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摘要 目的：重组表达抗 PAI抑制作用的 t-PA突变体，经诱导表达、复性、纯化后进行生物学活性和酶动力学分析。方法：构建
pBV220-tpa重组表达质粒，经 DNA测序确认后，转化至大肠杆菌 DH5a，温控诱导表达，凝胶过滤法对包涵体蛋白进行初步纯化，

复性后，过刺桐胰蛋白酶亲和层析柱纯化，酶动力学分析其活性。结果：测序证实,t-PA突变体的 DNA序列正确,表达蛋白占总菌

体蛋白的 30%,经纯化后纯度达 95％以上，比活性为 4.2× 108IU/mg，t-PA突变体与 PAI-1反应后，其活性未受到抑制。t-PA突变

体酶的米氏常数 Km为 0.3298滋mol·L-1，最大水解速度 Vmax为 0.0476滋mol·min-1。结论：经生物学活性测定,表达蛋白能够明显抵

抗 PAI的抑制作用，并具有良好的生物活性，该突变体有可能成为用量更少、疗效更佳的新型溶栓药物。
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Expression and Activity of Tissue-type Plasminogen Activator Mutant
Reteplase with Deletion of PAI-1 Binding Sites*

To construct a prokaryotic expression vector for tissue-type plasminogen activator mutantreteplase with

deletion of a PAI-1 binding site, and valuate its biological activity by enzyme kinetics analysis. The recombinant plasmid

pBV220-t-PA was transformed into for expression after DNA sequencing. The recombinant mutant t-PA inclusion body was
purified with gel filtration, and then was purified with erythrina trypsin affinity chromatography after refolding. The mutant t-PA

encoding sequence was confirmed by DNA sequencing. The expression product was about 30% of whole lysis protein. After purified

with gel filtration, the protein purity was more than 95%. The specific activity of mutant t-PA with deletion of PAI-1 binding site was

4.2× 105 IU/mg. This protein was not inhibited by PAI-1. The Km was 0.3298 滋mol·L-1 and Vmax of mutant t-PA was 0.0476 滋mol·min-1·

g-1. Recombinant mutant t-PA with deletion of PAI-1 binding site prepared from could resist the inhibitions of PAI-1,
and harbor a better biological activity.
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前言

血栓性疾病在西方国家是最高发和致命的疾病，随着生活

水平的提升，人口老龄化的不断加剧、人民的饮食结构改变以

及运动量减少等，我国心血管疾病的发生率急剧升高，目前心

血管疾病已经成为中国人健康的“头号杀手” [1-3]。我国约有

5200万心脑血管病患者，每年急性心肌梗塞发病人数约为 110

万人，心脑血管栓塞性疾病死亡率很高[4，5]。目前市场上的大多

数溶栓药物离真正的安全、高效、低毒都还有很大的差距，而且

费用昂贵，因此研发成本低、性价比高、被我国普通民众所能够

接受的溶栓药物已经成为了各大研发机构的研究热点[6]。

本研究根据 t-PA的结构特点，在将 t-PA分子中指状区、

表皮生长因子区和 Kringle 1区去掉的基础上，将 t-PA分子中
PAI-1结合位点碱基进行突变，构建具有 t-PA活性且其活性不

被 PAI-1抑制的新一代 t-PA突变体[7，8]。抗 PAI抑制的 t-PA突

变体是一新的结构，国际上尚未见对该重组突变体进行纯化、

活性鉴定及酶动力学研究。因此本研究拟对新一 t-PA突变体

的纯化和活性鉴定进行系统的实验研究，进一步进行中试试验

和系统的临床前评价，为其作为溶栓药物的临床研究奠定基

础。

1 材料和方法

1.1 试剂和仪器

截短形式的 t-PA基因片段由本实验室构建保存，pBV-220
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载体购自中美泰合生物技术有限公司， DH5琢购自北京
全式金生物技术有限公司。限制性内切酶 I、 I、
T4DNA连接酶、DNA Markers和 dNTP、小提质粒提取试剂盒

购自 Promega公司；Chromozym t-PA为德国罗氏（Roche）制药
公司产品；PAI-1为奥地利 Technoclone公司产品；PCR相关试

剂为北京德源伟业科技有限公司产品；其他试剂均为进口或者

国产分析纯试剂；引物由中美泰合生物技术有限公司合成。

电转移电泳槽 (北京六一仪器厂)；SCIENTZ-IID超声波细

胞破碎仪（宁波新芝生物股份有限公司）；高速冷冻离心机（安

徽中科中佳科学仪器有限公司）；RT-6000酶标分析仪（深圳雷

杜生命科学有限公司）；HD-2核酸蛋白检测仪（上海沪西分析

仪厂有限公司）；刺桐胰蛋白酶抑素亲和层析柱由本室制备。

1.2 PAI t-PA重组质粒的构建

以本实验室已经构建成功的 t-PA-pET28a（+）重组质粒 [6]

为模板。使用 PCR点突变法构建缺失 PAI-1位点的 PAI t-PA

突变体 , 以上游引物为 5'-GGAATTCATGTCATATCAGGG
TAATAGCGACTGCTAC-3'，下游引物为 5'-CGGGATCCT-

TACGGACGCATGTTG-3'（下划线为限制性酶切位点）进行
PCR。扩增条件为：95 ℃预变性 5 min，循环 35 次(94 ℃变性
30 sec，50℃退火 30 sec，72 ℃延伸 60 sec)，最后 72 ℃延伸 5

min。将扩增的 PCR产物进行酚抽提后，与 pBV220载体分别

用 I、 I进行双酶切,低熔点琼脂糖凝胶电泳回收片

段，酶切、连接及转化受体菌 DH5琢，操作方法参照试剂
盒说明。对阳性菌落进行小提质粒，用限制性内切酶进行 1.5 %

琼脂糖凝胶电泳分析鉴定。将酶切鉴定的重组质粒样品进行序

列测定。

1.3 重组质粒 PAI t-PA在大肠杆菌中的表达及复性

挑选单个菌落接种于含 Amp的 5 mL 2× YT培养基中 30

℃振摇过夜。次日按 1 %比例将菌液扩大培养至 A 600 达
0.5～ 0.6时，转入 42 ℃诱导培养 4 h后收获菌液。取少量诱导

前、后的菌液，加入含 DTT的 SDS样品缓冲液，于 95 ℃加热 5
min，10 % SDS-PAGE鉴定。5000× g离心 12 min收集经诱导

后的细菌，用 50 mmol·L-1 Tris-HCl（pH 7.4）-5 mmol·L-1 EDTA

洗菌体，离心收集沉淀。重悬于洗涤缓冲液中，超声破碎菌体，

12000× g离心 20 min收集包涵体。将包涵体以洗涤缓冲液洗

三次，离心回收。取少量进行 10%SDS-PAGE鉴定。将剩余包涵

体溶于 50 mmol·L-1 Tris-HCl(pH 8.9)、8 mol·L-1脲及 20 mmol·
L-1 DTT、1 mmol·L-1 EDTA中，置室温 30 min磁力搅拌使完全

溶解，过 G25 琼脂糖柱，收集目的蛋白峰，按 1：15 比例用 50

mmol·L-1 Tris-HCL（pH 9.3）、0.5 mol·L-1 Arg，5 mmol·L-1 GSSG

及 1 mmol·L-1 GSH稀释后，室温静置 3 h。
1.4 大肠杆菌表达的 PAI t-PA的纯化

以 0.5 ml·min-1流速上 ETI-Sepharose4B柱，用缓冲液 20

mmol·L-1 Tris-HCl（pH 7.4）平衡基线，在用 20 mmol·L-1

Tris-HCl，0.5 mol·L-1 NaCl（pH 7.4）洗柱，去除杂蛋白；最后用
20 mmol·L-1 Tris-HCl，0.5 mol·L-1 NaCl，1.6 mol·L-1 KSCN（pH
7.4）平衡液洗脱 PAI t-PA。用 SDS-PAGE检测洗脱的蛋白质
峰，确定纯化后的 PAI t-PA的纯度。
1.5 PAI t-PA的活性测定

根据 Chromozym t-PA的说明书进行，略有改动。取 100

滋L的 t-PA 加 0.1 mol·L-1 Tris-HCl（pH 8.5），0.15 % Tween80

至 50 滋L，与 50 滋L 4 mmol·L-1的 Chromozym t-PA溶液和 100

滋L 0.1 mol·L-1 Tris-HCl（pH 8.5）及 0.15 % Tween80 缓冲液混

匀后，于 37 ℃ 30 min，加 100 g·L-1的枸橼酸 500 滋L终止反应。

以水为对照，测定 OD 405，计算出比活性。t-PA对人血浆凝块

裂解活性测定参照文献[8]，t-PA对人纤溶酶原溴化氰切割片段

刺激活性测定参照文献[8]。

1.6 PAI-1对 t-PA活性的抑制作用和酶动力学分析

取 t-PA 5 ng 在 50 滋L反应体积中与不同浓度的 PAI-1

25℃反应 15分钟，加 Chromozym t-PA底物 50 滋L，缓冲液 450

滋L 37℃反应 30 min，加枸橼酸 250 滋L终止反应，以水为对照

测 OD 405。t-PA酶动力学分析采用最佳的酶反应条件，所有反

应在 96孔板进行，即在 30 ℃，pH为 7.5 Chromozym t-PA底物

浓度为 0.15 g·L-1，分别加入 t-PA酶 0.035、0.07、0.14、0.28、0.56

滋mol·L-1，进行酶促反应,反应时间为 20 min，然后加入 31.25

滋L枸橼酸终止反应，用酶标仪测定各孔 405 nm处吸光度，检

测产物的生成。用 OD 405表示反应速度，采用双倒数作图法，

即以 t-PA酶浓度的倒数为横坐标，反应速度的倒数为纵坐标，

绘制 1/[V]-1/[S]曲线求米氏常数 Km和最大速率 Vmax。

2 结果

2.1 PAI t-PA突变体重组质粒的构建

利用基因突变的方法成功扩增出 PAI t-PA突变体基因（图
1）。重组表达载体 pBV220-t-PA 以限制性内切酶 I、

I双酶切，得到目的基因片段 1200bp。经测序目的片段所
插位置正确。成功构建 t-PA突变体的 Pbv220-t-PA原核表达载

体。

2.2 PAI t-PA在大肠杆菌中的表达和纯化

重组质粒 PAI t-PA突变体经转化、42℃温度诱导和培养
后，收菌、裂解，取上清液经 10% SDS-PAGE分析，结果显示，

经温度诱导表达的菌液在分子量 36000处可见一条蛋白带（图
2），未诱导表达的菌液在相应位置无蛋白表达。说明重组质粒

已成功在大肠杆菌中以可溶蛋白形式表达，表达产物占菌体总

蛋白的 30 %，主要以包涵体形式存在，经刺桐胰蛋白酶抑制剂

亲和层析柱纯化后[7]，透析后蛋白用 10% SDS-PAGE分析后纯

图 1 瑞替普酶 PAI t-PA突变体基因的扩增产物

Fig. 1 The PCR amplification product of PAI t-PA mutant
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度达到 95 %以上。（图 2）。

2.3 PAI t-PA的活性测定
PAI t-PA突变体以包涵体的形式在大肠杆菌中表达，通过

体外稀释法复性后恢复生物活性，经亲和层析对复性后的蛋白

进行纯化，测得活性为 4.2× 105 IU·mg-1，人血浆凝块裂解活性

实验是模拟血管内溶解活性测定，实验说明该蛋白可以使血块

于数小时内溶解（图 3）优于天然的 t-PA蛋白。采用人纤溶酶原

溴化氰切割片段进行刺激活性性测定，在纤维蛋白存在下，

CHO t-PA活化在 48 min达到最大，而 PAI t-PA活性增加相对

较低，但相对时间增加到 170 min也可以达到相近的比值，与

文献 [1]报道的瑞替普酶的活性相一致（图 4）。

2.4 PAI对 PAI t-PA活性的抑制作用和酶动力学分析

随着 PAI-1 浓度的增加，CHO t-PA 的活性逐渐降低，而
PAI t-PA 突变体的活性则不受 PAI-1 的抑制 （图 5）。
Lineweaver-Burk双倒数作图法绘制其趋势图（图 6），线性方程
为 y=6.9236x+20.993 (R2=0.9962)。t-PA突变体酶的米氏常数
Km为 0.3298 滋mol·L-1，最大水解速度 Vmax为 0.0476 滋mol·
min-1·g-1，结果表明纯化的 t-PA蛋白具有纤溶酶活性。

3 讨论

t-PA属丝氨酸蛋白酶家族成员，主要由血管内皮细胞合成

分泌，是一种生理性纤溶酶原激活剂[9,10]。t-PA分子结构与其特

定的功能特性有关，天然的 t-PA分子是由 527个氨基酸组成[11]。

其中指状区（AA 1-99）与纤维蛋白区结合，表皮生长因子区和
Kringle 1区（AA 100-175）与肝细胞受体结合，Kringle 2区（AA

176-261）与纤维蛋白结合，蛋白酶区（AA 262-527）与 PAI-1结

合，对纤溶酶原具有高度专一性，碳水化合物区与血浆清除作

用有关[12-14]。目前通过对天然 t-PA分子的结构改造已经成功构
建成几种新型 t-PA，如 r-t-PA及 TNK-t-PA[15,16]。r-t-PA去除指

状区、表皮生长因子区和 Kringle 1区后整个分子的性质可发

生很大改变。首先，其与纤维蛋白的结合率远低于天然的 t-PA，

且是可逆的结合，未结合部分能进入血凝块并促进纤维蛋白溶

解。其次半衰期的延长（19 min）使得清除率变低，从而降低了

图 3 人血浆凝块裂解活性测定

Fig. 3 Measured of human plasma clot lysis activity

图 2 PAI t-PA突变体在大肠杆菌中表达的 SDS-PAGE图谱

Fig. 2 Analysis of PAI t-PA muntant expressed in by SDS-PAGE：

1: Before induction诱导前 2: After induction诱导后 3: Inclusion body

包涵体 4: Purified t-PA t-PA纯化

图 4人纤溶酶原溴化氰切割片段刺激活性测定

Fig.4 Plasminogen activity of t-PA stimulated by fibrinogen

图 5 PAI-1对 CHO-t-PA及 PAI-t-PA突变体活性的抑制

Fig. 5 The effect ofPAI-1 on activities ofCHO t-PA andPAIt-PAmutant

图 6 PAI- t-PA酶动力学趋势图

Fig. 6 PAI-t-PA enzyme kinetics trend graph
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临床为病人维持治疗水平所需药量，可以很方便通过静脉注射

给药[17]。临床试验显示，重组变异体瑞替普酶在被注入 60 min

时梗塞相关冠状动脉的总开放率和完全开放率均优于天然

CHO-t-PA，而安全性与天然 CHO-t-PA相一致。但体外实验显

示，5000 U·L-1的 PAI-1可使 5 滋g·L-1的瑞替普酶失活，与相关

文献报道一致[18]。本实验在 r-t-PA的基础上参照 TNK-t-PA将
PAI-1 位点上的氨基酸进行突变，即第 373～ 384 位 (AAG-

CACAGGAGG) 突变为 (GCGGCCGCGGCG)，相应的氨基酸
KHRR则变为 AAAA。构建成溶栓活性不被 PAI-1抑制的新一
代 t-PA 突变体，比活性 t-PA 4.5 × 105 IU·mg-1 与天然

CHO-t-PA 4.2× 105 IU·mg-1基本一致。实验结果表明，在本实

验诱导条件下，克隆的 pBV220-t-PA可在大肠杆菌中表达，且

表达产物具有生物学活性。基因的表达体系主要有大肠杆菌、

动物细胞、酵母等。而大肠杆菌是发展最早、技术最成熟的原核

表达系统。它的优点主要体现在成本低、产量高、易于操作，本

文用的温控型表达载体同时有效避免了污染、营养要求简单、

表达过程容易控制等问题。进行蛋白表达经常会遇到表达蛋白

的溶解问题，大多数用大肠杆菌表达的蛋白最后都会导致形成

包涵体，但纯化此蛋白需要尿素来变性溶解包涵体中的蛋白

质，透析后蛋白质可复性。经变性、复性后的蛋白易丧失，有时

表达量低。下一步需要解决表达产量的问题。

CHO-t-PA溶解富含血小板凝块和陈旧凝块的能力较低，

动脉血栓的组成以血小板为主 , 心肌梗死等栓塞患者血中
PAI-1的浓度较高[19-21]。本研究 PAI-1对 t-PA活性抑制实验证

实，随着 PAI-1浓度的增加，天然 CHO-t-PA的活性逐渐降低，

当 PAI-1浓度为 15U·mL-1时，天然 CHO-t-PA的活性降到了
2.1%，而 t-PA突变体活性未受到 PAI-1的抑制，当 PAI-1浓度

为 15U·mL-1时，t-PA突变体的活性仍然保持在 100%。

本研究体外溶栓实验表明其对体外贫血小板血浆凝块的

溶解效率与天然 t-PA没有区别，而对富血小板血浆凝块的溶

解效率明显优于后者，t-PA突变体达到 50%凝块溶解时间约为
5小时，而天然 CHO-t-PA为 2小时，21小时最大溶解值相同。

其原因有可能在于用电负性的酸性 Glu替换 Lys 296、Arg 298

和 Arg 299三个电正性碱性氨基酸残基，也可显著增高 PAI-1

的抗性。用 Glu替换 Arg 298和 Arg 299所得到的突变体只有
部分的 PAI-1抗性，表明 t-PA分子中的这 3个电正性氨基酸

残基是 PAI-1抑制其活性的关键部位。研究了人纤溶酶原溴化

氰切割片段刺激活性作用，无刺激时 t-PA突变体活性较低，在

纤维蛋白存在下，天然 CHO-t-PA对人纤溶酶原溴化氰切割片
段刺激活性在 48 min达到最大，而 PAI t-PA对人纤溶酶原溴
化氰切割片段刺激活性增加相对较低，但相对时间增加到 170
min也可以达到相近的比值，说明该 t-PA突变体可明显抵抗
PAI对其抑制作用。

酶动力学分析表明，由于 t-PA突变体去除了 PAI-1的结
合位点造成了活性的提高，当底物浓度很低时，酶促反应速度

与底物浓度成正比，当浓度达到一定程度时，酶与底物结合达

到饱和，反应速度达到最大值。米氏常数 Km表示酶与底物亲
和力的大小，为反应速度达到最大反应速度一半时的底物浓

度。纯化的 t-PA 突变体 Km 为 0.3298 滋mol·L-1，Vmax 为
0.0476 滋mol-1·g-1优于天然 t-PA Km 为 0.5298 滋mol·L-1,Vmax

为 0.0595 滋mol·min-1·g-1。Km值大小与酶的性质有关，与酶的

浓度无关，Km值越小表示酶与底物的亲和力越大，说明获得
的蛋白与底物的亲和力高。

综上所述，该课题研究的抗 PAI抑制的 t-PA突变体是一
新的结构，在国际上尚未见相关报道，所以该突变体具有优良

的生物学活性，为其安全性及动物试验和毒性评价打下基础，

作为一种双功能突变体具有极大的研究以及开发价值。

致谢：感谢李文老师、高润光同学的热情帮助。
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