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摘要：对有关蛇毒类凝血酶（?ACDE<）的分布分类、理化性质、酶学性质、结构特征、基因克隆表达、临床应用等方面的
研究资料进行了概括和综述。结果发现：?ACDE<主要分布在蝮亚科和蝰科毒蛇的毒液中；根据 ?ACDE<水解纤维蛋
白原释放 FG&和 FGH的速度不同，可将其分为 ?ACDEI&H、?ACDEI&和 ?ACDEIH等 J 类；多数 ?ACDE<的分子量在 J#
K L# MN，含 * 个二硫键，’O较低，部分 ?ACDE<的 ’O较高；?ACDE<可水解 C&PE和 H&EE，其活性可被 NFG 和 GP?F
所抑制，但不被胰蛋白酶 =(>’<6.及凝血活性中心 Q6<的专一抑制剂 CD2R和 ENC&抑制；对 ?ACDE<的一级结构和二
级结构研究较多，对高级结构研究有待深入；很多 ?ACDE<基因在大肠杆菌中成功获得了表达，但表达物不能被糖基
化和正确折叠，故没有活性或活性不高，而其在真核表达系统中表达活性较高；部分碳水化合物具有稳定 ?ACDE<结
构及提高 ?ACDE<的酶活力的作用；?ACDE<的临床应用涉及心肌梗塞、缺血性中风、血栓性疾病等疾病的治疗。?AI
CDE<未来的研究重点将集中于其在真核表达系统的表达和对其高级结构的解析。
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! ! 蛇毒含多种生物活性成分，其中多数为酶类和
活性肽类。蛇毒类凝血酶（ ?./M; :;.,8 =3(,8W6.I
06M; ;.X>8;<，?ACDE<）是蛇毒中的一类丝氨酸蛋白
酶，有精氨酸酯酶活性，能直接作用于纤维蛋白原释

放血纤肽 &（FG&）或 H（FGH），导致纤维蛋白单体
首尾聚合而凝固，所以这类酶被称为类凝血酶

（C3(,8W6.I06M; ;.X>8;<，CDE<）。但它在体内不激
活凝血因子 YOOO，并且由它水解生成的纤维蛋白不
产生侧链交联，对纤溶酶的消化高度敏感，很容易被

天然网状内皮系统或正常的纤溶作用所清除，因此

可导致胞浆中纤维蛋白原浓度显著下降，表现降纤、

抗凝的效果［U］。这些生物活性使 ?ACDE< 有望成为
治疗血栓性疾病的重要药物，同时也引发了人们从

多种蛇毒中去筛选和获取 ?ACDE< 的研发兴趣，并
且已经从个别蛇毒中开发出治疗血栓性疾病的 ?AI
CDE<药物［"IJ］。本文就 ?ACDE< 的种类、分布、理化
酶学性质、结构特征、基因克隆表达及其临床应用等

方面的研究进展进行综述，以期对有关研究开展有

所帮助。

U ?ACDE<的种类和分布
自 U$J* 年 R0,W-<6=XM6 和 R,.64 首次用硫酸铵、

醋酸铅及透析法从矛头蝮蛇毒中获得 CDE 以来，迄
今已从多种蛇毒中发现 %# 余种 CDE< 组分［%IL］。大
量实验表明，眼镜蛇科和海蛇科毒蛇的毒液一般无

CDE组份，而 CDE主要分布在蝮亚科和蝰科毒蛇的
毒液中［*IB］，包括尖吻蝮属（!"#$%&’()(*）：!+ ,-.&.%、
!+ /$0$*1,&.%，!+ -,0$"$*(%.%、!+ -+ -(*&(’&’$2、!+ 3,04%
/0(53(66$$、!+ 3+ 7,00,% 和 !+ ’3()(%&(5,；矛头蝮属
（8(&3’(7%）：8+ ,%71’、8+ ,&’(2、8+ /,’*1&&$、8+ 34(7’(9
%.%、8+ $*%.0,’$%、8+ :,’,’,-,、8+ :,’,’,-.%%.、8+ 5((:1*$
和 8+ 7$-&.%；响尾蛇属（;’(&,0.%）：;+ ,),5,*&1.%、;+
,&’(2、;+ ).’$%%.% &1’’$6$-.%、;+ 3+ 3(’’$).%、;+ ’+ ’./1’、
;+ <+ 31001’$ 和 ;+ <+ (’1",*(%；巨蝮属（ =,-31%$%）：=+
5.&,、=+ 5+ 5.&,、=+ 5+ *(-&$<,",、=+ 5+ ’3(5/1,&, 和
=+ 5+ %&1*(73’4%；竹叶青属（ >’$51’1%.’.%）：>+ 60,9
<(<$’$)$%、>+ "’,5$*1.%、>+ (#$*,<1*%$ 和 >+ %+ %.5,&’,9
*.%；以及真蝰亚科（?$71’$*,1）的 ;1’,%&1% -1’,%&1%、;+
<$71’, 和 8$&$% ",/(*$-,等。一般来说，上述毒蛇的毒
液含有一种 CDE，而如美洲铜头蝮（ !+ -(*&(’&’$2
-(*&(’&’$2）、菱斑响尾蛇（;+ ,&’(2）、矛头蝮蛇（8+ ,&9
’(2 5((:1*$）、锯鳞蝰蛇（@-3$% -,’$*,&.）、角蝰（;+ <$9
71’,）及白唇竹叶青（>+ ,0/(0,/’$%）等的毒液含有两
种不同的 CDE<。根据 ?ACDE<水解纤维蛋白原释放
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!"#和 !"$ 的速度不同，可分为 % 类［&，’(&&］。一是
)*+,-(#$，水解释放 !"# 和 !"$ 而使纤维蛋白原
凝固，也可激活如 .///，如加蓬咝蝰（!"#"$ %&’()"*&）
蛇毒的 01234156［&7］；二是 )*+,-(#，仅切割纤维蛋
白原的 #!链，不会激活因子 ./// 或其它凝血因子，
也不会导致血小板聚集；如红口蝮（+, -.(/($#(0&）
的 14893:［&%］、矛头蝮（!, &#-(1）的 21;93<32=4［&>］、巨
蝮（2, 03#& 03#&）的 0?93<=4［&@(&A］和响尾蛇（4, &/&5
0&)#63$）的 893;1B156［&’］，三是 )*+,-($，仅切割纤维
蛋白原 $"链，不会激活因子 .///，也不会导致血小
板聚集，如美国铜头蝮（+, *()#(-#-"1）的 834;39;9=<3(
2=4［&C］。

7 )*+,-5的理化酶学性质
多数 )*+,-5 的分子量在 %D E @D FG 范围内，

少数 )*+,-5 的分子量较大，如墨西哥蝮（ +,
’"7")6&#3$）的 2=B=4632=4分子量为 @A FG［7D］。与凝血
酶的二硫键连接的双链结构不同，)*+,-5均为 & 条
肽链组成，有多个二硫键，不含游离巯基（ HB1I3<32=4
例外）。如 朝 鲜 蝮 蛇 81B32=4 和 矛 头 蝮 蛇 的
81;93<32=4 含 &7 个半胱氨酸残基，有 J 条二硫
键［7&(77］，#4893:含 &% 个半胱氨酸残基，有 J 个二硫
键［7%］。除了来自黄绿烙铁头（ 8, 97&:(:"-"/"$）的
HB1I3<32=4和来自角蝰（4, :";6-&）的 I=K6912=4 不含
糖外［7>］，几乎所有的 )*+,-5都是糖蛋白，含糖量最
高可达 %JL［&%］。多数 )*+,-5 的 K/ 较低，有的 K/
低至 %M 7，但有些 )*+,-5 的 K/ 较高，如角蝰（4,
:";6-&）中的类凝血酶 86915;32=4的 K/为 AM A［7@］。

)*+,-5对纤维蛋白原的作用较凝血酶更专一，
它主要作用于纤维蛋白原的 & 条链（#! 或 $"），个
别作用于 7 条链如 81234156［7J］。)*+,-5 也不激活
凝血因子 //、*、*//、*///、/.、.、./、.//、.///［7A］。并
且，)*+,-5即使在低浓度如 & #0 N O, 时，其结构、
功能对热也很稳定［7A］。来自热稳定性试验的数据

表明，大部分的溶解纤维蛋白原的 )*+,-5 的抗热
温度达 %A P以上［7’］。同时，)*+,-5可水解甲苯磺
酰精氨酸甲酯（ +#Q-）和苯甲酰精氨酸乙酯
（$#--）。作为一种丝氨酸蛋白酶的功能［7C］，
)*+,-5活性可被二异丙基氟磷酯（G!"）和苯甲基
磺酰氯（"Q)!）所抑制，但不被抗凝血酶$、肝素、水
蛭素等抑制剂所抑制［7A］，而对胰蛋白酶及凝血活性

中心 R=5的专一抑制剂甲苯磺酰氯甲酮（+,ST）以
及金属蛋白酶抑制剂二乙胺基四乙酸（-G+#）对其
无影响。

% )*+,-5的结构研究
第一个有关 )*+,-5 的完整氨基酸序列是由

/;3U等［%D］从 21;93<32=4 的 8GV# 序列中推导得出来
的，同 时 分 析 了 它 的 基 因 序 列。结 果 发 现，

21;93<32=4与胰蛋白酶和激肽释放酶的外显子 N内含
子结构相一致，含有 @ 个外显子和 > 个内含子。@
个外显子分别含有 7>D、&@&、7JD、&%> 和 A7’ 个碱基
对，其中后 > 个外显子编码成熟酶。外显子 & 包含
了 & 个 @W非编码酶的糖端外，还包含 & 个较长的 %W非
编码序列，活性位点的组氨酸、天冬氨酸和丝氨酸残

基分别由外显子 7、% 和 @ 编码。由于类凝血酶之间
表现的高度同源性，可以认为它们都属于胰蛋白酶 N
激肽释放酶家族。成熟的类凝血酶由 7 E @ 个外显
子编码，其公认的催化三联体残基由独立的外显子

编码［%D(%&］。

迄今为止，已得到多种 )*+,-5 的全部或部分
氨基酸序列。通过对它们之间进行序列和结构分析

表明［%7］：&）它们都还有高度保守的活性中心序列，
其中含有 R=5、#5K 和 )69 残基组成的酶活性中心；
7）这些丝氨酸蛋白酶与胰蛋白酶类似，并且 V 末端
序列高度保守；%）多数类凝血酶都具有 J 对二硫键，
与凝血酶相比，这使得其构象更紧密，酶的动态结构

可塑性更小；>）大多数类凝血酶的 V 末端为 *1B 残
基；@）除了 HB1I3<32=4 和 H34;39;9=<32=4［%%］不含糖基
外，几乎所有的类凝血酶都是糖蛋白。与凝血酶不

同的是，其寡糖链多与天冬酰胺连接，而不是与丝氨

酸连接［%>］。

在蛋白质高级结构方面，R6B641 等［%@］根据类凝
血酶与凝血酶和胰蛋白酶之间较高的同源性以及酶

学相似性，用凝血酶和胰蛋白酶做模型，精细地模拟

了一种类凝血酶即 ,Q(+,的高级结构（见封三彩图
&），用这个三维结构模型很好地解释了类凝血酶有
关催化作用和生物活性的重要氨基酸残基，为进一

步的结构与功能研究奠定基础。

> )*+,-5的基因表达研究
从蛇毒毒液中分离纯化类凝血酶数量有限，并

且常因纯度难以控制而导致其它免疫副反应。基于

对经济蛇种功能蛋白资源的保护以及解析类凝血酶

结构和功能的需要，利用基因工程手段制备大量高

纯类凝血酶就显得尤为迫切。

基因工程技术在类凝血酶研究中首次得到应用是

在&CC&年，Q16:1 等［77］从矛头蝮蛇（!, &#-(1 0((<6)"）
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!"#$文库中分离出类凝血酶 %&’()*)%+, 的 !"#$，
通过重组克隆到大肠杆菌中，融合蛋白以包涵体

形式得到表达，经重新折叠获得了部分天然活性。

此后，又有很多类凝血酶基因在大肠杆菌也成功

获得了表达，如 -&..&/0［12］、-&..&%+,［13］、&!4’+,［15］；
64!()/)%+,［17］、8.)/90:)%+,［;<］等，但活性不高，这是
因为绝大部分类凝血酶都是糖蛋白，由于大肠杆菌

表达系统本身的局限，即缺少蛋白质翻译后修饰的

功能，使得表达产物不能糖基化，而这对蛋白质的内

在特性和整体生物功能的体现是至关重要的［;=］。

>&,8 等报道长白白眉蝮类凝血酶 ?4//4()%+, 和大
连蛇岛蝮类凝血酶 8.)/90:)%+, 在毕赤酵母中获得
表达［;@A;1］。这两种酵母重组类凝血酶都保持了较

高的酰胺裂解活性，但精氨酸酯酶活性相对较低。

@<<2 年，64&,-&/+’-)(, 和 B)C,4!D&(+,［;;］在毕氏酵
母中表达的泰国白唇竹叶青（!" #$%&$#%’()）的类凝
血酶 &.%)E+%(&/0，并对其理化性质等进行了鉴定，证
明了重组类凝血酶 &.%)E+%(&/0 具有较高精氨酸酯酶
活性，F&!9等人［;G］将 &,!():的 !"#$利用构建的载
体转到鼠成纤维细胞 H=@3I 中，重组的 &,!(): 可以
从无血清的细胞培养上清液中获得。?0J0( 等为了
研究重组 &,!():的糖基化特点，也将 &,!(): 的编码
序列克隆到牛乳头瘤病毒表达载体中，转染鼠成纤

维细胞 H=@3I，获得了糖基化率达 1=K GL 的重组
&,!():，令人兴奋的是重组产物与天然 &,!(): 具有
同样的比活［;2］。

G MNOPQ/结构中的碳水化合物
在蛇毒丝氨酸蛋白酶中，碳水化合物含量占其

质量的 GL R1<L［;3］。目前还不知道蛇毒丝氨酸蛋
白酶的糖基化是否与抗热性能有关，但是碳水化合

物组成成分和胰蛋白酶的相互作用显示，在胰蛋白

酶的结构添加化学连接物［;5］或者在该酶的溶液中

添加糖［;7］可显著性提高该酶的热稳定性，*"
+#’#’#,#蛇毒的一种高度糖基化和热稳定性的蛇毒
丝氨酸蛋白酶 FS$ 也显示了上述现象［G<］，FS$ 在
抗 ST值变化和维持其结构稳定过程中，碳水化合
物起到了重要的作用［G<］。T&9, 等［@=］在研究
!&.)%+,的性质时发现，当内切葡萄糖苷酶 U 作用于
!&.)%+,后，!&.)%+,的凝血酶活力下降到原来酶活力
的 3<L，这表明糖链部分对酶起到稳定作用。直到
现在，对蛇毒丝氨酸蛋白酶的碳水化合物组分生化

功能的充分认识的最有力证据是来自于 -" #,./) 蛇
毒中两种几乎相同的酶的模型研究［G=］。这两种酶

在氨基酸序列 1G 的位置是不同的，或者是 $/, 或者
是 $/-，只有带有 $/,的酶可抑制 MFOI，基于分子模
型的研究，这种酶的碳水化合物组分是连接在

$/,1G 上，而 $/,1G 是阻断 /)J%0&, ’(J-/+, +,9+%+’’)(
（MFOI）的结合位点。对 :8FVA;5 的研究表明，:8FVA
;5 更易受到 MFOI 的影响，这同其模型研究是一致
的，同时也表明糖基化的蛇毒丝氨酸蛋白酶有一种

通用的典型抑制剂的抑制机制［G@］。

2 MNOPQ/的应用
MNOPQ/具有的生理特性表现为在体外其可作

为促凝剂将纤维蛋白原转化为纤维蛋白，而在体内

它们导致良性的降纤效应［G1］。因此自 =73< 年以
来，不论是在基础研究还是在临床应用方面，

MNOPQ/ 都被广泛地关注。虽然 MNOPQ/ 的使用因
其抗原性、蛇毒产量和高成本等因素而受到限

制［G;］，但是在临床上可用于心肌梗塞、缺血性中风、

血栓性疾病等方面的治疗［GG］，对肾病、红斑狼疮、病

毒性肝炎及雷诺氏病等有一定疗效［G2］。一些

MNOPQ/被用于预防血栓形成及通过降低血液黏度
来改善血液循环等。缺血性中风绝大部分是由脑血

栓形成或脑血栓的基础上导致脑梗塞、脑动脉堵塞

而引起的，用 -" ’0&1&).&2# 蛇毒类凝血酶 &,!(): 对
缺血性中风的病人进行临床研究表明：虽然稍微有

出血的风险，但其疗效良好。*" #.’&3 蛇毒的
%&’()*)%+,在对体缺血 W再灌注大鼠及临床实践方面
有良好的疗效。因此，&,!():和 %&’()*)%+,作为治疗
药物而被商业化生产。还有 1 种 MNOPQ/ 即
(0-’+.&/0、!()’&.&/0和 -" ,&4.&’.’(3蛇毒的 OPQ也具有
商业化用途［G3］。蛇毒类凝血酶也应用于纤维蛋白

原和纤维蛋白原降解产物的测定，也应用于异常纤

维蛋白原血症的检测和应用于含肝素样品中的抗纤

维蛋白酶 III 的测定［G5］。其他的 MNOPQ/ 成员作为
降纤维蛋白原的试剂，也可能适用于治疗一些慢性

和急性疾病。确认这些 MNOPQ/的所有底物是很重
要的，因为这样将发现新的临床用途而不是如现在

所知道的那样。

3 MNOPQ/研究展望
基因工程技术的应用使天然蛇毒资源和

MNOPQ/纯度的问题得到解决，但在以后的蛇毒研究
中还需要改进表达系统，解决产物蛋白复性、后修饰

及对宿主的毒性问题，这将对提高表达量和生物活

性有重要意义。目前对类凝血酶结构的研究多限于
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一级结构和二级结构，对其高级结构进行解析将成

为未来研究重点。迄今为止，已分别得到的 !"#$%&
有 ’()*+,-./01 2［34］、5’,’,’()&&01［67］、/-*+,-./01［68］

和另外两种蛇毒丝氨酸蛋白酶［38］结晶。因此，将可

以利用晶体学等手段研究生物大分子的结构，从而

从分子生物学的角度阐明其活性中心构造和酶催化

机制。随着分子生物学、基因工程等生物技术的飞

速发展，相信对 !"#$%& 的研究会越来越深入，使其
能更广泛地用于基础研究并在医学领域上发挥重要

作用。
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