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摘
!

要!利用
N

F87!$759 h̀

表达载体在大肠杆菌中可溶表达三叶半夏凝集素
U

端结构域!

P7V$

"#并研究其凝

血活性'糖结合特异性以及肿瘤抑制活性%实验结果表明#

P7V$

蛋白的产量为
BG

4

+

Q

%该蛋白具有凝集小鼠红细

胞的活性#可以被
V7

甘露聚糖抑制#但不能被
V7

乳糖'

V7

葡萄糖'

V7

麦芽糖抑制%

P7V$

蛋白的体外抗肿瘤活性实验

表明其对肝癌细胞
W1-7&#%#

以及结肠癌细胞
5n7C$%

都有良好的抑制作用%凋亡现象观察实验发现
P7V$

蛋白可以

诱导癌细胞
W1-7&#%#

的凋亡%这是首次在大肠杆菌表达系统中表达了可溶的半夏凝集素
U

端结构域#为其他凝集

素的可溶表达提供了新的选择%

关键词!

P7V$

$凝血活性$

59 h̀

$

O(601;<

染色$抗肿瘤活性

中图分类号!

iE"C

!!!

文献标志码!

K

(

!

引
!

言

凝集素是一类广泛存在于动植物中$可以特异

性结合糖基的非免疫来源的糖蛋白或者蛋白&

"7!

'

%

凝集素这种糖结合特异性的能力$不仅赋予了凝集

素凝血&

"

'

(抗肿瘤&

!

'

(杀虫等生理特性$也使得其在

现代生物研究中有很多的应用%如探索癌变过程中

癌细胞表面的糖蛋白变化&

#

'

$或者与一些生物素(荧

光素(纳米颗粒等结合$可用于电镜或光镜水平的免

疫细胞学研究&

B

'等%半夏凝集素"

P8K

#是从中药

半夏块茎中分离得到的一种活性蛋白&

C

'

$可以凝集

兔血细胞(鼠血细胞$但不能凝集人血细胞&

&

'

$对多

种肿瘤细胞如卵巢癌(结肠癌(肝癌等都有比较好的

抑制效果$是一类发展前景比较好的潜在抗肿瘤药

物%在以往的凝集素表达研究中$研究者选用了原

核表达系统以及家蚕杆状病毒表达系统成功地表达

了半夏凝集素&

$

$

E

'

$但仍存在表达产物为包涵体(纯

化不易(表达周期过长(不适宜工业化生产等问题%

59 h̀

"

;G,--)J3

c

)3<3+*1-,<1IG(I3.31*

$小泛

素相关修饰物#是一类广泛的存在各种真核细胞中

的小分子泛素样修饰蛋白$在调节如
T>K

转录(蛋

白的核质运输等多种生理活动中起着重要作用&

D

'

%

有报道指出$一些难表达的蛋白可通过使用
59 h̀

融合表达系统成功地表达&

"%

'

%

59 h̀

能增加重组

蛋白溶解性$促进其正确折叠&

""

'

$且
59 h̀

蛋白酶

可以高效无损切开融合蛋白$并不影响表达的蛋白

的活性%这使得
59 h̀

融合表达系统在蛋白表达

领域应用越来越广泛%

半夏凝集素是由两个相同的
>

端结构域和两

个相同的
U

端结构域组成的同源二聚体&

&

'

%本研

究首次采用人源
59 h̀

融合表达系统成功地表达

了可溶的三叶半夏凝集素
U

端结构域"

P7V$

#%这

是首次表达获得了可溶的三叶半夏凝集素
U

端结

构域%

!

!

材料与方法

"@"

!

实验材料

PUT

所需的试剂"

%.

L

聚合酶(

`

4

U-

$

(

"%]

J)..1*

(

V>8P

#(

5,+P*1

N

柱式系列试剂盒"

PUT

产

物纯化试剂盒(胶回收试剂盒(小量质粒提取试剂



盒#(限制性内切酶"

U.<O

%

和
*/"

%

#(

_P8e

(酵

母提取物(蛋白胨(

5V57PKeF

所需试剂(

>37>8K

51.3+(;18̀ T1;3+

等均购自上海生工%

N

F,;

=

8"7

S

".

质粒存储于浙江理工大学生物工程研究所%质

粒
N

F87!$759 h̀

以及
59 h̀

蛋白酶由浙江理工

大学生物化学研究所王涛惠赠%其他所需未提及的

试剂和耗材均购自杭州兰堡生物有限公司%

"@$

!

实验方法

"@$@"

!

融合蛋白表达载体
N

F87!$759 h̀7V$

的

构建与鉴定

!!

以质粒
N

F,;

=

8"7

S

".

"由本实验室构建$半夏凝

集素的序列保存于内#为模版$以
P"

(

P$

"表
"

#为引

物$进行
PUT

扩增反应%扩增产物经凝胶电泳鉴定

无误后$割胶回收%回收产物以及质粒
N

F87!$7

59 h̀

分别用
U.<O

%

和
*/"

%

进行双酶切$同样

经凝胶电泳鉴定无误后$割胶回收酶切片段$进行连

接%将连接产物转化到
VOB

$

感受态细胞中$挑取

阳性克隆进行测序%

表
!

!

三叶半夏凝集
S

端结构域基因

序列引物序列

引物名称 序列"加粗下划线的为酶切位点#

P"

Br78K8K8K!!"#$$KKUK8UUU8e8UKU

UeKUK7!r

!

U.<O

%

P$

Br78K8K8K8!$!!$$!$U8Ke88ee8U8

UKKKeK87!r

!

*/"

%

"@$@$

!

59 h̀7V$

融合蛋白的表达以及纯化

将测序正确的重组质粒
N

F87!$759 h̀7V$

转

化至表达菌株
WQ$"

"

VF!

#$挑选阳性克隆进行诱导

培养%以
"Y

"

?

)

?

#的接种量接种到含氨苄青霉素

"

"%%

#

4

)

GQ

#

QW

培养基中$

!&M

培养
C0

后$以

"X"%%%

"

?

)

?

#添加诱导剂
_P8e

$继续诱导培养$

诱导温度为
$EM

$

"$0

后分别取诱导以及未诱导菌

体进行超声破碎$离心取上清过镍柱纯化%

"@$@!

!

59 h̀7V$

融合蛋白的酶切以及纯化

利用
59 h̀

蛋白上有
O3;

标签$而目标蛋白上

没有标签$因此可以通过镍柱进行分离纯化%收集

得到的融合蛋白经
WUK

测定浓度后$加入适量的

59 h̀

蛋白酶"按
%@"Y

的
G

)

G

加入#%混匀后$加

入到透析袋中$

#M

过夜透析$透析缓冲液为
PW5

%

透析完毕后$取透析袋里的液体进行
>37>8K

柱亲

和层析$直接收集上样后的流出液%流出液用超滤

管进行浓缩$浓缩到目标浓度后$

AE%M

冻存直至

使用%

"@$@#

!

P7V$

蛋白凝血活性实验以及糖结合特异性

实验

!!

凝血活性实验参照
Q)(

&

"$

'所示的方法%终浓

度为
$

(

#

(

C

(

E

(

"%

#

4

)

GQP7V$

蛋白溶液分别与适

量的准备好的小鼠红细胞混匀$静置
"0

后$在倒置

显微镜下观察实验结果%对照组则加入等量的

PW5

%

糖结合特异性实验参照
/0()

&

&

'所示的方法%

选用的糖类为
V7

甘露聚糖(

V7

乳糖(

V7

葡萄糖(

V7

麦

芽糖%

"@$@B

!

P7V$

蛋白的体外抗肿瘤活性

体外抗肿瘤活性实验参照黄越&

"!

'所示的方法%

采用
8̀8

法$选用的肿瘤细胞系为
W1-7&#%#

和

5n7C$%

%采用梯度稀释在超净台内获得一系列无

菌梯度浓度的
P7V$

溶液$浓度分别为
E%%

(

#%%

(

$%%

(

"%%

(

B%

#

4

)

GQ

$稀释的
W)..1*

"

B%G` >,U-

$

B%G`8*3;

#同样过滤除菌%收集对数期细胞$每

孔加入
E%

#

Q

细胞%接着
BY Uh

$

$

!&M

孵育%至

细胞单层铺满孔底$每孔加
$%

#

Q

加入
P7V$

蛋白

溶液$

B

个梯度$

B

个复孔%接着孵育
#E0

$倒置显

微镜下观察细胞状态%之后每孔加入
$%

#

Q 8̀8

溶液"

BG

4

)

GQ

#$继续培养
#0

%小心去掉培养液$

小心吸去孔内培养液$倒扣晾干%每孔加入
"B%

#

Q

二甲基亚砜$置摇床上低速振荡
"%G3+

$使结晶物

充分溶解%在酶联免疫检测仪
#DB+G

处测量各孔

的吸光值"

hV

#DB

#%

细胞存活率
\

"对照组
hV

值
A

空白组
hV

值#)"对照组
hV

值
A

空白组
hV

值#

]"%%Y

"@$@C

!

O(601;<!!!#$

染色观察肿瘤细胞凋亡现象

肿瘤细胞凋亡现象观察实验参照
/0()

&

&

'所示

的方法%选用肝癌细胞为
W1-7&#%#

$荧光染料为

O(601;<!!!#$

%经
P7V$

蛋白处理过的细胞培养

液$每孔加入
"

#

Q O(601;<!!!#$

溶液"

"G

4

)

GQ

#$继续培养
"0

%去掉培养液后$在倒置荧光显

微镜下$观察结果并拍照%

'

!

结果与讨论

$@"

!

59 h̀7V$

融合蛋白表达以及分离纯化

融合蛋白
>

端带有
C]O3;

标签用于镍柱纯

化%纯化图如图
"

所示%箭头所指的即为
59 h̀7

V$

融合蛋白%所有样品都是超声破碎后离心所得%

图
"

中箭头所指的就是
59 h̀7V$

蛋白$大小为
!$

dV

%从图中可得$该纯化步骤所得的
59 h̀7V$

的

纯度在
DBY

以上%

%##
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图
"

!

59 h̀7V$

融合蛋白镍柱纯化

`

!蛋白
G,*d1*

*

"

!对照组上清液*

$

以及
!

!诱导组

上清液*

#

!最终过柱子流出液*

B

!结合缓冲液洗脱

液*

C

!杂质洗脱缓冲液"

"%%G`3G3I,H(-1

$

B%%G`

>,U-

$

$%G`8*3;7OU-

$

N

O\E@%

#洗脱液*

&

!洗脱缓

冲液"

!%%G`3G3I,H(-1

$

B%%G` >,U-

$

$%G`

8*3;7OU-

$

N

O\E@%

#洗脱液

$@$

!

59 h̀7V$

融合蛋白酶切以及
P7V$

分离纯化

因为
59 h̀

蛋白
>

端带有
O3;

标签$而
P7V$

没有带
O3;

标签$故上样过镍柱时$

59 h̀

蛋白以

及未被切开的
59 h̀7V$

融合蛋白都会结合在柱子

上$而
P7V$

则可以顺利地流下来$收集上样流下液

即可以获得
P7V$

蛋白$最后纯化得到的
P7V$

蛋白

产量为
BG

4

)

Q

%尽管
59 h̀

分子质量只有
"%

dV

$但在
5V57PKeF

电泳时大小为
$%dV

左

右&

"#7"B

'

%这与图
$

中孔道
$

箭头所示的相符%

P7V$

蛋白大小为
"$dV

左右$也与图中箭头指出的相符%

图
$

!

P7V$

蛋白镍柱纯化

`

!蛋白
G,*d1*

*

"

!

59 h̀7V$

融合蛋白溶液*

$

!洗脱

缓冲液"

!%%G`3G3I,H(-1

$

B%%G` >,U-

$

$%G`

8*3;7OU-

$

N

O\E@%

#洗脱液$

!

!上样过柱液

$@!

!

蛋白凝血活性实验以及糖结合特异性实验

过滤除菌的
P7V$

蛋白经梯度稀释法稀释出一

系列浓度梯度$加样到预先准备在
DC

孔板中的血细

胞中$倒置显微镜下观察实验结果$从而获得最小凝

集血细胞的浓度$如图
!

所示%图
!K

为对照组

"

PW5

处理#$

W

为实验组"

C

#

4

)

GQP7V$

处理#%实

验结果表明$当
P7V$

的浓度降到
C

#

4

)

GQ

时$可以

观察到一定的凝集效果%

图
!

!

P7V$

蛋白凝血活性实验

糖结合特异性实验是建立在凝血实验基础上

的%当凝集素和特定的一些单糖或者多糖结合后$

就观察不到凝血现象%实验结果表明$

P7V$

蛋白可

以和
V7

甘露聚糖结合反应$观察到最低的结合浓度

为"

%@C!l%@%B

#

G`

)

Q

$而
V7

乳糖(

V7

葡萄糖(

V7

麦

芽糖浓度增加到
!%%G`

)

Q

也能观察到血凝现象$

说明
V7

乳糖(

V7

葡萄糖(

V7

麦芽糖不和
P7V$

反应%

$@#

!

P7V$

蛋白体外抗肿瘤活性实验

体外抗肿瘤活性实验中$

P7V$

蛋白的终浓度呈

递增梯度"

"%

(

$%

(

#%

(

E%

(

"C%

#

4

)

GQ

#$处理时间为

#E0

$未加样处理过的癌细胞被设置为对照$即为存

活
"%%Y

的%结果显示"图
#

#$

P7V$

对这两种细胞

都表现出良好的抑制其增殖的效果$对两者的抑制

趋势也是相同的%存活曲线同样也表明
P7V$

对这

种两种癌细胞的抑制效果具有浓度依赖性$即在一

定浓度范围内$随着加样浓度的增加$抑制效果也同

样增加%其中
P7V$

蛋白对肝癌
W1-7&#%#

的抑制效

果明显优于对结肠癌
5nC$%

"

P

.

%@%B

#%

图
#

!

P7V$

蛋白体外抗肿瘤活性实验

"##

第
#

期 许韶威等!三叶半夏凝集素
U

端结构域的可溶表达及其活性研究



$@B

!

O(601;<!!!#$

染色观察肿瘤细胞凋亡现象

P7V$

蛋白的终浓度呈递增梯度"

"%

(

$%

(

#%

(

E%

(

"C%

#

4

)

GQ

#$处理时间为
$#0

和
#E0

$对照组
PW5

处理%加样处理
#E0

后$在加荧光染料观察前$倒

置显微镜观察细胞状态$结果"图
B

#显示$

P7V$

蛋

白处理过的细胞$出现明显的变圆收缩$且随着蛋白

浓度的增加$作用效果更明显%这表明了
P7V$

蛋白

对肝癌细胞
W1-7&#%#

的抑制效果具有浓度依赖性%

图
B

!

W1-7&#%#

细胞形态学的改变

!!

典型的凋亡特征是形态学上出现染色质聚集$

呈月牙状$细胞皱缩$胞浆致密$直至出现凋亡小体%

从形态学上看$

O(601;<!!!#$

染色下$正常的细胞

淡蓝色呈圆形$内有较深的蓝色颗粒%而凋亡的细

胞呈现亮蓝色$或者核呈分叶状(边集(碎片状%如

图
C

所示$处理时间为
$#0

的细胞$大多数刚开始

出现凋亡$即处在凋亡早期%随浓度升高$部分细胞

呈现凋亡中后期的特征%处理时间为
#E0

的细胞$

在较低浓度下$部分细胞呈现凋亡中后期的特征$随

浓度升高$处在凋亡晚期的细胞也越多$同时细胞密

度也越低%而对照组正常$说明了
P7V$

诱导了
W1-7

&#%#

细胞的凋亡%

图
C

!

W1-7&#%#

细胞核染实验

$@C

!

讨论

尽管已经从植物(无脊椎动物中提取了成千上

百种的凝集素$用于研究其生物学上的性状或者生

物学上的应用&

!

$

"C

'

$但很少有研究凝集素的工程菌

表达%潜在的原因是$凝集素的表达仍是一个难点

或者天然的凝集素获取更加经济(简便%孙素荣

等&

&

'的研究就发现优化后的新疆黄精凝集素序列才

能在酵母表达系统内表达%半夏凝集素作为甘露聚

糖凝集素家族的一份子$对众多的肿瘤细胞有较好

的抑制增殖的作用以及在研究甘露聚糖受体有一定

贡献%迄今为止$半夏凝集素已经在原核表达系统

以及家蚕杆状病毒表达系统里成功表达出来&

$

$

E

'

$

但仍存在表达后是包涵体或者是表达周期过长(纯

化不易等诸多难以解决的问题%本研究首次利用

59 h̀

融合系统成功地表达了可溶的半夏凝集素
U

端结构域蛋白$即
P7V$

蛋白$解决了以往半夏凝集

素表达不可溶的问题%

凝血特性是凝集素蛋白的本质特性%不同的凝

集素所能凝结的红细胞类型也不一样%而能凝集人

红细胞的凝集素相对更少$将近十分之一的豆科凝

集素可以专一地凝集人的某一种红细胞%利马豆和

野豌豆的簇绒的提取物$只能凝集人
K

型红细胞$

而不能凝集
W

型或者
h

型的%豆科灌木植物加纳

谷物的提取物$更专一的凝集
W

型%凝集素之所以

$##
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可以凝集红细胞$是因为凝集素可以和细胞表面的

一些糖蛋白发生特异性的结合%这也使得凝集素不

仅仅可以凝集红细胞$对淋巴细胞(某些细菌以及真

菌同样有沉降效果&

"

'

%半夏凝集素对兔血$小鼠血

都有比较好的凝集效果$但对人血没有凝集效果%

在
P7V$

蛋白凝血活性研究中$

P7V$

蛋白在较低的

浓度"

C

#

4

)

GQ

#对小鼠红细胞表现出较强的凝集效

果%凝集素这种糖结合特异性的特点$在
P7V$

蛋

白糖结合特异性实验中也得到体现%

P7V$

蛋白可

以和
V7

甘露聚糖发生结合反应$观察到最低的结合

浓度为"

%@C!l%@%B

#

G`

)

Q

$而
V7

乳糖(

V7

葡萄糖(

V7

麦芽糖未能发生结合反应%

大量研究表明凝集素对各类肿瘤细胞都有较好

的抗肿瘤活性&

"E

'

%其原因在于凝集素可以特异性

地结合某些癌症细胞表面的糖类$干扰其正常生长%

这使得同种凝集对不同的肿瘤细胞作用效果也不

同%

P7V$

蛋白抗肿瘤活性实验中表明$

P7V$

蛋白

对着
W1-7&#%#

以及
5nC$%

这两种癌细胞都表现出

良好的抑制其增殖的效果$其抑制效果具有浓度依

赖性%但对
W1-7&#%#

癌细胞的作用效果优于

5nC$%

细胞%其原因是这两种癌细胞表面的糖蛋

白种类不同$而
P7V$

蛋白抑制肿瘤细胞增殖的原

因可能是其与癌细胞表面的糖蛋白发生反应$从而

中断癌细胞增殖的某些信号通路%核染实验中发

现$

P7V$

蛋白可以引起
W1-7&#%#

细胞的凋亡%凋

亡程度呈现时间依赖和浓度依赖%目前的研究表明

凝集素所引起的凋亡机制可分为两种$一种是当凝

集素与细胞膜上的受体结合后$可激活
6,;

N

,;1

途

径$如蒙大拿铁线莲凝集素可激活
6,;

N

,;1

途径$从

而诱导
O1

N

e$

和
O1Q,

等肿瘤细胞发生凋亡&

"D

'

$

另一种是通过内吞作用激活线粒体途径从而诱发凋

亡&

B

'

$如伴刀豆凝集素可促进小鼠巨噬细胞"

P9B7

"@E

#中的线粒体的聚集和细胞色素
U

的释放从而

诱导凋亡&

"D

'

%但半夏凝集素引发凋亡的机制尚未

得到研究$其引发凋亡的分子机制需要进一步的研

究才能确定%

$

!

结
!

论

采用
59 h̀

融合表达系统成功地表达了可溶

并有活性的三叶半夏凝集素
U

端结构域$即
P7V$

蛋白%

P7V$

蛋白产量为
BG

4

)

Q

%凝血活性实验表

明
P7V$

的浓度降到
C

#

4

)

GQ

时$可以观察到明显

的凝集效果%糖结合特异性实验表明
P7V$

蛋白可

以和
V7

甘露聚糖结合反应$观察到最低的结合浓度

为"

%@C!l%@%B

#

G`

)

Q

$而
V7

乳糖(

V7

葡萄糖(

V7

麦

芽糖浓度增加到
!%%G`

)

Q

也不能发生结合反应%

P7V$

蛋白对
W1-7&#%#

以及
5nC$%

这两种癌细胞都

表现出良好的抑制其增殖的效果$其抑制效果具有

浓度依赖性%核染实验中发现$

P7V$

蛋白可以引起

W1-7&#%#

细胞的凋亡$凋亡程度随蛋白作用时间和

浓度的增加而增加%
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