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Abstract
AIM: To express the recombinant eukaryotic 
expression vector containing human endostatin 
gene in human embryonic kidney HEK293 cells, 
and construct a cell line continuously secreting 
human endostatin (hES).

METHODS: Human endostatin cDNA contain-
ing interleukin-2 (IL-2) secreting peptide was 
cloned into eukaryotic expression plasmid 
pSNA2 to construct the recombinant plasmid 
pSNA2/endostatin. The plasmid pSNA2/end-
ostatin was transfected into HEK293 cells by 
cationic liposome. The positive cell clones were 
selected by G418 and then named hE/293 cells. 
The expression of endostatin protein was ana-
lyzed by Western blot. The release of biological-
ly active endostatin was confirmed using assays 
of ECV304 proliferation and the angiogenesis 
experiment of chicken chorioallantoic membrane 
(CAM).

RESULTS: Enzyme digestion and sequence 

analysis confirmed that the eukaryotic expres-
sion vector pSNA2/endostatin had been suc-
cessfully constructed. After G418 selection, 
3 strains of cells stably expressing hES were 
obtained, named as hE/293 cells. Western blot 
showed that ES protein with a molecular weight 
of 20 kDa existed in the supernatant of hE/293 
cells. No endostatin expression was found in the 
control cells. The assays of ECV304 proliferation 
showed that the supernatant of hE/293 cells in-
hibited ECV304 cell proliferation induced by ba-
sic fibroblast growth factor in comparison with 
that of HEK29 cells (48 h: 0.125 ± 0.007 vs 0.159 ± 
0.020, P < 0.01; 72 h: 0.088 ± 0.016 vs 0.249 ± 0.070, 
P < 0.01). There were fewer blood vessels in the 
CAM treated with ES protein.

CONCLUSION: Target cell line hE/293 is suc-
cessfully constructed which it can stably secret 
hES protein, inhibit the ECV304 cell proliferation 
and CAM angiogenesis. 
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摘要
目的: 在人胚肾HEK293细胞中转染真核表达
载体pSNA2/hEndostatin (hEndostatin, 人血管
抑素), 建立能稳定分泌hES的基因工程细胞
株. 

方法: 将含有IL-2分泌肽的人endostatin(ES)全
长cDNA插入真核表达载体pSNA2, 产生重组
质粒pSNA2/hEndostatin; 利用阳离子脂质体
介导将其转染入HEK293细胞中; 用G418筛选
出阳性克隆细胞, 将其命名为hE/293细胞. 用
Western blot法检测hE/293细胞培养上清中分
泌的hES蛋白. 血管内皮细胞(ECV304)增殖抑
制试验及鸡胚尿囊膜试验观察其分泌的hES
蛋白的抗增殖活性. 

®

■背景资料
近 年 来 的 研 究
发 现 ,  血 管 新 生
(angiogenesis)是
绝大多数实体瘤
维持其恶性进展
所必需的, 这为肿
瘤的治疗提供了
一条新的思路, 并
形成了抗肿瘤血
管生成疗法. 到目
前为止, 多种血管
形成抑制因子已
被分离纯化并对
其抑制肿瘤的作
用进行了研究, 其
中一些因子已经
进入临床试验有
希望在肿瘤治疗
领域发挥重要作
用.
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结果: 经过双酶切和DNA测序证实构建出了
含hES基因的真核表达载体. 通过G418抗性
筛选筛选出稳定表达hES的细胞株3株, 将其
命名为hE/293细胞; Western blot检测该细胞
株培养上清中存在分子量为20 kDa的ES蛋白; 
ECV304增殖抑制试验显示, 与HEK293细胞
组相比，hE/293细胞组分泌的ES蛋白对bFGF
刺激的血管内皮细胞增殖有明显的抑制作用
(48 h: 0.125±0.007 vs  0.159±0.020, P <0.01; 
72 h: 0.088±0.016 vs  0.249±0.070, P <0.01); 
鸡胚尿囊膜试验证实hE/293细胞分泌的ES蛋
白可以抑制鸡胚尿囊膜血管生长. 

结论: 所构建的hE/293细胞株可以稳定的分
泌hES蛋白, 并能抑制ECV304细胞生长及鸡
胚尿囊膜血管生长.

关键词: 人内皮抑素; 真核表达载体; 人胚胎肾细

胞; hES细胞株; Western blot
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0  引言

肿瘤的生长必须依赖于新生血管形成, 抑制肿

瘤血管的生成可以抑制肿瘤的生长和转移, 这
为肿瘤的治疗提供了一条新的思路, 并形成了

抗肿瘤血管生成疗法[1-2]. 近年来人们发现了大

量的抗血管生成复合物, 其中有许多已经在试

验研究中显示了抗血管生成活性[3-4]. 在目前发

现的内源性血管生成抑制因子中以内皮抑素

(endostatin, ES)最引人瞩目. ES是1997年O'Relly 
et al [5]从鼠血管内皮瘤(EOMA)细胞的培养液上

清中分离到一种分子量为20 kDa左右的蛋白, 对
血管内皮细胞有特异性生长抑制作用. 大量研

究发现, ES能在一定浓度范围内(100-600 mg/L)
特异性的抑制内皮细胞增殖并表现出剂量依

赖性, 对静止的细胞、正常的细胞、发生转化

的细胞及瘤细胞无明显影响[6]. Bergers et al [7]发

现, 无论在预防期(实体瘤开始形成)、干扰期

(实体瘤已形成)还是抑制晚期(肿瘤晚期), ES都
能抑制血管生成的启动及进一步生长. 我们成

功的构建了分泌型人内皮抑素的真核表达载体

pSNA2/endostatin, 将其转染到人胚胎肾细胞系

HEK293中, 为进一步利用该基因进行细胞移植

治疗奠定了基础.

1  材料和方法

1 .1  材料 人携带血管内皮抑素基因的质粒

pAVV-hEndostat in质粒由哈佛大学教授馈赠, 
含人IL-2信号肽, IL-2信号肽加内皮抑素序列

endostatin cDNA全长为672 bp; 真核表达载体

pSNA2.0质粒由解放军总医院消化内科徐世平

主任馈赠, 全长7.1 kb; PCR、RT-PCR试剂盒为

TaKa公司产品; DH-5α感受态细胞购于北京京

科宏达公司; 无内毒素质粒大提试剂盒、DNA
快速纯化/回收试剂盒、LipofectamineTM2000
细胞转染试剂盒购自Invitrogen公司, DMEM培

养基购于Gibco公司, HEK293细胞由军科院王

嘉宁博士馈赠; 引物合成由上海生工合成, 测
序由英俊公司完成; 鼠抗人endostatin抗体购自

R&D公司, 二抗购自武汉博士德公司; G418购自

Promega公司, SPF级鸡胚购自维通利华.
1.2 方法 
1.2.1 表达载体的构建  p S N AV2.0和p AV V-
hEndostatin质粒各1 μg以Eco RⅠ和BglⅡ双酶

切, 10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定, DNA凝胶回收

试剂盒回收pSNAV2.0质粒酶切产物的7.1 kb片
段和pAVV-hEndostatin质粒酶切产物的672 bp片
段. 取pSNAV2.0质粒酶切产物7.1 kb片段1 μL, 
pAVV-hEndostatin质粒酶切产物672 bp片段7 μL, 
T4 DNA连接酶Buffer 1 μL, T4 DNA连接酶1 μL, 
16℃水浴连接过夜. 取5 μL连接产物热休克法转

化入感受态大肠杆菌DH-5α, 次日挑取单克隆培

养, 接入5 mL Amp LB培养基, 37℃振荡培养过

夜, 取3 mL菌液提取质.。
1.2.2 构建后表达质粒鉴定 (1)E c o RⅠ+B g l
Ⅱ双酶切鉴定目的片段 ,  将构建好的质粒

命名为pSNA2-hEndos t a t i n. 质粒5 μL稀释

于含B g l Ⅱ限制酶10 U, E c o R限制酶10 U缓

冲液中 ,  37℃水浴酶切4 h. 行10 g/L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: 5'- 
CGAATTCGCGGGCGGCCGCTC, 引物2: 
5'-TCTGCATTGAGAACAGCTTC(上海基康

合成). 反应总体积25 μL: 连接产物pSNAV2.0-
hEndostatin质粒0.1 μL, 10×PCR Buffer 2 μL, 引
物20 pmmol/L各0.4 μL, dNTP 1.6 μL, 无菌去离

子双蒸水15.2 μL, Taq酶0.3 μL(Promega). 采用

BIO-RAD扩增仪, 94℃预变性5 min; 94℃变性

50 s, 56℃退火50 s, 72℃延伸1 min, 30个循环后, 
72℃ 延伸5 min. 反应完毕取PCR产物5 μL 20 g/L
琼脂糖凝胶电泳; (3)测序鉴定目的片段. 将培养

■研发前沿
内皮抑素(endosta-
tin, ES)是目前发
现的作用最强的
内源性血管抑制
因子, 其研究主要
集中在以下几个
方面: 利用基因工
程表达的重组蛋
白开发为抗肿瘤
药物, 内皮抑素基
因治疗, 腹膜内植
入渗透泵持续释
放ES.
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盖蛋壳缺口, 避免蛋清直接与空气接触, 放入

37℃培养箱中培养4 d, 每4 h翻动一次, 5 d后打

开扩大蛋壳缺口, 观察鸡胚绒毛膜血管生成情

况, 并用彩色相机摄影保存.

2  结果

构建的重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin质粒经

Eco RⅠ+BglⅡ双酶切得到7.1 kb和672 bp两条带

(图1). PCR扩增条带预期为637 bp(图2). 测序结

果与NCBI上BLAST比对同源性达到100%(图3). 
pSNAV2.0-hEndostatin转染HEK293细胞后, 经
过G418筛选后形成阳性克隆(图4). 选取hE/293
细胞培养上清, 离心过滤后, 超滤浓缩后行SDS-
PAGE和Western blot检测, 结果在hE/293细胞培

养液上清中可以检测到能与ES抗体发生特异性

抗原抗体反应的条带, M r 20 000, 与人内皮抑素

蛋白分子量一致, 说明筛选的hE/293细胞能分泌

■相关报道
最近有研究报道
利用应用微囊化
分泌ES的细胞治
疗肿瘤, 发现经过
微囊移植的裸鼠
瘤组织血管生成
显著减少, 肿瘤抑
制率达到35%, 但
这方面的报道仅
限于几项治疗脑
胶质瘤的研究.

■创新盘点
本研究成功的构
建了真核表达载
体, 并将其转染到
人正常细胞中, 筛
选了3株稳定分泌
ES的细胞. 

M1     1      2      M2

图  1  重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin的双酶切鉴定结
果. M1: DL15000(TaKaRa, 上样量5 μL, 条带大小分别

为15 000, 10 000, 7500, 5000, 2500, 1000和250 bp); M2: 

DL2000(TaKaRa, 上样量5 μL, 条带大小分别为2000, 1000, 

750, 500, 250和100 bp); 1: pSNAV2.0-hEndostatin质粒;  

2: BglⅡ+EcoRⅠ双酶切pSNAV2.0-hEndostatin质粒.  

pSNAV2.0-hEndostatin的菌种送到英俊公司测

序. 测序结果与PubMed上公布的序列进行Blast
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 pSNAV2.0-hEndostatin转染HEK293细胞 
HEK293细胞用100 mL/L小牛血清DMEM培养

基培养, 常规传代、接种、冻存. 转染方法参照

LipofectamineTM2000说明书进行. 转染完毕加入

无抗生素的100 mL/L小牛血清DMEM培养液继

续培养24 h.
1.2.4 转染细胞的筛选 按照1∶3比例传代, 传代

后用无抗生素的100 mL/L小牛血清DMEM培

养液继续培养24 h, 去除培养液, 更换为含G418 
350 mg/L的DMEM培养液继续培养14 d, 每隔2 
d更换一次培养液, 第15天换为含G418 175 mg/L
的DMEM培养液继续培养14 d, 每隔2 d更换一

次培养液. 标记阳性集落位置, 去除培养液, 用
微量加样枪吸取少量2.5 g/L胰酶轻轻吹打细胞, 
使细胞脱落, 将消化液连同脱落的细胞一起转

移到含G418 100 mg/L的DMEM培养液继续培

养, 每株细胞给以编号、扩增培养、传代、冻存

同时收集上清备用, 并将其命名为hE/293细胞.
1.2.5 Western印迹分析 收集稳定转染的细胞和

未经转染的对照组细胞培养液上清, 1000 g离心

2 min沉淀细胞, 收集上清, 离心式超滤浓缩装

置(美国Millipore公司)浓缩, 样品蛋白经150 g/L 
SDS-PAGE上分离后湿转到PVDF膜上, 封闭液

处理, 以鼠抗人ES多克隆抗体为一抗, HRP标记

的兔抗鼠多克隆抗体为二抗, 温育, 充分洗膜后, 
加入显色液, 避光显色至出现条带时放入双蒸

水中终止反应.
1.2.6 血管内皮细胞(ECV304)细胞增殖抑制试验 
ECV304细胞常规消化传代, 以1×103细胞/孔种

植于96孔板中, 24 h贴壁后, 加入E/293浓缩上清

培养液20 μL, 对照组加入正常HEK293细胞培养

液20 μL,每组做5个复孔, 吸附2 h后, 加入正常培

养液80 μL,含bFGF终浓度为3 mg/L继续培养24, 
48, 72 h后, 取出培养板吸弃培养液PBS清洗两

遍, 加入MTT 10 μL 7℃孵育4 h, 吸去MTT, 加入

150 μL DMSO, 37℃孵育5 min, 剧烈振荡15 min, 
490 nm检测吸光度值.
1.2.7 鸡胚尿囊膜试验 选取5日龄鸡胚用碘酒和

酒精消毒后, 在超净工作台用眼科尖嘴镊小心

敲开蛋壳, 将甲基纤维素膜加在绒毛尿囊膜上, 
用微量加样器吸取浓缩的hE/293细胞分泌上清

加在甲基纤维素膜上, 然后用无菌的滤纸膜覆

  1      2      3     M

图  2  重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin的PCR鉴定结果. M: 

DL2000(TaKaRa, 上样量5 μL, 条带大小分别为2000, 1000, 

750, 500, 250和100 bp); 1: 以pSNAV2.0-hEndostatin质粒为

模板的PCR产物; 2: 阴性对照; 3: 以pAVV-hEndostatin质粒

为模板的PCR产物.
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■应用要点
稳定分泌ES的细
胞可以在体外大
量培养、扩增, 建
立细胞“银行”, 
为 进 一 步 利 用
hE/293细胞治疗
肿瘤奠定了基础.

性[8-10], 但应用ES蛋白进行抗肿瘤治疗存在以下

问题: (1)ES在体内半衰期短, 理想的抗肿瘤疗效

的产生需要相对较高的注射剂量, 并且需要反

复、多次给药, 疗程持续时间比较长; (2)ES在
体外极不稳定, 在体外短时间内即失去活性; (3)
应用基因工程获得的外源性重组蛋白的制备纯

化十分困难, 且ES蛋白生成需要正确的重折叠, 
目前的制备的工艺提供临床长期、大剂量用药

有一定困难[11-15]. 针对以上问题, 国内外科学家

一直在积极的探索利用ES的基因进行治疗, 期
望通过ES在体内的表达,维持有效的ES浓度，

获得更好的治疗效果. 应用最多的是利用腺病

毒载体、腺相关病毒载体等载体等将ES基因导

入动物体内, 产生了持续表达的内源性蛋白产

物, 观察到与体外重组蛋白相同的生物学活性

与功能[16-18]. 虽然基因治疗避免了反复注射及可

能发生的免疫反应, 但存在着潜在的毒性和感

染颗粒传播, 治疗的长效性, 转染的效率, 以及

目的蛋白表达的量也存在着问题[19-20]. 近来Read 

图  4  G418筛选后稳定表达ES的hE/293细胞(×200).

表  1  ECV304细胞的吸光度值(mean±SD, n  = 6)

     
分组                    24 h	                    48 h	             72 h

对照组 	   0.113±0.005  0.159±0.020    0.249±0.070

(HEK/293)

实验组	   0.115±0.003  0.125±0.007b    0.088±0.016b

(E/293) 

bP<0.01 vs  对照组.

图  3  重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin的测序结果. 

CGCGGGCGGCCGC TC t  aG AGG ATCC A TGG C    TACA GG C   TCCC G G AC G TCCC  TG C TCC  TG GC TTTTG GCC  TGC  TC TG CC TG CCC  TGGCTTCAAG AGGGCAG TGCA CAC AG CCACC G CGA CTTCCAG CCGG TGC TCCACC  TGG T TGCGCTC A AC AGCCCCC TG TCA GGCGGCA TGCGGGGCA TCCGCGGGGCCGACT TCCAGTG CT TCCAG
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  TTCCAGCAGGCG CGGGCCGTGGGGCTGGCGGGCACCTTCCGCGCCTTCCTGTCCTCGCGCC TGCAGG ACCTGTACAGCATCGTGC GCCGTGCCGACCGC G CA GCCGTGCCCA TCGTCA A CCTCA AG G ACGAGCTGCTG TTTCCCAG CTG G G AG GCTCT G TTCTCAG G CTCTG AG G G TCCG C TG AAG CCCG G GGCACGCATCTTC TCCT TTGACG GCAAGGACGTC CTGAG GCAC CCCACCTGGC CC CAGAAGAGCGTGTGGCA TGGCTCGG ACCC CA
210 220  230  240 250  260 270  280 290  300  310 320  330 340  350  360 370  380  390  400 410  420 430  440  450 460  470  480

GACCGAGAGCTA CTGTGAGACGTGGCGGACG GAGGCTCCCTCGGCCACGGGCCAGGCCTCCTCGCTGCTGGGGGGCAGGCTCCTGGGGCAGAGTGCCGCGAGCTGCCATCACGCCTACAT CG TGCTCTGCATTGAGAACAGCTTCATGACTGCCTCCAAGTAGCTCGAGGGCCCAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAA
500 510  520 530  540  550 560  570  580 590  600 610  620  630 640  650 660 670 680  690 700  710 720 730  740 750 760 770 780

GCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACATAGCAGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGATCCCTAACTACAAGACCCTAGTGATGAGTGCCCTCCCTCCCCTTTGCGCGCTCGTCGGTAATGGAGGCGGGCGACAAAGGCGCCGACGCCCGGCTTTGCCGAGAGCCTCGTGGTGGCGTACTGCATATAGATTCGG
800  810  820  830  840  850  860  870   880  890  900 910   920   930   940  950  960  970   980   990 1000   1010 1020 1030 1040 

ES蛋白(图5). ECV-304细胞生长抑制试验显示, 
48 h后试验组ECV304细胞开始不同程度的死

亡, 细胞形态及折光性出现异常, 活细胞数量明

显减少(图6). 鸡胚绒毛尿囊膜实验显示, 在给予

hE/293培养上清的鸡胚尿囊膜血管稀疏, 血管密

度明显减少(图7).

3  讨论

尽管有大量的动物实验证实E S有抗肿瘤活 

图  5  阳性克隆细胞培养上清中ES蛋白的Western blot分析
结果. 1: 4号克隆; 2: 5号克隆; 3: 8号克隆; 4: 5号克隆培养30 d.  

ES蛋白   →

1           2          3         4
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et al [21]报道用微胶囊包裹可分泌内皮抑素的细

胞, 然后将其植入胶质瘤荷瘤鼠内, 18 d后观察

到治疗组中肿瘤细胞向周围组织的侵润受到抑

制, 治疗组中肿瘤血管生成显著减少, 肿瘤抑制

率达35%, 但这方面的报道仅限于几项治疗脑胶

质瘤的研究[22-24]. 
本研究构建了真核表达载体p S N AV2.0-

hEndostatin, 测序证实hES插入位点和方向正确,
其中ES的序列和已知的ES序列完全相同, 保证

了产物的正确性. 重组质粒具有真核细胞的筛

选标志, 便于阳性细胞的筛选, 并且由于携带人

IL2信号肽序列,  因此转染细胞具有外分泌的功

能, 可以成功分泌ES蛋白到组织中发挥其生物

学功能. 我们用其转染人体正常细胞HEK293, 
经过G418筛选成功建立蛋白稳定表达细胞系并

命名为hE/293, 蛋白印迹表明hE/293细胞能分泌

ES蛋白到细胞外. 应用hE/293细胞分泌上清对

bFGF刺激的血管内皮细胞(ECV304)增殖能力

的影响进行了测定. 结果显示hE/293细胞培养

上清对bFGF刺激的血管内皮细胞有显著的增殖

抑制作用. 鸡胚尿囊膜试验显示hE/293细胞培

养上清能够抑制新生血管的生成. 我们前期研

究中建立了稳定的微囊化基因工程细胞制备平

台, 借助维囊的免疫隔离作用, 进行微囊化的基

因工程细胞移植使其在体内持续表达目的蛋白, 
这样既可以保证蛋白在体内的活性又无需对其

进行化学提纯, 并且大大降低了工作量和工作

成本, 最重要的是不会引起机体免疫反应, 无需

改变宿主基因组, 具有安全性[25-27]. 本次研究将

hE/293细胞在体外大量培养、扩增, 建立细胞

“银行”, 为进一步利用微囊包裹hE/293细胞治

疗肿瘤奠定了基础.
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