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具有抑制肿瘤微环境血管再生和激活适应性免疫应答双功能

的融合蛋 白及其基因和应用

技术领域

本发明属于生物工程技术领域。本发 明涉及一种具有抑制肿瘤微环境血管再生和激活适应

性免疫应答双功能的融合蛋 白 CD137L-Tumstatin 及其基因，以及含有该基因的表达载体与由

该载体转化得到的菌株，还涉及该融合蛋 白的制备方法，同时涉及具有 CD137L 和 Tumstatin

双功能的蛋 白在制备抑制肿瘤微血管再生 以及相关肿瘤学疾病 （如，黑色素瘤、直肠癌 、肺

癌等）和激活适应性免疫应答功效药物方面的应用，另外涉及给药途径方面的应用 （如，口

服给药、喷雾给药途径等）。

背景技术

癌症发生是一个多基因合作、不同信号途径参与的过程 。就其本质而言，癌症是一种分子

病症 。当前，靶点单一的分子治疗策略逐渐显示出诸多弊端，而多靶点、多机制联合用药的

治疗方法显示出更好的治疗效果。

1971 年哈佛大学 Folkman 教授提出 " 肿瘤的生长和转移依赖于微环境血管再生 " 学说。该

理论认为，通过抑制肿瘤微环境血管再生，切断肿瘤的营养和氧气供应能够抑制肿瘤细胞的

生长和转移 。 自发表至今，该学说在世界范围内已得到了大量实验室和临床上的数据支持，

因而成为了近来肿瘤治疗领域 内的新策略。人肿瘤抑制素 （Tumstatin) 是一个源于血管基底

膜 I V 型胶原 α 3 链羧基 C 末端的肿瘤血管再生抑制因子，由 244 个氨基酸组成 。

在所有血管基底膜中，I V 型胶原蛋 白形成的三维网状骨架结构是起支架作用的主要成分，

可促进细胞的黏附、迁移、分化和生长。它 由 6 个独特的基因分别编码产生 6 条链 α 1~ α 6，

并以不同或相 同的 α 链形成三聚体，进一步形成 网状结构。I V 型胶原蛋 白的每条 α 3 链都 由

3 部分功能区组成 （7S 结构域、三螺旋区、非胶原肽 NC1 结构域），分布于肾小球、肺泡毛

细血管、耳蜗、晶状体囊、卵巢和睾丸的基底膜 。

新生血管的形成是肿瘤生长和转移的关键性步骤，包含 了一系列复杂的过程 。肿瘤组织 内

由于低氧，使血管形成剌激因子合成增加 ，从而剌激肿瘤组织微环境新生血管的生成 。近来

研究表 明，Tumstatin 可特异性地抑制肿瘤血管 内皮细胞蛋 白的合成，导致 内皮细胞凋亡，使

血管生成受到抑制，从而抑制肿瘤生长和转移 。另外，Tumstatin 还具有直接作用于肿瘤细胞

并抑制其增殖的特性。其作用机制为通过与整合素受体 α ν β 3 结合，特异地抑制肿瘤微环境

血管 内皮细胞蛋 白的合成，进而阻断血管再生，抑制肿瘤的生长和转移 。



目前学术界就抗肿瘤免疫 已达成共识 ，即在人和动物体 内对恶性肿瘤存在着某种程度 的免

疫反应 。肿瘤 患者免疫系统 的细胞 能够识别肿瘤细胞表达 的抗 原 ，如组织分化抗原 、癌胚抗

原 以及突变基 因的产物等等 。随着对肿瘤抗原识别及免疫应答机制 的了解 ，研 究 已经表 明通

过辅助分子提供免疫共剌激信 号可 以提 高抗肿瘤免疫应答 。由于肿瘤抗原特异性 τ 细胞 需要

协 同剌激来辅助第一抗原信 号激发效应细胞 的功能 ，因而 ，协 同剌激分子 的辅助 治疗可用 于

调节针对恶性肿瘤 的免疫反应 。

共剌激分子在免疫应答 中起 了极其重要 的作用 。一般而言 ，激活 τ 淋 巴细胞 需要两个信 号

的参与 ，分别是 T 细胞受体 （T cell receptor, TCR) 接 受抗原递呈细胞 （Antigen Presenting Cells,

APC) 传 导 的主要组织相容 复合 体 -抗原肽 信 号 （第一信 号 ），和细胞膜表面黏 附分子提供 的

协 同剌激信 号 （亦 即第二信 号 ）。增强 τ 细胞介导 的抗肿瘤免疫 的重要方法之一 即是提供 T

淋 巴细胞活化所 需要 的协 同剌激信 号 。CD137 与其配体 CD137L 是继 CD28/B7 之外新发现 的

另一对重要 的 T 细胞协 同剌激信 号分子 。

根 据 结构可 将 共 剌 激 分 子 分 为两 类 ：肿 瘤 坏 死 因子 受 体超 家 族 （Tumor Necrosis Factor

Receptor, TNFR) 和 免疫球 蛋 白超家族 。CD137 是肿瘤坏死 因子受体家族 的成 员 。它在调节

细胞增殖 、分化 、凋亡 中发挥着重要作用 。其配体 CD137L 也是 TNF 家族 的成 员 ，系细胞表

面 II 型跨膜 蛋 白，与其他 T 家族有相似 的 C-端氨基酸 。编码人 CD137L 的基 因位 于 19p3.3 ，

其产物 为 254 个氨基酸 ，其 中胞浆 区 28 个氨基酸 ，跨膜 区 2 1 个氨基酸 ，胞外 区 205 个氨基

酸 。CD137L 首先 由 Goodwin 等人利用表达筛选技术在 小 鼠胸腺瘤细胞 中分离提 出，随后又

在人 CD4+T 细胞 克隆中分离得 到 。

CD137 与其配体 CD137L 之 间的相互作用 （CD137/CD137L) 对 T 细胞活化 的重要作用 已

得 到充分认可 。在 鼠和人 T 细胞 中均可观察到 ，在 CD3 抗体 （第一信 号 ）存在下 ，CD137

便可诱 导 T 细胞增殖 、合成细胞 因子 （如 IFN- α ) , 以及延长活化细胞 的生存期 。协 同剌激

信 号可通过提 高抗原特异性和效应 CD8+T 细胞 的数量来增强效应功能 ；但在缺乏 CD3 抗体

信 号时，CD137 分子 的剌激 并不能改变 T 细胞 的功能 ，表 明 CD137 与 CD137L 相 互作用所提

供 的只是一种协 同剌激信 号 。

Kim 等对 T 细胞 及 细胞 因子 的研 究显 示 ，CD137 单 克 隆抗 体 介 导 的抗肿瘤 免疫依赖 于

CD4+T 、CD8+T 细胞 的共 同参与 。CD137 介 导 -kB 的活化 ，进而上调 bcl-xL 和 bfl-1 分 子

的表达 ，延长 CD8+T 、CD4+T 细胞 的生存 并促进其增殖 。Melero 等人利用激活型 鼠源 CD137

单克隆抗体来 开展 CD137 靶 向免疫治疗 。结果表 明 CD137 单抗 能够 消除小 鼠体 内已接种 的

P815 实体瘤 。与激活型 CD137 单克隆抗体 的抗肿瘤效果一致 ，CD137L 可协 同激发细胞毒性



T 淋 巴细胞 效应 （Cytotoxic lymphocyte,CTL) 和 抗肿瘤效应 。CD137L-/- 小 鼠很好地 说 明了

CD137/CD137L 系统在 T 细胞介导 的对病毒和肿瘤免疫应答 中所起 的重要作用 。对 CD137 或

CD137L 缺 陷型小 鼠的研 究表 明 CD137/CD137L 的协 同剌激作用对移植物抗宿主病 、T 细胞

的抗病毒细胞性应答很重要 。

综上所述 ，CD137/CD137L 提供 的剌激信 号能协 同 CD28/B7 分子对进一步活化 T 细胞 ，维

持 CD8+T 细胞 的增殖和 生存 。而 Tumstatin 可 以有效抑制肿瘤血管 的生成 ，对肿瘤细胞 的存

活 、转移起 阻滞作用 。所 以本发 明中的融合 蛋 白 TUm St a tin-CD137L 可 以从抑制血管生成 与增

强抗肿瘤免疫应答两个方面共 同抑制肿瘤 的生长和转移 ，从而避免单一治疗 引起 的药物耐受 ，

为治疗肿瘤 患者提供新 的策 略 。

发 明 内容

本发 明通过短 的柔性连接肽将 Tumstatin 抗血 管生成活性片段 与 CD137L 胞外 区蛋 白合成一

个 同时具有增强 T 细胞免疫与抗血管生成 的双功能 、双靶 点的分子 ；并且在本发 明中选取 了

Tumstatin 不 同的相关活性位 点 （Tumstatinl 第 45 位 至第 98 位氨基酸片段 ，Tumstatin2 第 60

位 至第 132 位氨基酸片段 ，Tumstatin3 第 60 位 至第 98 位氨基酸片段 ，Tumstatin7 第 74 位 至

第 98 位氨基酸片段 ）与 CD137L 胞外 区蛋 白氨基酸序列 （CD137L1 第 46 位 至第 254 位氨基

酸片段 ，CD137L4 第 50 位 至第 240 位氨基酸片段 ，CD137L5 第 83 位至第 254 位氨基酸片段 ，

CD137L6 第 46 位 至第 85 位氨基酸和第 167 位 至第 254 位氨基酸 的接合片段 ，示意 图如 图 2

所示 ）通过连接肽相连接 ，利用原核或真 核表 达系统制备 ，此 方法具有制备简单及避免 了全

长 Tumstatin 和全 长 CD137L 的副作用 问题 ，本 发 明将在制备血管生成抑制剂 、各种肿瘤相关

疾病 （如黑色素瘤 、前列腺癌 、肺癌 、大肠癌 、肾癌 、膀胱癌等 ）、视 网膜病变 、细胞增殖 、

机体细胞 因子合成 与分泌 、调节机体免疫力等药物 ， 以及在制备 以 口服或注射等相关剂 型药

物 中有很好 的应用前景与市场价值 。

本发 明的 目的是提供一个兼有 Tumstatin 和 CD137L 功 能 的蛋 白。

本发 明的另一个 目的是提供编码上述具有 Tumstatin 和 CD137L 功 能 的蛋 白的基 因。

本发 明的另一个 目的是提供上述具有 Tumstatin 和 CD137L 功 能 的蛋 白的制备方法 。

本发 明的另一个 目的是提供上述具有 Tumstatin 和 CD137L 功 能 的蛋 白及其基 因在 治疗肿瘤

学相关疾病 （如 ，黑色素瘤 、直肠癌 、肺癌等 ）和给药途径方面 （如 ， 口服给药 、喷雾给药

途径等 ）的应用 。

本发 明技术方案具体如下 ：

一种 具有 Tumstatin 和 CD137L 双 功 能重组 蛋 白，具有 Tumstatin 活 性 片段氨 基 酸序 列和



CD137L 胞外区蛋 白片段氨基酸序列，所述 CD137L 胞外区蛋 白片段氨基酸序列和 Tumstatin

活性片段氨基酸序列通过柔性连接肽融合而成 ，所述 Tumstatin 活性片段氨基酸序列选 自 SEQ

ID N0.65 至 SEQ ID N0.68 所示氨基酸序列中的一种 ，所述 CD137L 胞外区蛋 白片段氨基酸

序列选 自 SEQ ID N0.77 至 SEQ ID NO. 80 所示氨基酸序列中的一种 。

上述连接肽氨基酸序列可采用本领域常规技术手段进行设计，优选 SEQ ID N0.69 至 SEQ

ID N0.76 中的一种 。

本发 明所述双功能重组蛋 白氨基酸序列优选 SEQ ID N0.25 至 SEQ ID N0.48 所述 中的一

种 ，所述重组蛋 白结构示意 图如 图 1所示 。

本发 明还提供 了编码上述具有 Tumstatin 和 CD 137L 双功能重组蛋 白基 因，包括编码 CD 137L

胞外区蛋 白片段 的基 因、编码连接肽 的基 因和编码 Tumstatin 活性片段 的基 因，其 中所述编码

CD137L 胞外区蛋 白片段 的基 因选 自 SEQ ID N0.61- SEQ ID NO. 64 中的一种 ，所述编码

Tumstatin 活性片段 的基 因选 自 SEQ ID N0.49- SEQ ID N0.52 中的一种 。

上述编码连接肽 的基 因优选 SEQ ID N0.53- SEQ ID NO.60 中的一种 。

上述重组蛋 白基 因，其优选具有 SEQ ID N0.1 至 SEQ ID N0.24 之一的核苷酸序列 。

本发 明还提供 了一种编码上述重组蛋 白 TUmStatin-CD137L 的基 因，与上述 的核苷酸序列相

比具有 70% 及 以上的同源性，能编码本发 明所述重组蛋 白或其保守性变异多肽或其活性片段

或其活性衍生物 。

本发 明还提供 了上述具有 Tumstatin 和 CD137L 双功能重组蛋 白的制备方法 ，包括如下步骤 ：

( 1) 设计得到本发 明所述编码具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性的重组蛋 白基 因序列；

(2) 构建含上述基 因序列表达系统，包括构建表达载体再将表达载体转化入宿主细胞 ，形成

可表达本发 明所述具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性的重组蛋 白的重组细胞 ；

( 3 ) 培养步骤 （2) 重组细胞 ；

(4) 分离纯化得到本发 明所述具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性的重组蛋 白。

上述表达系统可选用原核表达系统或真核表达系统，原核表达系统优选大肠杆菌表达系统

或枯草芽孢杆菌表达系统，这两个表达系统普遍适应于本发 明所述重组蛋 白的表达，其 中大

肠杆菌系统中表达载体优选 pET-lla 、 pET-22b, 枯草芽孢杆菌表达系统表达载体优选 pP43;

真核表达系统优选酵母表达系统，表达载体优选 pPIC9K 、pPICZaA ，酵母宿主细胞优选 GS115

或 SMD1168 。

上述制备方法 的一种优选方案为：将编码上述具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性的重组蛋

白 Tumstatin-CD137L 的基 因通过 Ndel 及 Nhel 双酶切，然后连接至表达载体 pET-lla 的相 应



酶切位 点，再转化大肠杆菌 BL21(DE3) ，经液体培养工程菌获得包涵体形式 的 目的蛋 白。通

过将包涵体进行稀释复性 的方法 ，即用含低浓度尿素 的溶液多次洗涤包涵体蛋 白，然后用含

8M 尿素 的变性液在 50 C溶解包涵体 ，最后用含 0.4M L-Arg 的复性液稀释复性包涵体（目的产

物纯度达 80% 以上)，得到本发 明所述重组蛋 白。

上述制备方法 的一种优选方案为：将编码上述具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性 的重组蛋

白 Tumstatin-CD137L 的基 因通过 Pstl 及 Hindlll 双 酶切 ，然后连接至表达载体 pP43 的相应酶

切位 点，再 电转枯草杆菌 WB800, 经液体培养工程菌获得分泌至胞外可溶形式 的 目的蛋 白。

利用 DEAE 阴离子交换 的方法进行纯化 ，纯度达 80% 以上 ，得到本发 明所述重组蛋 白。

上述制备方法 的一种优选方案为：将编码上述具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性 的重组蛋

白 Tumstatin-CD137L 的基 因通过 EcoRI 及 Notl 双酶切 ，然后连接至表达载体 pPICZaA 的相

应酶切位 点，再 电转毕赤酵母 GS115, 经液体培养工程菌获得分泌至胞外可溶形式 的 目的蛋

白。通过 DEAE 阴离子交换 的方法进行纯化 ，纯度达 90% 以上 ，得到本发 明所述重组蛋 白。

本发 明还提供 了上述具有 Tumstatin 和 CD137L 双功能重组蛋 白在制备抑制肿瘤微环境血管

再生 以及相关肿瘤学疾病 （如 ，黑色素瘤 、直肠癌 、肺癌等 ）、调节机体免疫力 、T 细胞增殖

和机体细胞 因子 的合成与分泌 的药物 中的应用 。

本发 明还提供 了上述具有 Tumstatin 和 CD137L 双功能重组蛋 白基 因在制备抑制肿瘤微环境

血管再生 以及相关肿瘤学疾病 （如 ，黑色素瘤 、直肠癌 、肺癌等 ）、调节机体免疫力 、T 细胞

增殖和机体细胞 因子 的合成与分泌 的药物 中的应用 。

上述应用 中，本发 明所述 的重组蛋 白可 以单独使用或 以药物组合物 的形式使用 。药物组合

物 包 括 作 为 活 性 成 分 的本 发 明所 述 的重 组 蛋 白和 可 药 用 载 体 。较 佳 的 ，药 物 组 合 物 有

0.1-99.9% 重量百分 比的作为活性成分本发 明所述 的重组蛋 白。" 可药用载体 " 不会破坏本发

明重组蛋 白的药学活性 ，同时其有效用量 ，即能够起药物载体作用 时的用量对人体无毒 。

" 可药用载体 " 包括但不 限于：离子交换材料 、氧化铝 、硬脂酸铝 、卵磷脂 、 自乳化药物

传递系统 （SEDDS) 如 d-维生素 E 聚 乙二醇 1000 琥珀酸酯 、吐温或其他类似聚合介质等药

物制剂用 的表面活性剂 、血清蛋 白如人血清 白蛋 白、缓冲物质如磷酸盐 、氨基 乙酸 、山梨酸 、

山梨酸钾 、饱和植物脂肪酸部分甘油酯混合 、水 、盐 、电解质如硫酸盐精蛋 白、磷酸氢二钠 、

磷酸氢钾 、氯化钠 、锌盐 、硅胶 、硅酸镁等 。聚 乙烯吡咯酮 、纤维素物质 、聚 乙烯醇 、羧 甲

基纤维素钠 、聚丙烯酸酯 、乙烯 -聚氧 乙烯 -嵌段聚合物和羊毛脂 、环糊精如 α -、 β -、 Υ -环

糊精或其经化学修饰 的衍生物如 2-和 3-羟丙基 - β -环糊精等羟烷基环糊精或其他可溶性衍生

物等均可用于促进本发 明所述重组蛋 白的药物传递。



其他可药用辅料如填充剂 （如无水乳糖、淀粉、乳糖珠粒和葡萄糖 ）、粘合剂 （如微 晶纤维

素 ）、崩解剂 （如交联羧 甲基淀粉钠 、交联羧 甲基纤维素钠 、低取代羟丙基纤维素和交联 PVP) 、

润滑剂 （如硬脂酸镁 ）、吸收促进剂 、香味剂 、甜味剂 、稀释剂 、赋形剂 、润湿剂 、溶剂 、增

溶剂和着色剂等也可加入本发 明的药物组合物 中。

在上述 的药物组合物 中，没有 限制可 以任选使用 的任何剂型 。例如，可举例说 明的有 口服

给药形式如片剂 、胶囊剂 、颗粒剂 、粉剂或液体制剂 ，或 胃肠外给药形式如注射 、局部产 品

或栓剂 ，他们可 以以常规方法配制或非常规方法如脂质体等 。

当使用本发 明所述重组蛋 白作为治疗剂时，其使用量对于成人大致每天 O.Olmg 至 l g 的范

围内，这取决于各患者的年龄 、性别、体重和症状程度 ，并且 日剂量可分为几个剂量 。

本发 明所述 的重组蛋 白还包括采用现有技术领域常规方法对本发 明所述重组蛋 白进行修饰

的修饰蛋 白。

对于蛋 白质和肽类药物 ，在多数情况下，机体 内的氨肽酶及羧肽酶很容易从常见的直链肽

的两端进行逐步的切割分解 ， 使直链肽被 降解 。多肽修饰是改变肽链主链结构和侧链基 团的

重要手段 ，已有大量文献表 明经过修饰后 的多肽药物可 以显著降低免疫原性、减少毒副作用 、

增加水溶性、延长体 内作用时间、改变其生物分布状况等等，明显改善药物 的疗效 。

本发 明所述重组蛋 白常用修饰方法包括中间残基 的修饰 、氨基酸替换、糖基化修饰及 PEG

修饰等，基本原理都是增加多肽分子的相对分子量和空间位阻，提高其对多肽水解酶的稳定

性，减少肾小球 的滤过作用 。替换肽链 中的某几个氨基酸是另一种推迟酶降解使多肽药物 的

半衰期延长的方式， 替换对象通常为肽链 中的易酶解 的氨基酸 。具体的说，可对重组蛋 白中

间残基进行糖基化 、磷酸化 、甲基化 、乙酰化、硝基化 、磺酸化或者连接 PEG 修饰或者偶联

蛋 白质 ，其 中：

糖基化修饰最常用 的为 N -糖基化和 0 -糖基化 。糖基化修饰肽优选在本发 明所述重组蛋 白氨基

酸序列中的一个或多个 Tyr 、 Ser 或 Thr 残基上 的氧与糖相连或本发 明所述重组蛋 白的氨基酸

序列中的一个或多个天冬酰胺侧链 的酰胺氮与糖相连 。

磷酸化修饰肽优选在本发 明所述重组蛋 白氨基酸序列中的一个或多个 Tyr 、 Ser 或 Thr 位 点

进行磷酸化 。

甲基化修饰肽包括侧链 甲基化修饰肽和 N 端 甲基化修饰肽 ，侧链 甲基化优选在本发 明所述

重组蛋 白氨基酸序列中的一个或多个 Lys 、Tyr 或 Arg 侧链上进行 甲基化 ，如 Lys(For),Lys(Me),

Lys(Me)2, Lys(Me)3, Arg(Me)2 symmetrical, D-Tyr(Me),D-Tyr(Et) ；

乙酰化修饰肽优选在本发 明所述重组蛋 白氨基酸序列中的一个或多个 Lys 或 Ser 侧链进行 乙



酰 化 ，如 Ser(Ac) 或 Lys(Ac) 。

硝 基 化 或磺 酸化 修饰肽 优 选 在 本 发 明所 述 重组 蛋 白氨 基 酸序 列 中 的一个 或 多个 Tyr 侧 链 上

进 行 硝 基 化 或磺 酸化 ，Tyr(3-N0 2) ，Tyr(S0 3H 2) 。

中 间残 基 的 PEG 修饰 优 选 在 本 发 明所 述 重 组 蛋 白氨 基 酸序 列 中 的一个 或 多个 Lys 侧 链 的氨

基 进 行 PEG 修饰 ，PEG 分 子 量优 选 为 2000-10000 。

或 者 ，将 本 发 明所 述 重 组 蛋 白或其 上 述 修饰 蛋 白的氨 基 酸序 列 中 的一种 或 多种 氨 基 酸 替 换

成 相 应 的氨 基 酸衍 生物 或特 殊 氨 基 酸 ，如将 丙氨 酸 替 换成 β -丙 氨 酸 、高苯 丙氨 或 萘基 丙氨 酸 ，

将 脯 氨 酸 替 换成 羟 脯 氨 酸 ，亮 氨 酸 替 换成 正亮 氨 酸 ，缬氨 酸 替 换成 正缬氨 酸 ，苏氨 酸 替 换成

别 苏氨 酸 ，异 亮 氨 酸 替 换成 别异 亮 氨 酸 ，天 冬酰 胺 替 换成 2- 乙酰 氨 基 -2- 脱 氧 - β -D- 吡 喃葡 萄

糖 基 天 冬酰 胺 （Asn (GlcNac(Ac)3 - -D)) ，赖 氨 酸 替 换成 Lys (palmitoyl) 。

或 者 ，将 本 发 明所 述 重 组 蛋 白或其 上 述 修饰 蛋 白的氨 基 酸序 列 中 的一种 或 多种 氨 基 酸 替 换

成 相 应 的 D 型氨 基 酸 。

本 发 明中编 码 上述 具有 Tumstatin 活 性 与 CD137L 活 性 的双 功 能重 组 蛋 白的基 因 （GenBank:

AAF72632.1 与 NP_003802.1 ) 使 用 常 规策 略通 过全 基 因合 成 、PCR 方法 或其 两 者 结合 的方法

获 得 ， 其 中 CD137L 全 长 序 列 载 体 模 板 可 参 考 文 献 （Wang shuzhen. J Ind Microbiol

Biotechnol. 2012 Mar;39(3):471-6. doi: 10.1007/sl0295-011-1045-l. ) 中公 开 的方法 制 备得 到 。

本 发 明构 建 了含 有 上述 编 码 具有 Tumstatin 和 CD137L 双 功 能 的蛋 白基 因 的表 达载 体 ，即通

过 常 规 PCR 技 术及 酶 切 、连 接 将 Tumstatin- 连 接肽 -CD137L 胞 外 区基 因片段 经 Ndel 和 Nhel

双 酶 切后 ，连 接 入 原 核表 达载 体 pETlla 的相 应 酶 切位 点之 间 ，经 过测 序 验 证得 到 正确 的表 达

载 体 。

本 发 明构 建 了含 上述 表 达载 体 的基 因工程 菌 ，即通 过将 目的基 因转 化 BL21 , 通 过 液 体 培养

基 小量 培养 筛选 表 达 目的蛋 白的 阳性 工程 菌 。

本 发 明提 供 了获得 具有 Tumstatin 和 CD137L 双 功 能 的蛋 白的方法 ，该 方法 是将 阳性 工程 菌

种 进 行 培养 发酵 并经 常温 诱 导使其 高效表 达 具有 Tumstatin 和 CD137L 双 功 能 的蛋 白，再 收集

菌 体 ， 高压 破 碎 细 胞 、离 心 得 到 的菌 体 沉 淀 经 变 性 溶 解 和 稀 释 复 性 获 得 具 有 Tumstatin 和

CD137L 双 功 能 的重 组 蛋 白。

本 发 明对 具有 Tumstatin 和 CD 137L 双 功 能 的重 组 蛋 白的活 性测 定 是通 过 开展 人脐 静 脉 内皮

细胞 活 性试 验 （HUVEC assay) 和 小 鼠 T 细胞 激 活试 验 来 进 行 的 。其 中 ，人脐 静 脉 内皮 细胞

活 性试 验 结果 显 示 ，对 内皮 细胞 的增 殖 有 显 著 的抑 制 作用 。小 鼠 T 细胞 激 活试 验 表 明，所 述

重 组 蛋 白能保 持 CD137L 的生物 活 性 ，可 协 同抗 CD3 和 抗 CD28 单 克 隆抗 体剌 激 T 细胞 的增



殖。

本发明的有益效果：

本发明表明，采用原核表达系统表达由Tumstatin 和 CD 137L 胞外区活性片段重组蛋白，

可以产生兼具 Tumstatin 和 CD 137L 双活性的蛋白。利用本发明生产的 Tumstatin- 连接肽

-CD 137L 重组蛋白 （兼具 Tumstatin 和 CD 137L 功能的蛋白），具有表达效率高、表达量大、

表达周期短，易于纯化等优点。同时，本发明提供的融合蛋白对人脐静脉内皮细胞的增殖有

显著的抑制作用，并且具有剂量依赖性，同时也可协同抗 CD3 和抗 CD28 单克隆抗体剌激小

鼠T 细胞的增殖。因此，本发明为大规模生产 Tumstatin 和 CD 137L 重组蛋白提供了新的、安

全的途径，为进一步研究和开发成为新一代抗肿瘤药物奠定了扎实的基础，在制药行业具有

广阔的应用前景。

附图说明

图 1为本发明所述具有 Tumstatin 和 CD 137L 双功能的重组蛋白结构示意图。柔性连接肽氨

基酸序列选自SEQ ID N0.69- SEQ ID N0.76 中的一种。

图2 为CD 137L1 ( SEQ ID N0.77 )、CD 137L5 ( SEQ ID N0.78 )、CD 137L6 ( SEQ ID N0.79 )

禾口CD 137L4 ( SEQ ID NO. 80 ) 在 CD 137L 氨基酸全长序列中的区域示意图。

图 3 为氨基酸序列如 SEQ ID N0.25- SEQ ID N0.48 所示的重组蛋白 Tumstatin- 连接肽

-CD 137L 在大肠杆菌中的表达。泳道 1-24 分别对应 SEQ ID N0.25-48 。

图4 为代表性 Tumstatin- 连接肽-CD 137L 蛋白氨基酸序列 （SEQ ID N0.29-SEQ ID N0.3 8 )

在枯草芽孢杆菌中的表达。泳道 1-8分别对应 SEQ ID NO. 29、30、31、32、33、34、35、36、

37、38。

图5 为代表性 Tumstatin- 连接肽-CD 137L 蛋白氨基酸序列 （SEQ ID NO. 29-SEQ ID NO. 36 )

在酵母菌中的表达。泳道 1- 16 分别对应蛋白氨基酸序列 SEQ ID NO. 29、30、31、32、33、

34、35、36、37、38、39、40、41、42 。

图 6 为代表性 Tumstatin- 连接肽-CD 137L 蛋白样品经稀释复性后进行的 SDS-PAGE 电泳结

果图。其中，第 1泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID N0.25 ; 第 2 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID

N0.26 ; 第 3 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID N0.27 ; 第 4 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID

N0.37 ; 第 5 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID N0.3 8; 第 6 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID

N0.4 1; 第 7 与第 10 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID N0.43 ; 第 8 与第 11泳道样品氨基酸序

列为 SEQ ID N0.44 ; 第 9 与第 12 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID N0.48 ; 第 13 与第 15泳道

样品氨基酸序列为 SEQ ID N0.45 ; 第 14 与第 16 泳道样品氨基酸序列为 SEQ ID N0.46 ; 第



1 与第 18 泳道样 品氨基酸序列为 SEQ ID N0.47 。

图 7 为代表性 Tumstatin- 连接肽 -CD137L 蛋 白样 品对人脐静脉 内皮细胞增殖 的影响。

图 8 为代表性 Tumstatin- 连接肽 -CD137L 蛋 白样 品对小 鼠 T 淋 巴细胞增殖 的影响。

具体实施方式

下面结合 附图及实施例对本发 明作进一步描述 ：

本发 明共设计 24 种具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性 的双功能重组蛋 白，其核苷酸序

列为 SEQ ID NO.l 至 SEQ ID N0.24 所示序列 ，翻译编码氨基酸序列为 SEQ ID N0.25 至 SEQ

ID N0.48 所示序列 。该组蛋 白具有 Tumstatinl 第 45 位至第 98 位氨基酸片段 、Tumstatin2 第

60 位至第 132 位氨基酸片段 、Tumstatin3 第 60 位至第 98 位氨基酸片段或 Tumstatin7 第 74

位至第 98 位氨基酸片段与 CD137L 胞外 区蛋 白氨基酸序列 （CD137L1 第 46 位至第 254 位氨

基酸片段 ，CD137L5 第 83 位至第 254 位氨基酸片段 ，CD137L6 第 46 位至第 85 位氨基酸和

第 167 位至第 254 位氨基酸 的接合片段 中的一种 ，两者通过柔性连接肽连接融合而成 ，其 中

连接肽氨基酸序列如 SEQ ID N0.69 至 SEQ ID N0.76 所示 。本发 明在连接有上述 Tumstatin

活性片段基 因和连接肽基 因的核苷酸序列 的 （如 SEQ ID N0.81-SEQ ID N0.94 所示 ）的 5 '

端和 3 ' 设计 EcoRI 和 BamHI 酶切位 点，交 由上海捷瑞生物工程有 限公司进行全合成 ，并连

入具有相应酶切位 点 pBluescriptll SK(+) 载 体 ，重组载体 由上海捷瑞生物工程有 限公司提供 。

各类表达载体 由 Novagen 公司购得 ，ToplO 和 BL21 (DE3 ) 菌株 由 Invitrogen 公司购得 。

pMD18-T 载体 、溶液 I ( 货 号 ：D103A) 、逆转录酶 、T4DNA 连接酶和 Ndel 、Nhel 等 限制性

内切酶均购 自 TAKARA 公司 。引物 的合成和核苷酸序列测序 由上海英骏生物技术有 限公司完

成 。变性溶解和稀释复性所采用 的尿素 （分析纯 ）购 自南京试剂化学 品有 限公司 。人脐静脉

内皮细胞株购 自南京凯基生物科技发展有 限公司 。小 鼠 T 细胞增殖试验所使用 的 EasySep 

Negative Selection Kit 购 自 Stem Cell 公司 。抗 CD3 和抗 CD28 单克隆抗体购 自 Santa Cruz 公

司 。其他试剂均为 国产分析纯 。

实施例 1 : 具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性 的重组蛋 白 Tumstatin-CD137L 在大肠杆菌

表达系统 中的表达

1. 表达系统 的构建

共设计 了 24 种具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性 的双功能重组蛋 白，该蛋 白为 Tumstatinl/

成 （图 1) 。其 中，CD137L1 、 CD137L4, CD137L5, CD137L6 分别来 自 CD137L 全长氨基酸

序列 的 46-254 位氨基酸 、50-240 位氨基酸 、83-254 位氨基酸 ，以及 46-85 位氨基酸 和 167-254



位氨基酸 （图 2 ) 。该蛋 白核苷酸序列为 £ 1 « .1 至 £ 10 ^«).24 所 示序列 ，翻译编码

氨基酸序列为 SEQ ID N0.25 至 SEQ ID N0.48 所 示序列 ，连接肽选 自SEQ ID N0.69 至 SEQ ID

N0.76 所 示序列 中的一种 。

编码 CD137L 胞外 区蛋 白 （CD137L1 第 46 位 至 254 位氨基酸片段 ，CD137L4 第 50 位 至第

240 位氨基酸片段 ，CD137L5 第 83 位至第 254 位氨基酸片段 ，CD137L6 第 46 位 至第 85 位

氨基酸和第 167 位 至第 254 位 ）氨基酸序列 的核苷酸序列如 SEQ ID N0.61- SEQ ID N0.64 所

示 ，采用 PCR 方法扩增得 到 ，其 中，CD137L 全 长序列模板参考文献 （Wang shuzhen. J Ind

Microbiol Biotechnol. 2012 Mar;39(3):471-6. doi: 10.1007/sl0295-011-1045-l. ) 中公开 的方法制

备得 到 。

以上述文献 中提及方法制备本专利所用 的 CD137L 模板 。以 SEQ ID NO. 6 1 的上游 引物

( SEQ ID N0.95) 禾 SEQ ID NO. 6 1 的下游 引物 （SEQ ID N0.96) 为 引物 ，rTaqDNA 聚合酶

催化扩增得 到 CD137L1 ( SEQ ID NO. 6 1 ) 基 因片段 （此 时该基 因两端酶切位 点分别为 5 '

BamHI 和 3 ' Notl), 并将 该产物连至 pMD18-T 载 体 。随后通过酶切连接等常规分子生物学

手 段 ，将 CD137L1 基 因片段 从 pMD18-T 载 体 上 切 下连 接 至 由捷 瑞 公 司全合 成 的 已含有

Tumstatin 和连接肽 ( SEQ ID NO. 87- SEQ ID N0.94) 的 pBluescriptll SK(+) 载 体上 。到这一步 ，

已将完整 的融合 蛋 白基 因 （SEQ ID N0.5- SEQ ID N0.12) 整合在 pBluescriptll SK(+) 载 体上 。

之后选用上游 引物 SEQ ID N0.97, 下游 引物 SEQ ID N0.98, 通 过 PCR 的方法扩增该融合 蛋

白基 因，产物 5 ' 酶切位 点为 Nhel ，产物 3 ' 酶切位 点为 Ndel ，最终连接至表达载体 pETlla 。

以上述文献 中提及方法制备本专利所用 的 CD137L 模板 。以 SEQ ID NO. 6 的上游 引物

( SEQ ID N0.99) 禾 SEQ ID NO. 6 的下游 引物 （SEQ ID NO. 100) 为 引物 ，rTaqDNA 聚合

酶催化扩增得 到 CD137L5 ( SEQ ID NO. 62) 基 因片段 （此 时该基 因两端酶切位 点分别为 5 '

BamHI 和 3 ' Notl), 并将 该产物连至 pMD18-T 载 体 。随后通过酶切连接等常规分子生物学

手 段 ，将 CD137L5 基 因片段 从 pMD18-T 载 体 上 切 下连 接 至 由捷 瑞 公 司全合 成 的 已含有

Tumstatin 和连接肽 ( SEQ ID N0.81- SEQ ID NO. 86) 的 pBluescriptll SK(+) 载 体上 。到这一步 ，

已将完整 的融合 蛋 白基 因 （SEQ ID N0.1 、 SEQ ID N0.3, SEQ ID NO. 13- SEQ ID NO. 16) 整

合在 pBluescriptll SK(+) 载 体上 。之后选用 SEQ ID NO.l 上游 引物 SEQ ID NO. 101 、 SEQ ID

N0.3 上游 弓I物 SEQ ID NO. 102、SEQ ID NO. 13- SEQ ID NO. 14 上游 弓|物 SEQ ID NO. 103、SEQ

ID NO.15- SEQ ID NO.16 上游 引物 104，SEQ ID NO. 1 SEQ ID NO.3, SEQ ID NO. 13- SEQ ID

NO.16 下游 引物 SEQ ID NO.105, 通 过 PCR 的方法扩增该融合 蛋 白基 因，产物 5 ' 酶切位 点

为 Nhel ，产物 3 ' 酶切位 点为 Ndel ，最终连接至表达载体 pETlla 。



以上述文献 中提及方法制备本专利所用 的 CD137L 模板 。以 SEQ ID N0.63 的上游引物 1

( SEQ ID NO.106)^P SEQ ID NO. 63 的下游引物 1( SEQ ID NO.107) 为引物 ，以 SEQ ID NO. 63

的上游引物 2 ( SEQ ID NO. 108) 和 SEQ ID N0.63 的下游引物 2 ( SEQ ID NO. 109) 为引物 ，

rTaqDNA 聚合酶催化扩增得到 CD137L6 ( SEQ ID N0.63 ) 的两个基 因片段 ，琼脂糖 电泳切胶

回收该两段基 因。随即使用分子生物学 OverlapPCR 技术 ，将 回收得到的两段基 因用做模板 ，

以 CD137L6 的上游引物 1 ( SEQ ID NO. 107) 和 CD137L6 的下游引物 ( SEQ ID NO. 109)

为引物 ，扩增 出最终的 CD137L6 ( SEQ ID N0.63 ) 片段 （两端酶切位点 5 ' BamHI 禾口3 '

Notl) 并连接至 pMD18-T 载体 。随后将 CD137L6 ( SEQ ID N0.63 ) 基 因片段从 pMD18-T 载

体上切下连接至 由上海捷瑞公司合成 的已含有 Tumstatin 和连接肽 （SEQ ID N0.8U SEQ ID

NO. 82 SEQ ID NO. 84 SEQ ID NO. 86) 的 pBluescriptll SK(+) 载体上 。到这一步，已把完整

的融合蛋 白基 因 （SEQ ID N0.2 、SEQ ID NO.4, SEQ ID NO. 17-1 8 ) 整合在 pBluescriptll SK (+)

载体上 。之后分别选用 SEQ ID N0.2 、 £ 10 .4 上游 引物 £ 10 ^3.110 、SEQ ID NO. 17

上游引物 SEQ ID N0.111 、 SEQ ID NO.18 上游 引物 SEQ ID NO.112, SEQ ID NO.2, SEQ ID

N0.4 、 SEQ ID N0.17 、 SEQ ID NO.18 下游 引物 SEQ ID NO.113, 通过 PCR 的方法扩增该融

合蛋 白基 因 （SEQ ID N0.2 、 SEQ ID NO.4, SEQ ID NO. 17、 SEQ ID NO.18), 并连接至最终

表达载体 pETlla 。

上述实验操作过程 中涉及到的引物有 ：

SEQ ID NO. 6 1 的上游引物

5 ' -GGATCCGCCGTCTTCCTCGCCTGCC-3 ，(下划线部分为 BamHI 酶切位点）

SEQ ID NO. 6 1 的下游引物

5 ' -GCGGCCGC TTCCGACCTCGGTGAAGGGAGT-3 ' (下划线部分为 Notl 酶切位 点）

融合蛋 白基 因 （SEQ ID N0.5- SEQ ID NO. 12) 的上游引物

5 ' -GCTAGC ACAATGCCATTCTTATTCTGCAATG-3 ' (下划线部分为 Nhel 酶切位点）

融合蛋 白基 因 （SEQ ID N0.5- SEQ ID NO. 12) 的下游引物

5 ' -CATATG TTCCGACCTCGGTGAAGGGAGTCCG-3 ' (下划线部分为 Ndel 酶切位点）

SEQ ID NO. 6 的上游引物

5 ' -CGGGATCC GCCTCTTGGACCTGCGGCAG-3 ' (下划线部分为 BamHI 酶切位点）

SEQ ID NO. 62 的下游引物

5， -GCGGCCGC TTCCGACCTCGGTGAAGGGAG-3 ' (下戈'J线部分为 Notl 酶切位 点）

SEQ ID N0.1 上游 引物



5 ' -GCTAGC GGTTTTTCTTTCTTATTTGTTCAAG-3 ' (下戈ij 线部分为 Nhel 酶切位点）

SEQ ID N0.3 上游引物

5 ' -GCTAGC GGTTTTTCTTTCTTATTTGTTCAAG-3 ' (下戈'J线部分为 Nhel 酶切位点）

SEQ ID NO. 13- SEQ ID NO. 14 上游引物

5 ' -GCTAGCC AAGATTTAGGTACTTTGGGCTCTT-3 ' (下划线部分为 Nhel 酶切位点）

SEQ ID NO. 15- SEQ ID NO. 16 上游弓|物

5 ' -GCTAGC AAGAGCCCAAAGTACCTAAATCTTG-3 ' (下划线部分为 Nhel 酶切位点)

SEQ ID NO. 1、SEQ ID N0.3, SEQ ID NO. 13- SEQ ID NO. 16 下游引物

5，- CATATGTTCCGACCTCGGTGAAGGGAG-3 ，(下划线部分为 Ndel 酶切位点）

SEQ ID N0.63 的上游引物 1

5 ' -CGGGATCCGCCGTCTTCCTCGCCTGC-3 ，(下戈'J线部分为 BamHI 酶切位点）

SEQ ID N0.63 的下游引物 1

5，-CGCAAACATGCCCTGCCCTG-3 '

SEQ ID N0.63 的上游引物 2

5，-CAGGGCAGGGCATGTTTGCGGGTTTCCAGGGCCGCTTGC -V

SEQ ID N0.63 的下游引物 2

5，-GCGGCCGCTTCCGACCTCGGTGAAGGGAG -3，(下戈'J线部分为 Notl 酶切位点）

SEQ ID N0.2, SEQ ID N0.4 上游引物

5 ' -GCTAGC GGTTTTTCTTTCTTATTTGTTCAAG-3 ' (下戈'J线部分为 Nhel 酶切位点）

SEQ ID NO. 17 上游引物

5 ' -GCTAGCCAAGATTTAGGTACTTTG-3 ，(下划线部分为 Nhel 酶切位点）

SEQ ID N0.18 上游引物

5，-GCTAGCCAAGATTTAGGTACTTTGGGCTCTT-3 ， (下划线部分为 Nhel 酶切位点）

SEQ ID N0.2, SEQ ID N0.4, SEQ ID N0.17, SEQ ID NO. 18 下游引物

5 ' -CATATGTTCCGACCTCGGTGAAGGGAG-3 ，(下划线部分为 Ndel 酶切位点）

上述 PCR 扩增条件均为：

94V 5min

94V lmin, 60 °C 30s, 7 °C 30s, 30 cycles

72 °C 5min,

4 C , Hold



将 PCR 产物回收后，与 pMD-18T 载体连接，体系为 ρΜϋ-18 Τ1µ ，目的片段 4µ ，溶液 Ι5µ ，

连接反应条件为 16 C，反应时间为 16h。化学氯化钙法转化大肠杆菌 ToplO 菌株。在含有氨

苄青霉素的 LB 固体培养基上培养 12h 后挑取单克隆，提取质粒后用限制性内切酶 Ndel 和

Nhel 进行双酶切鉴定。经酶切验证正确的菌落送交上海英骏生物技术有限公司测序，以确定

基因序列的正确性。将测序正确的目的片段与原核表达载体 pETlla 连接，反应体系为 T4 连

接酶 10X 缓冲液 1µ ，ρΕΤΙΙαΙµ , 目的基因 7µ ，Τ4 连接酶 1µ ，反应条件为 16 C，16h。

双酶切验证后，转化入大肠杆菌表达菌株 BL21 (DE3 ) 。

重组蛋白的表达

在超净台中，向含 lOOpg/mL 氨苄青霉素的 L B 培养基中分别加入 lmL 上述保存的含有

目的基因质粒的大肠杆菌 BL21 (DE3 ) 菌种至 lOOmL 菌液中，置于摇床上，37 C，250rpm

条件下过夜培养。将活化后的种子培养基转接到无菌 LB 培养基中，于 OD 6 值为 0.9 时加

入 IPTG, 诱导剂浓度为 ΙΟΟµΜ , 37 C培养 8h 后室温离心收菌，转速 12000rpm ，30min 。菌

体湿重 l g 加入 lOmLPBS 吹悬，加入高压破细胞仪中裂解细胞，收集流出液，4 °C ，12000rpm,

30min 离心，弃上清，留沉淀做 SDS-PAGE 分析。

SDS-PAGE 实验操作流程如下所示：

1) 每管各取适量裂解菌体沉淀于 EP 管中，用 lmLddH 20 洗涤，离心 12000rpm,lmin, 弃上

清，再用 100 µ 1Η2Ο 重悬。

2 ) 取 20 µ L 重悬菌液加 5 µ L 5 X SPS-PAGE 上样缓冲液，沸水浴 5min 。

3 ) 参照 《分子克隆手册》灌制 SDS-PAGE 胶，5%浓缩胶，12%分离胶，l X Tri-Gly 蛋白电

泳缓冲液。

4 ) 各取 20 L 上清液上样，进行电泳，参数为恒压 90V,30min 而后 130V ，l h。电泳结束

后取下 SDS-PAGE 胶，考马斯亮蓝染色 l-2h 。取出后用去离子水冲洗三次，置脱色液中浸泡

过夜。

5 ) 蛋白电泳结果详见附图。与阴性对照相比，经过诱导之后，阳性菌种得到了显著表达。

具体表达情况见图 3 所示。由图可见以上所述蛋白均已在大肠杆菌 BL21(DE3) 中表达。

3 . 重组蛋白的纯化

包涵体复性研究

采用上述方法收集高压破碎后所得的菌体沉淀，经过洗涤液 A 和 B 反复洗涤 2 次，

12000rpm,10min, 离心弃上清，收集备用。洗涤液 A 的配方为 20mMTris-HCL,pH8.5,2M 尿素，

2%TritonX-100 ; 洗涤液 B 配方为 20mMTris-HCL,pH8.5,2M 尿素，5mMEDTA 。洗涤完毕后 ，



用溶解液 （20mMTris,pH8.5，8M 尿素）于 50 C过夜变性。经过完全变性后，在 4 C层析柜中

将变性液通过恒流装置加入复性溶液中，整个过程在缓慢搅动中持续 12h。复性溶液配方为，

20mMTris-HCL pH8.5, 2M 尿素，0.4-0.6M L-Arg ，lmM EDTA 。将所得含有样品的复性溶液

进 行 浓 缩 、置 换 。浓 缩 使 用 的装 置 为 Millpore 公 司 的 Amicon Ultra- 15 浓 缩 管 ，

4500rpm,30min,4 C 。同时将浓缩液置换至 pH7.4,100mM PBS 缓冲液中，最终体积为 lmL 。4 C

保藏备用 （图 6 )。经测算，复性后 目的产物的纯度达 80% 以上，由图可见以上所述变性包涵

体蛋白复性情况良好。

实施例 2 : 具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性的重组蛋白 Tumstatin-CD137L 在枯草芽孢

杆菌表达系统中的表达

1. 表达系统的构建

使用实施例 1 中构建好的包含完整重组蛋白基因序列 （SEQ ID N0.1-24) 的 pBluescriptll

SK(+) 载体为模板，通过设计不同引物 （5' Pstl 、3 ' Hindlll) 并进行 PCR ，扩增连在 pBluescriptll

SK(+) 载体上的不同融合蛋白基因并将该完整片段连接至表达载体 pP43 (连接实验前需 Pstl 、

Hindlll 双酶切该载体）。PCR 以及酶切连接等操作步骤同实施例 1 中融合蛋白基因的构建部

分。待表达载体构建完毕，即进行电转操作 （具体方法详见 Bio-Rad 电转仪使用说明），完成

枯草芽孢杆菌表达系统 WB800 重组菌株的构建。

2. 重组蛋白的表达

种子液的培养 在超净台中，向含 50 µ g/mL 卡那霉素的 L B 培养基中分别加入 10 µ L 上

述保存的含有 目的基因质粒的枯草芽孢杆菌 WB800 菌种至 5mL 试管培养基中，置于摇床上，

37 C，250rpm 条件下培养 12h。 重组 WB800 发酵 将活化后的种子菌液按 10%的转接量转

接到含有 50 µ g/mL 卡那霉素无菌 2 XYT 培养基中，pH7.0 ，37 C培养 96h 后 4 C低温离心收

集上清同时取样做 SDS-PAGE 分析。

3. 重组蛋白的纯化

重组蛋白的纯化采用 GE 公司的DEAE 阴离子交换法纯化该 目的蛋白，纯化缓冲液为 PBS

磷酸盐缓冲液，pH8.5 。

实施例 3 : 具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性的重组蛋白 Tumstatin-CD137L 在酵母表达

系统中的表达

1.表达系统的构建

将整合在 pBluescriptll SK(+) 载体上的不同融合蛋白基因 （SEQ ID NO. 1-24) 用 EcoRI 和

Notl 双酶切并连接至 pPIC9K ，完成载体构建工作。随后进行电转操作 （具体方法详见 Bio-Rad



电转仪使用说 明），完成毕赤酵母 GS115 重组菌株 的构建 。

2 . 重组蛋 白的表达

使用 BMGY 富集菌体 ，BMMY 诱 导表达 的策 略来发酵获得 目的产物 。第一天将按上述

方法构建完成 的表达菌株接菌至 YPD 种 子培养基 ，37 C过夜培养 。第二天转移适量种子培养

液至 BMGY 培养基 中，生长 48h ，待 OD600 为 10 时，将培养基更换为 BMMY, 诱 导表达

96h, 12,000rpm30min 离心 收集上清 同时取样 做 SDS-PAGE 分析 。

3 . 重组蛋 白的纯化

重组蛋 白的纯化采用 GE 公司 的 DEAE 阴离子柱进行离子交换纯化分析 。磷酸盐缓冲液

体系下 pH 为 8.5 ，产物纯度可达 80% 以上 。

实施例 4 : 具有 Tumstatin 和 CD137L 双 功 能 的重组蛋 白对人脐静脉 内皮细胞增殖 的影 响 。

1) 细胞培养 ：人脐静脉 内皮细胞系 （HUVEC) 用含 10%胎 牛血清 、 100U/mL 青霉素及

100U/mL 链霉素 的 RPMI-1640 培养基 ，在 37 C，5%C0 2、饱和湿度 的培养箱 中培养 ，2~3 天

待细胞贴壁长满后传代 ，取对数 生长期细胞用 于实验 。

2) MTT 比色法测定 ：取对数 生长期细胞 ，以每孔 5000 个 细胞接种 于 96 孔培养板 中，每

孔加入细胞悬液 100 L ，在细胞培养箱 中培养 12h，待细胞贴壁后加入 lOO L 不 同浓度 蛋

白样 品，阳性对照为 TNP-470, 阴性对照组加入相 同体积 的 PBS ，每组设置 3 个 复孔 ，分别处

理 48h 。培养 结束 前 4h 于 96 孔培养板 中每孔加入 5mg/mL 的 MTT 液 20 µ L ,置 细胞培养箱 中

继续培养 4h 后 轻轻吸去培养基 ，然后每孔加 入 DMSO150 µ L ,震 荡 lOmin 使蓝 紫色沉淀充分

溶解 。用酶标仪测定吸光值 （A490) 。

实验 结果如 图 7 所 示 ，其 中，TNP-470 为 阳性对照 ，" 115" 为 Tumstatinl- 连 接肽 1-CD137L5

( SEQ ID N0.25), " 155" 为 Tumstatinl- 连 接肽 5-CD137L5 ( SEQ ID N0.27), " 116" 为

Tumstatinl- 连 接肽 1-CD137L6 ( SEQ ID N0.26), "215" 为 Tumstatin2- 连 接肽 1-CD137L5 ( SEQ

ID N0.37), "255" 为 Tumstatin2- 连 接肽 5-CD137L5 ( SEQ ID N0.38), "256" 为 Tumstatin2-

连 接肽 5-CD137L6( SEQ ID N0.41 )，"711 " 为 Tumstatin7- 连 接肽 1-CD137L1 ( SEQ ID N0.29),

"721 " 为 Tumstatin7- 连 接肽 2-CD137L1 ( SEQ ID NO.30), "731 " 为 Tumstatin7- 连 接肽

3-CD137L1 ( SEQ ID N0.31 ) , "741 " 为 Tumstatin7- 连 接肽 4-CD137L1 ( SEQ ID N0.32), "751 "

为 Tumstatin7- 连 接肽 5-CD137L1 ( SEQ ID N0.33 ) , "761 " 为 Tumstatin7- 连 接肽 6-CD137L1

( SEQ ID N0.34), "771 " 为 Tumstatin7- 连 接肽 7-CD137L1 ( SEQ ID N0.35), "781 " 为

Tumstatin7- 连 接肽 8-CD137L1 ( SEQ ID N0.36), " 114" 为 Tumstatinl- 连 接肽 1-CD137L4 ( SEQ

ID N0.43 ) , "214" 为 Tumstatin2- 连 接肽 1-CD137L4 ( SEQ ID N0.44), "314" 为 Tumstatin3-



连接肽 1-CD137L4( SEQ ID N0.45) ，" 154" 为 Tumstatinl- 连 接肽 5-CD137L4( SEQ ID N0.46),

"254" 为 Tumstatin2- 连 接肽 5-CD137L4 ( SEQ ID N0.47), "354" 为 Tumstatin3- 连 接肽

5-CD137L4 ( SEQ ID N0.48) 。上述 结果表 明所选 的代表性具有 Tumstatin 和 CD137L 功 能 的

重组蛋 白对人脐静脉 内皮细胞显示 出抑制效应 ，其 中 SEQ ID N0.26 、SEQ ID N0.37, SEQ ID

N0.4U SEQ ID NO.30, SEQ ID N0.31 显示 出的抑制效应 高于 阳性对照 。

实施例 5: 具有 Tumstatin 和 CD137L 双 功能 的重组蛋 白对 小 鼠脾脏 T 淋 巴细胞增殖 的影 响 。

按照 Stemcell 公 司 的 EasySep Negative Selection Mouse T cell Enrichment Kit 试 剂盒说 明书

来操作 。从小 鼠脾脏 中分离获得纯化 的 T 细胞群体 。人 CD3 单 克隆抗体按 7.5 g/mL 包被

96 孔板 ，4 C过夜 ，第 2 天加入分离 的小 鼠脾脏 T 细胞 lOOul/ 孔 （105个 ），共分成 4 个 实验

组 ： 1) 未加任何抗体剌激 的 T 细胞 空 白组 （Medium +T cell); 2 ) 抗 CD3 (7.5 g/mL) 和

抗 CD28 单 克隆抗体 （2.5 g/mL) 联合剌激 组 (CD3/CD28); 3) 抗 CD137 单抗联合抗 CD3

和抗 CD28 单 克隆抗体剌激组 (CD3/CD28/anti-CD137mAb); 4 ) 融合 蛋 白样 品分别联合抗 CD3

和抗 CD28 单 克隆抗体剌激组 (CD3/CD28/Tumstatinl-CD137L) ，每组置 3 个 复孔 。培养 92h 后 ，

每孔加 l O L alamar blue, 12h 后测 吸光度 A570 值 ，以 A600 为参照 。实验 结果如 图 8 所示 ，

其 中，" 115" 为 Tumstatinl- 连 接肽 1-CD137L5 ( SEQ ID N0.25), " 155" 为 Tumstatinl- 连 接

肽 5-CD137L5 ( SEQ ID N0.27), " 116" 为 Tumstatinl- 连 接肽 1-CD 137L6 ( SEQ ID N0.26),

"215 " 为 Tumstatin2- 连 接肽 1-CD137L5 ( SEQ ID N0.37), "255 " 为 Tumstatin2- 连 接肽

5-CD137L5 ( SEQ ID N0.38), "256" 为 Tumstatin2- 连接肽 5-CD137L6 ( SEQ ID NO.41 ) , "711 "

为 Tumstatin7- 连接肽 1-CD137L1 ( SEQ ID N0.29), "721 " 为 Tumstatin7- 连接肽 2-CD137L1

( SEQ ID NO.30), "731 " 为 Tumstatin7- 连 接肽 3-CD137L1 ( SEQ ID NO.31 ) , "741 " 为

Tumstatin7- 连接肽 4-CD137L1 ( SEQ ID N0.32), "751 " 为 Tumstatin7- 连接肽 5-CD137L1 ( SEQ

ID N0.33 ) , "761 " 为 Tumstatin7- 连接肽 6-CD137L1 ( SEQ ID N0.34), "771 " 为 Tumstatin7-

连接肽 7-CD137LK SEQ ID N0.35) ，"781 " 为 Tumstatin7- 连接肽 8-CD137LK SEQ ID N0.36),

" 114" 为 Tumstatinl- 连 接肽 1-CD137L4 ( SEQ ID N0.43 ) , "214" 为 Tumstatin2- 连 接肽

1-CD137L4 ( SEQ ID N0.44), " 3 14" 为 Tumstatin3- 连接肽 1-CD137L4 ( SEQ ID N0.45), " 154"

为 Tumstatinl- 连 接肽 5-CD137L4 ( SEQ ID N0.46), "254" 为 Tumstatin2- 连接肽 5-CD137L4

( SEQ ID N0.47), "354" 为 Tumstatin3- 连接肽 5-CD137L4 ( SEQ ID N0.48) 。结果表 明所选

的代表性具有 Tumstatin 和 CD137L 功 能 的重组蛋 白在终浓度 为 2 µ g/mL 时对 T 细胞 的增殖

作用显著高于 "CD3+CD28" 协 同剌激组 ，证 明 CD137L 和 CD28 具有协 同效应 。由此表 明，

本发 明所获得 的代表性具有 Tumstatin 和 CD137L 功 能 的重组蛋 白具有 良好 的协 同剌激 T 细 胞



增殖 的生物学活性 。

以上所述实施例仅表达 了本发 明的实施方法，是结合具体的优选实施方法对本发 明所作的

进一步详细说 明，不能因此理解为本发 明的具体实施只局 限于这些说 明。除此之外 ，实施例

仅选取 了不 同活性位点的 Tumstatin 基 因与 CD137L 胞外区相连接 ，不能理解为本发 明中的

Tumstatin 基 因只与 CD137L 胞外区相连接 ，其也能够与其他蛋 白或多肽相连接 ,或者不与其他

蛋 白基 因相连接 。对于本领域 的普通技术人员来说，在不脱离本发 明构思的前提下，对实施

例做出的若干简单推演或替换，都应视为属于本发 明的保护范围。
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1. 一种具有 Tumstatin 和 CD137L 活性的双功能重组蛋白，其特征在于该蛋白具有 Tumstatin

活性片段氨基酸序列和 CD137L 胞外区蛋白片段氨基酸序列，所述 Tumstatin 活性片段氨基酸

序列和 CD137L 胞外区蛋白片段氨基酸序列通过柔性连接肽融合而成，所述 Tumstatin 活性片

段氨基酸序列选 自SEQ ID N0.65 至 SEQ ID N0.68 中的一种，所述连接肽氨基酸序列选 自

SEQ ID NO. 69至 SEQ ID NO. 76 中的一种，所述 CD137L 蛋白胞外区片段氨基酸序列选 自SEQ

ID N0.77 至 SEQ ID NO. 80 所示的氨基酸序列中的一种。

2. 如权利要求 1所述的双功能重组蛋白，其特征在于具有 SEQ ID N0.25 至 SEQ ID N0.48 之

一的氨基酸序列。

3. 编码如权利要求 1 所述的双功能重组蛋白基因，其特征在于由编码 Tumstatin 活性片段的

基因、编码连接肽的基因和编码 CD137L 蛋白胞外区片段的基因组成，所述编码 Tumstatin 活

性片段的基因选 自SEQ ID N0.49 至 SEQ ID N0.52 中的一种、所述编码连接肽的基因选 自

SEQ ID N0.53 至 SEQ ID NO.60 中的一种、所述编码 CD137L 蛋白胞外区片段的基因选 自SEQ

ID N0.61 至 SEQ ID N0.64 中的一种。

4. 编码如权利要求 1所述的双功能重组蛋白基因，其特征在于具有 SEQ ID N0.1 至 SEQ ID

N0.24 之一的核苷酸序列。

5. —种具有 Tumstatin 和 CD137L 活性的双功能重组蛋白的基因，其特征在于与权利要求 3-4

所述任一项的核苷酸序列相比具有 70% 及以上的同源性。

6. 一种如权利要求 1 所述的具有 Tumstatin 和 CD137L 双功能重组蛋白的制备方法，其特征

在于包括如下步骤：

( 1) 设计得到如权利要求 3-5 任一项所述的核苷酸序列；

(2) 构建含如权利要求 3-5 任一项所述的核苷酸序列表达系统，包括构建表达载体并将表达

载体转化入宿主细胞，形成可表达如权利要求 1所述的具有 Tumstatin 活性与 CD137L 活性的

重组蛋白的重组细胞；

( 3 ) 培养步骤 （2) 重组细胞；

(4) 分离纯化得到如权利要求 1所述的具有 Tumstatin 和 CD137L 双功能重组蛋白。

7. 如权利要求 6所述的制备方法，其特征在于所述表达系统为原核表达系统或真核表达系统，

所述原核表达系统选 自大肠杆菌表达系统或芽孢杆菌表达系统；所述真核表达系统选 自酵母

表达系统。

8. 如权利要求 1 所述的具有 Tumstatin 和 CD137L 双功能重组蛋白在制备抑制肿瘤微环境血

管再生、各种肿瘤相关疾病、调节机体免疫力、T 细胞增殖和机体细胞因子的合成与分泌药



物中的应用。
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