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蛇毒纤溶酶AL F 基因在大肠杆菌中的表达
Ξ
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(西北农林科技大学 农业分子生物学陕西省重点实验室,陕西 杨凌 712100)

　　 [摘　要 ]　根据蛇毒纤溶酶 (A lfim ep rase, AL F )氨基酸序列和大肠杆菌密码子偏爱性, 设计了 14 条单链

DNA ,采用重叠延伸PCR 方法人工合成了A L F 基因编码区。通过克隆使其分别连接在融合标签N usA , T h io redox2
in, Skp , H is T ag 和信号肽pelB 的C 端,构建成了多种A L F 表达载体p 432A lf, p 252A lf, p 322A lf, p 152A lf 和pSkp 2
A lf,转化大肠杆菌后进行了诱导表达,并对表达产物进行了 SDD 2PA GE 分析。实验结果表明,合成的A L F 基因长

度为 603 bp;构建的表达载体在大肠杆菌中均获得了很好的表达,其中pSkp 2A lf表达量最高,目的蛋白含量高达菌

体总蛋白的 45%。
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　　周围动脉硬化闭塞病 (periphera l A rteria l oc2
clu sive, PAO )是指周围动脉粥样硬化导致动脉狭窄

甚至闭塞,从而使远端组织出现相应缺血痉挛或坏

死。国外老年人PAO 的患病率为12. 4%～ 25% [1 ] ,

在老年高危人群中PAO 患病率更高。PAO 和其他

一些与年龄有关的心脑血管疾病一样危险,是全身

血管系统动脉粥样硬化的一个标志。随着社会老龄

化程度的增加,此病的发病率呈上升趋势。

F ib ro lase 是来自美国铜头蝮蛇毒的一种锌金

属蛋白酶,具有纤溶活性而无出血活性[223 ]。F ib ro2
lase 的溶栓机制与现在临床上应用的溶剂 t2PA 和

链激酶等不同,其直接作用于血栓,专一裂解纤维蛋

白 (原)A Α2链的 lys4132leu414键[4 ]。在动物试验中,

F ib ro lase 能快速持久地溶栓而不引起生理学改变,

且副反应很少[5 ]。

蛇毒纤溶酶 (A lf im ep rase AL F )蛋白是 F ib ro2
lase 的N 端突变体 (前3个蛋白的氨基酸EQ R 由Ser

取代) ,与F ib ro lase 具有同样的溶栓功能,现已开始

用于PAO 治疗的Ë期临床试验。AL F 蛋白的Ê 期
临床试验结果显示,AL F 蛋白能快速地使病人动脉

血再灌注,再通率高且再灌注时间短,可以与其他溶

栓药物配合使用[6 ]。这些都显示AL F 蛋白很有希望

成为第一个蛇毒基因工程溶栓药物。

L oayza 等[3 ]在酵母中表达了rF ib ro lase,但迄今

为止尚未见在大肠杆菌中表达A L F 的报道。本实验

在成功克隆A L F 全基因序列的基础上,将其分别融

合在不同的融合T ag或信号肽后构建了多个表达载

体,并对其进行转化筛选和诱导表达,研究了在不同

元件或T ag 下A L F 在大肠杆菌中的表达情况,现将

研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株、质粒及主要试剂　大肠杆菌菌株

XL 12b lue, O rigam i B (D E3)及表达载体pET 43. 1a,

pET 25b (+ ) , pET 32a 和pET 15b (+ )均由西北农林

科技大学农业分子生物学陕西省重点实验室保存;

pBS2T 载体、Pfu DNA 聚合酶、质粒提取和胶回收

试剂盒均购自天为时代公司; 限制性内切酶和T 4

DNA 连接酶为P rom ega 公司产品。

1. 1. 2　引　物　根据 S K P 基因序列 (GenBank

N o. M 21118)设计 1对引物,用于S K P 基因序列的

合成。正向引物: 5′2cgc tca ta t gaa aaa gtg gt t a t t

agc tgc ag23′; 反向引物: 5′2cgc gaa t tc gga tcc a tt

a t t taa cct g t t tca g ta cgt c23′(正向和反向引物中下

划线分别表示N d eÉ和E coR É酶切位点,黑体分别

表示起始密码子和终止密码子)。引物由上海生工生

物工程有限公司合成。

1. 2　A L F 基因的合成

根据AL F 蛋白的氨基酸序列 (GenBank N o.
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P28891,图 1)及大肠杆菌密码子的偏爱性, 设计并

合成 14段长度均约为 60 bp 的片段 (由上海生工生

物工程有限公司合成) , 2个相邻片段之间的重叠区

域约为15 bp , Tm 值45～ 50 ℃,并在5′2端依次加上
酶切位点B am H É 和肠激酶识别位点, 3′2端加上终
止密码子 TAA 和酶切位点H ind Ë。在进行循环

PCR [7 ]合成全长A L F 基因时, 2 个临近的片段互为

引物进行第一轮PCR 扩增,再以2个临近的PCR 产

物为模板,以这2个PCR 产物的最外侧的2个DNA

片段为引物进行下一轮扩增,以此类推,最后通过 4

轮PCR 合成全长A L F 编码序列 (图2) ,对各步扩增

产物进行电泳鉴定。最后一轮PCR 产物经PCR 产物

纯化试剂盒回收纯化后,连接到pBS2T 载体上, 转

化大肠杆菌XL 12B lue,阳性克隆送上海博亚生物公

司测序,序列正确的克隆命名为pBS2A lf。

图 1　AL F 蛋白的氨基酸序列

F ig. 1　Am ino acid sequence of AL F

图 2　A L F 基因合成示意图

F ig. 2　Amp lificat ion of A L F gene

1. 3　A L F 基因表达载体的构建

1. 3. 1　融合标签S K P 表达载体的构建　按照文献

[ 8 ]的方法,提取大肠杆菌XL 12B lue 的基因组DNA

作为模板, 通过 PCR 扩增得到 S K P 基因, 纯化的

PCR 产物经 N d e É öE coR É 消化连接到载体

pET 25b (+ )中,得到重组表达质粒pET Skp ,并送上

海博亚生物公司测序。

1. 3. 2　A L F 表达载体的构建　从pBS2T 载体上用

B am H É öH indË 酶切下A L F 基因,分别连接到经

同样双酶切并胶回收的表达载体 pET 43. 1a,

pET 32a 和pET Skp 上。产物经B am H É öH indË双
酶切鉴定后, 正确的克隆分别命名为 p 432A lf,

p 322A lf和pSkp 2A lf。再将A L F 基因从p 432A lf上用

N coÉ öX hoÉ双酶切下,并分别连接到pET 25b (+ )

和 pET 15b (+ )载体中, 构建表达载体 p 252A lf 和

p 152A lf。上述各表达载体用化学转化法转化表达菌

株O rigam i B (D E3) , 并进行菌落 PCR 和双酶切鉴

定。

1. 4　AL F 的诱导表达

挑取鉴定后的阳性单菌落, 在含 100 m göL

Amp 的 2×YT 培养基中,于 37 ℃和 180 röm im 条

件下培养过夜,再以体积分数 10%的接种量接种到

同样的培养基中,培养4 h 左右加入 IPT G 至终浓度

为1 mmo löL , 37 ℃下诱导表达4 h 后, 12 000 röm im

离心1 m in,收获菌体,进行SDD 2PA GE 电泳分析。

2　结果与分析

2. 1　A L F 基因与S K P 基因的获得

　　由图3可知,合成的A L F 基因长度为603 bp ,与

预期结果一致 (图3)。合成的A L F 基因克隆进pBS2
T 载体后进行测序验证,结果显示,最后得到的片段

与设计结果完全一致。pET Skp 测序结果显示,所获

得的S K P 基因与GeneBank 上登录的相同且读码框

正确。

图 3　合成A L F 基因的电泳鉴定

1. DNA M arker; 2. 全长A L F 基因; 3～ 4. 第三轮PCR 产物; 5～ 8. 第

二轮PCR 产物; 9～ 14. 第一轮PCR 产物

F ig. 3　E lectropho resis analysis of syn thesized A L F gene

1. DNA M arker; 2. A L F gene of fu ll length; 3- 4. PCR p roducts of

th ird circle; 5- 8. PCR p roducts of second circle; 9- 14. PCR p rod2

ucts of first circle

2. 2　A L F 基因表达载体的鉴定

表达载体p 432A lf, p 252A lf, p 322A lf, p 152A lf和

pSkp 2A lf 的菌落PCR 和双酶切鉴定结果显示,所选

择克隆全为阳性,且双酶切所产生的小片断均约为

603 bp (图 4) ,与预期的结果一致,说明各表达载体
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已经构建成功,可进行诱导表达。

图 4　重组表达载体的B am H É öH indË酶切鉴定
M. DNA 分子量标样; 1～ 5. 分别为重组表达载体p152A lf, p252A lf,

p322A lf, pSkp2A lf, p432A lf的酶切产物

F ig. 4　D igestion analysis of the recom binan t

exp ression vecto rs by B am H É and H indË
M. DNA M arker; 1- 5. D igestion fragm ents of the recom binan t ex2
p ression vecto rs p152A lf, p252A lf, p322A lf, pSkp2A lf, p432A lf

2. 2　表达载体的诱导表达

结果 (图 5)显示,构建的 5 个AL F 表达载体在

O rigam i B (D E3) 中均获得了很好的表达, 其中

pSkp 2A lf 融合蛋白表达量最高,达到菌体总蛋白的

45%左右, p 432A lf, p 252A lf, p 322A lf 和 p 152A lf 的

表达量分别为20% , 22% , 35%和15%。

图 5　AL F 诱导表达产物的SD S2PA GE 分析
M. 蛋白分子量标样; 1～ 5. 分别为 p432A lf, p322A lf, pSkp2A lf, p152
A lf和p252A lf载体在大肠杆菌中的表达产物

F ig. 5　SD S2PA GE analysis of the

exp ression of AL F in E. coli

M. P ro tein M arker; 1- 5. T he exp ression p roducts of the recom bi2
nan t vecto r p432A lf, p322A lf, pSkp2A lf, p152A lf and p252A lf

3　讨　论

本研究采用循环PCR 技术,合成了编码AL F 的

DNA 片段,在设计合成单链DNA 片段时,每片段平

均长度约60 bp ,该长度可以保证化学合成的准确率

和高产率。相邻引物的重叠区域为15 bp 左右,可以

保证PCR 引物特异性良好,并且PCR 反应的起始若

干个循环,各个 PCR 反应有相近的退火温度,以便

于初始合成的几个小片段可以在同一PCR 仪上应

用同一程序扩增。在进行PCR 循环延伸的前几轮扩

增时,本研究选用 Pfu DNA 聚合酶, 由于其与 T aq

酶等不同, PCR 产物为平端, 3′端没有多出的碱基

A ,这样可以保证后面PCR 的顺利进行,避免造成错

配而引入突变。

大肠杆菌表达外源蛋白是一个复杂的过程,与

转录和翻译的多种因素有关,如菌株种类、启动子强

弱、SD 序列 (Sh ine2D algarno )、mRNA 稳定性、质粒

拷贝数及转录下游区域等,因此本研究采用了背景

基本相同的pET 系列载体。另外,为了能高效表达

A L F ,本研究构建了多种表达载体 p 432A lf, p 252
A lf, p 322A lf, p 152A lf 和pSkp 2A lf,通过转化筛选后

对各表达菌进行诱导表达。结果发现,与SKP 融合

能显著提高AL F 蛋白的表达量,分析其中的原因,

可能有以下几点。第一,转录的开始阶段和起始复合

物决定基因表达的效率,转录开始部分的序列起决

定性作用,转录起始位点的下游区域 (Dow n stream

R egion,DR )作用巨大。Sten str m 等[8 ]在14种不同

的DR 后面融合上同一种蛋白,进行表达,发现起始

密码子A T G 后紧跟 5 个以上的A 时,转录效率最

强、蛋白表达量最高,也就是说,蛋白质最佳的翻译

起始位点是A T G AAA AA ,而本研究所构建的载

体pSkp 2A lf正好符合此特点。第二,大肠杆菌SKP

蛋白具有分子伴侣的活性,在外膜蛋白折叠中起着

重要作用,能促进目的基因转录和表达。并且SKP

有类似于 SecA 的作用, 能抑制蛋白前体的错误折

叠,减轻SecA 的压力[9 ]。有研究[10211 ]表明,在大肠杆

菌中共表达SKP 能促进重组蛋白的正确折叠,增加

重组单链抗体的分泌表达。

总之,本研究通过克隆表达等系列过程实现了

A L F 在大肠杆菌中的高效表达,这不仅为以后AL F

的表达、纯化、结构和功能研究提供了依据,而且也

为AL F 蛋白的开发利用奠定了基础。

32第 12期 张守涛等:蛇毒纤溶酶A L F 基因在大肠杆菌中的表达



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

[参考文献 ]
[ 1 ]　N ewm an A B, Su tton2T yrre K, Rutan G R , et al. L ow er ex trem ity arterial d isease in elderly sub jects w ith systo lic hypertension[J ]. J C lin

Ep idem io l, 1991, 44 (1) : 15220.

[ 2 ]　A hm ed N K, Gaddis R R , T ennan t K D , et al. B io logical and th rom bo lytic p roperties of F ib ro lase: a new fib rino lytic p ro tease from snake

venom [J ]. H aemo stasis, 1990, 20 (6) : 3342340.

[ 3 ]　L oayza S L , T rikha M ,M ark land F S, et al. Reso lu tion of isofo rm s of natu ral and recom binan t F ib ro lase, the fib rino lytic enzym e of A g k2

isrod on con torrx snake venom and comparison of their ED TA sensit ivit ies and ch rom atograph ies[J ]. J Ch rom atogr, 1994, 662 (2) : 2272

243.

[ 4 ]　Retzio s A D ,M ark land F S. F ib rino lytic enzym es from thevenom s of A g k istrod on con tortrix con tortrix and C rota lus basiliscus basiliscus:

cleavage site specificity tow ards the alphachain of fib rin[J ]. T h rom b Res, 1994, 74 (4) : 3552367.

[ 5 ]　Guan A L , Retzio s A D , H enderson G N , et al. Purification and characterization of a fib rino lytic enzym e from venom of the sou thern cop2

perhead snake (A g k istrod on con tortrix con tortrix ) [J ]. A rch B iochem B iophys, 1991, 289 (2) : 1972207.

[ 6 ]　D eitcher S R ,M o ll S, Hom esley H D , et al. Safety and efficiency of alfim ep rase fo r resto ring function in occluded cen tral venous catheters:

in terim resu lts of a phase 2,m ulticen ter, random ized, doub le2b lind study (N uCath) [J ]. B lood (A SH A nnualM eeting A bstracts) , 2004, 104

(11) : 1768.

[ 7 ]　P rodromou C, Pearl L H. Recursive PCR: a novel techn ique fo r to tal gene syn thesis[J ]. P ro tein Eng, 1992, 5 (8) : 8272829.

[ 8 ]　Stenstr m C M , Isak sson L A. Influences on translation in it iat ion and early elongation by the m essenger RNA region flank ing the in it ia2

t ion codon at the 3′side[J ]. Gene, 2002, 288 (1ö2) : 128.

[ 9 ]　T hom e B M ,Müller M. Skp is a perip lasm ic E scherich ia coli p ro tein requ iring SecA and SecY fo r expo rt [J ]. M o lM icrob io l, 1991, 5 (11) :

281522821.

[10 ]　Bo thm ann H , P lück thun A. Selection fo r a perip lasm ic facto r imp roving phage disp lay and functionalperip lasm ic exp ression [J ]. N at

B io tech, 1998, 16 (4) : 3762380.

[ 11 ]　Sch fer U , Beck K,Müller M. Skp, a M o lecu lar chaperone of gram 2negative bacteria, is requ ired fo r the fo rm ation of so lub le perip lasm ic

in term ediates of ou ter m em brane p ro teins[J ]. T he Journal of B io logical Chem istry, 1999, 274 (35) : 24567224574.

Exp ression of snake venom fih rino (geno) ly t ic enzym e alf im ep rase in E. coli

ZHANG Shou- tao, SH I J ing,L I Nan , GUO A i-guang
(N orthw est A & F U niversity , K ey L abora tory of A g ricu ltu ra l M olecu lar B iology in S haanx i P rov ince, Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to the am ino acid sequence of fih rino (geno) lyt ic em zym e A lfim ep rase (AL F) and

op t im al codon u sage of E. coli, the cDNA of alf im ep rase w as amp lif ied by recu rsive PCR , and cloned in to

pET 43. 1a, p 25b (+ ) , pET 32a, pET 15b (+ ) and pET Skp vecto rs to genera te fu sion s w ith N u sA , T h io re2
dox in, Skp , 6×H is and signal pep t ide pelB respect ively. Exp ression w as induced after t ran sfo rm at ion in to

the E. coli st ra in. T he resu lts show ed that the length of AL F coding sequence w as abou t 603 bp , and all of

the fu sion vecto rs had h igh level exp ression in E. coli, the h ighest being the exp ression level of pSkp 2A lf,

reach ing as h igh as 45 percen t in p ropo rt ion to the to ta l p ro tein.

Key words: a lf im ep rase; recu rsive PCR; gene exp ression; Skp
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