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凝胶色谱柱复性在低分子量尿激酶原突变体（!"#$%&’()*）中的应用

焦建伟 俞梅敏 茹炳根"

（北京大学生命科学学院蛋白质工程国家重点实验室 北京 !%%0"!）

摘 要 将构建的一种具溶栓和抗栓双重功能尿激酶原突变体（DEB<FG/#$H）基因，在大肠杆菌中进行表达。由于

DEB<FG/#$H 分子较大并且表达量较高，目的蛋白质基本以包涵体的形式存在。包涵体中的蛋白质是无活性的蛋白

质，为了获得有活性的蛋白质，就需要对包涵体进行变性及复性。尝试了一种新的凝胶色谱柱复性方法，并通过柱

复性方法与常规的稀释复性方法进行了比较，发现柱复性方法明显优于稀释复性方法，具有成本低，效率高，并对

目的蛋白质（DEB<FG/#$H）进行了初步纯化等优点，尤其对酶这一类容易失活降解的蛋白质进行复性时，很值得进行

推广应用。
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在血栓病的药物治疗中，单链尿激酶型纤溶酶

原激活剂（EB</FG）是一种首选的溶栓药物［!］。单链

尿激酶（又称尿激酶原）其实是双链尿激酶（JB</FG）

的前体，但是它又不同于一般的酶原，它本身具有一

定的纤溶酶原激活剂的活性，同时能选择性地激活

纤维蛋白附近的纤溶酶原，因而在治疗血栓病人的

过程中具有一定的优势［$］。低分子量单链尿激酶原

（EB<FG/#$H）是尿激酶原的一种衍生物，缺少尿激酶

原 + 端的 !5# 个氨基酸，但具有与尿激酶原相似的

性质［#］。抗栓肽（D4B(;E:C）具有很强的抗栓效果［5］。

我们在低分子量尿激酶原基因的基础上融合了这种

抗栓肽（D4B(;E:C）的基因，目的是想构建一种具有溶

栓与抗栓功能的尿激酶原的突变体（DEB<FG/#$H）。

DEB<FG/#$H 基因在大肠杆菌中得到了高效表达，但

由于在大肠杆菌中，尿激酶原突变体是以包涵体形

式存在的，为了获得有活性的蛋白质，必须先对包涵

体进行变性和复性。包涵体的复性工作是获得活性

蛋白质的难点和重点，影响复性的因素很多，主要与

蛋白质本身的氨基酸组成，分子结构及疏水特性有

关，其次复性液中的离子强度、?K、蛋白浓度也对蛋

白质的复性效率有一定的影响。目前用于复性的方

法很多［&］，并且对于不同的蛋白质用于复性的方法

不尽相同，所以必须进行复性条件及方法的探索。

传统的复性方法是用流加稀释法，操作周期长，复性

效率低。最近报道的一种柱洗脱复性的方法可以降

低复性过程中多聚物形成的趋势，并能对目的蛋白

质进行初步纯化［1］。由于 DEB<FG/#$H 是以酶原形

式进行表达的，比较容易降解，克服这个问题的关键

是缩短操作周期，本文首次尝试柱复性方法来对

DEB<FG/#$H 进行复性，取得了很好的效果，具有很

好的应用前景。

+ 材料和方法

+ ,+ 材料

?83$2- 和 LM$!（D8#）购 自 +(N-O4C 公 司；

?PQ!2/?;(PH 由本实验室构建；血纤维蛋白原、凝血

酶原和尿激酶标准品购自中国药品生物制品检定

所；R4?S-B;.) R/$%% 购自 FS-;9-B:- 公司；氧化型T还原

型谷胱甘肽（URRUTURK）购自 F;(94O- 公司；各种限

制酶购自 L:()-=E 公司；其余试剂均为分析纯。

+-) 方法

+-)-+ 低分子量尿激酶原突变体基因的获得：DE/
B<FG/#$H 基因片段是从 ?PQ!2/?;(PH 中通过 FQV
扩增得到的；D4B(;E:C 基因是由人工合成；将 EB<FG/
#$H 基因与 D4B(;E:C 基因经过连接后，克隆到表达

载体 ?83$2- 中，得到重组表达载体，并在大肠杆菌

中进行诱导表达。

+-)-) 低分子量尿激酶原突变体的表达及包涵体



的处理：将含有低分子量尿激酶原突变体的重组质

粒，首先转化大肠杆菌 !"#$（%&’），然后挑取单克隆

菌于 ()*" "! 培养基中 ’+,过夜培养，然后以 $ - $)
的比例接种于 ())*" 的培养基中，于 ’+,生长至

!.)) / )01 2 )0.（约 #3），加入 4567 至 终 浓 度 )0$
**89:" 进行诱导培养 (3 后，离心收集菌体。

菌体悬于 $))*" 破菌溶液中（()**89:" 6;<=>?9，
)0$(*89:" @A?9，BC+01），冰浴超声破碎 #1*<D，+)));:
*<D 离 心 $(*<D，收 集 包 涵 体 沉 淀。将 包 涵 体 用

$))*" 洗涤液（()**89:" 6;<=>?9，)0$(*89:" @A?9，$E
6;<F8D G $))，BC+01）洗涤 ’ 次，收集包涵体沉淀，最

后将包涵体冻干。将包涵体冻干粉溶于 #)*" 变性

缓冲液中（H*89:" I;JA，()**89:" 6;<=>?9，)0$(*89:"
@A?9，(**89:" &%6K，()**89:" ! LJ;MABF8JF38D89，
BC+01）中 1,搅拌 $#3。

!"#"$ 复性：K0 稀释复性：将变性的 %=MN5K>’#O
蛋白质，$# )));:*<D 离心除去不溶物，然后将上清对

不含!>巯基乙醇的变性缓冲液透析 ’ 2 (3。再次离

心后的上清溶液缓慢滴于 $)))*" 复性缓冲液中

（#*89:" I;JA，()**89:" 6;<=>?9，)0$(*89:" @A?9，
(**89:" &%6K，$0#(**89:" 7PC，)0#(**89:" 7PP7，

BC$$），1,放置复性 #13。!0 凝胶色谱柱复性：首先

用平 衡 缓 冲 液（()**89:" 6;<=>?9，)0$(*89:" @A?9，
(**89:" &%6K）对 PJB3AM;Q9 P#))（#)** G R))**）凝

胶过滤柱进行平衡，然后将变性的蛋白质上样。然

后用洗脱缓冲液（平衡缓冲液 S $0#(**89:" 7PC S
)0#(**89:" 7PP7）对样品进行柱复性。

!"#"% P%P>聚丙烯酰胺凝胶电泳（P%P>5K7&）：制备

$(E的分离胶，(E浓缩胶，()T 恒压电泳 (3，然后用

)0$E考马斯亮蓝 U#() 染色。

!"#"& 蛋白质浓度的计算：以牛血清白蛋白作为标

准，考马斯亮蓝 7#() 法［+］测定蛋白浓度。

!"#"’ 血纤维蛋白平板法测活：以尿激酶标准品为

计算活性的参照，参考文献［H］。

!"#"( 相对复性率的计算：首先确定包涵体中蛋白

质的含量（K）；计算出复性蛋白质的含量（!）。相对

复性率 / !:KV（! 的计算方式为，! / 测得样品的活

性:%=MN5K>’#O 纯品比活；以功能性 %=MN5K>’#O 纯

品的比活作为参照品）。

!"#") WJ=FJ;D X98F 分析：将进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳后的凝胶取下后，在电转印装置中转印 (3，然后

将转有蛋白质的硝酸纤维膜浸泡于抗 IO 的单克隆

抗体腹水中，’+,保温 #3，再加入碱性磷酸酶标记

的羊抗鼠 4Y7 溶液，’+,保温 $3，最后加入显色液室

温显色 $3。

# 结 果

#"! 融合基因的构建及表达

通过末端带有合适酶切位点的两条引物，从

BI?$R>B;8IO 中扩增 =MN5K>’#O 基因，经过限制性酶

切后回收基因片段。人工合成编码 %JM8;=<D 的基因

片段；将 =MN5K>’#O 基因，%JM8;=<D 基因，以及 B&6#RA
片段同时进行连接后，得到重组表达载体。经过限

制性酶切验证以及核苷酸序列测定，结果正确。将

重组表达载体转化大肠杆菌后，在 4567 的诱导下目

的蛋白质获得表达。

#"# *+,-./0$#1 包涵体的处理

由于 %=MN5K>’#O 的分子量较大，目的蛋白质基

本以包涵体的形式存在。要获得有活性的蛋白质，

就必须对包涵体进行变性及复性。为了提高复性效

率，包涵体一定要充分洗涤，因为大肠杆菌中的残余

物例如杂蛋白质、核酸、磷脂等会降低目的蛋白质的

复性效率。尽可能提高 %=MN5K>’#O 在整个包涵体

中的含量，将会大大提高下面的复性效率。通过图

$ 可以看出经过充分洗涤后的包涵体中 %=MN5K>’#O
的含量很高，为随后的蛋白质复性作好了充分准备。

经初步计算 ())*" 培养液可得 $))*Y 包涵体冻干

粉，其中蛋白质的含量为 H)*Y。将包涵体溶解于

#)*" 变性缓冲液中，1,放置 $#3。将变性的 %=MN>
5K分成 # 份，做平行对照，比较 # 种复性方法的得

率。一份用于稀释复性，另一份用于柱复性。

图 $ 包涵体的 P%P>5K7& 图谱

Z<YV$ P%P>5K7& =38[<DY <DM9N=<8D X8\<J=
$ V 5;8FJ<D *A;]J;；#V 4DM9N=<8D X8\<J=

#"$ 稀释复性

将透析后的 $)*" 变性蛋白质按 $ - $)) 的比例

缓慢滴入 $" 复性缓冲液中，由于 %=MN5K>’#O 含有 R
对二硫键，所以复性缓冲液中 7PC:7PP7 一定要保
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持适当的比例（! "#），来保证分子内二硫键的正确配

对。复性 $%& 后，经纤维蛋白平板测定溶栓活性及

蛋白质浓度检测，最后获得有活性的目的蛋白质为

#’()，*+,-./01$2 的复性率达 #34!5。

!"# 凝胶色谱柱复性

将 #’(6 变性蛋白质，上样于用平衡缓冲液平

衡好的 789&:,;<= 7$’’ 凝胶过滤柱。尝试用洗脱缓

冲液（平衡缓冲液 > #4$!((?=@6 A7B > ’C $!((?=@6
A77A）进行目的蛋白质的复性。洗脱液的流速控制

在 ’41(6@(DE，让 *+,-./01$2 充分复性。最后将收

集到的样品分别测活，结果证明用柱复性进行复性

后得到有活性的 *+,-./01$2 的含量为 %F()，复性

率为 3’5。洗脱图谱见图 $，从活性曲线可以看出

目的蛋白质主要集中在峰 1。

图 $ 789&:,;<= 7$’’ 对 *+,-./01$2
进行复性的洗脱图谱

GD)C$ H8E:I-;:ID?E ?J *+,-./01$2 I&;?-)&
789&:,;<= 7$’’ ,&;?(?I?);:9&<

K?=-(E：$’((L M’’((；N=-ID?E ;:I8：’C1(6@(DE

图 1 *+,-./01$2 通过 789&:,;<= 7$’’ 复性

和纯化后的 7*70./AN 图谱

GD)C1 7*70./AN +&?ODE) *+,-./01$2 ;8J?=PDE) :EP
9-;DJD,:ID?E Q< 789&:,;<= 7$’’

#C *+,-./01$2 ODI&?-I ;8P-,ID?E；$C *+,-./01$2 ODI&

;8P-,ID?E；1 C .;?I8DE (:;R8;

取峰 1 的峰尖进行 7*7 聚丙烯酰胺凝胶电泳，

从图 1 看出经过柱复性后蛋白质的纯度很高，并且

不加还原剂与加还原剂进行电泳的蛋白质条带都为

一条带，位置在13 ’’’左右，进一步证明了复性后的

蛋白为单体。S8+I8;E Q=?I 分析结果（图 %）表明重组

蛋白质 *+,-./01$2 保留了 +,-./01$2 的抗原性。

图 % *+,-./01$2 的 S8+I8;E Q=?I 分析

GD)C% S8+I8;E Q=?I :E:=<+D+ ?J P+,-./01$2
#C .;?I8DE (:;R8;；$C *+,-./01$2

总之，比较柱复性方法与稀释复性方法在

获得活性蛋白质的数量上有很大差别，前者的复性

效率是后者的 143 倍。而且如果通过稀释复性法对

蛋白质进行几百倍的稀释后，使得 *+,-./01$2 在复

性液具有很稀的蛋白质浓度，为后续的纯化带来极

大的不便。表 # 为两种复性方法的比较。

表 $ 稀释复性与凝胶色谱柱复性的比较

%&’() $ *+,-&./0+1 +2 34) 35+ .)1&36.&3/+1 )22)73：

8/(63/+1 &18 9)( 74.+,&3+9.&-4: .)1&36.&3/+1

.;?I8DE 9-;DI<

:JI8; ;8E:I-;:ID?E

@5

798,DJD, :,IDTDI<

@（#’% L UV@()）

H8,?T8;< DEP8W

@5

*D=-ID?E ;8E:I-;:ID?E !X Y M #C# Y ’C1 #3 C! Y 1

A8= ,&;?(:I?);:0

9&< ;8E:I-;:ID?E
M’ Y ! XC$ Y ’C! 3’ Y !

; 讨 论

大肠杆菌表达系统中，外源蛋白质能否表达是

其中的一个重要因素。但如果外源蛋白质以很高的

效率表达，往往以包涵体的形式存在。包涵体的形

成一方面有利于防治蛋白酶对外源蛋白质的降解，

另一方面包涵体中的蛋白质不具有生物活性，必须

对包涵体中的蛋白质在变性后进行复性。传统的复

性方法是将变性蛋白质缓慢稀释到复性缓冲液中进

行自然复性或透析复性。这种方法最大的缺点是脱

$’1 生 物 工 程 学 报 #F 卷



离变性环境的蛋白质由于疏水核心暴露于溶剂中，

不同分子间疏水核心的相互作用会产生多聚物沉

淀。影响复性的因素很多，主要有温度、!" 值、离子

强度、蛋白质浓度和纯度等［#］。

复性的过程应是一个缓慢脱离变性环境的过

程，柱复性方法能很好地控制这一过程。柱复性的

优点是保证变性蛋白质与复性缓冲液进行缓慢交

换，并在此过程中缓慢地完成复性，并且蛋白质分子

是逐渐分开的避免了分子多聚物的形成［$%］。蛋白

质柱复性的原理主要基于蛋白质分子与变性分子在

凝胶柱介质中具有不同的移动速度，当蛋白质脱离

变性分子时就开始进行空间结构域的重新组合和二

硫键的正确配对，不过这一过程是缓慢的，所以用复

性缓冲液进行洗脱时流速一定要慢。对于 &’()*+,
-./ 而言，由于分子量大以及二硫键较多，要完全恢

复其空间结构域需要时间较长，我们控制流速在

%0-123145，取得了很好的效果。而且 &’()*+,-./
本身容易发生失活和自身降解等问题，所以最重要

是减少蛋白质操作的周期，用凝胶过滤柱复性法来

进行 &’()*+,-./ 的复性，不仅减少了蛋白质操作的

周期而且将复性和纯化两个过程结合在一起，大大

提高了活性蛋白质的产率。

对于不同的蛋白质空间结构域的复杂程度不

同，复性时间也不同。总之，用分子筛进行复性的方

法可以减少复性及纯化过程的操作时间，而且操作

简便，并具有很高的相对复性效率，因此具有很好的

发展前景。
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