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摘要：纳豆激酶是一种良好的天然蛋白酶类溶栓物质。国内外许多学者对该酶进行了基因工程研究，但在克隆表达

过程中出现了许多长短不同的基因片段。本研究通过原产日本的优质纳豆中分离鉴定出高产纳豆杆菌 4#I 并提取

该菌株的全基因组；通过 J/K手段扩增出能编码纳豆激酶信号肽，前导肽和成熟肽的前纳豆激酶酶原基因 !"$，以

及能编码纳豆激酶成熟肽的纳豆激酶基因 !""，构建了纳豆激酶基因的表达载体 LMNO#&D4B$ 和 LMNO#&D4B"，转化

#$ %&’( PQ"$ 后在大肠杆菌中表达，并进行了活性分析。结果发现，纳豆激酶酶原基因片段 !"$ 能成功表达出有活

性的分泌型纳豆激酶；而纳豆激酶基因片段 !"" 的表达产物为无活性的包涵体。在对 !"$ 和 !"" 的比较研究后可

知，纳豆激酶酶原基因片段 !"$ 能在大肠杆菌中很好的分泌表达，这将为纳豆激酶基因工程的深入研究奠定基础。
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! ! 纳豆激酶是纳豆在发酵过程中由纳豆杆菌分泌
的一种可溶解血栓的蛋白质［$］，它不仅能直接作用

于纤维蛋白，而且还可以激活体内的 :DJS，从而表现
出很强的溶血栓作用［"］。此外，它还具半衰期长、无

毒副作用、分子量小、可以口服、口服后无不良反应

等优点［O］。因此国内外有关研究人员都认为它极有

可能成为新一代的抗血栓药物［H］。

4&T&5+,&等［C］首次报道了包括调控顺序在内
的 $ HIO UL 的 !" 全长基因序列。!" 基因以 VNV
为起始密码子，随后是 $ $HO UL 组成的阅读框架，4
端的第 $ W ") 个氨基酸残基是信号肽（ <31’&- L8LD
:3X8），第 O# W $#E 的 II 个氨基酸残基是前肽
（J,*L8L:3X8），随后的 "IC 个氨基酸残基为纳豆激酶
成熟肽（4&::*T3’&98）。利用基因工程技术，作为药
物大规模生产稳定高效具有导向性的溶栓药物纳豆

激酶对于提高疗效、安全性及延长药物的半衰期，降

低生产成本等方面具有重要意义。

本研究对新分离和筛选到的一株具有高效纤溶

活性的菌株进行了纳豆激酶编码基因的克隆表达研

究，以期为今后对纳豆激酶结构基因的改造，改变纳

豆激酶的分子结构，进一步降低分子量、提高酶活力

和热稳定性、延长半衰期等奠定基础。

$ 材料与方法

$( $ 材料
$( $( $ 载体与菌株! 纳豆杆菌 4#I 由本实验室从纳
豆中筛选获得；用于转化的菌株为 #$ %&’( PQ"$；LYD
?-GDN <35L-8 载体为大连 N&B&K& 公司产品；LMND
O#&载体本实验室保存。
$( $( " 工具酶与试剂! 溶菌酶、MZN&2 酶、限制性内
切酶 P&5[ A、Z0* A、NH ?4S-31&98 和 ?4S Y&,T8, 均
购自大连 N&B&K& 公司；64ARD$# 柱式 ?4S 胶回收
试剂盒、细菌总 ?4S 提取试剂盒、小量质粒抽提试
剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司；凝

血酶、纤维蛋白原、尿激酶购自北京鼎国生物技术有

限责任公司；其它试剂均为国产或进口分析纯。

$( $( O 培养基［E］! 大肠杆菌 QP 培养基中营养成分
为：蛋白胨 $\，酵母粉 #( C\，4&/- #( C\；纳豆杆
菌培养基中营养成分为：牛肉膏 #( C\，酵母粉
#( C\，葡萄糖 #( C\，蛋白胨 $\，4&/- #( C\。
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!" !" # 引物的设计合成$ 根据 %&’( 公布的纳豆激
酶基因序列设计引物如下：

引物 )*+,-* ! 为 .’/0&0 012 &&1 201 011
0&1 111 112 2/3’；引物 )*+,-* 4 为 .’/&&& 2&0
102 202 0&1 0&2 0&2 20/3’。上游引物加入
’5,6 (酶切位点，加入 0& 两个保护碱基；下游引
物加入 789 (酶切位点，加入 && 两个保护碱基。这
对引物用以扩增编码纳豆激酶信号肽、前肽和成熟

肽序列，长度为 ! !#3 :;，称为片段 !。
引物 )*+,-* 3 为 .’/0&& 001 2&& 0&0 &11

2&2 022 &&2 212/3’；引物 )*+,-* # 为 .’/0&0
&2& 010 221 220 20& 10& 20& 220 21/3’。上
游引物加入 ’5,6 (酶切位点，加入 0&&3 个保护碱
基；下游引物加入 789 ( 酶切位点，加入 0&03 个保
护碱基。这对引物用以扩增编码纳豆激酶基因成熟

肽序列，长度为 <4. :;，称为片段 4。
!" 4 方法
!" 4" ! 纤维蛋白平板的制备［=］$ >" ! ? 琼脂糖溶于
4> ,@测活缓冲液（含>"!. ,9A·@ B!%5&A，>" >4 ,9A·@ B!

2*+C/6&A，;6 值为 =" >）中 !4! D 灭菌后冷却至
.< D，加入 4> ,? 纤维蛋白原，摇匀后倒入已加有
4> E凝血酶的平板，# D冷藏保存备用。
!" 4" 4 纳豆杆菌 %>=的分离及基因组的提取［<］$ 选取
.粒纳豆，溶于 . ,@无菌生理盐水中，稍振荡后，置于
摇床上 4# 8，摇床工作条件为 3= D、44> *·,+F B!。取

培养液 >" ! ,@于 G)管内，离心去上清，用 ! ,@ 无
菌生理盐水重悬菌体；置于 <> D恒温水浴锅加热
!> ,+F，以去除杂菌［H］。将加热后的菌悬液经梯度
稀释后涂布酪蛋白平板，过夜培养；选出透明圈明显

的 !> 个单菌落依次分别命名为 %>! 到 %!>。分别
用 @’培养基活化，梯度稀释再次涂布酪蛋白平 4>3
板复筛，得到 %>= 样品透明圈最大。
将 %>= 样品在 @’ 中扩大培养，取适量的指数

生长期细菌用 E%(I/!> 柱式 J%1 提取试剂盒提取
基因组 J%1。用紫外分光光度计测量 J%1 含量，
进行 >" =K琼脂糖凝胶电泳判定 J%1完整性。
!" 4" 3 前纳豆激酶酶原基因及纳豆激酶基因的克隆
$ 将设计的两对引物分别进行 )&L 扩增。扩增体
系：总体系为 .> !@，其中 MM64N #>" . !@，!> O )&L

’PQQ-*（含 R?4 S）. !@，!> F,9A·@ B!引物各 !" >
!@，. E·!@ B! 25TJ%1 聚合酶 >" . !@，!> ,,9A·
@ B! M%2)!" > !@，基因组 J%1 ! !@（约 !>>4>>

F?）。扩增反应过程为：H. D预变性 . ,+F，H# D变
性3> C，U4 D退火 3> C，=4 D延伸 ! ,+F，循环 3> 次，
最后 =4 D延伸 !> ,+F。
!" 4" # 表达载体的构建 $ 利用内切酶 ’5,6 ( 和
789 ( 对 )&L 产物、质粒 ;G23>5 分别进行双酶切，
用 !K的凝胶进行电泳，用 E%(I/!> 柱式 J%1 胶回
收试剂盒回收目的片段部分然后通过 2# J%1 @+?/
5C-连接，转化 !" #$%& ’@4!。采用菌落 )&L方法，筛
选出阳性克隆子并进一步进行基因序列测定。

!" 4" . 前纳豆激酶酶原基因及纳豆激酶基因的表达
$ 取含有前导肽基因和全肽基因的 ’@4! 重组菌液
!>> !@，分别加入到两个含有抗生素的 !>> ,@ @’
培养基中，3= D培养 4 V 3 8，当 NJ..> 值约为 >" <
时，向培养基中加入 4>K 葡萄糖溶液 ! ,@ 和
! ,9A·@ B!的 ()20 溶液 !>> !@，放于 44 D低温诱
导培养过夜。

!" 4" U WJW/)10G鉴定表达产物$ 收集诱导培养的
菌体，用 ! O WJW 裂解液裂解，配制 .K 浓缩胶和
!4K的分离胶进行 WJW 电泳，进行 WJW/)10G 法鉴
定。薄层扫描测定表达的纳豆激酶在菌体总蛋白中

所占的比例。

!" 4" = 纤维蛋白平板检测表达产物的纤溶活性$ 将
重组 !" #$%& ’@4!诱导发酵培养。取发酵液进行菌体
超声波破碎和离心取发酵上清，分别取 4> !@点样到
纤维蛋白平板上，3= D温箱中放置 !< 8，观察结果。

4 结果

4" ! )&L扩增序列结果
在实验中，提取基因组，利用已设计的引物进行

)&L扩增，结果在 <>> V H>> :; 之间（’(!，片段 !）
和 ! !>> V ! 4>> :;之间（’(4，片段 4）可以扩增出
特异的条带（图 !）。与预期片段长度吻合。

图 !$ 琼脂糖凝胶电泳图
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!" ! 表达质粒的构建与鉴定
将所获得的基因片段进一步与质粒载体

#$%&’(酶连、转化 !" #$%& )*!+后，都筛选到了阳性克
隆子，分别命名为 #$%&’(,-.+ 和 #$%&’(,-.!。利用
内切酶 )(/0 1和 234 1进行双酶切，可切出与插入
基因大小近似的片段，酶切结果与预期一致（图 !）。

图 !5 重组质粒双酶切鉴定结果

将带有 #6789,%,-.8 和 #6789,%,-.! 的菌液
送至上海生工生物工程技术服务有限公司进行测

序。将测序结果与 -:)1 上发表的纳豆激酶基因序
列对比发现，扩增得到的结果与报道序列相似度达

;;" 9 <。
!" & 重组表达质粒在大肠杆菌中的表达及 =7=,
>?@$法鉴定
将重组质粒转化 !" #$%& )* !+ 感受态细胞后，

经过 1>%@诱导培养，并收集破碎菌体后的发酵液，
去除菌体的发酵液，均加等体积的 ! A =7=,>?@$
*4(BCDE )FGGHI进行 =7=,>?@$ 分析。结果显示两段
基因均成功表达，其中前纳豆激酶酶原基因 ’(+ 表达
出了分泌性蛋白，纳豆激酶条带位于 !’" + JKK" & L7之
间，大约 !9 L7左右（图 & 中黑线所指处）。薄层扫
描法测得 #$%&’(,-.+ 的纳豆激酶表达产物约占菌
体总蛋白的 !’<左右，#$%&’(,-.! 的纳豆激酶表
达产物约占菌体总蛋白的 &’<左右（图 &）。
!" K 纤维蛋白平板检测活性
纤维蛋白平板检测发现，携带 #$%&’(,-.+ 的

)*!+ 发酵液可溶解纤维蛋白，并且去除菌体的发酵
液也可以在纤维蛋白平板上形成透明圈（图 K?+，
?!），说明前纳豆激酶酶原基因 ’(+ 在 )*!+ 中成
功表达出有活性的分泌型纳豆激酶。而携带

#$%&’(,-.! 的 )*!+ 发酵液在纤维蛋白平板上无
法形成透明圈，虽然 =7=,>?@$ 分析显示纳豆激酶

基因 ’(! 成功表达（图 K)+，)!），但是不具有活性。

?：#$%&’(,-.+（6：6(ILHI，+：纳豆杆菌破碎菌体发酵液，!：#$%&’(,

-.+ 破碎菌体发酵液，&：#$%&’(破碎菌体发酵液，K：#$%&’(,-.+ 去

除菌体发酵液）；)：#$%&’(,-.!（6：6(ILHI，+：纳豆杆菌破碎菌体发

酵液，!：#$%&’(,-.! 破碎菌体发酵液，&：#$%&’(,-.! 去除菌体发酵

液，K：#$%&’(破碎菌体发酵液）。

图 &5 表达产物的 =7=,>?@$分析

?+：#$%&’(,-.+ 破碎菌体发酵液活性检测；?!：#$%&’(,-.+ 去除菌

体发酵液活性检测；)+：#$%&’(,-.! 破碎菌体发酵液活性检测；)!：

#$%&’(,-.! 去除菌体发酵液活性检测。

图 K5 表达产物的活性检测

& 讨论

纳豆激酶作为一种非常有潜力的新型溶栓剂，

受到了国内外研究者多方面的关注。纳豆激酶的基
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因序列经常出现不同的报道，推测造成这种现象的

原因如下，由于基因的变异性，同种细菌的不同的株

系携带的基因可能会有细微的差别，很多研究人员

用的纳豆杆菌都是自行分离纯化的，彼此之间属于

不同的株系，纳豆激酶基因序列出现细微差别是正

常现象。在纳豆激酶的基因工程制备方面，很多研

究者使用不同的生物反应器都实现了纳豆激酶的表

达。例如，张淑梅等［!"］在大肠杆菌中表达了纳豆激

酶成熟肽基因；刘北域［!!］、谢秋玲等［!#］在大肠杆菌

中表达了纳豆激酶原基因，并得到经过自身剪切和

未剪切的两种表达产物，经过自身剪切的表达产物

具有纤溶活性；朱立成等［!$］克隆了包括启动子、信

号肽、成熟肽序列的纳豆激酶全长基因，并在大肠杆

菌中成功地表达；黄磊等［!%］在蛋白缺陷型枯草芽孢

杆菌中表达了纳豆激酶原基因和纳豆激酶基因，两

者的表达产物均具有纤溶活性；罗立新等［!&］在巴斯

德毕赤酵母中表达了纳豆激酶成熟肽基因，产物具

有活性；袁琳等［!’］通过根癌农杆菌 ()*!"& 介导，
转化番茄的下胚轴，纳豆激酶基因在番茄转录水平

上得到表达；陈寅等［!+］克隆了前纳豆激酶酶原基

因，构建 ,-. 载体，转化病毒，转染家蚕，用家蚕杆
状病毒表达系统实现了纳豆激酶在家蚕血液中的表

达。以上有关研究为本研究纳豆激酶前导肽序列对

纳豆激酶活性和分泌影响情况提供了基础。

本研究选择大肠杆菌原核表达系统，成功地构

建了前纳豆激酶酶原基因的表达载体 ,(/$"0123!
和纳豆激酶基因的表达载体 ,(/$"0123#，转化
!" #$%& 4.#!，测序结果表明，克隆到的两条目的片段
与 2546 文献上发表的纳豆激酶基因序列对比，相
似度达 778 9:。经过 6;/< 诱导培养，收集破碎菌
体后的发酵液，去除菌体的发酵液，用纤维蛋白平板

法检测酶活发现，前纳豆激酶酶原基因的表达产物

具有活性且分泌到细胞外，为分泌性蛋白；而纳豆激

酶基因的表达产物则不具有纤溶活性。原因可能是

纳豆激酶的前导肽序列能帮助纳豆激酶成熟肽正确

折叠，从而增强纳豆激酶的可溶性和活性，而没有前

导肽帮助的话，纳豆激酶成熟肽正确折叠的几率就

很低，容易形成包涵体，失去活性。有文献报道，一

些与 ’(基因同源的枯草杆菌菌素蛋白有相似的前
导肽区域，它们在大肠杆菌中表达需要前导肽序

列［!9］。枯草菌素原 ( 在大肠杆菌中表达可通过自

身加工切除前导肽序列而形成有活性的成熟肽［!7］。

另外，信号肽序列表达出的信号肽帮助纳豆激酶从

细胞内转移至细胞外，实现了纳豆激酶在大肠杆菌

的胞外表达，给后期的分离纯化减少了麻烦。需要

进一步进行的工作包括发酵条件的优化、纳豆激酶

的纯化等，这将为纳豆激酶作为保健品的开发奠定

基础。
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