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摘 要 构建并表达兼有溶栓和抗凝活性、减少出血副作用的人组织型纤溶酶原激活剂（<FM:）和水蛭素（O’!）的融合蛋白。

通过提取总 /+: 和 /CFM=/ 获得 <FM: 基因，与 O’! 基因通过活化凝血因子 R（WRA）识别序列（PGT/）的对应碱基序列连接构成

融合蛋白基因，融合蛋白基因经 ;TGXFC、;P=Y 克隆至表达载体 ;P=YZ 上，电转导入毕赤酵母（;#0"#+ <+&/(*#&）TN""%。转化子摇

瓶内甲醇诱导表达。纤维蛋白平板溶圈法和纤维蛋白凝块法分别检测溶栓和抗凝活性。琼脂糖凝胶电泳结果显示克隆的 <F
M: 基因片段大小为 "&$$7;，序列测定结果表明其 9% 位氨基酸由文献报道的精氨酸突变为色氨酸。限制性酶切和 M=/ 鉴定结

果均表明融合蛋白基因已克隆入表达载体和宿主菌。甲醇利用实验、T#"D 抗性筛选获得多拷贝甲醇利用快型克隆。甲醇诱

导表达产物具有纤溶活性并可被抗 <FM: 抗体抑制。完整融合蛋白无抗凝活性，但以 WRA 裂解后可释放抗凝活性。同时，融合

蛋白以单链和双链两种形式存在。融合蛋白在血栓部位特有的 WRA 作用下靶向释放抗凝活性，具有溶栓抗凝双功能，有望降

低临床出血副作用。
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人 组 织 型 纤 溶 酶 原 激 活 剂（ !"##$%&!’(%
()*#+",-.%, */!"0*!-1，!&23）是由血管内皮细胞产生的

一种丝氨酸蛋白酶，能激活纤溶酶原成为纤溶酶，从

而降解血栓中的纤维蛋白，起到溶栓的作用。其

41",.)% !结构域能特异识别并结合纤维蛋白，所以

能在血栓局部激活纤溶酶原［5］，引起的出血副反应

较低。在血栓性疾病的治疗中，为了防止再栓塞，在

使用溶栓药物的同时，往往还使用抗凝药物。研究

表明，在与 !&23 联合应用的抗凝药物中，水蛭素效

果要优于肝素［6］。水蛭素是凝血酶的特异性抑制

剂，其 7 末端与凝血酶特异性结合，8 末端具有抑制

凝血酶的活性，其抑制常数达到 59: 5; +-)［<］。但水

蛭素具有引起出血的副作用。=>* 是一种胰岛素样

丝氨酸蛋白酶，在血栓发生时由其非活性形式 =>
活化生成，主要存在于凝血部位并在凝血途径中处

于关键和核心位置，可将凝血酶原转变为凝血酶。

以其识别序列作为连接肽构建融合蛋白，表达产物

可被其裂解。

本研究利用水蛭素 8&末端延伸引起活性降低

的特性，构建了一种通过 =>* 识别序列（?@AB）连接

的 !&23 与水蛭素的融合蛋白，期望完整的融合蛋白

在非血栓部位无抗凝活性而减小出血的危险，只有

被血栓部位 =>* 裂解后才释放水蛭素的活性而发

挥抗凝作用，从而实现在血栓局部发挥溶栓、抗凝双

功能，并降低出血的副作用。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 细胞、菌株与质粒：@7C<9; 细胞、! D "#$%
EFG"和 &%"’%( )(*+#,%* AH55G 为本室保存，(A@I&J
为 21-+%.* 公司产品，(?7K、(?7K4 为 ?,0"!1-.%, 公司

产品，(?7K&FC 为本室构建保存。

!"!"# 工具酶与抗体：逆转录试剂盒购自 21-+%.*
公司，E83 聚 合 酶、各 种 限 制 酶 和 连 接 酶 均 购 自

J*4*B* 公司，抗 !&23 抗体为军事医学科学院生物工

程研究所惠赠。

!"!"$ 其它试剂：B83 抽提液 J1"L-) 购自 A"M/- 公

司，A ;5N、蜗牛酶、牛凝血酶均购自 H".+* 公司，人纤

溶酶原和 =>* 购自 B-/O% 公司，人纤维蛋白原购自

中国药物生物制品检定所，琼脂糖购自 21-+%.* 公

司，各种培养基（PQ、R2E、II、IE、QIAR、QIIR）

均按 ?,0"!1-.%, 公司推荐的方法配制。

!"# 方法

!"#"! 引物设计与合成 引物 5（!&23 上游引物，含

-’##酶切位点）：GS&A 7J7 A3A 333 3A3 J7J J37
733 AJA 3J7 JA7 3A3 A3J A& <S，引物 6（ !&23 下

游引物，含 Q), 酶切位点）：GS&7 77J 3AA 7AA J7A
73J AJJ AJ7 37A 33J 77&<S，引物 <（含 =>* 识别

位点的水蛭素上游引物，含 Q), 酶切位点）：GS&7 77J
3AA 3J7 A33 AAJ 7AJ 3JJ 37J J37 37J A3J JAJ
37A A33 J7&<S，引物 ;（水蛭素下游引物，含 8-!#
酶切位点）：GS&JJ A7 AA7 7A7 JJ3 JJA J33 3J3
JJ7 JJ7 JAA&<S，均由上海博亚公司合成。

!"#"# !&23 基因的获取及序列测定 用 J1"L-) 试剂

从 @7C<9; 细胞提取总 B83 进行 BJ&27B，具体操作

按照试剂盒说明书进行。27B 反应条件为 KGT预

变性 G+",，KGT变性 5+",，GNT退火 5+",，U6T延伸

5VG+",，共 <9 个循环，最后 U6T延伸 U+",。琼脂糖

凝胶电泳分析 27B 产物。27B 产物与 (A@I&J 连

接，以蓝白斑显示挑取白色克隆测序。

!"#"$ 表达载体的构建：以 (?7K&FC 为模板，取引

物 <、; 进行 27B 以获取 GS端连有 =>* 识别位点的

水蛭素基因（=>*&FC，简称 =>F），27B 产物纯化后

连接 到 (A@I&J，测 序 正 确。用 限 制 酶 .$/#和

0#+#对 (A@I&J&=>F 进行双酶切，回收水蛭素基

因，以 J; E83 连接酶连接到以相同酶切的含 !&23
基因的重组载体 (A@I&J&!&23 的回收大片段，得到

(A@I&J&!&23&=>F，简 写 为 (A@I&J&J=>F。取 (?7K
和 (A@I&J&J=>F 以 -’##和 0#+#双 酶 切，回 收

(?7K 大片段和 (A@I&J&J=>F 小片段进行连接，得到

(?7K&J=>F。将 (?7K4 和 (?7K&J=>F 以 .(1F#和

2($#双酶切后连接，得到 (?7K4&J=>F，用 -’##和

0#+#作双酶切进行鉴定。表达质粒 (?7K4&J=>F
经 2($#线性化后以电转法转入 AH55G 细胞，涂 R2E
平板，<9T培养 6 W ;X。

!"#"% 菌落筛选及鉴定：从 R2E 平板上挑取同一

菌落依次转印至 II 平板和 IE 平板上，以检验转

化菌 的 甲 醇 利 用 型。用 A ;5N 以 9V6G、9VG、5、6、

;+.Y+P 的浓度进行梯度筛选，以获得多拷贝菌株。

从高浓度 A ;5N 平板上挑取单菌落以蜗牛酶裂解，

按文献［;］方法用引物 5 和引物 ; 进行 27B 扩增，进

一步证实表达质粒已转入 AH55G。琼脂糖凝胶电泳

分析 27B 产物。

!"#"& 摇瓶诱导表达：从含 ;+.Y+P A ;5N 的平板

上挑取单菌落，在 G9+P QIAR 培养基中以 <9T、<99

;GG 3’%/4*4 5#6,/($ #7 .%#+4"’/#$#89 生物工程学报 699G，C-)V65，8-V;



!"#$%培养至 !"&’’ ( ) * &，室温下离心，弃上清，菌体

以 +,,- 培养基重悬，在 .’/、.’’!"#$% 条件下培

养，每 )01 补加甲醇至终浓度 ’234，并取样离心收

集上清。

!"#"$ 蛋白电泳：对相同样品进行了还原性 5657聚
丙烯酰胺凝胶电泳和非还原性聚丙烯酰胺凝胶电

泳，采用 8)4的分离胶，34的积层胶，电泳结束后

进行银染。

!"#"% 溶栓活性检测：采用琼脂糖7纤维蛋白平板

溶圈法，参照文献［3］。用抗 97:; 抗体与表达上清

共孵育后测活以证实溶圈活性是由 <=>? 中 97:; 所

致。

!"#"& =>@ 裂解反应：参照文献［&］。3’’!A 样品

加入 ’2)B =>@，.C/反应 .’#$%。

!"#"’ 抗凝活性测定：参照文献［C］采用纤维蛋白

凝块法，取 <=>? 和经 =>@ 裂解后的 <=>? 进行活

性检测，以去离子水、97:; 和水蛭素为对照。具体

方法如下：样品进行 ) D 连续稀释，取 8’!A 样品加

入 )’!A 凝血酶（E FG"#A），混匀后室温放置 8’#$%，

加入 3’!A 纤维蛋白原（3#H"#A），观察纤维蛋白凝

块形成。以形成纤维蛋白凝块的最后稀释度为样品

的抗凝活性（;<G"#A）。

# 结果

#"! ()*+ 基因的获取及序列测定

通过 总 IJ; 提 取 和 I<7:KI 扩 增，获 得 了

8C’’LM 的基因片段，基因测序结果表明，除 .3 位氨

基酸色氨酸与文献报道精氨酸不同之外，其氨基酸

序列组成与文献报道一致［E］。

#"# 表达载体的构建

表达载体 MFKNO7<=>? 用 #$%"、&%’"双酶切

后琼脂糖凝胶电泳图如图 8。

图 8 重组质粒 MFKNO7<=>? 的酶切鉴定

=$HP8 IQR9!$S9$T% @%@UVR$R TW !QST#L$%@9$T% MU@R#$X MFKNO7<=>?
8：6J; #@!YQ! 6A)’’’；)：MFKNO7<=>?；.：6J; #@!YQ! 6A83’’’P

#$%"和 &%’"双酶切得到 8N’’LM 的片段，与

预期目的片段 <=>? 大小相同，表明 <=>? 基因正

确构建到了载体 MFKNO 上。

#", 菌落筛选及鉴定

每一转化子均能在 ,, 和 ,6 平板上快速生

长，且生长速度近似，说明转化子是甲醇利用快型

,B9Z 。从 CE 个 ,B9Z 个转化子中经 [08E 浓度梯度

筛选，在 0#H"#A [08E 平板上获得了 E 个高抗性菌

株。转化子 :KI 扩增分析结果得到 8N’’LM 片段，与

目的基因 <=>? 大小一致。

图 ) 转化子 :KI 产物琼脂糖电泳

=$HP) :KI @%@UVR$R TW WBR$T% HQ%Q $% [5883
8：6J; #@!YQ! 6A)’’’；) * 0 @%X & * N：9!@%RWT!#@%9R；3：[5883"

MFKNOP

#"- 摇瓶诱导表达

每 )0 1 补加甲醇前取样，分别在诱导前、诱导

)0 1、0E 1、C) 1、N& 1 取样，离心取上清分别进行还

原性 5657:;[\ 和非还原性 :;[\，银染结果分别见

图 . 和图 0。

图 . 融合蛋白的还原性 5657聚丙烯酰胺凝胶电泳

=$HP. IQXBS$%H 5657:;[\ TW WBR$T% M!T9Q$% Q]M!QRRQX
LV [5883"MFKNO7<=>?

8：$%XBSQX WT! )01；)：$%XBSQX WT! 0E1；.：$%XBSQX WT! C)1；0：$%XBSQX WT!

N&1；3：#TUQSBU@! ^Q$H19 R9@%X@!X；&：R@#MUQ LQWT!Q $%XBS9$T%P

从图 . 中可看到，在分子量约 C’Y6 和 .3Y6 处

出现表达量随诱导时间延长而逐渐增多的两条蛋白

带，而在图 0 中，只在大分子量处出现一条随诱导时

间延长而逐渐增多的蛋白带。这是因为 <=>? 中的

97:; 在 ;!H)C37FUQ)C& 间可被蛋白酶裂解，生成由一

对二硫键相连的两条链［E］，单链 97:; 和双链 97:; 具

有相同的溶栓活性［N］。在诱导表达过程中，部分
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!"#$可能被裂解，所以在进行还原性 %&%"#$’( 时，

未被裂解的单链融合蛋白 )*+, 表观分子质量为

-./& 的蛋白带，而被裂解的双链 )*+, 中的二硫键

打开形成相对分子量约为 01/& 的两条链。在非还

原性 #$’( 中，单链和双链 )*+, 的电泳行为是一

致的，表现为一条蛋白带。

图 2 融合蛋白的非还原性聚丙烯酰胺凝胶电泳

*3452 678"9:;<=384 #$’( 7> ><?378 @97!:38 :A@9:??:;
BC ’%DD1E@FGHI")*+,

D：38;<=:; >79 J2K；J：38;<=:; >79 2LK；0：38;<=:; >79 -JK；2：38;<=:; >79

HMK；1：N7O:=<OP9 Q:34K! ?!P8;P9;；M：?PN@O: B:>79: 38;<=!3785

!"# 活性测定

!"#"$ 溶栓活性：发酵液上清按文献［1］描述方法，

以等体积加样检测纤溶活性，结果表明随着诱导时

间的增加，溶栓活性增强（图 1）。当 HM K 诱导上清

与抗 !"#$ 抗体共孵育后，其纤溶活性丧失，表明融

合蛋白保留了其 !"#$ 的活化纤溶酶原为纤溶酶的

功能。

图 1 融合蛋白在 ’%DD1 中表达产物活性鉴定

*3451 *3B9387OC!3= P=!3R3!3:? 7> !K: :A@9:??:; @97;<=!?
7> !9P8?>79NP8!?

D：?PN@O: B:>79: 38;<=!378；J：38;<=:; >79 DJ K；0：38;<=:; >79 J2 K；2：

38;<=:; >79 2L K；1：38;<=:; >79 -J K；M：38;<=:; >79 HM K；-：!"#$；L：

!K: =<O!<9: ?<@:98P!P8! 38;<=:; >79 HMK，B7<8; Q3!K P8!3"!"#$ P8!3B7;C5

!"#"! 抗凝活性：各样品测定结果见图 M，对照中去

离子水和 !"#$ 均无抗凝活性，水蛭素（0N4ENS）抗凝

活性较高，完整融合蛋白 )*+, 无抗凝活性，经 *+P
裂解后 )*+, 表现出较低的抗凝活性。这说明水蛭

素 6"端因连接 !"#$ 被封闭后其抗凝活性丧失，该结

果与文献报道水蛭素的 6"末端对其抗凝活性和功

能至关重要是一致的［D.］。经 *+P 裂解后 )*+, 表现

出了一定的抗凝活性，说明水蛭素的抗凝活性被释

放，其活性较低的原因可能有：)*+, 的表达量较

少，裂解出的水蛭素浓度较低；*+P 裂解反应可能不

彻底，部分 )*+, 未被裂解开。

图 M 融合蛋白被 *+P 裂解前后抗凝活性的变化

*345M $8!3=7P4<OP8! P=!3R3!C 7> )*+, B:>79:
P8; P>!:9 =O:PRP4: BC *+P

% 讨论

!"#$ 是临床上治疗血栓性疾病的重要溶栓药

物，是对急性心肌梗死、肺梗塞等患者进行急救的首

选药物。目前主要通过基因工程方法利用动物细胞

培养生产 !"#$，其生产周期长，易污染，成本高［DD］。

而利用大肠杆菌工程菌生产则需对包涵体进行变

性、复 性，!"#$ 含 有 D- 对 二 硫 键，活 性 回 收 率 较

低［DJ］。水蛭素分子中有 0 对二硫键，与 !"#$ 融合后

的 )*+, 将含有 J. 对二硫键，若以包涵体形式表

达，其变性、复性将更加困难。所以我们选用毕赤酵

母对融合蛋白进行表达，其优点在于：毕赤酵母属于

真核表达系统，且是分泌表达，有利于保持融合蛋白

的正确构象和活性。本研究成功地将融合蛋白基因

导入了毕赤酵母并获得了有活性的表达产物，但摇

瓶内表达量较低。随后以发酵罐进行表达，表达量

未见显著提高，表达产物主要以双链形式存在，且杂

蛋白增多。其原因可能是：对 !"#$ 密码子进行分析

发现，其编码精氨酸的密码子在毕赤酵母中是稀有

密码子，可能影响了其表达效率；表达产物在发酵罐

中降解增多，影响了最终的表达量。

目前临床所用溶栓和抗凝药物存在的普遍问题

是具有出血副作用。溶栓和抗凝药联合使用，有可

能使出血倾向更严重。已有研究工作者将水蛭素与

溶栓药物构建融合蛋白［D0 T D2］，结果表明将水蛭素构

建至溶栓药物的下游，水蛭素将失去抗凝活性。构

建至上游其活性保持良好，这样虽然能够提高溶栓

效果，但水蛭素引起的出血倾向也无法避免。

本研究创新点在于在构建融合蛋白基因时将水
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蛭素置于 !"#$ 下游，中间连以 %&’ 识别序列。其意

义在于：%&’ 在游离状态下活性很低，但在血栓部位

其它因子的参与下，其活性将显著提高［()］。因此，

在非血栓部位，融合蛋白很少裂解，水蛭素 * 端被

上游 !"#$ 封闭，其抗凝活性丧失，可减少出血副作

用的发生；而在血栓部位利用高活性的 %&’，将融合

蛋白裂解生成 !"#$ 和 +,，在血栓局部发挥溶栓和

抗凝作用，提高溶栓抗凝效率，减少循环系统中 !"#$
和 +, 的浓度，从而降低出血副作用。另外，由于

+, 只有被 %&’ 裂解下来后才具有抗凝活性，其裂

解过程起到了缓释作用，因此也可能降低出血副作

用。本研究结果显示，在体外，完整融合蛋白具有溶

栓活性而无抗凝活性，但在 %&’ 作用下释放出抗凝

活性，这意味着在体内发生血栓时，融合蛋白可靶向

性地在血栓部位体现出溶栓和抗凝的双功能，从而

提高溶栓效率，减少出血副作用，这需要体内实验的

进一步证实。
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安捷伦科技在上海成立全新科学培训中心

CMM) 年 ) 月，安捷伦科技宣布在上海成立全新的生命科学和化学分析技术培训中心。该中心将为亚太区的科学家提供

适用于食品安全、环境检测、石化检测、药品检测和生命科学方面的主要测量技术培训。

新的培训中心位于 CMMC 年在上海成立的安捷伦研发和制造中心旁边。它将为中国及包括日本、韩国、印度、泰国、新加坡

和马来西亚在内的亚太区其他国家的工业、政府及大学的科学家提供服务。在第一年内，将会有大约 (XM 人接受来自中国和

其他国家的科学专家进行的培训。

学员们将得到化学分析和生命科学技术方面亲自动手的指导机会。这令他们能够对化合物进行精确鉴别、量化和分析，

并推动生物科学研究的进程。这项培训将帮助科学家加速基础研究和新药品发现进程，并提升质量管理以及主要的测试与

测量能力。

中国是安捷伦最大和发展最快的市场之一。培训中心的学员将大部分来自中国。中国学员将主要关注于在中国非常重

要并处于发展中的食品安全、环境检测、以及石化、药品及中药行业方面的技术。

上海培训中心是安捷伦在全球设立的第三家此类机构。其他两家分别位于美国和德国。

更多关于技术支持、合作伙伴以及决策管理方面的信息，请访问 PPP: ’80>-2! : F=?_8=_2-P5
（万博宣伟 供稿）
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