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尿激酶是目前临床上广泛使用的一种有效的溶栓制剂，

但由于尿激酶缺乏对血栓的特异亲和性，导致临床上尿激酶

的使用剂量较大，容易出现全身性出血等副作用。因而开发

对血栓特异的导向溶栓制剂是目前溶栓药研制的一个重要

方向。本实验室在以前的工作中，利用噬菌体表面呈现技

术，筛选到一种对人纤维蛋白特异的鼠单链抗体［!］，在对该

鼠抗体可变区进行结构模建的基础上［$］，对其进行了人源化

改造和体外亲和力成熟，得到亲和力和特异性较鼠抗体更好

的人源化单链抗体［0］。为研制导向溶栓制剂，本实验室构建

了人源化单链抗体/低分子量尿激酶的融合基因，并在大肠

杆菌中实现了高表达，但由于重组蛋白含有 " 对二硫键，而

且大肠杆菌胞内的还原环境不利于二硫键的正确配对，导致

表达产物不能正确折叠，表达产物主要以不溶的包涵体形式

存在，在可溶组份中不能检测到尿激酶的活性［#］。

为实现异源蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达，国内外的

科研工作者进行了多方面的尝试，包括：优化培养条件，尽量

降低目 的 蛋 白 的 表 达 速 率 以 促 进 其 正 确 折 叠［8］；或 构 建

3D7C、EF3 或 GHI 融合表达系统［1］，以提高异源蛋白的溶解

性；或共表达一些伴侣类分子以促进异源蛋白的溶解和折

叠［&］。本研究通过共表达二硫键异构酶 JKAL 和对宿主菌、

培养条件等表达因素进行优化，实现了融合基因在大肠杆菌

中的功能性表达，并利用亲和层析方法对胞内可溶组分中的

融合蛋白进行了纯化和体外生物活性分析。

" 材料和方法

"#" 菌株和质粒

大肠杆菌 HM$!（J90），ND;=6:;（J90），购自 +(O6=4? 公司，

本室保存。其中，大肠杆菌菌株 ND;=6:;（J90）为胞内还原系

统缺陷的菌株（即 /*3. P 1(* P 双突变），其本身为四环素抗性

和卡那霉素抗性。QHCJ/JKAL，本室保存，其复制子为 Q!8C，

为氯霉素抗性，能够与复制子为 L()9! 的质粒共存，该质粒

上克隆有 JKAL 的编码基因，且 JKAL 受阿拉伯糖启动子的控

制。Q93!8A/RR?/ST，本室构建，其为氨苄青霉素抗性，复制子

为 L()9!，并克隆有人源化鼠抗人纤维蛋白单链抗体/低分子

量尿激酶融合基因（RR?/ST）。

"#$ 抗原、抗体和生化试剂

RI3E、氨苄青霉素、氯霉素、四环素、卡那霉素和 HD6UV(DU
试剂购自上海生工生物工程有限公司；M/阿拉伯糖购自 K;=/
:6公司。抗原 J/U;:4D（JJ）为人交联纤维蛋白经纤溶酶原

水解后产生的一个特异性降解片段，带有交联纤维蛋白的特

异性抗原表位，本室制备；兔抗尿激酶 R=E，本室制备；WXI/
羊抗兔 R=E 抗体，购自北京中山生物技术有限公司。L+HD
活化的 F4QY6D(K4 #H 购自 IY6D:6@;6 公司。尿激酶标准、牛凝

血酶、牛纤维蛋白原购自中国药品生物制品检定所。蛋白质

分子量标准购自 F;=:6 公司。其它生化试剂均为分析纯。

"#% 双质粒共转化

转化时取等分子数的两种质粒混匀，然后按常规方法转

化相应的大肠杆菌感受态细胞。

"#& 可溶组份和不溶组份的制备

离心收菌 ! %%%=，#Z，!%:;?，重悬于 ![!% 培养体积的

IHF 中，超声碎菌。!# %%%=，#Z，!%:;?，取上清，经 %\#8!: 膜

过滤，为可溶组份；超声重悬沉淀部分于 ![!% 体积的 IHF
中，即为不溶组份。

"#’ 尿激酶亲和层析柱的制备

参照 IY6D:6@;6 公司 L+HD/6@];O6]4U F4QY6D(K4 #H 的使用

手册，将兔抗尿激酶 R=E 偶联于 L+HD/6@];O6]4U F4QY6D(K4 #H，

然后装柱。

"#( 融合蛋白的亲和层析

将制备的可溶组份样品上样于 R=E 亲和层析柱，IHF 洗

涤后，然后用 QW$\% 的 %\$:()[M E).@;?4/WL) 洗脱，分部收集



洗脱液并用 !"#$%& ’()* 调节 +, 至 -./，置 01保存备用。

!"# 溶圈法测定单链抗体$尿激酶融合蛋白中尿激酶活性

参照文献［2］进行。

!"% 血栓块的制备

参照文献［3］进行，并稍作修改。

!"& ’()*+分析单链抗体$尿激酶融合蛋白中单链抗体活性

抗原 44 包被酶联孔，随后用 !56789!:’;<<=/> 封闭；

加入融合蛋白样品（在本实验室中，是经血栓块吸附后的融

合蛋白样品），?-1，!@；洗涤后加入兔抗尿激酶 ABC，?-1，

!@；洗涤后加入 ,DE9羊抗兔 ABC 抗体，?-1，!@；洗涤后加入

FE4 底物液显色至适当强度，用 /"#$%& ,/ 7F0 终止反应并测

定 !"03/。

, 结果与讨论

,"! 人源化单链抗体$尿激酶融合蛋白在大肠杆菌中表达

的优化

为优化大肠杆菌菌株和质粒的组合，设计如下 0 种质粒

%菌株组合：

A：+G’!HI9AA=9JK%6&/!（4G?）

AA：+G’!HI9AA=9JK L +68494*IM%6&/!（4G?）

AAA：+G’!HI9AA=9JK%F()BN")（4G?）

AO：+G’!HI9AA=9JK L +68494*IM%F()BN")（4G?）

按以上设计，进行质粒的转化或共转化，并涂布于含相

应抗生素的 &6 平板（各自所用抗生素如下：A：氨苄青霉素，

AA：氨苄青霉素 L 氯霉素，AAA：氨苄青霉素 L 四环素 L 卡那霉

素，AO：氨苄青霉素 L 氯霉素 L 四环素 L 卡那霉素）。分别挑

单克隆，分别接种于含相应抗生素的 H>"& &6 培养基（同

前），/>>(%")=，?-1培养至 !"P>> Q >.2，AA 和 AO 中加阿拉伯糖

至终浓度为 >.>H5（#%$），?>1培养 ?>")=，然后 A、AA、AAA 和

AO 中都加 AE’C 至终浓度为 !""#$%&，?>1诱导培养 ?@。随后

收菌，重悬于 H"& E67 中，超声裂菌，制备可溶组份和不溶组

份。各取少量样品进行 7479E8CG，分析重组融合蛋白的表

达形式，结果表明，0 种组合中，融合蛋白都得到高表达，表

达产物都主要以包涵体形式存在（图略）。各取 !>!& 制备的

可溶组份样品，用溶圈法分析 0 种样品中尿激酶活性，结果

表明：在相同的实验条件下，A 可溶组份未能检测到尿激酶活

性，AA 和 AAA 可溶组份中能够检测到少量的尿激酶活性，而 AO
可溶组份中尿激酶活性最高（图 !）。

图 ! 溶圈法分析 0 种组合的可溶组份中尿激酶活性

R)BS! 8=N$T*)* #U NVW)X)WT #U Y(#Z)=N*< )= W@< *#$YI$<

U(NVW)#= IT W@< "<W@#[ #U [)**#$X<[ V)(V$<

,", 重组人源化单链抗体$尿激酶融合蛋白的纯化

首先以本实验室制备的兔抗尿激酶抗体偶联 M\6( 活化

的 7<+@N(#*< 06，然后装柱，制备尿激酶的亲和层析柱。

本实验室以胞内可溶组份中尿激酶活性为指标，对 AO
组合的表达条件进行了优化（包括 AE’C 浓度，诱导时间等），

然后参照优化的融合蛋白表达条件，制备了胞内可溶组份，

并利用制备的亲和层析柱对胞内可溶组份中的人源化单链

抗体9尿激酶融合蛋白进行纯化，经一步亲和层析得到电泳

纯的融合蛋白（图 /）。

图 / 纯化的融合蛋白的 7479E8CG 分析

R)BS/ 7479E8CG N=N$T*)* #U +Y()U)<[ UY*)#= +(#W<)=

NS EY()U)<[ +(#W<)=（"N(Z<[ ;)W@ W@< N((#;，]; Q H3Z4）；IS E(#W<)= "#9

$<VY$N( ;<)B@W "N(Z<(

,"- 纯化的重组人源化单链抗体$尿激酶融合蛋白的活性

分析

采用 6(N[U#([（M66C9/H> 染色）法对纯化的融合蛋白进

行蛋白定量，并用中国药品生物制品检定所的尿激酶为标

准，用溶圈法测定了纯化样品的尿激酶活性，结果表明纯化

的融合蛋白中尿激酶的比活达到 2> >>>AJ%"B 融合蛋白。

为进一步分析融合蛋白中单链抗体的生物活性，将纯化

的融合蛋白用含 !5678 的 E67’ 稀释至 !>!B%"&，取稀释后

的融合蛋白溶液 !"&，加入制备的血栓块，每隔 />")= 取出

!>>!&溶液样品，利用 G&A78 分析溶液中残留的单链抗体量

（见 !.3 节）。结果表明（图 ?）：随着吸附时间的延长，溶液中

残留的融合蛋白量逐渐减少，而且在吸附 !>>")= 后，溶液中

残留的融合蛋白量降低至起始量的约 />5，表明融合蛋白

中单链抗体保持了较好的血栓结合特性。

- 讨 论

大肠杆菌表达系统因其遗传背景清楚、操作简便、经济

快速等优点一直是重组蛋白的首选表达系统［!>］。但当重组

蛋白的表达需要转录后加工或翻译后修饰时，大肠杆菌表达

系统则往往难以胜任。特别是当需要表达的重组蛋白富含

图 ? G&A78 分析融合蛋白对血栓的亲和性

R)BS? 8=N$T*)* #U NUU)=)WT W# W@(#"IY* #U UY*)#= +(#W<)=

二硫键时，由于大肠杆菌胞内是一种还原环境，二硫键通常

不能稳定形成［!!］，导致表达的富含二硫键的重组蛋白不能
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正确折叠而形成包涵体。在本实验室以前的工作中，单链抗

体!低分子量尿激酶融合蛋白（其含 " 对二硫键）在大肠杆菌

中的表达时，主要以不溶的包涵体形式存在，胞内可溶组份

中不能检测到尿激酶活性［#］。而且本实验室曾尝试将融合

蛋白分泌到大肠杆菌的周质中，希望在周质中得到正确折叠

的重组蛋白，但结果表明大肠杆菌分泌该融合蛋白的能力很

低（结果未发表）。本研究通过选用胞内还原系统缺陷的菌

株 $%&’()&（*+,）和共表达 *-./ 等方法，促进了胞内二硫键

的形成及异构化，实现了人源化单链抗体!低分子量尿激酶

融合蛋白在大肠杆菌中的功能性表达。

本实验室以前的工作表明，设计融合蛋白时，在单链抗

体和尿激酶基因之间加入一段序列为（012# 34%）, 的连接肽能

够有效地促进融合蛋白的在体外的复性［#］。因此，在本研究

中，表达的人源化单链抗体!尿激酶融合蛋白中含有该柔性

的连接肽。本研究对纯化的融合蛋白的活性分析结果表明，

该融合蛋白基本保持了单链抗体和尿激酶的双功能，也暗示

该柔性肽能够消除融合蛋白折叠时的空间位阻，有利于融合

蛋白在胞内的正确折叠。本研究的结果为设计该融合蛋白

的真核表达载体提供了可靠的依据，也为研制导向溶栓药物

奠定了良好的基础。
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