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重组人组织型纤溶酶原激活剂( rht2PA)及其突变体的纯化

朱恒奇 3 , 　徐秀英 , 　黄培堂
(军事医学科学院生物工程研究所 ,北京　100071)

摘要 　稳定高效表达重组人组织型纤溶酶原激活剂 (rht2PA)的 CHO 细胞株和表达组合突变体的细

胞株进行了 3L 转瓶培养. 将培养上清分别进行了Lys2Sepharose 4B 亲和层析和 Zn2 + 2Sepharose 4B 层

析两步纯化 , rht2PA 纯度提高了 534 倍 ,比活达 215 ×10
5

IUΠmg ,产率为 73 % ;突变体纯度提高了

1119 倍 ,比活达 519 ×10
5

IUΠmg ,产率为 69 %. 纯化产物 SDS2PAGE 分析显示 ,rht2PA 和突变体基本

都呈单一条带 ,扫描分析均达到 98 %以上纯度. rht2PA 和突变体在纯化系统中的行为作对照分析发

现 ,突变体的构建思想在 Lys2Sepharose 4B 亲和层析过程中有充分体现. 这两步层析组合是很好的

纯化 t2PA 及其突变体的方法 ,尤其是 Lys2Sepharose 4B 纯化突变体效果更好.
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Purif ication of Recombinant Human Tissue2type Plasminogen

Activator ( rht2PA) and Its Mutant

ZHU Heng2qi
3

, XU Xiu2ying ,HUANG Pei2tang
( Institute of Biotechnology , Academy of Military Medical Sciences , Beijing 　100071 , China)

Abstract 　The CHO2rht2PA engineering cell strain 4B23 and its mutant F248 were cultured in the 3 L roller
bottles with 10 % serum Dulbecco′s modified Eagle medium(DMEM) . rht2PA and its mutants were purified by
Lys2Sepharose 4B and zinc chelate2Sepharose 4B affinity chromotography respectively , from the cell culture su2
pernatants after 24 hours incubation. The rht2PA product had a specific activity of about 215 ×105 IUΠmg pro2
tein with an overall activity recovery of 73 %. The specific activity of purified mutant was 519 ×105 IUΠmg pro2
tein with an overall activity recovery of 69 %. The purified products showed either a single peak or a single
band by chromatography and SDS2PAGE. The purity was over 98 % measured by UV absorption method.
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　　组织型纤溶酶原激活剂 (t2PA) 在体内发挥溶栓

作用 ,同时具有迅速被体内抑制剂 ( PAI21) 抑制、半

衰期短和易引起系统性纤溶等局限性. 近年来 t2PA

突变体的研究非常活跃 ,已获得一些多种性能优越

的突变体[1 ,2 ]
. 本研究室构建了稳定高效表达的重组

t2PA 和突变体 Q42NΠH44EΠN117QΠN184QΠdel (296～

302) [3 ] . 在非纯化系统中的生物学特性初步研究证

明 ,突变体的半衰期被延长 ,获得了 PAI21 的抗性而

不影响其溶栓特异性. t2PA 的纯化主要采用特异性

或非特异性亲和层析技术 ,从细胞上清中纯化 t2PA

主要采用的方法有肝素2Sepharose 4B 加单抗亲和层

析再加凝胶过滤 ,Concanavaline2Sepharose 4B 或 Lys2
Sepharose 4B 加肝素2Sepharose 4B ,Zn2 + chelate2Sepha2
rose 4B 加 Lys2Sepharose 4B 等. 我们采用 Lys2Sepha2

rose 4B 和 Zn2 + chelate2Sepharose 4B 两步层析对 rht2
PA 及其突变体 Q42NΠH44EΠN117QΠN184QΠdel (296～

302)进行纯化研究 ,比较它们在纯化过程中的差异 ,

在纯化系统中验证构建思想的正确性.
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1 　材料与方法

111 　材料

表达 rht2PA 的工程细胞株 4B23 和表达突变体

的细胞株 F248 由本研究室构建[3 ]
. DMEM 培养基购

自 GibcoΠBRL 公司 ,BrCN 北京通县化工厂生产 ,盐酸

赖氨酸 (Lys2HCl) 购自 GibcoΠBRL 公司. 蛋白测定试

剂盒购自 Bio2Rad 公司. 纤维蛋白原 (富含纤溶酶

原) 、凝血酶购自中国生物制品及药品检定所 ,标准

t2PA 为英国国家生物标准研究所提供 (标准号为 86Π
670) .

112 　仪器

ECONO 常压层析系统为 Bio2Rad 公司产品. Lys2
Sepharose 4B 柱 (216 cm ×40 cm)自装. 填料 Sepharose

4B(Pharmacia 产品) ; Zn
2 + 2Sepharose 4B 柱 (415 cm ×

715cm)自装 ,填料为亚氨基二乙酸活化的 Sepharose

4B (Sigma 产品) .

113 　细胞培养及表达产物收集

在 3 L 转瓶中用 10 %小牛血清的DMEM 培养基

分别培养细胞株 4B23 和 F248. 细胞贴壁长满后换

5 %血清培养 ,每 24 h 收集培养液作为纯化的初始

材料. 每瓶细胞培养液为 250 ml ,长满后每瓶细胞数

约为 115 ×10
8

,可连续培养 30 d.

114 　表达产物的测定方法

纤溶活性采用纤维蛋白琼脂糖平板法 ( FAPA

法) [4 ]
,参照国际标准 t2PA 测定. 以系列梯度的标准

t2PA 制备标准曲线 ,求出 t2PA 活性.

115 　Lys2Sepharose 4B介质的制备[ 5]

先用 BrCN 按经典的 NaOH 滴定法活化 Sepha2
rose 4B ,然后立即用Lys2HC1 偶联 ,介质装柱 (216 cm

×40 cm) . Lys2Sepharose 4B 经 75 mmolΠL Lys2HC1 溶

液洗脱后用平衡缓冲液 Ⅰ(011 molΠL PBS ,pH 714 ,

0101 %Tween280)平衡即可使用.

116 　Zn2 + 2Sepharose 4B 凝胶的制备及再生

经亚氨基二乙酸活化的 Sepharose 4B 装柱 (415

cm ×715 cm) ,用 ZnCl2 (1 gΠL)溶液过柱饱和 ,Zn
2 + 将

充分与连接在 Sepharose 4B 凝胶上的亚氨基二乙酸

偶联 ,用去离子水洗后即成 Zn2 + 2Sepharose 4B. 用过

的柱子用 0105 molΠL EDTA (pH 810) , 0105 molΠL
NH4 HCO3 (pH 1015) 和去离子水顺序洗柱 , 再用

ZnC12 (1 gΠL)溶液过柱饱和即可完成再生.

117 　rht2PA及其突变体的纯化

细胞培养上清离心 (10 000 rΠmin ,转头 B22SH)

后上Lys2Sepharose 4B 柱 ,流速为 100 mlΠh ,上样过程

中检测流出液中 t2PA 的活性 ,当流出液中活性达上

样液的 10 %时停止上样. 用平衡缓冲液 Ⅰ平衡柱至

基线 ,再用 0～75 mmolΠL Lys2HC1 (溶于平衡缓冲液

Ⅰ中)线性梯度洗脱 ,洗脱流速 100 mlΠh ,洗脱液测

活并收集活性峰.

Zn
2 + 2Sepharose 4B 柱用平衡缓冲液 Ⅱ(0102 molΠ

L Tris2HC1 ,pH 714 ,1 molΠL NaC1 ,0101 %Tween280)平

衡后 ,将 Lys2Sepharose 4B 柱层析收集的活性洗脱液

上柱 ,流速为 100 mlΠh. 上样完毕用平衡缓冲液 Ⅱ平

衡至基线 ,用 0～50 mmolΠL 咪唑线性梯度 ,洗脱收

集液用 FAPA 法测 t2PA 活性后收集活性峰.

118 　蛋白质浓度测定

采用考马斯亮蓝 G250 染色法测定蛋白质含

量[6 ] .

119 　t2PA的纯度分析[ 7]

采用 SDS2PAGE 法 ,浓缩胶为 5 % ,分离胶为

10 % ,交联度为 216 %. 以考马斯亮蓝 G250 染色后 ,

对染色带进行扫描.

2 　结果

211 　rht2PA的纯化

rht2PA 的纯化结果总结为 Table1.

　Table 1 　Purification of rht2PA from the culture medium of 4B23 strain

VolumeΠml Total proteinΠmg Total activityΠIU Specific activityΠIU·mg - 1 Purification factor Yield( %)

Culture Medium 2500 5250 249 ×104 473. 8 1 100

Lys2Sepharose 4B 320 30. 5 198 ×104 6. 5 ×104 137 79

Zn2 + 2Sepharose 4B 130 7. 2 182 ×104 2. 5 ×105 534 73

　　4B23 细胞株的培养液作为纯化的起始原料 ,t2
PA 活性为 995 IUΠml ,总蛋白浓度为 211 mgΠml. 柱体

积为 200 ml (216 cm ×40 cm)的Lys2Sepharose 4B 凝胶

可上样 2 500 ml (249 ×10
4

IU) ,此时在流出液中测出

10 %上样液活性. 用 0～75 mmolΠL 的Lys2HC1 600 ml

线性梯度洗脱 ,共收集 50 管 (10 mlΠ管)洗脱液 ,层析

图谱见 Fig11. 测活发现 ,15～20 管高蛋白吸收峰为

杂蛋白 , t2PA活性从22管开始出现 ,主要弥散在
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Fig. 1 　Elution profile of rht2PA expressed in 4B23 strain on Lys2

Sepharose 4B column

An arrow indicates the start of gradient elution.

15th～20th tube (10 mlΠtube) showed a high protein peak.

The activity of t2PA emerged from 22nd tube to 45th tube

24～45 管中 ,t2PA 的活性主要集中在 30～56 mmolΠL
Lys2HC1 洗脱梯度之中. 收集 22～53 管共 320 ml 活

性洗脱液上 Zn
2 + 2Sepharose 4B 柱进一步纯化. 上柱

后测流出液中 t2PA 的活性 ,发现活性完全为柱吸

附 . 用平衡缓冲液 Ⅱ洗柱后 ,用0～50mmolΠL咪唑

600 ml 线性梯度洗脱 ,收集 60 管 (5 mlΠ管) 洗脱液.

测活发现 ,活性峰为 25～51 管与蛋白峰吻合 ,比活

值达 215 ×105 IUΠml. 层析图谱见 Fig12 ,两步总回收

率高达 73 %.

Fig. 2 　Elution profile of rht2PA on Zn2 + 2Sepharose 4B column

25th～52nd tube showed a protein peak

212 　rht2PA 突变体 Q42 NΠH44EΠN117 QΠN184 QΠdel

( 296～302)的纯化

纯化结果总结为 Table 2.

　Table 2 　Purification of rht2PA mutant from the culture medium of F248 strain

VolumeΠml Total proteinΠmg Total activityΠIU Specific activityΠIU·mg - 1 Purification factor Yield( %)

Culture medium 8130 12195 643 ×104 527 1 100

Lys2Sepharose 4B 120 2715 495 ×104 118 ×105 341 77

Zn2 + 2Sepharose 4B 70 716 446 ×104 519 ×105 1119 69

　　F248 细胞株的培养上清 t2PA 活性为 791 IUΠml ,

总蛋白浓度为 115 mgΠml. 纯化过程与结果与 211 基

本类似 ,层析图谱见 Fig13 和 Fig. 4. 但有如下不同 :

①突变体的比活值达 519 ×10
5

IUΠmg ,是 rht2PA (215

×10
5

IUΠmg)的 214 倍 ,这可能系因 t2PA 的 K1 及 K2

Fig. 3 　Elution profile of rht2PA mutant expressed in F248 strain on

Lys2Sepharose 4B column

An arrow indicates the start of gradient elution.

17th～27th tube (10 mlΠtube) showed a high protein peak.

The activity of t2PA emerged from 38th tube to 54th tube

区去糖基去掉了空间位阻使 t2PA 更易与纤溶酶原

接近和结合 ,使 t2PA 特异活性升高所致. ②本文所

用的Lys2Sepharose 4B 柱可允许突变体培养液上样

8130 ml (643 ×10
4

IU) ,多于 rht2PA(2500 ml ,249 ×10
4

IU) ,但纯化出的蛋白含量 (7～8 mg) 及总回收率 (约

70 %)基本一致. 这与突变体比活性高于 rht2PA 的结

果相吻合 . ③Lys梯度洗脱后活性峰集中在120ml

Fig. 4 　Elution profile of mutant on Zn2 + 2Sepharose 4B column

31st～45th tube showed a protein peak
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洗脱液 ,而 rht2PA 却分散 320 ml 洗脱液中. ④突变

体活性主要出现在 46～61 mmolΠL 的 Lys2HC1 洗脱

梯度中 ,洗脱峰后移 ,保留时间延长了.

213 　t2PA的纯度分析结果

SDS2PAGE结合考马斯亮蓝 G250 染色扫描分析

纯化产物 , rht2PA 和突变体基本都呈单一条带 , rht2
PA 的带形较宽 ,反映了由于糖基化程度的差异 ,可

能有两型 t2PA 分子存在 (3 个糖基化位点均糖基化

的Ⅰ型分子及 Asn184 位无糖基化的 Ⅱ型分子) [8 ] ,

分子量约 70 kD ,见 Fig. 5 ;突变体分子量基本与 rht2
PA 相当 ,不易区分分子的相对大小. 纯化产物 SDS2
PAGE扫描结果均达到 98 %以上纯度 (Fig. 6) .

Fig. 5 　SDS2PAGE analysis of purified products

1 :Standard t2PA(67 kD) ;

2 :Purified rht2PA ;

3 ,4 :Purified mutant

Fig. 6 　Purity analysis of purified products

(A) The purity of rht2PA is 98. 5 %(Fig. 5 Lane2)

(B) The purity of mutant is 100 %(Fig. 5 Lane3)

3 　讨论

由于 t2PA 的 K2 区含有Lys 结合位点 ,所以Lys2
Sepharose 4B 亲和层析成为纯化 rht2PA 的较理想方

法. Zn2 + 螯合亲和层析是非特异性的 ,由于起始纯化

材料中杂蛋白含量高 ,所以纯化第一步选用的是

Lys2Sepharose 4B 亲和层析 ,以去除大部分杂蛋白.

由 Table 1 和 Table 2 可见 ,大部分杂蛋白在此步去

除.

在Lys2Sepharose 4B 层析过程中 , rht2PA 的活性

峰分散在 30～56 mmolΠL 的Lys2HC1 洗脱梯度之中 ,

活性峰弥散. 可能是因为 rht2PA 的糖链糖基化程度

不同 ,产生与Lys 结合力不同的异型 t2PA 分子所致 ;

而突变体活性主要出现在 46～61 mmolΠL 的 Lys2
HC1 洗脱梯度中 ,有保留时间延长 ,活性峰明显后移

和集中的现象. Zn2 + 螯合层析中 rht2PA 和突变体均

呈单一洗脱峰 ,得到进一步纯化 ,同时起到一定浓缩

作用.

　　Witter 等及 Haigwood 等[8 ,9 ] 分别证明 K2 区去糖

基化后 t2PA 与纤维蛋白的亲和力升高 ,而 Lys296～

Gly302 的 7 个氨基酸残基的去除对 t2PA 与纤维蛋

白的亲和力无明显影响[10 ] . 很可能 K1、K2 区去糖基

化后 t2PA 更易与纤维蛋白接近而结合 ,表现在与纤

维蛋白的亲和力升高. 纯化中在 rht2PA 的洗脱条件

下 (30～56 mmolΠL Lys2HC1 梯度范围内)不能把突变

体完全洗脱下来 ,因而出现突变体在柱上的保留时

间延长 ,活性峰明显后移的现象. 我们观察到突变体

活性峰出现在 46～61 mmolΠL 的 Lys2HC1 梯度范围

内 ,峰较集中. 这说明去糖基化使突变体的分子均

一 ;同时也证明了 t2PA 突变体与固定相的结合力确

实升高了. 这可能是因为 K1、K2 区去糖基化去除了

空间位阻的同时又引起分子三维结构的改变 ,导致

Lys结合“口袋”更好暴露 ,使 t2PA 更易与固定相上

的 Lys 配基接近而结合 ,表现出与固定相的结合力

升高.

　　Haigwood 等曾在纯化系统中证实 K1 及 K2 区双

糖基化位点消除的 t2PA 突变体特异活性高于野生

型 t2PA(是野生型 t2PA 的 3 倍) [9 ]
. 我们纯化结果中

突变体的比活性是 rht2PA 的 214 倍 ,两结果相吻合 ,

可以认为特异活性的提高是 K1 及 K2 区糖基化位

点去除的结果. 可能的原因如下 : ①K1、K2 去糖基化

后使 t2PA 更易与纤维蛋白接近和结合. ②去糖基化

后可能引起 t2PA 分子三维结构轻微改变使其活性

中心更易与纤溶酶原结合.

　　经两步层析 ,rht2PA 及其突变体的回收率高达

70 %. SDS2PAGE分析显示 , rht2PA 和突变体基本都

呈单一条带 ,扫描分析均达到 98 %以上纯度. 由于

突变体 K1 和 K2 区糖基化位点被消除及缺失 K296

～G302 位 7 个氨基酸残基 ,分子量应小于 rht2PA ,此

情况电泳区带反映不明显. 要准确判断分子相对大

小有待于将纯化产物进一步作质谱分析.
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抑制食欲的蛋白激素

科学家猜想 ,身体以多条途径向脑传达过饱信息. 但是有一个研究组现在报道 20 多年前发现的 1 个蛋

白激素 PYY3236 可能是过饱信号传送到脑的基本物质. 禁食的人在餐前 2 h 接受 PYY3236 注射后 ,吃得比未

注射的人少 1Π3. 年轻的小鼠接受该激素每天 2 次注射 ,1 星期后食欲便受抑制 ,而且体重比未接受该激素注

射的小鼠大大降低. 研究者将该发现及其它有关发现在 2002 年 8 月 8 日的 Nature 上作了报道. 他们提示 ,对

PYY3236 研究将导致出台治疗肥胖症和饮食紊乱的新方法 ,因为该激素是有效的食欲抑制剂. 在许多情况

下 ,PYY3236 似乎是 ghrelin 的副本. ghrelin 是一种胃产生的激素 ,其可传播到大脑而刺激食欲. ghrelin 在人血

液中的浓度为餐前高而餐后低 ,而 PYY3236 则刚好相反. 医师们可能用 PYY3236 或其仿制品来抑制食欲 ,以

取代直接阻断 ghrelin 诱导饥饿的作用. 粗略地说来 ,ghrelin 与 PYY3236 效率相当. 前者提高食物摄入约为 1Π
3 ,后者降低食物摄入也约 1Π3. 20 世纪 70 年代 ,科学家在猪小肠内发现 PYY3236. 而后其他研究者发现 ,每餐

以后人小肠与大肠将 PYY3236 分泌到血液中去 ,其分泌量与每餐的卡路里含量成比例. 在 80 年代 ,研究者将

PYY3236 给人注射 ,研究其对胃的作用 ,诸如对胃酸的分泌作用. 在新的研究中 ,研究者发现 ,PYY3236 阻止特

异性脑细胞分泌一种有效诱导食欲的化学信号. 他们也鉴定了 PYY3236 所作用的脑细胞表面蛋白 ,它是模拟

PYY3236 的药物的有效靶子. 科学家很可能来寻找一种口服药物 ,因为 PYY3 - 36 必须注射投药. 为了揭示

PYY3236 该激素的所有作用 ,研究者创建了缺乏 PYY3236 的基因工程小鼠 ,并指出 PYY3236 似乎是一个消化

后激素 ,其关闭食欲 ,延迟胃的排空 ,因为足够的食物已经进人小肠 ,并且因为已经吃罢而不再需要食物了 ,

所以胃酸分泌也抑制了. 然而 ,曾经有其它公认的饱食因子轰动一时 ,但都未能开发成为肥胖症的有效药物.

(李潇 　摘译自 J . Travis : Science News ,Vol . 162 ,Aug. 10 ,2002 ,p83)
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