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摘 要 为实现人层粘连蛋白!G 链 OVGJ: 组件（U@7+C O+71C1C ;’5.+G F.+1C OVGJ: *&3@’0，.O)!GOVGJ:）蛋白的分泌表达，采用

S); 重组技术将 .O)!GOVGJ: -S); 片段插入分泌型酵母表达载体 5WPFX!; 中，构建了相应的重组表达质粒 5WPFX!;JOVG: 并在

V499: 毕赤酵母菌株中表达，纯化蛋白后进行细胞学实验证明，.O)!GOVGJ: 有明显促进肿瘤细胞粘附和扩展的作用，为深入研

究 OVGJ: 组件结构与功能奠定了基础。

关键词 .O)!GOVGJ:，W1-.1+ A0+=6，基因表达

中图分类号 RKI 文献标识码 ; 文章编号 9"""J$"#9（!""#）"!J"!!#J":

78,6*496 <& -+,,A &@6 6.0 =0-,06120 0M5,0==1&C &D .@7+C ’+71C1C +’5.+G -.+1C OVGJ: 7&3@’0（.O)!GOVGJ:），,0-&781C+C6
0M5,0==1&C 5’+=713 5WPFX!;JOVG: >+= -&C=6,@-603 8A 1C=0,61CB &D .O)!GOVGJ: -S); 1C6& A0+=6 0M5,0==1&C 20-6&, 5WPFX!;( <.0
.O)!GOVGJ: 5,&601C >+= 0M5,0==03 1C V499: ?#0"#+ A0+=6 =6,+1C +D60, 1C3@-03 8A 706.+C&’，+C3 5@,1D103 6+,B06 5,&601C -+C
&821&@=’A 5,&7&60 6.0 0M5+C=1&C +C3 +3.0=1&C &D !H$ -0’’= (

:+; <.*=, .O)!GOVGJ:，?#0"#+ A0+=6，B0C0 0M5,0==1&C

肿瘤的浸润转移是导致宿主死亡的主要原因，

而这一过程完全是癌细胞与宿主细胞及细胞外基质

之间相互作用的结果。层粘连蛋白（9+71C1C，O)）作

为细胞基底膜的主要结构组分之一，与肿瘤细胞的

浸润转移密切相关［9 Y $］。位于 O)!链 F 末端的 V 结

构域是 O) 与其受体及基质组份相互作用的重要部

位，在肿瘤细胞的浸润转移过程中起着非常重要的

作用，可促进肿瘤细胞的粘附、增殖、转移、新血管生

成等过程的发生［G，:］。O) 的 V 结构域由 : 个 OV 组

件所组成，每个组件含 9I" Y !"" 个氨基酸残基，分

别含有不同受体的作用位点［#］，因此对这些组件及

其相关位点的研究将有助于揭示 O) 在疾病的发生

发展尤其是肿瘤的浸润转移中所起的作用，并能针

对性地制备相关的生物制剂，具有重要的理论和实

际意义。

> 材料与方法

>?> 材料

克隆载体 5*S9IJ< Z .O)!GOVGJ: 由本课题组构

建［K］；酵母穿梭表达载体（?#0"#+J< ( 0(,#）5WPFX!; 和

?#0"#+ ;+&/(*#& 菌株（V499: U1=[ *@64）为 PC216,&B0C 公

司产品；限制酶、<G S); 连接酶及 <+\ S); 聚合酶



均购自 !"#$%&’ 公司；酵母培养基 !%()#*%、+,-（./
0）为 1234# 公司产品；生物素、羊抗兔 5&6、7! 均为

6284# 公司产品；9:,!;:6;<= 多抗兔血清由本课题

组制备［>］。

!"# 方法

!"#"! 酵母表达质粒的构建：采用亚克隆策略，将

9:,!;:6;<= 41,7 片 段 从 (?1@A<B C 9:,!;:6;<= 克

隆质粒定向克隆到 (!5DE!7 酵母表达质粒，酶切鉴

定后进行序列测定。

!"#"# 酵母菌的转化与鉴定：根据 5*F2)"#&%* 公司

!"#$"% GH("%II2#* J2) 进行酵母菌 6K@@= 感觉态细胞

的制备，将线性化的酵母表达质粒 (!5DE!7<:6;= 在

@=LLM C N="O C NLL#条件下进行电转化。筛选在 ??
平板上生长缓慢而在 ?1 平板上生长良好的菌株，

玻璃珠法提取酵母总 1,7，用酵母载体通用引物

（ =P< 67DB66BBDD77BB67D776D<QP 和 =P<
6D777B66D7BBDB67D7BDD<QP）进行 !DR 反应（反

应条件为 S;T ;=I，==T SLI，>NT @NLI），检测目的

基因在酵母基因组中的整合情况。

!"#"$ 9:,!;:6;<= 的表达及鉴定：挑取酵母菌单克

隆接种于 =$: +!1 液体培养基中，NA U QLT培养 @V
U NL9，离心收集菌体并重悬于 @LL$: -?6+ 扩增培

养基中，NA U QLT培养至 &VLL W NXL U VXL，离心收集

菌体，用 NLL$: -??+ 诱导培养基重悬，LX=Y甲醇

浓度下培养 ;A9，以诱导目的蛋白的表达。离心，取

上清，用斑点杂交、K1K<!76G 及 .%I)%"* 8Z#) 法检测

目的蛋白分泌表达情况。简要步骤如下：诱导上清

直接点于硝酸纤维素膜（,D 膜）或经 K1K<!76G 分

离后以半干法电转移到 ,D 膜上，将 ,D 膜短暂漂洗

后依次经 =Y脱脂奶粉室温封闭 @9、与 9:,!;:6;<=
多抗兔血清孵育 @9、与 [R! 标记的山羊抗兔 5&6 孵

育 @9，每步完成后均严格洗膜，最后加 17- 避光

显色。

!"#"% ,2N \ 亲和层析柱纯化 9:,!;:6;<=：将含重组

质粒 (!5DE!7<:6;= 的 酵 母 表 达 菌 在 LX=: C @: 的

-?6+ C -??+ 培养基中扩大培养并按上述条件进行

甲醇诱导。诱导结束后离心收集上清，按 ,2N \ <,B7
操作手册进行纯化，毛细管电泳分析纯化效果。纯

化蛋白冷冻抽干后 ] NLT保存。

!"#"& 9:,!;:6;<= 生物活性检测

（@）目的蛋白对 NSQ 细胞伸展率的影响：将纯

化的 9:,!;:6;<= 蛋白冻干粉溶于 !-K 溶液，配成

AL$&/: 浓 度，再 倍 比 稀 释 成 AL$&/:、;L$&/:、

NL$&/:、@L$&/:、=$&/: 五种浓度，每种浓度为一实验

组。将各浓度按每孔 =L": 包被 SV 孔板，每种浓度 ;
孔，阴性对照为 QL&/: -K7。将 SV 孔板置于 ;T过

夜。用 !-K 液洗 N 次，加 QL&/: -K7 室温封闭 @9，

!-K 再洗 N 次。将 NSQ 细胞用 LXN=Y胰酶消化后离

心收集，用无血清 O<@N 培养液清洗 N 遍，再用无血

清 O<@N 重悬细胞，调整细胞浓度至 @ ^ @L> /:，以每

孔 @LL": 接种于 SV 孔板，Q>T，=YD0N 条件下培养

N9。取出培养板，倒置显微镜下观察各孔并照相。

计数伸展细胞（即至少有一个胞浆突起的细胞）数和

未伸展细胞数，每组至少计数 @LL 个细胞，计算伸展

细胞的百分率。

（N）目的蛋白对 NSQ 细胞附着率的影响：实验

分组及 SV 孔板的包被与 @XNX= 的（@）方法相同，另

设一不作包被的空白对照组，用于计算附着率。接种

细胞浓度为 N ^ @L> /:。常规培养 N;9 后吸去各孔培

养液（空白组除外），!-K 洗 N 次以去除未贴壁的细

胞，各孔加 @LL": 无血清 1?G? 培养液及 NL": ?BB
［Q<（;，=<二甲基噻唑<N）<N，=<二苯基四氮唑溴盐］，继

续培养 ;9，倒置显微镜下观察结晶物形成情况，吸去

孔内培养液，每孔加入 @=L": 二甲亚砜（1?K0），在酶

标仪 ;SL*$ 下测光吸收值（’( 值），计算各组附着率。

# 结 果

#"! 重组质粒 ’()*+!,-./%& 的构建及鉴定

用限制酶 )#*R$和 +*,$将 9:,!;:6;<= 41,7
片段从质粒 (?1@A<B C 9:,!;:6;<= 上切下回收，将该

片段克隆到表达载体 (!5DE!7 上，然后转化大肠杆

菌。经 )#*R$/+*, $酶 切 鉴 定 正 确。 (!5DE!7<
:6;= 的酶切鉴定如图 @。

图 @ 重组质粒 (!5DE!7<:6;= 的酶切鉴定

O2&_ @ 5‘%*)2324’)2#* #3 "%4#$82*’*) (Z’I$2‘ (!5DE!7<:6;=
@：1,7 ?’"a%" 1:NLLL；N：(!5DE!7<:6;=/)#*R$ \ +*, $；Q：

(!5DE!7 /)#*R$ \ +*,$ _

#"# 转化子 0123 4567 阳性克隆的鉴定

挑取 [2I\ ?b)K 表型的转化菌株，以其基因组

1,7 为模板，用酵母 =P70c5 和 QP70c5 通用引物

>NN连继勤等：人 :,!;:6;<= 在毕赤酵母中的表达研究



!"# 验证目的 $%& 与酵母基因组整合状况，部分结

果如图 ’。由于酵母基因组 $%& 中含有与引物同源

的序列，片段大小约为 ’(’)*，而对空载体的扩增大

小应为 +,,*-，因此阴性对照转化菌的扩增片段应

为 ’(’)* 和 +,,*- 两条带，而阳性转化菌扩增条带

大小应为 ’(’)* 和 .(/)*（目的基因片段 .01,*- 加

空载体片段 +,,*-），从图 ’ 中可看到与理论分子量

大小相符电泳条带，表明目的基因已在酵母基因组

中得到整合。

图 ’ 酵母转化子 !"# 鉴定

2345 ’ !"# 367893:3;<93=8 =: >7<?9 @7;=A*38<89?
.：-!B"C!& 9@<8?:=@A<89；’，D：-!B"C!&EFGH+ 9@<8?:=@A<89?；H：!E
!"#I.H B $%& J<@)7@ 5

!"# 目的基因的表达检测

!"#"$ 斑点杂交分析：对 &、K、"、$ H 株转化菌在诱

导后不同时间取样进行斑点杂交分析，分析结果见

图 D。

图 D 斑点杂交分析结果

2345 D $=9E*L=9 <8<L>?3? =: MF%!HFGHE+ -@=9738
&H：-=?393N7 ;=89@=L；KH：874<93N7 ;=89@=L；&，K，"，$：& ;L=87，K
;L=87，" ;L=87 <86 $ ;L=87；.，’，D：H,M，O0M <86 /’M <:97@ P<?
386Q;76 @7?-7;93N7L>5

从图 D 可看出，".（" 克隆诱导后 H,M）位点显色

最明显，说明该菌株在诱导后 H,M 分泌在上清中的

MF%!HFGHE+ 蛋白浓度最大。

!"#"! R$RE!&GS 电泳及 T7?97@8 *L=9 分析：挑取上

述阳性克隆，并以 -!B"C!& 重组酵母菌作对照进行

诱导表达。甲醇诱导 H,M 后取上清浓缩后进行 R$RE
!&GS 电泳和 T7?97@8 印迹分析。考马司亮蓝染色

表明 -!B"C!&EFGH+ 在 H’)$ 处出现了一条特异的蛋

白带（图 H），对 照 则 没 有 相 应 条 带。 进 一 步 用

T7?97@8 *L=9 鉴定表明，杂交后可看到特异性蛋白带

而含空载体 -!B"C!& 的对照菌则无此反应（图 +），

说明该蛋白带为重组菌株特异表达的 MF%!HFGHE+
蛋白带。杂交带分子量较 R$RE!&GS 中的特征蛋白

带稍小，原因可能是操作过程中造成了蛋白的部分

降解所致。

图 H MF%!HFGHE+ 表达上清 R$RE!&GS 分析

2345 H R$RE!&GS =: 7U-@7??76 MF%!HFGHE+ :@=A
;QL9Q@<L ?Q-7@8<9<89 =: GR..+V -!B"C!&EFGHE+

.：A<@)7@；’，D：GR..+V-!B"C!&EFGHE+；H：GR..+V-!B"C!&5

图 + MF%!HFGHE+ 表达上清的 T7?97@8 *L=9 分析

2345 + T7?97@8 *L=9 <8<L>?3? =: ;QL9Q@<L ?Q-7@8<9<89
;=89<38384 MF%!HFGHE+ -@=9738

.：A<@)7@；’：GR..+V -!B"C!&EFGHE+；D：GR..+V -!B"C!&5

!"% &’(!%’)%*+ 蛋白的纯化及活性分析

表达蛋白经 %3’ W E%I& 纯化，毛细管电泳分析证

实纯度达 1+(DX。蛋白冻干粉用 !KR 配成 ,0A4VF、

H0A4VF、’0A4VF、.0A4VF、+A4VF 五种浓度对 ’1D 细胞

进行细胞伸展与粘附的活性分析，每种浓度做 H 个

平行实验，取平均值。

!"%"$ MF%!HFGHE+ 蛋白对 ’1D 细胞伸展的影响：固

相结合实验观察了 ’1D 细胞在 MF%!HFGHE+ 蛋白包

被培养板上的伸展情况，并绘制了细胞的伸展率曲

线（见图 O），结果显示，与对照组相比，常规培养 10E
.’0A38 后 .0A4VF 的目的蛋白即可促进 ’1D 细胞的

,’’ $%&’()( *#+,’-. #/ 0&#1("%’#.#23 生物工程学报 ’00O，Y=L(’’，%=(’



伸展，当浓度达 !"#$%& 时，细胞的平均伸展率可达

’"(。倒置显微镜下形态学观察可见，细胞伸展良

好，胞体丰满，细胞成梭形或多角形，即胞体周围有

数个长短不等的胞浆突起，而阴性对照组细胞大多

呈圆形，无胞浆突起，细胞几乎无伸展。结果表明，

)&*!!&+!,- 蛋白有促进 ./0 细胞伸展的活性。

图 1 )&*!!&+!,- 对 ./0 细胞伸展的影响

23$4 1 56789:3;9 <8=>897 ;? ./0 >8@@: ;9 )&*!!&+!,- <=;7839

!"#"! )&*!!&+!,- 蛋白对 ./0 细胞附着率的影响：

用 AAB 法检测 ./0 细胞在 )&*!!&+!,- 上的附着

率，结果见图 C。从图 C 可见，与对照组相比，随着

)&*!!&+!,- 蛋白浓度的增加，细胞附着率逐渐增

大，当蛋白浓度在 D"#$%& 以上时，作用尤其显著（!
E "F"D），说明 )&*!!&+!,- 蛋白可有效促进 ./0 细

胞的附着。

图 C )&*!!&+!,- 对 ./0 细胞粘附的影响

23$4 C GH)8:3;9 <8=>897 ;? ./0 >8@@: ;9 )&*!!&+!,- <=;7839

$ 讨论

层粘 连 蛋 白 !! 链（IJ#K9 &K#3939 G@<)K!，

)&*!!）是构成 &*,’ 和 &*,/ 的一个组份，主要在内

皮、外周神经的束膜及发育中肌纤维周围的基底膜

中表达［’］。!! 链的缺失会导致胚胎及新生儿期婴

儿出血和微血管生成受到抑制，&+ 组件在这一过程

中发挥着重要作用［/］。对 &+ 组件结构与功能的研

究最初是通过水解 &*,D 的 50 和 5’ 片段进行的，其

中 50 为!D&+!,-，5’ 为!D&+D,0。研究发现，&+ 组

件中含有许多 &* 受体的结合位点，如肝素、整合素

等。.""" 年，BK@7: 等［D"］将重组的小鼠!! &+D,0 和

!! &+!,- 组件在哺乳动物细胞中进行了表达，并将

表达的组件与层粘连蛋白受体肝素、整合素、!,营养

不良聚糖及硫脂类进行了结合研究，发现 &+ 组件

上含有这些受体的结合位点，并能够增加由整合素

介导的细胞粘附。L;M;NK#K 等还在 &+! 组件中发

现了一种环状肽，这种肽对肿瘤细胞具有强的粘附

性，并含有肝素结合位点［!］。进一步的研究表明 &+
组件还与肿瘤细胞的浸润转移密切相关［DD］。目前，

&+ 组件上的相关功能位点正在进一步确认中，因此

如果能筛选到相关序列来封闭这些位点，或通过构

建 &+ 组件的突变体来抑制相关受体的作用，则可

为与 &+ 组件作用相关疾病的治疗提供新型候选制

剂。

本课题组曾将 )&*!!&+!,- 蛋白在大肠杆菌中

进行表达纯化，表达量达到 !"(以上，但目的蛋白

主要以包含体形式表达，且序列中的两个糖基化位

点不能被糖基化修饰，纯化产物活性不高。课题组

选用的 <OPQR!G 表达载体是 P9S37=;$89 公司近年来

开发的一种分泌型酵母表达载体，表达的目的蛋白

可通过融合的 1 T I3: 标签进行亲和纯化。实验中

)&*!!&+!,- 蛋白在毕赤酵母 +UDD- 菌株中得到了

成 功 表 达，表 达 量 约 为 培 养 上 清 中 总 蛋 白 的

.-F1!(。目的蛋白以分泌形式表达于培养基中，这

样不仅避免了产物被细胞内蛋白酶降解和因产物在

细胞内堆积所造成的毒性作用而影响细胞代谢，而

且大大简化了产物的分离纯化过程，为工业化大规

模生产提供了便利条件。利用 *3. V ,*BG 介质可有

效纯化目的蛋白，且 )&*!!&+!,- 蛋白具有良好的促

进 ./0 细胞伸展和粘附的活性，从而为进一步研究

&+ 组件在介导细胞粘附、血管生成及肿瘤转移过程

中的作用和途径奠定了基础。
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（上接 BDE 页 征稿简则）

!TH 中英文摘要

中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

!THTD 字数：综述性文章要求不少于 BCCP*,<6，学术性

文章要求 BCC ] HCCP*,<6。
!THTB 内容：综述性文章的文摘主要应对所述的研究

课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术

在目前的发展水平、自己的评论及未来展望等。研究报告的

文摘应主要从目的、过程与方法、结果等几方面来写（不用单

列标题书写）。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要

工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

!THT! 写法：

D）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。B）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结

论。!）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不

用，如基因、表达⋯⋯

英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

H 特别说明

HTD 关于综述

综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文献新，观

点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

HTB 关于测序类论文

凡涉及测定 RK-、SK- 或蛋白质序列的论文，请先通过

计算机网络进入国际基因库 VL^O（欧洲）或 /$%^1%I（美国）

或 RR^W（日本），申请得到国际基因库接受号（->>$66)*% K*4）
后再投来。

HT! 关于版权

HT!TD 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。

HT!TB 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式

的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作

者如有异议，敬请事先声明。

HT!T! 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如

涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

HT!TH 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄

袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。

HTH 审稿程序及提前发表

HTHTD 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的

稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收到来

稿 ! 个月之内致函说明原因。打印及复印稿不退，请自留底

稿及原图，特殊情况请在来稿时注明。

HTHTB 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量

为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前

发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重

要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格

审查并通过后，可予提前刊出。

: 发表费及稿费

论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表费，

并酌付稿酬，寄送样刊及单行本。发表费 BCC 元_面，彩版每面

另加 FCC 元（发表费如有调整，以本刊所发通知为准）。

U 编辑部地址

（DCCCFC） 北京市海淀区中关村 中国科学院微生物

研究所《生物工程学报》编辑部
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