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本文研究的Himlog 18，是将AngiomaXⅣ-端的D-Phe一和￡-Pm-去除，以检测其Ⅳ_端D-Phe一和￡一Pm-对

其活性的影响，并为合成全长的Angiomax提供中间原料．

1材料和方法

1．1菌株和质粒

大肠杆菌扩增菌株DH 5Q、大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)由本实验室保存，大肠杆菌表达载体pET

32b购自Invitrogen公司．

1．2主要试剂

限制性内切酶xho I和Kpn I、T4 DNA Ligation Kit、Taq酶、dNTP、DNA marker DL2000购自Takam公

司．Hirulog 18模板(连有xho I和Kpn I核酸内切酶位点以及肠激酶酶切位点)由Invitmgen公司合成，

PCR引物由北京生工技术有限公司合成．柱式离心式胶回收试剂盒购自鼎国公司．BCA Protein Assay Kit

购自Pierce公司．其它所需试剂为国内分析纯常用试剂．

1．3基因模板及引物的设计和合成

化学合成的Hirulog 18基因模板序列为：GGT Acc GAc GAc GAT GAc AAG cGA ccA GGA GGA

GGA GGA GAT GGT GAT TTC GAA GAA ATC CCA GAG GAG TAC CTG TAA CTC GAG

PCR扩增的上游和下游引物分别为：

5’ctg g臣垒曼里gac gac gac gac aag gcc a培

5’cta里!竺g皇g gcg cgg cac cag gcc gct gc

其中，GGTACC和CTcGAG分别为Kpn I和xho I酶切位点，cAcGACGATGACAAG序列编码肠激酶

的酶切位点．

1．4基因扩增和克隆以及重组质核的鉴定

PcR扩增目的基因的程序为：95℃30 s、53℃30 s、72℃30 s，循环28次．用xho∥Kpn I双酶切PCR

扩增产物及表达载体pET 32b，用2％的琼脂糖凝胶电泳纯化回收酶切产物，混匀，加入T4 DNA连接酶，

置16℃反应过夜．

将连接产物转化大肠杆菌DH 5 0【，并将转化细菌涂在含50肛g／mL ampicillin的琼脂糖平板上，37℃培

养过夜∞j．挑取单克隆，用PCR和xho∥Kpn I双酶切鉴定．将PCR和双酶切鉴定正确的克隆进行DNA测

序分析．

1．5 pET 32b／HirIIlog 18·Trx融合蛋白的表达及其SDS-PAGE分析

将含有正确DNA序列的重组质粒转入大肠杆菌B也1(DE3)，挑单克隆于LB培养基中(含50斗g／mL

ampicillin)，37℃、220 r／min培养过夜．取过夜菌液按1：50接种，培养至OD600为o．8—1．0，诱导4 h．收集

的菌体以5％堆积胶和13．5％分离胶分析哺J．

1．6 融合蛋白的提取、纯化和剪切以及删PLC、MS分析

将收集的菌体按1 g菌体10 mL l×binding buffer l(6 moL／L盐酸胍、20 mmoL／L瞄s—Hcl、O。5 moL／L

Nacl、0．5 mmoL／L PMsF、5～10 mmoL／L B-巯基乙醇，pH 8．o)的比例溶解，超声破碎，18 000 r／min、4℃离

心，收集上清．将收集的上清以Ni—Sepharose纯化后，以l×binding buffer 2(8 moL／L urea、20 mmoL／L惭s．

Hcl、0．5 moL／L Nacl、10 mmoL／L B一巯基乙醇、5 mmoL／L咪唑，pH 8．0)洗涤，以1×binding buffer 2+100

mmoL／L咪唑洗脱．洗脱的融合蛋白溶于40倍体积的复性液(50 mmoL／L Tris—HCl，1 mmoL／L GSSG，l mmoL／

L GSH，10 mmoL／L EDTA，pH 8．0)4℃静置过夜．

融合蛋白以肠激酶酶切，酶切产物以Ni—sephamse纯化，收集穿过液．收集的穿过液以HPLc纯化，并

以MS鉴定．

1．7生物学活性检测

将Angiomax标准品溶于buffer A(50 mmoL／L Tris—HCl，pH 8．O)至40斗∥mL，Himlog 18也溶于buffer

A至4 mg／mL．凝血酶溶于ddH：O至“U／mL，Chromozym TH溶于ddH20至2 mmoL／L．将样品与10斗L

Thmmbin溶液混合，加入buffer B(50 mL A+50 mg BsA+150 mmoL／L Nacl)至终体积为90止．将混合体
系在37℃中温育30 min，然后加入10灿L chromozym TH溶液，405 nm读数．
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2实验结果

2．1碰rlllog 18基因片断的扩增

将化学合成的Himlog 18模板用PCR扩增，PCR产物经2％琼脂糖电泳，所得条带的大小与预期值一

致(图1)．

2．2表达产物的分析

将含有正确DNA序列的重组质粒转化至大肠杆菌BL2l(DE3)，经I阿℃诱导，融合蛋白的表达效率

达25％，融合蛋白的相对分子质量为18 000(图2)．经Ni—sephasmse亲和纯化后，融合蛋白的纯度达85％

以上(图2)．

IJane l：DNA markers；Lane 2：PCR产物

图1 Himlog l&厂rH PCR结果

Lane 1：contml(未加I门G诱导)；Lane 2：蛋白markers

Lane 3：Himlog 18厂I'rx融合蛋白经I盯G诱导表达；

L¨e 4：Himlog 18厂11rx融合蛋白

图2砸兀llog 18玎疆融合蛋白的诱导表达

2．3融合蛋白的酶切

肠激酶可以将融合蛋白Hirulog 18’-Trx酶解，产生Hirulog 18和TⅨ．

TⅨ由于相对分子质量比融合蛋白小2 000左右，因而在电泳中比融合蛋白

具有更快的迁移率．Himlog 18由于相对分子质量比较小，且易扩散，在凝

胶中未能显示染色条带．(图3)

2．4 MS

肠激酶酶切产物经Ni．Sepharose和HPLc纯化后，用质谱Ms测定Hir．

ulog 18的相对分子质量，结果见图4．(其中966．9为半相对分子质量峰，

1934．5为Hirulog 18全相对分子质量峰．)2J器攀兰篙嚣怒几乎相同的羞：怒篙篙；相对于Angioma)【，800倍浓度的Himlog 18对凝血酶产生几乎相同的 ， ．‘U：．，。。．鼬△疆白’

抑制(图5)；图6表明，100倍浓度的HillJlog 18对Angioma】【能够形成显著 图3融合蛋白酶切的sDs-PAGE

的竞争抑制．
966．9
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图4 MS of胁rIlI0918
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