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pEGFP—N1一Endostatin重组质粒的构建及其 

体外表达 
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Construction and transient protein expression of pEGFP--N1·-Endostatin 

recombinant plasmids in vitro 
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Hospital of Zunyi Medical College，Zunyi 563003，China 

Abstract Objective Animal experiment and clinical trials have showed that endostatin(ES)call restrain intraocular 

neovessels by intraocular injection．The short half-life of ES and protein correct refolding and preparation process make it difficult 

to achieve the clinical long—term and high—dose drug requests．Present study was to construct the eukaryotic expression vector 

pEGFP—N1一Endostatin containing human ES gene in human embryo kidney(HEK-293) ceils and detect its transient protein 

expression in vitro． M ethods Recombinant plasmid pEGFP-N 1·Endostatin was constructed by which cDNA sequence of ES 

used as template to gain ES gene fragment and synthesize the upper primer which contains the signal sequence by polymerase 

chain reaction and was inserted into eukaryotic expression vector pEGFP—N1．The vector was evaluated by Hind lU and BamH I 

double enzyme incision，polymerase chain reaction and sequence analysis．Recombinant plasmid pEGFP—N1一Endostatin was 

transfected into HEK一293 cells hy using cationic liposome，immunocyt0chemical staining，and W estern blot was used to detect the 

transient expression of human ES protein in the supernatant of transfected cells in vitro． Results The inserted fragment was 

proved to be correct by HindⅢ and BamH I double enzynle incision，polymerase chain reaction and sequence analysis．The size 

of PCR amplified product of ES and recombined plasmid pEGFP—Nl-Endostatin were consistent with the expected figment． 

Compared with the sequence published in Gcnebank，the sequence of insert designation was coincident with human ES gene．The 

immunochemistry determined that transfected HEK-293 cells showed the brown—yellow staining in cytoplasm．W estern blot resuhs 

indicated that ES protein was expressed in HEK一293 cell supernatant with the relative molecular weight 20 000． Conclusion 

A eukaryotie expression vector of recombined plasmid pEGFP—-N1·rEndostatin is successfully constructed and human ES protein is 

effectively secreted in HEK一293 cells transfected ES gene． 

Key words endostatin； eukaryotic expression vector；human embryo kidney cells； W estern blot 

摘要 目的 构建分 泌型人内皮抑 素(ES)的真核表达载体 pEGFP—N1一Endostatin重组质粒 ，鉴定其蛋 白的体外 瞬时 

表达。 方法 以 pcDNA3一Endo质粒为模板 ，通过 PCR扩增获得人 Es基因片段 ，且 在基 因前加信号肽序列 ，将其定 向插 

入真核表达载体 pEGFP-N1中，获得重组质粒 pEGFP．N1一ES。采用 HindⅢ和 BamH I双酶切法 、PCR法及 插入片段序列 

测定法鉴定该质粒。利用阳离子脂质体介导法，将其转染到人胚胎肾 HEK-293细胞中，采用免疫组织化学法和 Western 

blot法检测转染细胞内及培养上清液中 ES蛋 白的表达 。 结果 通过 Hind11I和 BamH I双酶切 、PCR及测序鉴定证 明构 

建出了含 Es基因的真核表达载体，且插入片段正确。采用免疫组织化学法和 Western blot法检测表明HEK一293细胞内 

及培养上清中存在相对分子质量为 20 000的人 Es蛋白表达。 结论 成 功构建 了重组 质粒 pEGFP．N1．ES真核表 达载 

体，转染 HEK一293细胞后可稳定有效地分泌人 Es蛋白。 

关键词 内皮抑素；真核表达载体；人胚胎肾 HEK 293细胞 ；Western blot 

分类号 R 773．4 文献标识码 A 文章编号 l003—0808(2009)10．0864—06 

本课题为贵州省科技厅 自然基金资助(黔科合 J字 [2005]2061) 

作者单位：563003遵义医学院附属医院眼科(詹文芳，现在福建医科大学附属三明第一医院，三明365000) 

通讯作者：蔡善君(Email：caishanjun@163 com) 



眼 科 研 究 2 0 0 9 年 1 0 月 第 2 7 卷 第 1 0 期

脉 络 膜 新 生 血 管 ( e h o r o i d a l n e o v a s c u l a r i z a t i o n ．

C N V ) 是 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( a g e — r e l a t e d m a c u l a r

d e g e n e r a t i o n
，

A M D ) 等 多 种 眼 底 疾 病 的 病 理 基 础 ， 是 导

致 患 者 视 功 能 减 退 甚 至 致 盲 的 主 要 原 因 ， 目 前 其 发 生

机 制 仍 不 明 确 ， 但 原 发 病 均 可 活 化 视 网 膜 色 素 上 皮

( r e t i n a l p i g m e n t e p i t h e l i u m
，

R P E ) 细 胞 合 成 血 管 内 皮 生

长 因 子 ( v a s c u l a r e n d o t h e l i a l g r o w t h f a c t o r
，

V E G F ) ， 导 致

C N V 的 发 生
。⋯

。 通 过 抗 V E G F 治 疗 C N V 已 得 到 眼 科

界 的 普 遍 认 同
心 。 。

。 本 研 究 以 人 非 分 泌 型 内 皮 抑 素

( e n d o s t a t i n
，

E S ) 质 粒 为 模 板 ， 自行 设 计 引 物 ， 克 隆 了 人

分 泌 型 E S 基 因 ， 并 经 测 序 证 实 序 列 正 确 ， 将 其 定 向 插

入 真 核 表 达 载 体 p E G F P — N 1 中 ， 获 得 重 组 质 粒 p E G F P ．

N 1 一 E S
， 将 其 转 染 到 人 胚 胎 肾 细 胞 ( h u m a n e m b r y o n i c

k i d n e y c e l l
，

H E K 一 2 9 3 ) 中 ， 可 稳 定 有 效 地 分 泌 人 E S 蛋

白 ， 为 进 一 步 研 究 C N V 的 基 因 治 疗 奠 定 基 础 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

T 4 D N A 连 接 酶 、
d N T P s ( 美 国 N e w E n g l a n d B i o l a b s

公 司 ) ；D N A M a r k
、

H i n d HI 和 B a m H I 内 切 酶 、
T a q D N A

聚 合 酶 ( 日 本 T a k a r a 公 司 ) ， 高 保 真 酶 p l a t n u m ( 美 国

I n v i t r o g e n 公 司 ) ；P C R 产 物 回 收 试 剂 盒 ( 美 国 P r o m e g a

公 司 ) ；小 量 质 粒 抽 提 试 剂 盒 、 胶 回 收 试 剂 盒 ( 北 京 天

根 生 化 科 技 有 限 公 司 ) ；氨 苄 青 霉 素 、 卡 那 霉 素 、 链 霉

素 ( 美 国 G i b c o 公 司 ) ；胎 牛 血 清 ( 美 国 H y c l o n e 公 司 ) ；

胰 蛋 白 酶 、
D M E M 培 养 基 ( 德 国 S i g m a 公 司 ) ；

L i p o f e e t a m i n e 2 0 0 0 ( L i p 2 0 0 0 ) ( 美 国 I n v i t r o g e n 公 司 ) ；

无 内 毒 素 质 粒 大 提 试 剂 盒 ( 德 国 Qi a g e n 公 司 ) ；羊 抗 人

E s ( 美 国 R & D 公 司 ) ；鼠抗 羊 I g G — H R P ( 武 汉 博 士 德 公

司 ) ； P V D F 膜 ( 美 国 M i l i p o r e 公 司 ) ； 菌 种 与 质 粒 ：

D H 5 仪 感 受 态 细 胞 ( 日 本 T a k a r a 公 司 ) ， p e D N A 3 一 E n d o

质 粒 、 克 隆 载 体 p E G F P ． N I 质 粒 ( 多 克 隆 位 点 上 含 有

H i n d IlI 和 B a m H I 酶 切 位 点 ) 、 人 胚 胎 肾 H E K 一 2 9 3 细 胞

( 四 川 大 学 华 西 医 学 院 眼 科 分 子 生 物 学 实 验 室 提 供 ) ；

其 他 试 剂 均 为 国 产 或 进 口 分 析 纯 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 真 核 表 达 载 体 p E G F P ． N l — E n d o s t a t i n 的 构 建

根 据 该 基 因 序 列 设 计 引 物 ， 并 在 其 5
’

端 引 入 血 清 白 蛋

白信 号 肽 序 列 ，
s E n — s i n — H i n d m — F 引 物 序 列 ：5

’
一 G G C A

A G C T T A T G A A G T G G G T A A C C T T T C T C C T C C T C C T C T T C A

T C T C C G G T T C T G C C T T T T C T A G G G G T C A C A G C C A C C G C

G A C T T C C A 一 3
’

，
s E n 。 B a m H I 一 6 0 0 一 R 信 号 肽 序 列 ： 5

’
一

G G C G G A T C C C T T G G A G G C A G T C A T G A A G C T G T T 一 3
’

。 以

p e D N A 3 一 E n d o 为 模 板 ， 利 用 上 述 引 物 进 行 P C R 扩 增 ，

P C R 反 应 总 体 积 为 2 0 斗L 。 取 5 ¨ L P C R 产 物 进 行 1 ％

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 用 W i z a r d P C R P r e p s D N A P u r i fi c a t +

i o n S y s t e m 将 6 0 0 b p 片 段 回 收 ， 此 片 段 即 为 带 有 血 清

白 蛋 白 信 号 肽 序 列 的 人 E S 基 因 片 段 。 p E G F P — N 1 一

E n d o s t a t i n 的 构 建 ：用 H i n d m 和 B a m H I 双 切 酶 分 别 对

回 收 的 E n d o P C R 产 物 和 p E G F P — N 1 进 行 双 酶 切 2 h
， 经

1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 分 别 纯 化 回 收 E n d o 片 段 和

p E G F P — N 1 载 体 片 段 ，
二 者 在 2 5 ℃ 下 以 3 ： 1 进 行 3 h 连

接 反 应 ， 然 后 转 化 大 肠 杆 菌 D H 5 c ~
， 对 所 获 克 隆 扩 大 培

养 ， 提 取 质 粒 并 鉴 定 。

1 ． 2 ． 2 构 建 后 表 达 质 粒 的 鉴 定 ( 1 ) H i n d IU 和 B a m H

I 双 酶 切 鉴 定 目 的 片 段 ： 将 构 建 好 的 质 粒 命 名 为

p E G F P — N 1 一 E n d o s t a t i n 。 取 质 粒 5 u L 稀 释 于 含 H i n d m

和 B a m H I 各 0 ． 3 ¨ L 缓 冲 液 巾 ，
3 7 。C 水 浴 酶 切 过 夜 。

酶 切 产 物 进 行 1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ，
B I O ． R A D 凝 胶 成

像 系 统 下 观 察 结 果 。 ( 2 ) P C R 鉴 定 插 入 目 的 片 段 ： 引

物 1 ： s E n — s i n — H i n d Ⅲ 一 F ( 5 0 p ~ m o l ／L ) ， 引 物 2 ： s E n —

B a m H I 一 6 0 0 一 R ( 5 0 p ~ m o l ／L ) 。 P C R 反 应 体 积 为 2 0 ¨ L
，

9 4 ℃ 预 变 性 5 m i n ；9 4 ℃ 变 性 3 0 S
、

6 5
o

C 退 火 4 0 S
、

7 2 o【= 延 伸 9 0 S
，

3 0 个 循 环 后 ，
7 2 ℃ 延 伸 1 0 m i n 。 取

P C R 产 物 5 ¨ L 进 行 i ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 。 ( 3 ) 测 序 鉴

定 目 的 片 段 ：将 经 P C R 和 酶 切 鉴 定 正 确 的 p E G F P ． N 1 ．

E n d o s t a t i n 质 粒 送 上 海 英 俊 生 物 技 术 有 限 公 司 测 序 鉴

定 ， 采 用 正 向 测 序 引 物 C M V — F 。 测 序 结 果 与 P u b M e d

上 公 布 的 序 列 进 行 B l a s t 比 对 ， 确 定 测 序 正 确 后 ， 用 大

提 试 剂 盒 提 取 质 粒 用 于 转 染 。

1 ． 2 ． 3 p E G F P — N l _E n d o s t a t i n 质 粒 转 染 H E K 一 2 9 3 细 胞

将 液 氮 中 保 存 的 H E K 一 2 9 3 细 胞 取 出 后 ， 用 含 1 0 ％ 胎

牛 缸 清 的 D M E M 培 养 基 ， 于 3 7 0C
、

5 ％ C O
， 条 件 下 常 规

培 养 。 分 别 在 6 孔 板 中 每 孑L 内 接 种 2 X 1 0
’

个 细 胞 ， 常

规 培 养 4 8 h
， 此 时 细 胞 处 于 指 数 生 长 期 ， 即 可 进 行 转

染 ， 具 体 步 骤 参 照 L i p 2 0 0 0 说 明 书 进 行 ， 实 验 中 设 阴 性

对 照 和 p E G F P ． N l 空 载 体 对 照 ， 转 染 2 4 h 后 ， 用

T E 2 0 0 0 U 倒 置 荧 光 显 微 镜 ( 日 本 N i k o n 公 司 ) 观 察 转

染 效 率 ，
7 2 h 后 收 集 培 养 上 清 备 用 。

1 ． 2 ． 4 H E K 一 2 9 3 细 胞 表 达 人 E S 蛋 白 的 检 测 S P 法

免 疫 组 织 化 学 鉴 定 H E K 一 2 9 3 细 胞 内 E S 的 表 达 ： 以

l × 1 0
5

／n i L 的 细 胞 密 度 接 种 1 m L 细 胞 悬 液 于 预 先 置

于 有 2 4 m m × 2 4 m m 盖 玻 片 的 6 孔 板 中 ， 置 于 5 ％ C O
：

孵 箱 中 培 养 ， 制 成 细 胞 爬 片 ， 常 规 链 亲 合 素 法 免 疫 细 胞

化 学 鉴 定 。

1 ． 2 ． 5 W e s t e r n b l o t 法 检 测 转 染 上 清 液 中 E S 的 表 达

收 集 稳 定 转 染 的 重 组 质 粒 细 胞 培 养 液 和 空 质 粒 组 及

空 白对 照 组 细 胞 培 养 液 上 清 ，
1 0 0 0 g 离 心 1 0 m i n

， 收 集



经 1 5 ％ S D S — P A G E 上 分 离 后 湿 转 到

C人 E S ( 美 国 R & D 公 司 ) 为 一 抗 ， 辣

! 的 鼠抗 山 羊 I g G — H R P 为 二 抗 ， 进 行

片 段

‘

物 行 1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ，
P C R 扩

6 0 0 b p ， 可 见 实 验 结 果 与 预 期 相 符

M

图 l E S 的 P C R 电 泳

图 M ： D L 2 0 0 0 ( 2 0 0 0 、

1 0 0 0
、

7 5 0 、 5 0 0
、

2 5 0
、 1 0 0

b p ) 】： p e D N A 3 一 E n d o 为

模 板 的 P C R 产 物

F i g ． 1 P C R p r o d u c t ( ) f

e n d o s t a t i n M ： D L 2 0 0 0

( 2 0 0 0
， 1 0 0 0 ， 7 5 0 ． 5 0 0 ，

2 5 0
，

1 0 0 b p ) L a n e l ：

P C R p r o d u c t u s e d a s

t e m p l a t e b y m e a n s o f

p e D N A 3 一 E n d o

；F P — N 1 一 E n d o s t a t i n 的 鉴 定

E G F P — N 1 一 E n d o s t a t i n 的 P C R 鉴 定

a d o s t a t i n 质 粒 经 P C R 后 行 1 ％ 琼 脂

C h i n ( ) p h t h a I R e s ． O c t o l m r 2 0 0 9 ． V 0 1． 2 7 ． N 【) _ 1 0

糖 凝 胶 电 泳 ， 可 见 6 0 0 b p 条 带 ， 预 期 结 果 相 同 ，
P C R 鉴

定 正 确 ( 图 2 ) 。

2

图 2 重 组 质 粒 p E G F P -

N 1 - E n d o s t a t i n 的 电 泳 图

M ： D L 2 0 0 0 1 ： 以 p E G F P 、

N 1 ， E n d o s t a t i n 为 模 板 的 P C R

产 物 2 ： 以 p c D N A 3 一 E n d o 质

粒 为 模 板 的 P C R 产 物 ( 阳 性

对 照 ) 3 ： 阴 性 对 照

P C R p r o d u c t o f p E G F P — N 1 � E n d o s t a t i n L a n e 1 ： P C R p r o d u c l

t e m p l a t e b y m e a n s o f p E G F P � N I — E n d o s t a t i n L a n e 2 ： P C R

u s e d a s t e m p l a t e b y m e a n s o f p c D N A 3 一 E n d o L a n e 3 ： n e g a t i v e

2 ． 2 ． 2 重 组 质 粒 p E G F P — N 1 一 E n d o s t a t l n 的 酶 切 鉴 定

用 H i n d m 和 B a m H I 双 酶 切 得 到 4 7 0 0 b p 和 6 0 0 b p 2

条 带 ， 电 泳 结 果 与 预 期 相 符 ， 该 质 粒 经 酶 切 鉴 定 正 确

( 图 3 ) 。

M l M 2

图 3 重 组 质 粒 p E G F P -

N 1 - E n d o s t a t i n 的 酶 切 电

泳 图 M 1 ： D I ． 15 0 0 0

( 1 5 0 0 0
、

1 0 0 0 0 、 7 5 0 0
、

5 0 0 0 、
2 5 0 0

、
1 0 0 0 b p ) M 2 ：

D L 2 0 0 0 1 ：H i n d m + B a l n H I

双 酶 切 p E G F P — N I - E n d o s t a t i n 质 粒 得 到 4 7 0 0 b p 和 6 0 0 b p 2 条 带

F i g ． 3 R e s t r i c t i o n m a p p i n g o f p E G F P — N 1 一 E n d o s t a t i n r e c o m b i n a n t p l a s m i I

M 1 ：D L 1 5 0 0 0 ( 1 5 0 0 0 b p ，
1 0 0 0 0 b p ，

7 5 0 0 b p ． 5 0 0 0 b p ， 2 5 0 0 1

1 0 0 0 b p ) M 2 ：D L 2 0 0 0 L a n e 1 ： t w o Im n d s o f 4 7 0 0 b p a n d 6 0 0

r e s p e c t i v e l y
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�饕 g 一 一 - 一 芑栏 e — 一 — 跫 吕c ^ G t 一 是 ‰ 一 妄 t 笛 吕G。 。 一 一 裟 c 1 孟 一 直 g ￡= 一 。 。 击 i ； 一 胡 ‰ 。 ⋯ } { 甚二； ≤；慧 再 i 0 ：i ：吕T1 。 ．T 0 { & c r = ： 。 ．醴 g 。

2 ． 2 ． 3 E S 测 序 的鉴 定 测 序 结 果 与 G e n e b a n k 中公 布 的

序 列 进 行 b l a s t 比 对 ， 显 示 插 入 片 段 的 序 列 与 h E n d o s t a t i n

基 因 序 列 完 全 一 致 ， 插 入 方 向 和 读 码 框 架 正 确 ， 获 得 的

p E G F P — N 1 一 E n d o s t a t i n 重 组 质 粒 构 建 正 确 ( 图4 ) 。

2 ． 3 p E G F P — N 1 一 E n d o s t a t i n 重 组 质 粒 转 染 H E K 一 2 9 3 细 胞

p E G F P — N 1 一 E n d o s t a t i n 重 组 质 粒 转 染 H E K 一 2 9 3 细

胞 4 8 h 后 ， 在 倒 置 荧 光 显 微 镜 下 可 见 p E G F P — N I —

E n d o s t a t i n 重 组 质 粒 和 对 照 组 p E G F P — N 1 组 细 胞 均 有

荧 光 ， 绿 色 荧 光 分 布 以 胞 核 最 为 集 中 ， 提 示 p E G F P — N 1 ．

E n d o s t a t i n 重 组 质 粒 转 染 H E K 一 2 9 3 细 胞 成 功 ( 图 5 ～ 7 ) 。

图 5 重 组 质 粒 转 染 H E K - 2 9 3 细 胞 2 4 h 后 A ：荧 光 最 微 镜 下 结 果 ( × 2 0 0 ) B ：普 通 显 微 镜 下 结 果 ( × 2 0 0 ) 图 6 p E G F P ．

N 1 质 粒 转 染 H E K - 2 9 3 细 胞 2 4 h 后 A ：荧 光 显 微 镜 下 结 果 ( × 10 0 ) B ：普 通 湿 微 镜 下 结 果 ( x 1 0 0 ) 图 7 空 白 对 照 组 培 养
H E K 一 2 9 3 细 胞 2 4 h 后 A ：荧 光 显 微 镜 下 结 果 ( X 1 0 0 ) B ：普 通 显 微 镜 下 空 白 对 照 组 结 果 ( × 1 0 0 )

F i g ． 5 T h e p E G F P — N 1 � E n d o s t a t i n p l a s m i d t i u n s f e e t e d H E K 一 2 9 3 c e l l s fo r 2 4 h o u r s A ：t h e r e s u l t u n d e r t h e fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e ( × 2 0 0 )

B ：t h e r e s t l I t u n d e r t h e g e n e r a l h il t
-

r o s e o p e ( × 2 0 0 ) F i g ． 6
‘

F il e p E G F P — N I p l a s m i d t r a n s 拈 c t e d H E K 一 2 9 3 c e l l s f o r 2 4 h o u r s A ： t il e r e s u It

u n d e r t h e t] u o r e s e e n c e m i c r o s c o p e ( × 1 0 0 ) B ：t h e r e s u l t u n d m t h e g e n e r a l m i c r o s c o p e ( × 1 0 0 ) F i g ． 7 C u l t i v a t i o n o f H E K ． 2 9 3 c e l l s f o r 2 4

h o u r s i n b l a n k c o n t r o l g r o u p A ：t h e r e s u II t l n d e r t h e fl u o ,
’

e s e e n c e m i e r o s ~ o p e ( × 1 0 0 ) B ：t h e r e s u l t u n d e r t h e g e n e r a l n fi e r o s (
-

o p e ( × 1 0 0 )
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图 8 H E K - 2 9 3 细 胞 免 疫 组 织 化 学 图 ( X 4 0 0 ) A ：h E S ／2 9 3 细 胞 B ：p E G F P — N 1 ／2 9 3 细 胞 C ：H E K 一 2 9 3 细 胞

F i g ． 8 I m I l l u n o h l s t o e h e m i s t r y r e s u l t s 0 t e u d l l s t a t i l l p r o t e i n e x p r e s s e d b y 2 9 3 c e l l s ( x 4 0 0 ) A ：h u m a n E S ／2 9 3 ‘1 e 11s B ：I 】E G F P � N 1／2 9 3 ∽ 11s C ：H E K - 2 9 3 { E- 11s

2 ． 4 重 组 质 粒 转 染 细 胞 后 E S 蛋 白 的 表 达

2 ． 4 ． 1 免 疫 组 织 化 学 鉴 定 H E K 一 2 9 3 细 胞 内 E S 的 表

达 p E G F P ． N 1 一 E n d o s t a t i n 转 染 H E K - 2 9 3 细 胞 后 ， 部 分

H E K 一 2 9 3 细 胞 浆 内 可 见 棕 黄 色 的 阳 性 反 应 ， 而 空 载 体

及 对 照 组 中 细 胞 胞 浆 无 染 色 ( 图 8 ) 。

2 ． 4 ． 2 W e s t e r n b l o t 法 检 测 转 染 上 清 液 中 E S 蛋 白 的

表 达 重 组 质 粒 组 H E K ． 2 9 3 细 胞 培 养 上 清 液 在 相 对

分 子 质 量 为 2 0 0 0 0 处 出 现 单 一 蛋 白 条 带 ， 空 质 粒 组 及

空 白 对 照 组 无 特 异 条 带 出 现 ( 图 9 ) 。

∥
。

名 心

∥
N

妒

2 0 0 0 0

图 9 H E K - 2 9 3 细 胞 培 养 上 清 液 中 E S 蛋 白 表 达 结 果

F i g ． 9 W e s t e r n b l o t r e S Ll It s o f e n d o s t a t i n p r o t e i n e x p l
’

e s s e d b y 2 9 3 c e l l

3 讨 论

C N V 在 许 多 眼 病 的 发 生 发 展 过 程 中 起 着 重 要 的

作 用 ，
C N V 伴 随 的 出 血 、 渗 出 和 增 生 等 病 理 改 变 ， 可 以

导 致 眼 部 的 结 构 和 功 能 破 坏 ， 造 成 患 者 严 重 的 视 功 能

损 害 。

长 期 以 来 ， 由 于 新 生 血 管 形 成 机 制 不 明 ， 至 今 尚无

确 切 的 药 物 治 疗 方 法 。 目前 新 生 血 管 的 临 床 治 疗 有 激

光 光 凝 、 光 动 力 疗 法 、 经 瞳 孔 温 热 疗 法 、 手 术 剥 离 及 放

射 治 疗 等 ， 但 复 发 率 高 、 不 可 避 免 地 损 伤 正 常 组 织 结

构 、 加 重 或 者诱 发 玻 璃 体 视 网 膜 增 生 、 造 成 视 功 能 进 一

步 恶 化 等
。 。

。

， 因 此 寻 求 抑 制 视 网 膜 和 C N V 生 成 的 药

物 疗 法 ， 是 当 前 眼 科 学 临 床 上 急 需 解 决 的 一 个 问 题 。

近 年 来 ， 抗 V E G F 的 药 物 治 疗
¨ “ 0

及 生 物 治 疗 得 到 进

一 步 的 发 展
⋯ ⋯

， 已 知 一 些 蛋 白 质 因 子 可 抑 制 新 生 血 管

的 生 长 ， 如 E s
、 血 管 抑 素 ( a n g i o s t a t i n

，
A S ) 、 色 素 上 皮 源

性 因 子 ( p i g m e n t e p i t h e l i u m - d e r i v e d f a c t o r
，

P E D F )
⋯ 。

等 。 但 由 于 视 网 膜 和 脉 络 膜 是 具 有 高 度 特 异 性 的 组

织 ， 常 规 的 体 内 直 接 应 用 这 些 新 生 血 管 抑 制 剂 治 疗 新

生 血 管 的 疗 效 不 佳
0 ” 。

。 直 接 采 用 重 组 蛋 白 作 为 治 疗

药 物 ， 在 临 床 应 用 中 亦 存 在 许 多 缺 点
”

： ( 1 ) 重 复 注

射 。 目前 内 源 性 因 子 的 治 疗 一 般 采 用 静 脉 注 射 的 方

法 ， 由 于 蛋 白制 剂 的 半 衰 期 较 短 ， 新 生 m 管 性 疾 病 的 病

程 较 长 ， 需 反 复 注 射 ， 长 期 治 疗 易 造 成 相 应 的 并 发 症 。

( 2 ) 治 疗 所 需 剂 量 较 大
心 。

。 ( 3 ) 重 组 蛋 白 本 身 的 毒 性 。

目前 的 重 组 蛋 白 多 来 源 于 微 生 物 制 品 ， 蛋 白 生 成 需 要

正 确 的 重 折 叠 ， 造 价 昂 贵 ， 目前 制 备 的 工 艺 提 供 临 床 长

期 、 大 剂 量 用 药 有 一 定 困 难 ；同 时 由 于 大 剂 量 外 源 蛋 白

的 注 射 ， 有 可 能 引 起 免 疫 反 应 及 感 染 。 因 此 ， 将 目 的 基

因 转 入 靶 组 织 内 使 其 持 续 分 泌 ， 达 到 有 效 浓 度 是 一 个

较 为 理 想 的 方 法 。

E S 由 O
’

r e i l l y 等
⋯ 。 0

从 血 管 内 皮 瘤 小 鼠血 清 中 分

离 出 的 内 源 性 血 管 生 成 抑 制 因 子 ， 由 胶 原 蛋 白 X Ⅷ 的

c 一 末 端 非 胶 原 区 内 的 1 8 4 个 氨 基 酸 片 段 构 成 ， 相 对 分

子 质 量 为 2 0 0 0 0
， 能 特 异 性 抑 制 血 管 内 皮 细 胞 生 长 ， 而

不 影 响 其 他 非 内 皮 系 统 起 源 的 细 胞 。 由 于 E S 是 胶 原

X Ⅷ 的 C 末 端 的 一 仑 相 对 分 子 质 量 为 2 0 0 0 0 的 片 段 ，

本 身 无 信 号 肽 ， 需 加 一 个 外 源 性 的 信 号 肽 才 能 成 为 分

泌 蛋 白 。 它 是 一 种 强 力 内 源 性 血 管 生 成 抑 制 因 子 ， 其

靶 细 胞 是 血 管 内 皮 细 胞 ， 需 要 在 表 达 后 分 泌 至 细 胞 外

而 发 挥 其 抗 血 管 生 成 活 性 。 这 就 要 求 在 E S 蛋 白 的 N

末 端 连 接 一 个 分 泌 信 号 肽 ， 介 导 分 泌 蛋 白到 达 细 胞 外 ，

而 不 影 响 分 泌 蛋 白 的 活 性 。 因 此 ， 所 选 信 号 肽 能 否 发

挥 作 用 是 本 实 验 成 功 与 否 的 关 键 ．． 国 内外 进 行 真 核 表

达 所 采 用 的 分 泌 信 号 大 致 有 以 下 几 种 情 况
” ” ”

：与 蛋

白 同 源 的 分 泌 信 号 ；与 宿 主 表 达 细 胞 同 源 的 分 泌 信 号 ；

机 体 内 高 效 表 达 分 泌 蛋 白 的 分 泌 信 号 ， 如 血 清 白 蛋 白

和 I g G 的 分 泌 信 号
⋯ 。

， 本 实 验 采 用 血 清 清 蛋 白 作 为 分

泌 信 号 。 如 何 将 分 泌 信 号 的 D N A 序 列 与 非 分 泌 型 E S
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连接是问题的关键 ，本实验采用传统的拼接方法 ，即采 

用引入限制性内切酶位点 Hind UI和 BamH I来拼接， 

合成含信号肽的加长肽链 (86 bp)作为上游引物 ，用 

PCR的方法构建人分泌型 ES质粒 ，所获 609 bp的 ES 

基因片段 ，经与 GenBank中人胶原 XⅧcDNA和 ES基 

因比较，基因序列完全一致。 

ES是一种 内源性细胞因子 ，转染细胞后应表达并 

分泌蛋白，为了验证是否有蛋白的表达和分泌 ，本研究 

采用 ES质粒转染 HEK一293细胞 ，采用 SP法检测细胞 

内的 ES蛋 白表达 ，结果显示 HEK一293细胞浆 内可见 

棕 黄 色 的 阳性 反 应；Western blot检 测 显 示 转 染 

pEGFP—N1一Endostatin后，HEK一293细胞培养上清液 中 

出现相对分子质量 为20 000的单一蛋 白条带 ，空载体 

组及空白对照组无特异条带出现。 
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《结膜松弛症手术治疗》视频资料(DVD)介绍 

(本文编辑 ：王莉红 ) 

，裔 垂 

结膜松弛症是常 见的年龄相关性眼表疾病。随着人 口老龄化的加快 ，结膜松弛症患病人群 日趋增 多。严重 的结膜松 弛症需要 

手术治疗，为了规范手术治疗方案，杜绝医源性的眼表损伤，张兴儒教授将 1O余年对此病手术治疗的研究成果：手术治疗适应证， 

手术规范操作 ，手术并发症 的预防及处理 等关键技 术，结合文献资料 ，制成 光盘 。经 陈家祺教授 、褚仁 远教授 、谢立信 院士 、刘 祖国 

教授 、姚克 教授 等国内权威专 家审核 ，被列为国家“十一五”重点 音像 出版物规划项 目 150号 ，由中华 医学 电子音像出版社 编辑 制作 

成《结膜松弛症手术治疗》视频 资料 (DVD)出版发行。 

本手术光盘对结膜松弛症手术治疗的四种方法进行系统演示，从手术适应证、手术方法、术后处理到手术并发症都进行操作描 

述。手术过程完整、精彩、技术娴熟，是我国第一部结膜松弛症手术操作视频资料(DVD)，对提高我国结膜松弛症的手术质量将起 

到积极的作用 ，值得 眼科 医师学 习与借鉴 。 

《结膜松弛症手术治疗》视频资料(DVD)定价 6O元，可与中华医学 电子音像出版社(北京东四西大街 42号，电话：010— 

85158538)联系购买 ：也可直接 邮局汇款 到(邮编 ：200062，上 海市 兰溪路 164号 ，上海 中医药大 学附属 普陀 医院眼科 ，李 青松 医师 

收 )购买 ，款到后立 即免费邮寄 ，咨询电话 ：021—62572723转 8021可找 眼科李青松 、项敏泓 、周欢 明，张桂 明等 。 

(李青松 ) 


