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!"#肽与尿激酶$链融合蛋白原核重组表达质粒的
构建、表达和功能的初步分析

朱甫祥 邢桂春 贺福初"

（军事医学科学院放射医学研究所 北京 !%%7#%）

摘 要 将化学合成的89:肽（;2<39)=3;>.）编码寡核苷酸与尿激酶?链@:+;相连成为融合基因后，克隆至原
核表达质粒.?’$$%中，在A8AB启动子的作用下，经4$C热诱导，在大肠杆菌:D#!中获得了融合基因的表达，其
表达量占菌体总蛋白的&E$F，表达产物以无活性的包含体形式存在。经变复性处理得到纯化的融合基因的表达
产物，经G->/-2H1)(//IH<分析表明产物具有与天然尿激酶相似的抗原性，体外活性分析显示其具有一定的纤溶和
抗血小板聚集的活性。

关键词 89:肽，尿激酶?链，融合基因
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血小板是动脉血栓的主要成分，血小板介导的

血栓形成是导致冠脉梗塞和成功溶栓后再梗塞的主

要原因，而血小板的聚集反应是血小板栓子形成的

最后共同通路，血小板膜整合素受体9A"1／#K复
合物在血小板的聚集过程中发挥重要的作用。9A
"1／#K是血小板膜上最丰富的膜糖蛋白，血小板
通过其介导与纤维蛋白和L(HGI))-12KHMNK@/(2
（LGO）等粘附分子中;2<39)=3;>.（89:）序列的结
合而发生聚集［!］。实验证明含有89:序列的天然
和人工合成寡肽能够显著抑制血小板的聚集反

应［$］。尿激酶原（.2(PQ）是双链尿激酶（PQ）的单
链前体酶原形式，本身亦具有较低的酶活性和一定

程度的纤维蛋白特异性，当其B=>!#73R)-!#&肽键被纤
溶酶裂解后转变成高催化活性但失去纤维蛋白特异

性的 PQ［5］，研究表明，.2(PQ的 9)S!453B-S!44和

;2<!#"3AT-!#6肽键可分别被蛋白酶或凝血酶裂解而
成为与.2(PQ相似性质的低分子量单链尿激酶
（BUG3,VPQ，55W:）或无酶活性且对纤溶酶不再
敏感的双链PQ［4，#］。为了获得高效特异的新型溶
栓剂分子，基于对天然溶栓剂（包括.2(PQ和/3A;）
分子结构与功能关系的认识，通过运用:+;重组
及蛋白质化学偶联技术，人们构建了一系列/3A;和

.2(PQ的突变体（US/KH/>）和变构体（’K2IKH/>）、二
者的优势互补嵌合体以及二者与单克隆抗体的偶联

分子，其中有些分子经体内外实验证明溶栓功能有

明显改善［"］，为新型溶栓剂的开发与应用提出了新

的思路。鉴于BUG3,VPQ具有与.2(PQ相似的
特性（低溶栓活性和纤维蛋白特异性），目前所构建

的嵌合体溶栓剂分子大多采用BUG3,VPQ，但是
由于BUG3,VPQ含有凝血酶的敏感键，这种分子
易于被富集于血栓部位的凝血酶所灭活而不利于体

内实际应用。国内有人将血纤蛋白粘附肽与

BUG3,VPQ融合，体外实验结果表明具有一定的
抗凝作用［6］。

为了获得兼有溶栓和抗栓作用且避免凝血酶灭

活作用的新型溶栓剂分子，本文构建了89:肽与PQ
?链的融合基因，在大肠杆菌中进行了表达，并对所
表达的融合蛋白的生物学功能进行了初步的分析。

% 材料与方法

%&% 质粒和菌株
含人.2(3PQ全长@:+;的.PV&3.2(3PQ由南

京大学马忠教授惠赠，原核表达载体.?’$$%及宿
主菌340(,#:D#!由本室保存。



!"# 工具酶、试剂盒、抗体及主要生化试剂
内切酶、!"#$%连接酶和&’()*+酶为,-*’./0

公司产品，!1#$%测序试剂盒、质粒提取及234
产物回收试剂盒购自25*6(7.公司，!89:28;%!2购
自亚辉生物医学工程公司，<2%多克隆抗体购自

=.)>.35<?公司，@42标记的二抗、#%,显色系统
为中山生物工程公司产品，其它试剂均为国产或进

口分析纯。

!"$ 引物及%&’肽编码寡核苷酸的合成
按照A5*8B&C#$%的序列设计其,链的234

引物，上游为：DE333!!%%FFF!FF3F%%
!!3%3!%3!%!39E，含!"#GG识别位点，下游
为：DE%%3!F3%F!!%3%F%F33%%F33
%!!3!3!!39E，含$%&G识别位点。为了获取

B&,链基因的表达产物作为对照，我们设计了含
起始密码子的,链基因的上游引物，序列为：DE%!
%!F3!!%%FFF!F%%!!!%3!%3!%!3
F%F9E，下游引物同,链的234下游引物。含起
始密码子和连接肽（数个F’H）的4F#的编码寡核
苷酸的正义链为：DE%%!!3%!FFF!3F!FF!
F%!!3!FF!FF!FF!FF!FF!39E，含起始
密码子，反义链为：DE!!%%F%33%33%33%33
%33%F%%!3%33%3F%333%!F9E，二者退
火后DE端为’()4G之粘性末端，9E为!"#GG之粘性
末端。以上#$%均选用大肠杆菌偏爱的密码子并
考虑到所转录的64$%有利于翻译的结构，由上海
生工公司合成。

!"( 人)*+链,’-.片段的/0%扩增
以含人A5*8B&全长C#$%的质粒AB3I8A5*8

B&为模板，在2J"KL型基因扩增仪上分别扩增与

4F#编码C#$%融合及含起始密码子的B&,链
的C#$%。反应参数为：I"MN6-)，DOMN6-)，1:M
NPD6-)，行9D次循环，1:M总循环16-)。用234
产物回收试剂盒回收特异性扩增片段。

!"1 表达质粒的构建及鉴定
按分子克隆常规方法进行#$%的酶切、补平

末端、连接及转化，分别将4F#与B&,链的融合
基因（4<,）和B&,链基因插入到原核表达载体

A,Q::L的双启动子242R的下游，酶切鉴定筛选转
化子得到阳性重组子A,Q::L84<,和A,Q::L8<,。

!"2 ’-.序列测定
对筛选得到的A,Q::L84<,和A,Q::L8<,用

!1#$%测序试剂盒按照操作说明书对其进行测
序。

!"3 基因的诱导表达
原核表达载体A,Q::L的双启动子242R受"

噬菌体温度敏感基因C’>0KD1的调控，因此插入的外
源基因可在双启动子242R的控制下进行温控表
达。将测序正确的阳性克隆及含A,Q::L空载体的
克隆分别于D6RR,培养液中9LM振荡培养过夜，
次日以:S接种到NLL6RR,培养液，9LM振荡培
养至*+OLL为LP9#LP"时，迅速转移至":M继续振
荡培养诱导表达DT。

!"4 5’56/.&7
参照R.66(’-的方法［K］进行。分离胶浓度为

NDS，浓缩胶浓度为DS。取DLL$R菌液离心后收
集菌体，加DL$R水和DL$R的:U样品缓冲液，重悬
菌体后于NLLM煮D6-)，取:L$R上样经还原性

=#=82%FJ后用考马斯亮蓝48:DL染色。

!"8 表达产物的变复性
参照文献［I］提取包含体并进行变复性。

!"!9 :;<=;>?印迹
按照抗体说明书进行。诱导表达的产物经

=#=82%FJ后，按LPK6%／C6:将蛋白质电转移至硝
酸纤维素膜上（作用:T），膜于室温干燥9L6-)后
用 ,’*>>*% 液（为含 DS 脱脂奶粉和 LPLDS
!+(():L的NU!,=）室温封闭NT后，于,’*>>*%液
中加一抗至终浓度为LP:$7／6R，于"M过夜，用含

LPDS!+(():L的NU!,=室温洗膜9次，每次

D6-)，将膜置于用,’*>>*%液稀释为N："LL的@42
标记的二抗中室温孵育NT，洗膜9次，用#%,避光
显色9#D6-)，待显色满意后，用水冲洗膜，晾干后
避光保存。

!"!! 纤溶活性的测定
参照文献［NL］的方法进行。取D6R煮溶的

NP"S琼脂糖（溶于LPN6*’／R2,=，A@1VD）与D6R
91M保温的:67／6R纤维蛋白原（溶于水中）混合，
快速加入LP:6R"LM保温的DL$G@<／6R凝血
酶，倒入酶连板盖中，凝固后打孔。加样于孔中

91M保温NO#:"T，观察透明溶解圈的大小。

!"!# 抗血小板聚集活性的测定
取:L6R用柠檬酸钠处理的新鲜健康人血液

NLLL5／6-)离心NL6-)，取上清为富血小板血浆
（242）。取9LL$R242加:L$R待测样品于91M
温育D6-)，加入致聚剂%#2至终浓度为NL$6*’／

R，用血小板聚集仪（3@4W$WXRWFDL:，B=%）于

"IL)6波长处测透射率，根据光透射率的增加来检
测血小板的聚集率。
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! 结果

!"# $%&链’()*的扩增
以!"#$%!&’"(为模板分别扩增用于与)*+

之编码,+-.融合和含起始密码子的"(的/链

,+-.，取01!2扩增产物于0345琼脂糖凝胶电泳，
可见于6718!处有一特异性扩增条带（图0）。

图0 9#)产物的电泳分析

:;<30 =>?,@&’!A’&?@’<&BC’D9#)!&’EF,@G
0H+-.C’>?,F>B&I?;<A@CB&J?&；

4H"(/,AB;K；

LH.M*%,’K@B;K;K<"(/,AB;K

!"! 原核表达载体+&,!!-./0&和+&,!!-.0&的
构建

将人工合成编码)*+肽的寡核苷酸正、反义
链退火后，与经!"#NN和$%&N双酶切之/链,+-.
及经’())N和$%&N双酶切的!/O441连接，构建成

)*+肽与/链的融合基因表达质粒!/O441%)F/。
将/链,+-.经$%&N酶切后与经’()*N和$%&N

双酶切的!/O441粘连，用(>?K’I补平’())N后平
连，构建成/链的表达质粒!/O441%F/。用连接产
物转化+P7"感受态细胞，挑取若干转化子培养后，
小量提取质粒+-.并行酶切鉴定以筛选阳性重组
子，!/O441%)F/阳性重组子用’())N和$%&N双
酶切可切下Q418!和LL18!两种片段，!/O441%F/
阳性重组子用’()*N可切下一LL18!大小的片段
（结果未示）。对阳性重组子进行测序，图4为

!/O441%)F/的-端部分序列的测定结果，可读出
含有起始密码子和连接肽的)*+的全部编码序列
和/链的部分-端序列。

!"1 融合蛋白/0&和&链在大肠杆菌中的表达
将构建好的表达质粒!/O441%)F/和!/O441%

F/分别转化大肠杆菌+P7"，经温度诱导后)F/和

F/在双启动子9)92作用下得到表达。R+R%9.*=
分析结果如图L，与空载体质粒!/O441相比，重组
的表达质粒!/O441%F/和!/O441%)F/在分子量
大约L4J+处均有明显的表达条带，经薄层扫描，分
别占菌体总蛋白的$3S65和013L45。用F9.的
多克隆抗体进行的 T?G@?&K印迹结果进一步表明，
这两个特异性的表达条带均与抗体发生特异性的结

合反应（图Q）。

!"2 表达产物的活性分析
提取包含体并经变复性处理后，对复性液进行

纤维平板溶圈实验，结果表明表达产物)F/和F/
均具有与天然尿激酶相似的纤溶活性（图7），用此
法测得重组菌的表达量约为S111N"／2。抗血小板
聚集活性结果表明（图U）)F/与F/、天然尿激酶相
比具有一定程度的抗血小板聚集活性。

图4 )F/,+-.的7V端部分序列

:;<34 9B&@;B>G?WF?K,?’D@A?7V?KE’D)F/
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图! 菌体裂解产物的"#"$%&’(图谱

)*+,! -./"#"$%&’(0122/34567182/3*199:;12/;
<=%352/*4>59/8?913@/*+.2>13A/3

B=0CDBBE；!=0CDBBE$F?C；

G=0CDBBE$?C

图G 重组蛋白的H/;2/34印迹分析

)*+,G H/;2/3479521419:;*;562./3/85>7*41420352/*4;
<=0CDBBE；B=0CDBBE$F?C；

!=0CDBBE$?C

图I 纤维蛋白平板溶圈实验

)*+,I )*73*40912/1;;1:
<，B，!=F/6/3/48/?35A*41;/；

G=0CDBBE；I=0CDBBE$F?C；

J=0CDBBE$?C

图J 抗血小板聚集实验

)*+,J &42*$0912/9/2;1++3/+12*541;;1:
<=0CDBBE；B=?C；!=F?C

! 讨论
传统的溶栓剂由于特异性差、半衰期短等缺点

使得临床应用往往需要大剂量反复给药，由此经常

会伴随由系统性纤溶引起的出血副作用。另外血小

板的聚集性升高是冠脉血栓成功溶栓后发生再梗塞

的重要原因。寻找和发展新型特效的溶栓剂是目前

心血管研究的一个重要领域。随着分子生物学理论

的发展和技术的应用以及对溶栓剂分子结构与功能

的认识，人们通过对传统的溶栓剂进行拆分和重新

组合，构建了一系列新型的重组溶栓剂，其中某些经

体内外实验表明具有较高的生物利用度。我们用基

因重组的方法，将已证明具有抗血小板聚集活性的

F’#肽与尿激酶的酶功能区的C链融合（F?C），通
过对其表达产物的活性分析表明，这种融合蛋白具

有纤溶和抗血小板聚集的双重活性。035KL分子
具有依赖于其分子中M:;<IN$O9/<IP肽键完整性的一
定程度的纤维蛋白特异性［<<］，因此，目前大多采用

含有此键的MQH$"RK%&构建嵌合体溶栓剂，但
是，由于在MQH$"RK%&分子中同时包含的一个凝
血酶的敏感键，使其易于在凝血酶富集的血栓部位

被灭活。我们构建的F?C所采用的是避开凝血酶
敏感键的C链酶功能区，虽然同时也去除了与其纤
维蛋白特异性相关的M:;<IN$O9/<IP肽键，但由于分子
的另一部分F’#可能与血栓部位大量暴露于活化
的血小板膜表面的膜糖蛋白’%!7／"1的结合而
起到血栓导向的作用。R59?88*等［<B］利用2$%&分子
的6*4+/3区和A3*4+9/B区具有纤维蛋白结合性的特
点分别将其A3*4+9/B区、6*4+/3区加A3*4+9/B区与

KL的C链融合，结果表明这两种融合蛋白均具有
纤维蛋白依赖性的纤溶作用。因此KL的C链可
与其它分子融合而保持其纤溶的活性。
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C$#&%8<&-#-D%H>#N.>?#-<C%\H>%//<#&T%C-#>H:E665JPD%[)/%8=%&%B./%\H>%//%8<&?%8)$/’*4")&8%>-D%C#&->#$
#[F+F(H>#9#-%>S?36]<&8)C-<#&JPD%%\H>%//<#&$%T%$#[-D%[)/<#&H>#-%<&B./#T%>2J6̂ #[-D%-#-.$S.C-%><.$H>#V
-%<&/./.#>#[<&.C-<T%<&C$)/<#&S#8?JPD%H)><[<%8[)/<#&H>#-%<&B./#S-.<&%8B<-D/<9<$.>.&-<=%&<C<-?./)>#N<&./%
/D#B&S?R%/-%>&S$#--<&=JL-//24/"()[<S><&#$?/</.&8.&-<VH$.-%$%-.==>%=.-<#&.C-<T<-?B./.$/#%T.$).-%8S?S<#.//.?J

J4FK)-:+ +;’H%H-<8%，)>#N<&./%:VCD.<&，[)/<#&=

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

%&%

重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘

版）》和“中国期刊网”。如作者不同意将文章编入该数据库，请在来稿时声明，本刊将做适当

处理。
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