
书书书

! "#$$ 年 % 月 重庆师范大学学报（自然科学版） &’( "#$$
第 ") 卷 第 * 期 +,-./’0 ,1 23,/456/4 7,.8’0 9/6:;.<6=(（7’=-.’0 >?6;/?;） @,0A ") 7,A *

BCD：27ED：%#F $$G% H 7A "#$$#%$GA $#$*A $)I

微生物源纤溶酶的研究进展
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摘要：溶栓疗法是目前用于治疗血栓性疾病安全可靠并且有效的方法，采用传统的溶栓药物在治疗血栓病上已经取

得了显著的成绩，但还是存在着一定的缺陷，所以应用也受限制。目前，利用微生物发酵产生的纤溶酶制成新型的

溶栓药物已成为研究热点。本文对从不同微生物中所提取和纯化的纤溶酶的理化性质、结构特征、生物学活性及开

发现状等方面的研究资料进行了全面系统的归纳总结。结果发现，早期研究和发现的链激酶与葡激酶，已通过临床

试验用于血栓性疾病，其效果稳定可靠；前期深入研究的芽孢杆菌及链霉菌来源的纤溶酶，其理化性质与酶学活性

都已被研究清楚，其中多种纤溶酶已被尝试用于制备新型溶栓药；近期发现的粪链球菌、海洋假单胞菌、白色假丝酵

母菌、镰孢菌、米曲霉菌、藤黄微球菌、黄绿蜜环菌等等，所产生的纤溶酶也为新型溶栓药的开发提供了更多的可用

之材。随着更为广泛和深入的研究，自然界中的大量微生物会为人类制备新型溶栓药提供更多可用的资源。
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! ! 近年来，由血栓及动脉粥样硬化引起的心血管
系统疾病已成为人类最主要的死亡原因之一［$］。现

今所用的溶栓药物存在一定的缺陷，主要表现在初

始再灌注延迟或失败、出血等不良反应，以及再梗死

等问题，并且其大多数都价格昂贵，所以，人们开始

寻找新的纤溶酶来源，以便于研究和开发出高效、快

速防止再栓塞及减低出血等不良反应的新型优良溶

栓药物。自然界中存在的许多纤溶酶供体，微生物

种类多，繁殖快，容易培养。因此，以微生物为来源

生产溶栓剂"纤溶酶，具有广阔的前景。
从不同微生物中提取和纯化的纤溶酶，其理化

性质和生物学活性均存在一定差异。本文着重就这

些方面的研究进展作一综述。

$ 链激酶（>=.;N=,O6/’<;，>E）和葡激酶
（>=’N3(0,O6/’<;，>’E）
早在 $MIM 年，研究人员就从 !F溶血链球菌

（!"#$%"&’&’’() *&+&,-".’()）的发酵代谢产物中发现了
链激酶，它便成为最早用于临床的溶栓剂，主要应用

于治疗心肌梗塞，其分子量为 IJ P %#A " OB。>E 进
入血液循环后，必须与纤溶酶原（QRS）以 $T $ 比例
结合形成 QRSF>E 复合物，复合物中纤溶酶原活化
位点通过三维结构的改变暴露在分子表面，从而能

激活纤溶酶原使其成为有活性的纤溶酶［"］。由于天

然产生的 >E 具有抗原性，在应用 >E 治疗的过程
中，严重的免疫反应时有发生，从而导致出血综合

症，另外 >E半衰期短，影响了药效的发挥。为了保
证 >E应用的安全性和有效性，已有研究者通过杂
交瘤技术制备抗 >E 单克隆抗体（8LU），通过竞争
性结合实验，研究其分子结构与免疫原性之间的关

系，现已取得了一定的成效，并且已经应用于临床，

起到了一定的效用。

葡激酶（>=’N3(0,O6/’<;，>’E）是由金黄色葡萄
球菌分泌的一种胞外蛋白质，是由 I 种纤溶酶原激
活因子构成的蛋白质家族，I 个成员分别是 >VL7、
>VLF2&FD、>VLF27F"、>VLWF2，它们的分子量均为
$GA % OB。葡激酶的作用机制与 >E 有相似之处，它
也是必须先形成无活性的复合物 QRSF>’E，继之在
机体产生的少量纤溶酶启动下，使得纤溶酶原活性

部位暴露，从而由单链变为双链的纤溶酶，形成有活

性的 Q06F>’E复合物，后者进一步激活纤溶酶原分
子，使之转变为纤溶酶并进一步溶解血栓［*］。动物

血栓模型实验显示，>’E 溶解富含血小板的动脉血
栓并使血管维持再通状态的疗效明显优于 >E，其中
>VLWF2能使更多的栓塞血管畅通，所用时间也较
短。通过体内实验证明 >’E具有极强的纤维蛋白特
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异性，这一特点与 !" 完全不同。一期临床试验已
经证明，!#$%&’ 对纤维蛋白原、纤溶酶原、() 抗纤
溶酶都不存在系统的副作用。虽然，到目前为止尚

未见 !(" 引起过敏反应的报道，但 !(" 来源于细
菌，有着潜在的免疫原性。研究人员已正在尝试用

蛋白质工程的技术来降低其免疫原性，并已取得了

一定的成果［*］。

) 芽孢杆菌来源的纳豆激酶
纳豆是日本的传统大豆发酵食品。研究者发

现，这些发酵食品具有产纤溶活性物质的微生物，它

们主要是芽孢杆菌类微生物，而纳豆正是由枯草杆

菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）或纳豆杆菌（!"#$%%&’ *"))+）发酵
大豆制成的。

+,-. 年，日本学者 !/01 等首先在纳豆中发现
和提取出具有溶解血栓功能的活性物质，并定名为

纳豆激酶（2(334516(78，2"）［9］。纳豆激酶在酶学
分类上称为枯草杆菌蛋白酶 2$#（!/:31;1716 2$#）。
根据纳豆激酶基因的 <2$ 序列推测氨基酸的一级
序列［=］，可知该激酶是由 ).9 个氨基酸残基组成的
单链多肽，准确分子量应为 ).> .)- 5<。纳豆激酶
的序列中含有 - 个赖氨酸残基，没有半胱氨酸残基，
内肽酶可将其水解成为 , 个小肽。纳豆激酶的活性
部位在 $7?&@)，A17&=* 和 !8B&))+ 处，与底物的结合
部位在 !8B&+)9，C8/&=*，D;E&+). 处，@ 个活性位点位
于纳豆激酶底物结合口袋表面，而 @ 个底物结合位
点位于底物结合口袋的底部［.］。纳豆激酶与其他枯

草杆菌蛋白酶同源性极高：与枯草杆菌蛋白酶 F 在
核苷酸序列组成上一致性达 ,,> 9G；与枯草杆菌蛋
白酶 $0E&;47(HHI(B131H/7 一致性达 ,,> @G；与 !/:&
31;1716 ’(B;7:8BJ，!/:31;1716 K2L 和 !/:31;1716 <M 分别
具有 =,G、-9G和 .NG的同源性。纳豆激酶在 ?A
= O +)、低于 9N P的条件下相对稳定，经过 9 个循环
冻融后可保持 ,9G活性，在粘性环境中可以提高其
耐酸性，当温度超过 9N P，纳豆激酶活力逐渐丧失，
超过 =N P时则因蛋白变性而迅速失活，通过添加明
胶可使其热稳定性提高 9 倍以上［-］。通过金属离子
对纳豆激酶活性的影响研究表明：’() Q、’/) Q、R6) Q

和 $;@ Q等金属离子对其有不同程度的抑制作用，
AJ) Q可使其完全失活，而 SJ) Q和 ’4) Q对该酶则有
激活作用。此外，纳豆激酶可与血浆 !) !巨球蛋白
按摩尔比 )T + 结合而失去活性，并且，纳豆激酶的活
性不因 9 004;·C U+半胱氨酸（’E7）的存在与否而
改变，但是 + 004;·C U+的二异丙基氟代硫酸盐

（<VL）和 9 004;·C U+的敌百虫（28J/W46）则完全
抑制酶的活性，从而证明纳豆激酶为一种丝氨酸蛋

白酶，其 ?X 值为 -> = Y N> @［-］。!/01 等以几种人工
合成的小分子短肽作反应底物，通过对纳豆激酶的

酰胺水解活性的研究，发现纳豆激酶最敏感的底物

是血浆纤溶酶底物 A&<&Z(;&C8/&CE7&?2$（!&))9+）。
而对于尿激酶底物 LEB4&D;/&D;E&$BJ&?2$（ !&)***）
和弹性蛋白酶底物 LEB4&D;/& LB4&Z(;&?2$（!&)*-*）
不起作用，表明纳豆激酶具有其特异的蛋白水解作

用位点和识别位点［,］。与其他一些枯草杆菌蛋白酶

不同的是，纳豆激酶对氧化型胰岛素 K 链 ’ 端
#EB+=&$;(@N 之间的肽段却无任何酶切特性［+N］。
通过纳豆激酶的动物体内血栓实验以及健康人

群的体内溶栓实验研究表明，纳豆激酶除了具有显

著的溶栓作用之外，还具有溶解纤溶酶原激活剂抑

制物的作用，从而促进静脉内皮细胞产生纤溶酶原

激活剂，保证了纤溶酶原激活剂的生理活性［++］。因

此，通过这些芽孢杆菌发酵食品来产生纤溶酶，用于

制备溶栓药物以达到治疗和预防血栓栓塞性疾病的

目的，具有重要的医学价值。

@ 链霉菌来源的纤溶酶
链霉菌是多数抗生素生产的重要菌种，能同时

分泌多种蛋白酶，而且为非致病菌。因此，人们一直

以来对其进行研究，希望获得更多可用于治疗人类

疾病的物质。法国研究人员 K464 V［+)］报道从链霉
菌（,)-./)+01#.）发酵液中分离纯化得到了具有纤溶
活性的蛋白酶，印度的研究者 %> %> ’I1338 亦报道了
从链霉菌分离得到纤维蛋白专一性很强的纤溶酶，

并对其产酶条件作了进一步的优化。中国医学科学

院和中国协和医科大学等单位报道，在云南土壤中

筛选到一株产多种纤溶活性成分的链霉菌 M*N9［+@］

并分离出了其中的单亚基多肽链蛋白酶 ![&+ 和
’D[&@。![&+ 分子量为 @N 5<，?X -> 9，在 * O @. P
和 ?A *> N O ,> N 时具较好的稳定性。将其 2&末端
序列与目前已知的多种纤溶酶和纤溶酶原激活剂的

序列对比，未发现相似性。’D[&@ 为一丝氨酸蛋
白，分子量 ))> .)+ 5<，?X ,> N，通过比对，其 2 端氨
基酸序列与微生物来源的胰蛋白酶类丝氨酸蛋白酶

有较多的同源性。’D[&@ 不仅可以直接降解纤维
蛋白，而且具有激活纤溶酶原的作用。链霉菌与链

球菌、金黄色葡萄球菌等致病菌相比具有较大的优

越性［+*］，并且链霉菌分泌多种蛋白水解酶，其中相

当一部分属于丝氨酸蛋白酶，而人血液中的纤溶酶
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及纤溶酶原激活剂也均属于丝氨酸蛋白酶。因此，

对该种菌产生的活性物质研究具有重要的现实意

义，利用链霉菌为来源产生的新型纤溶酶来制备溶

栓药物亦可能是一种新的尝试。

! 粪链球菌产生的纤溶酶
英国的 "#$%&’ (#)* 等人从粪链球菌中提取得

到一种纤溶酶［+,］，该酶为中性金属内肽酶，分子量

为 +- ).。该酶对产色底物 /0120 有高度契合性，
它的活性受 324563和 3756抑制作用不明显，但可
被 8.30和 9’: ;所抑制，体外溶栓试验证明该酶是

一种不依赖纤溶酶原即纤溶酶系统的纤溶酶类。但

由于该酶热稳定性较差，至今还未有很完善有效的

提纯方法。

, 海洋假单胞菌产生的纤溶酶
海洋微生物与陆栖微生物相比，具有独特的生

理特征，如：耐盐、耐高压、嗜低温等，因此海洋微生

物将成为获取新的生物活性物质的重要来源。青岛

海洋大学刘晨光等［+<］从海洋微生物中提取出纤溶

酶，经研究发现该纤溶酶的分子量是 :+ ).，=>
?@ ! A ?@ ,，最适 =B 是 C@ D，最适温度是 ,D E，且该
酶具有降解 F#4苯甲酰424精氨酸乙酯盐酸盐
（G088）的活性，该酶的动力学分析表明［+?］：!" H
D@ C? II&$·2 J+，#I#K H +@ CD L +D JM II&$·2 J+·N。
研究人员正对该酶的结构、催化特征以及毒理药效

作用等进行研究，为该酶进一步开发和发酵工业生

产提供科学依据。

< 其它微生物来源的纤溶酶

杜连祥等［+C］从南方小酒药中发现具有纤溶酶

活性的中国根霉（$%&’()*+ ,%&-.+&+）+:O，该菌株以豆
粕和麸皮为原料发酵可产生纤溶酶。根霉纤溶酶仅

作用于枯草杆菌蛋白酶和胰蛋白酶的底物，而不作

用于凝血酶、尿激酶和胰蛋白酶的特异性底物，底物

专一性好。能降解纤维蛋白原 !、"、# 链，还可激活
血纤维蛋白溶酶原成纤溶酶，从而间接降解纤维蛋

白。根霉纤溶酶 F 端氨基酸序列与其它生物来源
的纤溶酶氨基酸序列比较，没有同源性。刘晓兰

等［+-］利用紫外线4氯化锂复合诱变的方式，筛选得
到酶产量较出发菌株提高 M:@ -P的一株稳定高产
正突变株，通过固体发酵进一步筛选。分离纯化纤

溶酶分子量为 +C@ D ). 和 +<@ < ).，等电点 C@ , Q
D@ +，有降解血纤维蛋白和激活血纤维蛋白溶酶原成

纤溶酶的双重溶栓作用。

2RR等［:D］从密环菌的菌丝体培养物中分离纯化
到一种纤溶酶4密环菌金属蛋白酶，分子量 :+ ).，为
单个亚基，其最适 =B值和温度分别为 <@ D 和 MM E。
密环菌纤溶酶能有效水解纤维蛋白原，优先降解纤

维蛋白原链。

此外，已有从白色假丝酵母菌［:+］、镰孢菌［::］、

米曲霉菌［:M］、藤黄微球菌［:!］、黄绿蜜环菌［:,］发酵物

中分离出纤溶酶的报道。

? 结论与展望
近些年来，血栓栓塞性疾病严重危害着人类健

康，传统的溶栓药物在治疗血栓病上已经取得了显

著的成绩，但存在着缺陷，如尿激酶、蚓激酶、蛇激酶

均为针剂，从动物体中提取，其周期长，提取成本高，

价格昂贵，而且都有过敏反应或血管出血现象，使其

应用受到限制。

在整个药物的发展过程中，微生物代谢产物一

直以来都扮演着重要的角色。微生物种类繁多，具

有广阔的研究空间，伴随着新微生物的不断被发现，

新的溶栓药物也不断涌现。利用微生物技术生产纤

溶酶具有周期短、产量高、生产工艺简单、成本低等

特点，因此从微生物中寻找新型天然来源的溶栓药

已成为生物医药发展的一个重要方向。

现今，人们不仅可以以自然界中筛选出的微生

物为溶栓药物的来源，还可以通过改造的微生

物———基因工程菌为来源，获取专一性更高的溶栓

药物。因此，对微生物源纤溶酶的深入研究，将为人

们研制出更为高效、快速，并能防止再栓塞及减低出

血等不良反应的新型溶栓药物奠定基础。
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