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摘  要: 针对人体血管内皮生长因子受体 2( Vascular endothelial gr ow th facto r receptor 2, VEG-

FR-2)受体型酪氨酸激酶( Receptor tyro sine kinase, RT K)进行体外表达, 并对表达和纯化条件进

行优化。构建表达 VEGFR-2酪氨酸激酶重组大肠杆菌, 通过研究不同诱导温度、IPT G 浓度、诱

导时间和超声条件等对蛋白表达的影响, 采用 N-i NT A亲和层析法、Western Blo t法 ELISA 方法

对重组蛋白进行纯化、鉴定和活性测定。成功地将 1 000 bp 左右的 VEGFR-2酪氨酸激酶 DNA

片段插入载体 pQE30中, 在优化条件下重组蛋白较好地可溶性表达。SDS-PAGE 表明重组蛋白

相对分子质量约为 36 000,与预期一致, Western Blot分析表明它能与抗 Flk-1和抗 His抗体特异

反应, ELISA 检测结果表明重组蛋白具有利用 AT P 催化底物磷酸化的激酶活性。通过重组 DNA

技术使人体 VEGFR-2酪氨酸激酶在大肠杆菌得到可溶性表达,纯化重组蛋白具有较高的活性。
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Abstract:T o improve the so luble expr ession of VEGFR-2 ty rosine kinase in Escher ichia col i for

further study on its bio logical activity. Differ ent concentr at ions o f IPT G, inducing t imes and

temperatures are used to opt imize the expression condition for the so luble recombinant VEGFR-2

tyrosine kinase in Escher ichia coli . T he recombinant protein is purified by aff inity

chromato graphy . Western Blo t w as used to ident ify this protein. T he recombinant plasmid

pQE30-T K encoding VEGFR-2 ty rosine kinase w as constr ucted and soluble VEGFR-2 tyr osine

kinase w as expressed. SDS-PAGE analysis show ed that the molecular mass of VEGFR-2 tyr osine

kinase w as about 36 000 as expected and Western blot analysis indicated that both ant ibodies for



ant-i F lk-1 and ant-i H is could react ag ainst the purif ied pro tein. Conclusion: The soluble human

VEGFR-2 ty rosine kinase w as expresses in Escherichia coli by the recombinant technique. T he

purif ied protein show ed biolog ical activity.

Key words: soluble VEGFR-2 ty rosine kinase, expression, purif ication, bio logical act ivity

  人体血管内皮生长因子( Vascular endothelial

grow th factor, V EGF)被认为直接作用于人体血管

内皮细胞, 是关键的血管内皮细胞增殖因子 [ 1]。

VEGF 的这些生物学功能和效应是通过其特异性

受体介导的。V EGF 受体家族主要包括 3 个成员:

VEGFR-1又称为 Flt-1 ( Fms- like tyro syl kinase-

1) [ 2]、VEGFR-2 又称为 Flk-1/ KDR( Fetal liver k-i

nase-1/ Kinase insert Domain-containing Recep-

to r)
[ 1]
、VEGFR-3, 它们都属于受体酪氨酸激酶

( RT K, receptor tyro sy l kinase )家族。其中研究表

明 VEGFR-2是 VEGF 促进血管内皮细胞分裂增

殖, 提高血管通透性的主要调节因子, 并且在

VEGF 的信号传导中起主导作用, 对于肿瘤的发

生,发展至关重要[ 1- 2] 。VEGFR-2 由 7个类 Ig 结

构域组成的胞外区;一个跨膜结构区和胞质内酪氨

酸激酶结构区组成 [ 3]。VEGFR-2 的胞外段是与

VEGF 结合的区域, 两者结合后 VEGFR-2 构象发

生变化, 导致受体二聚化, 其胞内段酪氨酸位点发

生自磷酸化, 激活下游的信号传导通路 [ 4]。虽然

VEGFR-2与配体的亲和力较 VEGFR-1低,但具有

很强的酪氨酸激酶活性中心[ 5] ,胞内段 6个酪氨酸

残基可发生自磷酸化[ 6] , 位于活性中心的 1 054和 1

059残基自磷酸化可增强激酶活性
[ 7]
。可见受体胞

内域的酪氨酸激酶在 VEGFR-2的信号转导途径中

起着关键的作用。新生血管的形成对恶性肿瘤的

生长是必不可少的因素, 因此以 VEGFR-2 TK 为

靶点进行药物设计和筛选已成为肿瘤治疗的有效

途径之一。

目前国内尚没有 VEGFR-2酪氨酸激酶的可溶

性表达,多是通过包涵体的变性、复性获得, 这样在

一定程度上降低了酶的活性。因此本实验旨在大

肠杆菌表达系统中表达可溶性人 VEGFR-2酪氨酸

激酶, 对诱导条件和纯化条件进行初步优化, 促进

重组蛋白可溶性表达, 并对其功能进行初步鉴定,

为进一步以其为靶点构建药物筛选模型, 进行酶抑

制剂药物筛选, 获得抗肿瘤新药奠定基础。

1  材料与方法

11 1  材料
11 11 1  菌株与载体  E1 coli M15表达宿主菌、表

达载体 pQE30由江苏省原子医学研究所保存。

11 11 2  试剂  质粒 DNA小量制备试剂盒、琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒购自上海捷瑞; TRIzol试剂

购自 Invit rog en公司;各种限制性内切酶、DNA 连

接酶购自 TaKaRa 公司;小鼠抗人 His单克隆抗体

购自中杉金桥; 羊抗鼠 IgG-HRP 二抗购自康成生

物有限公司;兔抗人 Flk-1多克隆抗体,酪氨酸磷酸

化抗体 PY99 购自 Santa Cruz 公司; 羊抗兔 IgG-

HRP 二抗购自上海申能博彩; N-i NTA 亲和树脂购

自 GE Heathcare 公司; ECL 发光试剂盒购自 Santa

Cruz公司;其它试剂均为国产分析纯。

11 2  方法

11 21 1  重组蛋白基因的获得和表达载体构建  采

用 T rizol试剂一步抽提人甲状腺癌组织总 RNA,

以 Oligo( dT ) 15 作为引物进行反转录。参考已报

道的 VEGFR-2 酪氨酸激酶 cDNA 序列 ( Gene-

Bank, NM-002253) , 采用 Primer Primer51 0程序设
计引物, 其中上游引物序列为 5-' CGC GGAT CC

CTG AAG CT A GGT AAG CCT CT T GG-3', 位于

第 2502位碱基, 5'端添加 BamH I位点; 下游引物序

列为 5.-ACGCGTCGA C TT A AT T T CC CAA

AT G TT C CAC CAAC-3. , 位于第 3 846 位碱基,

5. 端添加 SalI位点。PCR循环条件:以反转录获得

的 cDNA为模板, 95 e 5 min, 95 e 30 s, 55 e 30

s, 72 e 90 s,共进行 35个循环; 最后 72 e 延伸 10

min。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后用胶回收试剂

盒纯化, 将表达载体 pQE30 和目的基因片段经

BamH I和 SalI双酶切, 回收纯化后连接,转化感受

态宿主菌 M15, 在含有氨苄青霉素和卡那霉素的平

板上挑取单菌落筛选阳性克隆,酶切鉴定并进行测

序分析。构建的重组质粒称为 pQE30-T K。

11 21 2  重组蛋白的诱导表达  已构建好的表达菌
株接种于含氨苄青霉素、卡那霉素的新鲜 LB 培养

液中, 37 e 培养过夜, 次日以体积比 1B 100比例接

种入 4 mL 新鲜 LB培养液中扩大,分别以不同时间
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( 0、1、3、5、7、9 h)、不同温度( 20、22、25、28、37 e )、

不同终浓度的 IPTG( 01 1、01 25、01 5、1 mmo l/ L )诱
导表达, 12 000r/ m in, 离心 2 m in收集全部菌体, 等

量细菌裂解液重悬, 冰上超声破碎。12 000 r/ m in

离心 10 min, 分别收集上清及沉淀,加入 6 倍体积

上样缓冲液,混匀后沸水煮 5 min,取相同体积样品

进行蛋白电泳, 通过Western Blot 杂交 His标签检

测目的基因的可溶性表达情况。

11 21 3  重组蛋白的超声  表达菌株在最佳诱导条

件下诱导表达, 离心收菌, 分别以不同超声时间

( 10、15、20、30 m in)、不同超声功率( 100、300、500、

700 W)超声破碎。12 000 r/ min离心 10 min,分别

收集上清及沉淀。通过 Wester n Blot 杂交 His 标

签检测目的基因的可溶性表达情况。

11 21 4  重组蛋白的纯化  按前文方法分别在培养基

中接种表达菌种,在最佳诱导条件下诱导表达后,用 1

@ PN(20mmol/ L Na2HPO4 # 12H2O, 20mmol/ L NaH2

PO4 # 2H2O, 01 5mol/ L NaCl, PH 81 0)磷酸盐缓冲液
悬浮细菌, 加入 01 1mol/ L PMSF,冰浴搅拌。超声
波裂碎后, 取上清液。同时取经结合缓冲液 ( 20

mmo l/ L 咪唑, 50 mmol/ L Na2HPO 4 # 12H 2O, 50

mmo l/ L NaH 2 PO 4 # 2H 2O, 21 5 mol/ L NaCl, pH
71 4)预平衡的 N-i N TA 亲和层析柱, 将上述裂解上

清液过柱, 依次经过 80 mmol/ L~ 300 mmol/ L 咪

唑缓冲液连续除杂, 1mL/管, 分管收集除杂液。最

后500 mmol/ L 咪唑缓冲液洗脱,控制流速为 1mL/

min, 分管收集洗脱液。洗脱液再经 PD-10 柱缓冲

液置换成 PBS ( 01 14mo l/ L NaCl, 11mmol/ L Na2
HPO 4 , 3 mmol/ L KCl, 11 5mmo l/ L KH 2 PO4 )。

SDS-PA GE,参见5分子克隆实验指南6[ 8] , 12 g / dL
分离胶和 5 g/ dL 浓缩胶,电泳完毕后进行考马斯亮

兰 R-250染色,并用凝胶成像系统成像。

11 21 5  重组蛋白的鉴定  样品经 SDS-PAGE电泳

后,湿法电转移到 PVDF 膜上, 丽春红染色确定标

准蛋白分子量条带位置, 然后用含 5 g/ dL 脱脂牛奶

的 TBS缓冲液( 20 mmol/ L Tris-HCl, 140 mmol/ L

NaCl, pH 71 5)室温封闭1 h, TBST ( T BS,体积分数
01 1% T ween-20)缓冲液洗涤 3 次, 弃溶液后分别

加入兔抗人 Flk-1多克隆抗体(用含 11 25 g/ dL 脱
脂牛奶的 T BS 体积比为 T 1B 500稀释)、小鼠抗人
His单克隆抗体 (用含 11 25 g/ dL 脱脂牛奶的
TBST 体积比为 1 B 1 000 稀释) , 4 e 摇床孵育过

夜;次日用 TBST 洗膜后加入 HRP 标记的羊抗兔

二抗 IgG(用含 11 25 g / dL 脱脂牛奶的 T BST 体积

比为 1B 3 000( V BV )稀释、羊抗鼠二抗 IgG(用含

11 25 g / dL 脱脂牛奶的 T BST 体积比为 1 B 5 000

稀释) , 室温下缓摇 1 h, T BST 洗膜, 最后 ECL 显

影, 洗片。

11 21 6  重组蛋白的活性检测  采用 ELISA 方

法[ 9] , 底物 po lyE4Y 在 TBS( 20mmol/ L Tr is-HCl,

140 mmo l/ L NaCl, pH 71 5)中稀释到 15 Lg/ mL,

100 LL/孔包被 96孔板, 4 e 过夜。次日, 用 T BST

( T BS,体积分数 01 1% T ween-20)洗板, 在 100 LL

反应液( 50mmol/ L HEPES, 121 5 mmol/ L M gCl2 ,
01 5mmo l/ LMnCl2 , 1 mmol/ L DT T, 01 2 mmo l/ L
Na3 VO4 , 25 Lmo l/ L ATP ) 中 加入不同 浓度

VEGFR-2酪氨酸激酶 37 e 温育 1 h。反应结束后,

TBST 洗板 3次,然后加入小鼠磷酸化酪氨酸的单克

隆抗体 PY99体积比为 1B 1 000,稀释在 TBST 中)

100 LL/孔室温温育 1 h, TBST 洗板 3次; 接着加入

HRP 标记的羊抗小鼠 IgG( H+ L)多克隆抗体( 1B

1000( VBV) , 稀释在 TBST 中)室温温育 1 h, TBST

洗板 6次;加入 TMB底物室温孵育 5~ 15 min,加入

终止液后,立即用酶标仪读出 450 nm 处 OD值。

2  结果与分析

21 1  重组蛋白表达载体构建和鉴定
琼脂糖凝胶电泳证实 PCR 扩增得到约 1 000

bp特异性条带,片段大小与理论预期值一致。从转

化子中提取重组质粒 pQE30-T K,采用 BamHI-SalI

双酶切, 出现约为 31 4 kb和 1 000 bp 2条特异性条

带, 前者与 pQE30大小一致, 后者与插入片段大小

一致。经测序与报道的基因序列完全一致 ( Gen-

Bank Accession N o1 NM-002253)。说明 VEGFR-2

酪氨酸激酶基因片段成功插入 pQE30载体中(图 1)。

M: DNA 标准分子量; 1. PCR 产物; 2. pQE30- TK:未酶切的

重组质粒; 3. pQE30-RT K:经酶切的重组质粒

图 1  重组质粒 pQE30- TK酶切分析

Fig. 1  Restrictive analysis of recombinant plasmid

pQE30-TK
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21 2  重组蛋白诱导表达和诱导条件优化

如图 2所示,加入 IPTG启动诱导后,有 His标

记的目的蛋白开始表达, 并随诱导时间的增加, 上

清液中可溶性重组蛋白表达量均有增加, 但 5 h 时

由于未知原因表达量降低, 重复实验均出现该情

况。分别采用 20、22、25、28、37 e 不同温度诱导,

22 e 诱导上清液中融合蛋白表达比其它温度明显
增加(见图 3)。在 22 e 条件下随着 IPTG浓度的增

加,诱导上清液中融合蛋白表达量相差不大, 01 5
mmo l/ L 较其它浓度相对高些(见图 4)。因此, 选

择最适诱导条件为诱导温度 22 e , IPTG 浓度 01 5
mmo l/ L ,诱导时间 3 h。

1~ 6:可溶性蛋白经 0、1、3、5、7、9 h诱导表达情况

图 2  诱导时间对可溶性 VEGFR-2 酪氨酸激酶表达的

影响

Fig. 2  Effect of induction time on the soluble VEGFR-2

tyrosine kinase expression

1~ 5:可溶性蛋白分别在 20、22、25、28、37 e

图 3  诱导温度对可溶性 VEGFR-2 酪氨酸激酶表达的

影响

Fig. 3  Ef fect of temperature VEGFR-2 tyrosine kinase

expression

1~ 4: IPT G终浓度为 01 1、01 25、01 5、1 mmol/ L 时重组蛋白

可溶表达; 5~ 8: IPT G 终浓度为 01 1、01 25、01 5、1 mm ol / L 时

重组蛋白包涵体表达

图 4  IPTG浓度对可溶性 VEGFR-2 酪氨酸激酶表达

的影响

Fig. 4 Effect of IPTG on the soluble VEGFR-2 tyrosine

kinase expression

21 3  超声条件优化
将经细菌裂解液重悬的菌液分别超声 10、15、

20、30、12 000 r/ m in 离心 10 min, Western Blot 检

测不同超声时间所获上清液中可溶性融合蛋白表

达情况。随着超声时间的延长, 可溶性蛋白表达量

升高,固定超声时间 30 min, 分别采用不同的超声

功率( 100、300、500、700 W) , 结果显示, 300 W时重

组蛋白获得良好的可溶性表达(见图 5)。因此, 选

择最适超声条件为 300 W, 30 min。

1~ 4:超声时间分别为 10、15、20、30 min时重组蛋白的可溶性

表达; 5~ 8:超声功率分辊为 100、300、500、700 W时重组蛋白

的可溶性表达

图 5  超声条件对可溶性 VEGFR-2 酪氨酸激酶的影响

Fig. 5  Effect of soniaction on the soluble VEGFR-2

tyrosine kinase protein

21 4  重组蛋白纯化
根据上述优化的诱导条件, 表达菌株在温度为

22 e , IPT G 浓度为 01 5 mmo l/ L 条件下诱导 3 h,

300 W 超声 30 m in,上清挂 N-i NTA 柱后用梯度浓

度咪唑缓冲液除杂, 通过 SDS-PAGE 显示, 200

mmol/ L 咪唑缓冲液已有目的蛋白洗下,但仍有大

量杂蛋白, 300 mmol/ L 咪唑缓冲液除杂效果较好,

同时 500 mmo l/ L 咪唑缓冲液洗脱的重组蛋白浓度

与纯度( 911 5%)满足后续实验需求,并且洗脱的主要
蛋白条带相对分子质量约36 000,与 VEGFR-2 酪氨

酸激酶的预计相对分子质量大小一致(见图 6)。

M:标准蛋白分子量; 1:未纯化的上清原液; 2~ 15: 分别用不

同浓度的唑哩溶液将可溶性重组蛋白洗脱( 4~ 6: 80 mm ol/

L; 5~ 7: 100 mmol/ L; 8 ~ 10: 200 mmol/ L; 11~ 13: 300

mm ol/ L; 14~ 15: 500 mmol/ L)

图 6  重组蛋白纯化的 SDS-PAGE分析

Fig. 6 SDS-PAGE analysis of purified fusion protein

21 5  Western Blot 鉴定

将纯化蛋白分别用抗 His抗体与抗 Flk-1抗体

进行Western Blot ,结果如图 7显示,融合蛋白不仅

能与小鼠抗人 His 抗体反应, 同时也能与兔抗人

Flk-1抗体反应, 说明该蛋白为 V EGFR-2 酪氨酸

激酶。

21 6  重组蛋白活性检测

根据前述方法对重组 VEGFR-2酪氨酸激酶进

行活性检测, 图 8显示不同浓度的 VEGFR-2酪氨
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A: 1~ 2:经 Flk- 1抗体鉴定结果; B: 1~ 2:经 H is抗体鉴定结

果

图 7  纯化蛋白的Western blot鉴定

Fig. 7  Western blot analysis of VEGFR-2 tyrosine k-i

nase protein

酸激酶在 AT P 存在的条件下, 其活性与酶浓度呈

剂量效应,当 VEGFR-2激酶量达到 100ng /孔时激

酶活性最高。即表达的重组 VEGFR-2酪氨酸激酶

具有将底物蛋白的酪氨酸残基磷酸化的生物学

活性。

图 8  不同量重组 VEGFR-2 酪氨酸激酶的活性测定

Fig. 8  Biological activity of dif ferent concentration of

the VEGFR-2 tyrosine kinase protein

3  讨  论

大量研究表明 V EGF 及其受体在血管形成

( Angiog enesis)中起重要作用, 其中 VEGFR-2 是

主要的信号传导者, 通过与 VEGF 结合从而激活磷

酸化级联反应。VEGFR-2 T K 被认为是许多疾病

特别是癌症治疗的潜在靶点, 因此 VEGFR-2 酪氨

酸激酶抑制剂可能成为研究治疗肿瘤新药的有效

途径之一。

目前国内外研究者主要采用真核细胞特别是

SF9昆虫细胞表达 V EGFR-2 的催化区域[ 9-11] , 和

真核系统相比较, 其在大肠杆菌中表达较方便易

行,表达量高且表达产物分离纯化相对简单, 但是,

在实际工作中, 有些外源基因不能自发折叠卷曲有

一定空间结构的特定功能的蛋白质,而是以一种不

溶性的沉淀即包涵体的形式存在于细胞内。外源

基因在大肠杆菌中的高效表达受很多因素的影响,

如原核表达质粒, 诱导时间和温度, 诱导前菌的生

长状态,诱导剂的使用浓度等
[ 12]
。

诱导温度对蛋白表达有重要影响, 37 e 下诱导

常常会使一些蛋白累积形成包涵体, 而在低温下诱

导则产生较多可溶性的蛋白。本实验中, 22 e 诱
导, 上清液中融合蛋白表达量较高, 对优化蛋白表

达体系有重要作用,而其他温度上清液中蛋白表达

较少。

IPT G是一种有效的乳糖操纵子诱导剂, 可与

阻遏物结合促进基因的表达。随着 IPTG 浓度的升

高, 融合蛋白的表达量也逐渐增加, 但兼顾试剂成

本,应选择最佳的 IPTG 浓度,故以 01 5mmol/ L 为
最佳 IPTG浓度。同时研究显示, IPT G诱导 VEG-

FR-2激酶表达的最适宜时间为 3 h, 诱导时间过短

会影响蛋白的积累量, 过长也并不能使融合蛋白的

表达量明显增加。

该菌种选用表达载体为 pQE30, 具有 6 个 His

标签结构, 每个 His 含有一个咪唑基团, 这个结构

带有很多额外电子,对于带正电的化学物质有静电

引力。而 N-i NTA 层析柱正是利用这一原理,使目

的蛋白被结合,通过使用不同梯度的洗脱液将杂质

洗下,但洗脱液浓度过低则不能把杂质去除彻底,

影响后续实验,但浓度过高会将目的蛋白洗下, 造

成损失,影响回收率, 因此本研究中选择除杂的最

适咪唑缓冲液浓度为 300 mmol/ L , 洗脱的咪唑缓

冲液浓度为 500 mmol/ L。

研究中采用了 polyE4Y二肽作为反应底物, 尽

管它是一种合成肽, 但重组 VEGFR-2对其磷酸化

效果好,显示了重组 VEGFR-2的酪氨酸激酶活性,

与文献中检测结果相比, 本研究中 VEGFR-2激酶

活性较高, 主要原因可能是因为文献中 VEGFR-2

激酶为包涵体形式存在, 经过变性、复性后活性降

低,而本研究中 VEGFR-2激酶表达为可溶性的,没

有经过变性、复性等处理,所以保持较好的酶活。

本研究对 VEGFR-2酪氨酸激酶段进行原核表

达, 对其诱导表达及超声条件进行初步优化, 获得

了良好的可溶性表达, 并进行纯化, 确定其抗原性

和特异性,激酶活性较高, 为进一步研究该蛋白功

能, 建立以此为靶点的高通量药物筛选模型奠定了

基础。
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