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蛇毒类凝血酶基因在大肠杆菌中的融合表达及纯化

李民， 杨青， 包永明， 雷旭宇， 许建强， 安利佳

(大连理工大学生物工程系，辽宁大连116024)

摘要：将大连蛇岛蝮蛇毒类凝血酶(Gloshedobin)基因克隆到载体pET32一a(+)上，在T7lac启

动于下以N端融合硫氧还蛋白的形式在大肠杆菌BI，21(DE3)中进行表达，诱导条件为：30℃诱导

6 h，IPTG浓度为1 mmol／I。．利用固定化金属离子(Ni2+)亲和层析分别对胞内可溶物和变性条件

下的包涵体进行纯化．通过SDS-PAGE检测融合蛋白的纯度，采用点杂交和纤维蛋白凝结活性检

测分析．显示纯化产物具有较高生物活性．
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Fusion Expression and Purification of Gloshedobin，a Thrombin-Like

Enzyme from Gloydius Shedaoensis in E．coli

LI Min， YANG Qing， BAO Yong—ming， I．EI Xu—yu，XU Jian—qiang． AN¨ia

(Department ot Biochemical Engineering．Dalian University of Technology，Dalian 116024，China)

Abstract：The gene of snake venom thrombin—like enzyme from Gloydius shedaoensis，Gloshedobin，

'was cloned into expression vector pET32一a(+)．The enzyme fused with thioredoxin as its N—terminal

part was expressed in E coli BL2I(DE31 under the control of T7lac promoter at 30℃with 1 mmol／

I。1PTG for 6 hourS．Recombinant proteins which distributed among soluble and insoluble cellular frac—

tions were purified by Immobilized Metal Affinity Chromatography(IMAC)individually SDS—PAGE

was used to detect the purity of target protein．A higher bioaetivity of purified products was shown by

the determination of dot—blotting assay and fibrinogen—clotting analysis．
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蛇毒类凝血酶(TI』E)主要存在于蝮亚科

(Viperdae)和蝰科(Crotalidae)家族⋯，与凝血酶

(Thrombin)的作用机制不同，它主要作用于纤维蛋

白原的一条链An或B8．个别作用于两条链．类凝血

酶在体外作为促凝剂引起血浆或纯化纤维蛋白原

凝集．在体内一般不激活凝血因子XllI，形成的纤

维蛋白块因不产生交联而不稳定，很快会被网状内

皮系统吞噬和循环血液清除，引起血浆纤维蛋白原

水平降低，呈良性的去(脱)纤维蛋白状态，从而表

现抗凝效应‘“又因为它不引发血小板凝集，故机

收稿日期：2002—11—26；修回日期：2002—12—12．

基金项目：辽宁省科技基金项目(No 99305001)资助课题

作者简介：李民(1976一)，男，吉林白山人．生物化工硕士研究生

 

 万方数据



第2期 李民等：蛇毒类凝血酶基因在大肠杆菌中的融合表达及纯化 23

体仍能维持正常的iL血功能这些特点使得该酶在

血栓类疾病的治疗上具有重要的应用价值．此外由

于类凝血酶对纤维蛋白原的这种作用方式独特，其

结构与功能间的关系也成为酶学研究的重点．

大连蛇岛蝮蛇为我国二级保护蛇种．作者所在

实验室已经成功获得其eDNA全序列¨J并在酵母

表达体系中克隆，获得该酶的表达由于大肠杆菌

系统具有发酵周期短、遗传背景清楚和操作方便等

优点．作者系统地研究了该酶在大肠杆菌中的表达，

为该药物的理化研究及规模化生产奠定了基础．

1材料与方法

1．1菌株与质粒

pET32，a(+)质粒和大肠杆菌BL21(DE3)购自

Novagen公司．编码Gloshedohin的基因由作者所在

实验室保存．感受态细胞JMl09和亚克隆载体

pUCl8由Takara大连公司提供．

1．2培养基

胰蛋白胨10 g／I。，酵母浸粉5 g／I。，NaCl 10 g／

I，，氨苄西林钠100 mg／l，．

1．3仪器与试剂

用于蛋白分离纯化的层析系统AKTA explorer

100、His—Tag金属螯合填料、蛋白质相对分子质量

标准LMW Kit均购自Pharmaeia Biotech公司．蛋

白质超滤及纯水系统购自Millipore公司．一抗(抗

蝮蛇毒血清)和二：抗(结合辣根过氧化物酶的兔抗

马IgG)及显色底物(二氨基联苯胺DAB Kit)购自

北京中山生物公司．IPTG(异丙基．口．D硫代半乳糖

苷)购自Takara公司．其它试剂均为分析纯

1．4重组表达载体的亚克隆

根据已有基因设计并合成一对引物．PCR扩

增、克隆按常规方法【4】进行．

1．s表达载体的构建

扩增产物经测序验证后，用限制性内切酶XhoI

和EcoRI进行双酶切，回收后再与鼢oI和EcoRI

酶切处理后的融合表达载体pET32．a(+)连接，热

转化至宿主菌BI．21(DE3)中，获得表达菌株．

1．6基因表达

将转化后的大肠杆菌BL21(DE3)，经含氨苄平

板筛选．挑取单菌落接种于5 mL新鲜LB培养基

中，37℃，190 r／min活化过夜，然后按1：50接种于

250m1．的uj培养基中．37℃培养至OD600为0．5

～0．7时，加入IPTG至终浓度为l film01／L，继续

于30℃诱导培养6 h，于6 500 rlrnin 4℃离心，1s

rain，收集菌体．

1．7表达产物的纯化

收集菌体后。按湿重质量浓度为1：5加入冰冷

BufferA(Tris—Ha 20 mmol／L。pH 8 O)，悬浮5 min．

冰浴超声破茼．离心(12 000 r／rain，10 min，4℃)收

集沉淀和上清液上清液直接进行固定化金属亲和

层析首先。用电荷缓冲液(100 mmol／I，NiS04)平

衡柱，再用结合缓冲液(5 mmoi／L咪唑，0 5 n、oi／i，

NaCI，20 mmol／L Tris．HCl pH 8．0)继续平衡，上样

(体积流量1 rnI，／mln)并洗至基线，然后用淋洗缓

冲液(30 mmol／L眯唑，0．5 mol／I，NaCl，20 mm。l／L

Tris-HCl，pH 8．0)洗脱结合杂蛋白，最后用洗脱缓

冲液(0．5 mol／L咪唑．0 5 mol／L NaCl，20 mmoI／L

Tris—HCl，pH 8．0)冼脱目的蛋白收集洗脱峰，超滤

除盐．用含8 mol／L尿素的结台缓冲液溶解包涵体

后(室温下摇动2 h)，上亲和柱，除在上述结合、淋

洗和洗脱缓冲液中加入8 mol／L尿素外．其余操作

不变得到的变性耳的蛋白进行超滤除盐。同时

复性．

1．8 SDS．PAGE分析

参照文献[4]进行，采用4 g／d1．浓缩胶，12

g／dI．分离胶，蛋白质条带用考马斯亮蓝染色．

1．9点杂交检测

参照文献[4]进行，2％的脱脂奶粉封闭1 h．一

抗稀释500倍．室温过夜．二抗稀释1 000倍．孵育1

h，DAB显色，以牛血清白蛋白作空白．

1．10纤维蛋白凝结活性检测

参照文献[5]的方法，取质量浓度为1 mg／mI．

的纯化产物10止，加入到100 pI。含纤维蛋白原质

量浓度为0．4 g／d1．的40 mmoI／1．Tris-HCI(pH

7．4)中．37℃温育，观察凝结现象．并以水代替产物

作为空自．

2结果与讨论

2．1亚克隆载体的构建

以蛇毒类凝血酶基因cDNA为模板，利用设计

的引物，经扩增处理．将pUCll8载体与目的片段连

接起来，再转化至大肠杆菌感受态细胞JMl09中，

涂板、检菌，提质粒．电泳结果表明得到正确克隆．

2．2表达载体的构建

大多数报道指出，蛇毒类凝血酶(T1正)不易通

过非融合蛋白的形式在E．co／i中表达【6 J，其可能的

原因与TLE基因的mRNA二级结构有关为此，作

者设计采用融合表达方式，在克隆时保留N端T rx-

Tag和6His—Tag两个标签，之后在其克隆位点插入

TLE基因并在其3’端加入终止密码子．N端的
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6His—Tag方便地利用固定化金属配体亲和层析对

融合的外源蛋白产物进行纯化．分别对亚克隆载体

质粒和pET32一a(+)进行双酶切后。平端化处理，

并进行连接，完成表达载体的构建，见图1酶切检

测见圈2，测序结果与预期一致．

圈1表达质粒示意图

Fig．1 Schematic representation of the expression plas·

mid pET32·af十)+TLE

1为x-HindⅢ标准．2为醮切后的表达载体．3为DL2000标准

囝2表达载体经XhoI和EeoRI双酶切后的电泳图

Fig．2 Agarose gel electrophoresis of expression COn·

struet treated by two restriction enzymes．XhoI

and EcoRI

2．3重组娄凝血酶的表达

以pET32一a(+)作为表达载体．利用其较强的

T7 RNA聚合酶活性表达异源蛋白．采用硫氧还蛋

白作为融合蛋白的方式，以提高蛋白的表达量和可

溶比例．并采用降低诱导温度和延长发酵时间的方

法，表达后的菌体破碎后分别取上清液和沉淀进行

SDS-PAGE分析．蛋白以可溶的形式表达的目的蛋

白占总目的蛋白的40％，远高于其他类凝血酶在大

肠杆菌中的可溶性表达【9 J．总目的蛋白的表达量约

20mg／I，

2．4表达产物的纯化

由于设计使用了His标签．因此可以通过金属

螯台层析进行蛋白质纯化与其它亲和纯化系统相

比，金属螯合层析有其独特优点，如树脂稳定性好，

容量大，洗脱条件温和等，并且可以在变性的条件

下纯化蛋白．Nj2+与His标签的亲和力较高(每毫升

吸附剂可吸附5～8 mg的带His标签的蛋白)，因此

选用Ni2+体系来捕获蛋白。经洗脱．得到的蛋白纯

度较高，约为80％(见图3)．可溶组分与包涵体分别

进行亲和层析的曲线类似，见图4

M为蛋口质标准，1为胞内总蛋白。2为纯化后的日的蛋白

围3亲和屡析洗脱后SDS-PAGE

Fig．3 SDS-PAGE analysis of fusion protein purified by

IMAC
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图4固定化金属亲和层析翻

Fig．4 Purificatuion curve of IMAC

2．5融合蛋白的活性检测

从点杂交结果(见图5)可以看出，胞内可溶物

与复性后的包涵体均能与蝮蛇毒免疫得到的马血

清多克隆抗体产生较强的抗原一抗体反应．利用类凝

血酶将纤维蛋白原水解成纤维蛋白凝块的特性．可

以检测到纯化产物(可溶与复性后的融合蛋白)都

具有较明显的纤维蛋白凝结活性(见图6)这也说

明在N端融合的硫氧还蛋白没有完全改变蛋白的

生物活性，斟此用该体系高效表达类凝血酶是可

行的．
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囤5融合蛋白的点杂交检测

Fig．S Dot-blotting analysis of TLE-trx

3 结论

自1991年首次利用重组DNA技术得到矛头

蝮蛇(B．atro：z mc)0jenl)毒类凝血酶基因并在E．coli

中融合表达以来。已有近10种不同的类凝血酶基

因得到表达门1，其中以大肠杆菌表达系统为主．由

于以非融台形式表达的产量很低，加上产生蛋白的
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