &;:：U\*65*UT446<R7；^(V：U\*65*UT5<\643；W*?(’:：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

:@F9A56_ ]@,I ;=,I A)

向您介绍世界著名的学术出版机构 0>E) X’:;C ;B S>)@ Q)A I

X’:;C创立于 4U57年，做为全球知名的学术出版机构，出版大量的学术著作、教材和高品质的学术期刊。6556年，X’:;C已
出版超过 T55种期刊，其中拥有众多的国际权威学会会刊和推荐出版物，被 SMQ收录的核心刊达 655种以上，主要分布在：化学
化工、生命科学与医学、计算机科学、工程技术、地球科学（包括环境科学）、数学与统计学、物理科学、心理学、经济与管理类

等。X’:;C是最早进入电子出版物领域的出版商，在 4RR7年将期刊电子化，目前全文在线期刊已超过 <55种，您可以通过访
问、浏览、查询我们的在线出版平台：GGGI ’)B;9@A’;)A;I G’:;CI A>?了解所关心的期刊和在线出版物的情况，并免费获得样刊或试
用。

X’:;C还出版世界一流水准的大型实验手册，工具书和电子图书。这些产品中有被全球上万生命科学、医学、化学实验室
使用的大型实验室指南 M,99;)B L9>B>A>:@共 4<个专题，每季度更新：被称为“圣经”的 .::?())’@ W)ACA:>K;=’( >D Q)=,@B9’(: ME;?’@*
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