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摘 要 从一株土壤链霉菌（!"#$%"&’()$**%+）-.’,的发酵液中通过硫酸铵分级盐析、*$’
树脂脱色、/01234056)%,凝胶过滤、7898)/01234059)*,阴离子交换层析和 :;<=>0)
/0123?"<0.@亲和层析，获得一种新型的具有纤溶活性的蛋白酶/A)&。每升发酵液中可获得

.B*CD/A)&样品，回收率为&*B’E，每毫克蛋白活力达*$,*BF尿激酶单位，以发酵液作为
起始，所获得样品纯度提高*F’B+倍，GH:I检测纯度约为(FB,E。/A)&在/7/)聚丙烯酰
胺凝胶电泳中是单肽链蛋白，分子量为F’J7，等电点为(B,，测定其!)端&%个氨基酸序列为

9?D／9<>／H20)H?"／9<1)6K;)L0M)N2?)L0M)N2?)9K3)OK0)9K3)9<>)6K>)9<>)N2?)6K>)OK0)9<>)，! 端
第一和第二残基具有不均一性，根据氨基酸组成分析推算/A)&由*+*个氨基酸组成。/A)&
的纤溶活性可被&’CC"K／:HL/P、&CC"K／:87N9和&C"K／:赖氨酸完全抑制，表明/A)&
其赖氨酸结合位点与活性有关。/A)&的纤溶活性在.!F%Q和1G.#’!$B’具有较好的稳
定性，最适1G为(B’。在纤维蛋白加热平板上，/A)&和/A)&与纤溶酶原的混合液显示相
同的纤溶活性，表明/A)&对纤维蛋白具有直接的降解作用，而不具有激活纤溶酶原的活性，
因而/A)&是一种纤溶酶而不是纤溶酶原激活剂。

关键词 链霉菌，纤溶酶，纤溶酶原激活剂

分类号 R%(. 文献标识码 9 文章编号&’’’)F’+&（&$$$）’*)’&.%),F

溶栓疗法是早期急性心肌梗塞和其他血栓栓塞性心血管疾病的常规治疗方法［&］。

从作用机理上溶栓药物可分为两类：一类是纤溶酶原激活剂，如组织型纤溶酶原激活剂

（M)H9）、尿激酶型纤溶酶原激活剂（S)H9）和酰化纤溶酶原链激酶激活剂复合物（9H/9I）
等［*］；另一类是纤溶酶类物质，可直接降解血块中的纤维蛋白，溶解血栓，如纳豆激酶

（!3MM"J=>3<0）［F］、蚯蚓纤溶酶［.］、蛇毒纤溶酶［,!(］等。
微生物是溶栓药物的重要来源。除早期发现的")溶血链球菌（!"#$%"&)&)),*

-$’&.("/),*）产生的链激酶（/M?01M"J=>3<0）和金黄色葡萄球菌（!"0%-(.&)&)),*0,#$,*）产生
的葡激酶（/M312;K"J=>3<0）以及枯草芽孢杆菌（10)/..,**,2"/./*）产生的纳豆激酶（!3MM"J=)
>3<0）外，近年来又陆续筛选到可产生纤溶活性物质的芽孢杆菌（10)/..,**%+）［$］、曲霉菌
（3*%$#4/..,**(5&6//）［&’］和镰孢菌（7,*0#/,’%0../5&#&*$,’）［&&］。
我所&$$.年利用自行设计的纤溶物质筛选模型从云南土壤中筛选到一株可产生纤

溶活性物质的链霉菌（!"#$%"&’()$**%+）-.’,，本文报道从该菌发酵液中分离纯化纤溶活
性蛋白的方法，并对其性质和纤溶机理进行了初步研究。
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! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和培养基：链霉菌!"#$由本所筛出，保存于合成五号培养基［%&］，发酵培养
基含葡萄糖&’#(，可溶性淀粉#’)(，黄豆饼粉&’#(，*+,-#’"(，,+,./#’0(，

12)’/。

!"!"# 试剂：&3#树脂是南开大学树脂厂产品，4516+7589:)$和;<=<4516+758=:&$
是>6+?@+AB+公司产品，CDEBF5:4516+?GE5"H由北京大学提供，4DF,6?G1+I=J:%#是K+?B:
+F公司产品，丙烯酰胺、*，*’:亚甲双丙烯酰胺、L<M<;是HNC公司产品，蛋白质分子
量标准是>?G@5O+公司产品，HBG:CDP5/／%#两性电解质、等电聚焦电泳标准是HBG:N+7公
司产品，QG-BF:酚试剂是北京奥尼斯生物技术开发公司产品，>M4Q（苯甲基磺酰氟）是4BO:
@+公司产品，牛血纤溶酶原、牛血纤维蛋白原、凝血酶、尿激酶（标准品）是中国药品生物
制品检定所产品。

!"!"$ 仪器：蛋白质高效液相色谱分析用K+?B+F公司的$###型2>C,系统，蛋白质等
电聚焦电泳用HBG:N+7公司的%%%MBFBRQQ,5--产品。蛋白质*:端氨基酸序列测定用

=11-B57HBGEDEP5@E公司的"))=型蛋白质测序仪。氨基酸组成分析用2RL=,2R公司的

C:S$##型氨基酸自动分析仪。

!"# 方法

!"#"! 蛋白质浓度的测定：按文献［%/］进行，以牛血清白蛋白为标准。

!"#"# 纤溶活性的测定：参照=EP?T1和MT--5?PU方法［%"］，以尿激酶（标准品）作纤溶活
性标准曲线。加热纤维蛋白平板按文献［%$，%0］制备。

!"#"$ 蛋白质4;4:聚丙烯酰胺凝胶电泳：按照文献［%)］方法进行，凝胶用硝酸银溶液
进行染色。

!"#"% 蛋白质高效液相色谱分析：利用 K+?B+F公司的$###型 2>C,系统和4DF:
,6?G1+I=J:%#阴离子交换柱（"A@V/#A@）对样品进行纯度鉴定和进一步纯化，上样后
用"##@C%#@@G-／C33( *+&2>.":%(W2&>."至%#(*+&2>.":3#(W2&>."线性梯
度洗脱，流速为S@C／@BF，工作压力为"&大气压，检测波长为&S#F@。

!"#"& 蛋白质等电聚焦电泳：制备含&(HBG:CDP5/／%#两性电解质的$(聚丙烯酰胺
凝胶，在凝胶中部点样，%##K电泳%$@BF，"##K电泳%6。

!"#"’ 蛋白质*:末端氨基酸序列测定：将蛋白质纯品溶于三氯乙酸中，加到>?GH-GPP
膜上，按照测序仪说明书操作。

!"#"( 氨基酸组成分析：将蛋白质纯品用0’#@G-／C盐酸在真空条件下%%#X水解&"6，
分析水解产物中的氨基酸组成，计算氨基酸的相对百分含量，并参照文献［%S］的方法推算
各种氨基酸的残基数。

# 实验结果

#"! 链霉菌纤溶活性蛋白的分离纯化

#"!"! 硫酸铵分级盐析：链霉菌!"#$的306发酵液经离心（"###VO，%$@BF）去除菌丝
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后，冰浴中边搅拌边缓慢加入硫酸铵粉末至!"#饱和度，用$%&’／(氨水调节)*值+,-，
冰浴静置./，离心（0"""12，3-%45）收集上清，上清液中继续加入硫酸铵粉末至6"#饱和
度，收集!"#!6"#饱和度区间的沉淀，溶于",3%&’／(78.*9:!;78*.9:! 缓冲液
（)*+<-）中。活性蛋白回收率约为+6#。

!"#"! .0"树脂脱色：深褐色的活性蛋白溶液加于.0"阴离子交换树脂柱（3,6=%1
$"=%），用无离子水洗脱，收集.6"5%光吸收峰部分溶液（呈浅黄色），经透析脱盐和冷冻
干燥后即获得纤溶活性蛋白的粗品。

!"#"$ >?)/8@?AB+-凝胶过滤：>?)/8@?AB+-层析柱（.,C=%1-.=%）用."%%&’／(
DE4F;*G’，)*+<-，"<3%&’／(78G’缓冲液充分平衡，将溶于该缓冲液的活性蛋白粗品上
样，用同种缓冲液洗脱，收集活性部分经冷冻干燥浓缩后用."%%&’／(DE4F;*G’，)*0<"
缓冲液透析。

图3 纤溶活性蛋白>H;3的

>I>;9JBK电泳

L42<3 >I>;9JBK?’?=ME&)/&E;
?F4F)8MM?E5&NN4OE45&’PM4=

)E&M?45>H;3

!"#"% IKJK>?)/8@?AJ.-阴离子交换层析：IKJK
>?)/8@?AJ.-阴离子交换柱（3,!=%1.3=%）用."%%&’／(
DE4F;*G’，)*0<"缓冲液平衡，上样后先以.倍柱体积的平
衡缓冲液洗涤以洗脱未吸附蛋白，再用.""%("!
3,"%&’／(78G’线性梯度洗脱，流速为",C%(／%45，活性蛋
白被",3!",.%&’／(78G’洗脱。收集活性部分经冷冻干
燥浓缩后再用."%%&’／(DE4F;*G’，)*+<-缓冲液透析。

!"#"& (PF45?>?)/8E&F?!Q亲和层析：(PF45?>?)/8E&F?
!Q亲和层析柱（",6=%1.-=%）用."%%&’／(DE4F;*G’，

)*+,-缓冲液平衡，上样后先用-倍柱体积的平衡缓冲液
充分洗脱非特异吸附蛋白，然后用.""%("!",-%&’／(
78G’线性梯度洗脱，流速为",$%(／%45，活性蛋白高峰可
被",.!",$%&’／(78G’洗脱。>I>;9JBK显示活性成分
为单一区带（图3）。
利用上述纯化流程，从每升发酵液中可获得!,.%2活

性蛋白，每毫克蛋白活力达.0-.,$尿激酶单位，纯度提高

.$",C倍，回收率为3.,"#（表3）。将获得的纯品进行高
效液相色谱分析，主要成分的保留时间约为!,3%45，纯度
约为6$,-#（图.）。

!"! 链霉菌纤溶活性蛋白’()#的性质

!"!"# 分子量和等电点：在3-#>I>;9JBK中，无论有无还原剂.;巯基乙醇，>H;3均
呈现一条区带，说明>H;3为单肽链蛋白质，计算其分子量为$"RI。等电聚焦电泳显示，

>H;3的等电点约为6,-。

!"!"! 7;端氨基酸序列：测定>H;37;端3+个氨基酸残基的序列为7*.;JE2／JF5／

9/?;9E&／JF);B’P;S?M;D/E;S?M;D/E;J’8;T’?;J’8;JF5;B’5;JF5;D/E;B’5;T’?;JF5;，其中 7;端
第一残基测得有精氨酸、天冬酰胺和苯丙氨酸$种氨基酸，第二残基有脯氨酸和天冬氨酸
两种氨基酸，可能存在7;端序列的不均一性。
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表! 链霉菌纤溶活性蛋白"#$!的纯化

%&’()! *+,-.-/&0-121."#$!.,1304).),3)20&0-12’,1041.!"#$%"&’()$**%+5678

!"#$%$&’($)*+(,-
.)(’/-#)(,$*
／01

.)(’/’&($2$(3
／"

4-,&$%$&’&($2$(3
／（"／01）

5$,/6
／7

!"#$%$&’($)*

%’&()#

8,#0,*(’($)*9#)(: ;<<==>= ?@;=== @<>A @==>= @>=

B00)*$"0+"/-:’(,-#,&$-$(’($)* C@==>= ;<<=== ;D>? EA>= <>A

<C=#,+$* AC==>= ;@A=== ;D>E EE>= <>A

4,-:’6,FGED @EAD>= @CA@== @@@>= ?A>= A>E

HIBI+,-:’6,FB<D @?A>< E<E== ?C=>? @E>J ;A>;

K3+$*,+,-:’#)+,?L @J>A ?CJ== <CD<>; @<>= <;=>J

图< 纤溶活性蛋白4MN@纯度的O!KP检测

8$1>< O)0)1,*,$(36,(,#0$*’($)*)%(:,-"#$%$,6%$9#$*)/3($&
-#)(,$*4MN@93O!KP)*43*P:#)-’QBRN@=

9:9:; 氨基酸组成分析：4MN
@盐酸水解产物中检测到@D种
氨基酸，计算各种氨基酸的相对

百分含量，并推算出各种氨基酸

的残基数，总计<J<个氨基酸残
基（表<），据此计算其分子量约
为 <ASAQH，略 低 于 由 4H4N
!BGI测得的表观分子量。

9:9:6 抑制剂：4MN@的纤溶
活 性 可 分 别 被 @=00)/／K
!T48、 @00)/／K IH.B、

@S=0)/／K 赖氨酸安全抑制。

!T48是丝氨酸蛋白酶的抑制
剂，说明4MN@活性部位可能有
丝氨酸残基，属于丝氨酸蛋白

酶。IH.B是金属离子的螯合
剂，表明4MN@纤溶活性必需某
种金属离子，因而可能是一种金

属蛋白酶。高浓度赖氨酸对4MN@纤溶活性的抑制显示4MN@的赖氨酸结合位点与酶活
有关，但可能不位于催化中心。

9:9:8 热稳定性：4MN@经JDU;:、DDUC:或?DU@<:的加热即完全丧失活性，在

;EU放置?A:后仍保持约AD7的活性，在室温（<=!<DU）放置E6或在?U放置A个月，
未见活性明显下降。说明该蛋白有较好的热稳定性。

9:9:< -O稳定性：4MN@在-O?S=!CS=范围内保持J=7以上的活性，最适-O值为

AS=，活力达@@?7（以-OESD时的活力为@==7），-O;S=时残留活力不到D=7，-O@=S=
!@@S=时残留活力不足@=7。

9:9:= 体外纤溶性质：由于通常使用的纤维蛋白原等试剂中混杂有少量的纤溶酶原，在
由此制备的纤维蛋白平板上，纤溶酶原激活剂如尿激酶和纤溶酶均可形成溶圈，因而无法
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表! 纤溶活性蛋白"#$%的氨基酸组成分析

&’()*! +,-./’0-10/,2/3-4-/.’.’)53-3/6"#$%

!"#$ %#&’ %(
)$’"*+,$-"*+&
／.

)$/+01$%1#2$-

345$-+#$%*"’ 67$&-$*+8"’

9/5 :;<=> ?:>;@ A;? ?B;A ?@

67- :;@C= :D@;A =;< ??;? ??

E$- ?;:A? ?B>;@ :?;D BB;? BB

F’1 :;@?= ?:>;: =;B ?:;C ??

F’G B;>D= ?B:;: :D;A @C;C @D

9’" :;:C= :>@;: C;= :D;D :=

H"’ >;D=D A?;? @;C ::;A :?

I’$ >;=@@ ::>;D @;A :?;= :B

J$1 >;=A@ ::D;? <;? :B;< :@

6G- >;?=C <:;A :;D @;B @

K7$ >;@<> D@;B ?;C C;= D

JG/ :;D?: ?<:;C :>;> ?C;: ?C

L+/ >;BB= <?;@ ?;> <;: <

9-( >;B>A <B;A :;= @;D <

K-& >;C<: D@;A B;= A;A :>

6&*"’ :D;:A@ ?B>=;: :>> — ?C?

判断EMN:是纤溶酶还是纤溶酶原激活剂（图B9）。经=<O加热B>#+%以上，纤维蛋白平
板中混杂的纤溶酶原被破坏，尿激酶本身不形成溶圈，而它与纤溶酶原的混合液表现出纤

溶活性。与尿激酶不同，EMN:本身在加热平板上仍形成溶圈，与纤溶酶原混合后纤溶活
性并未提高（图BP），说明EMN:直接降解纤维蛋白而无激活纤溶酶原的作用，因而是一
种纤溶酶，而不是纤溶酶原激活剂。

图B 用纤维蛋白平板（9）和纤维蛋白加热平板（P）对EMN:纤溶活性的检测

Q+(;B 9//"G&R*7$R+2-+%&’G*+8"8*+,+*G&REMN:&%"R+2-+%5’"*$（9）"%0"
5’"/#+%&($%NR-$$R+2-+%5’"*$（P）S7+87S"/7$"*$0"*=<OR&-#&-$*7"%B>#+%

:;EMN:（:>>1／#J），?;EMN:（:>>1／#J）"%05’"/#+%&($%（:>1／#J），

B;T-&U+%"/$（:>>1／#J）"%05’"/#+%&($%（:>1／#J），@;T-&U+%"/$（:>>1／#J）
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! 讨 论
查专利文献（!"#$年至!""#年"月），未见报道过从链霉菌发酵液中分离纯化出具

纤溶活性的蛋白。因此本研究中所建立的纯化流程完全是根据自己的实验结果所得。将

测得的%&’!(’端氨基酸序列与目前已知的多种纤溶酶（如多种蛇毒溶栓剂）和纤溶酶原
激活剂（尿激酶与链激酶）的序列进行了对比，未发现相同或相似的序列，因而认为%&’!
可能是一种新型的具有纤溶活性的蛋白酶。

推算的%&’!氨基酸组成，其分子量约为)#*#+,，低于由%,%’-./0测得的表观分
子量12+,。由于在酸水解蛋白质过程中，全部的色氨酸，$3!!23的苏氨酸、丝氨酸和
酪氨酸被破坏，甲硫氨酸和半胱氨酸被氧化为甲硫氨酸砜和半胱磺酸，约损失)23。因
而由酸水解产物推算的苏氨酸、丝氨酸、酪氨酸、甲硫氨酸和半胱氨酸残基数可能存在一

定的误差，且无法计算色氨酸的残基数。因此由酸水解蛋白质测得的氨基酸组成常常不

能完全代表其实际的组成。

致 谢 我所心血管组王敏副教授提供链霉菌452$菌种，徐小敏副主任技师改进发酵
培养基配方，北京大学周先宛老师提供6789:;%;<=>?@8;5A，唐庆平老师协助进行B-6C
分析，在此一并表示感谢。
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