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摘　要:将人纤溶酶原 kringle 1-3 ( K1-3) 基因插入融合表达载体 pET-17b, 获得重组质粒 pET-K13,

转化 E.coli BL21 ( DE3) , 在 IPTG诱导下, 人纤溶酶原 K1-3基因在 E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) 中获得

高效融合表达, 表达量占菌体总蛋白的 24%, 表达产物以包涵体存在, Western blot证明重组蛋白对人纤溶

酶原抗血清有特异免疫原性.
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　　肿瘤迅速增殖和转移有赖于生成新生血管为

其继续增殖提供充足氧气和营养物质[ 1] .血管生

成抑制素 ( angiostatin) 是近年发现的通过抑制血

管内皮细胞生长和血管形成从而抑制肿瘤生长及

转移的蛋白因子, 其氨基酸序列相当于血纤溶酶

原的 K1-4区[ 2, 3]最近发现其 K1-3功能区的抑

制血管生成的能力大于 K1-4 区并能抑制神经

胶质瘤的生长[ 4] .本研究应用 PCR技术, 以人

纤溶酶原 cDNA 为模板, 扩增其 K1-3区编码序

列, 克隆至表达 载体 pET-17b, 获得重组质粒

pET-K13, 转化 E.coli BL21 ( DE3) 后获得高

效融合表达并证明重组蛋白对人纤溶酶原抗血清

有特异免疫原性.

1　材料和方法

1.1　菌株和质粒

菌株 E.coli DH5α和 E.coli BL21 ( DE3) 为

本室保存.质粒 pSPK13含人纤溶酶原 K1-3基

因, 由本室构建.质粒 pBluscript和 pET -17b为

本室保存.

1.2　工具酶和主要试剂

限制性内切酶及 T4-DNA 连接酶等购自

GIBCO BRL、 Promega 和华美生物工程公司;羊

抗人纤溶酶原血清 、 IPTG 和二氨基联苯胺购自

Sigma公司;HRP -Protein A 购自上海生物制品

研究所;其余为国产 AR试剂.

1.3　质粒DNA的提取和酶切片段回收

按试剂盒说明书操作;限制性内切酶酶切反

应 、 DNA 连接反应 、 质粒转化及快速鉴定等参

照文献 [ 5] .

1.4　人纤溶酶原K1-3基因的诱导表达

将重组质粒 pET -K13 转化 E.coli BL21

(DE3) 获得重组转化子 E.coli BL21 ( DE3, pET

-K13) .接种转化子单菌落于含氨苄青霉素

( 100 mg/mL) 的 2×YT 培养基中, 37 ℃摇养过

夜, 次日以 1/100 量转种于含氨苄青霉素 ( 100

mg/mL) 的2×YT 培养基中, 37 ℃培养至 A=

0.5, 加 IPTG至终质量浓度为 0.4 mg/L, 继续摇

养 3 h, 离心收集菌体.

1.5　SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PAGE)

详见文献 [ 5] .

1.6　Western blot印迹分析

将SDS-PAGE凝胶上的蛋白带通过 100 mA

恒流电泳 90 min转移至硝酸纤维素膜上, 以 5%

脱脂奶粉室温封闭过夜, 与人纤溶酶原抗血清

(1∶250 稀释) 室温温育 2 h, 再与 HRP -Protein

A ( 1∶50稀释) 室温温育 1 h 后, 与二氨基联苯

胺显色反应3 min.

2　结果与讨论

2.1　重组质粒 pET-K13的构建及酶切鉴定

如图 1, 用 Cla Ⅰ和 Hind Ⅲ分别双酶切质粒

pSPK13 和 pBluscript, 从前者回收约 0.75 kb 含

K1-3基因的片段, 与后者的 2.9 kb片段连接,

产物转化 E.coli DH5α, 在含氨苄青霉素 ( 100

mg/mL) 平板上挑取转化子提取质粒, 经 酶切
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和电泳分析证后, 将重组质粒命名为 pBSK13

(图 1) ;用 EcoRⅠ酶切 pBSK13, 回收 K1-3基

因, 与经 EcoR Ⅰ酶切的 pET -17b 连接获得含

K1-3基因的表达载体 pET-K13, 然后将 pET-

K13转化 E.coli BL21 ( DE3) , 在含氨苄青霉素

( 100 mg/mL) 平板上挑取转化子, 经提取质粒酶

切鉴定证明该质粒含 K1-3基因 (图 2) 最后将

pET-K13 转入 E.coli BL21 ( DE3) 获得工程菌

E.coli BL21 ( DE3, pEK13) .

图 1　重组质粒 pET-K13 构建图

Fig.1　Schematic diagram of recombinant

plasmid pET-K13

2.2　重组人纤溶酶原融合蛋白的诱导表达

E.coli BL21 ( DE3, pET -K ! 3) 经诱导培

养 3 h, 取 1 mL 培养物离心收集菌体, 悬浮于

100μL ddH2O 中, 加入等体积 2×加样缓冲液,

沸水浴 5 min, 离心, 取 20 μL 上清液进行 SDS_

PAGE, 结果如图4a, 在凝胶电泳约3 500附近呈

现 1条浓重的新蛋白带, 凝胶扫描显示其含量约

占菌体总蛋白的 24% (图 5, 第 5 峰为表达产

物) .超声破碎菌体并离心后, 分别取裂解液上

清和沉淀进行 SDS_PAGE, 显示新蛋白带留在沉

淀中, 表明该重组蛋白在菌体内大部分以包涵体

形式存在 (图 4a) .

图 2　重组质粒 pET-K13酶切分析

Fig.2　Restriction analy sis of

recombinant plasmid pET-K13

1λDNA+EcoRⅠ +HindⅢ;

2 pBluscript+ClaⅠ +HindⅢ;

3 pSPK13+ClaⅠ +HindⅢ;

4 pBSK13+ClaⅠ +Hin dⅢ;

5 pBSK13+EcoRⅠ ;6 pET-17b+EcoRⅠ ;

7 pET-K13+EcoRⅠ ;8 pET-K13+SalⅠ

图 3　重组质粒 pET-K13 中 5′-端 T7-RNA聚合酶

基因片段与 K1-3 基因融合序列

(编码融合蛋白 N_端 26 个氨基酸)

Fig.3　The junction sequence between the T7 RNA

polymerase gene fragment and K1-3 gene in pET-K13

空心字母示 T7_噬菌体 RNA聚合酶基因片段碱基序列

2.3　重组蛋白的Western blot印迹分析

图4 ( b) 的结果显示, 与 SDS-PAGE凝胶

新蛋白带对应的相应位置上呈现Western blot阳

性反应带, 证明该重组蛋白对人纤溶酶原抗血清

有特异性免疫原性.

本文成功实现人纤溶酶原 K1-3 功能区基
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因在大肠杆菌的高效融合表达, 为下一步对表达

产物的复性 、纯化及生物学活性测定奠定基础.

图 4　E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) 表达产物

SDS-PAGE ( a) 和Western blot ( b) 分析

Fig.4　SDS_PAGE andWestern blot analysis of

expression product of E.coli BL21 ( DE3.pET-K13)

( a) 1 蛋白质相对分子质量标准;

2 E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) 未诱导;

3 E.coli BL21 ( DE3, pET-17b) 诱导 3 h;

4 E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) 诱导3 h;

5 E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) 诱导

3 h 的裂解物上清液;

6 E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) 诱导

3 h的裂解物沉淀

( b) E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) 诱导

3 h 的Westerm blot阳性反应带
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Efficient Expression of Human Plasminogen

Kringle 1-3 Domain Gene in E.coli

LU Xing_yan, SHENGJie , ZHANG Tian_yuan, LUO Jin_xian

( Key Laboratory of Genetic Engineering of Ministry of Education,

Zhongshan University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:The kringle 1-3 domain ( K1-3) of plasminogen is a potent inhibitor of endothelial cell proliferation

and angiogenesis.The gene expression of the K1-3 domain of human plasminogen in E.coli is reported.The K1

-3 gene was first inserted into the expression vetor pET-17b, resulting in plasmid pET-K13.pET-K13 was

then transformed into E.coli BL21 (DE3) .The transformant E.coli BL21 ( DE3, pET-K13) was used to de-
tect the gene expression.SDS_PAGE result showed that the K1-3 gene was efficiently expressed in E.coli BL21
( DE3, pET-K13) by IPTG induction.The expressed product constitutes 24%of the total bacterial protein as es-
timated by densitometer and exists as inclusion body.Western blot result indicates that the recombinant protein re-
acts with antiserum against human plasminogen.
Keywords:kringle 1-3 domain of human plasminogen;gene expression;E.coli;Western blot
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