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重组人犞犈犌犉１６５蛋白在毕赤酵母中

高效表达与多克隆抗体的制备
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摘要：　构建ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５分泌型载体，线性化后电击转化至 ＧＳ１１５（ｈｉｓ４）中，经最小葡萄糖培养基

（ＭＤ平板）筛选出阳性表达菌株并进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）验证．菌株发酵上清液经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５，Ｈｅｐ

ａｒｉｎＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ和ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ?１００层析介质分离纯化，目的蛋白纯度达到９５％，相对分子质量约为２４ｋｕ．

结果表明：重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白能诱导人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）增殖，提高 ＨＵＶＥＣ细胞的活性；重组

人ＶＥＧＦ１６５蛋白免疫小鼠，制备多克隆抗体，间接酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测抗体效价达１：５１２００．
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血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）又称血管通透因子，是血管内皮细

胞特异性的肝素结合生长因子，可作用于血管内皮细胞，具有促进血管内皮细胞分裂、增殖和调节血管

的功能．最近研究表明：在大多数肿瘤中ＶＥＧＦ通过与其受体ＶＥＧＦＲ相互作用上调新生血管的生成，

已经成为肿瘤新生血管生成中最重要的细胞因子．ＶＥＧＦ具有５个亚型，分别是ＶＥＧＦ１２１，ＶＥＧＦ１４５，

ＶＥＧＦ１６５，ＶＥＧＦ１８９和 ＶＥＧＦ２０６
［１］，其中，ＶＥＧＦ１６５对肿瘤生长的影响最为重要．实验研究表明：

ＶＥＧＦ的单抗能有效地抑制肿瘤，特别是实体瘤的生长，已经开发为一种有效的抗肿瘤药物
［２?４］．虽然针

对ＶＥＧＦ的抗体可以抑制肿瘤的发展，但因ＶＥＧＦ其他的亚型可能参与正常的生理功能，如减少血管

内血栓的形成及血栓性闭塞，抑制内膜增生等［５］．因此，仅针对在肿瘤生长过程中最重要的ＶＥＧＦ１６５

而开发单克隆抗体将会减少不良反应的发生［６］．目前，制备多克隆抗体有抗原表位预测、多肽合成、免疫

动物等方法，如果根据抗原表位预测的方法制备抗体，必然会带来费用高、工作量大的问题，而且重叠区

之间的表位有可能被忽略，不能鉴定出目的蛋白上所有的Ｔ细胞表位．为了快速制备ＶＥＧＦ１６５多克隆

抗体并用于后续实验，课题组选择利用纯化后的ＶＥＧＦ１６５蛋白直接免疫小鼠来获得多克隆抗体．本文

采用逆转录?聚合酶链式反应（ＲＴ?ＰＣＲ）方法，从人肝细胞中克隆出ＶＥＧＦ１６５基因，构建毕赤酵母分泌

表达型载体ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５，通过Ｇ４１８筛选得到高表达菌株，经生物反应器高密度发酵，层析介质

纯化，得到纯度较高的重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白，并对其促进血管内皮细胞活性与增殖进行初步验证．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种、细胞株和质粒　Ｅ．犮狅犾犻ＤＨ５α，ＧＳ１１５（ｈｉｓ４），ｐＰＣＩ９Ｋ均为华侨大学生物医学学院保存；

人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）购于美国典型菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）．
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１．１．２　实验动物　昆明（ＫＭ）小鼠购于福建医科大学．

１．１．３　主要酶和试剂　限制性内切酶犡犺狅Ｉ，犈犮狅ＲＩ，犛狋狌Ｉ（辽宁省宝生物大连有限公司）；Ｔ４ＤＮＡ连

接酶（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｄ?生物素、Ｄ?山梨醇（美国Ｓｉｇｍａ公司）；无氨基酵母氮源（美国

Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒（上海市碧云天生物技术有限公司）；Ｓｅｐｈａｄｅｘ

Ｇ?２５，ＨｅｐａｒｉｎＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ，ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ?１００等层析介质（美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ公司）；鼠

抗ＶＥＧＦ单抗、山羊抗鼠二抗（英国Ａｂｃａｍ公司）．

１．２　方法

１．２．１　ＶＥＧＦ１６５基因的扩增　根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中人 ＨＳＰＢ７基因（ＸＭ＿３４２９６６）的序列设计一

对引物，上游引物为ｖＰ：５′?ＡＴＡＣＴＣＧＡＧＡＡＧＡＧＡＧＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＧ?３′，引入犡犺狅Ｉ

酶切位点；下游引物为ｖＦ：５′?ＣＴＣＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＣＧＣＣＴＣＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣ?３′，引入犈犮狅ＲＩ酶切位

点，通过ＲＴ?ＰＣＲ方法从人肝细胞中提取总ＲＮＡ，然后反转录成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板，用Ｐｙｒｏｂｅｓｔ

ＤＮＡ聚合酶进行特异性扩增．

１．２．２　重组表达载体的构建与鉴定　ＰＣＲ产物进行凝胶回收，回收的ＶＥＧＦ１６５基因与ｐＰＩＣ９Ｋ质粒

分别进行犡犺狅Ｉ和犈犮狅ＲＩ酶切，Ｔ４连接酶连接回收后的目的片段，连接产物转化ＤＨ５α感受态细胞，

通过氨苄（１ｍｇ·ｍＬ
－１）抗性筛选出阳性克隆，提取质粒并经ＰＣＲ和酶切鉴定．委托江苏省南京市金斯

瑞生物科技有限公司对重组质粒进行测序分析．

１．２．３　ＧＳ１１５?ＶＥＧＦ１６５工程菌株的构建与鉴定　ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５表达载体经犛狋狌Ｉ线性化、电转

化至感受态的毕赤酵母ＧＳ１１５（ｈｉｓ４），涂布含Ｇ４１８的ＭＤ平板来筛选高拷贝的转化子．待菌落长出，挑

取单克隆菌株进行ＰＣＲ鉴定．将ＰＣＲ结果为阳性的克隆按照文献［７］中的方法进行诱导表达．利用

ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ方法测定发酵上清液中ＶＥＧＦ１６５的表达量，并将发酵上清液经ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分离，电转

至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，质量分数为５％ 的牛血清白蛋白（ＢＳＡ）封闭２ｈ，室温孵育鼠抗ＶＥＧＦ抗

体２ｈ，磷酸盐吐温缓冲液（ＰＢＳＴ，磷酸盐缓冲液与体积分数为０．５％的吐温２０）漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，

室温孵育山羊抗鼠抗体２ｈ，ＰＢＳＴ漂洗３次；最后使用辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）底物电化学发光免疫

（ＥＣＬ）检测，Ｂｉｏ?Ｒａｄ凝胶成像系统进行成像．

１．２．４　重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白分离纯化　发酵上清液经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５凝胶过滤层析，ＨｅｐａｒｉｎＳｅｐｈ

ａｒｏｓｅＦＦ肝素亲和层析，ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ?１００凝胶过滤层析，得到重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白，进行十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ?ＰＡＧＥ）．

１．２．５　重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白对 ＨＵＶＥＣ活力的影响　选取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ细胞，以５０００

个·孔－１的密度接种至９６孔板，待细胞贴壁后加入重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白，至终质量浓度分别为１２．５，

２５，５０，１００，２００ｎｇ·ｍＬ
－１，对照组加入等体积的生理盐水．于３７℃，体积分数为５％ ＣＯ２ 条件下继续

培养４８ｈ，每孔加１０μＬ噻唑蓝（ＭＴＴ，５ｍｇ·ｍＬ
－１）培养２ｈ．再加入２００μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶

解，酶标仪检测４９０ｎｍ处吸光值，计算细胞存活率．

１．２．６　重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白对ＨＵＶＥＣ增殖的影响　５乙炔基２脱氧尿苷（Ｅｄｕ）是一种胸腺嘧啶

核苷类似物，能够在细胞增殖时期代替胸腺嘧啶渗入正在复制的ＤＮＡ分子中，能快速检测细胞ＤＮＡ

复制活性及细胞增殖．取对数生长期的ＨＵＶＥＣ细胞，以５０００个·孔－１的密度接种至９６孔板，加入重

组人ＶＥＧＦ１６５蛋白，至终质量浓度分别为２５，２００ｎｇ·ｍＬ
－１，对照组加入等体积的生理盐水，３７℃，体

积分数为５％ ＣＯ２ 条件下继续培养４８ｈ．再加入Ｅｄｕ孵育２ｈ，弃培养基，固定细胞，洗涤，Ｈｏｃｈｅｓｔ

３３２５８复染、洗涤后拍照．利用Ｉｍａｇｅｐｒｏ?Ｐｌｕｓ６．０软件分别对Ｅｄｕ阳性细胞（新增殖的细胞）和 Ｈｏ

ｃｈｅｓｔ３３２５８阳性细胞（所有细胞）进行计数，统计分析新增殖细胞占总细胞数目的百分比．

１．２．７　ＶＥＧＦ１６５多克隆抗体的制备　０．１ｍＬ纯化的重组人 ＶＥＧＦ１６５蛋白（１ｍｇ·ｍＬ
－１）与０．１

ｍＬ弗氏完全佐剂混匀后，肌肉注射小鼠腋下和腹股沟处进行初次免疫．此后每隔１周进行１次免疫，

共３次，最后采用０．１ｍＬ重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白（１ｍｇ·ｍＬ
－１）与０．１ｍＬ弗氏不完全佐剂混合液进

行免疫，１周后采取眼球取血，分离血清，测定多克隆抗体效价．

１．２．８　多克隆抗体效价的测定　用纯化的重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白（５０μｇ·ｍＬ
－１）１００μＬ·孔

－１室温

包被酶标板过夜，ＰＢＳＴ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液，体积分数为０．５％的吐温２０）洗涤５次；加入
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１５０μＬ质量分数为１％的ＢＳＡ３７℃封闭１ｈ，洗涤５次后依次加入小鼠免疫血清（以未进行免疫的正

常小鼠血清作为阴性对照）孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤５次；加入ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠二抗孵育２ｈ，ＰＢＳＴ

洗涤５次；加入底物四甲基联苯胺（ＴＭＢ）室温显色１５ｍｉｎ，１ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸终止，酶标仪测定吸光值．

按照文献［８］中的方法计算抗体效价．

２　实验结果

２．１　重组表达质粒（狆犘犐犆９犓?犞犈犌犉１６５）的构建与鉴定

重组表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５的酶切图谱显示：经犈犮狅ＲＩ与 犡犺狅Ｉ双酶切后出现了与

ＶＥＧＦ１６５目的基因大小相同的条带，约５００ｂｐ，如图１所示．图１中：Ｍ 泳道为ＤＮＡ标准相对分子质

量；１泳道为ＶＥＧＦ１６５ＤＮＡ分子；２泳道为以Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α／ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５为模板的ＰＣＲ扩增产

物；３泳道为犈犮狅ＲＩ酶切ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５产物；４泳道为犈犮狅ＲＩ，犡犺狅Ｉ双酶切ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５

产物．基因测序的结果进一步证实ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５重组质粒构建成功．

２．２　重组人犞犈犌犉１６５蛋白的表达与鉴定

重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５电转化至ＧＳ１１５（ｈｉｓ４），涂布含有Ｇ４１８的ＭＤ平板，筛选出#

拷贝的

单菌落，单菌落ＰＣＲ扩增片段为５００ｂｐ，如图２所示．图２中：Ｍ泳道为ＤＮＡ标准相对分子质量；１泳

道为ＶＥＧＦ１６５ＤＮＡ分子；２～４泳道为以ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５单克隆为模板的ＰＣＲ扩增产物；

　图１　ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５重组质粒的鉴定　　　　　　图２　ＧＳ１１５（ｈｉｓ４）阳性转化子菌落ＰＣＲ鉴定

　Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ　　　　　　Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＧＳ１１５（ｈｉｓ４）ｐｏｓｉｔｉｖｅ

　　　ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｂｙｃｏｌｏｎｙＰＣＲ

５泳道为ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ单克隆为模板的ＰＣＲ扩增产物．按照文献［７］中报道的方法，阳性克隆进行生

物反应器发酵，ＥＬＩＳＡ测得发酵上清液中重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白表达量达２３０ｍｇ·Ｌ
－１．蛋白印迹法结

果显示：转染了重组质粒的工程菌能检测到ＶＥＧＦ１６５阳性条带的存在，而未转染重组质粒的菌落未能

检测到ＶＥＧＦ１６５阳性条带，如图３所示．图３中：１泳道为ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ酵母发酵上清液的蛋白质免

图３　重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定

Ｆｉｇ．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

　ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｈＶＥＧＦ１６５ｐｒｏｔｅｉｎ

疫印记结果；２泳道为ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５酵母发酵上清液的蛋

白质免疫印记结果．

２．３　重组人犞犈犌犉１６５蛋白的纯化

重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白的分离纯化包括硫酸铵预处理及三步凝胶

层析．预处理后的上清液经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５凝胶层析，洗脱经 Ｈｅｐａｒｉｎ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ肝素亲和层析，分别用０．１，０．３，０．５ｍｏｌ·Ｌ
－１ＮａＣｌ溶液

洗脱，洗脱峰过ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ?１００凝胶层析，洗脱峰为重组人 ＶＥＧＦｌ６５

蛋白，如图４所示．图４中：１泳道为标准蛋白相对分子质量；２泳道为

ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ发酵上清；３泳道为ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?ＶＥＧＦ１６５发酵上清；４泳道为肝素柱０．１ｍｏｌ·

Ｌ－１洗脱峰；５泳道为肝素柱０．３ｍｏｌ·Ｌ－１洗脱峰；６泳道为肝素柱０．５ｍｏｌ·Ｌ－１洗脱峰；７泳道为Ｓ?

１００分子筛柱洗脱峰．最终的重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白进行ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳，图片经过Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件

分析，得出重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白纯度约为９５％，超滤浓缩至质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ
－１备用．
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２．４　重组人犞犈犌犉１６５蛋白对犎犝犞犈犆活力的影响

ＭＴＴ法检测结果显示：重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白对 ＨＵＶＥＣ细胞活力的提高表现出量效关系，如图

５所示．图５中：所有数据都以平均值±标准差来表示（狀＝６），与对照组相比 
狆＜０．０５，即差异具有统

计学意义；而
狆＜０．０１即差异具有高度统计学意义；２００ｎｇ·ｍＬ

－１组的 ＨＵＶＥＣ存活率为（１３０．７±

９．４）％；１００ｎｇ·ｍＬ
－１组的ＨＵＶＥＣ存活率为（１２８．５±８．６）％；５０ｎｇ·ｍＬ

－１组的 ＨＵＶＥＣ存活率为

（１１６．６±７．９）％．

图４　重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白纯化的ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分析　图５　重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白对 ＨＵＶＥＣ细胞活力的影响

Ｆｉｇ．４　ｒｈＶＥＧＦ１６５ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｎａｌｙｓｉｓ　 Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｈＶＥＧＦ１６５ｐｒｏｔｅｉｎｏｎ

　　　ｂｙＳＤＳ?ＰＡＧＥ ＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓａｃｔｉｖｉｔｙ

２．５　重组人犞犈犌犉１６５蛋白对犎犝犞犈犆细胞增殖的影响

ＨＵＶＥＣ细胞膜表面含有ＶＥＧＦ的受体ＶＥＧＦＲ，ＶＥＧＦ与其受体结合，能够诱导ＶＥＧＦＲ的磷酸

化，从而启动下游细胞增殖的信号通路．利用Ｅｄｕ染色方法检测重组人 ＶＥＧＦ１６５蛋白对 ＨＵＶＥＣ细

胞增殖的影响，结果如图６（ａ）所示．

　　（ａ）Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２与Ｅｄｕ染色后的细胞图 （ｂ）Ｅｄｕ阳性细胞百分比的统计分析　

图６　重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白对 ＨＵＶＥＣ细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｈＶＥＧＦ１６５ｐｒｏｔｅｉｎｏｎＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　利用Ｉｍａｇｅｐｒｏ?Ｐｌｕｓ６．０软件分别进行计算．对照组的细胞增殖率为（１８．７±３．５）％；２５ｎｇ·ｍＬ
－１

重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白组为（３３．４９±４．５）％；２００ｎｇ·ｍＬ
－１重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白组为（４４．５±５．４）％

（图６（ｂ））．以上结果说明：得到的重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白具有诱导 ＨＵＶＥＣ细胞增殖的活性．图６（ａ）

为Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２与Ｅｄｕ染色后的细胞图，Ｅｄｕ染色新增殖细胞的细胞核为红色；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色所

有细胞的细胞核为蓝色；图６（ｂ）为Ｅｄｕ阳性细胞百分比的统计分析．所有数据均以平均值±标准差表

示（狀＝６），狆＜０．０１表示与对照组相比，差异具有高度统计学意义．

２．６　犞犈犌犉１６５多克隆抗体效价测定

以纯化后的重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白作为抗原包被酶标板，ＥＬＩＳＡ法测得多克隆抗体的效价为１∶

５１２００，免疫滴定曲线如图７所示．
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图７　ＥＬＩＳＡ法测定多克隆抗体ＶＥＧＦ１６５效价

Ｆｉｇ．７　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

　　　ＶＥＧＦ１６５ｔｉｔｅｒｂｙＥＬＩＳＡ

３　讨论

肿瘤血管生成为肿瘤组织提供氧气和营养物质，同

时血管又是肿瘤发生转移的途径，新生血管通过旁分泌

和“灌注”效应方式促进肿瘤生长．因此，抑制肿瘤血管

的新生，可以抑制肿瘤的生长和转移．ＶＥＧＦ可以与血

管内皮细胞上的特异性受体相作用，有效地刺激内皮细

胞增殖、调控血管生成［９?１０］，是肿瘤血管新生最重要的细

胞因子．鉴于ＶＥＧＦ重要的生理和病理作用，需要大量

具有高度生物学活性的ＶＥＧＦ供实验室和临床研究．然

而，天然ＶＥＧＦ由于来源有限、产量甚微、价格昂贵等缺

点，远远不能满足需求．因此，利用基因重组技术生产大

量的ＶＥＧＦ势在必行．而酵母作为一种新型外源基因的

表达系统，既具有原核细胞良好的可操作性，又可以进行真核系统翻译后加工，是外源基因表达的理想

宿主［１１］．

通过毕赤酵母表达系统，成功表达了重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白，蛋白表达量较高，达到２３０ｍｇ·Ｌ
－１．

由于利用Ｇ４１８加压筛选得到了高表达菌株，且采用生物反应器高密度发酵，所以本课题筛选得到的菌

株表达量要比文献［１２］中报道的高１０倍．重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白经过Ｇ?２５脱盐、肝素亲和层析和Ｓ?

１００凝胶层析后得到相对分子质量为２４ｋｕ，纯度达９５％的目的蛋白．

实验对表达纯化的重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白生物进行活性分析，结果为２００μｇ·Ｌ
－１蛋白组的 ＨＵ

ＶＥＣ细胞存活率为（１３０．７±９．４）％，Ｅｄｕ法结果显示重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白能促进 ＨＵＶＥＣ的增殖，

与马骊等［１１］报道一致．

商品名为Ａｖａｓｔｉｎ的贝伐单抗（Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ）于２００４年２月２６日获得美国食品和药物管理局

（ＦＤＡ）的批准，是美国第１个获得批准上市的抑制肿瘤血管生成的药物．贝伐单抗是ＶＥＧＦ的人源化

单克隆抗体［１３］，可阻止ＶＥＧＦ与ＶＥＧＦＲ１，ＶＥＧＦＲ２结合，与标准化疗方案联用，可抑制肿瘤新生血管

的形成和生长，显著提高生存率，延长患者的生存期，且不易产生抗药性［１４?１５］．研究发现：Ａｖａｓｔｉｎ主要

和ＶＥＧＦ家族中的ＶＥＧＦ?Ａ结合，而不能中和ＶＥＧＦ?Ｂ和ＶＥＧＦ?Ｃ，使得其疗效非常有限
［１６］．因此，开

发新的ＶＥＧＦ抗体非常有必要．文中分离纯化的重组人ＶＥＧＦ１６５蛋白免疫小鼠制备多克隆抗体，通过

间接ＥＬＩＳＡ测得所制备的多克隆抗体效价约为１∶５１２００，多克隆抗体的成功制备为ＶＥＧＦ１６５抗体

运用于肿瘤的治疗奠定了基础．
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