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摘要：目的：探讨抗凝溶栓重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的构建效果与抗凝溶栓活性表达情况。方法：在间接实验中，选择pBV-重组葡激酶-水蛭素融合蛋白质质粒进行酵母大量表达，再进行两级纯化分析；去纯化的单位进行抗凝溶栓的检测。结果：工程菌酵母发酵培养诱导1 h 后就可以检测到重组葡激酶-水蛭素融合蛋白表达，表达量随发酵时间的增加而递增。两级纯化的重复性非常好，纯度经RP-HPLC测定在98%以上。重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的溶栓活性明显高于水蛭素与葡激酶的单纯溶栓活性(P<0.05)。重组葡激酶-水蛭素融合蛋白具有更强的纤溶酶原激活活性，明显高于水蛭素与葡激酶的单纯纤溶酶原激活活性(P<0.05)。结论：重组葡激酶-水蛭素融合蛋白生产工艺具有很好的诱导与纯化效果，重组葡激酶-水蛭素融合蛋白能发挥较好的抗凝与溶栓作用。
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The construction and expression of anticoagulation and thrombolysis staphylokinase-hirudin fusion protein
Abstract: Objective: To investigate the construction and expression of anticoagulation and thrombolysis staphylokinase-hirudin fusion protein by the indirect experiments. Methods: In the indirect experiments, The pBV- taphylokinase-hirudin fusion protein plasmid were given abundantly yeast expressing, then were given the two purification analysis; the purification units were given the anticoagulant and thrombolytic detection. Results: When the yeast fermentation engineering bacteria were induced 1 h, it can be detected staphylokinase-hirudin fusion protein expression, the expression were related to the increasing fermentation time. Two-stage purification repeatability was very good, The accredited by RP-HPLC purity were more than 98%. The staphylokinase-hirudin fusion protein thrombolytic activity were significantly higher than hirudin and Staphylokinase simple thrombolytic activity (P <0.05). And the staphylokinase-hirudin fusion protein had stronger plasminogen activator activity that were significantly higher than hirudin and Sak's simple plasminogen activator activity (P <0.05). Conclusion: The staphylokinase-hirudin fusion protein production process has better induction and purification effects by the indirect experiments, and the staphylokinase-hirudin fusion protein can play better anticoagulation and thrombolysis. 
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  重组葡激酶-水蛭素融合蛋白(STH)是由凝血酶识别序列连接SAK 的C-末端和HV2 的N-末端而形成，这种融合蛋白在体外与纤溶酶原共孵育时具有抗凝活性，同时在体内具有低出血倾向【7】。本文探讨抗凝溶栓重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的表达纯化工艺，同时评估重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的溶栓和抗凝效果，现报道如下。 

1 资料与方法

1.1 仪器与试剂

人纤溶酶原(Roche)、葡激酶标准品(中国药品生物制品检定所)、人凝血酶(Sigma)，凝血因子FXa (Sigma)，葡激酶(SAK)(Sigma)、水蛭素2型(HV2)(Roche)；pBV-重组葡激酶-水蛭素融合蛋白质粒的重组大肠杆菌BL21(DE3)由本室在于-80℃保存。酵母提取物和蛋白胨购自Merck，其他试剂均为分析纯。
PCR仪(GeneAmp PCR System 2400)，蛋白电泳仪(Mighty Small II)，Taq DNA聚合酶、T4DNA连接酶、限制性核酸内切酶购于TakaRa公司；发酵罐(德国B.Braun，BIOSTAT C’型)。

1.2 实验方法

1.2.1 重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的纯化分析
从-80℃冰箱中取出菌种，常规划线培养，30℃恒温培养16 h。挑取单菌落进行摇床培养过夜，吸取0.2ml 活化，加入含有50ml LB 培养基(氨苄青霉素终浓度100μg/ml)的500ml三角瓶中，30℃，220转/min摇床培养12 h。然后吸取16ml 培养液继续加入含有1.6L LB 培养基，分装后在30℃，220 转/min摇床培养6 h。然后将培养液接种到含有复合培养基的发酵罐，根据溶氧的变化不断地调节补料的速率。当发酵液OD600≈60 时将温度提升到42℃开始诱导。诱导3h后下罐离心收集菌体，-20℃冻存。

发酵液在4℃下，5000r/min 离心15min收集菌体。菌体用20mM 1×PBS进行反复洗涤与冻融6次，10000r/min 离心收集上清，通过0.22μm 的滤膜以去除细胞残渣。重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的纯化选择Streamline-QXL 阴离子层析粗分，然后选择Source-15Q 阴离子层析细分。检测波长为280nm，收集样品冻存于-20℃冰箱。选择SDS-PAGE 电泳纯度分析及分子量测定，同时选择RP-HPLC 纯度分析，流动相A 液为H20+0.1%三氟乙酸，B 液为乙腈+0.1%三氟乙酸，色谱柱：Hypersil ODS2 5μm，4.6mm×150mm，流速1.0mL/min，洗脱40min。
1.2.2 溶栓活性测定
溶栓活性测定按琼脂糖-纤维蛋白平板溶圈法进行，选择不同种类的酶的底物溶解于含有琼脂糖的缓冲液中制备不同酶的选择性平板。取纤维蛋白原溶液39mL，加入55℃琼脂糖溶液39mL、凝血酶溶液3.0mL，混匀搅拌。倒入直径14cm塑料培养皿中，室温水平放置1h。精密量取不同浓度的标准品溶液及供试品溶液各10uL放入同一平皿中，37℃恒温培养18h，取出后用卡尺测量溶圈两垂直直径。

1.2.3 抗凝活性测定

抗凝活性参考纤维蛋白凝块法，在除钙的抗凝血浆中加入凝血酶，从而变成纤维蛋白凝块，用光度法测定蛋白含量。将样品稀释成一系列浓度，取样品10μL加入PE管(已有20μL凝血酶)室温放置10min；加入50 μL纤维蛋白原，以生理盐水做对照。在测定中以出现不凝现象时的样品稀释度计算抗凝活性(ATU/ml)。
1.3 统计学处理
    采用SPSS18.0软件，计量资料以(
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)表示，采用t检验，以P< 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 诱导与纯化结果

    工程菌发酵培养诱导1 h 后就可以检测到重组葡激酶-水蛭素融合蛋白表达，并且重组葡激酶-水蛭素融合蛋白表达量随发酵时间的增加而递增，见图1。

[image: image2.emf]
图1：工程菌高密度发酵重组葡激酶-水蛭素融合蛋白诱导表达。

(1-8为发酵培养0、0.5、1、2、4、6、8和10h，目标单位分子量为25kDa)

     选择0-1mol/L NaCl梯度洗脱，活性测定认定洗脱峰2为目的蛋白重组葡激酶-水蛭素融合蛋白洗脱峰，然后继续上样于Source15Q阴离子交换层析柱，0-1mol/LNaCl梯度洗脱，活性测定认定洗脱峰1为目的蛋白重组葡激酶-水蛭素融合蛋白洗脱峰，见图2。
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图2：重组葡激酶-水蛭素融合蛋白各步纯化。

(1为细分后的蛋白，2为粗分后的蛋白，3为诱导表达后的蛋白)

用RP-HPLC分析，重组葡激酶-水蛭素融合蛋白峰纯度也达到98%以上。

2.2 溶栓活性分析

将经过重组葡激酶-水蛭素融合蛋白定量后的样品稀释成一系列的浓度，取5μL点样于纤维蛋白平板。25℃放置8 h后进行测定，结果表明重组葡激酶-水蛭素融合蛋白具有溶栓活性，且明显高于水蛭素与葡激酶的单纯溶栓活性(P<0.05)，见表1。

表1：3种不同样品的溶栓活性(ATU/ml, 
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	样品
	溶栓活性

	水蛭素
	74.44±10.33*

	葡激酶
	76.30±9.23*

	重组葡激酶-水蛭素融合蛋白
	96.33±11.72

	
	

	
	


注：与重组葡激酶-水蛭素融合蛋白比较，*P<0.05
2.3 抗凝活性分析

    重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的纤溶酶原激活活性明显高于单纯水蛭素与葡激酶的纤溶酶原激活活性(P<0.05)，见表2。

表2 3种不同样品的纤溶酶原激活活性(ATU/ml, 
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	样品
	纤溶酶原激活活性

	水蛭素
	54.22±10.33*

	葡激酶
	55.89±8.11*

	重组葡激酶-水蛭素融合蛋白
	86.30±11.32

	
	

	
	


注：与重组葡激酶-水蛭素融合蛋白比较，*P<0.05
3 讨论

葡激酶是由某些金黄色葡萄球菌分泌的一种非酶类蛋白，没有酶活性，当它与纤溶酶原结合后能激活纤溶酶原，具有比较好的溶栓作用【9】。葡激酶对富含血小板的血栓也具有溶解能力，而且在溶栓的同时还不影响血浆中纤溶酶原和纤维蛋白原的水平【10】。水蛭素是由水蛭的唾液腺分泌的一种小分子蛋白质，其具有对凝血酶具有强亲和作用的C-末端功能域和抑制凝血酶活性的N-末端催化功能域；其不但可以抑制游离的凝血酶，还可抑制那些已与血栓或纤维蛋白降解产物结合的凝血酶的活性【11】。但两者均具有出血倾向，并且溶栓与凝血效果也不是很理想【12】。

    重组葡激酶-水蛭素融合蛋白是葡激酶和水蛭素通过一个Xa因子连接起来的蛋白多肽，由于两者的凝血因子在发生血栓时被活化并主要聚集在血栓部位，所以我们构建的融合蛋白能够在血栓部位被裂解并释放出抗凝活性【13】。在蛋白的诱导与纯化过程中，我们采用复合培养基作为起始培养基，同时采用溶氧反馈进行流加的发酵策略。经过10h发酵获得了32.20g/L(DCW)菌体，且重组葡激酶-水蛭素融合蛋白表达量达到1.48g/L。在纯化工艺中，采用反复冻融法提取蛋白，减少了杂蛋白的释放。而Streamline-QXL离子交换层析的线性流速快，粗纯分离介质效果较好。Source-15Q离子交换层析精细纯化的重复性非常好，重组葡激酶-水蛭素融合蛋白纯度经RP-HPLC检定，可以达到98%以上。
    相关学者研究认为重组葡激酶-水蛭素融合蛋白有着很好的溶栓和抗凝双功能，出血倾向降低，且具有一定的血栓靶向性【14-15】。本文重组葡激酶-水蛭素融合蛋白的溶栓活性明显高于水蛭素与葡激酶的单纯溶栓活性(P<0.05)。可能是重组葡激酶-水蛭素融合蛋白可释放出游离的葡激酶，不具有同凝血酶的结合能力，导致检测时溶栓活性增加。琼脂糖-纤维蛋白也可能是因为平板中存在少量的凝血酶可以裂解部分重组葡激酶-水蛭素融合蛋白而释放了葡激酶，增加了其溶圈的面积【16】。

我们并且在构建融合蛋白中，利用融合蛋白中游离的水蛭素的C-末端对凝血酶的高亲和力增加融合蛋白对血栓的靶向性，提高溶栓效率【17】。本文重组葡激酶-水蛭素融合蛋白具有更强的纤溶酶原激活活性，明显高于单纯水蛭素与葡激酶的纤溶酶原激活活性(P<0.05)，表明其具有更好抗凝活性的释放，同时能够被血栓部位的凝血酶裂解并释放出溶栓和抗凝双功能。同时本文采用的纯化方法易于扩展纯，可获得高纯度的蛋白，同时能提供各种标记目标蛋白的多聚体信息，而常规方法很难做到这一点。
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