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人尿激酶原突变体的构建及其特性的研究
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摘 要 由于人尿激酶原（:7(OT^）存在凝血酶和纤溶酶原激活剂抑制剂（L9ZO"）的作用位点，在生产和治疗过程中容易失去
活性。采用 LN/介导的定点突变技术对 :7(OT^基因进行了突变，构建了 H种人 :7(OT^突变体，分别将蛋白序列中的凝血酶
作用位点 97A"%G突变成 I2="%G，构建成 :7(OT^5"；将 L9ZO"的作用位点 97A"&F、97A"&_、97A"F"突变为 W.="&F、W.="&_、I2="F"构建成 :7(O
T^5!；同时将凝血酶和 L9ZO"的作用位点突变构建成 :7(OT^5H。分别在 NIV细胞中获得稳定表达。并对 H种突变体进行了
EKEOL9\P纤维蛋白自显影和X0=;07B @)(;分析，证明 H种细胞表达的 :7(OT^5与天然尿激酶原带型一致，绝大多数为单链。体
外溶栓试验表明，:7(OT^5"对凝血酶有抵抗性，:7(OT^5!对 L9Z有抵抗性，:7(OT?DH能有效抵抗凝血酶和 L9Z的活性抑制。
特别是 :7(OT^5H具有开发成新型溶血栓药物的潜力。

关键词 LN/点突变，人尿激酶原突变体，凝血酶，纤溶酶原激活剂抑制剂
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人尿激酶原（!"#$%& ）是一种单链丝氨酸蛋白
酶原，由 ’(( 个氨基酸残基组成，分子质量 )’*+。
!"#$%&的一个突出特征是其具有较高的内在活性，
其内在活性比其它丝氨酸蛋白酶原如胰蛋白酶原和

胰凝乳蛋白酶原高 (,,,,倍以上，表现为对人工合
成的底物和纤维蛋白溶解酶原（-./0123#453；简称纤
溶酶原）的激活作用。!"#$%& 作为第二代溶栓药
物，可选择性地在纤维蛋白表面活化纤溶酶原，溶解

血栓，而对血液中的纤溶酶原、纤维蛋白原和抗纤溶

酶原等作用很小，因此在溶栓治疗中出血副作用很

小［(］。

!"#$%&经激肽释放酶（*/..2*"523）或纤溶酶原激
活在 670()8 $9.5():断开形成双链尿激酶（;"#*23/05，
%&）。!"#$%& 和 %& 均能激活纤维蛋白溶解酶原
（!./0123#453，简称纤溶酶原），使之成为纤溶酶
（!./0123），纤溶酶可将血栓处的纤维蛋白和其他血
浆蛋白降解，因而 !"#$%&和尿激酶均可用于血栓梗
塞的治疗。但是尿激酶对纤维蛋白没有选择性，可

非特异性地激活血循环中的纤溶酶原，产生较高浓

度的游离的纤溶酶，从而产生系统性的纤溶状态，引

起出血或中风等副作用。与 %&相比，!"#$%&的一
个显著特征是在低剂量时更具有选择性，在低浓度

时它对结合在纤维蛋白表面的纤溶酶原具有激活作

用而对游离的纤溶酶原的激活作用很弱。在临床治

疗血栓时，为了保证溶栓效果而使用较高的剂量，

!"#$%&就丧失了其低剂量时的特异性。
凝血酶（<="#1>23）可催化 !"#$%& 的 ?"4()@ $-=5()A

之间肽键的水解，产生凝血酶断裂型的 %&双链，该
双链仅具有微弱的激活纤溶酶原的活性，并且可有

效抵抗纤溶酶对其的活化。研究发现凝血酶具有作

用位点专一性，只能水解 ?"4B670$C// 间的肽键［D］。
但到目前位置，未见对凝血酶作用位点突变的文献

报道。另外，研究发现，!"#$%& 表面可变环中的许
多带正电荷氨基酸残基（E(A8EFEGGH(8’）可与
-?9$(分子中的带负电荷氨基酸残基形成“盐桥”，该
盐桥在 !"#$%&与 -?9$(结合过程中起决定性作用，
有研究者用苯甲酰甲醛处理尿激酶原，可导致 ?"4
残基改变，研究结果表明改变 ’个 ?"4 残基可使衍
生物在血浆中最稳定，且具有更高的溶栓活性，推测

该 ’个 ?"4残基中有 I个位于尿激酶原表面的可变
环（E(A8EFEGGH(8’）中，另外的一个 ?"4 残基可能就
是 ?"4()@［I］。+/J2K 等将 !"#$%& ?"4(A: $H5"(8’段删除，
获得突变体在 -?9$( 存在时仍保存 :,L左右的活

性，但未确定氨基酸的具体位置［’］。

本试验的目的是为了解决以上问题，对 !"#$%&
基因进行改造，获得具有优良溶解血栓作用的 !"#$
%&突变体。对天然 !"#$%&的氨基酸序列的第 ()@
的精氨酸（?"4()@）进行突变为组氨酸（F20），称为尿激
酶原突变体 (（!"#$%&M(）；对第 (A8，(A:，(8( 位的
精氨酸（?"4(A8、?"4(A:、?"4(8(）进行突变为 670(A8、
670(A:、F20(8(，称为尿激酶原突变体 D（!"#$%&MD）；还
将第 ()@ 和第 (A8，(A:，(8( 位的精氨酸（?"4()@、
?"4(A8、?"4(A:、?"4(8(）位点突变成了 670()@、670(A8、
670(A:、F20(8(，这一突变体称为尿激酶原突变体 I
（!"#$%&MI）。分别在中国仓鼠卵巢（NFO）细胞中进
行了表达，并对其特性进行了研究。这些突变体可

使其对凝血酶和 -?9$(的抵抗力提高，从而延长 !"#$
%&在血浆中的存活时间和降低 !"#$%&的临床使用
量。

! 材料与方法

!"! 细胞和试剂
人 !"#$%&全长 P+Q?、!"#$%& 兔免疫血清和重

组人 !"#$%&分别由张正光研究员和胡显文博士惠
赠，NFO细胞由本室保存；各种限制酶和工具酶均
购于宝生物工程公司；凝血酶、纤维蛋白原购于中国

药品生物制品检定所；脂质体购于 93J2R"#453 公司；
大肠杆菌感受态 +F)!购于天为时代公司；+MSM
培养基、丙酮酸钠、双抗（青霉素与链霉素）溶液均购

于 G2>P#公司；其余试剂均为分析纯。
!"# $%&’( )*+, 突变体的构建
采用 -NE介导的定点突变技术进行突变体的

构建［)］；序列分析由上海博亚公司完成。

!"- 细胞转染
按照 62!#T5PR/1235<MD,,,产品说明书，前一天传

代 NFO细胞生长到 @,L U 8,L的覆盖率时，将脂质
体与 +Q?按比例混合，静放 ()123后加入无血清培
养基洗过的细胞上，’ U @ =后补血清到 (,L，D’=后
转染细胞用于筛选。

!". 突变体表达产物的测定
纤溶活性检测采用琼脂糖$纤维蛋白溶圈法［@］；

抗原性检测采用抗原$抗体中和实验。冷却煮沸的
(, 16 (L琼脂糖 -VH溶液至 ’,W左右，加入 -VH溶
解的牛纤维蛋白原（(,14B16）和凝血酶（(X@8V-%B
16）各 ( 16，混匀，制作琼脂糖—纤维蛋白平板，冷
却后采用自制的打孔空器进行打孔，每孔内加转染
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各突变体的细胞培养上清液 !!"，置于 #$%湿盒中
过夜，&’(后观察溶圈；抗原性检测采用抗原)抗体中
和实验，将收集的各导入突变体的细胞培养上清液

与兔抗血清混匀，#$%处理 #’*+,，然后采用琼脂糖)
纤维蛋白溶圈法检测纤溶活性。

!"# $%$&’()*纤维蛋白自显影分析
按刘世辉［$］的方法操作。将收集的转染各突变

体的细胞培养上清与等体积的蛋白上样缓冲液混

匀，置于 #$% &(，然后进行 -.-)/012，电泳结束后，
将胶在 3456 78+9:,)&’’ 中轻摇振荡 &(，用水冲洗
后，在胶上铺上一层纤维蛋白琼脂糖，置于湿盒中在

#$%过夜，观察溶带位置，与尿激酶原比较。
!"+ ,-./-01 234/分析
按常规方法进行。将收集的上清进行还原

-.-)/012，电转移至聚偏氟乙烯膜上，将膜用 &’6
脱脂奶粉的 7;-7（5’ **:<=" 78+>)?@<，’4&5 *:<="
AB@<，C?$45）液封闭 &(，再加兔抗 C8:DE 血清（& F
5’’）温育 &(，充分洗涤后，将膜置于用 7;-7液稀释
为 &：3’’’的辣根过氧化酶标记的二抗中温育 &(，再
次充分洗涤后用化学发光试剂盒检测，G光片显影。
!"5 凝血酶抵抗力实验
根据张彦斌等［!］的方法改进。在冰浴上混合

H’’!"新鲜人血浆和 5’’!"含 &4’IC单位凝血酶（牛
血）的 7A7@缓冲液（3’ **:<=" 78+>)?@<，’4&J *:<="
AB@<，’4’&6 7KLL,)!’，#’ **:<=" @B@<3，C?$4H），迅
速加入 &’’!" 不同浓度的 M& 上清，混匀后用注射

器加入到小试管底部，每管 &’’!"。将小试管置
#$%温孵 #’*+,。凝块形成后，编号称重，小心加入
&’’!" 7A7@缓冲液，封口，于 #$%保温 &3 (，吸净管
中的溶液，称重，两次重量之差即为血凝块溶解的

量。

!"6 血浆 ’(7&!抗性实验
取心肌梗塞患者血样，添加枸橼酸钠抗凝，

# ’’’ 8=*+,离心 &5*+,分离血浆，按 & F &’的比例加
入 M#培养上清，混合均匀，记作 M液。在冰浴上混
合 #’’!"新鲜人血浆和 $’’!" 7A7@缓冲液，迅速混
匀后用注射器加入到小试管（预先称重）底部，每管

&’’!"。将小试管置 #$ %温孵 #’ *+,。凝块形成
后，小心加入不同剂量的 M液，对照管加入等量于
实验管所加 M液中的心肌梗塞病人血浆，封口，于
#$ %保温 &3 (，吸净管中的溶液，对实验管和对照
管分别称重，该重量与空管重量之差为血凝块的量，

血凝块重量之差即为血凝块溶解的量。

8 结果

8"! 904&:;基因的突变体及其重组表达载体的构
建

采用 /@N介导的定点突变技术构建了 C8:)DE
突变体，在引物 ;和引物 @合成中将 08O&5J突变成
?+>&5J，在引物 2和引物 P合成中将 C8:)DE基因的第
&$!，&$Q，&!& 位的精氨酸（08O&$!、08O&$Q、08O&!&）突变
成了 "R>&$!、"R>&$Q、?+>&!&，引物序列如表 &、表 3。

表 ! ’<=扩增所用的引物及其序列
>?23- ! ’0@A-0 .-BC-1D-. C.-E F40 ’<= ?A93@F@D?/@41

/8+*L8 /8+*L8 >LSTL,UL
05V )@7@ 117 0@! 071 010 1@@ @71 @71 1@1 @1@ )#V
;5V )@@@ 007 007 @77 000 171 111 @@7 @01 017 @7) #V
@5V )01 0@7 @71 011 @@@ @0@ 777 001 077 077 111)#V
.5V )7@7 107 "#! 010 111 @@0 11@ @07 7@7 @77 @@) #V
25V )17 10@ 010 1@@ @@@ 071 171 @77 @77 170 107) #V
P5V )07@ 70@ 001 001 @0@ @07 111 11@ 7@7 17@ 0@) #V

表 8 ’<=介导突变的模板与引物
>?23- 8 >-A93-/. ?1E 90@A-0. 4F ’<=&A-E@?/-E AC/?1/

MT9B,9 *B,L
/@N NLBU9+:,

" #

C8:)DEM&

C8:)DEM3

C8:)DEM#

7L*C<L9：C8:)DE U.A0，/8+*L8：0，;

7L*C<L9：C8:)DE U.A0，/8+*L8 @，.

7L*C<L9：C8:)DE U.A0，/8+*L8 0，2

7L*C<L9：C8:)DE U.A0，/8+*L8 P，.

7L*C<L9：C8:)DEM& U.A0，/8+*L8 0，2

7L*C<L9：C8:)DEM& U.A0，/8+*L8 P，.

7L*C<L9：0=;，@=.；/8+*L8：0，.

7L*C<L9：0=2，P=.；/8+*L8：0，.

7L*C<L9：0&=2&，P&=.&；/8+*L8：0，.
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图 ! 构建 "#$%&’(! )*+,
-./0! 123 45#653/7 $8 )$945#:)5.$9 $8 "#$%&’(! )*+,

以 ;#$%&’ (! )*+,的获得为例介绍各突变体
)*+,的获得：首先合成含有突变碱基 <,<（编码

=.4!>?）的引物 <和与其大多数碱基互补的引物 @，以
及与 ;#$%&’ )*+,两端互补的引物 ,和 *，再以 ;#$%
&’ )*+,为模板，用 ,与 @、<与 *分别进行第一轮
"<A反应，然后以二者 "<A产物为模板，,和 *为
引物进行第二轮 "<A，即获得 ;#$%&’(!。按表 !的
引物和图 !的步骤分别获得了突变体 ;#$%&’(B，以
;#$%&’(B为模板，按表 !的引物和图 !的步骤分别
获得了突变体 ;#$%&’ (C。再分别采用 !"#! D
$%&A"分别酶切突变体和表达载体 ;)*+,CE!，回收
酶切产物后，二者进行连接，将连接产物转化大肠杆

菌感受态 *=>#，提取质粒进行酶切鉴定，将酶切鉴
定正确的质粒进行突变体的 *+,序列分析，序列测
定结果表明 ;#$%&’ )*+, 发生预期突变，(C的测序
结果见图 B所示，突变区域位于 FGG%FG?、H!I%HB!。

图 B 对 "#$%&’(!C突变区域的序列测定
-./0B 123 J:565.$9 #3/.$9 $8 "#$%&’(C

图 G ;#$%&’及其突变体的抗原性检测
-./0G ,4467 $8 ;#$%&’ 69K .54 J:5695 695./39.) 4;3).8.).57

!：)$95#$L ;#$%&’；B：(!；C：(B；G：(C0

图 C ;#$%&’及其突变体的纤维蛋白溶解分析
-./0C -.M#.9 ;L653 64467 $8 ;#$%&’ 69K .54 J:56954

!：)$95#$L ;#$%&’；B：(!；C：(B；G：(C0

!"! #$%&’( 突变体在 )*+细胞中的表达
采用脂质体介导的基因转移技术分别将含有

;#$%&’ 突变体的重组表达质粒转染 <=N细胞，利用
浓度为 HII$/OJP的 QG!H 进行抗性克隆的筛选，将
各抗性克隆用 IEB>R胰蛋白酶传至 BG 孔板，培养
后，收集上清，用琼脂糖%纤维蛋白溶圈法检测活性，
挑选高表达孔，将细胞胰酶消化后传至 ?孔板，再培
养，再次挑选高表达株细胞，最后以重组 ;#$%&’半
成品为对照，测定了所获得的各表达突变的细胞培

养上清的溶纤维蛋白活性，三种突变体都具有溶纤

维蛋白活性（图 C）。
制作琼脂糖—纤维蛋白平板后，采用自制的打

孔器进行打孔，一组每孔内加表达株细胞培养上清

液 H$P，另一组每孔中加经过 ;#$%&’抗体于 CFS处
理 CIJ.9 的同样细胞培养上清液 !I$P，同时置于
CFS湿盒中过夜，!I2 后观察溶圈，结果如图 G 所
示，所获得的细胞株上清液均产生溶圈，而经过抗

;#$%&’抗体处理过的上清均未产生可见溶解圈。
由于培养的细胞密度不同，所表达的尿激酶原的量

也不同，所以图 G中溶圈大小不同。以重组 ;#$%&’
半成品为对照，测定了各突变体的表达量，(!、(B、
(C分别为 !II:OJP、>I:OJP、FI:OJP。为了便于对突
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变体的比较，以下的性质分析，统一将其表达量调整

到 !"#$%&。
!"# 突变体细胞株表达产物的初步性质分析

’(’)*+,-纤维蛋白自显影分析显示，./0)12突
变体细胞的表达产物与标准 ./0)12的电泳带一致，
为单一条带。34564/7 8906分析结果表明，突变体的
细胞表达产物在还原条件下，大部分为单一条带，与

标准 ./0)12 的电泳带一致，说明表达产物与标准
./0)12相同，并以单链形式存在（图 !），未发生大量
水解，保持了尿激酶原的分子结构。体外溶栓试验

表明，./0)12:;可有效抵抗凝血酶对尿激酶原的灭
活（图 <）；对 *+=);抗性鉴定结果显示，./0)12:>可
有效抵抗 *+=对尿激酶原溶解纤维蛋白的抑制（图
?）；./0)12:@可同时抵抗凝血酶和 *+=对纤溶活性
的抑制（图 A）。

图 ! ’(’)*+,-纤维蛋白自显影分析和 34564/7 8906 检测
BCDE! BC8/C7 .9F64 F55FG FH64/ ’(’—*+,-（+）F7I 34564/7

8906 0H .#/CHC4I ./0)12 %#6F765（J）
;：./0)12；>：:;；@：:>；K：:@E

图 < 突变体体外溶解含凝血酶的血凝块
BCDE< &G5C5 !" #!$%& 0H L#%F7 8900I M9065 FH64/

C7LC8C6C07 NC6L 6L/0%8C7

# 讨论
本研究对 ./0)12基因进行突变改造，以期获得

具有优良溶解血栓作用的 ./0)12%，它具有天然 ./0)
12的氨基酸序列，仅是局部某些氨基酸发生变化。

./0)12对纤维蛋白有高度特异性和良好的溶

图 ? 突变体体外溶解含 *+=的血凝块
BCDE? &G5C5 !" #!$%& 0H L#%F7 8900I M9065

FH64/ C7LC8C6C07 NC6L *+=

图 A 突变体体外溶解含凝血酶和 *+=的血凝块
BCDEA &G5C5 !" #!$%& 0H L#%F7 8900I M9065 FH64/

C7LC8C6C07 NC6L 6L/0%8C7 F7I *+=

血栓功能，现正在开发成溶栓新药。但 ./0)12蛋白
结构上存在一些蛋白酶敏感位点，在生产过程中和

治疗中显得有些不尽如人意，如在生产培养过程中

易降解成尿激酶［O］，失去了对纤维蛋白的选择性。

在治疗中受血栓附近高浓度的凝血酶和栓塞病人血

液中高浓度的 *+=作用，使 ./0)12活性迅速降低，
使其半衰期缩短，影响了 ./0)12治疗血栓的作用，
这样就需要增大使用剂量。研究发现凝血酶具有作

用位点专一性，只能水解 +/D$&G5)PFF间的肽键。新
形成的血栓中凝血酶浓度较高，使 ./0)12活性迅速
降低，从而影响了 ./0)12治疗血栓的效果［;"］。设计
凝血酶抗性的突变体 ./0)12:;的原理是消除该专
一位点，将强正电性氨基酸 +/D;!<突变为弱正电性
QC5;!<，从而使凝血酶不能水解单链尿激酶原。体外
溶栓试验结果表明，:;的特性符合预期的要求，可
以溶解富含凝血酶的血凝块。

./0)12的催化活性至少受到 K种丝氨酸蛋白酶
抑制剂的调控，分别是纤溶酶原激活剂抑制剂

（.9F%C70D47 FM6CRF60/ C7LC8C60/，*+=）;、>、@和微管连接
蛋白);（74SC7 ;）。其中 *+=); 是其主要的抑制剂，
*+=); 作用位点是 +/D;?A、+/D;?O、+/D;A;。构建 */0)
12:>的设想是采用分子生物学手段改造 ./0)12，
降低表面可变环的正电荷，防止其与 *+=);形成“盐

??!于永生等：人尿激酶原突变体的构建及其特性的研究



桥”，从而削弱 !"#$% 对活性的抑制。将 !&’$()*+
与心肌梗塞患者血浆共孵浴后，!&’$()*+仍具有溶
解纤维蛋白的能力，验证了我们的最初设想。

这些突变体可使其对凝血酶和,或 !"#$% 的抵
抗力提高，从而延长 -&’$()在血浆中的存活时间和
降低 -&’$() 的临床使用量。特别是组合突变体
!&’$()*.同时可以抵抗凝血酶和 !"#$% 的灭活，具
有进一步研究和发展成新型溶血栓药物的潜力。目

前本研究小组正在建立该突变体的多拷贝、高表达

的细胞工程株，以对其进行进一步的深入研究。
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答 读 者 问

%% < 我的文章现已审查完毕，并收到了有关审稿意见。我想咨询，如果我的文章修改后，再次投稿，是否
还需要交审稿费，是否仍然用原论文编号提交？

答：如果你的文章已经被通知退稿了，那么文章修改之后再投来将按新稿件处理，从程序上来讲和新投稿件是一样的，仍

需要缴纳审稿费，只是为节省审稿时间，可在投稿时注明“修改重投稿件”字样和原稿件的编号。如果是编辑部在审稿意见中

要求您改后再投来复审，则不作为新稿处置，请直接注明：“原稿件号 ‘改后复审”字样，不再另交审稿费。

%+ < 我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费
等方法？

答：我们已经告知了我刊处理稿件的程序和大致时间进度。在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评

审一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于编

辑部进行评审，我们的承诺是在 .个月之内给予答复，[ a J个月之内刊出。如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，
说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加费

用。

%. < 我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后，即将发表，如果想增加
新的作者并且修改作者及单位署名的顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：如变更单位署名顺序，需要原第一署名单位的证明信，证明内容：原署名顺序 K现署名顺序 K盖章。如变更作者署名
顺序，需要所有作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序，修改之后的作者姓名及顺序，并且在证明信的下方，需

要有全部原作者和新作者的亲笔签字。将此证明信邮寄回编辑部，新的作者顺序即可生效。

%T < 我漏订了今年的《生物工程学报》，如何补订？费用多少？
答：如您错过了邮局订刊的时间，可以直接汇款到本刊编辑部补订，费用为每本 .J元，全年 ++J元，本刊作者 J折优惠，免

收邮费。汇款单上请务必写明您的地址、邮编，我们会按期寄上期刊。
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