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重组人 !"#$ 的解整合素域对人肺腺癌 "%&’ 体外增殖、粘附和侵袭的

抑制作用
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摘 要 为了解人 =8HN 的解整合素域对肿瘤细胞粘附和侵袭的影响以及其独立于其他结构域发挥作用的能力，从单核细胞

系 =X]< 中提取 .*8，.=L]H. 扩增出 =8HN 全长基因，构建了 9^;<K=L=8HN 载体。对 9^;<K=L=8HN 质粒进行 ]H.，分别扩增

="$$（"$$59，编码解整合素域）、=K$$（K$$59，编码酶催化域）及 =<"$$（<"$$59，编码胞外域）三个片段，将其分别亚克隆至表达载

体 9N=!KB（ J ）。把质粒转化大肠杆菌 \S!<（;N"），表达产物均以不溶性包涵体形式存在。经过溶解包涵体、\\F= *=8 树脂柱

亲和层析并透析复性，获得高纯度的三种活性蛋白。^== 法、细胞粘附实验、=6BD?@/(( 小室侵袭实验分别显示 =8HN 解整合素

域、胞外域蛋白均能明显抑制 8M#I 细胞的增殖，且以剂量依赖性的方式抑制 8M#I 细胞与纤维粘连蛋白的粘附，并能抑制

=6BD?@/(( 小室中 8M#I 细胞对 ^B:61C/( 模拟的天然基底膜的侵袭，而酶催化域蛋白则无相应的抑制能力。表明重组 =8HN 解整合

素域蛋白可独立抑制肿瘤细胞的增殖、粘附和侵袭，为深入研究该区域的作用及 =8HN 在肿瘤发病中的机制提供了新的认识。
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5C5D（5 C%-%*)’3"%* (*+ D’)($$#!"#)’(-’）是一族

跨膜糖蛋白，属于金属蛋白酶（DE）超家族，目前包

括至少 F@ 个成员，在受精、精子移动、成纤维细胞融

合、神经发育和细胞外域脱落中起重要作用［G H 7］。

这 类 蛋 白 分 子 都 包 含 信 号 肽 区（ -%3*($ !’!)%+’
+#2(%*）、前 肽 区（ !"#+#2(%*）、金 属 蛋 白 酶 区

（2’)($$#!"#)’(-’ +#2(%*）、解 整 合 素 区（ +%-%*)’3"%*
+#2(%*）、半胱氨酸富含区（40-)’%*’<"%4, +#2(%*）、表皮

生长因子样区（’!%+’"2($ 3"#9), &(4)#"<$%I’ +#2(%*）、跨

膜区（ )"(*-2’2/"(*’ +#2(%*）和 胞 内 区（ 40)#!$(2%4
+#2(%*），各个区域对蛋白的整体功能都做出自己的

特殊贡献，近年来，对于解整合素区域的研究越来越

受到重视［6，J］。作为第一个确定的与包括 ;KL<!在

内的 几 种 重 要 的 酶 表 面 蛋 白 脱 落 有 关 的 酶———

5C5DGM，又称肿瘤坏死因子<!前体转换酶（ )12#"
*’4"#-%- &(4)#"<!4#*.’")%*3 ’*N02’，;5B:），广泛介导着

炎症等生理病理过程，随着它的 2OK5 剪接变异体

的报道，对其各个结构域的功能以及相互联系，尤其

是解整合素区成为研究的新课题。本研究将构建

5C5DGM 的解整合素域原核表达载体，为观察其是

否可单独发挥作用，同时构建酶功能域、胞外结构域

（包含酶功能域和解整合素域）的原核表达载体，在

体外（ !" #!$%&）观察 F 种融合蛋白对 5678 细胞生物

活性的影响。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 菌株和质粒：!:;<=>(（ ? ）载体，大肠杆菌

CP6!、QR=G（C:F）均由本室保存，!DC<G>; 载体购

自 ;(S(O( 公司。

)*)*+ 细胞株系：肺腺癌 5678 细胞，;PEG 单核细

胞均由本室保存。

)*)*, 试剂：’() CK5 聚合酶，;7 CK5 连接酶购自

DQT 公司，R5 ’() CK5 聚合酶，*(+P"，,-&O"，

OK5 R5 EBO S%)（5DU）均购于 ;(S(O( 公司；;"%N#$
O’(3’*) 购 自 D"43’*’ 公 司；人 纤 维 粘 连 蛋 白

（L%/"#*’4)%*，LK）购自 B,’2%4#* 公司；D()"%3’$ 胶购自

美国 QC 公司；;"(*-9’$$ E’"2’(/$’ V1!!#") 购自美国

B#"*%*3 公司；QB5 蛋白浓度测定试剂盒为上海碧云

天公司产品；QQV; K;5 树脂、凝胶回收试剂盒购自

上海申能博彩公司；引物合成与序列测定由英骏生

物技术有限公司完成，其他试剂为进口分装或国产

分析纯。

)*+ 方法

)*+*) ;5B: 全长克隆的构建：离心收集对数生长

期的 ;PEG 细胞约 6 W G@J 个，采用 ;"%N#$ O’(3’*)，按

说明书方法提取总 OK5。以 X$%3#<+; 为引物，参照

OK5 R5 EBO S%)（5DU）试剂盒实验手册合成 4CK5
第一链。根据 ;5B: BCV 序列（KD H @@FG>F）设计引

物，序 列 如 下：EG：6Y<ZZZ55;;BBBZBB5BB5;Z5Z
ZB5Z;B;B;BB;5;;BB<FY；E=：6Y<BZBZZ5;BB5ZB;
Z5Z55B;555;;5ZB5B<FY。以 O; 产物为模板，扩

增出 ;5B: 全长 =7M6/! 片段，将其克隆入 !DCG><;<
U’4)#"，EBO 法筛选出阳性克隆并测序，测序正确的

载体命名为 !DCG><;<;5B:。

)*+*+ ;5B: 系列结构亚克隆的构建：根据 Z’*Q(*I
中人 ;5B: BCV 序列的各个分区的划分，设计三对

上游带 *(+P"酶切位点，下游带 ,-&O"酶切位点

的引物，以 !D;G><;<;5B: 为模板，EBO 分别扩增出

F@@/! 的解整合素域（EF，E7 为引物），>@@/! 的酶域

（E6，EJ 为引物），GF@@/! 的胞外域（EM，E> 为引物）。

引 物 序 列 如 下：EF：6Y<BZBZZ5;BB5ZB55;555Z
;;;Z;ZZZ5<FY；E7：6Y<ZBBZ55;;BB;;ZBB55Z5;
BB55ZB555B<FY；E6：6Y<B5BZZ5;BB5Z5ZB;Z5B
B5Z5;BBB5;<FY；EJ：6Y<ZZBZ55;;BZBZ;;B;;Z55
55B5B;BB;<FY；EM：6Y<B5BZZ5;BB;;ZB;Z5BBB5
Z5;BBB5;Z55Z<FY；E>：6Y<B;5Z55;;B5;5B5;BB;
Z;5B;BZ;;;B;B5B<FY。按凝胶试剂盒说明回收目

的片段；*(+P"和 ,-&O"双酶切后，在 ;7 CK5 连

接酶作用下，与用相同双酶切的 !:;=>(（ ? ）质粒在

7[连接，过夜后转化于 , \ -&.! CP6!，用含 G@@#3]2R
卡那霉素的 RQ 固体培养基筛选阳性克隆，将酶切

鉴定正确的克隆进行测序分析。

)*+*, 重 组 蛋 白 的 诱 导 表 达 和 鉴 定：将 !:;=>(
（ ? ）<;F@@、!:;=>(（ ? ）<;>@@、!:;=>(（ ? ）<;GF@@ 质

粒分别转入 , \ -&.! QR=G（C:F），挑取单个菌落接种

于含 G@@#3]2R 卡那霉素的 RQ 培养基中，FM[振荡

培养过夜，将菌液以 G ^ =@ 接种于 RQ 培养基中（含
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!""!#$%&卡那霉素），培养至 !"’"" ( ")’ * ")+ 加入

终浓度为 !%%,-$& 的 ./01 于 2"3诱导 4 5。取样进

行 !6)78的 9:9;/<1= 电泳。

!"#"$ 重组蛋白的纯化和复性：取经 ./01 诱导 45
后的表达菌液 43 7""">$%?@ 离心 6"%?@，弃上清；加

!"%& 超声缓冲液反复冻融后，冰上超声破菌 !7 *
6"AB，6"C D !"；43，!"""">$%?@ 离心 !7%?@。取沉淀

物与上清，分别进行 9:9;/<1= 电泳，可见目的蛋白

均以 包 涵 体 形 式 存 在。沉 淀 物 用 蛋 白 溶 解 液（+
%,-$& E>FG，7"%%,-$& 0>?C（HA+)"），!""%%,-$& 6;巯基

乙醇）重新溶解沉淀。预先用 !" 倍柱体积的 IEJJF>
<（6"%%,-$& 0>?C;AK-，")7%,-$& LGK-，!"%%,-$& 咪

唑，!"8甘油）平衡 II90 L0< 树脂柱；将蛋白溶液

过柱；用 !" 倍柱体积的 IEJJF> < 洗柱；用 7 倍柱体积

的 IEJJF> I（ 6"%%,-$& 0>?C;AK-，")7%,-$& LGK-，
7"%%,-$& 咪唑，!"8甘油），收集流出液，!%&$管；用

7 倍柱体积的 IEJJF> K（6"%%,-$& 0>?C;AK-，")7%,-$&
LGK-，6""%%,-$& 咪唑，!"8甘油），收集流出液，!%&$
管；用 7 倍柱体积的 IEJJF> :（6"%%,-$& 0>?C;AK-，
")7%,-$& LGK-，27"%%,-$& 咪唑，!"8甘油），收集流

出液，!%&$管；用 !6)78 9:9;/<1= 分析，收集含纯

化蛋白的各管。收集的蛋白溶液按 ! M !"" 于复性液

（!"%%,-$& 0>?C;AK- （ HA +)"），6""%%,-$& LGK-，
7%%,-$& KGK-6，!""!%,-$& N@K-6，!""%%,-$& <>#?@?@F，

!%%,-$& 1991，!%%,-$& 19A）中透析 6O，然后 ! M 4""
对透析缓冲液（6"%%,-$& 0>?C;K-，7"%%,-$& LGK-）透

析 43过夜，更换一次透析液再过夜。将得到的蛋

白溶液用 /=16""" 浓缩。IK< 蛋白浓度测定试剂

盒检测蛋白浓度。

!"#"% P00 法检测重组蛋白对 <74Q 细胞增殖的抑

制作用：将 <74Q（! D !"4 RF--$SF--）接种于 Q’ 孔板，于

含 !"8胎牛血清 T/P. !’4" 中培养 645，加入不同浓

度的 02""、0+""、0!2"" 重组蛋白继续培养 645，选择

4Q"@% 波长，P00 法测定吸光度。

!"#"& <74Q 细胞的粘附实验：将 ")!%#$%& 的人纤

粘连蛋白 UL（U?V>,@FRW?@），以 4"!&$孔加入 Q’ 孔板

中，43过夜，!8 I9< 为对照基底。次日用 !8 I9<
封闭 !5，将 用 重 组 蛋 白 以 不 同 浓 度（")4!%,-$&，

")+!%,-$&，!)6!%,-$&）和 等 量 /I9 分 别 温 育 过 的

<74Q 细胞以 ! D !"4 RF--$SF-- 接种于 Q’ 孔板，于 2X3
温育 65。/I9 洗去未粘附的细胞，用 48甲醛固定

!"%?@ 后 !8结晶紫染色，/I9 洗去多余染料并干燥，

用 !8 9:9 溶解细胞，在 7X"@% 波长处测其吸光度。

!"#"’ <74Q 细胞的侵袭实验：将 4%#$%& 的 PGW>?#F-

以 !""!&$孔包被 0>G@CSF-- 小室底部，43风干。然后

用 !8I9< 封闭 !5。将预热的 T/P.!’4" 培养基加

入 0>G@CSF-- 下室内，加 VU1U（终浓度为 2@#$%&）。小

室内加入用重组蛋白或 /I9 温育过 !5 的 <74Q 细胞

悬液，每个小室的细胞数为 ! D !"4 个，2X3细胞培

养箱中孵育 !65。取出 0>G@CSF-- 小室，/I9 淋洗，用

棉签擦去多聚碳酸盐膜上层的细胞，Q7"%&$& 酒精

固定，A= 染色。在倒置显微镜下计算移至膜下层的

细胞，每个样本记数 !" 个视野。

# 结果

#"! ()*#+,-*.//、()*#+,-*+//、()*#+,-*!.// 重

组质粒的构建与鉴定

经 /KT 筛选获得的阳性菌提取的质粒 #$%A"
Y &’(T"双 酶 切 鉴 定，分 别 出 现 2""VH，+""VH，

!2""VH 左右的片段（图 !），质粒测序结果进一步证

明构建成功（图 !）。

图 ! 重组质粒 H=06+G;02"" H=06+G;0+""、

H=06+G;0!2"" 的酶切鉴定

U?#Z! :,EV-F O?#FCW?,@ ,J >FR,%V?@G@W H-GC%?O
P：:L< %G>[F>；!：>FR,%V?@G@W H-G%?O H=06+G;02""$#$%A" Y &’(T

"；6： >FR,%V?@G@W H-GC%?O H=06+G;0+""$#$%A" Y &’(T"；2：

>FR,%V?@G@W H-GC%?O H=06+G;0!2""$#$%A" Y &’(T" Z

#"# *.//、*+//、*!.// 重组蛋白的诱导表达及产

物的鉴定

H=06+G（ Y ）;02""、H=06+G（ Y ）;0+""、H=06+G
（ Y ）;0!2"" 质 粒 转 化 & ) ’()* I&6!（:=2）宿 主 菌，

./01 诱导表达产物为带有 A?C;0G# 标签的融合蛋

白，其分子量理论值分别为 !+[:、2X[:、77[:，菌体

蛋白 经 9:9;/<1= 电 泳，见 在 分 子 量 约 为 !+[:、

2X[:、77[: 处分别表达出一特异蛋白带，和理论值

相符（图 6 中的左半部 &?@F !、6、2），表达效率为

6"8左右。

#". *.//、*+//、*!.// 重组蛋白的纯化

重组蛋白为带有组氨酸标签的融合蛋白，表达

’+7 +,*-./. 0(12-$) (3 #*(4.’,-()(56 生物工程学报 6""X，\,-)62，L,)4



于包涵体中。采用 !!"# $#% 树脂柱对其进行纯

化，"&"’(%)* 电泳后见单一的蛋白条带（图 + 中的

右半部 ,-./ 0、1、2）。#344、#544、#6344 重组蛋白的

浓度分别 67897,、67897,、6:+7897,。

图 + #344、#544、#6344 融合蛋白的表达（左）

及纯化（右）的 "&"’(%)* 电泳分析

;-8<+ %.=>?@-@ AB C/DA7E-.=.F GCAF/-.@
H：GCAF/-. 7A>/DI>=C J/-8KF 7=CL/C；6：-.MID/M /NGC/@@-A. AB !,+69

G*#+5=’#344 BAC 0K；+：-.MID/M /NGC/@@-A. AB !,+69G*#+5=’#544 BAC

0K；3：-.MID/M /NGC/@@-A. AB !,+69G*#+5=’#6344 BAC 0K；0：FK/ GIC-B-/M

BI@-A. GCAF/-. #344；1：FK/ GIC-B-/M BI@-A. GCAF/-. #544；2：FK/ GIC-B-/M

BI@-A. GCAF/-. #6344 <

!"# $%&&、$’&&、$(%&& 重组蛋白的生物活性

!"#"( 重组蛋白对 %10O 细胞增殖的抑制作用：重

组蛋白 #344、#6344 对 %10O 细胞增殖具有明显的抑

制作用（! P 4:46），如图 3 所示。#344 半效应量为

4:5!7A>9,，#6344 的半效应量为 4:21!7A>9,。

图 3 #344、#544、#6344 对 %10O 细胞

增殖能力的抑制作用

;-8<3 Q.K-E-F-A. A. %10O D/>>@ GCA>-B/C=F-A.
E? #344，#544 =.M #6344

!"#"! 重组蛋白对 %10O 细胞粘附功能的抑制作

用：重组蛋白 #344、#6344 呈剂量依赖性方式抑制

%10O 细 胞 对 纤 粘 连 蛋 白 ;$ 的 粘 附 作 用（ ! P
4:41），但是 #544 没有表现出抑制作用（图 0）。

!"#"% 重组蛋白对 %10O 细胞侵袭功能的抑制作

用：H=FC-8/> 胶是从小鼠 *R" 肉瘤中提取的基质成

分，含有 ,$、QS 型胶原等。将 H=FC-8/> 铺在 #C=.@J/>>
侵袭小室的多孔滤膜上，能形成与天然基底膜极为

相似的模型。6:1!7A>9, 的重组蛋白作用于 %10O 细

胞后，结果表明 #344、#6344 都能明显抑制 E;); 趋

化下的 %10O 细胞穿透 H=FC-8/> 胶的侵袭能力（! P
4:41），而 #544 作用后的细胞未见侵袭功能的明显

改变（图 1）。

图 0 #344、#544、#6344 对 %10O 细胞粘

附于 ;. 的抑制作用

;-8<0 Q.K-E-F-A. A. %10O D/>>@ =MK/@-A.
FA ;$ E? #344，#544 =.M #6344

图 1 #344、#544、#6344对 %10O细胞侵袭能力的抑制作用

;-8<1 Q.K-E-F-A. A. %10O D/>>@ 7-8C=F-A. E? #344，#544 =.M #6344
（%）%10O（6 T 640 U/>>）J/C/ FC/=F/M J-FK (!"（=），6:1!7A>9, #344
（E），6:1!7A>9, #6344（D），AC 6:1!7A>9, #544（M）BAC 6K，=.M FK/.
J/C/ @//M/M -.FA FK/ IGG/C DK=7E/C AB #C=.@J/>> DA.F=-.-.8 FK/ H=FC-8/>’
DA=F/M B->F/C 7/7EC=./， E;); （ 34.897, ） J=@ GC/@/.F =@ =
DK/7A=FFC=DF=.F JK-DK J=@ =MM/M FA FK/ >AJ DK=7E/C < %BF/C 6+K，D/>>@ FK=F
7-8C=F/M FA FK/ I.M/C@-M/ AB FK/ B->F/C J/C/ @F=-./M J-FK R*（ T +44）<

（!）V/>>@ FK/ -.W=M/M FK/ I.M/C@-M/ AB B->F/C 7/7EC=./ J/C/ XI=.F-B-/M<

Y51闫 媛等：重组人 #%V* 的解整合素域对人肺腺癌 %10O 体外增殖、粘附和侵袭的抑制作用



! 讨论

整合素是所知的粘附分子中很重要的一类，整

合素 家 族 成 员 包 括 血 小 板 纤 维 蛋 白 原 受 体

（!"#$%&’%()*+ !,-".）和纤连蛋白受体与玻连蛋白

受体等，配体主要为细胞基质成分和细胞表面黏附

分子。整合素与配体相互作用，形成“配体/整合素/
细胞骨架跨膜系统”，从而影响细胞的增殖、分化、凋

亡、运动、细胞周期和淋巴细胞的归巢多种活动；在

肿瘤的发展转移的各个环节中，直接或间接影响肿

瘤的侵袭和转移［0］。去整合素最初是在 1230 年由

45.+! 67 等人在蛇毒中发现并作为血小板聚集抑

制剂来报道的，随着研究的深入，发现它可以和很多

细胞表面的整合素结合抑制细胞粘附从而影响肿瘤

转移、血 管 生 成、骨 吸 收 及 血 小 板 凝 集 等 体 内 过

程［3］。898: 家族的解整合素区因与蛇毒解整合素

家族中的很多成员同源而得名，898:;、<、2、1;、1=、

;< 都已证明其通过解整合素区与整合素结合［=，>］，

从而发挥一系列的生物活性。68?@ 的解整合素区

含有 22 个氨基酸，对其详细的功能，目前尚未见报

道，但 对 这 一 区 域 的 同 源 性 分 析 表 明，68?@ 与

898:;2、1=、<A、;;、;1、11、;、<<、1;、;A、12、0、3、13 等

解整合素有同源性，同时 68?@ 可选择性地表达于

某些肿瘤组织中，由此我们可以推测 68?@ 的解整

合素区也能参与结合整合素，在肿瘤细胞的粘附和

侵袭过程中发挥干扰作用。

鉴于以上，我们参考 B)+C.+D 上的 68?@ 基因

序列设计引物，从 64E1 细胞中获取 FG8，F6/E?F
出 68?@ 的全长片段，并构建出克隆载体 &:913/6/
68?@ 75"" ")+!(H，并以此为模板成功地获得解整合

素区、酶功能区、胞外结构区，分别将其构建入表达

载体 &@6/;3.（ I ）且分别诱导表达，成功获得并纯化

出三种融合蛋白，通过复性透析获得天然活性的蛋

白。大量文献都报道，解整合素能够抑制肿瘤细胞

的增殖、粘附和侵袭能力，因而我们的实验也从这几

个方面着手研究，选择了整合素高表达的肺癌细胞

系 8=J2 细胞［2］。实验结果证明，重组蛋白 6<AA 能

够较明显抑制 8=J2 细胞的增殖，抑制细胞对纤粘连

蛋白的粘附以及 6’.+KL)"" 小室模拟的侵袭行为，

61<AA 的抑制作用和 6<AA 相近，而 63AA 没有表现出

明显的抑制作用。从而初步证明：（1）68?@ 的解整

合素区具有抑制肿瘤细胞的增殖、粘附和侵袭能力

的特性；（;）68?@ 解整合素区是与整合素作用的主

要部位，可以不需要酶区的协同。虽然根据现有的

研究，不能确切地证明作用的具体位点和氨基酸序

列，但对解整合素区域的氨基酸组成和序列分析表

明：其第 2 M 11 位氨基酸分别是 F（8’!）、N（N."）、9
（8K&），与文献报道的多数解整合素与整合素作用的

FB9（8’!/B"#/8K&）序列比较［1A］，仅相差中间一个氨

基酸残基，很有可能 FN9 就是 68?@ 解整合素区与

整合素作用的位点。68?@ 虽然已被确认为炎症控

制和治疗的靶标，本研究进一步揭示 68?@ 除了参

与在炎症过程外，在肿瘤的发生发展中也起到了作

用，从而为研究 68?@ 在肿瘤治疗中的机制奠定了

基础。
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