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内生细菌多粘类芽孢杆菌EJS-3产生的新抗凝剂和纤维蛋白溶解酶的纯化和表征

来自无花果曲霉AF-98的木聚糖纯化和表征

分离和鉴定内生菌株EJS-3产生新的纤维蛋白溶解酶
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01 心血管疾病（CVD）是全世界死因之首

02 CVD主因是动脉中纤维蛋白聚集形成血管内血栓

03
血栓溶解剂已广泛用于治疗血栓形成

04
纤维蛋白溶解酶被认为是治疗血栓形成的重要溶栓剂



01

多粘芽孢杆菌

EJS-3是从太子

参根部分离出

的内生菌。

02

EJS-3具有抗凝

血和纤维蛋白

溶解活性。

03

野生菌株纤维

蛋白酶活性较

低。
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 克隆PPFE-I基因

提取多粘芽孢杆
菌EJS-3的DNA

Genbank查询，根据多粘类芽孢杆
菌（Genbank登录号D00861.1）设
计引物P1&P2

PCR扩增

P1:CGCGGATCCATGAT
TAAAGTATGGTTTTC 
P2:CGGACTAGTTTAGC
CTACAGCGTCAAAAG

扩增产物连接到pMD19-T载体中
，转化到大肠杆菌DH5α中，测
序。



 重组酶的异源表达

质粒经过Bam 

HI-Sal I双酶切
表达质粒BL-21

500mL摇瓶  100mL LB培养基 100μ

g/mL AMP ;0.2% 葡萄糖 37℃ 180r 

待OD600≈0.6时，加入100μg/mL 

IPTG;30℃孵育90min

离心8,000g  10 min 

4℃



 重组酶rPPFE-I的纯化

细胞重悬
   Buffer A（50 mmol/LPBS, 
0.5 mol/L NaCl, pH 7.4）

超声波
处    理

离心

4℃ 12000g    
分离细胞碎片

过柱消化脱柱

https://www.zhihu.com/question/3224319
6



 重组酶rPPFE-I的表征

表

征

1、温度

2、pH

3、金属离子

       和抑制剂

热稳定性：30、37 、40 、50 &60 ℃孵育150min

最适pH：在37℃下在4.0-11.0的pH范围内

pH稳定性：37℃下用不同缓冲液孵育24小时

5mM六种不同金属离子37℃孵育6h

使用四种抑制剂37℃温育30min测定相对酶活

最适温度：基于在25-60℃的温度下孵育18小时

测相对酶活，未添加金属离子和抑制剂的酶活定为100%



 纤维蛋白板法测酶活和蛋白浓度测定

15mL 牛纤维蛋白原溶液

1mL 凝血酶溶液

20mL 0.8% 琼脂糖溶液

倒板
5mm滤片
置于平板

上

10μL酶液
滴至滤片 
37℃培养
18h测量透
明圈直径

尿激酶作为
标准纤维蛋
白溶解酶测
定酶的活性
单位（U）。

蛋白浓度的测定：

         使用牛血清白蛋白作为标准品作对照，超微量分光光度计于A280
处的吸光度来测定蛋白质浓度。



 纤维蛋白酶活性测定

纤维蛋白原溶液

已纯化的酶溶液

37℃孵育15min
、1、2、4、8h

转移
冰中

SDS-PAGE检测纤维蛋
白链的切割模式

 血小板聚集试验

健康血液3.8%柠
檬酸钠1:10稀释

通过不同的离心
速度获得富（贫
）小板血浆

调节血小板浓
度为
2.5x104cell/μL

将不同浓度的酶液与富
血小板血浆混合搅拌
37℃孵育4min

检测6min，绘制
反应曲线，确定
IC50

加入ADP促进血小板聚集
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01 使用P1和P2对多粘芽孢

杆菌ESJ-3 DNA进行

PCR得到1800bp片段。

03 测序结果表明片段长

度为1770bp，编码

590个氨基酸。

02 PCR产物克隆到pMD19-T，
使用Bam HI和Sal I进行验证，

测序。

04 多粘芽孢杆菌纤维蛋白酶命

名为PPFE-I，编码基因被指

定为PPFE-i。



超声波处理

沉淀  上清
过柱纯化 图1A   从SDS-PAGE估计的分子量

为88kDa。显示靶蛋白存在于上

清液中，表明在大肠杆菌中表达

的靶蛋白是可溶的。

图1B  SDS-PAGE分子量为63kDa。

来自内生细菌多粘类芽孢杆菌

EJS-3的纤维蛋白溶解酶PPFE-I显

示出纤维蛋白溶解活性。rPPFE-I

的成功表达和纯化。



最适温度：最适温度为37℃，在
30℃和40℃下的相对酶活分别为
86％和89％
热稳定性：在30-40℃下是稳定
的，并且在50和60℃下孵育150
分钟后31和0％的相对活性。
最适pH：酶的最适pH为7.5
pH稳定性：酶在37℃下孵育24
小时，pH6.0-8.0较为稳定  ，但
到pH 6.0以下和pH 8.0以上酶稳
定性突然降低。



金属离子对rPPFE-1的纤维蛋白酶酶

活影响：在不同金属离子在37℃下

孵育6小时后的相对活性测定来研究

。 加入Zn2+，Mg2+和Fe2+（p <0.05）

增强酶活性，Ca2+、Cu2+和Mn2+离子

抑制酶活性。 

来自芽孢杆菌KA38的新型纤维蛋白

溶解酶。 在发酵中，其活性由Zn2+

增强，被Ca2+抑制，表明rPPFE-1与

芽孢杆菌KA38的酶活性位点类似。

通过抑制剂实验rPPFE-1是丝氨酸蛋

白酶。

丝氨酸蛋白酶抑制剂

胃蛋白酶抑制剂 



SDS-PAGE分析rPPFE-1的纤维蛋白原分解活性
。rPPFE-I首先切割纤维蛋白原的Aα链，随
后快速切割Bβ链，缓慢水解γ链。 然而，
所有链在用rPPFE-I孵育4小时后完全水解。 
因此，rPPFE-1具有与天然酶的活性相当的酶
活性，其基于纤维蛋白原Aα，Bβ和γ链的
快速水解显示很强的纤维蛋白原分解活性。

rPPFE-1对人血小板聚集抑制的作用。 
基于ADP诱导的最大聚集的比较来评
估血小板聚集的抑制程度。 由曲线确
定的rPPFE-1的IC50值为1.54nM。



阅读思考

 1.为什么读这篇文章

 一方面，研究产酶内生菌；另一方面，我近期所做实验也

包括基因克隆，希望能通过这篇文章学习并且查找我实验

中的不足之处。

 2.读了这篇文章的收获

 在阅读过程中遇到了一些之前没接触过的实验方法，进行

查阅，这个过程中增长了自己的知识储备。
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