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【摘* 要】目的：用基因工程手段去获取有活性的重组人血

小板因子 )（ B6OI)），为下一步的基础理论研究和临床应用奠

定基础, 方法：用 ONP 手段获得人 OI) 的编码序列，克隆入质

粒 APH1-，构建融合表达载体 APH1-#OI)，转化大肠杆菌，以

QO-R 诱导表达融合的人 OI) 蛋白，经镍柱亲和层析纯化，用

H@H#OSR1 分析所表达的目的蛋白及纯化后蛋白，用鸡胚绒毛

膜尿囊膜实验（NSF）验证 B6OI) 的活性, 结果：成功构建了

表达载体 APH1-#OI)，@TS 序列测定结果与预期结果一致,
QO-R 诱导表达的 B6OI) 融合蛋白部分以可溶形式存在，占菌

体总蛋白量的 !!U , 亲和层析纯化后目的蛋白纯度为 ()U ,
NSF 实验表明，经纯化获得的 B6OI) 对鸡胚血管形成具有抑

制作用, 结论：成功地获得了具有高度生物学活性的 B6OI) 蛋

白,
【关键词】血小板因子 )；基因表达；重组融合蛋白质类

【中图号】V%(0 【文献标识码】S

FG 引言

血小板因子 )（A/3C./.C :35C?B)，OI)）属趋化性细

胞因子 NLN 亚家族，具有多种生物学功能, 其除了趋

化因子共有的调节炎症反应和介导免疫应答的作用

外，更主要的是一种造血和血管生成的负性调控因

子［! W +］, OI) 能降低正常造血干细胞对化疗药物的敏

感性，而不影响肿瘤细胞对化疗敏感性，其机制是

OI) 可逆性地抑制细胞增殖，将细胞阻止在 H 期，同

时还保持细胞的生存力和活力［)］, 因此，OI) 可作为

造血细胞的防护剂用于肿瘤临床治疗中, OI) 还是一

种血管生成的抑制因子，已证实 OI) 在体内有抑制

实体肿瘤生长的作用，其机制是通过抑制肿瘤的新

生血管形成来抑制肿瘤生长［’］, 同时，OI) 可优先

同体内血管生成活跃的组织部位结合，这为肿瘤的

靶向治疗提供了可能, 本研究用分子克隆技术构建

表达重组人 OI)（ B6OI)）的载体，转化大肠杆菌，经

诱导表达后，纯化所表达的 B6OI) 融合蛋白，并分析

其生物学活性，为下一步的深入研究和临床应用奠

定基础,

HG 材料和方法

H, HG 材料G 编码 6OI) 的 @TS 序列已人工合成、并

插入 AJN!& 构建成为质粒 AJN!&#OI) ，保存于本研

究组；A@X$ 为本课题组构建的融合蛋白表达载体,
APH1- 为 Q7K4CB?G.7 公司产品，带有 0X48 标签；限制

性内切酶（.5+PQ，67$!，&4%<"），-)@TS /4G38. 及

@Y$""" @TS 23BZ.B 均购自 -3[3P3 公司；镍柱购于

VQSR1T 公司；蛋白 23BZ.B 购自华美生物工程公司；

其他试剂均为分析纯,
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!! "# 方法

"! #! "$ 重组质粒 %&’()*+,- 的构建$ 设计 +.& 引

物，序列如下：正向引物（ +"）：/0*.1 1 22) ).2
)11 221 .)1 221 221 2.*30；反向引物（+#）：/0*
1. ) .)2 12) )22 12) ).. 21. 21) ))*30! 其上

游和下游引物分别加入了 !"#&4 和 $%&!酶切位点

（引物序列下划线部分）! 以 %5."6*+,- 为模板，通过

+.& 扩增目的基因 +,-! 反应条件：6-7 / 89: 预变

性，6-7 "/ ;，//7 3< ;，=#7 > ;，共 3< 个循环 !
纯化的 +.& 产 物 用 !"#&4 和 $%&!双 酶 切，连 接

到经同 样 酶 切 的 %?@# 中，构 建 重 组 质 粒 %?@#*
+,-! ?A2 测序正确后，再用 !"#&4 和 ’()B"双酶

切，连接到经同样酶切的 %&’() 中，构建重组质粒

%&’()*+,-，酶切鉴定正确的重组克隆将进一步作

?A2 测序分析 !
"! #! #$ C @9;+,- 的诱导表达$ 挑取 %&’()*+,- 重组

表达菌株，于 3<7 培养至对数生长期（2C<< D <E - F
<E C）时，加入 4+)1 至终浓度为 <E " 88GH I J，3<7 诱

导 - K! 收集菌体进行 "#< L I J ’?’*+21(，分析目的

蛋白的表达情况!
"! #! 3$ C @9;+,- 的纯化$ 离心收集 /<< 8J 诱导菌

液的菌体，悬浮后于冰浴中进行超声处理（"/< M，

3< ;，"/ 次）! 裂解物离心，收取上清! 将样品上镍柱

亲和层析，将穿过峰、洗涤峰及洗脱峰分别收集，’?’*
+21( 分析各峰中蛋白分布状况，激光薄层扫描分析

纯化后目的蛋白纯度，并用 N.2 法测定目的蛋白含

量!
"! #! -$ 初步活性鉴定$ 采用鸡胚绒毛膜尿囊膜实验

（.2O）检测重组 +,- 的活性! 实验分为 3 组：阴性对

照组（只加 APQ9RS (HTQ9G: NTUUSV），空白对照组（ 不加

任 何 试 剂），实 验 组（ 加 C@9;+,-）! 将 受 精 鸡 胚 于

3>7孵育 6 B 后，在蛋壳上开一直径为 " W8 的小孔，

将定量后的 C@9;+,- 按 -，>，"C，3# #J 样品加样于消

毒灭菌的小滤纸片上放置于鸡胚绒毛膜尿囊膜上，阴

性对照组分别加入等量的 APQ9RS (HTQ9G: NTUUSV，灭菌

封口膜封住小孔，置于 3>7孵箱中继续孵育! =# K 后

观察结果!

"# 结果

"$ !# %&’"()*+ 重组质粒的构建# 以 %5."6*+,- 为

模板、经 +.& 扩增获得编码 K+,- 的 ?A2 序列，扩增

产物经 "< L I J 琼脂糖凝胶电泳，与预期产物大小相

符（,9L "）! 将扩增的序列克隆入 %?@# 质粒，!"#&4
和 $%&!双酶切鉴定（,9L #）!

"：?J#<<< 8PVXSV ；#：K+,-!
,9L "$ (HSWQVG%KGVSQ9W P:PHY;9; GU +.& %VGBTWQ; 9: "< L I J PLPV*
G;S LSH
图 "$ 用 "< L I J 琼脂糖凝胶电泳分析 +.& 产物

"：?J#<<< 8PVXSV；#：&SWG8Z9:P:Q %HP;89B %?@#*+,- B9LS;QSB [9QK
!"#&4 P:B $%&!!
,9L # $ &SWG8Z9:P:Q %HP;89B %?@#*+,- 9BS:Q9U9SB [9QK !"#&4
P:B $%&! B9LS;Q9G:
图 #$ 重组质粒 %?@#*+,- 的 !"#&4 和 $%&!双酶切鉴定

"$ " # %,-./()*+ 重组质粒的构建 # %?@#*+,- 经

!"#&4 和 ’()B"双酶切，获取目的基因 +,-，克隆入

经同样酶切的 %&’() 载体，构建重组质粒 %&’()*
+,-（,9L 3）!

"：&SWG8Z9:P:Q %HP;89B %&’()*+,- B9LS;QSB [9QK !"#&4 P:B ’()B"；#：

?J#<<< 8PVXSV !

,9L 3 $ &SWG8Z9:P:Q %HP;89B %&’()*+,- 9BS:Q9U9SB [9QK !"#&4
P:B ’()B" B9LS;Q9G:
图 3$ 重组质粒 %&’()*+,- 的 !"#&4 和 ’()B"双酶切鉴定

"$ 0# 1’23)*+ 的诱导表达 # 含 %&’()*+,- 质粒的

?@/P 菌株，于 JN 培养基 3<7培养过夜，次日按 #\

!""第四军医大学学报（# $%&’() *+, *-. /0+1）2334；25（63）7 )((8：9 9 :%&’0;,< =>>&< -.&< ?0



转接，!"#$ 诱导表达% &’( ) * + ,-,. "/$0 结果显示：

与未诱导的对照菌相比，诱导菌在 !1 &2 3 &(4 处有

明显的新生蛋白表达带出现，其分子量大于 5678"9:
蛋白的理论计算值，激光薄层扫描表明表达蛋白占菌

体总蛋白的 &&;（97) :）%

&：<=>.7>?@AB? CDAEB17D F7EG HI,0#；’：<=>.7>?@AB? CDAEB17D F7EG HI.

,0#."9:；4：!>?@AB? CDAEB17D F7EG HI,0#."9:；:："1=EB7> JD1KB1%

97) :L ,-,."/$0 =M 5678"9: BNH1B88B? 7> "# $%&’
图 :L 大肠杆菌表达 5678"9: 的 ,-,."/$0

!" #$ %&’()*# 的纯化$ 在大肠杆菌 -6O! 中诱导表

达的 5678"9: 融合蛋白主要以可溶形式存在（97) O），

用镍柱亲和层析纯化此融合蛋白，收集洗脱蜂作蛋白

定量，,-,."/$0 后激光薄层扫描显示，目的蛋白占

菌体总蛋白的 2:; %

&："1=EB7> JD1KB1；’：P=Q@J> BQ@EB? F7EG BQ@E7=> C@MMB1；4：P=Q@J>

FD8GB? F7EG FD8G C@MMB1；:：9Q=F EG1=@)G HBDK；O：,@HB1>DED>E =M CDAEB17D

H1=?@AE8；5："1BA7H7EDE7=> =M CDAEB17D H1=?@AE8%

97) OL ,-,."/$0 =M 5678"9: DMEB1 H@17M7ADE7=>
图 OL 5678"9: 融合蛋白纯化的 ,-,."/$0 结果

!" +$ %&’()*# 的活性鉴定 $ 分别取 :，2，&5，4’ "+
样品加样于灭菌滤纸小片（ 约 (R S AJ 3 (R S AJ），置

于孵育 T ? 鸡胚的 P/U 上，42V孵育 S’ G，剥开蛋壳

观察，实验组 P/U 血管较空白对照组及阴性对照组

为细，在剂量为 2 "+ 时血管变细最明显，说明本实验

所得到的 G"9: 对 P/U 血管具有抑制活性（97) 5）%

/：<B)DE7WB )1=@H；X：XQD>K A=>E1=Q )1=@H；P：0NHB17JB>EDQ )1=@H%

97) 5L P/U D88DY =M 5678"9:L L L 图 5L 5678"9: P/U 实验结果

,$ 讨论

真核表达系统所面临的最大问题是表达效率低，

所以我们仍然用较简便的高表达的原核系统来表达

"9: 蛋白% 用大肠杆菌作宿主，其优点是遗传背景清

楚、转化效率高、易发酵，而且价格低廉，易于操作，可

以快速生产蛋白，目前已经被批准上市的基因工程重

组蛋白质还是用大肠杆菌表达制备的［5，S］%
HI,0# 是由 "#S 启动子调控下带标签的融合蛋

白表达载体，用 HI,0#."9: 作表达有很多优点：首先

是它表达的是融合蛋白，能保证有较高的表达水平，

且容易纯化；其次 5 3 678 标签较其他融合蛋白（ 如

$,# 等）纯化标签要小，因此对目的蛋白的结构和功

能活性影响小% 本实验我们通过 HI,0# 的融合表达

使 "9: 以部分可溶形式存在，因此不需通过变性复性

来纯化蛋白，保持了蛋白的活性，为后续的动物实验

奠定了基础%
本实验诱导表达的 5678."9: 表观分子质量比计

算分子质量大，但对克隆表达的基因测序结果完全与
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设计的一致，经过软件分析及实际的纯化、活性鉴定，

证明表达的条带确实是预期的! 计算所得的分子质量

与实际测得的表观分子质量不一致的例子已经有不

少的报道，我们的实验结果也是一例［"］!
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!" 临床资料 " 7445M#7 Y 744CM4# 收治房间隔缺损（AP;）7J

（男 #C，女 2）例，年龄 7 Z D" 岁，体质量 #4 Z 37 .8! 经心脏 K

线三位片、心电图、彩色多普勒超声心动图确诊为继发 型

AP;! 经彩色多普勒超声心动图显示 AP; 直径为 J Z 57 ,,，

选择的封堵器直径为 #4 Z J7 ,,! 结果：# 例术中因封堵器脱

落经外科手术抢救治疗无效死亡，# 例术后 7 = 出现!度!型

房室传导阻滞，经药物治疗 3 = 痊愈，余 77 例封堵器置入治疗

患者无并发症发生，疗效满意!

#" 护理

7! #T 术前护理T 术前患者均有不同程度的焦虑、恐惧心理，

主要担心手术能否成功，会不会有严重并发症，手术对机体创

伤程度! 针对患者存在的心理问题，责任护士对患者进行术前

指导及健康教育! 采用通俗易懂的语言，结合图片、实物，讲解

手术的方法、优点、安全性、可靠性及疗效等! 并请手术成功患

者现身说法，介绍手术的感受，使患者消除疑虑，增强对手术

治疗的信心!

7! 7T 术中并发症的防护T 配合医生选择合适的封堵伞，术中

准确测量 AP; 直径以 [ # Z J ,, 的比例选择合适的封堵伞!

置入封堵伞过程中，及时准确调整造影床及 K 线显示器，使需

手术部位影像达到最清晰，以便医师观察定位! 当封堵伞位置

良好，稳定且无明显残余分流而释放封堵器时，严密观察封堵

器定位情况，一旦脱落，应立即配合医生用导管把封堵器固定

在肺动脉主干壁，尽量减少对血流影响! 同时立即做好急诊开

胸手术准备! 急性心包填塞多由于术者操作不当引起心房壁

损伤、穿孔，加之术中、术后采取了抗凝治疗，故可导致心包填

塞! 术中严密进行心电监护、观察生命体征、血氧饱和度! 询问

患者! 有无不适主诉，提醒术者操作规范、熟练避免和减少心

包填塞的发生! 术中心律失常多发生在导管进入心房或封堵

器展开时! 严密观察心电监护，提醒术者准确、轻巧操作，若发

生心律失常迅速退出导管、导丝，并遵医嘱 /L 利多卡因! 患者

在行基础麻醉时，要备齐气管导管、喉镜等抢救器材! 严密观

察麻醉程度，使其头偏向一侧，保持呼吸道通畅! 一旦出现窒

息、心率增快、血压下降、呼吸困难等异常情况，立即报告医

生! 查找原因进行处理!

7! 5T 防止房室传导阻滞T 术后出现房室传导阻滞，考虑与封

堵器置入后，局部受刺激或局部组织水肿导致房室结及其周

围组织传导功能减退有关! 术后应严密心电监护，常规应用激

素类药物 5 =，可减轻局部组织水肿，有效预防房室传导阻滞

发生!

7! JT 预防感染T 术后严密监测体温变化，如体温升高，应警

惕有感染发生的可能! 给予大量抗生素以预防发生感染性心

内膜炎! 同时保持股静脉穿刺部位干燥、清洁，防止创口污染!
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