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重组蛋白F3T7的亚克隆、表达、纯化及生物学活性的初步鉴定 

刘 洋，何爱彬，李甲初，蒋 雪，曾昭淳 

(重庆医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：克隆编码 F317的DNA序列，获得融合蛋白F3 ，研究其F3 的功能。方法：采用亚克隆技术获得原核表达载 

体 PET32a(+)一F3TwM法测定 F317的抗血管活性。结果：F3 具有特异结合血管内皮细胞能力，并抑制其增殖和新血管生成。 

结论：初步表明F317仍具特异结合血管内皮细胞 ，抑制新血管生长的能力。 
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Subcloning，expressing，purifying and primary studing the biological 

activity of F3T7 

LlU YQng，et Q王 

(Department of Biochemistry and Molecular Biology，Basic Medicine College，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To clone the DNA sequence coding the F3 ，generate the fused protein F3 ，and investigate its function． 

Methods：We constructed prokaryotic expression vector pET32a(+)一F3T7 by subcloning technique，then fusion protein F3T7 was 

expressed and purified by affinity chromatography．and its activity of inhibiting the perliferation of HUVEC was assayed by MTY， 

then FITC Was adopted to mark F3 to test its affinity with HUVEC．and its anti—angiogenses was detected by CAM．Results： 

We primarily certified that the fusion protein F3 selectively bound to HUVEC．inhibited its proliferation．and showed 

anti-angiogenic activity．Conclusion：F3 could have the abilities of binding to HUVEC and anti-angiogenesis 

【Key words】Subclone；Fusion expression；Anti—angiogenesis 

肿瘤生长、浸润及转移扩散依赖血管生成，新 

生血管为肿瘤细胞提供充足的氧气和营养，通过血 

管内皮细胞表达的生长因子，刺激肿瘤细胞增殖。 

因此，抑制新血管的生成是抑制肿瘤生长的有效途 

径。利用高选择性抑制肿瘤血管增生的药物，对于 

提高抗肿瘤药物和生物制剂的治疗效果，降低药物 

和生物制剂的用量，尤其显著降低这些抗肿瘤药物 

和生物制剂的毒性和副作用具有重要意义。 

F3肽是人类高迁移蛋白2(Human high mobil— 

ity group protein一2，HMGN一2)N一末端的31个氨基 

酸的片段I】1。动物实验表明，兔子静脉注射 HMGN一2 

后，在体内能定向分布到 HL一60和 MDA—MB一435 

的肿瘤生长部位口1。F3肽段几乎能与所有被测试的 

肿瘤细胞和肿瘤血管内皮细胞高选择性地结合。可 

以将噬菌体和荧光染料带到肿瘤细胞和肿瘤血管内 

作者介绍：刘 洋(1979一 )男．硕士生． 

主要研究方向：血管生成抑制剂对肿瘤的抑制。 
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皮细胞口1。因此，F3是针对肿瘤组织靶向给药的优良 

载体，能够携带抗肿瘤血管的肽类、药物实现靶向给 

药。Tumstatin(IV型胶原 3链非胶原区片段)是一 

种血管生成抑制肽，通过抑制新血管的生成，阻断肿 

瘤细胞的营养供应，抑制肿瘤细胞的生长嘲。Tum— 

statin抑制血管生成的活性位点位于它的54～124氨 

基酸残基中，我们克隆的Tum一7的25个氨基酸即为 

Tumstatin的74～98氨基酸活性残基[31。F3与 1_7是由 
一 段可以翻译为 Ala—Ala—Ala linker的碱基序列连 

接。 

本 实验采 用亚克 隆技术 从重 组 克隆 载体 

pEKH—F3T7获得 F3T7基因，构建融合表达载体 

PET32a(+)一F31_7，原核表达、纯化并初步鉴定其生 

物学活性，为进一步研究 F31_7的功能及机理奠定 

基础ll1。 

1 材料与方法 

1．1 质粒、菌株及细胞株 
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I'EI 32a l+J裁体岫 n Merck公 d．大黼杆 苗 DH5Ⅱ 

BI 1【DE3)『jj奉5-验窜憬存．凡脐静脉内l芷纠胞 Ht EV(：Ih 

霞废匪斟夫学组胚救研室提供．』、正常肝翔i咆 1．02由重庆 

科 大 l”=炎所提供 

j 2 引转 受主要试制 

根据 横版 PEKH一 丌 进 -卜引 物 P1：5、一[Ls．C．GATC— 

f ̂ AAC,̂Tf；̂ AC( f：AACf；TC【 T  ̂一3 ．P2：5’CC^ACC1 rr 

CAt I T( T̂ 【 T t 1Tr T ．T̂ ( ( A  ̂1 _3。．抒~tJ JH宵 册 

J与tfind111酶 切位点 1，IL京赛百盛生物公 卅合成 TrtqDNA 

聚合酶、内 酶Be~aff I与ltindI]1购白 I'akara蛰 ；T4D~,A 

畦接筒购日、 l 公司；DNA片段回收采用 海华舜替一日胶 

kil；̈ 1’ 融合蛋rI纯化试制怠购闩M ·k蛰川 其 

他 要试制匀Sigma公 司产l1 

1 3 F3T7片段的扩增 、克隆覆测平 

以 pEKIl一卜_3T7质粒 为模舨 ．PCR扩增 1"3 re,片段 ．PCR 

扩增 基件 为 941： 变 陛 4min后 ．94"C变性 30s，63。1．退 火 

3m，72'：I-延伸30s．30敬循环．最后72 ：慌盈 1(]min腔i川收 

目的片段 ，BamH I／HindIl1分 Ij双酶 切 F3T7片段 盟 pE1 32a 

(+j，腔回收，用 ’r4连接酶 41：琏接过收，国建裁体 r,Er32a 

c+}一F3"，转化太腑扦菌 DH5 ot，I,A平板过夜培养．挑驭 单 

克隆，双酶切鉴定后．删序碲认(卜海生工- 

1 4 P3 r7表遮 产物的分析 

将 I,ET32a(+1一F3T7转化尢晒杆菌BL2l cDE3}．挑取阳 

性克隆于LA培养基巾．当OD F[】．7-09时，舢凡fP ：至 

1 0m洲,I／1．．于20％继续培养 L2h后收集苗体 茼体羟球晰超 

声破茼后离心．分别取上清和优渣、I2％的SDS PM；E分析 

表达产物，片{棒层扫描仪计算 F3T7往菌体盛蚩 中的肯量 

1 5 F3T7表达产转的地化 

茼体筋由艘菌后 戢 J．清．用 N- 、rA琼脂精树脂进 r 

f,gf5参照Nm'a~n公 的 His．Bin—t Kil 说 进 纯化．I 2q[ 

的SDS一}]M；E分析纯化效果技酶切产物，透析去盐 ．w n 

]~lntting攀定 ．I{rd ,rd法对纯化的蛋白定量= 

1 6 M1T 比 色宾验 

雕对敬 长期的 层脐静脉I札吏 m胞，魄酶消化后．以 

图 1"3 1"7 PCR产物在 1 5曩的琼脂糖凝胶电泳结果 

I DNA 5 于量桥准 

2 PCR产物 

2×⋯ 孔接 种聋 96孔 板 ．雄孔 海稗1 200“I，于 371：．5瞥 

c：I1 条件 F培养24h ，1Ju凡 同浓 【0 1 0．2、13．4、0 8 

1．6 111的 七后的 F3T7．0．4 ⋯l世 I 8复扎．余j 一俄 

度世3复扎，同时驷世F'RF,的壹[ I列照孔 0．4 ．̈I虮每』二 

取m 3孔．余继续培养 第 5 ．均进f r F州螟骑：每扎嗳占 

20 I培养漓．打̈ M订 f 5 f『1【 10 1．4h 终止培荐 小 

心啦去 l清 ，川l，、 M̈ 'I 50 I／扎 雀 蒿 tO rnin．擅紫 

监色结I 完全溶群 在酶标阻删 OD 4 g／ml组的 OD ： 

为纵 坐标 天数 为横坐杯 ．蹬刮 l牛i乇 绽 ；以 OD 为 坐铄 ． 

问浓1~6-9 1=3【'7为憔坐标 ．绘制 敏 线 

1 7 异硫氰酸荧 光素(FITC1标记蛋白豆与血管 内皮细胞亲 

和活性的驯 定 

将^脐静脉内应细胞⋯IWEC 凡ll 常 细胞fID21抒 

别接种于放肯放有薄曲希破片的 4扎板lji，241lI 难后按 

赦 加 译琉衔酸 荧兜 F1’n．】标it21~J地 化 韵 1-'31"7．241l 

取 箍破片 J+J磷陵盐缓f中漓(1J̈s J冲洗3状，T磺 光共聚 

焦冠愀键1：观察l f：标i f1{J蚩 在filiII~0<3讣市．蹦+目 

1 F3 r7抗血管活性 的粉 叫 

采川鸡 绒毛膜尿囊膜淑蛉lI Ⅵ·取 凡龄帕受精鸡 

胚．蛋壳 开几，分刖以浸育 5 g F3T7和 5 1 l，H 的 r1 

尤茼媳 小坎贴于鸡 绒 刨簋l牡髭膜 L．37 I．培养481-后， 

剥开篮壳，上除滤纸 光学显澈镑下观察6绀妈 绒毛峰硪 

囊膜L血管生成情况 t椅 龟吐i 统计学处 

2 结 果 

2 1 目的基固的扩增 、亚克隆及序 列簦定 

以 I)li；KFI_r 17为模板 P(1}{扩增 挠僻 2001 I 

的 F3T7片段(『．41 I)．一 妃降进 l1ET32 十}．II={：J建 

pET32a(+J—FX[7．经 PCR鉴定及酶Ⅵ片段欠小确 

从( 2)．删宇表叫渎码艇JF确．我达质粒丰；=J建成 

=：7：∈t【 

74： tc 

58：{tD 

5643ED 

4B7E D 

35：：tD 

图 2 重蛆质粒酶切产物琼脂糖凝胶电泳分析 

I．1]NA分 薄准-F“一川 苛解的 ^DNA： 

2．Boer1 l与llindlll茼Wi!~9重组质较p1．]132 +J—F3T7 
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1 2 重组质 粒原棱 耘选 地fE殪 鉴定 

I Ommnl／T的 T c分 别于 37~1]4h和 2(YI： 

I2h诱 导细菌 矗逃 与 未 诱导 【t较 ． L2％的 

$DS—PAGE 30KU处均仃一明显的 表达条 ， 

Qum~tit) One软件分析 ．表逃量 占茁 体总蛋 h古最的 

I 2 3 4 5 B 7 

_■ ■■ ●— ■圈 囊 爨■ 矗帮  

图3 丁7在大肠杆菌中的诱导表选( 71 ) 

I I rf，l ．2h：2 n f，蔚廿3h：3 IPI(．皤 ：4 nl4 

ll lI-诱导5h 5 IFIt-诱导hr；6 米加ll_rl，诱导 7 i11匝 

廿子睦F,j；if~ 

图5 F3l 7经 Ni’ r 、琼脂糖树脂纯化结果c 20％ j 2il) 

1表 iY'r~r诱导+2 I-N ：3．iK淀5一R 杜纯化 叫rnl+~ 

物．q蛩日质扦 骨标律f i44．2oo 2R3 35 n 45【}_66 2 t；4(I 

KIll 

培 养 舌牧i I⋯ 】 

囤7 F1 r7抑制H LJvE 的生长曲线 

3W／H 3)：菌l本裂解行的sI1s 1 M；E9 J+~f表明 表 

毡 产物绝大昔l5分眦可溶 性的 『孚往． 20 I 、I 2h的 

条什 t-最优(冈41。绛 Ni 2~_N IA琼脂糖榈脂亲和层 

折 - 化 透析 、盐 ．得到分子 为 30b．t的高纯 度的 

蚩门( 5)．并通 吐 Weslern 1,1tt鉴定(罔 51 

3 抑 l IIUVEC细胞 增殖活 性捡删 

图 4 不同诱导条件下菌体裂解后的 i1 I一̂1．1分析结果 

1蛋门匝廿于 睛怀准【I4．4 20 28 5 35 0 4 0 66 2 04” 

kt1：2 加IPn |磊导 ，1 37 ：【lI、1．礴钟4h 4 jL 【17 

4}1)5上请c 371。I2h_̂ 淀f 20R：I 2 ，7 E清I 211~1．I 2／1) 

●_  

围 6 w 自 nj ⋯⋯2鉴 定 F -] 

I蚩 质讣 J 量抓准《I4 4 29 n．44 3 6̂ 2 q4 n KI 

!纯化的 F 317 

I冒 
图 不 同 浓度的 r 对 Üv ．生长 的抑制 作 用 

j_̈! ； Hll一拓 兽 

口 ⋯ 

毛 一一 ；=蠹 釜} = 
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1,3 r7 cf】 ghll1)显 鲁 制丁怍外I Ji]应细化的 

增 t【科7)jllilh~』率 67 5％f， ≤f)n5)小同浓度n勺 

b 3『7刊 心钏J胆增聃f1 4j J巾制怍LH存  ̂ 妓差系c 

) iI"3 I 7浓 噍 大干 4 ,Wml叫 ． 庄 细胞 HI 

耻增 缓 ．fill啦 噬渐m 坐 离噬 浮起 ．活 ⋯ 

胞 敷； }减少 

4 与 HL F(、蛔胞 亲和 活 _生 盘测 

J 旋 比 微镌 】 协 小 ，iTt~l【监 I r 1>7 矗 

选掉 的靶l̈_H【vEl帅腿 ．i(i J l 组 IL下揎删 

剁荧 光【 q} 

2 5 抗血管活 仕删 

鸡胚绒 _E膊 『 挺 [I．̂M l 妇 l‘ ：I．1 

纲[fil悄。 IIH隹 }K l PI i II_J钨南度儿： f旺，r／ii 

1"3T7 n啊骑：tl̈川样 能Ⅲ』 liiJ鸡 城 ￡Ⅱ峰碌 

蛭 书 I成r I【】j 

图 ·) I 与 I 、 亲和性检 结果 

] 1 
， 

用 1 r7处理 后 

If1 l 7对玛胚绒毛塍屎囊膊ff～、l】血管生成的影响 

3 讨 论 少药物的川 ．降1【I药物 颤剐们。II1挺高药物的 

治疗效果是i i n 『_发抗肿煳曲l执的啦 革 n比 

f』前已经 道的l仉管 抑制肚竹很多．电J- 找 ]̈ J}I 3 ⋯n卜7在接1匈建 J 新的 降械 

血管抑 隶a“ 啪lill Iq应抑索 d【l~I．1ilnl~i,] l⋯ 『，EKH I"IT7拟州充⋯新的 廿川 瘤枷tI血符 

tatiil̈ 、型 幢 “3链 E胶 区圩段 1 、C⋯ till rf 硬 蚵活 的融台夤『 I 

(1、型腔昧 “2链片矬 川 Re~li r-(腔博 xV片段 文秉 j幔电连的 注 脚谴 』 新的是【 裁 
和 ⋯̂ ⋯1【1V掣峨 I链 段̈ 等， ¨iL选 怍 l】F 1’32

． f+)一I川7．井 J̈IA培养牡I!()rf：f l】_ 
些药物 硫的、选择性n 作 ]：肿懈新q二 管

， 减 ， ～  ¨ 

一 
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高于股动脉组。一般给予停止用药后 ，局部暴露疗 

法，保持皮肤干燥，防止腋窝皮肤受损处潮湿，并保 

护水泡不穿破，2周后水泡 自行吸收，皮肤颜色逐渐 

恢复正常。有文献报道I6，81：尺动脉插管灌注区域出 

现色素沉着等皮肤反应发生率分别为 21％和 33％， 

股动脉途径发生率为 14％m。 

本文尺动脉组发生上肢肌肉萎缩 1例，该病例 

在一次推药时未扎血压计袖带阻断动脉血流，推药 

后即出现患侧手指和手掌疼痛，后来逐渐出现上肢 

皮肤色素沉着，大、小鱼际肌及手掌骨间肌萎缩，肌 

张力降低，上肢功能障碍。经使用保护血管、神经药 

物及理疗，半年后症状有所好转。此并发症主要与违 

背操作规程有关。陈夏等曾报道 1例尺动脉插管因 

管子部分滑脱未及时发现，致化疗后出现前臂肿胀、 

肌肉挛缩[91。上述病例均应引以为训。此外，为减少化 

疗药物对患肢远端的影响，血压计袖带气囊应在化 

疗药物推注完毕 5min后开始松解并缓慢减压ll01。 

两组各有 1例出现穿刺处少量出血，通过压迫 

后出血停止。股动脉组 1例在推药 2min后出现心 

慌、表情淡漠、意识模糊 、神志不清，0．5h后好转，可 

能与推注药物(紫杉醇)速度过快部分药物逸入颅 

内有关。徐万里曾报道经股动脉途径插管 1例有一 

过性眩晕，1例出现脑梗死闭。化疗药物引起的副反 

应两组无显著性差异。 

乳腺癌患者经股动脉介入化疗引起的并发症 

+ -+ -+ -—+．-+ -+ -+ -+ -—+．-—· -+ 一—+． 

(上接 第 242页) 

以 1．0mm&／L的 IF['G可诱导出可溶性的蛋白产 

物，纯化出具有抗血管活性的蛋白，解决了原核系 

统表达真核基因常常为不溶性包涵体的难题。另 

外，以异硫氰酸荧光素(FITC)标记蛋 白与血管内 

皮细胞亲和活性的测定和 CAM法 ，初步表明 F3T7 

仍具导向肿瘤新生血管和抗血管生长的活性，为 

进一步研究此种新型融合肽的功能和作用机理及 

寻找对肿瘤组织高选择性的靶向给药载体系统奠 

定了基础。 
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