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采用单克隆抗体 $%%&我们从安徽五步蛇毒腺
./0& 文库筛选出非出血性重组纤溶酶 ’12.34$
567879 :!;1:!(! 它与用于制备抗体的蛇毒天然
溶纤成分一样 $!%!对纤维蛋白原的裂解方式也是
以 " 链为主! 且不需要内源激活并具有非出血的

特性)序列分析表明&重组的纤*原(溶酶属于蛇毒
金属蛋白酶家族 *<846=> 3< ?78@2 A2734 4298==3$
B13928?2?; CDEF?(&与已知的其他来源的非出血性
蛇毒直接作用溶纤酶有很高的同源性 *最小的同
源性GH$I(+ 非出血性直接作用纤溶酶作为一种

!端序列的删除对非出血重组蛇毒纤溶酶的影响
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摘 要!-目的.研究 J 端序列对非出血重组纤溶酶’1:!/特异性0活性和热敏感性的影响) -方法.通过

CKL67M FJN 方法构建删除 J 端序列的突变体!突变体和 1:!分别在 FOB8?9316? 中诱导表达) 表达和纯化的蛋
白用 C/C$F&PL 和 Q2?92127 J=39 进行鉴定) 之后分析其生化特性) -结果.1:!及突变体通过 C/C$F&PL 和
Q2?92127 J=39 得到证实) 生化分析揭示1 #突变体对显色底物 !$!B$R3?>=*$P=>$F13$S>?$B0& 的催化效率’".89T
"4/是 1:!的 ’O( 倍"$突变体和 1:!对氧化的胰岛素 U 链拥有共同的优先裂解位点&可是在随后的裂解中
开始展现差异"%突变体显示了更高的纤’原/活性"&热处理表明突变体相较 1 :!对温度的增加更敏感"’
通过圆二色谱测量&突变体的螺旋比例有所增加) -结论.删除的序列参与 1:!的特异性0活性和热敏感性&该
序列可作为下一步优化的候选序列)
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有开发前景的溶栓药! 很多研究者从不同角度对
其进行了研究!不仅有体外的生化分析!还有一些
动物实验的证据 "!"##!但是由于至今还缺乏有关其
空间结构的直接证据! 因此对其催化机制还所知
甚少$ 根据文献报道"$#!出血性和非出血性蛇毒纤
溶酶二者在 ! 端和 " 端存在差异序列! 此外!对
同属蛇毒金属蛋白酶家族的 #$#% 亚家族的研究
表明 " 端的不同程度的删除可对酶特性有较大的
影响 "%#$因此!本次实验我们选择 &’!的 " 端与出
血性蛇毒纤溶酶差异序列对应的 () 个氨基酸
%(*+&’,!",-./"0$’.%!&+12&作为突变靶点!通
过该序列的删除!考查其对酶特异性’活性和稳定
性的影响! 从而为探明与其作用特异性相关的序
列提供直接实验证据$

3 材料和方法

(43 材 料
&’!的 5$!# 模板由本实验室提供!实验用菌

株为 $67" 和 809(!:;< $!# 聚合酶! 限制性内
切酶!=> $!# 连接酶购自 !?@ 公司!凝胶提取和
质粒抽提试剂盒购自 /ABCDE 公司 %广州基因公司
代 理 &! 纯 化 用 的 @<FGH IDJKD&LID >’’ 和
<ELIJKD&D=% / 购自 :KB&MB5AB 公司 ! 显色底物 ’
BNL5BIDAE’氧化胰岛素 @ 链’人纤维蛋白原%无纤
溶酶原&’牛纤维蛋白原购自美国 ,ACMB 公司$
O4+ 突变体的构建
主要采用粘结重叠延伸 %IJHA5AEC PG LQD&HBJ

DRFDEFALE !,S?AECT :"U"’#的方法构建$:"U 所用引
物 分 别 为 ( # 7( &"="="V#V####V#V#VV"
=V##V&W()$7(&V#V"VV""V""="#"V""="&W()
%7(&V="##=V"#=="=VVV==V=V###===VV##
VV=="#VVV"==#="&W()&7(& ""=V##""=)""#
##==="#"##"""#V##=V"#==V#"##=V&W($对
于引物%3!W&和引物%+!X&的产物的扩增参数为 Y
首先 Z*X *![ MAE Z 接着 O 个三步 :"U (*X * ZO
MAE !2+ *![1 I !9+ *!O MAE ![1 个循环$ 再 9+
*Z O1 MAE![1 个循环$ 粘结时用引物%O!+&并且
两个片段 O + O 混合!退火温度改为 77 ,!在制备
待粘结片段作为下一轮粘结模板时! 凝胶回收纯
化$ 突变的产物先是通过限制型内切酶 !"#’和
$%"H’被亚克隆进 J:."* !接着为得到高拷贝!突
变体又通过限制性内切酶 $%"H- 和 &’(- 克隆到
J:."*8 载体$ 克隆最终通过测序验证%上海博亚
生物技术公司&$
O4[ 转化和表达!纯化

主 要 参 考 J:."*8的 操 作 手 册 \KFFJY]].../
0120345671/859 : 8513713 : ;<; : 9=1>=?; : @08A9>?30B9=1B
@C< T$ 质粒首先用&’)’线性化!线性化的质粒通
过电击转化%O 711 ^ 7 MIZ ?JJDE_L&; M<HFAJL&BFL&&
整合到酵母基因组中!整体通过抗性%CDEDFA5AE&筛
选$ 在培养基 -:$ 中 W‘ ,培养Z一旦细胞吸光度
达到需要的 *211!换用 @%%- 培养基进行诱导!每
隔 +X K 收集 O 次样品!连续诱导 Xa K$ 诱导后的
培 养 基 上 清 ! 依 次 经 DELIJKD&D=% / 和 @<FGH
IDJKD&LID X’’ 过柱!最终得到纯化蛋白!在纯化过
程中!用纤维平板检测其活性变化$ 诱导和纯化蛋
白通过 ,$,&:#V? 电泳和 0DIFD&E PHLF 证实 !
0DIFD&E PHLF 所用抗体为本实验室制备的 ’!多克
隆抗体$纯化后的蛋白用 :AD&5D MA5&L @"# 试剂盒
测定蛋白浓度$
O4X 显色底物动力学分析
显色底物 +&:&L&:KD&#&C&J!#! ,&@DENLGH&:&L&

:KD&#&C&J!# 和 ,&\-&=LIGHT&VHG&:&L&bGI&J!# 溶解
在 J6 a41 的 71 MMLH]b =&AI&6"H 缓冲液中! 参考
文献"EF#的方法制备不同的底物浓度\141WZ 1412Z
14O+Z 14OaZ 14+>Z 14WZ 142Z O4+ZO4a MMLH]b T!突变的
酶和 &’!的浓度均为 14> (MLH]b!反应体积为 O11
(b!室温进行!生成的偶氮化合物在 >17 EM 的波
长连续检测 ! 计算其米氏常数 .M 和催化效率
%.5BF ] .M&$
O47 对氧化胰岛素 !链的裂解特性
酶与底物的比例为 O+O%摩尔比&!反应在 W9

*不同时间间隔 \OZ7ZO7ZW1Z21ZO+1ZOa1 MAET进行 !
单独的酶和底物设为对照!裂解片段采用 %#b$.&
=S’ 质 谱 分 析 \%,Z?FFBE %#b$.&=S’ :&LZ
#MD&IKBM @ALI5ADE5DIT"EE#!该分析涉及的基质为肉
桂酸 ! 基质和样品 O +O 混合 ! 手动点样 !#EC)
%a*947WO&和 K#"=6%+>274O**&设为内标$
O42 纤"原#溶活性的比较
纤维蛋白原的水解参考文献"EG#的方法!稍

作修改$人纤维蛋白原 7 MC]Mb 溶解在 O11 (b 反
应缓冲液中%71 MMLH]b =&AI&6"HZ J6 a41Z 14O MLH]
b !B"H&Z W9 *温育!分别加入 141> MLH]b 突变体
和 &’!Z 继续 W9 *温育!在不同的时间\7Z W1Z 21
MAET 取 +1 (b 的反应液! 加入等量的变性剂%a
MLH]b 尿素 Z >1 C]b !& 巯基乙醇 !和 >1 C]b ,$,&
室温过夜$ ,$,&:#V? \>1 C]b 浓缩胶Z O+1 C]b 分
离胶T分析水解产物$
纤维蛋白的水解采用纤维蛋白平板法$ 参照

文献"E!#的方法制造纤维蛋白平板$ W1 MC 的牛
纤维蛋白原溶解于 +1 Mb 缓冲液中 \用含 14O7
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!"#$% &’(# 的 )* !!"#+% ,- ./0 1234!-5# 缓冲液
配制 6!抽气 7* !38!加入 9** !% 9** :+!% 的凝
血酶!置室温形成凝胶后; 即成"标准平板#$ 将标
准平板于 <)"温箱中加热 =* !38后取出即成 "加
热平板%$滴加 >* !% 突变体和 2?"&*/*0#$% & ’’;
室温 > @;观察裂解圈的形成并以游标卡尺测量裂
解区的直径$
9/. 热敏感性分析

2?"和突变体 0 ($) * ’ 分别与 ’A"B’4C38 D)
!E+!%6 在不同的温度下&0>; 00; 0</7; ))/0; =9/7;
=0/) +’ 在 ,- </F 的 )F !!"#+% 1234!-5# 中孵育
7F !38! 然后 9FF +快速变性 9F !38! 加 9FF !%
三氯醋酸&9FF !%+%’沉淀蛋白!97 FFF,! !0 +离
心 9F !38! 在 7GF 8! 波长测定上清吸光度 (-.)!预
先变性的酶作为基准$
9/< 圆二色性测量
分析突变体和2?"的二级结构的组成! 波长

扫描范围9<F/7FF 8!(-0) $ 测量杯光径为 # !!!测
定时酶溶解在 )F !!"#+% 1234–-5#D,- ./F6的缓冲
液中!蛋白质量浓度 F/9> !E+!% !累积扫描 9> 次!
数 据 用 其 自 带 的 软 件 光 谱 H,CBI2’ !’8’EC2
&JC243"8 9/)0K’ 分析$

> 结 果

>/9 突变体的构建
L5M 凝胶电泳&图 9’和 N&K 测序证实突变体

被成功构建$

>/> 转化!表达和纯化
电击转化后! 克隆在含不同浓度 EC8CI3B38 平

板上长出克隆$ 我们选择浓度在 7 !E+!% 时平板
的克隆作为诱导表达的工程菌$ 克隆的 "=FF达到

)/= 时! 换用 OPPQ 诱导! 诱导 0< @ 后!RC4IC28
S#"I鉴定出上清蛋白表达呈时间依赖性!未诱导前
没有蛋白表达&图 >K’$ 经 18"4,@C2C1P T 和 OUIV#
4C,@C2"4C W?? 过柱纯化后!HNH!LKXY 鉴定可见在

目标位置有一较粗的条带&图 ZO’$ O5K 法定量的
蛋白用作下面的生化分析$

Z/7 突变体与 !""对显色底物动力学分析
突变体和 2?"对显色底物 #!L2"!L@C!K2E!

,&K 和 $!OC8A"V#!L2"!L@C!K2E!,&K 均无裂解活
性$ 而对 $!D%!1"4V#6!X#V!L2"!%V4!,&K 突变体显示
了与 2?"的不同[ 突变体的米氏常数 &!为 \/F>
!!"#+%!催化常数 &B’I为 0)/F\&催化常数用单位时
间内每分子酶分解底物吸光度变化乘 \F)来表示!
即 \F)"+&!38*!!"#*%2-’! 而 2?"对应的值分别为
F/0\ !!"#+% 和 G/=7+ 因此突变体的催化效率 &B’I+
&!是 2?"的 \/G 倍$
>/0 突变体对氧化的胰岛素 # 链的裂解特性
与 2?"相比!突变体优先裂解位点与之相同!

都是首先在肽段的 \>!\7 位点裂解! 但随后的裂
解方式有所不同!结果见图 7$

>/) 突变体纤"原#溶解能力的改变
突变体的溶解面积为 &F/)73F/F>’B!>!2?"的

溶解面积则为&F/704F/F\’B!>!二者相比差异有统
计学意义D’5=!(] F/F)6!对人纤维蛋白原裂解的活
性要突变体也要高于 2?"!见图 0$
>/= 突变体对热处理的敏感性
突变体对热比较敏感 $ 在 )) +左右对

’A"B’4C38的催化裂解达到最强!而在此温度下突变
体就已出现了明显的活性下降&图 )’$

图 $ %&’()* +,- 凝胶电泳
"(*. $ /*0!123 *34 0)0452(2 16 %&’()* +,-

K[ I^" _2’E!C8I SC38E 2C’‘V _"2 4,#3B38Ea O[ _38’# ,2"‘UBI

图 7 突变蛋白表达和纯化的 83293!) :419 和 %;%<
+/=’ 鉴定
"(*.7 >?3)9(6(@09(1) 61! AB909(1) 3CD!322(1) 0)?

DB!(6(@09(1) B2()* 83293!) !419 0)? %;%<+/=’
K[RC4IC28 S#"II38E 3‘C8I3_3B’I3"8 _"2 38‘UBC‘ Cb,2C443"8 "_

!UI’I3"8a O[ HNHcLKXY _"2 ,U23_3C‘ !UI’I3"8

6 7

图 E 突变体和 !"!对氧化胰岛素 # 链的裂解位点
"(*.E ,1AD0!(21) 16 @430F0*3 2(932 16 AB909(1) 0)? !"

! 1) 1C(?(G3? ()2B4() # @H0()
D!,2C_C2C8I3’# B#C’J’EC 43ICa !4CB"8‘’2V B#C’J’EC 43IC46

6 7
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图 ! 突变体与 "#!对人纤维蛋白原随时间水解活性的比
较的 $%$!&’() 图

*+,-. /0123"+405 06 6+7"+50,8509:;+< 3<;+=+;: 78;>885 "*
! 35? 1@;3;+05 7: $A$!&B(C
!" #$%&%’()* !"!+ ,’-.’)(/0) 1’%2 )( 0)34#0
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’(%
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567 突变体圆二色谱分析
突变体和 .899 有典型的螺旋吸收峰! 即有在

:;5 )# 有一正峰!而在 555 )# 处又有一负峰!数
据处理后!提示突变体螺旋的比例高于 .8!<由原
来的 5=-增加到 >=-?!并且二级结构中作为骨架
机构的 " 螺旋和 # 折叠的比例从不足 @=-!升高
到 A=-左右"

> 讨 论

以上结果说明!首先!突变体被成功构建#表
达和纯化$其次!在特异性方面!突变体对氧化胰
岛素 B 链裂解的差异仅表现在次级水解模式而其
优先裂解的模式没有改变$另外!突变体对纤维蛋
白原的水解依然是 C" 链!并且突变体 ( 种显色底
物的选择性也存在一致的情况" 这些证据都表明!
D 端这 :@ 个氨基酸序列的删除对其作用特异性
的影响较小!提示了 :@ 个氨基酸空间距离的缩短
对其特异性的影响不大! 考虑到被删除的氨基酸
中存在极性或荷电氨基酸如半胱氨酸%D&#天冬酰

胺%E&#天冬氨酸%F&#谷氨酰胺%G&等!不排除由
这些氨基酸与底物作用而影响特异性的可能性"
另外!对其活性的检测结果表明!无论是显色底物
之一 !.<".H(I4JK.LJ4.M.(.N4I.OEC! 还是对纤维平
板或纤维蛋白原的水解! 都导致 D 端序列删除的
突变导致酶的活性增加! 提示删除的序列对其催
化特性来说反倒可能是冗余序列! 不过热敏感性
的实验结果提示了突变后酶对热的敏感性增高!
可能导致结构不稳" 圆二色谱的结果也表明!突变
后造成其二级结构发生了一些变化" 这些说明该
段序列在其整体结构中也还是有一定作用的"
本次实验的结果尽管与先前文献报道 ’$+(的结

果不同!删除没有导致其特异性发生剧烈的变化!
究其原因!可能有二)$文献报道的酶虽然与 .8!
同归一大的家族! 不过其空间折叠方式可能有所
不同! 也有一些报道 D 端删除只导致温和的变化
’$,!$/($ %通过比对找出的删除序列的长度可能不
是恰好合适"
总之!通过本次实验!我们证明通过与出血毒

素比对找出的差异序列的删除不能导致酶作用的

特异性发生大的改变但可影响其活性和热敏感

性! 为下一步直接探索该端序列本身特有氨基酸
对特异性的影响提供了依据! 也给出了在避免干
扰其结构稳定的基础上!优化其活性的可能性"
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近期的研究表明 ! 利用腺病毒介 导 表达
!!"#$% 可提高发生心衰的大鼠和人心肌细胞的
收缩功能和对 ! 肾上腺素的敏感性 &’!()’ 本文中!
感染 *+,-./0-!+"1$% 能特异地抑制 23 介导的乳
鼠心肌细胞中 !456 的表达! 提示 !+"1$% 可阻
断 7 蛋白 !" 亚基介导的信号转导途径!逆转心肌
细胞肥大过程’ 本文为进一步研究干预 7 蛋白 !"
亚基介导的信号转导途径对心肌细胞肥大的影

响! 以及利用 ! +"1$% 治疗心肌细胞肥大的实验
研究创造条件’
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