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Abstract:Objective　Toconstructhumancanstatin gene prokar yoticex pressionvector.Toex pressrecombi 2
nanthumancanstatininE.coliM15 [pREP4] andinvesti gateitsbiolo gicalactivit y. Methods　Theobtained

canstatincDNAfra gmentwassubclonedintotheBamH ⅠandHind Ⅲsitesof pQE30 prokar yoticex pression

vector.Therecombinant proteinwasex pressedwithinductionofIPTGinE.coliM15 [pREP4] .Afterthe purifi2
cationrenaturationoftheex pression product,itsanti 2angiogenesisbiolo gicalactivit ywsdetectedb ys yngeneic

micewithLewislun gcarcinomas. Results　Prokaryoticex pressionvectorofrecombinanthumancanstatinwas

successfullyconstructedandtherecombinant proteinwashi ghlyex pressedafterinductionwithIPTG.After

theadministrationofthe purifiedrecombinant protein,subcutaneousl yinoculatedtumorweresmallerthan

thoseofcontrols,andlooked palewiths parseca pillaries,necrosiscouldbeseencommonl y.The percentofthe

tumorwei ghtinhibitionwas60%.The percentofthelun gmetastaticfociinhibitionwas74.3%. Conclusion

　(1) Thehumancanstatin prokar yoticex pressionvectorwasconstructedsuccessfull y. (2) Recombinanthuman

canstatin proteinwasex pressedinE.coliM15 [pREP4] inahi ghlevel,and purifiedwithaffinit ychromato graphy

methods. (3) The purifiedrecombinant proteinshowedtheanti 2angiogenesisactivit y.Theex pressionanda p2
plicationofhumancanstatin genela ythefoundationoftheantian giogenesisthera pyoftumors.
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摘　要 :目的　正确构建人 canstatin 原核表达载体 ,诱导表达重组人 canstatin 融合蛋白 ,并对其活性鉴

定。方法　将人 canstatincDNA 亚克隆入 pQE30, 构建重组质粒 pQE302canstatin; 转化 M15 [pREP4] 中 ,

IPTG 诱导表达 ,纯化回收表达产物 ,复性后用 Lewis 肺癌移植瘤模型对其活性鉴定。结果　成功构建

人 canstatincDNA 表达载体 ,纯化回收 ,获得高纯度 canstatin 重组蛋白。纯化产物在体内能抑制 Lewis

肺癌移植瘤血管的生成 ,从而抑制肿瘤生长和转移 , 抑瘤率 ( %)为60.0% ,转移抑制率 ( %)为74.3% 。

结论　(1)成功构建了原核表达载体 pQE302canstatin。(2)重组人 canstatin 融合蛋白在原核表达系统中

高水平表达 ,并获得高纯度 canstatin 重组蛋白。(3)重组 canstatin 融合蛋白可抑制 Lewis 肺癌移植瘤血

管的生成 , 从而抑制肿瘤生长和转移活性。
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0　引言

近年来对血管生成抑制素[1] (angiostatin ) 、内皮

抑素[2] (endostatin )等血管生成抑制剂的研究已取

得了丰硕的成果。

最新研究表明 canstatin 可剂量依赖性抑制内

皮细胞管结构形成 ,有效抑制内皮细胞增殖和转移 ,

且能诱导内皮细胞凋亡。其抑制肿瘤生长的效力可

能超过内皮抑素[3] 。这预示 canstatin 将成为极有

发展前景的血管生成和肿瘤生长抑制剂。

为了对 canstatin 的深入研究 ,我们克隆了

canstatin 基因 ,并按正确的阅读框架将其次级定向

克隆入 pQE30 表达载体中 ,与氨基末端的 62组氨酸
亲和标记物作为融合蛋白进行诱导表达 ,用 Ni2
NTA 蛋白亲和层析进行纯化回收。回收的表达产

物具有明显抑制新生血管生成 ,进而抑制肿瘤生长

和转移的作用。

1　材料与方法

1.1 　材料

1.1.1 　菌株与质粒

E.coliDH5α由闾宏伟惠赠 ,E.coliM15 [pREP4]

由王建博士惠赠 ,质粒 PQE30 表达载体购自 QIA2
GEN公司 (基因公司代理) 。

1.1.2 　试剂

低分子量标准蛋白质 :购于 Promega公司 (华美

公司代理) ;T 4 DNA 连接酶、TaqDNA 聚合酶、限制
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性内切酶 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ及 XbaⅠ、DNA 分子量

标准 :购于 MBI 公司 (上海生工代理) ;Ni2NTA 蛋

白亲和纯化试剂盒 (Ni2NTAS pinKit ) :购自 QIA2
GEN公司 (基因公司代理) 。

1.1.3 　实验动物

Lewis 肺癌荷瘤小鼠购于中国医科院药物研究

所。C57BL/6N 小鼠购于北京维通利化公司 ,合格

证号为 SCXK (京) 200220003。6～7 周龄 ,体重 (18

+ 1.5 ) g,雌雄兼用。

1.2 　方法

1.2.1 　canstatin 原核表达载体的构建　

经测序证实的重组质粒 DNA 以 BamH Ⅰ和

HindⅢ双酶切纯化回收后 ,与同样处理的 pQE30 表

达载体经 T4 DNA 连接酶连接 ,构建 pQE30 2
Canstatin 载体 ,转化 DH5α,挑选阳性克隆 ,裂解提

取质粒以 PCR 及 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定。

然后转化大肠杆菌 M15 [pREP4] ,小量培养 ,提取质粒

双酶切鉴定。

1.2.2 　canstatin 蛋白表达与纯化

挑取 pQE30 2Canstatin 阳性 M15 [pREP4] 克隆入

5ml含氨苄青霉素和卡那霉素的 LB培养基中 ,37 ℃

振荡培养过夜 ,取菌液 3ml接种到 60ml 含氨苄青霉

素和卡那霉素的 LB 培养基中剧烈振荡培养至

OD600为0.6左右 ,加入 IPTG 至终浓度为1.0mmol /

L, 继续培养 6h, 诱导表达前及其后每 2h 取菌液

1ml, 12000 g离心取菌 ,加入 1 ×SDS上样缓冲液 ,

沸水浴 5min, 离心取上清 20μl, 用 SDS2PAGE 电泳

(分离胶浓度为 12% )对表达产物进行鉴定。按 Ni2
NTA 蛋白亲和纯化试剂盒 (Ni2NTAS pinKit )说明

纯化回收重组蛋白 ,进行 SDS2PAGE 凝胶电泳。

1.2.3 　重组蛋白复性透析

加 9倍体积的复性缓冲液 (0.1mol /L 磷酸二氢

钠 NaH 2 PO4 pH 7.4 ;6mol/L 尿素 Urea; 150mmol /L

氯化钠 NaCl; 2mmol/L 还原型谷胱肽 ;1mmol/L 氧

化型谷胱肽) 4℃放置 24h, 透析。BCA 法测定蛋白

浓度。用聚乙二醇 ( PEG)进行浓缩 ,调蛋白浓度为

2mg/ml 。

1.2.4 　融合蛋白生物学活性鉴定

(1)颈椎脱臼法将荷瘤小鼠处死 ,剪切良好的肿

瘤组织 ,称重 ,按照肿瘤 (g) :生理盐水 (ml)为 1∶3的

比例加入生理盐水在玻璃匀浆器中研磨 ,过 300 目

滤网。用注射器吸取细胞悬液 ,消毒小鼠腹部外侧

皮肤 ,按每只0.3ml (约 2×106个细胞)作皮下注射。

10只实验小鼠 ,随机分为两组 ,各 5 只 ,雌雄兼用。

(2)待肿瘤长至约 200mm 3时 (约为接种后第 5天) ,

腹腔注射 canstatin 重组蛋白 10mg/ ( kg.d ) ,隔日给

药。对照组给予相同体积的灭菌 PBS。从给药日至

第 16 天 ,颈椎脱臼处死小鼠 ,先称体重 ,后解剖小

鼠 ,显露肿瘤 ,观察血管生长情况 ,肺转移情况。剥

离肿瘤 ,称重后用 10%福尔马林固定 ,石蜡包埋切

片 ,HE 染色。(3)观察肿瘤生长、移植瘤血管生成

抑制情况和肿瘤肺转移情况 ,同时注意 canstatin 重

组蛋白的毒副作用。采用疗效指标抑瘤率 ( %) 、肺

表面转移抑制率 ( %) ,并作统计学处理。计算公式

为 :肿瘤抑制率 = (12T/C ) ×100%,T 和 C分别为

给药组和对照组平均瘤重 ,肺表面转移抑制率 =[1

- (给药组转移数/对照组转移数) ] ×100%; 统计学

分析采用 t 检验。

2　结果

2.1 　重组表达载体 pQE30 2Canstatin 的构建和鉴定

重组质粒 pQE30 2Canstatin 经 PCR 及 BamH Ⅰ

和 HindⅢ双酶切鉴定 ,获得 483bp 条带。证实片段

已经插入载体中 ,见图 1。

图 1　pQE302Canstatin质粒的 BamHⅠ

andHind Ⅲ酶切片段和 PCR扩增片段
M: 　核酸标准分子量条带

A: 　pQE302Canstatin 质粒用BamHⅠandHind Ⅲ双酶切消化的片段

B: 　没有消化的 pQE302Canstatin 质粒

C: 　pQE302Canstatin 质粒的 PCR扩增片段

2.2 　重组质粒的表达与纯化

pQE30 2Canstatin 重 组 质 粒 转 化 的 阳 性

M15 [pREP4]大肠杆菌 ,在1.0mmol /LIPTG 诱导下 ,

表达于 4h 达高峰。表达蛋白分子量约为 24KD, 与

推测蛋白大小相仿 ,所表达的蛋白约占总菌体蛋白

的 20% 。亲和纯化后获得高纯度的重组蛋白 ,见图

2。

2.3 　Canstatin 活性测定

与对照组相比 ,实验组小鼠 Lewis 肺癌皮下移

植瘤体积明显小 ,重量轻 ( P < 0.05 ) ,坏死常见 ,抑
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图 2　大肠杆菌 M15中 Canstatin的表达

M: 　蛋白质标准分子量条带

A: 　诱导前的蛋白表达

B: 　诱导 2小时后的蛋白表达

C: 　诱导 4小时后的蛋白表达

D: 　诱导 6小时后的蛋白表达

E: 　用 Ni2NTA 亲和纯化的重组蛋白

瘤率 ( %)为60.0% ,对照组肿瘤颜色红润 ,毛细血管

丰富 ,扩张迂曲 ,易出血 ,体积大。实验组肿瘤颜色

苍白 ,毛细血管稀少 ,较少出血 ,坏死多 ,体积小。对

照组肺转移结节大 ,数目多 ;实验组肺转移结节小 ,

数目少 ( P < 0.05 ) ,转移抑制率 ( %)为74.3% ,见图

3a、3b。在整个治疗用药过程中两组小鼠活动良好 ,

未见脱毛、腹泻等副反应。

　　表 1　　　Canstatin重组蛋白对 Lewis肺癌

　　皮下移植瘤抑制作用

组别
动物数

(只)

体重 ( �x ±s) (g)

实验前 实验后
瘤重 ( �x ±s)

(g)
抑瘤率

( %)
P

PBS组 5 20.00 ±1.40 23 .38 ±1.29 5.08 ±0.82

用药组 5 19.58 ±1.66 20 .70 ±1.71 2.05 ±0.23 60.0 <0 .01

　　表 2　Canstatin重组蛋白对 Lewis肺癌转移抑制作用

组别
动物数

(只)
肺表面转移结节数

( �x ±s) (个)
转移抑
制率 ( %)

P

PBS组 5 7.00 ±1.58

用药组 5 1.80 ±1.10 74.3 <0 .05

3　讨论

我们成功克隆了 canstatin 基因 ,并按正确的阅

读框架将其次级定向克隆入 pQE30 表达载体中 ,与

氨基末端的 62组氨酸亲和标记物作为融合蛋白进
行诱导表达 ,用 Ni2NTA 蛋白亲和层析进行纯化回

收。获得高纯度 canstatin 重组蛋白 ,该重组蛋白能

在 M15 大肠杆菌中稳定表达 ,产量较高。实验证明

canstatin 融合蛋白可以抑制 Lewis 肺癌皮下移植瘤

生长和转移 ,抑瘤率 ( %)为60.0% ,转移抑制率 ( %)

为74.3% ,且在整个治疗用药过程中小鼠活动良好 ,

未见脱毛、腹泻等副反应。考虑到实验所给予的融

合蛋白为原核表达载体表达产物 ,并且隔日给药剂

量不高 ,可以肯定 canstatin 蛋白将成为极有开发应

用前景的血管生成抑制剂。

Folkman 认为在肿瘤的发展及转移过程中 ,肿

瘤血管生成是最关键的 ,因此抑制血管生成或许能

作为治疗癌症的一种新方法。但他又认为 :这种治

疗策略即使能成功 ,也不是彻底治愈 ,而是阻止肿瘤

继续生长或者促使已生长的肿瘤消退到直径为 1～

2mm大小 ,它不能根除所有肿瘤细胞 ,此时 ,肿瘤在

没有血管供应下继续生存是可能的。这种治疗方法

被认为是“诱导休眠”。一旦治疗停止 ,肿瘤可能复

发 ,难以达到彻底治疗的目的。鉴于此 ,为提高内源

性血管生成抑制因子的治疗效果 ,我们应考虑以下

几个方向 : (1)联合治疗 :即抑制血管生成治疗与放

疗、化疗、手术、免疫治疗等联合应用 ,或者几种血管

生成抑制因子合用 ,相辅相成 ,协同治疗。(2)基因

治疗 :即用携带血管生成抑制因子的载体进行治疗 ,

可以延长作用时间 ,降低用药剂量。(3)靶向治疗。

即利用肿瘤或血管内皮特异性受体 ,将高浓度药物

靶向于病灶而非全身治疗。(4)延长药物半衰期 :即

使血管生成抑制因子在体内缓慢释放 ,保持稳定的

血药浓度。

总之 ,canstatin 蛋白作为一种新型血管生成抑

制剂 ,具有明显抑制新生血管生成的活性。本实验

的完成将为 canstatin 的真核表达、单克隆抗体的制

备、基因治疗、联合应用等提供依据和奠定基础。

(本文图 3a、3b见封 3)
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