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67-08402$9是单链尿激酶（67-084）分子的+端肽段被
水解后的产物，其分子量小但具有与67-084相同的体内外
生物活性［!］。在过去的工作中，本实验室利用噬菌体表面呈

现技术筛选到!株对人纤维蛋白特异的鼠源单链抗体［$］，并
构建了鼠抗人交联纤维蛋白单链抗体—67-08402$9融合基
因。为解决该融合基因在大肠杆菌中的高表达问题，通过在

大肠杆菌中表达构建的一系列融合基因的缺失突变体，初步

认定67-08402$9基因中两个连排的大肠杆菌稀有密码子

4::（精氨酸）是影响该融合基因表达的主要因素。用8;<
定位诱变法把两个4::均改造成;:=后，融合基因在大肠
杆菌中表达量从改造前的$>!2>提高到2%>［2］，而且表
达产物经变性、复性后具有双功能，该融合蛋白极有希望用

于导向溶栓制剂的开发。为降低鼠源抗体在人体内的免疫

原性，减少?4@4反应，本实验室利用AB(C.D公司的计算
机辅助分子设计系统对鼠抗体EF进行三维结构模建，确定
鼠EF的表面残基，并与同源程度最高的人源性抗体比较，然
后在有差异的位置将鼠EF表面残基换成人的表面残基，即
通过对鼠抗体EF的表面重塑而完成鼠抗体EF的人源化设
计。而且本实验室已构建和在大肠杆菌中表达了人源化单

链抗体（GC7EF），并对其生物活性进行了初步鉴定，结果表明
其与鼠单链抗体具有相似的体外生物学活性［#］。在此基础

上，本文构建和在大肠杆菌中表达了两种GC7EF与67-0840
2$9的融合基因，并对表达产物的体外生物活性进行了初步
的比较分析。

" 材料与方法

"#" 材料

"*"*" 菌种与质粒：340(,#H?5"及AI$!（HJ2），本室保
存。8J=!5K，为带 =&启动子的表达质粒，本室保存；

LM;!/0?6;E’，为本室构建，其中克隆有人源化鼠抗人交联
纤维蛋白单链抗体基因；LJ=2K0DCL，为本室构建，其中克隆

有改构后的低分子量尿激酶基因（67-08402$9）。

"*"*$ 工具酶及生化试剂：限制酶50(N，5(/N，56%N，.+,N
及=#H+4连接酶均购自8O(DPQR公司；尿激酶标准品购自
北京生物制品检定所。兔抗人尿激酶抗体由本室制备，?<8
标记羊抗兔抗体购自北京中山生物技术有限公司；N8=:购
自上海生工生物工程有限公司；抗原H0二聚体由本室制备；
其他均为国产分析纯生化试剂。

"#"#% 8;<引物：

8!：5S;::44==;;4=4=::;;4=::;4;44:==;0
4:;=::==:44=;=::=:;2S
8$：5S:;=;=4:4;4=4=:==4=;4:4:::;;4::0

;;4==2S
82：5S4=44:44=:;::;;:;=::;::=::4::;40

:;::4::=::;::44:;::
4::;::4::=4:;==4444===;4:=:=::;;440

44:2S
引物8!能够与人源化单链抗体基因的5S端配对；引物

8$能够与67-08402$9基因的2S端配对；引物82的2S端能
够与67-08402$9基因的5S端配对，且在配对区含有.+,N酶
切位点，而82的5S端设计有 5(/N位点，中间为连接肽
（:).#6PO）2的编码序列。

"#$ 方法

"#$#" 常规分子生物学操作按文献［5］进行。

"*$*$ 融合基因在大肠杆菌中的诱导表达：把构建正确的
含两种融合基因的表达质粒转化340(,#宿主菌AI$!（HJ2），
挑单克隆接种液体培养基IA，2&T培养至78"%%为%U1，加

N8=:至终浓度为!DD()／I，继续培养5G，5%%%Q，#T，!%
DBV离心收获诱导培养物。

"*$*% 表达产物的胞内定位：参见+(FPRQPV公司LJ=系
统用户手册（第"版）。

"*$*& 包涵体蛋白的变性及复性：重悬收集的包涵体于原



培养物!"#倍体积的变性液（$%&’：()*+／,，-’./012：!"!.
)*+／,，-’3+：!"4)*+／,）中，室温放置56，中间振荡数次，然
后27，52!!!8，离心.!)9:，取上清，置27保存。用;%’<=
>*%<法测定变性蛋白的浓度，并用变性液调整蛋白浓度至

!"4!#"!)8／),，取4),样品，加入?倍体积复性液（@%9A=
/3+：4!))*+／,，,=B%8：!".)*+／,，CD@B：#))*+／,，$%&’：

#!!))*+／,，氧化型谷胱甘肽：!".4))*+／,，还原型谷胱甘
肽：#))*+／,），#!7复性2(6。然后置复性样品于截留分
子量为(!#!ED的透析带中对4!倍体积0;F透析2(6
（27），中间换透析液0;F#次；再用.4G0CH.!!!!（以

0;F配制）浓缩至4),最后#.!!!8，27，离心#!)9:收集
上清置I.!7保存备用。

!J"J# 溶圈法测定融合蛋白的尿激酶纤溶活性：参照文献
［K］进行。

!J"J$ C,LFB检测融合蛋白的抗体活性：以抗原D=D9)&%
包被酶联板，用#G;FB进行封闭，随后依次加等量的复性
样品，兔抗人尿激酶抗体和/M0标记羊抗兔抗体，以邻苯二
胺（10D）作为/M0底物进行显色，最后以.)*+／,硫酸终

止反应。测定!"2?.。

" 结果与讨论

"%! 连接肽为（&’(）)的融合基因的构建
以#$%L、#&$L双酶切从克隆质粒N$3#?=/F3OP上切

下单链抗体基因/F3OP，以#$%L、#’(L双酶切从表达质粒

NC5Q=)AN上切下FRS=0B=5.T，并对表达质粒NC@#4Q进行

#&$L、#’&L双酶切消化后回收载体大片段，然后进行三片段
连接构建含融合基因的表达质粒NC@#4Q=/F0（图#）。连接
产物转化)*&$+,D/4"。经#&$L、#’(L双酶切鉴定，表明构
建正确。

"%" 连接肽为（*’+,-./）)的融合基因的构建
以0.和05为引物，以质粒NC@#4Q=/F0为模板进行

03M扩增得到在4U端带有连接肽（H+V2F&%）5编码基因的

FRS=0B=5.T基因；对03M产物和质粒NC@#4Q=/F0分别进
行#$%L、#’(L双酶切并分别回收各自大片段进行连接，构
建质粒NC@#4Q=/,F0#（图#），然后转化)*&$+,D/4"。经

#$%L、#’(L双酶切鉴定，表明构建正确。

图# 两种融合基因NC@#4Q=/F0和NC@#4Q=/,F0#的结构示意图

为了消除可能因03M而出现的突变，我们以质粒

NC@#4Q=/F0中的FRS=0B=5.T替换了NC@#4Q=/,F0#中的
经03M扩增的FRS=0B=5.T，即对NC@#4Q=/F0和NC@#4Q=
/,F0#进行-.+L单酶切，前者回收约25(WQN的大片段，而
后者回收约5.!!QN的小片段，在对长约25(WQN的大片段
进行除磷酸化之后对回收的两个片段进行连接，构建质粒

NC@#4Q=/,F0.，然后转化宿主菌D/4"。经#&$L、#’(L双酶
切鉴定，表明构建正确。

"%) 两种融合基因的表达
把构建正确的含两种融合基因的表达质粒转化宿主菌

;,.#（DC5），以#))*+／,L0@H诱导表达，FDF=0BHC检测
表明两者都获得高表达，经凝胶薄层扫描表明，两者的表达

量都占全菌蛋白的5!G以上，而且以胞内可溶和包涵体两种
形式存在（图.）。

"%, 表达产物变性、复性及其生物活性分析
虽然表达产物中有一部分以胞内可溶形式存在，但利用

溶圈法未能在裂菌上清中测到尿激酶的活性，推测可溶部分

亦未能正确折叠。于是对包涵体进行了初步的变性和复性

研究。在收获包涵体后，利用含()*+／,脲的变性液进行变
性，采用稀释复性法对变性产物进行了初步复性。

对复性产物，首先利用溶圈法检测复性后融合蛋白的尿

激酶活性，结果表明两种融合蛋白经变性、复性后都体现出

尿激酶活性（图5）。然后利用C,LFB检测融合蛋白的单链

图. NC@#4Q=/F0／;,.#（DC5）和NC@#4Q=/,F0.／;,.#
（DC5）包涵体蛋白和胞内可溶蛋白的FDF=0BHC

’JL:A*+SQ+&>%’RX9*:*>NC@#4Q=/F0／;,.#（DC5）

QJF*+SQ+&>%’RX9*:*>NC@#4Q=/F0／;,.#（DC5）

RJL:A*+SQ+&>%’RX9*:*>NC@#4Q=/,F0.／;,.#（DC5）

<JF*+SQ+&>%’RX9*:*>NC@#4Q=/,F0.／;,.#（DC5）

&J0%*X&9:)*+&RS+’%Y&986X)’%E&%

图5 溶圈法检测融合蛋白的尿激酶活性

’J#J!SS%*E9:’A&；QJOSA9*:N%*X&9:Y9X6+9:E&%（H+V2F&%）5；

RJOSA9*:N%*X&9:Y9X6+9:E&%（B+’）5；<J0;F
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抗体活性。我们以!"二聚体作为包被抗原，利用兔抗人尿激
酶抗体和#$%标记的羊抗兔抗体实现了对人源化单链抗体
活性的检测。&’()*结果表明复性后的融合蛋白都具有单
链抗体活性（表+）。
以上实验说明两种表达产物经变性、复性后都具有单链抗体

结合抗原!"二聚体的功能和尿激酶激活纤溶酶原的功能，而
且在本试验中常规的复性条件下，连接肽为（,-./)01）2的融
合蛋白表现出较高的复性效率。这与对低分子量尿激酶"鼠
单链抗体融合蛋白的研究结果是一致的。本实验室在研究

低分子量尿激酶"鼠单链抗体融合蛋白时，也发现当连接肽
较长时，纯化的复性产物中尿激酶的比活有明显的升高（待

发）。这可能与（,-./)01）2连接肽较长且柔软，在复性时能够
降低融合蛋白的两组份间的空间位阻，从而更有利于融合蛋

表! "#$%&检测融合蛋白中单链抗体

的抗原（’(二聚体）亲和性

*

!"/34

+ 4 2 /

5654 5678 +679 4648

&’()*:1;<0==：<;>?0@AB?C>D?BE0D（!"!BF01）G?0=?0@=>F:-0G1>HHB?>D?B"
IJ>D?BH;@.GE;>?>D?B"1>HHB?(E,／#$%，K%!>==LH=?1>?0M;1#$%6
*+：%N)>=?0=?0@=>F:-0；*4：OL=B;D:1;?0BDAB?C-BDP01（*->）2>=?0=?0@
=>F:-0；*2：OL=B;D:1;?0BDAB?C-BDP01（,-./)01）2>=?0=?0@=>F:-0；*/：

IJ>=<;>?0@>D?BE0D>D@%N)>=?0=?0@=>F:-0

白的各个结构域的正确折叠有关［7］。这些工作为该融合蛋

白复性条件进一步优化及对其各种特性更细致的鉴定奠定

了基础。
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