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一种膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白

的构建方法和应用

(57)摘要

本发明公开了一种膜联蛋白V与血管生成抑

制剂融合蛋白的构建方法和应用，本发明的构建

方 法 ，包 括 如 下 步 骤 ：(1 ) 设 计 膜 联 蛋白 V

(A n n e x i n V) 与血 管生 成抑 制剂内 皮抑素

(endostatin)融合蛋白结构；(2)构建包含膜联

蛋白V与血管生成抑制剂内皮抑素融合蛋白基因

的质粒；(3)获得膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白

可溶性表达的表达菌株；(4)表达和纯化膜联蛋

白V与内皮抑素融合蛋白。本发明利用膜联蛋白V

对肿瘤血管导向性，可以设计膜联蛋白V与血管

生成抑制剂蛋白质分子的融合蛋白，具有显著的

协同效果。
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1.一种膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白，其特征在于：所述的膜联蛋白 V

(AnnexinV)的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:1所示，所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋

白为如SEQ  ID  No.3或SEQ  ID  No.4所示的氨基酸序列组成的蛋白质。

2.一种核酸分子，其编码权利要求1所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白。

3.权利要求1所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白的构建方法，其特征在于包

括以下步骤：(1)设计膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白结构；

(2)构建包含膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白基因的质粒；

(3)获得膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白可溶性表达的表达菌株；

(4)表达和纯化可溶性的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白。

4.根据权利要求3所述的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白的构建方法，其特征在于：在

步骤(1)中，设计膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白；

在步骤(2)中，构建融合蛋白的表达菌株，采用pET28a载体，膜联蛋白V与内皮抑素蛋白

之间插入8个氨基酸残基来连接，设计并购买引物后，进行PCR，采用酶Primer  star，退火温

度设为Tm值‑5℃；回收得的片段同载体酶切，室温过夜酶连，制得pET28a‑AnnexinV‑

endostatin重组质粒；

在步骤(3)中，转化Top10感受态菌株后涂布平板，挑单克隆存样送测序公司测序，检验

是否成功构建，提取质粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中；

在步骤(4)中，表达并纯化蛋白：IPTG诱导表达目的融合蛋白，SDS‑PAGE检验样品分子

量，确定目的蛋白；通过亲和层析初步纯化目的融合蛋白，再用阴离子交换层析进一步纯化

制得目的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白，得到的纯化蛋白可进行活性检验。

5.根据权利要求4所述的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白的构建方法，其特征在于：在

步骤(1)中，设计与膜联蛋白V融合的蛋白具有类似endostatin的血管生成抑制剂的效应；

在步骤(2)中，采用pET28a载体，AnnexinV与类似endostatin的血管生成抑制剂蛋白之间插

入8个甘氨酸残基来连接；设计引物后，通过PCR扩增；以BamHI‑XhoI为酶切位点，通过双酶

切，T4  DNA连接酶连接的方法整合到载体pET‑28a质粒中；

在步骤(3)中，通过CaCl  2  方法制备感受态大肠杆菌BL21(DE3)，将含有目的基因的质

粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中；将冻存的重组表达质粒保种菌株接入含有50mg/

L卡那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃震荡培养过夜；将活化后的菌液接种到含有相同浓

度卡那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃培养12h；次日，将过夜菌接种到500ml，含有50mg/L

卡那霉素的液体LB培养基中，37℃震荡培养3～4h，至OD600值达到0.6时，向培养液中加入

IPTG，20℃诱导表达16～20h；

在步骤(4)中，通过SDS‑PAGE检验是否得到目的蛋白。

6.根据权利要求5所述的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白的构建方法，其特征在于：在

步骤(3)中，通过超声破碎菌体；将培养液转移到离心管中，4℃、6000r/min离心15min，用预

冷的Hepes‑NaCl缓冲液洗涤菌体，6000r/min再次离心15min，收集菌体；菌体重悬于40mlNi

结合缓冲液中，进行超声波破碎，确保超声在低温条件下进行，防止蛋白变性，超声波破碎

参数设置为3s间隔8s，净超声时间20min，直至菌液澄清为止；超声完毕后，4℃下12000r/

min离心10min，取上清，备用；在步骤(4)中，由于融合蛋白以可溶性形式表达，采用亲和层

析初步纯化蛋白；以Ni琼脂糖凝胶介质，进行层析；Ni洗脱液中缓慢加入20％～30％硫酸铵
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固体，并不断搅拌；然后，将溶液放置在磁力搅拌器上，4℃过夜，使目的蛋白充分沉淀；次

日，4℃、12000r/min离心30min，收集沉淀，沉淀用Hepes‑NaCl缓冲液重悬溶解，纯化得到蛋

白纯度大于95％。

7.权利要求1所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白在筛选和开发血管生成抑

制剂中的应用。
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一种膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白的构建方法和

应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体涉及一种膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白

的构建方法和应用。

背景技术

[0002] 膜联蛋白(Annexins)是真核生物中广泛存在的一类蛋白家族。其中，膜联蛋白V

(Annexin  V，A5)是Annexins家族中分布最广、含量最丰富的成员之一。当细胞凋亡时，其磷

脂酰丝氨酸(PS)会外翻，而膜联蛋白V可与PS特异结合，因此膜联蛋白V常常被用作细胞凋

亡的检测工具。

[0003] 近年来在研究中发现，膜联蛋白V对肿瘤代谢起着一定的作用，但其具体作用机制

还尚未明了。又有研究中发现肿瘤血管内皮细胞的PS暴露，所以，可以利用膜联蛋白V与肿

瘤血管内皮细胞的PS结合的性质，膜联蛋白V很可能对肿瘤细能够有着导向作用。

[0004] 自20世纪70年代Folkman教授等提出肿瘤生长和转移依赖于肿瘤内部新生血管形

成的观点后，国内外很多研究致力于通过阻断肿瘤新生血管形成来达到治疗肿瘤的目的，

诸如Interferonsα/β，Angiostatin，Endostatin，Vasostatin，Canstatin，Tumstatin，
Platelet  factor‑4，Thrombospodin‑1，IL‑12，16kD  prolactin片段，IL‑18，IP‑10，53kD 

antithrombin  III等一系列血管生成抑制剂蛋白被先后发现。

[0005] 血管生成抑制剂蛋白，如内皮抑素(Endostatin)：可过抑制内皮细胞迁移，促进其

凋亡，使肿瘤内部无法形成微血管，从而延缓肿瘤的发展与转移。内皮抑素在临床中有一定

的疗效，但也存在着一些问题，例如，虽然使用内皮抑素比单独化疗更有效率，但其没有靶

向性，且具有副作用，60％多的病人无法从中获益。内皮抑素在大肠杆菌中表达时以不溶性

的包涵体产物形式表达，需要经过复杂的体外变复性过程才能获得具有生物活性的内皮抑

素。

[0006] 因此，如何增强包括内皮抑素在内的血管生成抑制剂蛋白的抑制血管生成的活

性，一直是科学家们努力的目标。

发明内容

[0007] 为解决现有技术中存在的问题，本发明通过构建膜联蛋白V与血管生成抑制剂融

合蛋白，利用膜联蛋白V对肿瘤血管导向性，设计膜联蛋白V与血管生成抑制剂蛋白质分子

的融合蛋白，具有显著的协同效果。

[0008] 为了实现上述目的，本发明采用了如下技术方案：本发明的一种膜联蛋白V与血管

生成抑制剂融合蛋白，所述的膜联蛋白V(AnnexinV)的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:1所示，所

述的血管生成抑制剂包括但不限于具有血管生成抑制活性的Interferonsα/β、
Angiostatin、Endostatin、Vasostatin、Canstatin、Tumstatin、Platelet  factor‑4、

Thrombospodin‑1、IL‑12、16kD  prolactin片段、IL‑18、IP‑10或53kD  antithrombin  III。
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[0009] 进一步地，所述的血管生成抑制剂为内皮抑素(endostatin)，所述的内皮抑素

endostatin的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:2所示。

[0010] 进一步地，所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白具有如下氨基酸序列：

[0011] (1)由SEQ  ID  No.3或SEQ  ID  No.4所示的氨基酸序列组成的蛋白质；或

[0012] (2)与序列SEQ  ID  No.3或SEQ  ID  No.4限定的氨基酸序列同源性在80％至100％

编码相同功能蛋白质的氨基酸序列；或

[0013] (3)SEQ  ID  No.3或SEQ  ID  No.4所示的氨基酸序列经增加、缺失或替换一个或多

个氨基酸具有同等活性的由(1)衍生的蛋白。

[0014] 本发明的一种核酸分子，其编码所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白。

[0015] 本发明所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白的构建方法，包括以下步骤：

(1)设计膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白结构；

[0016] (2)构建包含膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白基因的质粒；

[0017] (3)获得膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白可溶性表达的表达菌株；

[0018] (4)表达和纯化可溶性的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白。

[0019] 进一步地，在步骤(1)中，设计膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白；

[0020] 在步骤(2)中，构建融合蛋白的表达菌株，采用pET28a载体，膜联蛋白V与内皮抑素

蛋白之间插入8个氨基酸残基来连接，设计并购买引物后，进行PCR，采用酶Primer  star，退

火温度设为Tm值‑5℃；回收得的片段同载体酶切，室温过夜酶连，制得pET28a‑AnnexinV‑

endostatin重组质粒；

[0021] 在步骤(3)中，转化Top10感受态菌株后涂布平板，挑单克隆存样送测序公司测序，

检验是否成功构建，提取质粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中；

[0022] 在步骤(4)中，表达并纯化蛋白：IPTG诱导表达目的融合蛋白，SDS‑PAGE检验样品

分子量，确定目的蛋白；通过亲和层析初步纯化目的融合蛋白，再用阴离子交换层析进一步

纯化制得目的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白，得到的纯化蛋白可进行活性检验。

[0023] 进一步地，在步骤(1)中，设计与膜联蛋白V融合的蛋白具有类似endostatin的血

管生成抑制剂的效应；在步骤(2)中，采用pET28a载体，AnnexinV与类似endostatin的血管

生成抑制剂蛋白之间插入8个甘氨酸残基来连接。设计引物后，通过PCR扩增；以BamHI‑XhoI

为酶切位点，通过双酶切，T4  DNA连接酶连接的方法整合到载体pET‑28a质粒中；

[0024] 在步骤(3)中，通过CaCl2方法制备感受态大肠杆菌BL21(DE3)，将含有目的基因的

质粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中；将冻存的重组表达质粒保种菌株接入含有

50mg/L卡那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃震荡培养过夜；将活化后的菌液接种到含有相

同浓度卡那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃培养12h；次日，将过夜菌接种到500ml，含有

50mg/L卡那霉素的液体LB培养基中，37℃震荡培养3～4h，至OD600值达到0.6时，向培养液

中加入IPTG，20℃诱导表达16～20h；

[0025] 在步骤(4)中，通过SDS‑PAGE检验是否得到目的蛋白。

[0026] 更进一步地，在步骤(3)中，通过超声破碎菌体；将培养液转移到离心管中，4℃、

6000r/min离心15min，用预冷的Hepes‑NaCl缓冲液洗涤菌体，6000r/min再次离心15min，收

集菌体；菌体重悬于40ml  Ni结合缓冲液中，进行超声波破碎，确保超声在低温条件下进行，

防止蛋白变性，超声波破碎参数设置为3s间隔8s，净超声时间20min，直至菌液澄清为止；超
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声完毕后，4℃下12000r/min离心10min，取上清，备用；在步骤(4)中，由于融合蛋白以可溶

性形式表达，采用亲和层析初步纯化蛋白；以Ni琼脂糖凝胶介质，进行层析；Ni洗脱液中缓

慢加入20％～30％硫酸铵固体，并不断搅拌；然后，将溶液放置在磁力搅拌器上，4℃过夜，

使目的蛋白充分沉淀；次日，4℃、12000r/min离心30min，收集沉淀，沉淀用Hepes‑NaCl缓冲

液重悬溶解，纯化得到蛋白纯度大于95％。

[0027] 进一步地，融合蛋白具有比膜联蛋白V与血管生成抑制剂联合应用更强的抑制血

管内皮细胞的活性，融合蛋白中膜联蛋白V与血管生成抑制剂的顺序不影响融合蛋白的表

达、纯化和活性。

[0028] 本发明所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白在筛选和开发相关药物中的

应用。

[0029] 有益效果：本发明利用膜联蛋白V对肿瘤血管导向性，可以显著增加被融合的血管

生成抑制剂蛋白的血管生成抑制活性，以膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白为例，融合蛋白诱

导血管内皮细胞凋亡的活性是膜联蛋白V与内皮抑素混合联用诱导血管内皮细胞凋亡的活

性的2.4倍，达到了协同增效的作用效果。同时，通过与膜联蛋白V融合，包含血管生成抑制

剂内皮抑素的融合蛋白获得了可溶性表达，避免了内皮抑素单独表达时易形成包涵体产

物、必须经过体外复性复杂工艺才能获得生物活性的尴尬局面。

[0030] 与现有技术相比，本发明具有如下优点：(1)本发明分别同时构建了膜联蛋白V‑血

管生成抑制剂融合蛋白，以及血管生成抑制剂‑膜联蛋白V融合蛋白，将膜联蛋白V与血管生

成抑制剂融合蛋白的顺序进行互换，既不影响其可溶性表达和分离纯化，也不影响其显著

增强的抑制血管生成的生物活性。

[0031] (2)本发明给出了一种显著协同增强血管生成抑制剂蛋白的血管生成抑制活性的

蛋白质改造方案，能提高血管生成抑制剂蛋白药物的疗效。该方案同时能够显著改善血管

生成抑制剂在大肠杆菌中表达时的可溶性。

[0032] (3)使用Sephadex  G‑50作为填料制作分子筛层析柱，对膜联蛋白V与内皮抑素融

合蛋白进行Hepes‑NaCl缓冲液置换，以去除阴离子交换层析洗脱组分中含有的高浓度

NaCl，减少对后续实验的干扰。

附图说明

[0033] 图1为本发明表达纯化的融合蛋白图；

[0034] 1、蛋白质分子量标准；2、endostatin蛋白；3、annexinV蛋白；4、膜联蛋白V与内皮

抑素融合蛋白(annexinV‑endostatin)。

[0035] 图2为本发明中融合蛋白初步纯化结果图；

[0036] 图3为本发明中融合蛋白进一步纯化结果图；

[0037] 图4为本发明融合蛋白在不同浓度下诱导HUVEC细胞凋亡的效果的倒置显微镜观

察结果图；

[0038] 图5为本发明融合蛋白诱导HUVEC细胞凋亡的效果的PI/AnnexinV双染色法检验结

果图。

[0039] 图6为本发明融合蛋白抑制HUVEC细胞增殖的结果图。

[0040] 1、膜联蛋白 V蛋白；2、内皮抑素蛋白；3、膜联蛋白 V与内皮抑素融合蛋白
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(annexinV‑endostatin)；4、膜联蛋白V与内皮抑素蛋白的联合应用。

具体实施方式

[0041] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。

[0042] 实施例1

[0043] 本发明的一种膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白，所述的血管生成抑制剂包

括但不限于具有血管生成抑制活性的Interferonsα/β，Angiostatin，Endostatin，

Vasostatin，Canstatin，Tumstatin，Platelet  factor‑4，Thrombospodin‑1，IL‑12，16kD 

prolactin片段，IL‑18，IP‑10，53kD  antithrombin  III等。所述的膜联蛋白V与血管生成抑

制剂融合蛋白包括膜联蛋白V与内皮抑素(endostatin)的融合蛋白，所述的膜联蛋白V

(Annexin  V)的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:1所示，所述的内皮抑素(endostatin)的氨基酸序

列如SEQ  ID  NO:2所示。

[0044] 所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白具有如下氨基酸序列：

[0045] (1)由SEQ  ID  No.1所示的氨基酸序列组成的蛋白质；或

[0046] (2)与序列SEQ  ID  No.1限定的氨基酸序列同源性在80％至100％编码相同功能蛋

白质的氨基酸序列；或

[0047] (3)SEQ  ID  No.1所示的氨基酸序列经增加、缺失或替换一个或多个氨基酸具有同

等活性的由(1)衍生的蛋白。

[0048] 本发明的一种核酸分子，其编码所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白。

[0049] 实施例2

[0050] 本发明所述的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白的构建方法，包括以下步骤：

[0051] (1)设计膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白；设计与AnnexinV融合的蛋白具有类似

endostatin的血管生成抑制剂的效应；

[0052] (2)构建融合蛋白的表达菌株，采用pET28a载体，AnnexinV与具有类似endostatin

的血管生成抑制剂蛋白之间插入8个氨基酸残基来连接，设计并购买引物后，进行PCR，采用

酶Primer  star，退火温度设为Tm值‑5℃；回收得的片段同载体酶切，室温过夜酶连，制得

pET28a‑AnnexinV‑endostatin重组质粒；采用pET28a载体，AnnexinV与具有类似

endostatin的血管生成抑制剂蛋白之间插入8个甘氨酸残基来连接。设计引物后，通过PCR

扩增；以BamHI‑XhoI为酶切位点，通过双酶切，T4  DNA连接酶连接的方法整合到载体pET‑

28a质粒中；

[0053] (3)转化Top10感受态菌株后涂布平板，挑单克隆存样送测序公司测序，检验是否

成功构建，提取质粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中；通过CaCl2方法制备感受态大

肠杆菌BL21(DE3)，将含有目的基因的质粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中。

[0054] 将冻存的含pET28a‑AnnexinV‑endostatin重组质粒保种菌株接入含有50mg/L卡

那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃震荡培养过夜。将活化后的菌液接种到含有相同浓度卡

那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃培养12h；次日，将过夜菌接种到500ml，含有50mg/L卡那

霉素的液体LB培养基中，37℃震荡培养3～4h，至OD600值达到0.6时，向培养液中加入IPTG，

20℃诱导表达16～20h；通过超声破碎菌体；将培养液转移到离心管中，4℃、6000r/min离心
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15min，用预冷的Hepes‑NaCl缓冲液洗涤菌体，6000r/min再次离心15min，收集菌体。菌体重

悬于40ml  Ni结合缓冲液中，进行超声波破碎，确保超声在低温条件下进行，防止蛋白变性，

超声波破碎参数设置为3s间隔8s，净超声时间20min，直至菌液澄清为止。超声完毕后，4℃

下12000r/min离心10min，取上清。

[0055] (4)取5ml  Ni琼脂糖凝胶介质，加入层析柱中，使填料自然沉降30min，将层析柱、

蛋白质紫外吸收检测仪和恒流泵通过软管连接起来，通过恒流泵将Ni结合缓冲液泵入层析

柱，对填料进行预平衡，平衡体积约为5～10倍柱体积。调节紫外检测仪透光率为100％，光

吸收为0。将上述上清的过滤液通过恒流泵加入层析柱，样品加载完毕后，用Ni洗涤缓冲液

洗脱未结合Ni的杂质蛋白，直至OD值下降并稳定至基线附近。使用Ni洗脱缓冲液洗脱目的

蛋白，收集最大吸收峰处的洗脱组分。Ni柱洗脱液中含有高浓度咪唑，直接冻存会导致蛋白

质变性，选用硫酸铵沉淀目的蛋白以去除咪唑。

[0056] 表达并纯化可溶性表达的融合蛋白，IPTG诱导表达目的融合蛋白，SDS‑PAGE检验

样品分子量，确定目的蛋白；通过亲和层析初步纯化目的融合蛋白，再用阴离子交换层析进

一步纯化制得目的膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白，得到的纯化蛋白可进行活性检

验。通过SDS‑PAGE检验是否得到目的蛋白。采用亲和层析初步纯化蛋白。以Ni琼脂糖凝胶介

质，进行层析；Ni洗脱液中缓慢加入20％～30％硫酸铵固体，并不断搅拌。然后，将溶液放置

在磁力搅拌器上，4℃过夜，使目的蛋白充分沉淀；次日，4℃、12000r/min离心30min，收集沉

淀，沉淀用Hepes‑NaCl缓冲液重悬溶解，纯化得到蛋白含量约为95％(图1)。

[0057] 采用阴离子交换层析进一步纯化。阴离子交换柱装柱方法同Ni柱。阴离子交换柱

先用10mmol/L  Tris‑HCl缓冲液进行预平衡。硫酸铵沉淀得到的蛋白质稀释后，用0.2微米

的滤膜过滤，通过恒流泵加入阴离子交换柱。上样完毕后,用洗涤缓冲液洗脱未能结合的杂

蛋白，用洗脱缓冲液洗脱目的蛋白，收集最大吸收峰处的洗脱液。

[0058] 使用Sephadex  G‑50作为填料制作分子筛层析柱，对膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋

白进行Hepes‑NaCl缓冲液置换，以去除阴离子交换层析洗脱组分中含有的高浓度NaCl，减

少对后续实验的干扰。

[0059] 本发明所述的膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白在筛选和开发相关药物中的应用。

[0060] 试验例1

[0061] 1.构建pET28a‑AnnexinV‑endostatin质粒

[0062] AnnexinV序列：SEQ  ID  NO:1；Endostatin序列：SEQ  ID  NO:2；

[0063] 载体采用pET28a，目的基因膜联蛋白 V与内皮抑素融合蛋白 Annexin  V‑

endostatin之间插入8个甘氨酸残基作为linker。设计引物后，以BamHI‑XhoI为酶切位点，

通过双酶切，T4  DNA连接酶连接的方法整合到载体pET‑28a质粒中，通过CaCl2方法转化到

大肠杆菌Top10感受态中。

[0064] 从含有目的基因的Top10大肠杆菌中提取pET28a‑AnnexinV‑endostatin质粒，通

过CaCl2方法把含有目的基因的质粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)中。

[0065] 2.AnnexinV‑endostatin融合蛋白的表达与纯化

[0066] 将冻存的含pET28a‑AnnexinV‑endostatin重组质粒保种菌株接入含有50mg/L卡

那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃震荡培养过夜。将活化后的菌液接种到含有相同浓度卡

那霉素的3ml液体LB培养基中，37℃培养12h。次日，将过夜菌接种到500ml，含有50mg/L卡那
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霉素的液体LB培养基中，37℃震荡培养3～4h，至OD600值达到0.6的时候，向培养液中加入

IPTG，20℃诱导表达16～20h。通过SDS‑PAGE检验目的蛋白，是否成功的可溶性表达。

[0067] 首先采用亲和层析初纯蛋白。将培养液转移到离心管中，4℃、6000r/min离心

15min，用预冷的Hepes‑NaCl缓冲液洗涤菌体，6000r/min再次离心15min，收集菌体。菌体重

悬于40ml  Ni结合缓冲液中，进行超声波破碎，确保超声在低温条件下进行，防止蛋白变性，

超声波破碎参数设置为3s间隔8s，净超声时间20min，直至菌液澄清为止。超声完毕后，4℃

下12000r/min离心10min，取上清，备用。

[0068] 取5ml  Ni琼脂糖凝胶介质，加入层析柱中，使填料自然沉降30min，将层析柱、蛋白

质紫外吸收检测仪和恒流泵通过软管连接起来，通过恒流泵将Ni结合缓冲液泵入层析柱，

对填料进行预平衡，平衡体积约为5～10倍柱体积。调节紫外检测仪透光率为100％，光吸收

为0。

[0069] 将上述上清的过滤液通过恒流泵加入层析柱，样品加载完毕后，用Ni洗涤缓冲液

洗脱未结合Ni的杂质蛋白，直至OD值下降并稳定至基线附近。使用Ni洗脱缓冲液洗脱可溶

性表达的目的蛋白，收集最大吸收峰处的洗脱组分。Ni柱洗脱液中含有高浓度咪唑，直接冻

存会导致蛋白质变性，选用硫酸铵沉淀目的蛋白以去除咪唑。向Ni洗脱液中缓慢加入20％

～30％硫酸铵固体，并不断搅拌。然后，将溶液放置在磁力搅拌器上，4℃过夜，使目的蛋白

充分沉淀。次日，4℃、12000r/min离心30min，收集沉淀，沉淀用Hepes‑NaCl缓冲液重悬溶

解。SDS‑PAGE检验(如图2)。

[0070] 如图2所示，图2为本发明中融合蛋白初步纯化结果图；上排1：蛋白质标准；上排2

～3：加样穿过液；上排4～下排3:洗涤所得杂蛋白；下排4～14：洗脱所得目的蛋白，框中为

目的蛋白条带。

[0071] 采用阴离子交换层析进一步纯化。阴离子交换柱装柱方法同Ni柱。阴离子交换柱

先用10mmol/L  Tris‑HCl缓冲液进行预平衡。硫酸铵沉淀得到的蛋白质稀释后，用0.2微米

的滤膜过滤，通过恒流泵加入阴离子交换柱。上样完毕后，用洗涤缓冲液洗脱未能结合的杂

蛋白，用洗脱缓冲液洗脱目的蛋白，收集最大吸收峰处的洗脱液。

[0072] 使用Sephadex  G‑50作为填料制作分子筛层析柱，对Annexin  V‑endostatin进行

Hepes‑NaCl缓冲液置换，以去除阴离子交换层析洗脱组分中含有的高浓度NaCl，减少对后

续实验的干扰。SDS‑PAGE检验如图3所示。图3为本发明中融合蛋白进一步纯化结果图；1：蛋

白质标准；2～3：膜吸附对照组；11～12：洗脱液；红框内表示目的蛋白。

[0073] 经过分离纯化，膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋白的纯度大于95％(图1)

[0074] 内皮抑素含有三对复杂构象的二硫键，这种结构使得内皮抑素在大肠杆菌中表达

时易形成包涵体产物，必须经过复杂、耗时、耗力的变复性工艺，才能获得具有生物活性的

重组人内皮抑素。当内皮抑素与分子量为其175％倍的膜联蛋白V融合时，融合蛋白在大肠

杆菌中表达时，融合蛋白形成包涵体产物的严重程度就难以避免，融合蛋白的体外复性的

难度也强远高于重组人内皮抑素。但是，由于内皮抑素与膜联蛋白V融合表达，结果包含内

皮抑素的融合蛋白却大部分产物都以可溶性的形式获得表达、从而能够利用简单的层析方

法进行分离纯化，避免了内皮抑素单独表达时易形成包涵体产物、必须经过体外复性复杂

工艺才能获得生物活性的复杂、耗时、耗力的工艺。

[0075] 3.检测融合蛋白诱导HUVEC细胞凋亡的效果。
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[0076] 倒置显微镜观察，图4为本发明融合蛋白在不同浓度下诱导HUVEC细胞凋亡的效果

的倒置显微镜观察结果图。图4中实验分为四组：Annexin  V组；Endostatin组；Annexin  V‑

endostatin融合蛋白组；Annexin  V与endostatin联合组。

[0077] 通过流式细胞仪，采用PI/Annexin  V双染色法检验凋亡细胞。

[0078] 流式细胞仪可检验细胞荧光强度，PI为细胞核染料，因无法穿过细胞膜而只能作

用于已凋亡细胞，Annexin  V‑EGFP可结合早期凋亡细胞上的PS出荧光。根据这两种荧光强

度的不同，判断细胞处于凋亡的哪个阶段。

[0079] 如图5所示，图5为本发明融合蛋白诱导HUVEC细胞凋亡的效果的PI/Annexin  V双

染色法检验结果图。横坐标表示Annexin  V‑EGFP荧光强度，纵坐标表示PI荧光强度。可见融

合蛋白组诱导HUVEC细胞凋亡比例(25.1％)高于单独用药(分别为6.44％和6.69％)和联合

用药(10.48％)。有效性显著提高。

[0080] 4.检测融合蛋白抑制HUVEC细胞增殖的效果。

[0081] 利用MTT法检测膜联蛋白V、内皮抑素蛋白，及其融合蛋白抑制HUVEC细胞增殖的效

果，结果如图6所示。抑制HUVEC细胞增殖的效果为如下顺序：膜联蛋白V与内皮抑素融合蛋

白＞膜联蛋白V+内皮抑素蛋白＞内皮抑素蛋白＞膜联蛋白V。

[0082] 本发明分别同时构建了膜联蛋白V‑血管生成抑制剂融合蛋白(SEQ  ID  No.3)，以

及血管生成抑制剂‑膜联蛋白V融合蛋白(SEQ  ID  No.4)，将膜联蛋白V与血管生成抑制剂融

合蛋白的顺序进行互换(SEQ  ID  No.3、SEQ  ID  No.4)，既不影响其可溶性表达和分离纯化，

也不影响其显著增强的抑制血管生成的生物活性。尽管已经示出和描述了本发明的实施

例，对于本领域的普通技术人员而言，可以理解在不脱离本发明的原理和精神的情况下可

以对这些实施例进行多种变化、修改、替换和变型，本发明的范围由所附权利要求及其等同

物限定。

[0083] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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[0001]                           序列表

[0002] <110>   江苏靶标生物医药研究所有限公司

[0003] <120>   一种膜联蛋白V与血管生成抑制剂融合蛋白的构建方法及其应用

[0004] <130>   2022

[0005] <160>   4

[0006] <170>   SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>   1

[0008] <211>   320

[0009] <212>   PRT

[0010] <213>   人工序列(Annexin  V  序列)

[0011] <400>   1

[0012] Met  Ala  Gln  Val  Leu  Arg  Gly  Thr  Val  Thr  Asp  Phe  Pro  Gly  Phe  Asp

[0013] 1                5                    10                   15

[0014] Glu  Arg  Ala  Asp  Ala  Glu  Thr  Leu  Arg  Lys  Ala  Met  Lys  Gly  Leu  Gly

[0015]              20                   25                   30

[0016] Thr  Asp  Glu  Glu  Ser  Ile  Leu  Thr  Leu  Leu  Thr  Ser  Arg  Ser  Asn  Ala

[0017]          35                   40                   45

[0018] Gln  Arg  Gln  Glu  Ile  Ser  Ala  Ala  Phe  Lys  Thr  Leu  Phe  Gly  Arg  Asp

[0019]      50                   55                   60

[0020] Leu  Leu  Asp  Asp  Leu  Lys  Ser  Glu  Leu  Thr  Gly  Lys  Phe  Glu  Lys  Leu

[0021] 65                   70                   75                   80

[0022] Ile  Val  Ala  Leu  Met  Lys  Pro  Ser  Arg  Leu  Tyr  Asp  Ala  Tyr  Glu  Leu

[0023]                  85                   90                   95

[0024] Lys  His  Ala  Leu  Lys  Gly  Ala  Gly  Thr  Asn  Glu  Lys  Val  Leu  Thr  Glu

[0025]              100                  105                  110

[0026] Ile  Ile  Ala  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Glu  Leu  Arg  Ala  Ile  Lys  Gln  Val

[0027]          115                  120                  125

[0028] Tyr  Glu  Glu  Glu  Tyr  Gly  Ser  Ser  Leu  Glu  Asp  Asp  Val  Val  Gly  Asp

[0029]      130                  135                  140

[0030] Thr  Ser  Gly  Tyr  Tyr  Gln  Arg  Met  Leu  Val  Val  Leu  Leu  Gln  Ala  Asn

[0031] 145                  150                  155                  160

[0032] Arg  Asp  Pro  Asp  Ala  Gly  Ile  Asp  Glu  Ala  Gln  Val  Glu  Gln  Asp  Ala

[0033]                  165                  170                  175

[0034] Gln  Ala  Leu  Phe  Gln  Ala  Gly  Glu  Leu  Lys  Trp  Gly  Thr  Asp  Glu  Glu

[0035]              180                  185                  190

[0036] Lys  Phe  Ile  Thr  Ile  Phe  Gly  Thr  Arg  Ser  Val  Ser  His  Leu  Arg  Lys

[0037]          195                  200                  205

[0038] Val  Phe  Asp  Lys  Tyr  Met  Thr  Ile  Ser  Gly  Phe  Gln  Ile  Glu  Glu  Thr
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[0039]      210                  215                  220

[0040] Ile  Asp  Arg  Glu  Thr  Ser  Gly  Asn  Leu  Glu  Gln  Leu  Leu  Leu  Ala  Val

[0041] 225                  230                  235                  240

[0042] Val  Lys  Ser  Ile  Arg  Ser  Ile  Pro  Ala  Tyr  Leu  Ala  Glu  Thr  Leu  Tyr

[0043]                  245                  250                  255

[0044] Tyr  Ala  Met  Lys  Gly  Ala  Gly  Thr  Asp  Asp  His  Thr  Leu  Ile  Arg  Val

[0045]              260                  265                  270

[0046] Met  Val  Ser  Arg  Ser  Glu  Ile  Asp  Leu  Phe  Asn  Ile  Arg  Lys  Glu  Phe

[0047]          275                  280                  285

[0048] Arg  Lys  Asn  Phe  Ala  Thr  Ser  Leu  Tyr  Ser  Met  Ile  Lys  Gly  Asp  Thr

[0049]      290                  295                  300

[0050] Ser  Gly  Asp  Tyr  Lys  Lys  Ala  Leu  Leu  Leu  Leu  Cys  Gly  Glu  Asp  Asp

[0051] 305                  310                  315                  320

[0052] <210>   2

[0053] <211>   183

[0054] <212>   PRT

[0055] <213>   人工序列(Endostatin序列)

[0056] <400>   2

[0057] His  Ser  His  Arg  Asp  Phe  Gln  Pro  Val  Leu  His  Leu  Val  Ala  Leu  Asn

[0058] 1                5                    10                   15

[0059] Ser  Pro  Leu  Ser  Gly  Gly  Met  Arg  Gly  Ile  Arg  Gly  Ala  Asp  Phe  Gln

[0060]              20                   25                   30

[0061] Cys  Phe  Gln  Gln  Ala  Arg  Ala  Val  Gly  Leu  Ala  Gly  Thr  Phe  Arg  Ala

[0062]          35                   40                   45

[0063] Phe  Leu  Ser  Ser  Arg  Leu  Gln  Asp  Leu  Tyr  Ser  Ile  Val  Arg  Arg  Ala

[0064]      50                   55                   60

[0065] Asp  Arg  Ala  Ala  Val  Pro  Ile  Val  Asn  Leu  Lys  Asp  Glu  Leu  Leu  Phe

[0066] 65                   70                   75                   80

[0067] Pro  Ser  Trp  Glu  Ala  Leu  Phe  Ser  Gly  Ser  Glu  Gly  Pro  Leu  Lys  Pro

[0068]                  85                   90                   95

[0069] Gly  Ala  Arg  Ile  Phe  Ser  Phe  Asp  Gly  Lys  Asp  Val  Leu  Arg  His  Pro

[0070]              100                  105                  110

[0071] Thr  Trp  Pro  Gln  Lys  Ser  Val  Trp  His  Gly  Ser  Asp  Pro  Asn  Gly  Arg

[0072]          115                  120                  125

[0073] Arg  Leu  Thr  Glu  Ser  Tyr  Cys  Glu  Thr  Trp  Arg  Thr  Glu  Ala  Pro  Ser

[0074]      130                  135                  140

[0075] Ala  Thr  Gly  Gln  Ala  Ser  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Arg  Leu  Leu  Gly  Gln

[0076] 145                  150                  155                  160

[0077] Ser  Ala  Ala  Ser  Cys  His  His  Ala  Tyr  Ile  Val  Leu  Cys  Ile  Glu  Asn
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[0078]                  165                  170                  175

[0079] Ser  Phe  Met  Thr  Ala  Ser  Lys

[0080]              180

[0081] <210>   3

[0082] <211>   511

[0083] <212>   PRT

[0084] <213>   人工序列(Annexin  V‑Endostatin融合蛋白序列)

[0085] <400>   3

[0086] Met  Ala  Gln  Val  Leu  Arg  Gly  Thr  Val  Thr  Asp  Phe  Pro  Gly  Phe  Asp

[0087] 1                5                    10                   15

[0088] Glu  Arg  Ala  Asp  Ala  Glu  Thr  Leu  Arg  Lys  Ala  Met  Lys  Gly  Leu  Gly

[0089]              20                   25                   30

[0090] Thr  Asp  Glu  Glu  Ser  Ile  Leu  Thr  Leu  Leu  Thr  Ser  Arg  Ser  Asn  Ala

[0091]          35                   40                   45

[0092] Gln  Arg  Gln  Glu  Ile  Ser  Ala  Ala  Phe  Lys  Thr  Leu  Phe  Gly  Arg  Asp

[0093]      50                   55                   60

[0094] Leu  Leu  Asp  Asp  Leu  Lys  Ser  Glu  Leu  Thr  Gly  Lys  Phe  Glu  Lys  Leu

[0095] 65                   70                   75                   80

[0096] Ile  Val  Ala  Leu  Met  Lys  Pro  Ser  Arg  Leu  Tyr  Asp  Ala  Tyr  Glu  Leu

[0097]                  85                   90                   95

[0098] Lys  His  Ala  Leu  Lys  Gly  Ala  Gly  Thr  Asn  Glu  Lys  Val  Leu  Thr  Glu

[0099]              100                  105                  110

[0100] Ile  Ile  Ala  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Glu  Leu  Arg  Ala  Ile  Lys  Gln  Val

[0101]          115                  120                  125

[0102] Tyr  Glu  Glu  Glu  Tyr  Gly  Ser  Ser  Leu  Glu  Asp  Asp  Val  Val  Gly  Asp

[0103]      130                  135                  140

[0104] Thr  Ser  Gly  Tyr  Tyr  Gln  Arg  Met  Leu  Val  Val  Leu  Leu  Gln  Ala  Asn

[0105] 145                  150                  155                  160

[0106] Arg  Asp  Pro  Asp  Ala  Gly  Ile  Asp  Glu  Ala  Gln  Val  Glu  Gln  Asp  Ala

[0107]                  165                  170                  175

[0108] Gln  Ala  Leu  Phe  Gln  Ala  Gly  Glu  Leu  Lys  Trp  Gly  Thr  Asp  Glu  Glu

[0109]              180                  185                  190

[0110] Lys  Phe  Ile  Thr  Ile  Phe  Gly  Thr  Arg  Ser  Val  Ser  His  Leu  Arg  Lys

[0111]          195                  200                  205

[0112] Val  Phe  Asp  Lys  Tyr  Met  Thr  Ile  Ser  Gly  Phe  Gln  Ile  Glu  Glu  Thr

[0113]      210                  215                  220

[0114] Ile  Asp  Arg  Glu  Thr  Ser  Gly  Asn  Leu  Glu  Gln  Leu  Leu  Leu  Ala  Val

[0115] 225                  230                  235                  240

[0116] Val  Lys  Ser  Ile  Arg  Ser  Ile  Pro  Ala  Tyr  Leu  Ala  Glu  Thr  Leu  Tyr
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[0117]                  245                  250                  255

[0118] Tyr  Ala  Met  Lys  Gly  Ala  Gly  Thr  Asp  Asp  His  Thr  Leu  Ile  Arg  Val

[0119]              260                  265                  270

[0120] Met  Val  Ser  Arg  Ser  Glu  Ile  Asp  Leu  Phe  Asn  Ile  Arg  Lys  Glu  Phe

[0121]          275                  280                  285

[0122] Arg  Lys  Asn  Phe  Ala  Thr  Ser  Leu  Tyr  Ser  Met  Ile  Lys  Gly  Asp  Thr

[0123]      290                  295                  300

[0124] Ser  Gly  Asp  Tyr  Lys  Lys  Ala  Leu  Leu  Leu  Leu  Cys  Gly  Glu  Asp  Asp

[0125] 305                  310                  315                  320

[0126] Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  His  Ser  His  Arg  Asp  Phe  Gln  Pro

[0127]                  325                  330                  335

[0128] Val  Leu  His  Leu  Val  Ala  Leu  Asn  Ser  Pro  Leu  Ser  Gly  Gly  Met  Arg

[0129]              340                  345                  350

[0130] Gly  Ile  Arg  Gly  Ala  Asp  Phe  Gln  Cys  Phe  Gln  Gln  Ala  Arg  Ala  Val

[0131]          355                  360                  365

[0132] Gly  Leu  Ala  Gly  Thr  Phe  Arg  Ala  Phe  Leu  Ser  Ser  Arg  Leu  Gln  Asp

[0133]      370                  375                  380

[0134] Leu  Tyr  Ser  Ile  Val  Arg  Arg  Ala  Asp  Arg  Ala  Ala  Val  Pro  Ile  Val

[0135] 385                  390                  395                  400

[0136] Asn  Leu  Lys  Asp  Glu  Leu  Leu  Phe  Pro  Ser  Trp  Glu  Ala  Leu  Phe  Ser

[0137]                  405                  410                  415

[0138] Gly  Ser  Glu  Gly  Pro  Leu  Lys  Pro  Gly  Ala  Arg  Ile  Phe  Ser  Phe  Asp

[0139]              420                  425                  430

[0140] Gly  Lys  Asp  Val  Leu  Arg  His  Pro  Thr  Trp  Pro  Gln  Lys  Ser  Val  Trp

[0141]          435                  440                  445

[0142] His  Gly  Ser  Asp  Pro  Asn  Gly  Arg  Arg  Leu  Thr  Glu  Ser  Tyr  Cys  Glu

[0143]      450                  455                  460

[0144] Thr  Trp  Arg  Thr  Glu  Ala  Pro  Ser  Ala  Thr  Gly  Gln  Ala  Ser  Ser  Leu

[0145] 465                  470                  475                  480

[0146] Leu  Gly  Gly  Arg  Leu  Leu  Gly  Gln  Ser  Ala  Ala  Ser  Cys  His  His  Ala

[0147]                  485                  490                  495

[0148] Tyr  Ile  Val  Leu  Cys  Ile  Glu  Asn  Ser  Phe  Met  Thr  Ala  Ser  Lys

[0149]              500                  505                  510

[0150] <210>   4

[0151] <211>   511

[0152] <212>   PRT

[0153] <213>   人工序列(Endostatin‑Annexin  V融合蛋白序列)

[0154] <400>   4

[0155] Met  His  Ser  His  Arg  Asp  Phe  Gln  Pro  Val  Leu  His  Leu  Val  Ala  Leu
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[0156] 1                5                    10                   15

[0157] Asn  Ser  Pro  Leu  Ser  Gly  Gly  Met  Arg  Gly  Ile  Arg  Gly  Ala  Asp  Phe

[0158]              20                   25                   30

[0159] Gln  Cys  Phe  Gln  Gln  Ala  Arg  Ala  Val  Gly  Leu  Ala  Gly  Thr  Phe  Arg

[0160]          35                   40                   45

[0161] Ala  Phe  Leu  Ser  Ser  Arg  Leu  Gln  Asp  Leu  Tyr  Ser  Ile  Val  Arg  Arg

[0162]      50                   55                   60

[0163] Ala  Asp  Arg  Ala  Ala  Val  Pro  Ile  Val  Asn  Leu  Lys  Asp  Glu  Leu  Leu

[0164] 65                   70                   75                   80

[0165] Phe  Pro  Ser  Trp  Glu  Ala  Leu  Phe  Ser  Gly  Ser  Glu  Gly  Pro  Leu  Lys

[0166]                  85                   90                   95

[0167] Pro  Gly  Ala  Arg  Ile  Phe  Ser  Phe  Asp  Gly  Lys  Asp  Val  Leu  Arg  His

[0168]              100                  105                  110

[0169] Pro  Thr  Trp  Pro  Gln  Lys  Ser  Val  Trp  His  Gly  Ser  Asp  Pro  Asn  Gly

[0170]          115                  120                  125

[0171] Arg  Arg  Leu  Thr  Glu  Ser  Tyr  Cys  Glu  Thr  Trp  Arg  Thr  Glu  Ala  Pro

[0172]      130                  135                  140

[0173] Ser  Ala  Thr  Gly  Gln  Ala  Ser  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Arg  Leu  Leu  Gly

[0174] 145                  150                  155                  160

[0175] Gln  Ser  Ala  Ala  Ser  Cys  His  His  Ala  Tyr  Ile  Val  Leu  Cys  Ile  Glu

[0176]                  165                  170                  175

[0177] Asn  Ser  Phe  Met  Thr  Ala  Ser  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly

[0178]              180                  185                  190

[0179] Ala  Gln  Val  Leu  Arg  Gly  Thr  Val  Thr  Asp  Phe  Pro  Gly  Phe  Asp  Glu

[0180]          195                  200                  205

[0181] Arg  Ala  Asp  Ala  Glu  Thr  Leu  Arg  Lys  Ala  Met  Lys  Gly  Leu  Gly  Thr

[0182]      210                  215                  220

[0183] Asp  Glu  Glu  Ser  Ile  Leu  Thr  Leu  Leu  Thr  Ser  Arg  Ser  Asn  Ala  Gln

[0184] 225                  230                  235                  240

[0185] Arg  Gln  Glu  Ile  Ser  Ala  Ala  Phe  Lys  Thr  Leu  Phe  Gly  Arg  Asp  Leu

[0186]                  245                  250                  255

[0187] Leu  Asp  Asp  Leu  Lys  Ser  Glu  Leu  Thr  Gly  Lys  Phe  Glu  Lys  Leu  Ile

[0188]              260                  265                  270

[0189] Val  Ala  Leu  Met  Lys  Pro  Ser  Arg  Leu  Tyr  Asp  Ala  Tyr  Glu  Leu  Lys

[0190]          275                  280                  285

[0191] His  Ala  Leu  Lys  Gly  Ala  Gly  Thr  Asn  Glu  Lys  Val  Leu  Thr  Glu  Ile

[0192]      290                  295                  300

[0193] Ile  Ala  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Glu  Leu  Arg  Ala  Ile  Lys  Gln  Val  Tyr

[0194] 305                  310                  315                  320
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[0195] Glu  Glu  Glu  Tyr  Gly  Ser  Ser  Leu  Glu  Asp  Asp  Val  Val  Gly  Asp  Thr

[0196]                  325                  330                  335

[0197] Ser  Gly  Tyr  Tyr  Gln  Arg  Met  Leu  Val  Val  Leu  Leu  Gln  Ala  Asn  Arg

[0198]              340                  345                  350

[0199] Asp  Pro  Asp  Ala  Gly  Ile  Asp  Glu  Ala  Gln  Val  Glu  Gln  Asp  Ala  Gln

[0200]          355                  360                  365

[0201] Ala  Leu  Phe  Gln  Ala  Gly  Glu  Leu  Lys  Trp  Gly  Thr  Asp  Glu  Glu  Lys

[0202]      370                  375                  380

[0203] Phe  Ile  Thr  Ile  Phe  Gly  Thr  Arg  Ser  Val  Ser  His  Leu  Arg  Lys  Val

[0204] 385                  390                  395                  400

[0205] Phe  Asp  Lys  Tyr  Met  Thr  Ile  Ser  Gly  Phe  Gln  Ile  Glu  Glu  Thr  Ile

[0206]                  405                  410                  415

[0207] Asp  Arg  Glu  Thr  Ser  Gly  Asn  Leu  Glu  Gln  Leu  Leu  Leu  Ala  Val  Val

[0208]              420                  425                  430

[0209] Lys  Ser  Ile  Arg  Ser  Ile  Pro  Ala  Tyr  Leu  Ala  Glu  Thr  Leu  Tyr  Tyr

[0210]          435                  440                  445

[0211] Ala  Met  Lys  Gly  Ala  Gly  Thr  Asp  Asp  His  Thr  Leu  Ile  Arg  Val  Met

[0212]      450                  455                  460

[0213] Val  Ser  Arg  Ser  Glu  Ile  Asp  Leu  Phe  Asn  Ile  Arg  Lys  Glu  Phe  Arg

[0214] 465                  470                  475                  480

[0215] Lys  Asn  Phe  Ala  Thr  Ser  Leu  Tyr  Ser  Met  Ile  Lys  Gly  Asp  Thr  Ser

[0216]                  485                  490                  495

[0217] Gly  Asp  Tyr  Lys  Lys  Ala  Leu  Leu  Leu  Leu  Cys  Gly  Glu  Asp  Asp

[0218]              500                  505                  510
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