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人 canstaftn基因的克隆、表达、纯化及其生物活性测定 

张向荣，孙厚良，曾昭淳 

(重庆医科大学基础医学院生物化学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：克隆人Canstatin cDNA，在 E．coli中融合表达和纯化，并测定表达产物抑制新生血管生成活性。方法：从中国 

人胎盘组织提取总 RNA，RT PCR扩增出 Canstatin eDNA，克隆入 pTYB1载体中并 测序，构建原核表达 载体 pTYB1 

hCAN，IIrI'G诱导表达 ，儿丁质亲和纯化，鸡胚绒毛尿囊膜 (CAM)血管生成实验进行活性测定。结果：RT PCR产物约为 

700bp，测序结果 与文献报道序列一致。构建了人 Canstatin原核表达载体 pTYB1 hCAN，在大肠杆菌中表达。纯化的融合蛋 

白在 CAM实验中能明显抑制血管生成。结论：克隆、表达了具有生物学活性的人 canstatin蛋白。 
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Cloning．expression and purification of human canstatin 

and assay of its bioactivity 

ZHANG Xiangrong，et al 

(Tke Department o／’Biochemistry，Academy Basic Medic ine，Ckongqing Medical University) 

【Abstract】Objective： I'o clone human canstatin cDNA，express it as fusion protein in E．coli，purify the fusion protein and determine 

its biological activity．Met&Ms： Fotal RNA was extracted from Chinese placenta tixsue．The canstatin eDNA was amplified by RT 

PCR．then cloned into pTYB1 and sequenced；Prokaryotic expression vector pTYB1一hCAN was constructed ；fusion protein WaS ex— 

pressed by using IPT(；induction and purified by chitin column．The biological activity of the purified fusion protein WaS identified by 

using the chick embryo chorioallantoic membrane a,~say(CAM )．Results：RT—PCR product was about 700 bp，its sequence WaS the 

same as that of canstatin retx)rted ．Prokaryotic expression vector pTYB1 hCAN of human canstatin WaS constructed successfully，and 

the fusion canstatin protein was expressed in E．coli．The purity of the protein was 9 1．6％ ．The fusion protein could suppress the an— 

giogenesis in(7AM ．( 7wlusion： Fhe active human Canstatin is cloned and expressed as a bioactive form． 

【Key words】Canstatin；(；lone；Gene expres@m；Protein purification；Anti—angiogene4s 

Canstatin是Ⅳ型胶原蛋白∞链的 C端非胶原 

区(NC1)l1j，它可能通过 Fas信号转导通路有效抑 

制内皮细胞增殖、转移并诱导调亡，对移植在动物的 

实体瘤的生长有显著的抑制效果l2 J。为了研究 

Canstatin对血管生成和肿瘤生长的具体作用机制， 

我们从人胎盘组织中扩增出其 cDNA，并构建了表 

达载体，在大肠杆菌中的诱导表达。初步纯化的 

canstatin，具有抑制鸡胚新生血管(CAM)生成活性， 

为进一步研究其抑制新『ffL管生成和肿瘤生长作用机 

制和临床应用奠定了基础。 

作者介绍：张向荣(1979一 )，男，硕士， 

主要研究方向：基因制药的研究 、 

实验室：重庆市生物化学与分子药理学重点实验室。 

l 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株和质粒 大肠杆菌质粒、受体菌 [)HSe系本实 

验室保存；大肠杆菌表达菌株 ER2566(基因型 F— lamda— 

fhuA2[Ion]ompT[acZ：：q'7 genel gal sulA11 D(mcrC—inrr) 

l14：：IS10 R(mcr一73：：miniTnl0一 一 TetS)2 R(zgb一 

210：：Tnl0)(TetS)endA1[dcm])，NEB公司；原核表达载 

体 pTYB1，NEB公司。 

1．1．2 工具酶及主要试剂 限制性内切酶、T4 DNA连接 

酶 、Pfu DNA polymerase、IPTG购于 promega公司和宝生物 

工程(大连)有限公司；RT—PCR试剂盒购于华舜生物工程 

有限公司；DNA片段的回收采用 Qiagen Gel Extraction Kit； 

几丁质层析填料，抗几 丁质结合区(chitin binding domain， 

jI])单克隆抗体，购于 NEB公司；碱性磷酸酶标iP,--抗和 
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|j(、IP I I、，购 川 E京t⋯I1't-物技小仃限公 用；鸡胚种蛋购 

于重庆Jf̈ 防疫站；j 它 fb7：试51J为进口或同产分析 

纯产品。 

1．1．3 织标奉 人胎黼 纵取一 吠 科大学附属第 · 

医院妇产科临眯标本 

1．1．4 fjl物 根 胶 生i 1 a (1＼)的f 列 和(~nbank lfl 

报告的序列设汁扩增 的特 ，j『物 I 1和 |'2，并用 primer 

premier 5软件辅助分析，I (’I f Jl物⋯ 海博 哑牛物技术有 

限公r 合成。，j『物序列耍̈ 卜：I，1：5 (；(iAATT("CATATG一 

( T( A( 、AT(、( ( 5I、八C(VI、(、 3 ， dc I(CA!TAT( ) 

酶切 侮点 和保 护性 铖 ( ( AA I I’(、；I)2：5 CC(XvFC一 

( A( 、A( j 1 r(71 1、(、AT( ’A(’A(、(、 3 ，含 Xho l((、!T(、一 

GAG)酶 他点和保护 碱 (、(、( 

1．2 方法 

1．2 1 人胎盘组 {总 RNA提取 取 j̈液氮保存的新鲜人 

胎盘组织 ，迅速川尢 RNase污染的研钵研畴戊粉术状，然后 

按照 I'riT~l试卉JJ(Gibeo 13RI )的操作i兑_1』J抽提总 RNA。 

1．2．2 I T I (、R扩增人 canstatin J 按照华舜公州的 

操作说叫，川 R F—p(2R跌剂 合成 c1)NA第一链 为模板， 

PCI~．扩增人 c statin cI)NA 

1．2．3 YBI hCAN丧达裁体的f勾缱 1 c)／0琼脂糖电泳 

PCR产物 ，⋯收I1的 I)NA片段 川 切酶 Y&e I和 

Xho 1分)jIJ蚁嗨 I)NA”段和 pTYBI质粒，回收所需片 

段。取⋯收的人 canstatin”段产物 6t I，l『IJ收的质 片段 

2t,I，连接缓冲液 1f l， I"4 I)NA连接牌 1『fI．总体积 lO／zl，16117 

连接过夜。用 51,1连接产物转化感受态人肠杆菌 DH5a，氨 

l廿青霉素(100 mg／I )的 I B平板筛选转化f，碱裂解法提取 

质粒，限制 【人J切酶鉴定 组质粒， 克隆命名为 pTYB1 

一 hCAN。对阳性 克降测序由 I 海博 、I 乍物技术有限公司 

ABI377测序仪完成。 

1．2．4 人canstatin cI)NA基 片段 人肠杆菌中诱 导表达 

用 pTYB1一tCAN转化人肠杆菌 HZ2566，获得重组转化 f 

E． H~566(pTYB1 hCAN)= 将转化子接种丁 2ml含有氨 

苄青霉素(1(Xhng／I )的 【』l{液体培养琏r”过仗培养，次口按 1： 

500接种 J：1(hnl含有氨 霉素(10[hngAl )的 LB液体培养甚 

【}】，3 ：培养 A600约为0．6，加人 II叮(； 终浓度为0．3mmol／ 

【 ，30℃诱导表达 6小时，离心收集菌体、 

1．2．5 人 canstatin表达产物的鉴定 冰浴下超声破碎菌 

体，离心，分别取 L清和沉淀进行 SI)S PAGE(5％浓缩胶， 

10％分离胶)电泳，用 Quantity one凝胶分析软件分析电泳 

图谱，测 {J人 Canstatin融合蛋门【 菌体总蛋 质的含量。 

将电泳凝胶 f：的蛋白转印刮 PVI)F膜 } ，后者经封闭后 

与免抗 CBD 克隆抗体反应 1h， j 抗反应 1h，经漂 

洗后 色，显色系统为碱一 磷酸酶。 

1．2．6 人 canstatin表达产物的纯化 收集诱导表达后的菌 

体，重悬于适 溶液 A(20 nunol／L Hcpes pH8．0，500nun。l／L 

NaCI，1nunol／L EDYA)中。冰浴 中超 声破 菌，条件：功率 

300W，超声 1() ，『HJ隔 10 ，90个循环．．离心收集沉淀，获得 

、棍制包涵体。然后用洗液 J(溶液 人+0．1‘}6 Triton X 

100)、洗液 II(溶液 A+2moI／I 素)和I 1moI／I NaCI溶液依 

次冲洗粗制包；J!Ij体，川裂解液 1ml(20mmol／L Hepes pH8．0， 

5(X)r1lu11)l／ L NaCI，1nlH1)]／I El了I7＼，l(h~mI／I I=rIT，10n~)l／L尿 

素)裂解包涌体，住冰浴条件下，将裂解后的包涵体，缓慢加到约 

1()倍 体 积 的包 涌 体 稀 释液 巾 (20retool／L Hepes p ．0， 

500mmol／I Na(、l，1mm()l／L EI)'I、A，lOmmol／[ T)下丁)，4℃放 

置 3h 按 Impact～CN系统提供 ‘法进行蛋白亲和层析纯 

化：收集 【j标峰各管，j}1蛋i'l质复性液(PBS+1moI／I GSH 

+1mmol／I 【； )透忻复性后 ， 用 PBS透析 2次，聚乙二 

醇(I'EG)浓缩，BCA法测定 i 1禽 ， 2012保仔备用。 

1．2．7 人 canstatin莆细蛋 的 物活 测定 Iltx-~胚绒毛 

尿囊膜(CAM) 管，卜成实验进行蓖绀蛋 门生物活性测定： 

取9大的受精码 ，丁照 灯 卜0找 ，住胚又下方 0．5 

～ 1．0cm处开约 1．0cm2窗门，暴 绒毛尿囊膜，分别以浸有 

1014 I'EkS和 1()f g(Tanstatin的无菌滤纸小块(5I1m1 )放于对 

照组和实验绀球囊膜 L，灭蔺透明胶带封口后，在 3712孵室 

r}t继续培养 48h，”丌鸡 观察mL管乍成情况一r。 

2 结 果 

2．1 RT PCR扩增人 canstatin基 因片段 

以胎僦组织为原料，进行 RT—PCR扩增，获得 

‘ 700bp DNA片段，与顶期片段大小基本一致(图 

1)。 

2．2 pTYB1一hCAN表达载体的构建与鉴定 

按照 l 述构建方法豸犬得的 组质粒，进行酶切 

和 PCR鉴定，得到两个自-{雨入片段的阳性克隆(图 

2)，插 入 片 段 的大 小 约 为 700bp，与 预期 的人 

Canstatin基【大J大小基本一致，晕组质粒经 T7引物， 

Intein反向引物 F反向序列测定，结果与文献报道 

序列l1 J r一致。表明人 Canstatin t2成功插入 pTYB1 

表达载体。 

2．3 人 canstatin基因片段在大肠杆菌中诱导表达 

和鉴定 

按 1．2．4的方法，埘 E．coli ER2566(pTYB1一 

hCAN)进行诱导表达，SDS PAGE结果显示(图 

3)，与未诱导的比较，在大小约为 80 kD的位置出现 

1条蛋白质表达条带，由Quantity one凝胶分析软件 

分析可知，该带蛋白约占菌体总蛋白的 37．2％。超 

声破碎菌体斤离心后，对裂解液上清液和沉淀进行 

SDS—PAGE，显示 目标蛋白质主要在沉淀中，表明 

该融合蛋白质在菌体中主要以不溶性的包涵体存 
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图5 表选产物的纯化 

l M r、2未经诱导的 _|lⅥ I l4 转化菌悻总蛋白 3 

II ·r诱导后的 l|lⅥ‘l Jl( 菌体总和：4 5 l质纯化后的 

表达产 物 

细胞 K的活陆 通过州 rumstatin的研究【 hi 

r n tin和 I umstatin 掏 l功能}‘具有一衅相 

似性，推测 (!ansmtha抗新生 臂 成nl抑制JI'I"N卦̈ 

J担 K 司能分布在不I f 结构域 ‘a[ atin 

参与l0I管 成渊 也 能地依赖整联蛋由介导的细 

胞相互种 』 在体外血竹 皮细胞增殖抑制试验 

表明：(、 in ED 足内应扣J索 ED 1l门 ，其抑 

Nil,p#~4 F．I 由放 J可能 过内出抑豢 I．在肿瘤治 

疗万 i』能蛙具有臆川t I} 『聚 

4-史范jl耷I 人【、 州 t Lin 冈片段．井蛮现 r在 

尢_娲打苗·ll【1I q 站，经 步纯化 (AM实骑初步 

l埘Canstatitl 订抗新，1·血符生成n勺活 从而 

为Canstatin的 梭表达、 克降扰『车和多兜l聋抗体 

I'f4j制备驶‰床吐川骢定 。肚训{ J·凡(’⋯ ta⋯i1 

趴l 脖肌 的释放 式 、抗新，Ll⋯符生成和抑制 

== 

国6 人1 in重组蛋自对鸡胚绒毛尿囊膜(【|̂Ml血管生成的抑制 

A I 】 阴性 对照 组 ；【 ：实 验缉 fl R C'alI-l̈【lr重 组 蛋白 ) 

肿瘤细胞 l_Kfr,,Jfi~月1O L$0驶 机制响待 r世一步 I+Lri ⋯iti JI I《rv ”I J I[1i l【l ．．1988：263： 

究 ⋯ J 核丧逃八(’Ⅲ州 in为小溶性包涵体 19488 10493 

的限制．我们 在进行 几 ㈣ f⋯li疗- 亦酵母I 表 1 4 付 浊·陆脏瞵 朝Jli 检测“管 妊 于佧川的 

迭 的研 究 胚龇 毛碌囊膜技术【J 军 “医学科 学院院 l，1993；t7 

(4)：294—2û 
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