
!! 卷 " 期
!##$年 %月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!! *’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- !##$

./0/12/3：4/0/56/7 89，!##:；;00/<=/3：>?70@ 8"，!##$)

A@1B C’7D C?B B,<<’7=/3 6- =@/ E7?F=B G7’5 =@/ H,?FE3’FE I01/F0/B J’,F3?=1’F ’G K@1F?（*’) #"#8#9L"）?F3 =@/ I01/F0/B J’,F3?=1’F ’G H,?FE3’FE

MF12/7B1=- ’G A/0@F’(’E-（*’) #:###9）)

"K’77/B<’F31FE ?,=@’7 ) A/(：L$N!#NO8%"#8L9；PN5?1(：-(@?FQ B=,) /3,) 0F
广东省自然科学基金项目（*’) #"#8#9L"）和广东工业大学人才引进基金（*’) #:###9）项目资助。

地鳖纤溶活性蛋白的纯化及性质研究
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摘 要 通过硫酸铵分段沉淀、4P;PN纤维素柱和 I/<@?3/X HN%:柱层析从雌地鳖（:);(,2;"+1% &#$%$&#& C?(D/7）体内分离纯化到
一种相对分子质量约为 "8YOD4的纤溶活性蛋白，纤维蛋白平板测定表明，该蛋白具有纤溶作用，经 I4INZ;HP电泳显示为一
条带，含糖量为 8#Y:[。其水解纤维蛋白的比活力为 :"%YL$,\5E 。该成分受蛋白抑制剂和丝氨酸蛋白酶抑制剂 Z>IJ的抑
制，但 P4A;对其影响不大，提示该成分属于丝氨酸蛋白酶类。该成分在 "#]下基本稳定，最适温度 "#]，最适 <R为 LY#，其
激活纤维蛋白溶解酶（ZTH）的机制与尿激酶（M^）有一定区别。推测其可能是一种新的地鳖纤溶酶组分。
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地鳖虫（!"#$%&#’()* +,-*-+,+ !"#$%&），又名土元、
地鳖，属昆虫纲蜚蠊目鳖蠊科，为《中华人民共和国

药典》记载的正品药材，是传统的活血化瘀类动物

药，祖国医学记载和丰富的临床经验早已证明其具

有破血逐瘀、续筋接骨、消炎散结、舒经活血、疗伤止

痛等重要功效［’］。现代药理试验也充分证明，地鳖

虫具有溶解静脉血栓，抑制血小板聚集，抗凝血等药

用功效［(］。目前对其主要抗凝血纤溶活性物质及其

作用机制方面的研究很少，本文以新鲜地鳖为原料，

采用硫酸铵分段盐析方法，经离子交换分离、分子筛

以及电泳技术，并结合纤溶活性实验等方法，从地鳖

体内分离纯化到一种具纤溶活性成分，并对其部分

生化性质进行了研究，这为进一步探究地鳖虫活血

化瘀作用机制奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
地鳖（!"#$%&#’()* +,-*-+,+ !"#$%&）成虫（雌性）活

体，购自安徽滁州光明养殖场，经笔者分类鉴定，标

本保存于汕头大学标本室。)*+*,)*-(为 ./"01"2
产品。3%4/"5%6,78-为 9/"&1":;"产品。低分子量标
准蛋白（’<==$) > ?<8=$)）为中科院上海生化所产
品。牛血清白蛋白（@3+）标准品、牛血纤维蛋白溶
酶原（9#A）、牛血纤维蛋白原（B2）和尿激酶（CD）均购
自中国药检所。其余试剂均为分析纯。

!" # 方法
!"#"! 地鳖纤溶活性成分的分离纯化：选择健壮活
地鳖虫数只，洗净晾干，处死称重，剪碎，按 . E/ F
’G-加入预冷的 H<H’1I#EJ磷酸钠缓冲液（4K8<=），
研磨至糜状，=L浸提过夜。M-HH&E1;2 ，=L离心
’-1;2，去沉淀，上清液加固体硫酸铵分段盐析，取
=HN > O-N饱和度盐析组分透析浓缩，得到粗提液。
将粗提液过 )*+*,)*-( 离子交换纤维素柱纯化
（(<H:1 P QH:1，预先用 H<H(1I#EJ 4K M<H R&;S,KT# 缓
冲液平衡），用含 H > H<M1I#EJ U"T#的 H<H(1I#EJ 4K
M<H R&;S,KT# 缓冲液梯度洗脱，流速 H<81JE1;2，分
部收集器收集，每管收集 -<H1J，CV 1;2;,’(=H型紫
外可见分光光度计测 0(MH21值。对各个蛋白质峰做

纤溶检测实验，将纤溶活性峰组分收集并浓缩。浓

缩液经 3%4/"5%6,78-柱（(<H:1 P -H:1，用 H<H(1I#EJ
4K M<H R&;S,KT#缓冲液平衡纯化，洗脱液洗脱，流速
为 H<-1JE1;2，每管收集 Q1J。收集活性峰，冻干备
用。层析过程分别用分光光度法和血纤维蛋白琼脂

平板法测定 0(MH值和纤溶活性。

!"#"# 纤溶活性测定：参照 +S0&W4 的方法［Q］制备纤
维蛋白平板，在琼脂平板上打孔（直径 8<H11），每孔
加 (H!J样品，对照孔加 (H!J缓冲液，置 Q8L 保温
(=/，测量溶圈两垂直直径，以 CD为标准品，以两垂
直直径之积求对数值制作标准曲线，将样品的纤溶

圈面积换算成 CD单位。
!"#"$ 3)3,9+7* 测定样品纯度和分子量：3)3,
9+7*浓缩胶 R F QN，分离胶 R F ’(N，用考马斯
亮蓝 X,(-H染色。蛋白质浓度采用 @&"5YI&5法［=］，以
@3+为标准作标准曲线。
!"#"% 地鳖纤溶活性成分性质研究：参照文献［=］
的方法，用 H<H’1I#EJ R&;S,KT#（4K M<H）缓冲液溶解
样品冻干粉进行酶学性质测定。

（’）金属离子、变性剂和抑制剂对地鳖纤溶活性
成分激酶活性的影响：取 U"T#、DT#、ZAT#(、T"T#(、尿
素、巯基乙醇（@Z*）、乙二胺四乙酸钠（*)R+）和苯
基甲基磺酰氟（9Z3B）等分别与一定量的样品溶液
混合，纤维蛋白平板法测定酶活力。

（(）温度和 4K对地鳖纤溶活性成分活性的影
响：将样品溶液分别置于 ’H组（(-L > 8-L）温度下
处理 ’H1;2，然后用纤维蛋白平板法测定其酶活力；
将样品溶液稀释于不同 4K值缓冲液中（4KO > 4KM
用磷酸缓冲液，4KM<- > 4K’H 用甘氨酸,U"[K缓冲
液，4K ’H<- > 4K’’<-用 U"[K调生理盐水后），纤维
蛋白平板法测定酶活力。

（Q）样品含糖量测定：采用蒽酮,硫酸法测定样
品含糖量。

（=）激活血纤维蛋白溶酶原（9#A）作用的测定：
参考 ."#0/%&等［-］的方法，取 ’H!AE!J牛血 9#A Q!J，
分别与 M单位 CD及相当于 M单位的地鳖纤溶活性
成分溶液混合，Q8L 孵育 (/，各取 ’-!J进行 3)3,聚
丙烯酰胺凝胶电泳检查 9#A激活情况。
（-）地鳖纤溶活性成分纤溶反应机制实验：市售
的纤维蛋白原中往往含有一定的纤溶酶原，将制好

的纤维蛋白平板置 MHL处理 QH1;2，使其中的纤溶
酶原全部失活，制成去纤溶酶纤维蛋白平板。以 CD
为对照，检测地鳖纤溶活性蛋白的纤溶活性。

# 结果和讨论

#"! 地鳖纤溶活性成分的分离纯化
地鳖提取液经硫酸铵分段盐析后，经检测大部

分有纤溶活性物的成分存留在饱和度 =HN > O-N
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盐析段内，硫酸铵浓度低于 !"#或高于 $%#盐析段
内沉淀物中纤溶活性物成分含量极低，由此可以确

定地鳖纤溶活性成分最佳硫酸铵盐析浓度为 !"#
& $%#（图 ’）。

图 ’ 地鳖纤溶活性成分盐析浓度
()*+’ (,-./)01-2 3-2/)1* 04/ 05 /67 5)8,)1029/).
-./):)/9 ;,0/7)1 5,0< !"#$%&#’()( *+,-,*+*

将 !"# & $%#盐析沉淀物回溶、透析后的粗提
液过 =>?>@=>%A柱，出现了两个蛋白峰（图 A），实线
峰样品纤溶活性极弱，主要为杂蛋白；虚线为纤溶活

力峰，收集此峰后过 B7;6-C7D@EF%柱纯化，得到两个
蛋白峰（图 G）；经纤溶活性检测，第一个峰无活性，
第 A个峰为纤溶活性峰，收集此活性部分，浓缩，脱
盐，得到纯化的地鳖纤溶活性成分，对此成分经进行

B=B@H?E>检测，电泳图谱显示为一条带（图 !），说
明得到的地鳖纤溶活性成分为一单链多肽，相对分

子质量为 !’IGJ=，测定其比活力为 %!FIK$4L<*
（表 ’）。

图 A 地鳖纤溶活性成分 =>?>柱层析
()*+A M67 5)8,)1029/). -./):)/9 ;,0/7)1 5,0< !"#$%&#’()(

*+,-,*+* 89 =>?>@.72242037 .024<1 .6,0<-/0*,-;69
———./AK"；@@@@@@()8,)1029/). -./):)/9 +

图 G 地鳖纤溶活性成分 B7;6-C7DE@F%凝胶过滤
()*+G M67 5)8,)1029/). -./):)/9 ;,0/7)1 5,0< !"#$%&#’()(

*+,-,*+* B7;6-C7DE@F% .024<1 .6,0<-/0*,-;69
———./AK"；@@@@@@()8,)1029/). -./):)/9 +

表 ! 鳖纤溶活性成分的提取纯化
"#$%& ! "’& ()*+,+-#.+/0 /, .’& ,+$*+0/%1.+- (*/.&+0 ,*/2 !"#$%&#’()( *+,-,*+*

H4,)5).-/)01 3/7; M0/-2 ;,0/7)1L<* M0/-2 -./):)/9L4 B;7.)5). -./):)/9L（4L<*） N7.0:7,9 ,-/7L# H4,)5).-/)01 5-./0,
!"# & $%#（OP!）ABQ! ;,7.);)/-/7 ’%" A"R% ’GIR$ ’"" ’+"
=>?>@.72242037 .6,0<-/0*,-;69 KI$% R’F ’"$I’G !GIK FI$
B7;6-C7D E@F% *72 5)2/,-/)01 "IKG !%F %!FIK$ A’IK GRIA

343 金属离子、变性剂以及抑制剂对地鳖纤溶活性
蛋白的影响

用金属离子对纯化的地鳖纤溶活性物进行纤溶

活力实验，结果表明（表 A），O-S 和 TS 对其纤溶活

力基本无影响，而 U*A S和 V-A S则对其活力有一定的
抑制作用。用变性剂尿素和巯基乙醇处理地鳖纤溶

活性物表明，K<02LW的尿素和 ’#的巯基乙醇可完
全抑制其活力（表 G），这可能是由于变性剂破坏了
蛋白质中二硫键，有关实验证明，某些二硫键是生物

活性所必需的，另一些则在维持蛋白质构象方面起

重要作用。抑制剂 >=M?和 HUB(对地鳖纤溶活性
成分活力影响的实验表明，不同浓度 >=M?对地鳖
纤溶蛋白影响不大，表明纤溶蛋白不属于金属酶类；

而丝氨酸蛋白酶抑制剂 HUB(则能完全抑制该蛋白
的纤溶活性，表明地鳖纤溶活性蛋白可能属于丝氨

酸类蛋白酶类。

345 温度、(6对地鳖纤溶活性蛋白稳定性的影响
图 %为温度对地鳖纤溶活性蛋白的影响。G%X

下地鳖纤溶活性蛋白活性基本稳定，温度高于 G%X
时其活力迅速下降，在 %%X温育 G"<)1，或在 F%X下
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!"#$% 其活力完全丧失。实验表明地鳖纤溶活性蛋
白的最适反应温度约为 &"’（图 (），最适 )*为 +,"
（图 -）。

图 & ./.01234 测定纤溶活性蛋白分子量
5$67& 489$#:9$;% ;< #;=>?@=:A B>$6C9 ;< 9C> <$DA$%;=E9$?

:?9$F:9;A )A;9>$% ;% <@DA$% )=:9>
!：)A;9>$% #:AG>A；H：9C> )@A$<$>I )A;9>$%7

图 J 温度对地鳖纤溶活性蛋白的影响
5$67J KC> ><<>?9 ;< 9>#)>A:9@A> ;% 9C> <$DA$%;=E9$? )A;9>$%

<A;# !"#$%&#’()( *+,-,*+*
—!— L"#$%；—"— !"#$%7

图 ( 地鳖纤溶活性蛋白的反应温度曲线
5$67( KC> A>:?9$F> 9>#)>A:9@A> ;< 9C>

<$DA$%;=E9$? )A;9>$% <A;# !"#$%&#’()( *+,-,*+*

表 ! 各种金属离子对地鳖纤溶活性蛋白的影响
"#$%& ! "’& &((&)* +( ,#-.+/0 1&*#% .+20 +2 *’& #)*.,.*3
+( *’& (.$-.2+%3*.) 4-+*&.2 (-+1 !"#$%&#’()( *+,-,*+*

M>9:= 8:=9
N;%?>%9A:9$;%
O（#6O#P）

Q>8$I@:=
:?9$F$9EO（@O#P）

Q>?;F>AE
A:9>OR

S:N= +" (," T&
UN= +" (," T&
M6N=H +" L," &-
N:N=H +" H,J LT
N;%9A;= V (,& !""

表 5 抑制剂对地鳖纤溶活性蛋白的影响
"#$%& 5 "’& &((&)* +( .2’.$.*+-0 +2 *’& #)*.,.*3

+( *’& (.$-.2+%3*.) 4-+*&.2 (-+1 !"#$%&#’()( *+,-,*+*

W%C$D$9;A8 N;%?>%9A:9$;%
Q>8$I@:=

:?9$F$9EO（@O#P）
Q>?;F>AE
A:9>OR

@A>:

XM4

4/K2

1M.5

N;%9A;=

&#;=OP
+#;=OP
",JR
!R

",-J#6O#P
!,J#6O#P
!#6O#P
H#6O#P
—

J,J
"
",(
"
&,(
L,J
"
"
(,&

+(
"
T
"
-H
JJ
"
"
!""

图 - 地鳖纤溶活性蛋白反应的最适 )*
5$67- KC> A>:?9$F> )* ;< 9C> <$DA$%;=E9$?

)A;9>$% <A;# !"#$%.#’()( *+,-,*+*

!67 地鳖纤溶活性蛋白纤溶机制
通过加热平板法对样品的测定（图 +），中 ! 号

样品为 ",H@ 的 YU；H号样品为 J!6 纯化的地鳖纤
溶活性物；L 号样品为对照，以溶解平板纤维蛋白
的面积计算酶的活性，可以看到 H号溶纤的面积远
远大于 !号 YU。表明从地鳖中分离出的 &!,LG/蛋
白质（H 号样品）具有很强的纤溶活性，然后采用
./.01234电泳分别对该纤溶活性蛋白和 YU 进行
激活牛 1=6 比较（图 T），发现两者作用方式有所差

H&( /’+,-*- 0$"1,(% $2 3+$4-5’,$%$)& 生物工程学报 H""(，Z;=,HH，S;,&



异，!"将 #$%的 &亚基分解为 ’和 (两个片段，从
而将无活性的纤溶蛋白酶原（#$%）激活成为具有活
性的纤溶蛋白酶，后者具有水解纤维蛋白的作用。

而地鳖纤溶活性蛋白则将 #$%的 &、)和 *三个亚基
水解成为更小的片段，在电泳图谱上几乎没有显示

出明显的条带。这一结果表明地鳖纤溶活性物纤溶

作用方式与 !"不同。提示地鳖纤溶活性物有可能
作为纤溶酶而直接作用于纤维蛋白而使其溶解。

图 + 纤维蛋白平板测定提取物的纤溶活性
,-%.+ /01 2-34-56$78-9 :98-;-87 62 801 15<7=1 37 >4681-5

246= !"#$%&#’()( *+,-,*+* 37 ?’?@#&A(
B：CDEF !"；E：G!% 15<7=1；H：965846$ .

图 I 用 ?’?@#&A(检测 #JA的降解作用
,-%.I /01 K1%4:K:8-65 62 #JA L06M1K 37 ?’?@#&A(

B：!"；E：#JA；H：#JA N !"；O：#JA N 15<7=1.

!"# 糖量测定
参照文献［O］用 P6$-L0反应测定了纯化后地鳖

纤溶活性蛋白的含糖情况，实验结果为阳性，即样品

溶液与浓硫酸两液面出现紫色环。再通过蒽酮@硫
酸法测定地鳖纤溶活性物质中含糖量，以葡萄糖为

标准，测得地鳖纤溶活性物质中糖含量为 BCDGQ。
表明地鳖纤溶活性蛋白可能是一种糖蛋白。

本研究从地鳖中所得到的纤溶活性蛋白与李卫

星等［R］从地鳖中分离得到一种类似纤溶活性蛋白存

在显著差异，二者分子量也完全不同，李卫星等得到

的蛋白相对分子质量为 RD+S’，而本研究得到的纤
溶蛋白相对分子质量为 OBDHS’，此外，经检测前者
仅具有纤维蛋白溶酶原激活物的作用，而本实验得

到的活性物具有直接纤溶活性，因此，这两种溶纤物

质不是同一种蛋白质。本实验得到的纤溶活性物是

目前国内尚未见报道的一种新的纤溶酶组分。
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