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重组 NuBCP29 / Tum statin (74298)融合多肽的
构建、表达和活性研究
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摘 　要 　目的 :构建抗肿瘤融合肽 NuBCP29 /Tum statin (74298) (简称 NT)原核表达载体并转化大肠杆菌 BL21 (DE3) ,

获得具有多靶点抗肿瘤活性的融合肽。方法 :将抗肿瘤小肽 NuBCP29和 Tum statin (74298)用柔性肽 ( G4 S) 3 连接 ,根据大肠

杆菌偏爱密码子 ,采用重叠延伸 PCR技术扩增融合肽序列 ,并将其克隆至 pET32a ( + )质粒中 ,构建 pET32a2NT表达载体 ,

转化大肠杆菌 BL21 (DE3) ,诱导表达 , SDS2PAGE分析目的蛋白表达量并优化表达条件 ,经亲和色谱、酶切和超滤等方法分

离、纯化得到重组融合肽 ;采用 MTT法测定融合肽对人脐静脉内皮细胞 ECV304和人肺癌细胞 A549的抑制活性影响。

结果 :成功构建了重组表达载体 pET32a2NT,优化表达条件获得了 25%的可溶性蛋白表达量。活性研究表明 ,在融合肽终

浓度为 20μmol/L时 ,对 ECV304和 A549的抑制率分别为 6018%和 6512%。结论 :融合肽初步表现出抗肿瘤活性 ,为进一

步药效药理学研究奠定了基础。
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Construction , exp ression and activity evaluation of recombinant NuBCP29 / Tum statin
(74298) fusion polypep tide
YANG J ia2sen, ZOU J ia2ning, FANG W ei, X ING Ying2ying, X I Tao3

School of L ife Science and Technology, China Pharm aceu tica l U niversity, N an jing 210009, China

Ab s trac t　A im : To construct a p rokaryotic exp ression vector carrying NuBCP292tum statin (74298) (abbreviated
as NT) gene and to obtain the fusion pep tide with antitumor activity1M e tho d s: Nucleotide sequences of antitumor
pep tides, NuBCP29 and Tum statin (74298) , were connected via a linker (G4 S)3 based on biased codons of E1coli

the fused NT gene was reconstructed using SOE PCR, and inserted into pET32a ( + ) vector, and transformed in
E1coli BL21 (DE3) 1After exp ression, the novel fusion pep tide was purified through nickel2affinity chromatogra2
phy, Factor Xa digestion and ultrafiltration1B iological activity of the fusion pep tide on ECV304 and A549 cells
was evaluated by MTT assay1R e su lts: A p rokaryotic exp ression system with NT gene was successfully construc2
ted1The soluble fusion pep tide was accounted for app roximately 25% when induced by 015 mmol/L IPTG at 30
℃ for 4 h1The purified fusion pep tide could inhibit cell growth of ECV304 and A549 with inhibition rates of
6018% and 6512% at 20μmol/L , respectively1Co nc lu s io n: A novel fusion pep tide with antitumor activity was
cloned, exp ressed and purified1
Key wo rd s　NuBCP29; tum statin; fusion polypep tide; antitumor; p rokaryotic exp ression

　　NuBCP29 (Nur772derived Bcl222converting pep2
tide with 9 am ino acids)是受体 Nur77 ( nuclear re2
cep tor 77)蛋白上的一段短的序列 ,能够直接作用

于 Bcl22,使 Bcl22从一种能够保护癌细胞免受程序

性死亡调控的蛋白转变为一种能够杀死癌细胞的

蛋白 ,在体内外都显示了很好的诱导肿瘤细胞凋亡

的活性 [ 1 - 2 ]。肿瘤抑素 ( Tum statin)则从另一个角

度抑制肿瘤 ,它是一种来源于基膜胶原 Ⅳ (Col IV )
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的蛋白片断 ,具有抗肿瘤新生血管生成的活性 ,能

特异性地抑制肿瘤血管内皮细胞蛋白的合成 ,进而

抑制肿瘤细胞的增殖 [ 3 ]。Maeshima等 [ 4 ]通过缺失

突变的方法证明肿瘤抑素的抗肿瘤新生血管生成

活性位于被称为 Tum5的 54～132位氨基酸。进

一步研究证明 [ 5 ] ,抗肿瘤新生血管生成活性区被

定位于被称为 T7片断的 74～98位氨基酸 ,它具有

与全长肿瘤抑素相同的抗血管生成活性。

抗肿瘤药物的研究越来越趋向于肿瘤的靶向

和综合性治疗 ,把具有不同抗肿瘤作用机制的活性

肽利用基因重组方法连接起来进行大规模发酵生

产不失为明智之举。本研究按照细菌密码子的偏

爱性优化了 NuBCP29和 Tum statin ( 74298)的编码

序列 ,用柔性肽 ( G4 S) 3 连接并构建大肠杆菌表达

载体 BuBCP29 /Tum statin ( 74298) (简称 NT) ,采用

BL21 (DE3)作为表达菌株 ,使其得到了高效表达。

　 　材 　料

111　菌株、质粒和细胞

大肠杆菌 E1coli DH5ɑ, E1BL21 (DE3) ,载体

pET32a ( + ) , 人肺癌细胞株 A549、人脐静脉内皮

细胞 ECV304均为本实验室保存。

112　试剂及工具酶

Taq DNA聚合酶 (上海生物工程技术服务有

限公司 ) ; 限制性内切酶 EcoR Ⅰ、H ind Ⅲ及 T4

DNA连接酶 (立陶宛 MB I Fermentas公司 ) ; Ⅹa因

子蛋白酶 (美国 NEB公司 ) ;凝胶回收试剂盒 (北

京天根生物技术有限责任公司 )。

　 　方 　法

211　NT融合肽基因的合成

根据 NuBCP29和 Tum statin (74298)的氨基酸序

列和大肠杆菌对密码子 [ 6 ]的偏爱性进行序列设计 ,

并利用 Primer Prem ier 510软件根据引物设计原则

对序列进行适当调整 ,使其更利于 PCR,寡聚核苷酸

引物序列见表 1。在引物 P1f中导入了限制性酶切

位点 EcoRⅠ和蛋白酶切位点Ⅹa因子蛋白酶 ,在引物

P4r导入了限制性酶切位点 H ind Ⅲ和终止密码子

TAA,以利于载体构建和分离纯化。寡核苷酸长度

为 59个碱基 ,链间互补区为 19个碱基。

Table 1　Sequence of oligos P12P4

No1 O ligo sequence ( from 5′to 3′) Enzyme digestion site

P1f GACGAATTC ATTGAGGGTCGC TTTAGCCGTAGCCTGCATAGCCTGCTGGGCGGTGGTGG EcoR I, Factor Xa Protease

P2f CCTGCTGGGCGGTGGTGGCAGCGGTGGCGGTGGCTCTGGTGGCGGTGGCAGCACCATGC -

P3 r GCAAAATTGCACACATCATTCACATTGCAAAACAGAAACGGCATGGTGCTGCCACCGCC -

P4 r CGCAAGCTTTTACAGCCAATAGCTATAATCATTACGGCTCGCAAAATTGCACACATCAT H ind III

　　重叠延伸 PCR技术 [ 7 ] ( sp licing by overlap ex2
tension PCR,简称 SOE PCR)两步扩增出 NuBCP29 /

( G4 S) 3 /Tum statin ( 74298 ) 融合肽基因。第 1 步

PCR:以 P2f和 P3 r互为模板 ,加入 Taq酶及相关反

应体系 , 94 ℃ 3 m in; 55 ℃ 2 m in; 72 ℃ 10 m in获

得双链片段。第 2步 PCR:以第 1次 PCR产物为

模板 ,加入引物 P1f和 P4 r,按下列条件进行 PCR

扩增 : 94 ℃ 4 m in; 94 ℃ 50 s; 60 ℃ 50 s; 72 ℃

1 m in,循环 29次后 72 ℃延伸 10 m in。琼脂糖凝

胶电泳检测融合肽基因合成情况。

212　NT融合肽表达载体的构建

将 SOE PCR所得到的产物经琼脂糖凝胶电泳

分离纯化后 , DNA片段 NT用 EcoR Ⅰ和 H ind Ⅲ消

化 ,并与经同样内切酶消化的大肠杆菌表达载体

pET32a ( + )连接 ,形成 NT融合蛋白表达载体

pET32a ( + ) 2NT,转化大肠杆菌 DH5ɑ,氨苄青霉素

抗性筛选出阳性克隆菌株。DNA的酶切、连接、转

化等分子生物学操作按文献 [ 8 ]进行。

213　融合蛋白的诱导表达

将得到阳性重组质粒 pET2NT转化大肠杆菌

BL21 (DE3) ,得到重组菌株 pET2NT/BL21 (DE3)。

将重组菌 pET2NT/BL21 (DE3)接种于 5 mL含氨苄

青霉素的 LB液体培养液中 , 37 ℃活化过夜后 ,按体

积分 1%接种于含氨苄青霉素的新鲜 LB液体培养

液中 ,培养至对数生长期 (A600为 014～016) ,加 015

mmol/L IPTG诱导表达重组蛋白 ,分别于 25, 30, 37

℃下继续培养 5 h。分别收集菌体 ,重悬于 PBS (pH

714)中 ,超声破碎细胞 ,离心后的上清液和沉淀分别

进行 SDS2PAGE电泳 ,观察可溶性表达情况。并选

择合适的温度 ,诱导表达 1～6 h,确定其诱导时间。

用 BandScan软件进行分析 ,测定表达产物占菌体总

蛋白的相对含量 ,观察其表达量以及可溶性情况。
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214　融合蛋白 Trx A2NT的纯化

由于 Trx A是高度可溶的 ,目的融合肽以可溶

形式表达 , 大量表达后离心收集菌体 , 并用含

20 mmol/L 咪唑的 NTA2Resin Buffer重悬 ,反复冻

溶后超声破碎细胞 ,离心收集上清。

pET32a ( + )表达的 Trx A2NT中带有 6 ×H is

标签 ,故上清用亲和色谱 NTA Resin分离纯化。将

上清用 0145μm滤膜过滤 ,按照说明书要求上柱 ,

并分别用 50, 100, 200和 300 mmol/L咪唑进行梯

度洗脱 ,根据核酸蛋白检测仪的吸光度分别收集 ,

SDS2PAGE检测融合蛋白的纯化效果。

215　融合肽的制备

融合蛋白 TrxA2NT用 Ⅹa因子蛋白酶酶切。

每毫克融合蛋白加 115个单位的蛋白酶 ,在裂解液

( 50 mmol/L Tris2HCl, pH 810, 011 mol/L NaCl,

5 mmol/L CaCl2 )中 21 ℃孵育 6 h。酶切产物用

10 kD的超滤膜将蛋白酶、TrxA及未切开的融合蛋

白去除 ,再用 Sephadex G225除盐 ,冻干即可得到高

纯度的融合肽。纯化的情况用 Tricine2SDS2PAGE

电泳检测。

216　融合肽的体外活性分析

21611　融合肽对人脐静脉内皮细胞 ECV304的影

响　人脐静脉内皮细胞 ECV304细胞用含 10 %小

牛血清 ( FCS)、100 U /mL青霉素及 100 U /mL链霉

素的 DMEM培养基 ,在 37 ℃、5% CO2、饱和湿度

的 CO2 培养箱中培养 , 2～3 d传代 1次。

取对数生长期细胞 ,以每孔 5 ×103 个细胞接

种于 96孔培养板中 ,每孔加入细胞悬液 180μL,

在细胞培养箱中培养 24 h,待细胞贴壁后加入不同

浓度的融合肽 20μL,使其终浓度分别为 1, 5, 10,

15, 20 μmol/L, 阳性对照为 15 μmol/L 恩 度

( Endostar) ,空白对照组加入相同体积 PBS,每组设

3个复孔 ,分别处理 48 h。培养结束前 4 h于 96孔

培养板中每孔吸取培养基 120μL,并加入 5 g/L的

MTT液 20μL,置培养箱中继续培养 4 h后轻轻吸

去培养基 , 然后每孔加入 DMSO 150 μL, 振荡

10 m in使蓝紫色沉淀充分溶解 ;用酶标仪 ( ELX2
800型 ) 570 nm和 630 nm双波长测定吸光度 (A )。

抑制率的计算方法是 :抑制率 = [ (Acontrol - A test ) /

Acontro l ] ×100%。以上实验重复 3次。

21612　融合肽对人肺癌细胞 A549的影响 　人肺

癌细胞 A549用 1640培养基培养 ,阳性对照药为

5μmol/L顺铂 ,其他条件同 ECV304。

　 　结 　果

311　NT融合肽基因的合成

考虑到融合肽的活性情况以及 PCR的引物需

要 ,并根据大肠杆菌密码子偏爱性 ,氨基酸及核酸

序列设计如图 1所示。

F igure 1　Designed DNA sequence and am ino acid sequence of NuB2
CP29 /Tum statin (74298) ( abbreviated as NT)

The am ino acid sequence of the pep tide recognized by Factor Xa, NuB2
CP29, the linker and Tum statin ( 74298 ) are denoted with underline,

double line, pane and broken line, respectively

利用 SOE PCR法 ,以 4条合成的寡聚核苷酸

为引物 ,经过两次 PCR,扩增出大小约为 180 bp 的

片段 ,与目的片段大小相符 ,见图 2。

F igure 2　 Intact fusion polypep tide NT was amp lified by the SOE PCR

M: DL2000 marker; Lane PCR: the target gene fragment by the

SOE PCR

312　pET2NT重组质粒的鉴定

提取氨苄青霉素抗性克隆质粒 ,进行酶切鉴

定 ,在 1%的琼脂糖凝胶电泳中见到约 180 bp大小

的目的条带 ,而空质粒中未见此片段 ,说明目的序

列已成功克隆到 pET32a中 (见图 3)。重组质粒送

Invitrogen公司测序 ,进一步证实了 pET2NT重组质

粒成功构建。测序结果显示 ,融合肽编码序列的插
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入位点、拼接顺序及编码碱基与设计相符 ,能够按

照预期的读码方式翻译出目的融合肽。

F igure 3　 Identification of recombinant pET32a2NT by restriction en2
zyme digestion

M: DL2000 marker; Lane 1: pET32a ( + ) vector digested by EcoR I/

H ind III; Lane 2: recombinant pET32a2NT digested by EcoR I/H ind III.

The arrowhead indicates the target gene fragment

313　融合蛋白基因的诱导表达

将 pET2NT质粒再转化大肠杆菌 BL21,得到表

达菌株 ,分别在 25, 30, 37 ℃诱导表达 5 h,超声波破

碎后 ,上清液和沉淀分别电泳 ,发现表达菌株在 3个

温度下可溶性表达量都很高 ,在 30 ℃的诱导下表现

尤为明显 (结果未列出 )。选择最佳诱导温度 30 ℃

进行诱导 ,分别取不同诱导时间的菌体进行检测 ,发

现目的蛋白在 1 h就开始表达 ,随着诱导时间的增

加表达量逐渐增加 ,在诱导 4 h后增加不再明显 ,其

含量约占蛋白总量的 25% (见图 4)。

F igure 4　SDS2PAGE analysis of exp ression p rotein induced for differ2
ent time with 015 mmol/L IPTG at 30 ℃

M:Marker; Lane 127: Induced for 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 h, respectively1The

arrowhead indicates the target p rotein

314　融合蛋白 Trx A2NT的分离纯化

融合蛋白 Trx A2NT经梯度洗脱后 , SDS2PAGE

电泳收集的洗脱液发现 ,目的蛋白在 100 mmol/L

咪唑就有部分被洗脱 , 200 mmol/L咪唑得到纯度

高达 99%的融合蛋白 ,并且与预期蛋白相对分子

质量相符 (见图 5)。

F igure 5　Affinity chromatography(A) and SDS2PAGE analysis(B) of

the fusion p rotein at purification stages

M: Protein marker; Lane 1: Soluble total p roteins of pET2NT/BL21

(DE3) ; Lane 2: Proteins penetrated from the N i2 + 2NTA resin when

Samp ling; Lane 326: Eluted from the N i2 + 2NTA resin with 50, 100,

200, 300 mmol/L im idazole, respectively

315　融合肽的制备

将纯化的融合蛋白 Trx A2NT经Ⅹa因子蛋白酶

酶切 ,酶切产物用 10 kD的超滤膜将蛋白酶、TrxA及

未切开的融合蛋白去除 ,再用 Sephadex G225除盐 ,

纯化后冷冻干燥得到最终产品融合肽 NT(图 6)。

F igure 6　Cleavage and purification of fusion p rotein Trx2NT

M: Protein marker; Lane 1: Purified fusion p rotein Trx2NT; Lane 2: Re2
sulting final purified NT fusion pep tide

316　融合肽的体外活性分析

将 5 ×10
3 个人脐静脉内皮细胞 ECV304和人

肺癌细胞 A549与不同浓度的融合肽 NT共同孵育

48 h后 ,经 MTT比色测定 A490 ,并通过与空白对照

组相比较计算融合肽 NT对细胞增殖的抑制率。

结果表明 ,融合肽 NT对人脐静脉内皮细胞和人肺

癌细胞的增殖都显示出良好的抑制作用 ,并呈剂量

依赖性。在浓度为 20μmol/L时 ,抑制率相对空白

分别达到 6018%和 6512% (见图 7) ,但其作用都

低于阳性对照药。
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F igure 7　 Inhibition of combinant NT on p roliferation of human umbili2
cal vein vascular endothelial cells ECV304 (A) and human lung adeno2
carcinoma A549 (B) ( x ±s, n = 3)

　 　讨 　论

由于肿瘤发生的复杂性 ,单因素及单靶点治疗

已显弊端 ,因此 ,现在的肿瘤治疗更趋向于综合治

疗。多种药物联合治疗已成为近几年肿瘤治疗研

究的热点 ,并逐渐显示出其增强疗效、减少不良反

应、延缓肿瘤细胞的抗药性等优点 ,减少了抗肿瘤

药物的使用剂量。在诸多抗肿瘤药物中 ,多肽类药

物因其相对分子质量小、无免疫原性、结构简单、副

作用小等优点越来越受到人们的重视 ,尤其是来源

于人类自身蛋白的多肽。但是多肽类药物往往存

在作用途径简单、治疗效果相对较差等弊端 ,如何

扬长避短 ,充分发挥多肽类药物作用成为亟待解决

的课题 ,蛋白及多肽融合技术无疑是解决这类问题

的有效途径。

Bcl22 (B cell lymphoma / lewkm ia22 )基因是一

种原癌基因 [ 9 - 10 ]
,它具有抑制凋亡的作用 ,可增强

细胞对大多数 DNA损伤因子的抵抗性 ,抑制大多

数化疗药物所引起的靶细胞凋亡 ,在大多数肿瘤细

胞中高效表达 ,因此很多药物都以此为靶点进行筛

选。目前以 Bcl22为靶标的药物多数是用反义核

酸来抑制 Bcl22的表达 ,或者用 BH3 (Bcl22 homolo2
gy3)肽及类似物结合于 Bcl22的 BH3结合袋处来

消除它的活性 [ 11- 12 ]。NuBCP29是受体 Nur77蛋白

上的核心序列 ,能够与 Bcl22作用于 BH3结合域并

成为 Bcl22死亡构象的一种转换器 ,显示其抗肿瘤

活性 [ 1 ]。

肿瘤的生长和转移也离不开新生血管的生成 ,

肿瘤抑素继血管生成抑素和内皮抑素之后 ,最新发

现的源于人基膜 Col Ⅳ的肿瘤新生血管生成的抑

制因子 ,具有明显的抑制肿瘤新生血管生成和诱导

其内皮细胞凋亡的活性。研究表明 ,其核心序列

Tum statin ( 74298)以非 RGD (A rg2Gly2A sp )序列结

合于整合素αvβ3 ,能有效抑制内皮细胞蛋白质合

成 ,抑制内皮细胞增殖 ,诱导内皮细胞凋亡 ,进而特

异地抑制肿瘤细胞的增殖 ,而对于生理性血管生成

(包括发育和修复相关的血管生成 )没有影响 [ 5 ]。

NuBCP29和 Tum statin ( 74298 )都是来源于人

类自身蛋白的功能多肽 ,本研究用柔形肽 ( G4 S) 3

连接 ,以充分暴露出 NuBCP29和 Tum statin (74298)

的作用位点 ,发挥其多靶点抗肿瘤活性的作用 ,并

且在大肠杆菌中实现了高效表达。

本研究首次将二者以柔形肽 ( G4 S) 3 连接的方

式获得了融合肽基因序列 ,构建了 pET2NT的表达

载体 ,并利用大肠杆菌进行了表达。为了提高目的

融合肽的表达量和克服分子小肽易被蛋白酶所降

解的缺点 ,选用融合表达的策略 ,为成功表达奠定

了基础。pET32a中的 TrxA基因源于细菌本身 ,其

蛋白具有良好的可溶性 ,故有利于提高融合靶蛋白

的溶解性。结果表明 ,目的融合肽与 TrxA蛋白一

起可溶性表达。设计中 ,利用密码子使用偏好原则

选用了有利于大肠杆菌高效表达的密码子 ,同时加

入了蛋白酶识别序列作为融合蛋白的裂解位点 ,成

功构建了可获得融合肽的重组载体 pET32a2NT,为

获得具有生物活性的融合肽 NT创造了条件。

本研究优化了表达条件 ,发现融合蛋白 TrxA2
NT在 30 ℃诱导表达 4 h时效果最佳 ,可溶性表达

量约占总可溶性蛋白的 25%;并根据承载蛋白的特

点选择镍柱亲和色谱纯化 ,咪唑梯度洗脱 ,表明最佳

的洗脱浓度为 200 mmol/L,获得了纯度大于 99%的

融合蛋白溶液。利用目的融合肽与 TrxA、Ⅹa因子

相对分子质量差别较大的特点 ,采用超滤膜过滤的

方法获得纯度达 96%的融合肽 ,脱盐冻干即成功获

得了融合肽 NT冻干粉。活性测定结果显示 ,融合

肽 NT对人脐静脉内皮细胞 ECV304和人肺癌细胞

A549都有较强的抑制作用 ,初步显示了其具有多重

抗肿瘤活性。对于其深入的作用机制还需进一步研

究 ,以期开发出一种新型高效、低毒 ,并具有良好临

床应用前景的抗肿瘤活性药物。
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