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摘 要
: 【目的】研究巨噬细胞移动抑制因子 (M工)F 对人血管内皮细胞表达血管生成相关基因的诱导作用

。

【方法 ) 通过亚克隆
,

构建原核表达质粒 p E 2T 2 b一MI F
,

并转化人工程菌 B u l ( D 3E )
。

用 iN 一亲合柱分离纯化

B2L 1 ( D 3E )中经 IPT G 诱导表达的重组 MI F
。

用巨噬细胞移动抑制试验鉴定复性的重组 M IF 的活性
。

分别用 0
、

30
、

60
、

12 O ng m/ L 的重组 MI F 处理人血管内皮细胞 12 h
,

通过 eR al 一 it m 。

定量 P c R 检测人血管内皮细胞中

V EG F 165
、

FG F R
3 、

M M gP
、

T GF
一〔。 、

P DG F一 a 的 m RN A 表达
。

用体外血管生成试验检测重组 MI F诱导人血管内皮细

胞的成管腔作用
。

麟果 ] 正确构建了重组质粒 pE2T 2b 一MI F
。

经 I即G 诱导
,

在大肠杆菌中以包涵体形式表达出重

组 M IF
。

复性的重组 MI F 对巨噬细胞移动的抑制水平达 3 0% (P<
0 刀5)

。

重组 MI F 能特异地诱导 Hv E cs 中

v EGF 165
、

GF FR
3 、

M M gP
、

TGF
一 ( ` 、

DP GF
一。 表达

,

并能特异地诱导人血管内皮细胞形成管腔结构
。

【结论」在大肠杆

菌中成功表达出 M IF
,

M IF 能侍异地诱导人血管内皮细胞中血管生成相关基因的表达
。
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巨噬细胞移动抑制因子 (m
a e r op h a ge m i g ra ti o n

i nih i b to汀 a f tc ro, M IF )能够抑制巨噬细胞游走
,

引起

巨噬细胞在迟发型变态反应中浸润
、

聚集阴
。

MI F 参

与多种 自身免疫和炎症疾病的病理过程
,

包括关节

炎闭
、 ’

肾小球肾炎团
、

革兰氏阳性和革兰氏阴性脓

毒 141 以及动脉粥样硬化阎等
。

近期研究发现
,

阻断

M IF 活性可使动脉粥样硬化斑块的细胞组成向稳

定型转化
,

即斑块内巨噬细胞及泡沫细胞含量降

低
,

平滑肌细胞含量增加问
。

由于血管生成与粥样硬

化斑块的不稳定性有关门
,

那么
,

在通过阻断 M IF

活性而增加斑块的稳定性的过程中
,

是否还存在对

血管生成的抑制作用呢 ? 为了证实这一推测
,

我们

将研究 M IF 在体外对血管生成因子表达的诱导作

用
。

我们在本文中报道
,

利用原核表达载体 p E T 2 2b

+( )在大肠杆菌中表达带有 6 iH
s
标签的重组 M IF 蛋

白(Mr ID
,

以及将复性后的 rM IF 处理人血管内皮细

胞 (H V E C s
)

,

检测 H v E C S
中 v E GF I二 、

F G F R 3、

M M P g
、
T G F一 a 和 P D GF一。 m R N A 表达水平

。

1 材料和方法

1
.

1 质粒
、

菌株和细胞株

质粒 p E2T 2 b (
+
)

,

E
.

e o l i D H 5 a
,

.E c o li B L Z I

(D 3E )
,

巨噬细胞株 1 8SC
,

人血管内皮细胞 (E .A

h y 92 6) 均本室保存
。

1
.

2 内切酶
、

抗体和其它试剂

刀am H I
,

x 人。 I
,

dNT I、
,

p fu aqT DN A 聚合酶
,

H ot st a rt

鞠D N A 聚合酶
,

D N A 连接酶反应液
,

I盯G

购自 T a K a R a
公司

。

D N A 胶提取试剂盒购自 iQ ag en

公司
。

鼠抗 M IF 抗体由蓝辉耀教授惠赠
。

羊抗鼠

x gG一 H R P 购 自 s a n t a C二 z
公司

。
Hi s肠即 亲合柱购

自 Am e r s h a m p h a r m a e i a 公司
。

L i p o fe e t a m i n e Z o o o

D N A
,

T R I z o l r e a g e n t
,

R T 一 p CR 试 剂 盒 购 自

In v it r o g e n 。

SY B R G r e e n l 购自 S IG M A 公司
。

体外血

管生成检测试剂盒购自 C H E M IC O N 公司
。

1
.

3 表达载体 p E 2T 2 b一 M IF 的构建

根据已构建的 p G B K r 7一 M IF 上人 M IF c DN A

序列 8[] 和 p E 2T b2 +( )上多克隆位点序列
,

设计并合

成 1 对 P CR 引物
:

上游
,

5
’ 一 A竹笙丛过过X二皿CA T G C

C GA T GTT CA Tc GTA AA C 一 3
` ,

(B a7n H )I ;下游
,

5
` -

G C G迎卫全述 GG CG A AGGT G GA G TT GT I
,

一 3
` ,

X( h。

I )
。

以质粒 p G B K T 7 一M IF 为模板
,

扩增 M IF

e D N A
。

用 B a m H I 和 X ho l 分别酶切 M IF c DN A 和

p E代b2 +( )载体
,

纯化酶切产物并做连接反应
,

构建

重组表达载体 p E咒 Zb一M IF
。

将连接产物转化感受

态 .E 。 01 1 D H S。
。

提取筛选的阳性克隆质粒 DN A
,

行酶切
、

P C R 扩增和测序鉴定
。

1
.

4 重组 M IF 在大肠杆菌 B 2L 1 (D E 3) 中的表达

将重组质粒 p E 2T 2b
一
MI F 转化工程菌 B 2L 1

( D E 3 )
。

挑取单个克隆接种于 xZ YAT 阵 m p+) 培养基

中
,

3 7 ℃振荡培养至 A溯 为 .0 8一 1 0
。

以 1
~

0

况
的 I盯G 于 37 ℃继续诱导培养 3一 4 h

。

收集细胞
,

分别加人融菌酶至 1 00 林gn/ I L
,

DN A as el 至 5 协扩

m L
,

在冰浴中超声破菌
,

取上清做 SD S一 P A G E
。

以

鼠抗 M IF 单抗为一抗
,

羊抗鼠 Ig G一H R P 为二抗
,

对

表达上清做 W e s t e rn b l o t
。

用 E c L + P lu s W e s t e rn b zo t

检测试剂为底物
,

爆光 x 线片
,

显色
、

定影
。

1
.

5 重组 M IF 的纯化和活性分析

用 8 m ol fL 的腮溶解以包涵体形式表达的重组

M IF
,

用鳌合 iN
Z+

的 iH
s rT ap 亲合层析柱纯化重组

M IF
,

再用 10 ku 的超过滤离心管浓缩重组 M IF
。

采

用 B ar d fo dr 法测定溶解在 P B S 中的重组 M IF 的浓

度
。

将
r M IF 缓慢稀释到包含 5 m m o

比 的 G SH 和

1 m m o l几 G s s G 的 肠
S

·

C I 缓冲液中
,

4℃放置 1 8 h

进行复性
。

通过巨噬细胞移动抑制试验 9[]
,

利用巨噬细胞

( 18S )C来测定复性后的重组 M IF 的活性
,

当抑制率

大于 25 %时表示具有生物活性
。

1
.

6 实时定量 R T 一P C R

用含体积分数 10 %小牛血清的 D M E M 培养人

血管内皮细胞
。

将细胞铺 6 孔培养板
,

当细胞丰度

达 80 %后
,

去血清饥饿 24 h
。

分别用 O
、

30
、

60
、
120

n g n/ I L 的重组 M IF 孵育 12 h
。

用 irT 加 l试剂提取人

血管内皮细胞总 R N A
,

用反转录试剂盒制备
c D N A

第一链
,

通过 R ea 卜 it m e
定量 P CR 检测基因 m R N A

表达水平
。

R e a l一 t im e R T 一 P CR 条件如下
:

9 5℃ l

m i n
,

94 ℃ 3 0 5 ,

5 8 ℃ 3 0 5 ,

7 2 ℃ 1 而
n ,

4 0 个循

环
,

72 ℃ 延伸 5 m in
,

于每个循环结束时测定每孔

SY B R rG ee n l 吸光值
。

反应结束后对 P CR 产物做

55 ℃ 到 95 ℃的融解曲线分析
,

12 ℃终止反应
。

所

用 P c R 引物如下
:

扩增人 GA P D H 引物 临
’ 一

cT c

A T G A CA A CT TT G G T A T C G T 一 3
`

和 5
` 一 GT G

GG C C A T GA G G T C C A C一 3
`

)
,

扩增 v E
GF 165 引物

(5
`一A T G A A C I月T C T G C T G T C T TG一 3

`

和 5
`一T C A

C C G C C T C G G CTT G T C A一3
’

)
,

扩增 F G F R3 引物
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(5
` 一A C G A C C T G T A C A TG A T C A TG 一3

`

和 5
’ -

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

)
,

扩增 M M gP

引物 (5
`一 G竹 C G A c GT G A A G GC G CA一 3

`

和 5
` -

A G G A T G T CA T AG G T C A CG T A 一 3
`

)
,

扩增 T GF -

。 引物 (5
`一 A T G T

GT C T G C C A 竹c T G G G一 3
’

和

5
` 一 T G A GT G G CA G C A A G C G GT 一 3

’

)
,

扩 增

PD G F 一 a 引物 (5
` 一C A T 竹 A C G A G A T T c C T c G

G A一 3
`

和 5
`一 A T C C G G A TT CA G G C T T G T G一 3

’

)
。

1
.

7 体外血管生成试验

将 50 林L 的 E CM at ir x
胶铺 % 孔板

,

37 ℃放

置 l h 使胶凝固
。

将 10 0 林L 含 s x l o , 一 z x l o
4

的

H V E C、 铺在凝胶上
,

分别用 50
11 9八I I L M IF, Z gn m/ L

V E G F
,

Z n
留m L BS A 处理细胞 10 h

。

显微镜 ( xZ oo )

下拍照
,

记录结果
。

1
.

8 统计学处理

采用 S P S S 10
.

o 统计学软件进行数据分析
,

数

据以班
、
表示

,

组间均数比较采用组间 t 检验
。

.2 2 重组 M IF 的表达和纯化

SD S一PA G E 电泳结果显示 经 I盯G 诱导的含
pET 22 b一MI F 的工程菌能表达特异的

蛋白
,

显示
,

而且主要以包涵体形式存在
。

1 5 k u
的重组

W e s t e r n b l o t

表达的重组蛋白可被 M IF 单抗识别
,

这表

明该重组蛋白即是重组 M IF
。

将重组

8 m ol L/ 尿素溶液中

得到纯化的含 6 iH
s

利用 iN 2
.

鳌合的

M IF 溶解在

iH sT r
ap 柱

,

标签的重组 M IF (图 2 )
。

2 结 果

2
.

1 表达质粒 p E T 22b
一M I F 的鉴定

酶切分析结果显示
,

M IF 山 N A 已插人原核表

达载体 p E T一22 b (图 l)
。

D N户
、

测序结果显示
,

M IF

cD N A 序列正确
,

与文献报道一致 s[]
,

已正确插入

p E T ~
22 b 上的多克隆位点

。

本文所报道的 M IF

cD N A 已 在 G en B an k 数 据 库登 录
,

登 录 号
:

A F4 6 9 0 4 6
.

r 1 9
· ` 月聋三且 」牡幼 件U O U 。一 r 八竹乃 于只 甲 v 七 S L七 f 且一 u 皿u L

F ig
.

2 S D S 一

PA G E an d W e s et r n bl o t a n a ly s is of

r e e o m l】i n a nt M IF
L a n e l : T o tal Por t e in of 11飞d u e e d b a e t e r i a l e e ll s : Lan e Z: T o t al

]) or t e i n o f u n i n du
e e d b ac t e r i al e e ll s w i th o u t p E T一 2 2 b一 M I F ; L a n e 3 :

T o tal P r o et i n o f i n du e e d b a e t e r ial e e ll乏5 e o n t a i n in g P ET 一 2 2b 一 M IF :
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.2 3 复性的重组 M I F 的活性鉴定

巨噬细胞移动抑制试验结果显示
,

同空 白对照

组相比
,

菌液上清 (50
u
目L )对巨噬细胞的抑制率达

20 %
,

而复性的重组 M IF (50 林梦)L 对巨噬细胞的

抑制率达 3 0% (
n = 3

,

P< 0
.

0 5 )
。

.2 4 人血管内皮细胞中血管生成 因子基因的表达

R ea l一it m e
定量 P C R 结果显示

,

同对照组相

比
,

3 0 n
留m L 的重组 M IF 能特异地诱导 H V E sC

中 V E G F ;二 、

FG F R
3 、

M M p g
、

T (
GF 一二 和 p D G F 一。 基

因的表达 (八 .0 05 )
,

60
n
郭m L 的重组 M耳 也能

特异地诱导 HV E C S
中 v E G F I。 、

FG F R 3 、

M M p g
、

T G F 一。 和 PD G F一。 基因 的表达 沪 < .0 05 或 尸<

0 0 1) (图 3 )
。

.2 5 重组 M IF 促 H V E C s 的血管生成作用

血管生成试验显示
,

在空白组和 B SA 对照组

未见 H v E c S
聚集成管腔结构

,

而 V E G F 和 M IF 处

理组
,

H V E sC 能聚集成明显的管腔结构 (图 4)
。
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图 3 重组 M FI 诱导的人血管内皮细胞中 V E G F
l
o F G F凡

,

M h4P g
,
T C F 一仪 a n d P D G F 功 R N A 表达

iF g
.

3 、 7
E G F o FG F sR, M加 I Pg

,

T G F吧
a n d P D G F

m R N A
e x P r e s s io n idn uc e d by r M l l子in H V E C s

八尹 s h o
ws V E G F 16 5

,

FG F R 3
,

M M P g
,

TGI
,

、 a n d PD C F、 m R N A

e x pre s s i o n in HV E C S s e p

arat
e l犷 E a e h b a r

vre
r e s e n t s th e 劣士 5 fo r 4 t e s t氏

三王

P< .00 5
, 炎勺戈 0D I C o m p are d w i t h c o n torl (0

n

咖 )L

图 4

iF g
.

4

利用人血管内皮细胞的体外血管生成试验

nI
v 自or

a n g l o g e ne s i s a s s a y us i n g H V E C s
(2 0O

x
)

M IF 携带有 26 k u
的 G s T标签

,

需要使用价格昂贵

的凝血酶去除
。

我们利用 p E T一2b2
一M IF 表达系统

表达的 6 iH
s 一M I F

,

6 IH
S
不会影响

r
M IF 活性

,

不必

用酶消化去除
。

MM I检测结果显示复性的
r M IF 具

有生物活性
,

可以用来进行 M IF 的生物学功能研

究
。

我们前期的研究发现
,

在以高脂喂养的兔发生

动脉粥样硬化进程中
,

内源性的内皮细胞
、

血管平

滑肌细胞
、

巨噬细胞和泡沫细胞均有 M IF m R N A

和蛋白的表达
,

血管细胞中 M IF 的上调表达可能

在动脉粥样硬化的启动和发展过程中发挥重要作

用 l5[
。

研究表明
,

发生动脉粥样硬化的冠状动脉内膜

病变部位
,

可以见到血管新生现象
,

并且新生血管

的检出率随着病变的发展而逐渐增多
,

尤其是在巩

型病变中达到 10 0 %队川
。

新生血管的内皮细胞可

以表达更多的豁附分子
,

从而趋化更多的炎性细胞

进人斑块的肩部
,

导致斑块去稳定阴
。

研究发现
,

鼻咽原发癌组织中
,

癌细胞 M耳 与

V EG F 表达以及癌组织中微血管密度 ( IM D )计数均

显示正相关关系
,

提示 M I F 可能是影响肿瘤性微

血管生成和癌细胞 v E GF 表达的重要因素扩气 M I F

还能上调神经细胞癌中 IL 一8 和 v E G F 的表达 组:l3
。

本研究发现
,

M IF 能在体外特异地诱导 H v E c S
表

达血管生成因子
,

并能诱导 H V E sC 形成特异的管

腔结构
。

因此
,

M IF 诱导的血管生成可能是导致斑

块不稳定性的又一重要方面
。

由于内皮细胞
、

血管

平滑肌细胞和巨噬细胞都是动脉粥样硬化斑块的

组成 细 胞
,

目前 已 确认 包 括 v E G F165
、

F G服
3 、

M M Pg
、

T GF 一 a 和 DP G F一 。 等在内的 100 多个基因

参与血管生成过程 ;在继续的研究中
,

我们将利用

DN A 芯片技术在体外研究 M IF 对内皮细胞
、

血管

平滑肌细胞和巨噬细胞中血管生成因子表达的作

用
,

将利用兔动脉粥样硬化模型
,

研究抑制 M IF 活

性对斑块内的血管生成和斑块稳定性的影响
。
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行为
,

它们与新生血管形成之间的关系
,

还有待今

后更多的研究来探讨
。

环缩酚酞的药理效应可能非

常复杂
,

在不同的条件下所表现出来的效应不一定

相同
,

以后需要进一步的研究来阐明其药理效应
。
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