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摘 要!"目的K 构建人纤溶酶原 LM>JA?G 5 !L5 "的突变体 ,NE83%$,NE58"+L5 <FO%):在大肠杆菌中表达:亲
和层析纯化:为探讨 L5 抗血管增生活性与 LM>JA?G 结构域的关系提供基础P "方法K 以 L5 全长 IQR4 为模板用
S,T 的方法扩增人纤溶酶原 L5 <FO% 基因:将其克隆进表达载体 U7V$!!W ! X " 中:并用限制性核酸内切酶酶切
和 QR4 测序鉴定其连接正确*U7V$!!W ! X " Y L5 <FO% 转化大肠杆菌 .Z!% !Q7# " # [SV\ 诱导表达:表达产物用固
化 R>! X 9 ]>E .>JH TGE>J 亲和层析方法纯化: 用十二烷基硫酸钠 $ 聚丙烯酰胺凝胶电泳 ! /Q/$S4\7 " 和 ^GEOGMJ
W?BO 方法分析鉴定P "结果# S,T 扩增获得 !5& WU 的人纤溶酶原 L5 <FO% 基因片段: 正确插入 U7V$!! W ! X " 载
体: 在大肠杆菌中该基因编码蛋白的表达量占菌体总蛋白 %#_左右* /Q/$S4\7 显示其相对分子质量 -M‘
%8; % a %"#: ^GEOGMJ W?BO 证实该表达蛋白为 L5 <FO% 重组蛋白:经亲和层析后 L5 <FO% 重组蛋白纯度大于 2"_ :
获得率约为 %" <A Y ZP"结论$ 成功构建人纤溶酶原 L5 <FO%:实现在大肠杆菌中高效表达:亲和层析纯化获得较
高纯度 L5 <FO% 重组蛋白P
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人纤溶酶原 % 58,3. )*3(,-.%/".D5K/. $是一种
包含有 2 个 L&-./*" 结构域的糖蛋白D 它的水解片
段有抑制血管增生活性M JNNG年 OPQ"-**#等 " J (从荷

瘤小鼠的尿液和血清中分离纯化得到血管抑素

% 3./-%(737-. $ R它与人纤溶酶原 L&-./*"J?G 区有高度
同源性M随后有实验证实血管抑素能特异性地抑制
内皮细胞增殖R也可以抑制原发瘤及转移瘤组织中
的血管生成 " H (M JNNS 年 T3%等 " I (比较了血管抑素中

各个 L&-./*" 区的抗血管增生活性R 发现每个独立
L&-./*"片段都能不同程度地抑制内皮细胞增殖R而
且单独的 L2 片段抗血管活性更强R 它是目前所知
的抑制内皮细胞增殖和迁移最有效的纤溶酶原片

段 " G! 2 (M完整的 L&-./*"结构对这些片段抗血管增生
活性有重大影响M有研究证实破坏血管抑素 L&-./*"
环之间和环内部的二硫键能显著降低其抗内皮细

胞增殖的活性 " I (M但是对 L2 的 L&-./*"结构研究则
有不同的看法M :-等 " S ( 用还原和烷基化处理的 L2
比 L2 本身具有更强的抗内皮细胞增生能力R 其原
因可能是 L&-./*"结构 U掩盖V 了 L2 中某些功能性
基团与内皮细胞的有效作用0而最近 W3&8-等 " X ( 用

高浓度的尿素 YZ ,%* [ \] 处理纯化的 !2R 能使 !2
丧失抗内皮细胞增殖和迁移的能力M本研究是在上
述理论基础上R 对 !2 分子进行改造R 删除野生型
!2 =端 JF 个氨基酸和 T 端 2 个氨基酸R保留完整
的 !&-./*" 结构域R 构建 !2 突变体 T#(GSJ?T#(2GF
Y!2 ,87J] 并实现其在大肠杆菌中表达R 为进一步
探讨 !2 抗血管增生活性与 !&-./*" 结构的关系打
下基础R 同时建立起一种高效的^ 稳定可靠的蛋白
纯化路线和方法M

! 材料与方法

9+ 9 菌株和质粒
含人纤溶酶原 !2 基因的重组质粒 )_‘?HHa

% b $ c L2D由本室构建0表达菌株 d\HJYe_I]和表
达载体 )_‘?HH6 % b $ 质粒从美国 fghij_f 公司
购买M
9+ P 实验材料
限制性核酸内切酶 _4%Q k̂ l-.B m和 WG

efi 连接酶Y美国 f"$ _./*3.B d-%\36(]0 Kn8 efi

聚合酶 Y美国 CWQiWij_f_ 公司]0 efi胶回收试
剂盒 Y美国 o-3/".公司]0 pTq引物和 efi片段测
序Y上海生物工程有限公司]0rpWj^羧苄西林Y北京
鼎国生物技术发展中心]0 l-(?73/ 鼠源性单克隆抗
体^lqp 标记的抗鼠多克隆抗体Y美国 g.4%/"."公
司]0 l-( d-.B q"(-. 和 l-( d-.B d8nn"&Y美国 fg!
hij_f公司]0_T\化学发光试剂盒Y瑞士 p53&,3!
4-3 d-%7"45]0 eT法蛋白定量试剂盒 Y美国 d-%?q3B
公司]R其余为国产分析纯试剂M
9+ Q 聚合酶链反应扩增目的 RSC 片段
根据纤溶酶原 L2 基因序列设计引物R 上游引

物 2P端含 _4%qk识别序列 Y2P? jsiiWWT?IP]D下
游 引 物 2P 端 含 l-.B m 识 别 序 列 Y2P?i s
ijTWW?IP]D引物序列如下t pJt 2P?iWji iWWTjW!
jWiWjWWWjjjiiWjjj?IP0 pHt 2P?jTTiijTWWi
TiTWjijjjiTiWTiTijWij?IP0 以含人纤溶酶
原 L2 基因重组质粒 )_W?HH6 % b $ c L2 为模板D 通
过 pTq 的方法扩增目的基因片段M pTq 循环反应
条件t N2 u变性 Zv (R 22 u退火 wvv (R XH u延伸
wHv (R共进行 Iv 个循环M
9+ T FG 突变体构建U重组体转化和鉴定
酚t 氯仿抽提 KTq 反应产物R 纯化突变 L2 基

因片段 Y L2 ,87w]M 用 _4%q k和 l-.B m双酶切
)_W?HH6 % b $ 质粒 efi 和 L2 ,87w 基因片段R w2
/ [ \ 的琼脂糖凝胶电泳回收目的基因片段和载体R
基因片段和载体片段以 w x J 分子比例进行连接反
应M 利用 T3T*H 制备感受态 d\HJYe_I]菌株R进行
重组体 )_W?HH6 % b $ [ L2 ,87J 转化M转化后的菌株
接种在含有 2v ,/ [ \羧苄西林的培养平板上R筛选
阳性菌落进行扩增M )_W?HH6 % b $ [ L2 ,87J 重组
体连接准确性和正确读码框架采用测序和 _4%q k
与 l-.B m双酶切方法进行鉴定R 酶切产物经 2v
/ [ \ 聚丙烯酰凝胶电泳后银盐染色观察M
VB G 重组蛋白的诱导表达
转化后的阳性菌株扩增至 iSvv 达 vy G z Fy S 时

用终浓度为 Fy S ,,%* [ \ rKWj 低温 % H2 u $ 诱导
JF z JG 5R离心收集细菌R沉淀重悬于 J { ;e;细胞
裂解液YHF / c \ ;e;0体积分数 JF|甘油0J / c \溴
酚蓝0 体积分数 H} 2| ~? 巯基乙醇0 F} F2 ,%* c \
W&-(?T*R)l S} Z]R超声破碎细菌R裂解液 N2 u加热
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图 ! 重组质粒 "#$%&&’ ! ( " ) *+ ,-./ 表达和纯化的

010%234# 分析

5678 & 010%234# 9:9;<=6= >? @A"B @==6>: 9:C "-B 6?6D9.6>: >?

*+ ,-./ B @D>,’6:9:. "B >.@6:
E! "B>.@6: ,9BF@B" /! .G@ "-B6?6@C ,-.9:. *H" !! =9,";@ ’@?>B@

I2$4 6:C-D.6>:" J%K! =9,";@= 9?.@B I2$4 6:C-D.6>:" H! .G@ "-B6?6@C *H

图 J 重组质粒 "L$%&&’ ! M " ) *H ,-./ 表达产物的N@=.!

@B : ’;>. 分析

5678 J N@=.@B : ’;>. 9:9;<=6= >? @A"B @==6>: >? "L$%&&’

! M " ) *H ,-./
E! "B>.@6: ,9BF@B" /! .G@ "-B6?6@C ,-.9:. *H" &! =9,";@ ’@?>B@

I2$4 6:C-D.6>:" J%K! =9,";@= 9?.@B I2$4 6:C-D.6>:" H! .G@ "-B6?6@C *H

&’ ()*+$ ,,, - . 离心 &, ()*/01234516上海安亭
科学仪器厂76 收集上清即为可溶性蛋白质提取
液8 &5, . 9 2 :;:3<=1> 电泳后考马斯亮蓝 ?3@$,
染色观察8
/8 O 突变型 *H 蛋白纯化和鉴定
参照文献 # A $ 6离心收集 B<01 诱导表达后的细

菌+重悬于含有 @,, (. 9 2 溶菌酶的结合缓冲液C$,
((DE 9 2 FGHI<JKLM,, ((DE 9 2 FGNELOHAP ,7+MQ R
温育 M S+ 4$ ,,, - . 低温离心 M, ()*C0123451+
上海安亭科学仪器厂7+ 收集上清+ 调节 OH 至 AT ,
后用孔径为 ,T K$ U( 的滤膜超滤+处理好的样品用
固化 F)I V树脂亲和层析纯化8 采用 :;:3<=1> 和
WXYZX[* \EDZ的方法定性鉴定重组蛋白+用 ;N 法测
定蛋白质浓度8

! 结 果

&8 / 重组体 "L$%&&’ ! M " ) *H ,-./ 的构建P 筛
选与鉴定

根据质粒图谱特点和人纤溶酶原 ]$ 基因序
列+ 合理设计引物+ 通过 <N? 扩增出大小约为 I$A
\O 的目的基因片段8 将目的基因酶切后定向克隆
进 O>03II\ % V &的 >^D? _9 H)*‘ a位点6构建了表
达载体 O>03@@\ % V & 9 ]$ (bZ&8
转化后的菌株能在含有 $, (. 9 2 羧苄西林选

择平板上生长6形成单克隆菌落8
扩增阳性菌株6提取重组质粒 ;F=6经 >^D? _

和 H)*‘ a双酶切得到大小约为 I$A \O 的 ;F= 片
段C图 &76与预期结果相符6表明载体构建正确8
!8 ! 重组体 "L$%!!’ ! M " ) *H ,-./ 在大肠杆菌
QR&/STLJU中的表达
细菌的裂解产物用 :;:3<=1>分析显示cB<01

诱导后的细菌在相对分子质量 d[ e &KT & - &,M 处

有明显的蛋白表达带 C图 I76 比 ]$ 的相对分子质
量C d[ e &5 - &,M7稍小6与理论推算值相符L用凝胶
成像系统C1>F> 1>FBf:公司产品7对凝胶进行灰
度扫描+结果显示重组蛋白表达量达到菌体总蛋白
量的 4Mg %图 I & 8
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图 / 重组质粒 "#$%&&’ ! M " ) *+ ,-./ 的酶切鉴定

5678 / #:C>:-D;@9=@ 6C@:.6?6D9.6>: >? "#$%&&’! M " ) *+ ,-./
E! 1VW ,9BF@BX/ Y Z["L$%&&’% M & ) *+ ,-./ C67@=.@C ’< LD>\

]9:C ^6:C _‘a["L$%&&’% M & b *+ ,-./ c6.G>-. C67@=.6>:

!"#
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!" # 突变型 $% 蛋白的纯化与鉴定
诱导表达的细菌经溶菌酶充分消化后,离心取

上清, 用 -.# / 01.2 3.45 672.4亲和柱纯化, 可获得
纯度在 *+8以上的可溶性蛋白9图 #:,获得率约为
!+ ;< = >? @72A7B4 CDEA分析显示,纯化的重组蛋白
和诱导后各组在相对分子质量 FBG!%H ! I !+$ 处

有明显的免疫杂交带,分子均比带有 1.20AJ<的 K&
蛋白小,LMNO 诱导前无杂交带9图 $:P

! 讨 论

K& 是目前所知的抗血管增生活性最强的人纤
溶酶原水解片段, 它由一个完整的 KB.4<D7 结构和
末端氨基酸序列构成 " * !,KB.4<D7 结构中包含有 $ 个
二硫键 QR2%’!0QR2&%+, QR2%)#0QR2&#$ 和 QR2&!!0
QR2&$&S有研究发现 KB.4<D7结构阻碍了 K&中某些
功能性基团与内皮细胞的有效作用,用还原剂和烷
化剂打断 K& 中二硫键, 可以减轻这种 T掩盖效
应U,充分暴露有效基团 " ’ !S 目前还不清楚 KB.4<D7
结构中哪些有效基团与 K& 的活性密切相关S 本研
究根据野生型 K& 的空间结构特征V 氨基酸组成特
点和编码基因序列,合理设计引物,通过基因工程
的方法删除了野生型 K& 分子 - 末端 !+ 个氨基酸
残基和 Q 末端 & 个氨基酸残基,保留了从 - W末端
Q0F0X0O 到 Q W末端 Y0M0Z0Q 之间的 )+ 个氨基酸,
这种突变型的 K& 相对分子质量 FB[!%H ! I !+$,
比野生型的 K& #相对分子质量 FB[!’ I !+$ $ 分子
小S
分泌型表达载体 \]N0##C % ^ & 质粒和宿主菌

3>#!9_]$: 为本研究所采用的表达系统, 它能高
效‘ 快速地表达和纯化重组蛋白 " !+ !S 本实验以
\]N0##C % ^ & = K& 重组体为模板扩增 K& ;aA! 基
因,在上V下游引物 &b端分别设计 ]cE6 LV 1.45 d
酶切位点 , 以便将目的 _-e 片段定向克隆进
\]N0##C % ^ & 质粒载体S 在质粒 \]N0##C % ^ & 目的
基因插入位点的 & %端具有编码信号肽的序列, 通
过信号肽可以直接将产物分泌到大肠杆菌内膜与

外膜之间的周质’ 在周质内氧化环境下’ 形成二
硫键继之正确折叠成功能性蛋白’ 同时信号肽被
切除 " !+ !S载体 \]N0##C % ^ &在目的基因插入位点的
$b端含有编码 ’ 个组氨酸的序列,诱导表达后在重
组蛋白 FaA K& 的 Q末端带有连续 ’ 个组氨酸的标
签, 它能和 -.# ^ 01.2 3.45 672.4亲和柱结合, 极大
地提高了重组蛋白纯化的效率和纯度S 在本实验
中层析后可溶性蛋白的纯度大于 *+f , 得率约为
!+ ;< = >, g_g0MeO] 显示重组蛋白的相对分子质

量 FB[!%H ! I !+$,@72A7B4 3DEA方法也检测到在相
对分子质量 FB[!%H ! I !+$ 处有明显的免疫杂交

带, 表明该表达纯化系统可以高效‘ 高纯度获得人
纤溶酶原 K& 片段突变体重组蛋白质S 该系统也可
用于其它多种基因编码蛋白的表达纯化 " ),!! !S
我们成功地构建了人纤溶酶原 K& 缺失突变

体 K& ;aA!, 并在大肠杆菌中进行了表达, 纯化后
获得人纤溶酶原 K&片段突变体重组蛋白质S
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