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摘 要 对重组人核苷二磷酸激酶 5（.H)IJK15）进行纯化，并对重组产物的理化性质及在溶液中的聚合状态进行

鉴定。)IJK15 工程菌发酵后的菌体高压匀浆，然后微孔过滤、超滤浓缩，所得样品经 I=5= 阴离子交换、L?M+G.&,
N’-: 亲和层析、分子筛层析三步纯化后，以 OIO1J58= 和 PJ1QJRL 分析纯化产物的纯度，PJ1QJRL 测定酶活性。合

格制品以基质辅助激光解析飞行时间质谱测定相对分子质量（ST）；=F>+, 降解法测定 ) 末端序列；多角度激光散

射法测定重组产物在溶液中的表观分子量。结果表明，.H)IJK15 纯化产物的 OIO1J58= 纯度为 72U0V，PJ1QJRL
纯度为 77U!V；比活性为（7"" W #""）-X>B；单体相对分子质量为 #2"#2，与 )IJK15 分子量理论值相差 #0!。测序结

果表明，.H)IJK15 ) 末端缺失 S:@ 残基，其理论分子量为 #2"#2，与飞行质谱测定结果完全一致。表观分子量测定

结果表明，.H)IJK15 在溶液中形成六聚体，表观分子量为 #"!YI。上述结果说明，)IJK15 重组产物具与天然产物

相同的自发形成六聚体性质，这为 )IJK15 新药开发和机理研究打下了良好基础。
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核 苷 二 磷 酸 激 酶 5（)IJK15）是 抑 癌 基 因

$3!014# 的编码产物，除了催化 )IJ 和 )9J 之间的

磷酸基转移反应外，还可以作为蛋白激酶调节其它

生化途径，也可作为转录因子调节其它蛋白质活

性［#］。)IJK15 通过一些还未完全了解的机制，可

以调节血细胞分化、抑制肿瘤转移，调控神经细胞分

化和生长，影响个体发育。研究 )IJK15 的非酶促

活性 对 于 揭 示 肿 瘤 的 侵 袭 和 转 移 机 制 有 重 要 意

义［!］。

作为磷酸转移酶，)IJK15 有可能开发为抗病

毒增效药物［0］；作为血管新生抑制剂，)IJK15 有望

开发为新型抗肿瘤药物。开展 )IJK15 新药开发和

基础研究的前提之一是获得大量结构正确的重组人

核苷二磷酸激酶 5（.H)IJK15）。在前期工作中，我

们构建了 )IJK15 高表达菌株［$］，并对工程菌发酵

和蛋白纯化条件进行了探索［6］，还进行了初步药效

学研究［4］。

由于生理条件下，)IJK15 可以与 )IJK1N 随机

组合，形成 54、N4 以及 5 和 N 随机杂合的六聚体，

形成寡聚体是 )IJK 发挥生物活性的基础［2］。因

此，用重组 I)5 技术获得 )IJK15 后，需要对重组

产物的理化性质，尤其是表观分子量、聚合状态等性

质进行鉴定，确认重组产物是否均一，并且理化性质

是否与天然产物相一致，这是重组 )IJK15 发挥生

物活性的基础和保证。

" 材料和方法

"#" 实验材料

"#"#" 菌株和质粒：表达质粒 [N%1)>!0Q# 由本室

构建［$］，质粒上含有 $3!014# 以及 536 抗性基因。

宿主菌 7 ( 0(,# IQ6!由本室保存，[N%1)>!0Q# 转

化 IQ6!后得工程菌 IQ［[N%1)>!0］。

"#"#$ 主要试剂：胰蛋白酶（9JLK 处理）、层析基质

I=5=1O:[H+.&\: ;+\@ ;’&A 和 O:[H+F:< 81#"" 购 自



!"#$%#&’# (’)*+&" 公司；,’-#&$). (/0+ 123 4+5"#$)6+
,789( 购自 :’//’5)$+ 公司；4;%%+*$; 1<< ,=> 的反相

柱购 自 ?#*+$6 公 司，规 格 9@A%% B CD<%%，粒 度

D!%，孔径 1<<E F D<A；G$’6 -#6+、HGG、蛋白电泳试剂

购自 !$)%+I# 公司；其它化学试剂为进口或国产分

析纯。

!"!"# 主要仪器：高压匀浆机购自 4#$*)$’6 公司；切

向流微孔过滤系统和超滤系统购自 !377 公司；低

压层 析 系 统 为 JKG3 !0$’L’+$；高 效 液 相 色 谱 仪 为

M!==<< 型和 ?#*+$6 A<< 型；H3?NO PQ4 多角度激光

散射检测仪购自 ?;#** G+&".)/)I; 公司。

!"$ 方法

!"$"! 蛋白纯化：参照文献进行［9，>］，有改动。工程

菌 HM［5(R8N%C1］经 9CS温控诱导后，高压匀浆，然

后以微孔滤膜进行切向流过滤，收集滤过液，用截留

分子量为 1<TH 的超滤膜进行超滤浓缩；浓缩液上样

HP3P84+5"#$)6+ U#6* U/)V 柱，用含 <@=%)/W7 N#,/ 的

G$’68M,/ 缓冲液洗脱目的组分；收集目的组分上样

,’-#&$). (/0+ 123 4+5"#$)6+ 9( 柱，用含 <@=%%)/W7
3G! 的 G$’68M,/ 缓 冲 液 洗 脱 目 的 蛋 白，最 后 通 过

4+5"#X+Y 28=<< 凝胶柱精制。

!"$"$ 反相高效液相色谱：=<!7 $"NH!K83 样品上

柱。流 动 相 3 为 <@=Z GU3WHH?，流 动 相 ( 为

<@=Z GU3W3,N；柱温 1<S，流速 =%7W%’.；检 测 波

长：CA<.% 及 C><.%（GU3：三氟醋酸；HH?：双蒸水；

3,N：乙氰）。

!"$"# 磷酸转移酶活性测定：参照文献［9］进行。

利用 $"NH!K83 能够催化 NG! 和 NH! 之间的磷酸基

转移反应这一特性，将 $"NH!K83 与定量 [H!、3G!
混合，1\S反应 D%’.，终止反应后，上样 ,=> 反相色

谱柱，比较底物 [H! 和产物 [G! 的峰面积，计算酶

活性，其单位定义为：在最佳条件下，每分钟转化

=!%)/ 底物的酶量为 = 个活力单位。

!"$"% 分子量测定：基质辅助激光解析电离飞行时

间质 谱 法（:#*$’Y #66’6*+X /#6+$ X+6)$5*’). ’).’]#*’).
*’%+8)L8L/’I"*，:37H^8GQU）测定 $"NH!K83 分子量，精

确度为 <@=Z _ <@<=Z［‘］。委托解放军军事医学科

学院生物医学分析中心进行。

!"$"& 氨基酸末端测序：PX%#. 降解法。委托北京

大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室进

行。纯化 $"NH!K83 样品 D<5%)/，上样 355/’+X (’)8
6;6*+%6 !$)&’6+ 氨基酸序列分析仪，进行全自动测序，

测定速度为 = 残基W"。

!"$"’ 表观分子量测定：$"NH!K83 上样分子排阻

高效液相色谱柱，多角度激光散射法（:0/*’#.I/+ /#6+$
/’I"* 6&#**+$’.I %+*")X，:374）测定重组蛋白在溶液

中的表观分子量，然后根据亚基分子量推导 $"NH8
!K83 在溶液中的聚集状态［=<，==］。

$ 结 果

$"! ()*+,-./ 的纯化及酶活测定

经过三步纯化后，还原 4H48!32P 分析 $"NH8
!K83 纯度为 ‘\@1Z，U’I@ = 是纯化过程中各阶段样

品的电泳结果。7#.+ = 是蛋白分子量标准；7#.+ C
是微孔过滤后的残留物，可见经微孔过滤后，仍有少

量目的蛋白损失；7#.+ 1 是经浓缩后的微孔过滤液，

即上样离子交换柱样品，凝胶光密度扫描结果表明，

$"NH!K83 占总蛋白的 9<@‘Z；7#.+ 9 是离子交换柱

洗脱组分，经过离子交换层析（^Pa）后，目的蛋白纯

度由 9<@‘Z提高到 D9@\Z；7#.+ D 是亲和层析（3,）

收集样品，目的蛋白纯度为 ‘C@>Z；7#.+ A 是凝胶过

滤（2U）后的目的蛋白，纯度为 ‘\@1Z。分析整个纯

化过程，可知 ^Pa 纯化倍数为 =@19，3, 纯化倍数为

=@A‘，2U 纯化倍数为 =@<D。

U’I@ C 是 $"NH!K83 样品的 O!8M!7, 分析结果，

可知目的蛋白出峰时间为 CA@\9%’.，并且目的蛋白

峰形尖锐、对称。峰面积积分结果表明，$"NH!K83
纯度为 ‘‘@CZ。

O!8M!7, 法测定 $"NH!K83 酶活性，发现其比

活为（‘<< b =<<）0W%I（原始结果略），与文献［=1］报

道的 NH!K83 重组产物酶比活性相当。

图 = 4H48!32P 分析重组 NH!K83 纯化过程

U’Ic= 4H48!32P #.#/;6’6 )L 6#%5/+6 &)//+&*+X
’. *"+ 50$’L’&#*’). )L $"NH!K83

=：6*#.X#$X )L %)/+&0/#$ V+’I"* %#$T+$6；C：X’6&#$X+X L$#&*’). )L %’&$)8

L’/*$#*’).；1：L$#&*’). /)#X+X ). ^Pa &)/0%.；9：L$#&*’). +/0*+X L$)% ^Pa

&)/0%.；D：L$#&*’). +/0*+X L$)% 3, &)/0%.；A：L$#&*’). &)//+&*+X L$)%

2U &)/0%.
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图 ! 反相高效液相色谱分析重组 "#$%&’ 纯度

()*+! ,$&-$./ 01 23"#$%&’

图 4 5’.#6&78( 59 测定重组 "#$%&’ 单体分子量

()*+4 50:;<=:>2 ?;)*3@ A;>B=2A;C@ 01
23"#$%&’ DE 5’.#6&78( 59

!"! #$%&’()* 单体分子量

5’.#6&78( 59 测定 23"#$%&’ 分子量，结果如

()*F 4 所示，从图中可以看出，样品在质荷比（!G "）
为 HIJHI 处有一强信号峰，结合 9#9&$’KL 电泳结

果，可知这是单电荷峰，即 23"#$%&’ 相对分子质量

为 HIJHI 。在 HIJHI 主峰上还有一分子量为 HI!!M
的肩峰，是基质与 23"#$%&’ 结合后形成的信号峰。

此外，()* +4 中还有质荷比为 NMHH 的双电荷峰和质

荷比为 4OJMP 的二聚体峰。双电荷峰是因样品离子

化后带有 ! 个电荷，!G " 数值减半而造成的信号峰；

二聚体峰是待检样品因非共价键或共价键形成二聚

体后所形成的单电荷峰。根据 "#$%&’ 一级结构计

算，其相对分子质量理论值为 HIHOQ，对照分子量测

定结果，二者相差 H4!，原因有待进一步分析。

!"+ #$%&’()* 末端测序

对 23"#$%&’ 的 " 末端进行序列分析，发现 "
末端氨基酸残基为 ’:>，而不是 5;@。()* +O 是 LRA>C
降解法测定 " 端第一个残基的洗脱曲线，图 ’ 是空

白对照，图 S 是混合氨基酸标准品，图 / 是样品的

洗脱 曲 线，对 照 标 准 品，可 知 该 残 基 为 ’:>。对

23"#$%&’ " 端 HM 个氨基酸残基进行分析，发现序

列 为 ’:>&’BC&/EB&K:=&’2*&732&$3;&6:;&’:>&6:;&.EB&$20&
’BT&K:E&U>:，与 理 论 序 列 "! V "HP 完 全 相 符，说 明

23"#$%&’ 在翻译后加工过程中，缺失 " 端第 H 个氨

基酸残基 5;@。
重新计算 23"#$%&’ 的相对分子质量，理论值

为 HIJHI，与 ()* +4 中分子量测定结果完全相符。

图 O 23"#$%&’ " 末端序列测定结果

()*+O "&@;2A)C>: >A)C0 ><)R 2;B)R=; 01 23"#$%&’
’：D:>CW；S：B@>CR>2R <=2X; 01 >A)C0 ><)R A)Y@=2;；/：@3; 1)2B@ 2;B)R=; 01 23"#$%&’

!", #$%&’()* 表观分子量

确定了 23"#$%&’ 单体的分子量后，以 9L&-$./
结合多角度激光散射（5’.9）测定重组蛋白在溶液

中的聚合状态。仪器组成为一台 -$HHJJ 高效液相

色 谱 仪、一 台 #’Z", 5’.9 检 测 器、一 台 [U

（!NJCA）检 测 器 和 一 台 示 差 折 光（#,6）检 测 器。

()*FM 中图 ’ 是目的蛋白在洗脱过程中的检测信号，

其中，散点线是 5’.9 信号，峰高最低的是 #,6 信

号，峰高居中的是 [U 信号；图 S 是分子量对洗脱时

间的函数图，可知 23"#$%&’ 表观分子量为 HJ!W#
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（图 ! 中散点拟合直线在纵坐标上的对应值），结合

"#$%& 中 ’()*+,-. 单体分子量测定结果可知，’()*-
+,-. 具有与天然产物相同的自发形成寡聚体性质，

在溶液中以六聚体形式存在。

图 / 重组 )*+,-. 表观分子量测定结果

"#$0/ .112’345 67839:82’ ;3#$(5 7< ’()*+,-.
.：=#$428 >353953> ?@ A.BC，DE 24> *FG >353957’；!：9:’H3 7< 2112-

’345 AI H= 38:5#74 5#63 7< ’()*+,-.

! 讨 论

本文所使用的 ’()*+,-. 工 程 菌 具 有 表 达 量

高、产物可溶、菌种稳定等特点。在 JKB 发酵罐中进

行高密度培养后，参照本文所使用的纯化工艺，每升

培养液可得 ’()*+,-. LKK M NKK6$，远远超过目前报

道的绝大多数重组蛋白产量。’()*+,-. 能最终得

到高产，一方面与目的蛋白的可溶性高表达有关，另

一方面与样品前处理方法有关。样品前处理是影响

目的蛋白回收率的重要影响因素之一，常规超声破

碎方法只能回收大约 OKP M QKP目的蛋白，而采用

高压匀浆结合微孔过滤和超滤处理，目的蛋白回收

率可以超过 N/P。处理好的样品经过 & 步层析后，

可以得到均一的重组蛋白，其纯度经过基于蛋白质

分子量和疏水性的两种纯度鉴定方法验证。

重组蛋白分子量测定有多种方法，飞行质谱法

精度可达 K%OP M K%KOP，精度仅次于傅立叶变换质

谱。本文 ’()*+,-. 分子量测定结果完全符合 ) 末

端缺失 A35 的重组蛋白的相对分子质量理论值。而

在 C*C-+.RS 胶上，’()*+,-. 分子量为 OT%&U*，可

见 C*C-+.RS 测定蛋白分子量的误差之大。

真核生物中 )*+, 形成六聚体，在空间上可看

作是 & 个二聚体或 Q 个三聚体进一步聚合后形成的

寡聚蛋白，但到目前为止，还不清楚 )*+, 六聚体的

组装过程。本文的 A.B*G-VW" AC 测定结果发现，

’()*+,-. 中有二聚体存在，是否说明 )*+, 在组装

时，形成二聚体中间产物，而不是三聚体中间产物，

这有待进一步研究。

蛋白质翻译后切除 ) 端 A35 残基是原核生物和

真核生物翻译后加工的内容之一。批准上市的 GB-Q、

G")-!、G")-"、G")-#、R-XC"、RA-XC"、S+W、SR" 等多种

重组蛋白中，只有 G")-") 端是 A35 或 C3’ 残基，其它

重组蛋白 ) 端均缺失 A35 残基。一般情况下，) 端有

无 A35 残基不影响蛋白的生物活性，但如果 ) 端不均

一，则影响重组产品质量标准的制定。本文表达的

’()*+,-. 也存在翻译后 A35 加工现象，但从 A.B*G-
VW" AC 结果可见，纯化的 ’()*+,-. 中，没有相对分

子质量为 OYOLT 的蛋白峰，并且，测序时第一个氨基

酸残基的洗脱曲线中，在 A35 相对应的位置也没有信

号峰，说明重组蛋白 ) 末端均一。

由 于 市 售 )*+, 提 取 自 酵 母（ C#$62 产 品

)K&YT）或动物组织（C#$62 产品 )QN&/），是 )*+,-.
与 )*+,-! 的杂合寡聚蛋白。因此，暂无法确定本

文所得 ’()*+,-. 比活性与天然 )*+,-. 之间是否

存在差异，但与文献报道的重组 )*+,-. 比活性相

比，二者无差异。

多角度激光散射（A.BC）是测量溶液中蛋白质分

子量的理想方法，这种方法非常灵敏，不仅可以测定

蛋白质的分子量，还可以研究蛋白质的外形、直径，以

及寡聚蛋白中亚基与亚基之间的相互作用［OK Z OQ］。

A.BC 系统用作 [+BX 的在线检测器时，不用柱子校

准，不用参考标样，可直接得到所洗脱蛋白质的分子

量，而且是蛋白质在溶液中的分子量。由这些数据可

知蛋白质是以单体存在，还是二聚体，或是多聚体。

本文用 A.BC 确定了 ’()*+,-. 在溶液中的存在形

式，这 对 于 ’()*+,-. 新 药 质 量 标 准 的 制 定［OQ］和

’()*+,-. 机理研究来说，都是重要进展。

)*+,-. 分子中含有 & 个 X@=，已有研究结果发

现，氧化剂或者还原剂处理 )*+,-. 可以明显改变

其酶活性［O&］，提示 )*+,-. 酶活性在体内可能受氧

化还原信号途径（F3>7\ =#$428 125(;2@）调控。但到

目前为止，还没有直接实验证据揭示 )*+,-. 中二

硫键的位置及其变化规律。应用本文所采用的质谱

和多角度激光散射技术，有可能解决这一问题，这方

面的工作已取得重要进展。
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