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人内皮抑素cDNA克隆和初步表达 
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【摘 要】目的：克降人内皮抑豢基因，获得初步表达产物，为进一步研究打下基础。方法：用Rlr．PcR 注从中国汉族人正 

常肝组织扩增出内皮抑索c卟 A T／A~-／LpUCm．T载体 测序，再插入表达载体pKPL·3a，转化大肠杆苗POP2136，42"Ci~ 

导表达，SDS—PAGF分析表达蛋向。结景．中国人内皮抑求cDNA扦放阅读框架拿长552bp，编码I84个氢基陵， 其85髓谷氟酸 

和98位天冬氨酸甯码子的第三位碱基出现改变，世编码的氨基酸不变 结论：构建了中国人内皮抑常的克隆载体和表达载 

体，初步表达丁约20kD~,重组内皮抑索。 
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Cloning and expression 0f h uman endostatin 

ZHANG Ge elal 

(Department ofBiochemistry，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 0 ective：In order to pave a way to cure human tumors，we plan to construct expression vector of 

human endostatin and produce recombinant endostatin from E．coil．MethMs：According to the sequence of XVIII 

collagen gene．cDNA of human endostatin was obtained  from the notTrraI liver tissue of a Chinese Han man by RT_ 

PCR ．Endosmtin cDNA was cloned into PUCm．T vector by T／A cloning technique and sequenced Then 

endostatin cDNA was inse~ed into the PKPL．3a expression vector and the recombined ptasmid was transformed 

into the host strain E．coil POP2 I 36．The endostatin expression was induced by raising the temperature to 42 ℃ and 

analyzed by SDS．PAGE．Resuits：Endostatin cDNA sequence encoded I 84 amino acid residues．The variation in 

bases encoding Glu85 and Asp98 was discovered in Chinese．Recombinant human endostatin was expressed as 

inclusion bod3,and the host expressed a 20kD protein which was confirmed with SDS．PAGE analysis．Concfusion： 

The cloning and expression vectors of human endostatin were successfully constructed {n our laboratory． 

Expression vector expressed  a 20 kD recombined human endosmtin at 42℃ 

[Key words]Human endostatin；Molecular cloning；Sequencing；Gene expression 

人内皮抑素 (Endostatir~J分子量为2010，含 

l84个氨基酸残基，是XVⅢ型肢原C末端球状结构 

域中一个片段，为1997年发现的一种内源性血管生 

成抑制因子和肿瘤生长抑制因子⋯。在小鼠实验 

中，内皮抑素能够完全抑制肿瘤的生长，表现出很 

强的抑肿瘤活性 。。为了研究人内皮抑素的结构和 

功能， 我们通过RT-PCR构建了人内皮抑素的克隆 

载体和表达载悼，获得了人内皮抑素的全长cDNA， 

并初步得到表达。 

l 材料和方法 

作者介绍：张 苹 【I 972一 J，士．睦西省西哥人，碰士生 现在 

中山医科置学奇子生抽学实验宣 

主要研究万向：内皮柙素克坚 表适、纯化． 

1 1 材料 

中国汉族人的正常肝组织；0UCm．T克隆载体 Ecoli JM 

109为其宿主莆；oKPL-3a表达质粒和宿主蒲POP2136《马大 

龙惠赠，北京医科大学) TRZOL RNA提取试剂盒 (上海 

生 1．)， 制性内切酶 和Hind III， Kle~ow酶 《Prome~a 

产品)，M．MLV逆转录酶，RNAsin，T4DNA连接酶，Pfia 

DNA聚台酶，TagDNA聚合酶 (MBI产吊)= 

1．2 万法 

1．2 l RNA的提取：将手术获得的正常肝组织]00mz~_即 

置]：变性液中 用无RNAase的组织研磨器快速研磨 其余 

步骤按TRZOL试剂盒说明书操作，井测定RNA含量和电泳检 

验RNA的质量 

1．2．2 RT-PCR：按 “PCR技水实验指南”一书的方拉进 

行。PCR用Pfu DNA聚台酶， 95 C变性5rnin，95 C变性45 

s，58"C退火45 s，72 C延伸lmin，30次循环 然后加人5u 

TagDNA聚合酶，72℃延伸15min， 便下PcR产物3-端加上 
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单个A碱基 

1_23 人内皮抑粜克降载体的构建和序列分析：把酚睾【仿抽 

提，乙醇沉淀PCR产物，PCR产物用T／A克隆的方1弦插人 

pUCm-T载体中，一步法转染＆ JM109感受态细胞，用蓝 

自斑筛选阳性克降，酶切鉴定，ABI373测序 (上海博亚)。 

1．2．4 人内皮抑豢的表达载体构建和枉大肠杆菌中初步表 

达：将克隆在pUCm．T载体中经测序正确的人内皮抑索基因 

片段用PIhDNA聚台酶PCR：J~ ，20次循环 PCR产物用Hina 

l1I酶切，低熔点琼脂糖回收片段，大小为560bp 表达载体 

PKLP-3a先经 I酶切和Klenow酶补平，再用Hind IlI酶切， 

低熔点琼脂糖回收，最后与酶切的PCR产物定向连接，构建 

成大肠杆茼表达质粒pKLP．ES。将此表达质粒转化宿主莆 

POP2136．筛选和挑选台表选质粒的单苗落在LA培养基中3O 

℃过夜培养，次口加人48'C等量新鲜培养基．迅速放人42c 

摇床，振荡 4～6h，离心收集苘体进行SDS-PAGE分析。 

2 结 果 

2．1 RT．PCR获取人内皮抑素的基因片段 

用TRZOL提取肝组织 ~,RNA，经电泳分析，清 

晰可见28S和18S两条rRNA带，说明总RNA没有明 

显降解。根据人XVIII型胶原的cDNA序列 ”，经 

PCgene软件分析．设计了两条引物用来扩增人内皮 

抑索，引物I(P1)：5'-ATGCACAGCCACCGC 

GAC"IT．3’；引 物2I P2)：5'-GGGAAGcTTCTA 

cTTGGA GGC AGT CAT一3’(E海生工合成)。 

P2 5。端带有HindllI限制性内切晦位点 (下划线部 

分 )。先把总RNA逆转录为cDNA，以cDNA为模 

板，再用引物P1、P2和PfuDNA聚合酶，扩增出一 

条560bp的产物 (见图1)。 

囤1 人内皮抑素PT．Pc 物 

(2％琼脂糖电泳 ) 

I：DNAm~ker 中 ×L74lH nfl 

f726 731．553、5彻 ．427．417、41 3 

3II 249) 

2：人内皮抑豢的PT-PCR产物 

2．2 内皮抑素的亚克隆和cDNA序列分析 

PCR产物经TaqDNA聚台磐在3 末端加上单个 

A，用T／A克隆方法快速插入到PUCm-T载体中，筛 

选阳性克隆进行序列分析，测序结果见图2 

2．3 人内皮抑素表达载体的构建和初步表达 

I CACAGC CACCGCGAC TTCCAG CCG GTG CTCCAC CTG GTTGCG CTCAAC AGCCCCCTG TCA 

H S H R D F O P V L H L V A L N S P L S 

61 GGcGGCATG CGG GGCATCCGCGGG GCCGACTTCCAG TGCTTCCAG CAG GCGCGG GCC GTG 

G G M R G I R G A D F O C F O o A R A v 

121 GGG CTG GCG GGCACCTTCCGC GCC TTCCTGTCCTCG CGCCTG CAGGAC CTG TACAGCATC 

G L A G T F R A F L S S R L o D L Y S I 

181 GTGCGC CGTGCCGACCGCGCA GCCGTG CCC ATCGTCAACCTC AAG GACGAG CTGCTGTTT 

V R R A D R A A V P l V N L K D E L L F 

241 CCCAGCTGGGAGGCTCTGTTcTCAGGCTCTG AIGlGGTCCGCTGAAGCCCGGG GCACGCATC 
P S W E A L F S 0 S E G P L K P G A R I 

301 TTcTCC TITG4．T_IGGCAAGGACGTCCTGAGGCAC CCC ACCTGGCCCCAGAAGAGCGTGTGG 
F S F D G K D V L R H P T W P O K S V W 

361 CATGGC TCG GACCCCAACGGG CGCAGG CTG ACCGAG AGC TAC TGTGAG ACG TGG CGG ACG 

H G S D P N G R R L T E S Y C E T W R T 

421 GAGGCTCCCTCGGCCACGGGCCAGGCCTCCTCGCTGCTGGGGGGCAGGCTCC'I’GGGGCAG 

E A P S A T G O A S S L L G G R L 1 G o 

481 AGTGCC GCG
．AGCTGC ATCCAC GCC TACA fCGTG CTC TGC AT丁GAG AACAGC ITCATG ACT 

S A A S C H H A Y I V L C 1 E N S F M T 

541 CK3CTCC AAG TAG 

A S K终』 密码 

囤2 人内皮抑素cDNA的序列和其氪基酸序列 

注1：口代表突变的碱螭Gl fGÂ一GA固1 As fGAc—GA口) 。 
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图3 内皮抑素表达载体PKP Es的构建 

将克隆在PUC m T载体上的内皮抑素cDNA用 

HindIII酶切，回收片段，并与预先经Hind Ill酶切的 

PKLP一3a表达载体定向连接(见图3)，转化POP2136 

宿主菌，筛选阳性表达菌株，表达菌株经42~C诱导 

表达。SDS·PAGE分析表明，在分子量20kD处有一 

明显表达条带，与预期结果一致 (见图4)。 

3 讨 论 

囝4 SDS_PAGE分析PKI 『 ．ES在 

￡∞ POP2136的表达产物 

l：PKPL-ES在42"C诱-~-4h 

2：PKPL-ES在42℃诱导6h 

3：PKPL．ES未经42"C诱导 

4：蛋白质分子量marker 

f97．4kD．66．2kD 43．3 1kD,20．1kD 

14．4kD1 

新血管生成是肿瘤生长和转移所必需，它不仅 

为肿瘤生长供给营养，而且提供了转移途径 ．新 

血管生成的抑制因f成为抑制肿瘤生长和转移的侯 

选药物 内皮抑素是已经报道的最有效的、最有 

潜力的新血管生成抑制剂之一、可抑制动物体内肿 

瘤的生长，重复使用不会引起耐药性 。我们从中 

国汉族人正常肝组织中提取总RNA，逆转录为 

cDNA，用高保真的Pfu DNA聚台酶PCR扩增， 极 

大地减小了PCR扩增过程中的碱基突变可能性 。 

应~TaqDNA聚台酶在3’末端加上单个A，使PCR产 

物与pUCm．T载体方便、快速地构建了pUC-ES克隆 

质粒。测序的结果，与国外报道的序列相比发现在 

85位和98位两处有Glu，Asu密码子第三位碱基的改 

变、但编码的氨基酸不变 I。由于使用高保真的 

PfuDNA聚合酶，扩增错配的可能性极小，但还需 

进一步证实 

O Reilly等⋯直接 原核载体表达的内皮抑素包 

涵体作用于动物肿瘤，发现有缓释作用，有长期的 

抗肿瘤生长活性，故我们也用原核载体系统来表达 

人内皮抑素。由于人内皮抑素的cDNA G+c含量高 

(75％)，表达有一定难度，故选用含有高效PL启 

动子pKPL．3a表达载体。它带有两个SD序列，以及 

ATG启始密码子和rrnB转录终止子，而内皮抑素自 

带有TAG琥珀型终止密码。宿主~E．coli POP2136 

含有C1857基因，编码温度敏感的阻遏蛋自，在30 

℃ 时抑制PL启动子表达外源基因：在42c，阻遏 

蛋白失活，PL启动子启动SD序列下游的人内皮抑 

素的eDNA表达，本系统不需要IPTG诱导表达，便 

于大规模的工业化生产。我们成功地构建了PKLP 

ES表达系统，初步在犬肠杆菌中得到表达，分子量 

与预期一致，约20 kD，为进一步进行肿瘤治疗药 

物研究提供了条件。 
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