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不同哺乳动物细胞表达尿激酶原的研究

钱 锋 肖成祖 高丽华 张正光 郭智霞 俞炜源
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摘 要 以重组尿激酶原（34(056）为研究对象，构建了细胞表达载体，对不同细胞表达载体进行了较为系统的比
较性研究。确定了所构建34(056三种载体的表达特性，成功建立了34(056哺乳动物细胞表达系统。重组+-7-)0
8-、’94(和:3$／%细胞表达34(056的水平分别是$%%、!$;&和&%<5／（!%"=9))*$2>）。亲和层析纯化34(056纯度
在/%?以上。免疫吸附溶酰胺测定表明@AB细胞表达34(056单链比例最低，而’94(和+-7-)8-细胞表达34(0
56单链比例最高。该研究对生产34(056时，选择更好的哺乳动物细胞表达系统具有重要的指导意义。
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尿激酶原（F4(G4(HIJ-K9，简称34(056）是一类
丝氨酸蛋白酶，可以激活体内的纤溶酶原转变成有

活性的纤溶酶，从而溶解血栓中的纤维蛋白，因此在

溶血栓的治疗方面有着广泛的应用。34(056中

L.K!&D0<)9!&/间肽键容易被纤溶酶及其他一些酶类水
解，生成尿激酶（G4(HIJ-K9，简称56）。56由E链
和M链两条肽链组成，靠链间二硫键连接。和56
相比，34(056和纤维蛋白的亲和力较高，激活纤溶
系统的部位常在血栓形成的部位，因而引起全身出

血倾向的副作用要比尿激酶小，是一种更优越的纤

溶酶原激活剂［!］。F4(056和56之间往往只有一
个多肽键的差异，两者在分子表面特性、抗原性以及

分子量方面非常相似，常规层析方法难以分离，34(0
56下游纯化非常困难。
最常用于表达外源基因的哺乳动物细胞是

@AB，二氢叶酸还原酶（N>O4P）的@AB细胞可使外
源基因在,QR压力下基因拷贝数扩增，外源蛋白
质得到较高水平表达［$］。但随着研究的深入，人们

发现@AB细胞作为宿主细胞有着某些缺点。:-S(>
等比较了@AB细胞和人淋巴瘤+-7-)8-细胞表达
的34(056的稳定性。@AB表达的34(056被该细
胞分泌的半胱氨酸类内肽酶降解成双链尿激酶。相

反，+-7-)8-细胞表达的34(056没有出现降解，提
示不同系统表达的重组蛋白的稳定性可能取决于不

同宿主细胞［#］。故本文拟选用 +-7-)8-、’94(、

:3$／%等细胞作为宿主细胞，以34(056为对象，研
究它在不同细胞中表达的特性，希望通过研究筛选

出新的更好的生产34(056的宿主细胞。

! 材料和方法

!"! 菌株、质粒和细胞株
大肠杆菌TA&!，非洲绿猴肾细胞’94(，表达

34(056的@AB细胞和鼠骨髓瘤细胞:3$／%为本室
保存。真核表达载体3=T+E#L-=U由北京医科大学
汤健教授惠赠。质粒356、35#、3:’$N>O4等由本
所俞炜源教授提供，3:’$J9(购自@)(J9S9=>公司。
人M淋巴瘤+-7-)8-细胞由中国科学院上海细胞
生物学研究所惠赠。来源于非洲绿猴肾的@(K01细
胞由本院王海涛教授惠赠。

!"# 质粒$%&操作
限制酶及T+E连接酶、6)9J(8大片段酶等分

别购自F4(7-V9公司及中国华美生物工程公司。质
粒T+E的酶切、连接和转化等操作参照文献［2］有
关章节进行。用碱变性法［2］抽提T+E，参照生产商
所述方法用阴离子交换层析柱C<EWX+"Y0QI3$%纯
化T+E。或者用聚乙二醇法［2］纯化T+E。

!"’ 细胞转染及克隆筛选
用一定剂量的酶切线性化的质粒电穿孔法［&］

转染’94(、:3$／%和+-7-)8-细胞。即将（$"&）Z
!%1细胞悬浮于%;&7L=.S(7I[缓冲液（!$%77()／L



!"#，$%&’(()#／* "+"#,，&$(()#／* !,-./0，

1-2%3，,’(()#／*-4.45，1-2%3，,(()#／*467
89，1-2%3，’(()#／* :;"#,，,(()#／* 98.，’
(()#／*谷胱甘肽），于<=)7>+?6@A@.B#C@D!电击
仪，$%,E(间距电击槽F$$G，&$$$"H条件下进行电
击。细胞重悬于&$(*完全培养基F2I，"/,孵箱
培养0JK后，换含一定浓度的60&J培养基，分种细
胞于L3孔细胞培养板进行筛选。&’?左右细胞克
隆出现，取细胞上清测1D)7M!活性，挑有活性细胞
克隆有限稀释法纯化。G@D)细胞采用脂质体法和
电穿孔法转染细胞，脂质体法根据生产商所述方法

进行。

!"# $%&’()活性测定
采用改进的纤维蛋白平板法（H9.9）［3］进行测

定。

!"* +,-加压实验
采用文献［2］所述方法并加以修改。

!". /0120%345&22637实验
分别取51,／$细胞和N+(+#O+细胞培养上清，

与等体积还原或非还原上样缓冲液混合，5P57
.964每孔上样,$"*，电泳完毕后，将蛋白带半干
电转移至硝酸纤维素滤膜，用自制兔抗人1D)7M!
多抗血清作为一抗，二抗采用本院五所生产的辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔Q;6，R@CS@DAT#)SS=A;检
测1D)7M!的表达［0］。

!"8 $%&’()纯化
用抗1D)7M!单克隆抗体亲和层析法纯化细胞

培养上清中的1D)7M!［J］。

!"9 免疫吸附溶酰胺检测（:;;）
按文献［L］方法进行。

< 结 果

<"! $%&’()真核表达载体的构建
为了实现1D)7M!基因在真核细胞中的表达，

构建了真核表达载体。真核表达载体1EPN9FM!
具有以下特点：人巨细胞病毒早期启动子（.":G）
和增强子调控1D)7M!的高效表达；!"#基因作为阳
性筛选标记；牛生长激素基因的加1)#U9和转录终
止信号增加了(>N9的稳定性。
考虑到不同哺乳动物细胞可能需要不同增强子

和启动子以获得外源基因的有效表达，为了增加

1D)7M!在真核细胞中表达的机会，实验中还选用了
不同的表达质粒。现将所用质粒单一内切酶和各自

调控成分及筛选标记列于表&。

表! 试验用表达质粒特性

,=450! ,>0$%&$0%2601&?$5=1@6A1B10A632>6112BAC

:)A)7

D@CSD=ES=)A

C=S@

6@A@

@V1D@CC@?
1D)()S)D

5@#@ES=)A

;@A@
FWC@XB@AE@

1EPN9FM! $%&Q 1D)7M! ":G. !"# <6-19$

1M! ’()Q 1D)7M! :81D) *+,- 5G0$19

1MF $%&Q 1D)7M! 9?Y:*. *+,- 5G0$19

15G,A@) ./#0Q !"# 5G0$ !"# 5G0$19

15G,?KZD ./#0Q *+,- 5G0$ *+,- 5G0$19

<"< 不同细胞表达$%&’()的水平

F种表达质粒在F种细胞系中的表达水平见表

,。不同宿主细胞表达1D)7M!水平高低依次是

51,／$!N+(+#O+!G@D)细胞。以质粒1EPN9FM!
为例，51,／$转化子表达1D)7M!水平最高是’$
QM／（&$3E@##C[,0K），N+(+#O+转化子表达1D)7M!
水平最高是2QM／（&$3E@##C[,0K），G@D)转化子表达

1D)7M! 水平最高是&QM／（&$3E@##C[,0K），提示

51,／$细胞可能较适合外源基因的表达，而G@D)细
胞最不适合。

表< 不同质粒在不同细胞稳定表达人$%&’()DEF;
的表达水平［:(／（!G.D0551H<#>）］

,=450< I2=4500J$%0116&3&?$%&’()K62>L$5=1@6A163

M=%6&B1D05556301［:(／（!G.D0551H<#>）］

.#+C(=? .D)()S)D G@D) 51,／$ N+(+#O+

1EPN9FM! K":G. & ,’（’$） 2

1M! :8.D) &[,’ A[?[ （F$）

1MF 9?Y:*. &（&[,’） &$ A[?[

N)S@：A[?[CS+T#@E@##E#)A@O+CA)SZ)BA?；SK@Z=;BD@C=A1+D@ASK@C@C

CK)OSK@1D)7M!@V1D@CC=)A#@Y@#)TS+=A@?TU#+D;@PN9?)C+;@@#@ESD)7

1)D+S=)A(@SK)?C+C(@AS=)A@?=A:+S@D=+#+A?:@SK)?C[

<"L +,-加压实验
细胞经过转染、筛选，得到表达1D)7M!的细胞

株后，用浓度逐渐增高的:8\对其进行加压筛选，
以便1D)7M!基因的扩增，增加1D)7M!的表达水平
（表F）。

表L 不同+,-（3@&5／N）浓度下重组细胞表达$%&’()
的水平［:(／（!G.D0551H<#>）］

,=450L O%&’()0J$%0116&350M05163M=%6&B1D0551K62>

A6??0%032+,-D&3D032%=26&31［:(／（!G.D0551<#>）］

$A()#／* ’$A()#／* ’$$A()#／* ’$$$A()#／*
G@D) ’ &,[’
51,／$ &$ ,$
N+(+#O+ F$ &$$ ,$$
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由上表可知，!种重组细胞中，"#$%&’表达水
平从高到低依次是 ()*)+,)［-../&／（0.123++45
-67）］，8"-／.［-./&／（0.123++45-67）］，93#$细胞
［0:-;/&／（0.123++45-67）］。

!"# $%&’%()*+,’’-).检测/(,012的表达
实验中发现，因 93#$细胞"#$%&’表达量太

低，其最高表达水平在;..<*$+／=>?@浓度下仅
为0-:;/&／（0.123++45-67），A34B3#<C+$BBD<E不能
检测到"#$%&’在93#$细胞中的表达。图0表示
在8"-／.细胞和()*)+,)细胞中都可检测到"#$%
&’的特异性条带，而且表达产物主要是高分子单
链"#$%&’。

图0 A34B3#<C+$BBD<E检测"#$%&’在8"-／.细胞和

()*)+,)细胞中的表达

FDE50 A34B3#<C+$BBD<E)44)G47$,3HB733I"#344D$<$J
"#$%&’D<8"-／.23++4)<HD<()*)+,)23++4

0:"#$%&’J#$*8"-／.23++4，H3$IDHDK3H；

-:"#$%&’J#$*()*)+,)23++4，H3$IDHDK3H；

!5"#$%&’J#$*8"-／.23++4，<$<%H3$IDHDK3H；

65"#$%&’J#$*()*)+,)23++4，<$<%H3$IDHDK3H

!"3 细胞株稳定性实验

0次传代后，对重组细胞持续分泌"#$%&’能力
的跟踪分析结果表明，重组()*)+,)细胞能持续稳
定分泌"#$%&’（图-），这表明扩增后的"#$%&’基

图- 重组()*)+,)细胞一次传代后分泌"#$%&’
的持续稳定潜力实验

FDE5- 8B)C+33I"#344D$<$J"#$%&’D<#32$*CD<)<B
()*)+,)23++4)JB3#23++HDLD4D$<

因可能已稳定整合进染色体。

!"4 /(,012的纯化
重组细胞扩大培养至0...*=转瓶中，收集细

胞培养上清，M-.N保存备用。
亲和层析法纯化"#$%&’。细胞培养上清最大

上样量为O=。8P8%QRST扫描结果表明，还原条件
下"#$%&’纯度在U.V以上。电泳图见图!。

图! 纯化自重组8"-／.细胞和()*)+,)细胞表达的

"#$%&’8P8%QRST图谱

FDE5! 8P8%QRST$J"#$%&’"W#DJD3HJ#$*#32$*CD<)<B
8"-／.)<H()*)+,)23++4

05Q#$B3D<>A*)#X3#：UY6..，11-..，6-Y..，!0...，066..；

-5"#$%&’"W#DJD3HJ#$*8"-／.23++4；

!5"#$%&’"W#DJD3HJ#$*()*)+,)23++4

!56 /(,012的溶酰胺活性
天然"#$%&’作为&’的前体形式，只有极低

的溶酰胺活性，只有当它被Q+)4*D<分解为&’后，
才具有对小分子底物8%-666的溶酰胺活性。而

&’却具有相当的溶酰胺活性［0.］。我们表达的重组

"#$%&’和天然的"#$%&’有相同的性质。它本身只
有极低的溶酰胺活性（直接溶酰胺活性），在被Q+)4%
*D<分解为双链之后，其溶酰胺活性得到了提高。

!"7 /(,012的分子量
用8P8%QRST方法测定。浓缩胶和分离胶浓

度分别为6:;V和0.V，还原条件下进行，用考马斯
亮蓝S-;.染色，分子量标准为U6，1Y，6!，!!和

0Y:;XP。电泳后对凝胶进行扫描，计算各蛋白的相
对迁移率，定出"#$%&’的分子量约为;-XP，这和
报道的天然"#$%&’的分子量接近［00］。

!"8 9::法测定各重组细胞表达/(,012单双链
比例

用/RR法分别测定了重组Z[\，93#$，8"-／.
和()*)+,)细胞表达尿激酶单双链比例，共测定6
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种细胞培养上清!批次，每批样品重复测定!次。"
种细胞培养上清中尿激酶原单链比例分别是#$%
"&’()，*+(／, &"’,)，-./.01. 23’3)，4567
8(’")。

! 讨 论
不同宿主细胞对产品审批和细胞大规模培养工

艺会产生不同的影响，也会产生不同的蛋白质糖基

化类型。-./.01.细胞是从患有9:6;<==淋巴瘤的
同名病人获得的一株人的类淋巴母细胞。该细胞曾

被大规模用于生产!干扰素［>(］。-./.01.细胞表
达的+67?@A 没有出现降解［!］。4567细胞是于

>8B(年从正常的成年非洲猴肾获得的。可支持多
种病毒的增殖，它已被准许用于人体。C$%建议
使用4567细胞生产脊髓灰质炎疫苗，以避免使用大
量的猴子［>!］。选择*+(／,细胞是因为该细胞能高
效表达外源基因［>"］。

+67?@A作为酶原形式很容易被一些蛋白酶降
解，使其变成双链@A。为了提高+67?@A的得率，
主要采取向培养基中加.+67=<D<D来抑制+67?@A的
分解［>>］，这样不仅增加了培养成本，而且+67?@A
的分解并不能完全避免。*.=7E等［!］在酶抑制实验
中发现，F+67=<D<D的抑制效率只有B,)左右，同时
他们发现，+67?@A的分解还和表达系统有关，在

#$%细胞中表达的+67?@A，其单链比例小于在-.?
/.01.细胞中表达的+67?@A的比例，他们认为

#$%细胞中的内肽酶是起主要作用的酶。本研究
用GFF法分别测定"种细胞培养上清中尿激酶原
单链比例分别是，#$%"&’()，*+(／,&"’,)，-.?
/.01.23’3)，45678(’")。表明在培养基不加任
何蛋白酶抑制剂的情况下，#$%细胞获得+67?@A
比率最低，+67?@A分解为@A最严重，而4567细胞
和-./.01.细胞+67?@A得率较高，表明这两种细
胞有利于+67?@A的稳定。
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