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!"#$葡激酶的凝胶过滤层析法复性及其纯化

程 鏖 宋 刚 苏华波 于 敏 李育阳 宋后燕"

（复旦大学教育部分子医学重点实验室 上海 $%%%2$；复旦大学生命科学院 上海 $%%122）

摘 要 构建的溶栓和抗栓双重功能的 FGH0葡激酶突变体（FGH0I9J）在大肠杆菌中高表达，目的蛋白质以包涵体
形式存在。为获得有活性的蛋白质，需要对包涵体进行变复性。利用凝胶层析方法对包涵体中 FGH0I9J进行复
性，并与稀释复性法进行比较，发现凝胶柱复性方法具有操作周期短、简便、成本低而高效等优点。复性后蛋白质

用 K0I,L=9/’?, 88离子交换进一步纯化，纯度达 54M，酪蛋白凝胶板活性测定表明两种复性法得到的蛋白质比活性
相当。圆二色谱测定显示两种复性法得到的蛋白质的二级结构成份和谱形一致，说明在两种复性过程中完成了

FGH0I9J分子的正确折叠。

关键词 FGH0葡激酶，包涵体，复性，圆二色谱（NH谱）
中图分类号 K7! 文献标识码 3 文章编号 !%%%02%#!（$%%$）%#0%#520%4

葡激酶（IO9L=>(’J<@9?,，I9J）是一种由金黄色葡
萄球菌中几种溶源性噬菌体分泌的蛋白质，其成熟

蛋白质由 !2#个氨基酸组成，相对分子量为 !4%%%。
I9J是一种纤溶酶原（P(9?-<@’A,@，P(A）的激活因子，
在血浆中与 P(A形成 ! Q ! 复合物，该复合物被血块
表面痕量纤溶酶（P(9?-<@，P(-）激活为 I9J0P(-，I9J0
P(-是高效纤溶酶原激活剂，特异切割 P(A形成有活
性的 P(-，溶解血栓，其溶解血栓特异性强，对富含
血小板的血栓溶解效果较其他溶栓药好。

我们的 FGH0葡激酶，是在重组葡激酶的合适部
位通过定点突变（R!%5F，8!!!H）引进 FGH 编码序
列［!］。由于 FGH肽序是血小板膜糖蛋白 GP!.0"9
的结合基序［$］，存在于纤维蛋白原（8<./<@’A,@，8A@）
等分子中，8A@ 与血小板 GP!.0"9 结合是血小板
聚集的前提，外源 FGH肽序与 8A@竞争结合血小板
表面的 8A@ 受体（GP!.0"9），可以抑制血小板聚
集。而 8A@受体只在血小板活化后 GP!.与 GP"9
才形成有功能的二聚体，这样，外源 FGH肽序只能
与血栓部位活化的血小板结合，对循环血小板无影

响［2］，FGH肽序还具有特异性靶向作用［1］，溶栓药
物特异靶向性增加可以减少药物用量，减弱出血倾

向。因而 FGH0葡激酶可望成为双功能新型溶栓和
防栓药。

S9(D9等将 FGH 融合序列连接在 I9J 的 N 末
端［4］，但溶栓活性大大削弱，而我们的 FGH0I9J保持
了与野生型相仿的催化效率，并在 3 ) 0(,# 中得到高
效表达，表达量占菌体总蛋白量的 4%M，但重组
FGH0I9J在大肠杆菌中以包涵体形式存在，虽易于
纯化，但复性工作是获得活性蛋白质的难点和重点。

影响蛋白质复性的因素主要与氨基酸序列，二

硫键，分子的空间结构，亲疏水特性等有关；此外还

受蛋白质浓度、纯度、变性剂浓度、复性液离子强度、

LT值等影响。传统的稀释复性方法虽比较通用，但
操作周期长，易形成沉淀，产率低。近年来凝胶过滤

层析法复性不断获得发展，如用于 U>?’V>-,，N9/.’@0
<E 9@=>D/9?,的复性［#］，取得了较好效果。我们用凝
胶过滤层析法复性 FGH0I9J，使复性率大大提高，显
示了良好应用前景。

% 材料和方法

%&% 菌种和质粒
大肠杆菌 W8!!$4，原核表达载体 LUX01 由中科

院生物化学研究所刘新垣院士惠赠。质粒 LI60
FGH0I9J为本室构建。
%&’ 试剂和仪器
人纤溶酶原（本室制备），蛋白胨（Y:’<D，ZR），酵



母提取物（!"#$%，&’），酪蛋白水解物（($)*+，&(），
盐酸胍，(+, 标准品（中国生物制品鉴定所）(-./+0
1234(0566（7/+2*+1$+），80(-./+2#9- ::（7/+2*+1$+），液
相色谱仪（;$#0<+% =1#>#，&’），高压匀质机，?*0
+)-@+9A-2 BC( 紫外分光扫描检测仪，分光光度计
（;$#0<+% (*+2A(.-1D666， &’），超 滤 器（E+A-29，
&(F），圆二色仪（G0H5I，G+91#，G+.+>），其余试剂均为
国产分析纯。

!"# $%&’()*的表达和包涵体的提取与洗涤
挑取保存的 J;F 平板上 <KC0(+, 菌，接种于

56*J J; 培养液 D6L过夜培养，扩种于 5666*J
@MNF培养液中，于 D6L生长至菌密度 !"O66约 6PO
（Q/），QRL诱导表达（Q S I/），离心收集菌体，菌体按
5TR6（# T$）比例悬浮于破菌缓冲液（6P6I *#4TJ 7;
.UHPQ）于高压匀浆机 I66,)T1*R，反复破菌 V 次，离
心（I6662T*$>，QL，56*$>），收集包涵体，收集的包
涵体悬浮于洗涤缓冲液中（6P5*#4TJ W+N4，5X Y2$0
A#>Z0566，6P6I*#4TJ W+RU7!Q，6P6I*#4TJ W+UR7!Q，

.UHPQ），以匀浆器反复研磨，离心收集包涵体。
!"+ 稀释复性
按 5T5I（# T$）比例用包涵体溶解液（O*#4TJ K[0

UN4，6P6I*#4TJ 7; .UHPQ，RPIX ([12#9-）溶解包涵
体，匀浆器研磨均匀，V6662T*$>，QL Q6*$> 离心，取
上清，用滴注法缓慢加入复性缓冲液（6P6I*#4TJ 7;
.UHPQ，RPIX([12#9-），同时缓慢搅拌 5R/，离心去除
沉淀，以分子量截留为 D666的超滤器浓缩至 566*J
以下。浓缩液上样于用 6P6I*#4TJ 7;（.UVP6）平衡
好的 (-./+1234(0566柱，6P6I*#4TJ 7;洗脱除盐。
!", 凝胶过滤层析法复性
复性洗脱液（6P6I*#4TJ 7;， .UHPQ），平衡

(-./+1234(0566 柱（D \ 5661*），用包涵体溶解液
（D*#4TJ K[UNJ，6P6I*#4TJ 7; .UHPQ，RPIX([12#9-）
按 5T5I（# T$）比例溶解包涵体，5I*J变性蛋白液，
浓度在 I S 56*)T*J，在 Q S R6L环境中过 (-./+120
34(0566柱，洗脱复性液 6P6I*#4TJ 7;（.UHPQ）以 5*JT
*$>流速，洗脱复性。收集的目标蛋白峰 QL 下对
6P6I*#4TJ 7;（.UVP6）透析过夜。
!"- (&(’聚丙烯酰胺电泳（(&(’./%0）
制备浓度 5IX的凝胶，RI*F 恒流电泳至样品

进分离胶，改用 566B恒压电泳至指示剂刚出胶，考
马斯亮蓝染色。

!"1 蛋白质浓度的计算
以牛血清蛋白作为标准，;$#0<+% 72#A-$> F99+3

法测蛋白质浓度。

!"2 3’(456)7894 ::离子交换
80(-./+2#9- ::柱用缓冲液平衡至柱前后 .U值

一致，将过柱除盐或透析除盐的蛋白质溶液上柱，

6P6I*#4TJ 7;（.UVP6）洗脱至基线平稳，5*#4TJ W+N4
梯度洗脱，收集 <KC0(+,蛋白峰。
!"; $%&’()*的辅助溶解血栓活性测定
酪蛋白凝胶板（牛奶板）溶圈法，凝胶含 5POX

脱脂奶粉，5X琼脂粉，6P6RXW+WD 和 I!)T*J纤溶酶
原。凝胶经打孔后，在各孔加标准系列或样品液，

DHL湿盒保湿过夜。
!"!< 相对复性率的计算
首先确定包涵体中蛋白质的含量 F；计算出复

性纯化后的完全活性的蛋白质的含量 ;。相对复性
率 ] ;TF（因为两种复性法复性蛋白质后都用离子
交换进一步纯化，过离子柱后所得蛋白量 ;用于计
算，可反映两种复性法复性率和复性效果比较。）

!"!! 圆二色谱（=&谱）测定
在 G0H5I圆二色光谱仪（GF(N!，G+.+>）上进行，

在二级结构波长范围（5M6 S RI6>*）扫描，速度
566>*T*$>，灵敏度（(->9$A$^$A3）：R6*%-)，带宽（;+>%
_$%A/）：5P6>*，<-9.#>9-：6PI9，<-‘-2->1-：3+>)a b92，
@#%-：?>‘$>$A-，本室单蒸水为空白液，RIL恒温下测
<KC0(+,的稀释复性冻干品（6P5RI*)T*J），凝胶过
滤层析法复性冻干品（6P556*)T*J）和野生型 (+,
（6P5RI*)T*J）的 NC谱，结果用摩尔椭圆度［"］表示。

> 结 果

>"! 包涵体的获得

图 5 <KC0(+,工程菌压榨破菌后 (C(07FK=
电泳图谱

:$)a5 (C(07FK= 9/#_$>) $>14[9$#> c#%$-9
5P72#A-$> *+2,-2；RP ([.-2>+A+>A；DP 7-44-A #‘ $>14[9$#> c#%$-9

收获的菌用 6P6I*#4TJ 7;（.UHPQ）重悬，经高压
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匀质机压榨破菌（压力 !"#$%，每次 &’()，* 次），离
心，上清和沉淀用 +,+-$./0 电泳鉴定，1/,-+%2
主要存在于包涵体沉淀中（图 3的 34542,条带）。
!"! 稀释复性结果
包涵体（湿重）用溶解液按比例溶解，蛋白浓度

!56’78’9， *4’7 蛋白质，复性缓冲 液 稀 释 至
3!""’9，离心去除沉淀，超滤浓缩至 !"’9，加样于
+:;<%=>?@+-3""（ &=’ A 3""=’）柱， "5"!’B@89 $C
（;D*5"）洗脱除盐，并收集目标蛋白峰，蛋白定量为
3!’7蛋白质，复性后蛋白质得率 3E5FG。经后续
离子柱纯化得完全活性的 1/,-+%2 3"’7，复性率
3HG。
!"# 凝胶过滤层析法复性结果

3!’9变性蛋白，蛋白浓度 !56’78’9，上样于经
复性缓冲液平衡好的 +:;<%=>?@+-3"" 柱，洗脱复性
液 "5"!’B@89 $C（;DE54）以 3’98’()流速洗脱复性，
图 H 为 1/,-+%2 过 +:;<%=>?@+-3""柱复性的紫外检
测图，峰 3经测 !H6")’和 !H*")’比值认为是核酸峰，峰

H为 1/,-+%2 目标蛋白峰，峰 & 为盐峰。取 & 个峰
尖样品进行 +,+-$./0 电泳，结果如图 &，1/,-+%2
主要集中在目标峰（泳道 4，!），泳道 6，E 显示了盐
峰中少量未复性的 1/,-+%2。收集的目标蛋白峰蛋
白定量有 !H5&’7蛋白质，复性后蛋白质得率 6HG。
经后续离子交换柱纯化得完全活性的 1/,-+%2
&F’7，复性率 4654G。

图 H 1/,-+%2经凝胶过滤层析柱（+:;<%=>?@ +-3""）
复性的洗脱图谱

I(7JH 1:)%KL>%K(B) BM 1/,-+%2 K<>BL7< +:;<%=>?@
+-3"" M(@K>%K(B)

NB@L’)：&=’ A 3""=’，0@LK(B) >%K:：3’98’()

!"$ %&’()*+,-.( //离子交换结果
两种复性方法复性和去盐后的蛋白溶液分别上

样于平衡好的 O-+:;<%>BP: II 柱，"5"!’B@89 $C

（;D*5"）洗脱至基线平稳，3’B@89 Q%N@梯度洗脱，约
在 &"GQ%N@ 梯度时出现目标峰，+,+-$./0 电泳结
果纯度达 F!G。

图 & 1/,-+%2经 +:;<%=>?@ +3""复性和纯化后的
+,+-$./0图谱

I(7J& +,+-$./0 P<BR()7 1/,-+%2 >:MB@S()7 %)S ;L>(M(=%K(B)
T? +:;<%=>?@ +3""

35$>BK:() ’%>2:>；H，&5$:%2 B):；4，!5$:%2 KRB；6，E5$:%2 K<>::

!"0 酪蛋白凝胶板溶圈法活性测定结果
两种复性法得到的蛋白活性相当，测定结果均

为 ! A 3"4DU8’7。表 3为 H种复性方案的比较。凝
胶过滤层析法复性率是稀释复性率的 &倍多，复性
过程相对也简便，避免了稀释复性对蛋白质进行了

几百倍的稀释后形成的低浓度和大体积给后续纯化

带来的不变，同时在复性时对蛋白质进行了初步纯

化，复性后蛋白纯度高于稀释复性。图 4 为酪蛋白
凝胶板溶圈法活性测定显示刚刚柱复性后 !个收集
管中蛋白液活性与稀释复性冻干品活性。

图 4 酪蛋白凝胶板溶圈法显示稀释复性和
凝胶层析复性 1/,-+%2的样品活性

I(7J4 N%P:()-;@%P’()B7:) K:PK ;@%K: P<BR()7 K<: %=K(V(K(:P
BM K<: M()%@

;>BSL=K BM 1/,-+%2 K<>BL7< S(@LK(B) >:)%KL>%K(B)（3 W E）%)S K<:
1/,-+%2 %MK:> >:)%KL>%K(B) K<>BL7< 7:@ M(@K>%K(B)（* W 3H）

X<: ;>BK:() =B)=:)K>%K()P R:>: 4&"，H3!，3"*，!&5*，H65F，3&5!，
65EH，3E"，4F"，H&"，H3" %)S H3"!78’9，>:P;:=K(V:@?J X<: ;>BK:() %=-
K(V(K(:P R:>: H3!，3"E，!4，HE，3&，6，&，44，H3!，3"E，!4 %)S !4DU，

>:P;:=K(V:@?J
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!"# 圆二色谱（$%谱）测定结果
图! 为凝胶柱复性和稀释复性的冻干品 "#

谱，它们的谱形结果是一致的。表 $为两种复性冻
干品和野生型 %&’二级结构成份和含量结果，没有
显著差异，说明两种复性法都使 ()#*%&’分子得到
正确折叠。我们的 ()#*%&’与野生型 %&’二级结构
成份和含量也是很接近的。

图 ! 凝胶层析复性和稀释复性的 ()#*%&’的 "#波谱
+,-.! +&/*012/&3,4152 "# 67582/& 492&,:5; <4/ ()#*%&’

&. ()#*%&’ /5:&20/&25; 9= -51 <,12/&2,4:，>.??>@-A@B；

9. ()#*%&’ /5:&20/&25; 9= ;,102,4:，>C?$!@-A@B

表 & 凝胶层析复性与稀释复性的比较

’()*+ & $,-.(/01,2 )+34++2 5+* 60*3/(30,2 (27

70*830,2 /+2(38/(30,2

D/425,: 70/,2= &<25/

/5:&20/&2,4:AE

+,:&1 7/4;082 6758,<,8

&82,3,2=A?>FGH·@-I ?
+,:&1 /58435/= /&25

AE

)51 <,12/&2,4: /5:&20/&2,4: J$ !C> FKCF

#,102,4: /5:&20/&2,4: K> !C> ?$

表 ! 圆二色仪测定的 9:%;<(=（凝胶层析复性和稀释复性）

与野生型 <(=的二级结构含量

’()*+ ! ’>+ 1+?,27(/@ 13/8?38/+ ?,23+231 ,6 9:%;<(= 3>/,85>

5+* 60*3/(30,2 /+2(38/(30,2，9:%;<(= 3>/,85> 70*830,2

/+2(38/(30,2 (27 A0*7;3@.+ <(=

()#*%&’ /5:&20/&25; 9=

-51 <,12/&2,4:AE

()#*%&’ /5:&20/&25; 9=

;,102,4:AE

L,1;*2=75 %&’

AE

!G51,M ?NC! ?NCO ?PC!

"%Q552 OPCF OJC! OPCO

R0/: FCF !CF PCO

(&:;4@ OJCP OKCJ OPCJ

R42&1 ?>> ?>> ?>>

B 讨 论

%&’与其它溶栓药物比较，具有分子量小，特异
性高，疗效安全等优点。同时，%&’ 蛋白质结构特
殊，同源结构罕见，目前只有 %S与其序列较接近。
T射线晶体衍射［P，J］及 UV(溶液构象测定［N］表明，
%&’是一个椭球状分子，活性区位于球状分子的一
侧，随!螺旋亲疏水性氨基酸的异常分布，%&’呈明
显的亲疏水性的不对称性。稀释复性时，()#*%&’
在折叠过程中，在疏水区暴露的早期中间体阶段易

形成聚集体，稀释复性后形成的沉淀和大体积液体

给后期纯化带来很大不便，同时大体积复性蛋白质

溶液超滤时死体积和长周期也会影响得率。

凝胶层析复性将变性蛋白质局限于凝胶颗粒分

割的局部空间中，同时让变性蛋白质与复性缓冲液

进行缓慢交接，并在此过程中缓慢地完成复性，蛋白

质分子逐渐分开，由于空间分割可以较顺利完成早

期中间体折叠，洗脱时，蛋白质分子与变性剂分子在

凝胶柱介质中移动速度不同，当蛋白质分子脱离变

性分子时易于进行空间结构折叠，为了使分子正确

折叠，复性缓冲液洗脱凝胶柱时流速不能太快以利

于复性，我们原先将复性流速控制在 >C!@BA@,:，但
由于 ()#*%&’结构相对简单，我们用 ?@BA@,:流速
也有较好效果。

另据文献报道包涵体中无活性蛋白质已具有部

分二级结构［?>］，溶解包涵体时所需的盐酸胍浓度与

蛋白质分子结构复杂程度有关，常用 K@41AB盐酸胍
溶解包涵体，K@41AB盐酸胍会将包涵体中某些无活
性蛋白质已具有的部分正确二级结构去折叠，我们

也试用 O@41AB或 F@41AB盐酸胍抽提包涵体，可能会
保留包涵体中蛋白质在表达时折叠的部分二级结

构。由于 ()#*%&’相对简单的高级结构，O@41AB或
F@41AB盐酸胍已能将包涵体中 %&’ 基本溶解出来，
并同样能很好地使 %&’复性。
凝胶层析复性可以进行高浓度蛋白复性，凝胶

层析复性时虽然仍有少量 %&’蛋白在盐峰中，但活
性峰主要集中在 %&’目标峰，复性的得率仍大大高
于稀释复性。

%&’活性测定和 "#谱结果表明了凝胶复性法
是成功的。两种复性法得到的终产品比活性相当，

"#谱和二级结构含量也一致，复性蛋白质在凝胶层
析柱中完成了正确折叠。刚经柱子复性完的 ()#*
%&’蛋白质收集液 "# 谱（未显示）已接近成品 "#
谱，但仍有差别，差别可能是残余盐酸胍和杂蛋白
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干扰的缘故。另外凝胶层析复性需注意复性前柱子

必须用 !"#$%&’(的 )*+,清洗干净。
不同蛋白质空间结构的复杂程度不同，所用变

性剂盐酸胍浓度不同，复性时间也不同。本实验证

明了凝胶层析能成功地复性 -./01*2，并缩短了复
性纯化过程的周期，操作过程相对简便，相对复性率

高。3 4 #!!5$柱可以一次上样 #!!多毫克，增大柱
体积可以扩大复性规模。因此该法可望用于中试乃

至工业化生产。
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