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溶栓酶的研究进展*
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摘要:随着人口老龄化的加剧及人们生活方式的改变,血栓类疾病已日益严重,成为当今人类健康的重大威胁,

基于溶栓药物的治疗是血栓类疾病治疗的重要方法。本文首先概述了血栓的类型、形成机制及溶栓酶溶栓机

制,然后总结了溶栓药物的发展、新型天然溶栓酶及制剂、溶栓酶制备方法的研究进展,最后指出获得溶栓效率

高、成本低的新型天然溶栓药物是未来血栓类疾病治疗的重要研究方向。
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Abstract:Withtheaggravatingtrendofagingpopulationandchangesinpeople暞slifestyles,in灢
creasinglyseriousthromboticdiseaseshavebecomeamajorthreattohumanhealthtoday.
Therapybasedonthrombolyticdrugsisanimportantmethodoftreatmenttothromboticdisea灢
ses.First,thispaperreviewsthetypesofthrombosis,themechanismofformationandthrom灢
bolyticmechanism,thenitsummarizesthedevelopmentofthrombolyticdrugs,newnatural
thrombolyticenzymesandpreparations,methodsofthrombolyticenzymepreparationofre灢
searchprogress,andfinallyitpointsoutthatnewnaturalthrombolyticdrugswithhighthrom灢
bolyticefficiency,lowcostistheimportantresearchdirectionofthromboticdiseasestreatment
inthefuture.
Keywords:thromboticdiseases,thrombolyticenzymes,biopharmaceutical,enzymeengineering

0暋引言

暋暋随着人口老龄化及人们生活方式的改变,血栓类

疾病变得日益严重,持续地危害人类健康,是一种发

病率、致死率、致残率较高的疾病。据世界卫生组织

统计,全世界每年约有2600万人因血栓类疾病死

亡,我国心脑血管疾病死亡人数占因病死亡总人数的

40.7% ,居死因之首[1]。常见的血栓类疾病类型有

脑血栓栓塞、肺静脉栓塞、心腔附壁血栓、外周动脉血

栓和缺血性休克[2]等。其中,心腔附壁血栓病症之一

的急性心肌梗塞(AMI)致死率高达30%[2]。所以血

栓类疾病治疗的相关研究已成为医药学界的研究热

点,溶栓类药物在血栓治疗过程中被广泛使用。本文

概述了溶栓药物近年来研究进展,指出获得溶栓效率

高、特异性强、成本低的新型天然溶栓药物是血栓类

疾病今后的重要研究方向。
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1暋血栓类型、形成机制及溶栓酶溶栓机制

1.1暋血栓的类型

暋暋根据组成可将血栓分类成红色血栓、白色血栓、
混合血栓及透明血栓[3]。红色血栓(Redthrombus)
的形成过程类似血管外凝血过程,主要存在于局部血

流十分缓慢乃至停止流动处,形成延续性血栓(Prop灢
agatingthrombus)的 尾 部[4]。 白 色 血 栓 (Pale
thrombus)主要形成在血流较快处,构成延续性血栓

的头部。混合血栓(Mixedthrombus)在结构上可分

为头、体、尾3部分,头部由白色血栓形成,体部由红

色血栓与白色血栓组成,尾部由红色血栓组成。血栓

头部常黏附于血管壁,形成附壁血栓[4]。透明血栓

(Hyalinethrombus)只在微小血管中存在,为弥散性

血管内凝血的构成,也称微血栓[4]。
1.2暋血栓形成机制

暋暋正常状况下,人的血液具有流动性,不会凝固,这
是由于血液中凝血因子与抗凝血因子相互制约达到

平衡。血栓的形成是这种平衡被打破的结果,其成因

为多种因素(血液理化性质、血液成分、血管壁)变化

产生的结果[5]。凝血酶催化纤维蛋白原产生纤维蛋

白多肽 A及纤维蛋白多肽 B,继而分解成纤维蛋白

单体(毩、毬、毭);单体自发聚合形成不稳定的纤维蛋白

多聚体,在Ca2+ 、桚等因子存在下形成稳定的纤维蛋

白多聚体,产生血栓的核心基质[6]。血栓的形成过程

类似于凝血过程,具体如图1所示[7]。

暋暋(a)凝血酶的产生;(b)级联放大:凝血酶的激增

暋暋(a)Initiationofthrombinproduction;(b)Amplification:

Burstofthrombinproduction
图1暋凝血机制[7]

Fig.1暋Clottingmechanism[7]

1.3暋溶栓酶溶栓机制

暋暋人体内溶栓机制依赖溶栓系统,即利用激活纤溶

酶原(Plasminogen,Pg)形成纤溶酶(Plasmin,Pm),
降解纤维蛋白[8],溶栓酶的溶栓机制与体内溶栓机制

相同。溶栓系统成分有组织型溶栓酶原激活剂(t飊
PA)、单链尿激酶溶栓酶原激活剂(Singlechainuro灢
kinasetypeplasminogen,scu飊PA)、Pg、Pm 及溶栓抑

制物(毩2飊AP、羟脯氨酸糖蛋白等),具体调控过程如

图2所示[9]。

图2暋溶栓系统机制[9]

Fig.2暋Thrombolyticsystem[9]

2暋溶栓药物的发展

暋暋溶栓药物因其溶栓快,副作用小而被广泛应用,
成为血栓类疾病治疗的重要手段。其发展可分为三

代[10飊12]。溶栓药物主要依靠溶栓系统机制进行血栓

的降解,传统溶栓药物主要依靠激活Pg产生Pm 的

通路进行血栓降解,新一代的溶栓药物则直接或间接

作用于纤维蛋白。

2.1暋第一代溶栓药物

暋暋第一代溶栓药物主要依靠激活Pg产生Pm 进行

血栓降解,代表性药物有尿激酶(Urokinase,UK)和
链激酶(Steptokinase,SK)。两种溶栓药物虽然溶栓

能力强,但在降解纤维蛋白时会一同降解纤维蛋白

原,易导致全身纤溶亢进乃至引发出血等不良反应,
安全性较差[13]。

2.2暋第二代溶栓药物

暋暋第二代溶栓药物有较好的纤维蛋白特异性,主要

代表为t飊PA、scu飊PA及茴香酰纤溶酶原链激酶激活

剂复 合 物 (Anisoylatedplasminogenstreptokinase
activatorcomplex,APSAC)[14]。t飊PA 是一种丝氨

酸蛋白酶,scu飊PA 是 UK 无活性的前体,APSAC是

UK和茴酰化的Pg产生的衍生物。相比于第一代溶

栓药物,第二代溶栓药物有较高的纤维蛋白选择活

性,其溶栓作用大于 UK和SK[2],不良反应少。

2.3暋第三代溶栓药物

暋暋第三代溶栓药物是依靠基因工程等生物技术改

造前两代溶栓药物,获得具有特异性、安全性、廉价等

优点的突变体,代表药物有重组组织性溶栓酶原激活

剂(rt飊PA)、兰替普酶[15]。第三代溶栓药物作用快

速,特异性强,安全性高,是当前溶栓药物的主体。三
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代药物各有优势及不足,其对比见表1。
表1暋三代溶栓药物对比

Table1暋Comparisonofthreegenerationsthrombolyticdrugs

类别
Category

代表药物
Representa灢
tivedrugs

来源
Source

纤维蛋白
特异性
Fibrin speci灢
ficity

半衰期
Half飊period
(min)

作用方式
Modeofac灢
tion

抗原性
Antigenicity

出血反应
Bleeding re灢
action

第一代
Firstgenera灢
tion

尿激酶
Urokinase

肾组织培养液和新鲜尿液
Kidneytissueculturefluid
andfreshurine

无
No

14~20 直接
Direct

无
No

易导致
Easytolead

链激酶
Steptokinase

毬飊溶血链球菌
毬飊Hemolyticstreptococcus

无
No

18~23 激活剂
复合物
Activator
complex

有
Yes

易导致
Easytolead

第二代
Second gen灢
eration

APSAC UK和茴酰化的 Pg产生的
衍生物
UKandanisoylatedPgde灢
rivatives

无
No

70~120 直接
Direct

有
Yes

不易导致
Not easy to
lead

第三代
Thirdgener灢
ation

rt飊PA 基因重组技术
Gene recombination tech灢
nology

有
Yes

3~4 直接
Direct

无
No

不易导致
Not easy to
lead

3暋新型天然溶栓酶及制剂

暋暋当今,进行临床治疗使用的药物大多为溶栓酶原

激活剂类,但仍存在半衰期短、成本高等问题,因而科

学家将目光投向新型天然溶栓药物的研究。天然溶

栓药物来源于陆生微生物、植物、动物及海洋生物中。
来源于微生物的溶栓酶有纳豆激酶(Nattokinase,

NK)[16]等;来 源 于 陆 生 动 物 的 溶 栓 酶 有 蛇 毒 酶

类[17]、蚓激酶[18]、吸血蝙蝠唾液溶栓酶原激活剂[6];

来源于海洋生物的溶栓酶有单环刺螠溶栓酶[19]、沙

蚕溶栓酶[20]等。

3.1暋纳豆激酶

暋暋1987年,Sumi等[16]从纳豆中获得一株枯草芽胞

杆菌,发现该菌株可产生一种具有溶栓活性的碱性丝

氨酸蛋白酶,命名为纳豆激酶(NK),其分子量为

27灡7kDa,pI为8.6~8.9[21]。NK可以直接激活Pg
产生Pm 从而降解血栓,也可直接对纤维蛋白进行降

解,是研究较早且较完善的天然溶栓酶。在研究 NK
溶栓机制的过程中,Zhang等[22]发现肝素可以影响

体内丝氨酸蛋白酶的活性,而且体外实验证明 NK可

以与肝素相互作用,因此推测在血栓治疗过程中协同

NK 添 加 适 量 肝 素 有 可 能 提 高 溶 栓 效 果。同 时

Lampe等[23]对 NK 进行了安全评价,研究表明 NK
在体外是非致畸的,且以每天10mg/kg的剂量,在4
周内健康志愿者耐受良好,满足临床安全性使用要

求。近年来也有研究发现 NK 不仅在溶栓过程起作

用,还在治疗高血压中发挥重要作用。Jensen等[24]

在 NK进行的临床药效学研究中发现 NK 有明显缓

解高血压症状的效果。

3.2暋蚓激酶

暋暋20世纪80年代,日本学者首先分离出有溶栓活

性的蚓激酶 (LK)[18]。这类 LK 蛋白酶分子量为

25~30kDa,是一类丝氨酸蛋白酶,可以直接激活Pg
产生Pm 从而降解血栓,也可直接对纤维蛋白进行降

解,还可以抑制凝血途径[18]。对于 LK 的安全性,

Tjandrawinata等[25]对于蚓激酶 DLBS1033口服剂

量进行了临床安全性评价,研究表明 DLBS1033以

每日490mg的剂量分3次给予,在健康成人中是安

全的。这说明LK具有良好的生物安全性,值得深入

研究开发。近年来,LK 也被报道在心脏保护和神经

再生方面起重要作用[26飊27]。

3.3暋吸血蝙蝠唾液溶栓酶原激活剂

暋暋吸血蝙蝠唾液中含有两种与t飊PA 有较高同源

性的蛋 白 质,即 DSPAa1(43kDa)和 DSPAa2(39
kDa)。研究表明,两种蛋白均具有优异的溶栓活性,
其溶栓活性是t飊PA 的3.5倍,半衰期是t飊PA 的4
倍,表明其具有较大的溶栓药物开发潜力[6]。2013
年 Ma等[28]在吸血蝙蝠唾液中鉴定到一种新型溶栓

酶Desmolaris,在抗血栓形成中起重要作用,同时缓

解多巴胺引起的血管通透性增加,是一种新颖的靶向

FXIa的抗凝血剂。这说明这种溶栓酶在溶栓过程中

有多个靶向位点,是十分有潜力的溶栓酶,值得深入

开发。

3.4暋来源于蛇毒的溶栓酶类

暋暋蛇毒中含有多种溶栓酶。根据作用机制可分为

类凝血酶、Pm 和 PA。蛇毒溶栓酶原激活剂(TSV飊
PA)是一种溶栓效率较高的溶栓酶,由于原料来源限

制,多采用基因重组方法制备。曹郁等[17]将TSV飊
PA 基 因 插 入 供 体 质 粒 pFastBacHTa 中 并 在

97广西科学暋2017年2月暋第24卷第1期



Tn飊5B1飊4细胞中表达,经过 Western及酶活性检测

表明,在昆虫细胞中表达的 TSV飊PA 蛋白具有较高

的活性,这为天然溶栓药物的制备提供了新来源。

3.5暋单环刺螠溶栓酶

暋暋蒋仲青等[19]在单环刺螠中提取出了单环刺螠溶

栓酶(UFE栿),其分子量约为26kDa,最适反应pH
值为8.0,具有优于蚓激酶的溶栓活性,是未来溶栓

药物研究的又一热点。Bi等[29]对其溶栓效果进行了

研究,实验结果表明 UFE栿不引起机体溶血,无明显

的出血反应,无明显急性毒性,具有直接降解纤维蛋

白(原)和激活溶栓酶原的能力,在动物体内外都表现

出了显著的抗凝、溶栓活性,有潜力成为一种新的溶

栓制剂来源。

3.6暋沙蚕溶栓酶

暋暋近年,Zhang等[30]从潮间带多毛纲动物的沙蚕

体内发现了新型溶栓酶,命名为 N飊V蛋白酶,是一种

溶解纤维蛋白的丝氨酸蛋白酶。N飊V 蛋白酶是大小

约为29kDa的单链蛋白,其等电点为4.5。N飊V 蛋

白酶水解纤维蛋白原的毩链效率较高,水解毬和毭链

的效率较低(毩>毬>毭)。

3.7暋新型溶栓酶载体

暋暋随着新型天然溶栓酶的不断发现,学者逐渐将寻

找溶栓酶的方向从陆地动物转向海洋生物。天然溶

栓酶溶栓效率高、安全性好,是未来溶栓药物研究的

重点。除了天然溶栓酶,溶栓酶载体也是溶栓酶开发

的方向。Marsh等[31]开发了一种新型的全氟化碳纳

米粒子,该粒子具有纤维蛋白特异性,并且经过表面

修饰后可以搭载链激酶。通过定量声学显微镜评估

其体外靶向溶栓有效性,血浆凝块轮廓图检测显示,
该全氟化碳纳米粒子可以快速诱导纤维蛋白溶解

(<60min),且没有空化(空载)和微泡(粒子自我聚

集)产生。说明这种基于纳米颗粒的新型溶栓酶复合

物可以在体外特异性地快速溶解纤维蛋白,在急性缺

血性中风的早期治疗中具有临床应用前景。这种载

体搭载溶栓酶可高效定点治疗血栓,为溶栓酶的研究

开辟了新的方向。

4暋溶栓酶的制备

4.1暋直接提取法

暋暋直接提取法指的是从原材料(陆生微生物、植物、
动物及海洋生物)中分离纯化出目的酶的方法。李

岩[32]采用3mmol/LCuSO4从人原尿液中沉淀出尿

激酶,再使用氨水调节其pH 值为9.0左右,以 ED灢
TA溶解沉淀,最后用体积分数为 60%的乙醇分离

纯化尿激酶,得到高纯度的尿激酶,回收率达90%以

上。周海等[33]以赤子爱胜蚓 (Eiseniafoelide)为原

料,经过匀浆抽提、硫酸铵分段盐析、色谱分离、电泳

等技术对LK进行了分离纯化,最后得到LK样品比

活力为5100U/mg,纯化倍数为1408倍,得率为

34.1%。

暋暋直接提取法操作简单,但原料的来源受环境等因

素影响较大,不利于高质量样品的制备。所以,利用

现代检测技术与分析手段对提取方法进行标准化是

当前的重要研究内容。Fu等[34]运用两种方法(日晒

和冷冻干燥技术)制备 LK,发现不同方法制备的样

品在活性方面具有差异。随后运用基于二维电泳的

质谱技术,分析不同制备技术造成样品活性差异的原

因,为直接提取法的规范化奠定了基础。

4.2暋基因工程技术

暋暋基因工程主要通过异源表达系统,对目标酶的基

因序列进行克隆,进而转化到表达系统中重组表达。
本文以t飊PA和 NK举例说明。

暋暋t飊PA是最早应用基因重组技术进行表达的溶栓

酶。Goojani等[35]基于根瘤农杆菌 (Agrobacterium
tumefaciens)转化系统将3个嵌合重组质粒pBI飊SP飊
tPA、pBI飊KDEL飊tPA 和pBI飊Ext飊tPA 转化到烟草植

物中(3种质粒可以将t飊PA 分别定位到3个区域:

SP飊胞质空间,KDEL飊内质网,Ext飊载体空间的细胞区

室),并使用Southern印迹分析来测定转化到每个转

基因植物中的相应基因(t飊PA)的拷贝数,结果检测

到来自上述所有3种转化体的一个或多个拷贝,继而

使其在宿主中表达,得到重组表达的rt飊PA。这说明

通过基因重组技术依靠烟草大规模生产纤溶酶t飊PA
是可行的。

暋暋Guan 等[36]构建了霍乱毒素 B 亚基飊蚓激酶

(CTB飊LK)融合基因,并转化到向日葵种子中表达。
通过蛋白质印迹分析,纤维蛋白平板测定和 GM1神

经节苷脂证实,转基因向日葵种子中的重组蛋白存在

溶栓活性。同时,血栓模型显示,口服具有 CTB飊LK
表达的转基因向日葵种子具有显著的抗血栓作用。
由于CTB飊LK 融合蛋白被设计用于口服给药,因此

在可食用向日葵种子中CTB飊LK的表达省去了对蛋

白质的下游加工,更利于药物的生产。

暋暋在原核大肠杆菌表达过程中,常出现无活性包涵

体。包涵体是肽链错误折叠形成的由膜包裹的高密

度、不溶性蛋白质颗粒[37]。虽然包涵体没有活性,但
可通过包涵体复性方法将其恢复结构从而得到有活

性的蛋白。Xu等[38]和Li等[37]运用包涵体复性方法

分别将蚓激酶 PI239和 CST1成功复性。其中,Xu
等[38]构建了pET飊22b(飊)PI239重组基因并转化到
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BL21(DE3)中诱导表达,对表达的包涵体经过S飊300
凝胶过滤纯化后,稀释复性得到有活性的 PI239蛋

白。复性成功后的PI239特异性活性可以达到1600
IU/mg,回收率可达50%。纤维平板实验结果显示

其与0.6毺gt飊PA 活性相等。包涵体复性的具体机

理尚不明确,但由于其包涵体表达量高,复性成功后

活性高,已成为溶栓酶生产方面的研究重点。

5暋展望

暋暋在血栓类疾病日益严重的今天,每年因血栓类疾

病死亡的病人多达数百万,潜在的溶栓酶市场可达

30多亿美元[39],所以溶栓酶的机理及应用研究显得

十分重要。理想的溶栓酶应具有酶活力高、药效持续

时间长、成本低、安全有效等优点。在自然界中寻找

开发新型天然溶栓酶,同时借助现代结构生物学、酶
工程等生物技术,阐明其机制及解决其制备的难点是

将来的研究方向。另外,运用分子生物学技术,集合

现有溶栓酶优点,设计出满足临床需求的溶栓酶是溶

栓酶开发及基础研究的重点。
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