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重组巴曲酶在毕赤酵母中的高效表达
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摘 要 以毕赤酵母为表达系统，建立生产重组巴曲酶的技术工艺路线。通过递归式 F=.的方法，人工合成了巴曲酶基因，
将其插入 :FS=J表达质粒中，转化至毕赤酵母 NY77%（B1>K），筛选出的表达株经甲醇诱导，表达了重组巴曲酶，并得以纯化。
从每升发酵液中可纯化得到 7# 4@重组巴曲酶，其比活为 !"I *SC A?1;>Z4@，分子量为 "#[%%\<。重组巴曲酶在体外可使纤维
蛋白凝固，在体内缩短小鼠出血时间。为开发重组的蛇毒类凝血酶止血剂打下了基础。
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7J8"年 a(’5A>1;‘1和 a’?1@从美洲矛头蝮蛇（. )
+/*(= 6((9%$##）毒液中分离得到一种丝氨酸蛋白水解
酶，即巴曲酶（b,;6’^’51?）。迄今为止，已得到几十
种蛇毒类凝血酶的氨基酸序列，它们的一级结构非

常相似。都能够酶切哺乳动物的血浆纤维蛋白原，

使其转变为纤维蛋白，从而影响动物的出血E凝血
过程［7 c "］。

巴曲酶的特异性作用底物是纤维蛋白原，与凝

血酶不同的是，它只切割纤维蛋白原的!链，而不
作用"链。当它水解血浆纤维蛋白原!链中的
96@(8EN(-7$位键时，能够释放出纤维蛋白肽 9，从
而将血液中的纤维蛋白原转变成纤维蛋白，纤维蛋

白首尾相连聚集成疏松的软凝块而封闭伤口，实现

快速止血的功效。这种软凝块易被水解酶降解，导

致血中纤维蛋白原浓度降低，从而改善血液黏度和

血液的流体力学特性，起到降纤酶的功效。基于这

些生物化学特性，巴曲酶已经被成功地开发成止血

药和降纤药。在欧洲，巴曲酶正在替代人凝血酶作

为止血药物。目前在我国上市的有从蛇毒毒液中分

离纯化的共 $种类凝血酶制剂［" c %］。
虽然研究者对巴曲酶的性质有了比较多的了

解，但是，对这种蛇毒成分的分子生物学研究一直

进展缓慢。7JJ7年，日本科学家 +,/3,等首次利用
重组 <*9技术得到了 . ) +/*(= 6((9%$## 巴曲酶的基
因，并克隆到大肠杆菌中获得融合表达［8］。!##!
年，杨青等报道长白白眉蝮类凝血酶 NA>>6A’51?和



大连蛇岛蝮蛇类凝血酶 !"#$%&’#()*在 !"#$"% &%’()*"’
（毕赤酵母）中获得表达［+］。,--.年，/0 10 2%3*4等
采用毕赤酵母表达巴曲酶，具有与天然巴曲酶相同

的生物学活性［5］。本研究中根据 !&*&(6*7中公开的
巴曲酶（89,+.+）的氨基酸序列资料，选择酵母较喜
好的遗传密码子，人工合成了巴曲酶的全长基因，在

毕赤酵母中高效表达，并进行了纯化和分析。

! 材料与方法
!"! 材料

+ 0 #)," :1;!、!<99;（%)$.）和 =>?2@ 为本室保
存。青霉素、生物素和各种限制性内切酶均购自上

海宝生物公司；各种培养基成分和各种纯化介质均

购自 AB&C$%6B公司。
!"# 重组巴曲酶真核细胞中表达载体的构建
为使目的基因能插入 =>?2@载体，在巴曲酶的

;DE端添加限制酶 -$)"的切点，FDE端添加 GAA 终
止密码以及 +#)H"切点，另在 8%#?切点与巴曲酶
蛋白 IE端第一个氨基酸 J6"密码子之间加入 /K8,
蛋白酶识别序列 LM$EAC4 对应的密码子 AAA A!A，
这就确保目的蛋白在分泌到发酵上清液中时能够顺

利地切除!E信号肽序列，使工程菌表达的巴曲酶具
有同蛇毒中提取的该蛋白同样的 IE端氨基酸序列。
基因的拼接过程采用递归式 >2H方法，将最终

>2H产物回收，经 -$)"N+#)H"双酶切，9O琼脂
糖凝胶回收符合设计巴曲酶长度的 :IA片段，插入
到 =>?2@载体中，挑选 LA（LP Q 9--#4NBL AB= Q）平
板上的单克隆，用!ER6ST#C =C)B)*4和 FDEAU8" =C)B)*4
测序引物分别从巴曲酶基因的 ;DE端和 FDE端进行测
序，最终得到一个完全合乎原设计要求的克隆。

!"$ 工程菌的构建和重组巴曲酶的表达
=>?2@EP6TC#V#()*用 ./,$线性化，电转化毕赤

酵母 !<99;（%)$.）宿主菌，涂布 W:平板，菌落 >2H
鉴定。将阳性克隆接入有 FBL PW!酵母培养液的
试管中，培养 ,.%，用 -X;O甲醇诱导 .5%，用人标
准血浆进行酶活性测定。用在试管中筛选出的高表

达的工程菌（表型为 1)$Q W3T<，表达量为 ,-B)*左
右），接种到 ,--BL摇瓶中增殖作为种子液，再转
接至有 FL 发酵液的 P?U<GAG! P; 发酵罐中，按甲
醇酵母发酵的常规方法进行中试规模的发酵。

!"% 发酵条件的优化
!"%"! =1的影响：毕赤酵母表达异源蛋白质的优
势之一在于它能在较大的 =1范围内生长，不同的
=1值（特别是酸性 =1）对细胞的增长速度影响很
小，有时甚至没有影响。这为表达外源蛋白提供了

很大的选择范围。在酸性 =1下，细胞分泌的蛋水
质解酶的活性大多丧失或降低，从而保护了目的蛋

白。但如果目的蛋白并不耐酸，较低的 =1值则会

使其失活，因此 =1 值成为影响蛋白表达的一个重
要因素。实验中，分别选取不同的 =1 值：;X-，
YX-，YX@ 进行了对比研究。
!"%"# 培养基成份的影响：毕赤酵母可以在简单培
养基中生长良好和表达有生物活性的重组巴曲酶。

但在简单培养基中分泌的重组蛋白易发生降解，使

产物的得率降低。实验中，分别选取大豆蛋白胨和

山梨醇进行了对比研究。

!"%"$ 培养时间的影响：随着发酵时间的延长，宿
主细胞的蛋白水解酶浓度也会随之增加，使分泌的

重组蛋白发生降解，使产物的得率降低。实验中，

用人标准血浆进行酶活性测定，记录自诱导起 - Z
@-%的实验结果，以选择收获发酵液的最佳时机。
!"& 重组巴曲酶的纯化：将发酵上清液加入 ,B#"NL
硫酸铵等预处理后，先经过预先用 9-BB#"NL >P<
（=1 YX-）和 ,B#"NL硫酸铵平衡过的疏水层析介质
（<GHKAWL?IKGW >%&*M"），用含 , Z -B#"NL硫酸铵的
>P<梯度洗脱，收集活性峰；再经过用 9-BB#"NL
>P<（ =1 YX-）平衡过的阳离子交换介质（ <>
<&=%6C#$&GW [[），用含 - Z -X;B#"NL氯化钠的 >P<梯
度洗脱，收集活性峰；再经过用 9-BB#"NL GC)$E12"
（=1 +X.）肝素亲和介质（1&=6C)* <&=%6C#$& [[），用
含 - Z -X;B#"NL氯化钠的 GC)$E12" 梯度洗脱，收集
活性峰；最后再进行一步用含 -X9;B#"NL I62" 的
9-BB#"NL GC)$E12"（=1 +X.）凝胶过滤层析（<E9--!

<&=%6SCM"），添加 ;-O的甘油，\ ,-]保存。
!"’ 巴曲酶的测活方法
参照从蛇毒中提取的巴曲酶的测活方法，用加

入了柠檬酸纳的人标准血浆可以对发酵上清液中表

达出的酶活性进行测定，这即可以对克隆进行筛

选，也可以对工程菌的产量高低进行测评。具体测

定活性的标准就是，以人凝血酶为标准品，F+]下，
将 9--#L的样品加入到 F--#L含柠檬酸钠的人标准
血浆中，混匀后，观察凝固所需的时间。

!"( 重组巴曲酶蛋白对小鼠出血时间的影响
试验鼠为 ,- Z ,;4的雄性小鼠，分别尾静脉注

射重组巴曲酶蛋白（, I?1 3*)T$N74）和 >P< 对照，
Y-B)*后，距尾尖 ,BB处横切，固定后浸入 F+]生
理盐水中 9X;SB，记录出血时间。

# 结果
#"! 表达载体的构建
采用递归式 >2H方法，将最终 >2H产物回收，

长度约 +-- (=（见图 9），与预期值相符。 -$)"N
+#)H"双酶切 >2H 产物与 =>?2@ 载体连接，转化
+ 0 #)," :1;!感受态细胞；利用 =>?2@ 系统的测序
引物对转化产物进行菌落 >2H鉴定和测序，结果与
所设计的序列完全一致。=>?2@EP6TC#V#()*用 ./,$
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线性化，电转化 !"##$ 宿主菌，涂布 %&平板，菌
落 ’()鉴定（见图 #）。

图 # 巴曲酶 ’()产物和 *’+(,-./01232456转化
!"##$（7589）后菌落 ’()鉴定

:5;<# ’() *12=>?0 2@ 1A?2B456/60 /6= C@0A1 *’+(,-./01232456
01/68@21BA= 5602 !"#$"% &%’()*"’ !"##$（7589），

5=A605@5?/0526 2@ ?2D26E 4E ’()
#，F，9：G58H %>0 H *7A620E*A；I，$：G58H %>0" *7A620E*A；J：!"##$
（7589）7280 ?ADD；K：’() *12=>?0 2@ 1A?2B456/60 4/01232456；%#：
&L#$MMM &NC B/1OA1 <

图 I *G、培养基成分的和培养时间
对重组巴曲酶表达的影响

:5;<I P7A A@@A?0 2@ 1A?2B456/60 4/01232456 26 A3*1A88526
2@ *G，ADABA60 2@ ?>D0>1A BA=5>B /6= ?>D0>1A 05BA

#：*G $QM；I：*G JQM ；F：*G JQ,；9：*G JQ,，/==A= 02 82E4A/6
*A*026A；$：*G JQ,，/==A= 02 82E4A/6 *A*026A /6= 82142D <

!"! 发酵条件的优化和重组巴曲酶的表达
将筛选出的高表达的工程菌进行发酵条件的优

化（*G、培养基成份的和培养时间，见图 I C和 .）。
然后，将高表达的工程菌接入有 FBL .%!的试管
中，培养 I97；接种到 IMMBL .%!摇瓶中增殖作为
种子液；再转接至 FL发酵液中，在甲醇酵母发酵
常规方法的基础上，在诱导时，将 *G 值调整为

JQ,，同时加入 I; 大豆蛋白胨，并在甲醇中加入
MQIR山梨醇进行诱导表达，诱导 ,M7后，活力约为
II.ST BL发酵液（# .S U MQ#K N+G >6508），离心收集
上清。

图 F 重组巴曲酶在不同发酵时间（M V ,M 7）的 "&"-’C!W
:5;<F "&"-’C!W 2@ 1A?2B456/60 4/01232456

56 07A =5@@A1A60 @A1BA60526 05BA

!"# 重组巴曲酶的纯化
经 "P)WC%L+NWP% ’7A6ED、"’ "A*7/128AP% ::、

GA*/156 "A*7/128A :: 和 "A*7/?1ED! "-#MM 纯化后的
"&"-’C!W（见图 9）和质谱分析（见图 $）。

图 9 重组巴曲酶蛋白的 "&"-’C!W
:5;< 9 "&"-’C!W 2@ 1A?2B456/60 4/01232456

%：*120A56 B/1OA1；#：*>15@5A= 2@ "P)WC%L+NWP% ’7A6ED；I：*>15@5A= 2@
"’ "A*7/128AP% : :；F：*>15@5A= 2@ 7A*/156 "A*7/128A ::；9：*>15@5A= 2@
"A*7/?1ED!"-#MM ；$：=A;DE?28ED/0A= 1A?2B456/60 4/01232456<

图 $ 重组巴曲酶蛋白的分子量质谱图
:5;< $ %" 2@ 1A?2B456/60 4/01232456

!"$ 重组巴曲酶的测活
按上述的测活方法，纯化的重组巴曲酶蛋白的

比活为 IFX N+G >6508TB;（见表 #）。
!"% 重组巴曲酶蛋白对小鼠出血时间的影响
如图所示：注射 ’."的对照组小鼠出血时间约
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表 ! 重组巴曲酶与天然提取巴曲酶［"］

分子量、糖基化比率和比活的对比

#$%&’ ! ()’*+,+- ./ 0’1.2%,*$*+ %$+0.3.%,* $*)
*$+40’ %$+0.3.%,*［"］

!"#$%& ’"#%()(’*+ ,&-(.’*+"+# ’"#%()(’*+
/(0&-$0"% 1&*23#456 789: 7;9<<
=0>-(?>0"#&@ %"#*(4A B: CD9<

EF&-#*G*- "-#*H*#>4（!IJ $+*#?4.2） B7; B7K

L;?，注射天然巴曲酶蛋白和重组巴曲酶蛋白（B !IJ
$+*#?4.2）的小鼠出血时间均约为 D;?。结果表明：
重组巴曲酶蛋白缩短了小鼠的出血时间，促进止血

（见图 D）。

图 D 重组巴曲酶蛋白对小鼠出血时间的影响
M*2N D O3& &GG&-# (G %&-(.’*+"+# ’"#%()(’*+

(+ ’0&&@*+2 #*.& (G %"#?
,"#?（! P C;，B; Q B<2）1&%& F%&#%&"#&@ ’> #3& *+#%"H&+($? *+R&-#*(+ (G
+"#$%& ’"#%()(’*+（B !IJ $+*#?452），%&-(.’*+"+# ’"#%()(’*+（B !IJ
$+*#?452）"+@ STEN UG#&% C 3，#3& ’0&&@*+2 #*.& 1&%& .&"?$%&@ "? "’(H&
@&?-%*’&@N

5 讨论
巴曲酶蛋白虽然只有一条肽链，但是巴曲酶分

子中有 CB个半氨酸，形成六对分子内二硫键；还有
两个 !V糖 基 化 位 点： U?+C8DVU?+C8:VO3%C8K 和
U?+BB<VW>?BBDVO3%BB:。采用基因工程的手段生产富
含二硫键和糖基化修饰的蛋白一直都是一个技术难

题，这是因为在原核生物中二疏键配对错误率很

高，得到的几乎全是包涵体，且不能进行糖基化修

饰。真核细胞表达系统（酵母、XJY和昆虫细胞等）
能保证正确的二硫键配对和糖基化修饰。

我们在 "#$%#& ’&()*+#( 中成功地表达出了有生
物学活性的重组巴曲酶蛋白。通过多个克隆的筛

选，获得一株表型为 /$#E，表达量为 B;.*+左右的
高活性菌株。通过优化发酵过程中的一系列条件。

结果表明：FJ接近中性有利于重组巴曲酶蛋白维持
活性，而过碱会导致无机盐沉淀，因此将诱导 FJ
改为 D9L；诱导时加入一定量的山梨醇和大豆蛋白
胨，提高了表达水平，从每升发酵液中可纯化得到

C;.2重组巴曲酶，这一产量超过了其它已发表和

报道的表达水平（如韩国报道的表达水平为每升发

酵液中可纯化得到 D9L<.2重组巴曲酶［K］），具备了
规模化生产的要求。其原因可能有两点，一是山梨

醇和大豆蛋白胨能提供更好的营养条件，产生细胞

密度更高的发酵产物，获得更高的产量；另一个可

能的原因是大豆蛋白胨中的多肽能抑制溶蛋白活

性，保护目的蛋白。

成熟的巴曲酶分子是由 B7C个氨基酸残基组成
的单链蛋白，理论计算出其分子量为 B<9<56，等电
点为 :97L，国外从 , N &)+*-.**/0!# 毒液中生物提取
的巴曲酶的实际分子量为 789:56，这种分子量的偏
差是由于有 B:A的糖基化修饰的缘故［<，L］。毕赤酵
母表达的重组巴曲酶蛋白分子量为 7;9<<56，有
CD9<A的糖基化修饰，糖基化修饰程度的不同会导
致表达产物不均一（如图 <所示质谱峰较宽），但重
组巴曲酶经去糖基化酶 S!="?& M（!&1 Z+20"+@
T*(W"’?）水解后为均一条带，分子量约 B<9<56（见图
8，<）。虽然重组巴曲酶与天然提取巴曲酶的糖基
化修饰程度和糖的种类均不同，但比活却比较接近

（见表 C）。重组巴曲酶蛋白在体外试验中可使人血
浆凝固（见表 C），在体内试验中可缩短了小鼠的出
血时间，促进止血（见图 D），具有与天然蛇毒类凝血
酶一样的生物学活性。
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