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在肿瘤的生长,血管生成及侵润和转移过程中#除了生长

因子与抑癌基因突变,细胞周期改变等上游机制的参与外#蛋

白酶也扮演着最终共同途径的角色#并且在功能性或病理性组
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研究证明#
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)上室加入
1%%

"

<

细胞悬液#下室加入
:%%

"

<

含重组肝细胞生长因子$

B2.

W[

%作为趋化因子的
9ZYZ

$含
%&$][V8

#

0%,

N

"

5<B2.

W[

%

&

$%

'

)

'-\

,

:]3̂

1

孵育
10=

)取出小室#预冷甲醛固定

1%5#,

#

>V8

洗涤
1

次(结晶紫避光染色
'%5#,

#

>V8

洗涤两

次(用棉签轻轻擦拭聚碳酯膜上室面的细胞)小心切下膜片#

置载玻片上滴加中性速干胶后以盖玻片封片)显微镜下观察#

每张膜取
:

个视野计数#实验重复
'

次)

A

!

结
!!

果

A&@

!

B2@+

F

#,A"B

的诱导表达及包涵体的提取
!

诱导后的

6"+@AAI

$

9Y'

%菌液离心后#菌体经溶菌酶裂解后离心得菌体

沉淀#将菌体沉淀重悬后进行
898.>7WY

分析#可见
B2@+

F

#,.

A"B

以包涵体的形式存在于沉淀当中)先后经过
15";

"

<

尿素

和
05";

"

<

尿素洗涤包涵体沉淀去除杂蛋白#最后以
/5";

"

<

尿素$

V#,!#,

N

VMGG@B

%溶解沉淀#得到包涵体溶解液)诱导后

将全菌沉淀和上清液分别作
898.>7WY

分析#重组蛋白以包

涵体形式全部集中在沉淀中(经先后
1

次洗涤液能有效去除杂

蛋白#提高粗提蛋白纯度#见图
$

)

!!

Z

!预染蛋白质相对分子质量标准(

$

!诱导后全菌沉淀(

1

!诱导后

全菌上清液(

'

!裂解后全菌沉淀(

0

!一次洗涤后上清液(

:

!二次洗涤后

上清液(

)

!

B2@+

F

#,A"B

包涵体溶液)

图
$

!!

诱导后表达菌株粗提蛋白
898.>7WY

分析

!!

Z

!预染蛋白质相对分子质量标准(

$

!纯化
B2@+

F

#,A"B

)

图
1

!!

纯化后
B2@+

F

#,A"B

的
898.>7WY

分析

A&A

!

B2@+

F

#,A"B

的纯化
!

将包涵体溶解液经
4#

1f亲和层析

柱纯化#同时在镍柱上完成对
B2@+

F

#,A"B

的复性过程#洗脱后
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所得蛋白经半透膜脱盐后作
898.>7WY

分析#得到单一条带

$图
1

%)经
?@+A@B,C;"A

鉴定#

B2@+

F

#,A"B

成功表达
2#+.DI

N

#

见图
'

)

!!

Z

!预染蛋白质相对分子质量标准(

$

!纯化
B2@+

F

#,A"B

)

图
'

!!

重组蛋白表达产物的
?@+A@B,C;"A

分析

A&B

!

纯化
B2@+

F

#,A"B

的活性检测
!

胰蛋白酶可水解低分子

底物
V7>47

#使之释放出黄色的对硝基苯胺#该物质在
0%:

,5

处有最大吸收值)若在此反应体系中加入胰蛋白酶抑制

剂#抑制胰蛋白酶的水解活性#可使
7

0%:,5

吸收值下降)结果

显示!

$%

"

N

B2@+

F

#,A"B

与
$%

"

N

胰蛋白酶作用#

B2@+

F

#,A"B

可

抑制
'%&((]

的胰蛋白酶活性)当
B2@+

F

#,A"B

与胰蛋白酶的

质量比为
$j0

,

$j1

,

$j$

,

1j$

,

'j$

,

0j$

,

:j$

时#胰蛋白

酶活性抑制率分别为
1&1/]

,

$1&'-]

,

'%&((]

,

0:&-1]

,

:1&1(]

,

:(&$/]

,

-%&'1]

)

A&C

!

B2@+

F

#,A"B

对
2@

F

W1

细胞生物学行为的影响
!

B2@+.

F

#,A"B

对肝母细胞瘤
2@

F

W1

细胞有显著的生长抑制作用)当

B2@+

F

#,A"B

作用
2@

F

W1

细胞时间相同时#随着蛋白浓度的增

大#抑制作用逐渐增强(当
B2@+

F

#,A"B

作用
2@

F

W1

细胞浓度相

同时#随着作用时间的延长#抑制作用同样逐渐增强#见图
0

)

图
0

!!

B2@+

F

#,A"B

对
2@

F

W1

细胞增殖活性的抑制作用

A&D

!

B2@+

F

#,A"B

对
2@

F

W1

细胞划痕愈合及侵袭的影响
!

实

验组
2@

F

W1

细胞与对照组相比#细胞迁移能力差异有统计学

意义$

!

$

%&%:

%)当
B2@+

F

#,A"B

作用
2@

F

W1

细胞时间相同

时#随着蛋白浓度的增大#细胞迁移能力抑制愈加明显)以

B2W[

为趋化因子#

B2@+

F

#,A"B

作用后的
2@

F

W1

细胞侵袭能

力明显减弱#组间比较差异有统计学意义$

!

$

%&%:

%)当不同

浓度的
B2@+

F

#,A"B

同时作用于
2@

F

W1

细胞时#随着蛋白浓度

的增大#细胞侵袭能力下降愈加明显#见图
:

,

)

)

图
:

!!

B2@+

F

#,A"B

对
2@

F

W1

细胞划痕愈合能力的抑制作用

!!

7

!对照组(

V

!低浓度组(

3

!高浓度组(

I

!

!

$

%&%:

#与对照组比较(

C

!

!

$

%&%:

#与低浓度组比较)

图
)

!!

B2@+

F

#,A"B

对
2@

F

W1

细胞侵袭能力的影响

B

!

讨
!!

论

恶性肿瘤的侵袭和转移是造成肿瘤患者死亡的主要原因)

肿瘤的侵袭和转移是一个多步骤的复杂过程#包括肿瘤细胞的

黏附和脱黏附作用#

Y3Z

的降解和重建作用等过程#其中肿瘤

细胞水解
Y3Z

是肿瘤侵袭和转移的首要步骤和分子基础)

尿激酶型纤溶酶原激活系统可以促进人类肿瘤细胞的生长#在

肿瘤细胞的侵袭和迁移过程中起重要作用)当尿激酶型纤溶

酶原激活剂$

M>7

%与其受体$

M>76

%结合后#活化生成纤溶酶#
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纤溶酶即可直接降解
Y3Z

#又 可 通 过 基 质 金 属 蛋 白 酶

$

ZZ>+

%通路参与降解
Y3Z

&

$$.$:

'

)诸多实验结果表明#抑制

尿激酶型纤溶酶原激活系统中
M>7

"

M>76

活性可组织肿瘤细

胞的侵袭和$或%迁移运动&

$).$-

'

)恶性肿瘤的侵袭和转移是造

成肿瘤患者死亡的主要原因)寻找安全有效,不良反应小的抗

肿瘤药物一直是各国学者孜孜以求的目标)多种丝氨酸蛋白

酶抑制因子已被证实具有抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭#引起肿

瘤细胞凋亡等作用#因此相关研究也吸引了更多关注)

本研究通过前期研究构建的
2@+

F

#,A"B.TIKI;

原核表达体

系&

$/

'

#采用
Q>DW

诱导获得了
2@+

F

#,A"B.TIKI;

融合标签蛋白

的大量表达)大肠埃希菌表达系统具有遗传背景清楚,流程简

单快速,成本低,产量高的特点#多种真核基因已成功在
Y&H";#

中获得了高效表达)但是大肠埃希菌表达系统无法对真核基

因翻译后蛋白进行加工#难以形成正确的二硫键配对及空间构

象#从而所得重组蛋白往往缺乏良好的生物学活性)而当外源

基因在
Y&H";#

高效表达式#容易以包涵体$

#,H;M+#",C"!

J

%形式

聚集在细胞内)要获得具有与天然蛋白相同活性的重组蛋白#

必须首先分离获得包涵体#并进行洗涤#然后用高浓度的变性

剂$如
)

#

/5";

"

<

盐酸胍#

/

#

$%5";

"

<

尿素%溶解包涵体#再

将所溶解的无活性包涵体蛋白进行复性#使其正确折叠#恢复

天然的蛋白分子构象)在实验过程中#变性后的包涵体蛋白进

行再折叠和复性#占据了重组蛋白质整个工艺的关键步骤#是

生物工程技术中的一个难点问题)过程的每一步都会造成目

的蛋白的丢失#而且步骤越多#目的蛋白丢失越多#产率越低)

本研究在蛋白纯化步骤中#增加梯度洗涤过程#尽量去除杂质

蛋白对纯化过程的影响(提高缓冲液中咪唑的基础浓度#降低

宿主细胞蛋白质与亲和层析柱的结合#增强组氨酸标签蛋白的

结合(用
DB#+

缓冲液替代磷酸缓冲液#减低非组氨酸标签蛋白

质的结合力)

本研究中#

B2@+

F

#,A"B

可在体外显著抑制
2@

F

W1

细胞的

增殖作用#抑制其对基底膜基质胶
5IAB#

N

@;

的黏附和侵袭作

用)因此#

B2@+

F

#,A"B

可通过抑制肝母细胞瘤
2@

F

W1

细胞水

解
Y3Z

及细胞基底膜的能力#从而达到抑制其侵袭浸润的作

用)这一过程可通过其在细胞外抑制
ZZ>+

的激活#从而导

致了
Y3Z

降解能力的下降)

综上所述#本研究为
B2@+

F

#,A"B

发展成新型抗肿瘤药物

提供了体外研究依据#后期将更深层次探讨
B2@+

F

#,A"B

的抗

肿瘤分子机制#并进一步完善其在动物体内的抗肿瘤研究)
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