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重组双功能水蛭素的发酵、纯化和鉴定

莫 炜 张艳玲 王龙生 杨新英 宋后燕"

（复旦大学教育部分子医学重点实验室，上海 !"""0!）

摘 要 构建了重组双功能水蛭素（ D6C&<E=,+,F1DGH1I=.-B=,、.1DGH1I=.-B=, ）CH)J 的表达质粒 DGH1I=.-B=,1
KLMN4O，转化入毕赤酵母中，经筛选得到高表达的阳性克隆。种子菌经过 0B 发酵培养，其培养液上清经超滤浓缩、

凝胶过滤层析和离子交换层析后，得到纯度大于 42P、比活性为 #!""" J5QR<@ 的 .1DGH1I=.-B=,，回收率大于 7"P，

发酵产率为 # @RS。纯化后的 .1DGH1I=.-B=, 经过还原 THT1LJG;，抗凝血酶活力分析、抗血小板聚集分析、质谱分析

及等电聚焦分析等方法鉴定，证明该表达产物为水蛭素的衍生物，具有抗凝血酶和抗血小板聚集双重功能。

关键词 重组双功能水蛭素（.1DGH1I=.-B=,），高效表达，发酵，纯化，鉴定
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天然水蛭素是凝血酶的特异性抑制剂［#，!］，从医用水蛭

的唾液腺中提取而得。它是一条含 78 或 77 个氨基酸残基

的无糖基化单链多肽，分子量约 2 VH，其 ) 端为活性区，含 0
对二硫键，对其空间构象起稳定作用；N 端含有较多的酸性

氨基酸，能与凝血酶碱性部位特异性结合，从而进一步增强

其抗凝作用。水蛭素对凝血酶有很高的亲和力［0］，与凝血酶

形成摩尔比为 #W# 的非共价结合的可逆复合物，使凝血酶失

去裂解纤维蛋白原的能力，抑制纤维蛋白的凝固；同时它也

能阻断凝血酶催化的止血反应及凝血酶诱导的血小板反应。

所以低浓度的水蛭素即可有效地抑制血液凝固。基于水蛭

素的这些特点与生物学活性，用它作为防治血栓的药物有诸

多优点：#X 专一性强，特异性直接抑制凝血酶活性，不良反

应少而轻；!X 分子量小，几乎没有抗原性；0X 几乎没有毒性。

由于从医用水蛭中提取天然水蛭素产量低、价格昂贵、

工艺复杂，本室用基因工程的方法成功地在大肠杆菌及哺乳

动物细胞中表达了重组水蛭素，但表达效率较低。非常规酵

母表达系统如毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）近年来被广泛采用，

具有分泌型高效表达、使产物分离纯化简便等优点［!］。我们

在保留 水 蛭 素 原 有 生 物 学 作 用 的 基 础 上，将 J.@1G’/1J?K
（DGH）编码顺序融合在水蛭素 CH)J 的合理部位［$，8］。构建

了含 DGH 编码顺序的双功能水蛭素 CH)J 克隆 DGH1I=.-B=,1
KLMN4O，表达质粒转化毕赤酵母后，筛选获得高表达工程菌

株（另文发表）。发酵罐大量培养工程菌，经甲醇诱导后，从

培养液上清纯化重组双功能水蛭素，并证明这是一种水蛭素

的衍生物，兼有抗凝血酶和抗血小板集聚的双重功能［7］。本

文报道重组双功能水蛭素的分离纯化和鉴定。

! 材料与方法

!"! 主要设备、化学试剂和实验动物

!"!"! 8S Y=&9’& 0""" 发酵罐为 )YT 公司产品；9LSN 系统为

Z+F6.? K.6K $"""；层析柱：T6K>+B6:1G8"（L>+.<+C=+）凝胶过滤

柱（2X8 C< [ #"" C<），U1T6K>+.&?619( 9(（L>+.<+C=+）离子交换

柱（!X7 C< [ #8 C<）；多能双通道血小板聚集仪为上海斯隆医

电设备有限公司产品；等电聚焦电泳仪为 Y=&1D+B 公司产品。

!"!"# 试剂：凝血酶购自中国药品1生物制品检定所；其它

试剂为进口或国产分析纯。

!"!"$ 实验动物：TH 大鼠，雄性，!8" \ !"@。
!"# 菌种和培养基

!"#"! 菌种：DGH1I=.-B=,1KLMN4ORGT##8 由本室构建。

!"#"# 摇瓶种子培养基：Y]G （̂#P ^6+?F 6:F.+CF、!P L6K1
F&,6、#"" <<&’RS 磷酸钾缓冲液（ KI 7X" ）、#X0$P ^)Y、（$ [
#"_ 8）P E=&F=,、#P G’/C6.&’）。

!"#"$ 发酵基础培养基（低盐 发 酵 培 养 基）：I0L‘$（38P

?F&CV）#0 <’RS、N+T‘$·!I!‘ "X40 @RS、O! T‘$ #3X!@RS、]@T‘$

2X!2 @RS、O‘I #"X7 @RS、T&B=-< C=F.+F6·!I!‘ #X$2 @RS、G’/C6.&’

$P（5R6）、L5]#（ !<’RS 终浓度，高压灭菌后加入）。

!"#"% 微量元素（L5]# ）：N-T‘$·8I!‘ 7 @RS、],T‘$·I!‘0

@RS、I0Y‘$ "X! @RS、a,N’! !" @RS、OM "X3 @RS、)+!]&‘$·!I!‘

"X! @RS、N&N’! "X8 @RS、96T‘$·2I!‘ 78 @RS、I! T‘$ 8 <SRS、

N+T‘$·!I!‘ "X8 @RS、E=&F=, "X!@RS（ "X!!!< 滤膜过滤除菌）。

!"#"& 发 酵 补 料：甲 醇 补 料：L5]#（! <SRS 终 浓 度）加 入

#""P 甲醇中；甘油补料：L5]#（! <SRS 终浓度）加入 8"P 甘



油溶液中。

!"# 方法

!"#"! 接种：从 ! "#$深低温冰箱中取出种子菌，室温下解

冻，划 %&’ 平板，(#$ 温箱培养 ) * ( +。从平板上挑取单菌

落，接种于 , -. /01% 培养液中，(#$ 培养过夜，此为一级

种子液。再将一级种子液加入 )## -. /01% 培液中，(#$
培养 2# 3 左右，直至 !"4##为 4，此为二级种子液。

!"#"$ 发酵：在 , . 全自动发酵罐内加入 5 . 发酵基础培养

基，于 #6#4 0&7 下灭菌 )#-89，冷却到 (#$，加入 &:02 ; -.，

用氨水调节 <= 为 ,。接入 )## -. 二级种子液进行发酵，控

制溶氧为 (,>，搅拌速度为 ,## * "## ?@-89，搅拌速度由溶氧

控制，温度为 (#$。每隔 ) 个小时测定 !"4##，当基础培养基

中的甘油耗尽后，适当加入甘油补料，直至 !"4## 为 2,# 为

止。然后开始加入甲醇补料诱导，从 2 -.@（.·3）逐渐升高

至 2# -.@（.·3），以后一直维持此速度。每隔 ) 个小时测定

!"4##和发酵液上清的抗凝血酶活性。诱导 5#3 后，下罐。

!"#"# 超滤浓缩和凝胶过滤：5### ?@-89 A )#-89 离心收集酵

母培养液上清，以截留分子量为 2### ’ 的超滤膜超滤、浓缩

至 (## -.，BC<37+CDE1,# 除盐，收集有抗凝血酶活力的组分。

!"#"% 离子交换层析：用 ,# --FG@. &/（<= "65）平衡 HE
BC<37?FICEJK JK 柱，凝胶过滤后收集的抗凝血酶活力部分以

)# -.@-89 的速率将其吸附到 HEBC<37?FICEJK JK 柱上，用 # *
2-FG@. L7MG（ ,#--FG@. &/ <= "65 ）线性梯度洗脱，收集有抗

凝血酶活力部分，分装，冷冻干燥，5 * ;$保存。

!"#"& 抗凝血酶活力分析：参照 07?NO7?+P［2］的方法进行，取

人血浆 )##!.，在缺少或存在不同量的 Q1’E38?R+89 的情况

下用凝血酶滴定血浆，由凝血酶的消耗量换算得到 Q1’E
38?R+89 的单位数。一个凝血酶单位相当于一个抗凝血酶单

位（S9P8E:3?F-T89 U98PI S:U）。

!"#"’ 抗血小板聚集作用分析：取 B’ 大鼠，戊巴比妥钠

（5#-V@NV）腹腔麻醉，腹主动脉取血，枸橼酸钠（22#--FG@.）

2WX 抗凝，分离富血小 板 血 浆（&Q&），并 用 贫 血 小 板 血 浆

（&&&）稀释，血小板计数为 5 A 2#, @!.。分别加入 Q1’E38?R+89
和野 生 型 38?R+89（#6###,、#6##2、#6##)、#6##5、#6##4、#6##;
-V@-.，终浓度 ），("$ 孵育 ,-89，)#!-FG@.（ 终浓度 ）二磷

酸腺苷（S’&）诱导血小板聚集，比浊法测定其聚集率。

!"#"( B’BE&S1Y：分离胶浓度为 2)>，加样 )#!.；电泳条件

为稳压 2)#Z；考马斯亮蓝染色。

!"#") 等电聚焦电泳：Q1’E=8?R+89 浓度为 2 -V@-.，加样 )#

!.；电泳条件为稳压 ;#Z A 2,-89，稳流 ;-S A 2,-89，稳压

,##Z A 4#-89；考马斯亮蓝染色。

!"#"* 质谱分析：由上海市计量研究所测定。

$ 实验结果

$"! 发酵

诱导前，酵母菌一般需要增殖 )5 3。加入甲醇诱导后，

培养液上清中目的蛋白的表达和抗凝血酶活性的变化情况，

酵母菌密度的变化如图 2、) 所示（J8VK2、)）。

图 2 甲醇诱导后，Q1’E=8?R+89 的表达（以培

养液上清中，单位体积抗凝血酶活性变化表示）

J8VK2 :3C <?F+R[P8F9 F\ Q1’E38?R+89

7\PC? 89+R[C-C9P

经过 ()3 甲醇诱导，培养液上清中，单位体积抗凝血酶

活性可达 ),### S:U@-.，随着时间延长，抗凝活性增长缓慢

或停滞。

图 ) 甲醇诱导后，酵母菌密度变化趋势

J8VK) :3C 89[?C7IC F\ ]C7IP 7\PC? 89+R[C-C9P

我们采用高密度发酵，甲醇诱导前，酵母菌密度 !"4##为

2,#，经过 (43 诱导，!"4##可达 (,# 左右。

图 ( Q1’E=8?R+89 的表达和纯化

J8VK( B’BE&S1Y F\ YD<?CII8F9 79+ <R?8\8[7P8F9

F\ Q1’E=8?R+89

2：-7?NC?；)：IR<C?97PC 7\PC? \C?-C9P7P8F9；(：7\PC? RGP?7\8GP?7E

P8F9；5：7\PC? VCG \8GP?7P8F9 [3?F-7PFV?7<3]；,：7\PC? 8F9 CDE

[379VC [3?F-7PFV?7<3]

$"$ +,-./012304 的纯化

收集培养液，离心（5### ?@-89 A )#-89 ）分离上清，用截

留分子量为 2### ’ 的超滤膜超滤，回收率达 ;,>以上，然后

用凝胶过滤除去大分子杂蛋白和盐，再经过阴离子交换层

析，浓缩，得到最后的产品，用 .FO?] 法测定蛋白质含量，血

浆凝固法测定抗凝血酶活性，计算比活性为 2) ### S:U@-V。
一次发酵可以得到 5 V 纯的 Q1’E38?R+89，总的回收率为 4#>
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左右。如图 !、表 " 所示（#$%& !、’()*+" ）。

表 ! "#$%&’()*’+ 的表达和纯化总结

,-./0 ! 123(044’5+ -+* 3)(’6’7-8’5+ 56 "#$%&’()*’+

#+,-+./(/$0.
123+,.(/(./

45/+, 2*/,(65$*/,(/$0.
45/+, %+* 5$*/,(/$0.
78,0-(/0%,(389

45/+, (.$0. +:78(.%+
78,0-(/0%,(389

’0/(* ;0*2-+<= >?@@ @?AB @?B @?AB

47/$;$/9<（4’C<-=） AD@@ ">@@@ "AE@@ A>@@@
’0/(* (./$/8,0-)$. (7/$;$/9<

（"@>4’C）
E@@ D@@ F>@ F@@

G2,$/9 H DBI H E@I H JBI H JDI

K+70;+,9 9$+*L ED?BI J"?>I J>I

9:; "#$%<’()*’+ 的抗血小板聚集作用

如图 > 所示（#$%& >），@?@@" -%<-= 的 KMN68$,2L$. 即有抗

血小板聚集作用，而浓度达到 @?@@F -%<-=，抗血小板聚集作

用就达到饱和。

图 > KMN6O$,2L$. 对 4NG 诱导的血小板聚集

抑制作用的量效曲线

#$%&> ’8+ +55+7/ 05 KMN6O$,2L$. 0. 4NG6$.L27+L

3*(/+*+/ (%%,+%(/$0.

9:= 高压液相色谱%质谱联用（>?@AB）测定 "#$%<’()*’+ 的

分子量

如图 B 所示（#$%&B），分子量为 D@!" N（由上海计量研究

所测定）。

图 B 高压液相色谱6质谱联用测定

KMN6O$,2L$. 分子量

#$%&B =P<QR (.(*91$1 05 32,$5$+L KMN6O$,2L$.

9:C 等电聚焦

电泳图谱显示 KMN68$,2L$. 和 S/6O$,2L$. 的等电点一致，

为 >?A，如图 F、D 所示（#$%&F、D）。

图 F KMN6O$,2L$. 和

S/6O$,2L$. 的等电点测定

#$%&F 3T (.(*91$1 05 32,$5$+L KMN6O$,2L$.
(.L S/6O$,2L$.

"：-(,U+,；A：KMN6O$,2L$.；!：S/6O$,2L$.

图 D KMN6O$,2L$. 的等电点测定

#$%&D 3T (.(*91$1 05 32,$5$+L KMN6O$,2L$.
"：-(,U+,；A：KMN6O$,2L$.

!*0(L$.% 3*(7+

; 讨 论

!"#$"% &%’()*"’ 表达系统已成功表达多种外源蛋白质，如

人血清白蛋白、肿瘤坏死因子和人白细胞介素 A，且它们的表

达量都达到克级水平［J］，因此 KMN68$,2L$. 的表达量有待于

提高。我们所用的酵母表达系统属分泌型表达载体系统，使

下游纯化工作变得非常方便，特别适合二硫键多的蛋白质。

发酵过程中，选择补加甲醇开始诱导的时间非常重要。

经过筛选，我们得到一株 Q2/V 型高表达克隆，因此，诱导时

EA" 生 物 工 程 学 报 A@ 卷



控制甲醇终浓度为 !"［#］，诱导时间控制在 $%& 以内。开始

诱导时，甲醇浓度不宜太高，一般在 ’& 内逐步加大甲醇的浓

度，并最后达到所需的终浓度。最初 $ ( ’& 里，蛋白表达启

动，培养液上清抗凝血酶活性没有太大的变化。’& 后，随着

甲醇速率的加快并最后达到恒定，目的蛋白表达量也随之增

加，表现在抗凝血酶活性大大提高。)* ( )’& 后停止诱导，从

图 * 可以看到诱导相当长的时间后，菌体密度已经很高，不

利酵母菌的继续生长，反而会产生大量的死菌，菌体破裂，菌

体蛋白释放出来，一方面增加了杂蛋白，给纯化带来困难，另

一方面杂蛋白中的蛋白酶容易降解目的产物。

在纯化过程中，尝试了多种方法。目的产物存在于培养

液上清中，而且 +,-.&/012/3 分子量较小，因此将培养液上清

浓缩是纯化过程中最为关键的一步。我们采用超滤浓缩的

方法，可以去除小分子的色素，再经过凝胶过滤和阴离子交

换，最终产品的纯度达到 4#" 以上。纯化路线简单、有效，

而且可以线性放大，用于产业化。如用截留分子量为 )5 ( $5
6- 的超滤膜超滤，收集滤出液，再经第二步超滤（ 上述方

法），则还能去除大分子杂质，纯化的效果更好。

7-7.89,: 显 示，+,-.;/012/3 的 分 子 量 为 !$ 6-，通 过

<=>?7 测定，分子量约 # 6-，+,-.;/012/3 纯品以二聚体的形

式存在［%］。通过制备 +,-.&/012/3 的蛋白质晶体，行 @ 射线

晶体衍射分析，可以确定聚合的部位和聚合的方式。

经 9-8 激活的血小板膜糖蛋白!A>"B（ ,8 !A>"B ）

发生变构，而位于纤维蛋白原上的 +,- 序列可识别 ,8 !A>

"B，两者的结合引起血小板聚集，导致血栓形成，所以阻断

该环节是防治血栓形成的新途径。研究表明含 +,- 序列的

多肽可竞争结合血小板膜膜 ,8 !A>"B，从而抑制纤维蛋白

原与之结合，达到抑制血小板聚集的目的［$，!5，!!］。因此，我

们研制的水蛭素衍生物从理论上讲既具有抗凝血酶的作用，

又有阻断血小板集聚的作用。通过血小板聚集试验，证明了

+,-.&/012/3 能够抑制 9-8 诱导的血小板聚集。凝血酶也可

诱导血小板聚集，但其激活血小板机制与 9-8 不同；CD.;/01.
2/3 和 +,-.;/012/3 都是凝血酶抑制剂，它们都能抑制凝血酶

诱导的血小板聚集，而 CD.;/012/3 对于 9-8 诱导的血小板聚

集没有任何抑制作用。
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