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蚯蚓纤溶酶基因（!"!"!）在大肠杆菌中的克隆、表达及活性分析
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摘 要 从 \/FJ,FC查询到的蚯蚓纤溶酶（/,96@B’97 G1891F’(-610 /F]-7/，Q^Q）基因序列中，只有 ;W_">:!_翻译的蛋白质序列与
天然 :-LO!在 *O端具有较高的相似性。根据该基因的 %‘与 "‘序列设计引物，通过 .?OLM.从赤子爱胜蚓（:#&%$#+ -%/#9+）获得一
个完整的基因（\/FJ,FC，<a_=>_%_）。序列分析证明，由该基因编码蛋白质的 *O末端与天然 QGLO!的 *O末端的氨基酸顺序完
全相同。40,FL9’A16/ 59/31061’F 59’E9,7A分析显示，该基因与 ;W_">:!_相似性极高，二者均属于胰蛋白酶家族；不同的是，该基因
编码蛋白质的序列中含有 *O糖苷键的结构域，所以 <a_=>_%_是 :-LO!中的一个新基因。在此基础上，构建了该基因的原核
表达载体 5+;XO0!VO:-5O!，并进行了转化、诱导和表达。b/A6/9F 8(’661FE证明，表达产物同时具有 +JL和 :-LO!的抗原特异
性，是+JL和 :-LO!的融合蛋白（+JLO:-LO!）。经亲和层析分离纯化的+JLO:-LO!，在酪蛋白平板和纤维蛋白平板上表现出
明显的纤溶酶活性。
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蚯蚓纤溶酶（!"#$%&’#( )*+#*,’-.$*/ !,0.(!1，232）
是一组从蚯蚓体内分离到的具有纤维蛋白溶解和纤

溶酶原激活活性的蛋白酶，不同组分的性质和结构

各有差异［4 5 6］。根据研究推测，这些组分至少来源

于 7种基因，但这些组分与基因的一一对应关系至
今尚未弄清。目前 8!,9",:报道了 ;4 条与 232相
关的核酸序列，根据阅读框翻译后的 <=末端氨基酸
序列比对，绝大部分序列与 <":">*("［;］从 !"#$%&’"(
%"$)**"( 获得的 ? 个组分一致（3=!=4、3=!=; 和 3=
"），在这些序列中，只有 @A7?B6;7（来源于 +&(),&-
.)/&0-）编码蛋白质的 <=端为"88CD@EF823FGHI，
与 <":">*(" 报道的 3=#=4 和 3=#=; 的 <=端"
88E<@EF823FGHI 相近，但二者的蚓种不同。本
室［J］分离纯化的两个组分 +.F=#=4、+.F=#=;，以及
王锋［K］报道的组分 L和 !都是从 +&(),&- .)/&0- 获得，
然而它们的 <=末端氨基酸序列均与 3=#=4和 3=#=
;相同，即"88E<@EF823FGHI。从已报道的 232
基因比对得知，相近组分基因的前导序列相似性极

高。为了证明编码序列是否与蚓种有关，本文利用

@A7?B6;7的一些序列信息设计引物，通过 MC=FNM
从 +&(),&- .)/&0- 的 (M<@中获得一个新基因，尽管
该基因与 @A7?B6;7 的相似性达 O;P，但编码蛋白
的 <=末端氨基酸序列却与天然 +.F=#的 <=末端氨
基酸序列相同。

! 材料和方法
!"! 材料
赤子爱胜蚓（ +&(),&- .1)/&0- ）为本室养殖；

+ Q ’1*& RS4TO 为本室保存；US@I=/;V、抗 S9F 抗血
清、@(.-’1! M!1*, 和 + Q ’1*& C94 购自 <29 公司；
USD4O=C、C"W D<@ 聚合酶、+’1M#、2(/#、C7 D<@
连接酶、9/"92EC M<@ FNM X*$ 和 @Y"#’1! 8!- D<@
FZ#*)*/"$*’, X*$ 购自 C"X"M" 公司；纤维蛋白原购自
E[8S@公司；凝血酶购自中国药品生物制品检定所；
CM[0’-试剂购自 [,\*$#’Y!,公司；232、天然 +.F=#=4
以及抗 +.F=#=4抗血清为本室制备。
!"# 方法
!"#"! 蚯蚓纤溶酶基因（+.U=#）的获得及序列分
析：参考 -Z(+#’:*,"1!=K U#!/Z#1’# 的序列（8!,9",:：
@A7?B6;7），利用 F#*(!# F#!(*!#K]T 软件设计引物，
上游引物 F4 为：K^=C8NCNCN@8NNCCC8NN=?^，下游
引物 F;为：K^=CC@N8@8CC8CC88N8@=?^。采用两步
法 MC=FNM获得目的基因，即以蚯蚓（+&(),&- .)/&0-）
总 M<@为模板，用 ’-*Y’=LC进行反转录合成第一条

/D<@链，特异引物 F4、F;进行 FNM。扩增产物回收
纯化后，与 USD4O=C载体于 46_连接过夜，转化受
体菌 RS4TO。经筛选和鉴定的 USD4O=C=+.U=#阳性
重组质粒，委托北京华大基因研究中心测序。利用

<N9[ 和 EG[EE=FM‘C 中 的 9I@EC 和 E/",F#’1*$!
U#!L*/$*’, U#’Y#"(1对得到的序列进行相关的生物信
息分析。

!"#"# US@I=/;V=+.U=#融合表达质粒的构建：根
据上述测序结果，按照编码序列设计带有 +’1M#、
2(/#酶切位点的特异引物，上游引物 F? 为：K^=
N88@@CCN@C888C88C8@8N@8C=?^，下游引物 F7
为：K^=NNC8N@8CC@N8@8CC8CC88=?^，以测序的重
组质粒为模板进行 FNM。获得的 D<@片段与质粒
US@I=/;V连接，并转化受体菌 + ] ’1*& C94。阳性重
组质粒通过 FNM和双酶切进行筛选和鉴定。
!"#"$ 融合蛋白的表达、纯化和鉴定：将含 US@I=
/;V=+.U=#质粒的重组菌，按 4P的接种量转接 I9
液体培养基，?J_振荡培养过夜。次日按 4P接种
量转接 7T(I新鲜培养基，?J_振荡培养至 346TT a
T]6，加入 [FC8至终浓度为 4((’-bI，;T_诱导表达
4;%。离心收集菌体，超声破菌、离心，对上清和沉淀
分别进行 4;P EDE=F@82分析。可溶性融合表达产
物通过亲和载体（@(.-’1! M!1*,）进行纯化，并用抗
+.F=#=4和S9F抗血清进行G!1$!#, +-’$$*,Y［B］鉴定。
!"#"% 纤溶酶活性检测：分别采用酪蛋白平板法［O］

和纤维蛋白平板法［4T］对纯化的融合表达产物进行

纤溶酶活性检测。

图 4 琼脂糖凝胶（4P）电泳检测 MC=FNM扩增产物
3*YQ4 F#’LZ/$ ’) MC=FNM

4：$%! U#’LZ/$ ’) MC=FNM；S：("#:!#1 DI?TTT（?TTT+U，;TTT+U，

4KTT+U，4;KT+U，4TTT+U，JKT+U，KTT+U，;KT+U，4TT+UQ

# 结果

#"! 目的基因的获取
如图 4 所示，以蚯蚓总 M<@ 为模板，分别用

’-*Y’=LC和引物 F4、F;进行两步法 MC=FNM反应，产
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物用琼脂糖凝胶电泳（!"#$）检测。结果表明，反应
产物的分子量约为 #"%&’，大小与预期一致。
!"! 测序分析及同源性比较
将上述 ()*片段克隆至 +,(!-./中，获得阳性

重组质粒 +,(!-./.!"+.!。对该质粒进行序列测
定，结果表明，目的片段的全长为 0-1’+，编码 232个
氨基酸，其中前 4个氨基酸为前导肽。计算其编码

蛋白质分子量为 23%12(，等电点为 3"4!1。以该基
因序列为咨询序列，在 )567中用 68*9/进行检索
和比对，得到与已知 :;:核酸序列及其编码蛋白序
列的相似性，列入表 !。本研究得到的基因序列，与
*<31%423非常相近（核酸序列相似性为 -2$；成熟蛋
白质序列为 -1$，其中相同的氨基酸为 %%$、性质相
似的氨基酸变异为 =$），而与其他序列相差甚远。

表 # 目的基因与其他蚯蚓纤溶酶核酸和蛋白质氨基酸序列的相似性比对
$%&’( # )*+*’%,*-. /0 123’(/-*4( %14 %+*1/ %3*4 5(62(13(5 /0 -7( -%,8(- 8(1( -/ -7%- /0 /-7(, 9:9 8(1(5

*>>?@@ABC )BD 9AEAFGHI BJ CK>L?BHAM? @?NK?C>?@ BJ 5(9O$ 9AEALFGHI BJ PFHKG? +?+HAM?@O$ )FE? BJ JA’GACMIHA> ?CQIE?（?FGHRPBGE @+?>A?@）
*<31%423 -2 -1 8KE’GB&ACF@?.= +G?>KG@BG（!#$%&#’ "%(#)’）
*<!02%1- %1 0! *S9T! +G?>KG@BG（!#$%&#’ "%(#)’）
*<31%421 %1 4- 8KE’GB&ACF@?.3 +G?>KG@BG（!#$%&#’ "%(#)’）
*;1-1=!2 44 4! ;’GACBLIHA> ?CQIE? >BE+BC?CH *（!#$%&#’ "%(#)’）
*;!#-43% 44 42 T1#（*+,-.#/+$ -#,’$(+$）
*<31%42= 4= 4! 8KE’GB&ACF@?.4 +G?>KG@BG（!#$%&#’ "%(#)’）
*6#3=02# =# 2% ;’GACBLIHA> ?CQIE? ;.".!（*+,-.#/+$ .+-%00+$）
*<31%422 =# 2= 8KE’GB&ACF@?.1 +G?>KG@BG（!#$%&#’ "%(#)’）

根据 TSU97/: 的 9>FCTGB@AH? +G?MA>HABC +GBVGFE@
（RHH+：OOPPPD ?W+F@I D BGVOHBBL@O@>FC+GB@AH?O）分析，在该
基因编码的蛋白中，X30是丝氨酸蛋白酶的组氨酸活

性位点；9!-2是丝氨酸蛋白酶的丝氨酸活性位点，而
(-4为胰蛋白酶的结构域。因此，该酶应属于丝氨酸

蛋白酶的胰蛋白酶家族。这些分析结果与

*<31%423的几乎完全相同，但二者之间存在一个明
显差异，即该基因编码蛋白质序列的第 4.% 位 )*9
为 ).糖苷键的结构域（).Y./O9），而 *<31%423没有。
因此该基因很可能是一个新基因，但与 *<31%423同
属于 !"T.!，其 Z?C6FC&登陆号为 ([3!%3=3。
!"; <=>?@3!A@!"<@!融合表达载体的构建
以重组质粒 +,(!-./.!"+.!为模板，用带酶切

图 2 重组质粒 +,*8.>2Y.!"+.!的 T5S（*）及双酶切（6）鉴定
;AVD2 7M?CHAJA>FHABC BJ G?>BE’ACFCH +LF@EAM +,*8.>2Y.!"+.!

’I T5S（*）FCMMAV?@HACV PAHR !/1S!O2$(!（6）
!：T5S +GBMK>H K@ACV G?>BE’ACFCH +LF@EAM F@ H?E+L?H；2：V?C? !"+.!
（+B@AHA\? >BCHGBL）；,：EFG&?G (81###；1：+,*8.>2YMAV?@H?M PAHR
!/1S!O2$(!；3：G?>BE’ACFCH +LF@EAM MAV?@H?M PAHR !/1S!O2$(!；
=：V?C? !"+.! D

位点的引物 T1 和 T3 进行 T5S，获得了 0=#’+ 的
!"T.!基因片段。将该片段与载体 +,*8.>2Y进行
定向克隆，构建 +,*8.>2Y.!"+.!融合表达质粒。经蓝
白斑筛选、T5S和酶切鉴定，获得阳性克隆（图 2）。

图 1 重组菌 +,*8.>2Y.!"T.!
诱导表达情况的分析（!2$ 9(9.T*Z:）
;AVD1 9(9.T*Z:（!2$）BJ HR? HFGV?H

JK@ABC +GBH?AC ,6T.!"T.!
,：+GBH?AC EBL?>KLFG EF@@ EFG&?G@；!，3，0：HR? +?LL?H，@K+?GCFHFCH FCM
HBHFL +GBH?AC BJ KCACMK>?M >?LL@ PAHR +,*8.>2Y；2，=，%：HR? +?LL?H，
@K+?GCFHFCH FCM HBHFL +GBH?AC BJ ACMK>?M >?LL@ PAHR +,*8.>2Y；1，4，-：
HR? +?LL?H，@K+?GCFHFCH FCM HBHFL +GBH?AC BJ ACMK>?M >?LL PAHR +,*8.>2Y.
!"T.!（/R? FGGBPR?FM +BACH?M HR? HFGV?H JK@ABC +GBH?AC）D

!"B 融合蛋白诱导表达、纯化和鉴定
培养含 +,*8.>2Y.!"+.!的重组菌，用 !EEBLO8

7T/Z、2#]诱导 !2R，超声破菌并离心，上清和沉淀
分别进行 !2$ 9(9.T*Z:检测。如图 1所示，在分
子量为 0#&(左右处出现了明显的表达区带，与预测
的融合蛋白大小相同，相当于 32&(的 ,6T与 24&(
的 !"T.!之和；同时该表达蛋白存在于菌裂解液的
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离心上清中（如图 !中箭头所示）。
重组菌裂解液离心上清液经 "#$%&’( )(’*+亲和

层析纯化，获得了单一的目的融合蛋白 ,-./!"./!
（图 0）。根据纯化后的蛋白质浓度估算，表达量约
为 1234发酵液。

图 0 和层析纯化 5,"4/678/!"./!
表达产物的鉴定（97: ;<;/."=>）

?*2@0 .AB*C*6DE*&+ &C ,-./!"./! CA’*&+ 5B&E(*+
,：5B&E(*+ #&%(6A%DB #D’’ #DBF(B’；9，7：5AB*C*(G ,-./!"./!；!：
’A5(B+DED+E &C 6(%% %$’DE( *+GA6(G 5,"4/678/!"./!；0，1：5(%%(E D+G
’A5(B+DED+E &C 6(%% %$’DE( *+GA6(G 5,"4/678；,-./!"./! @ （ HI(
DBB&JI(DG 5&*+E(G EI( EDB2(E CA’*&+ 5B&E(*+）@

同时将上述样品 ;<;/."=>后转印 .K=?膜，分
别用抗 ,-. 抗体和抗 !"./!/9 抗体进行 L(’E(B+
M%&EE*+2。结果如图 1显示，该蛋白不仅与抗 ,-.抗
体反应，同时也与抗 !"./!/9 抗体反应，证明该蛋
白确实是 ,-.和 !"./!的融合蛋白。

图 1 融合表达蛋白 ,-./!"./9的 L(’E(B+ M%&EE*+2分析
?*2@1 L(’E(B+ M%&EE*+2 D+D%$’*’ &C ,-./!"./9 CA’*&+ 5B&E(*+
"：’ED*+(G M$ N&&#D’’*( -B*%%*D+E -%A(；-： B(D6E(G J*EI D+E*/,-.
’(BA#；N：B(D6E(G J*EI D+E*/!"./!/9 ’(BA#@ ,：5B&E(*+ #&%(6A%DB #D’’
#DBF(B’；9：’A5(B+DED+E &C *+GA6(G 6(%%’ J*EI 5,"4/678；7：’A5(B+DED+E
&C *+GA6(G 6(%%’ J*EI 5,"4/678/!"5/9；!：5AB*C*(G ,-./!"./!；0：
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!"# 融合蛋白纤溶酶活性的检测
由于融合蛋白 ,-./!"./!的分子量为天然

!"./!/9的 9P!倍，为了比较它们的纤溶酶活性，分
别按相同质量和相同摩尔数在酪蛋白平板上进行活

性测定。如图 Q所示，纯化的 ,-./!"./!在酪蛋白
平板上具有明显的溶圈，但小于 !"./!/9。

图 Q 融合蛋白 ,-./!"./!与天然
组分的活性比较（RP7: 酪蛋白平板）

?*2@Q "6E*O*E$ N&#5DB*’&+ M(EJ((+ ,-./!"./!
D+G +DEABD% !"./!/9（RP7: 6D’(*+ 5%DE(）

"：%&DG 7"2 5B&E(*+ *+ (D6I I&%(；-：%&DG R @!+#&% 5B&E(*+ *+ (D6I I&%(@
9：5AB*C*(G ,-./!"./!；7：#D%E&’( (%A(+E（+(2DE*O( 6&+EB&%）；!：
+DEABD% !"./!/9 @

图 S为纤维蛋白平板测定 ,-./!"./!的纤溶
酶活性。孔 9周围出现了透明圈，说明纯化的 ,-./
!"./9具有纤溶酶活性，但其透明度不如天然 !"./
!/9的清晰，这可能是洗脱液中麦芽糖干扰所致，
因为在阴性对照孔的周围也有明显的麦芽糖的白色

沉积。

图 S 纤维蛋白平板法测定纤溶活性
?*2@S ?*MB*+&%$E*6 D6E*O*E$ D’’D$ &+ C*MB*+ D2DB&’( 5%DE(

9：5AB*C*(G ,-./!"./!；7：EI( #D%E&’( (%A(+E（+(2DE*O( 6&+EB&%）；!：
+DEABD% !"./!/9（5&’*E*O( 6&+EB&%）@

$ 讨论
本 文 通 过 )H/.N) 获 得 了 !"5/! 基 因

（<T09U010）。由该基因编码的蛋白质序列与已知
>?>蛋白质序列（除 "V0!UQ70 外）相似性均小于
WR:，其 X/末端氨基酸序列不仅与 XDFDY*#D 从
#$%&’()$* ’$&+,,$* 分离纯化的 ?/!/9 和 ?/!/7 一
致，并且与本室和王锋从 !(*+-(. "+/(0. 得到的 !"./
!/9、!"./!/7，以及组分 G 和 ( 相同，均为#
==;X";.=>?.LT4。该基因是根据 "V0!UQ70 的序
列设计引物获得的，二者编码蛋白质序列的长度一

样，但它们有 S:的氨基酸完全不同。特别值得注
意的是，该基因编码蛋白质的 X/末端氨基酸序列#
==;X";.=>?.LT4中恰恰存在一个编码 X/糖苷键
的结构域（X/8/H3;），这与本室对天然 !"./!/9研究
结果一致［99］：!"./!/9 是一个糖蛋白，含糖量为
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!"，糖链可以被 #$%&’()*+,-*. / 消化，消化后的产
物仍有纤溶活性。尽管生物信息预测分析结果证

明，该基因编码的蛋白质绝大部分性质还是与

01234!52相同，说明局部的变异并未影响到它们的
一些 性 质 和 功 能，因 此 67284292 是 一 条 与
01234!52相似性极高的新基因，同属于 !":$!。考
虑到本室和王锋均报道 !":$!中有 5$2 个组分，这
些组分之间是编码序列的差异还是翻译后糖基化修

饰的差异，还需进一步研究。

实验发现，融合表达载体 ;<0=$(5> 表达外源
基因产物的可溶性易受诱导温度的影响，随着诱导

温度的升高，表达产物的可溶性降低。当 ?:@%终浓
度为 8AA)&B=、5CD诱导 85E时，;<0=$(5>$!";$!的
表达量最高，而且表达产物完全以可溶性的形式存

在。F.*G.HI J&)GG+IK分析表明，该蛋白同时具有 <L:
和 !":$!的抗原特异性，确为 !":$!与 <L:的融合
蛋白，因而可以很方便地用与 <L:特异性结合的直
链淀粉树脂（0A’&)*. M.*+I）进行亲和层析纯化。酪
蛋白和纤维蛋白平板检测显示，纯化的 <L:$!":$!
具有纤溶酶活性，说明 !":$!的 #端与 <L:的融合
并未对该蛋白的纤溶活性产生较大影响。尽管本研

究同时还构建了非融合表达载体，但表达产物为包

含体，需要作复性研究。相比之下，融合表达具有一

定的优势，但该产物与天然蛋白在体内外是否具有

相同的药理、药效作用，有待深入研究。
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