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摘  要 : 肝素酶是一类能够特定切割肝素或硫酸乙酰肝素中 α-1,4 糖苷键并将其裂解成有活性寡糖片段的酶，主

要分为真核生物肝素酶 (Heparanase) 和原核生物肝素酶 (Heparinase)。由于原核生物肝素酶是一种高效绿色的生

物催化剂，因此近年来在医药领域的应用性研究逐渐被重视。文中结合本课题组相关工作，归纳介绍了原核生物

肝素酶通过作用于硫酸肝素蛋白聚糖 (HSPGs) 生成肝素小分子，抑制肿瘤细胞增殖方面的应用；原核生物肝素

酶在制备第三代创新型抗凝血药物低分子量肝素 (Low molecular weight heparin, LWMH) 和超低分子量肝素 

(Ultra low molecular weight heparin, ULMWH) 方面的应用；原核生物肝素酶作为肝素拮抗药物等医药领域的重要

应用；并展望了原核生物肝素酶的未来应用前景及挑战。 

关键词 : 肝素酶，肿瘤治疗，肝素拮抗药物，低分子量肝素，超低分子肝素  
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Abstract:  Heparinases can produce biologically active oligosaccharides by specifically cleaving the α-(1,4) glycosidic linkages 

of heparin and heparan sulphate. Heparinases are divided into heparinase and heparanase. Because heparinase is an effective 

biocatalyst, more and more researchers pay attention to the application of heparinase in medical field in the recent years. 

Combined with the related research work in our group, the application value of heparinase in the medical field was summarized, 

such as the determination of the structure of heparin, the preparation of low-molecular-weight heparin and 
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ultra-low-molecular-weight heparin, tumor therapy and as a heparin antagonist. In addition, we summarized the definition, source 

of heparinase and its application in the medicine field. Heparinases have a great application prospect in the field of medicine. 

Keywords:  heparinase, tumor therapy, heparin antagonists, low-molecular-weight heparin, ultra low molecular weight heparin  

肝素酶是一类能够特定切割肝素或硫酸乙酰

肝素中 α-1,4 糖苷键并将其裂解为有活性寡糖片

段的酶，因其高效、绿色的特点吸引了科研工作

者对其在医药领域应用的研究兴趣。目前，国内

外对乙酰肝素酶在医药领域应用的综述比较多，

对于肝素酶在医药领域应用的研究综述较少。与

以前的肝素酶综述相比，笔者结合本课题组近几

年对原核生物肝素酶研究的结果，综述了原核生

物肝素酶通过作用于硫酸肝素蛋白聚糖 (HSPGs)

生成肝素小分子，抑制肿瘤细胞增殖方面的应用；

原核生物肝素酶在制备第三代创新型抗凝血药物

低分子量肝素  (Low molecular weight heparin, 

LWMH) 和超低分子量肝素 (Ultra low molecular 

weight heparin, ULMWH) 方面的应用；原核生物

肝素酶作为肝素拮抗药物等医药领域的重要应

用。其中利用课题组自筛选的拉乌尔菌属

Roultella sp. NX-TZ-3-15 和普罗威登斯菌属

Providencia NX-XC-12 产生的原核生物肝素酶已

成功制备出分子量和 Factor Xa: IIa活性均具有优

势的超低分子肝素 ULMWH。 

1  肝素酶简介 

1.1  肝素酶的定义和分类 

肝素 (Heparin, HP) /硫酸乙酰肝素 (Heparan 

sulfate, HS)，是由 D-乙酰氨基葡萄糖中 20–100个

不饱和单元形成的线性链组成的，其中 D-乙酰氨

基葡萄糖通过 α-1,4糖苷键连接到葡萄糖醛酸上，

其结构见图 1[1-2]。 

HP/HS是粘多糖 (Glycosaminoglycans, GAGs) 

中的一员，具有一定的生理功能, 一般用作抗凝

血药物等[3]。现发现不管真核生物还是原核生物，

都会产生降解 HP/HS的酶，这些真核生物和原核

生物体内的内切酶 (糖苷内切酶) 可以特定切开

HP/HS 残基中多聚糖链内的糖苷键，因此统称这

一类酶为肝素酶[3]。其中，真核生物产生的肝素

酶称为类肝素酶或乙酰肝素酶 (Heparanase)，是

以水解方式降解 HS，而原核生物产生的肝素酶称

为原核生物肝素酶，是以裂解的方式降解 HP 或

HS。Heparanase能够水解硫酸乙酰肝素蛋白聚糖 

(HSPGs) 的肝素类侧链破坏细胞外基质  (ECM) 

和基底膜 (BM) 的基本结构，从而释放并激活连

接在 Heparin 类侧链上的活性物质，它与血管生

成、肿瘤转移、炎症等病理过程密切相关 [3]。

Heparanase 在人类肿瘤中是优先表达的，在低转

移性肿瘤组织细胞中的过度表达能促进肿瘤细胞

扩散和血管化，从而引起癌症的恶化。而在非侵

入性和非免疫组织中表达的 Heparanase对在胚胎

 
 

图 1  肝素结构示意图 

Fig. 1  Structure diagram of Heparin. 
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发育和成人阶段的组织成形、再生和修复等方面

有重要作用。酶原和活性状态的 Heparanase对成

骨细胞[4]、神经系统发育和神经细胞分化[5-7]等生

物功能有重要作用。微生物源肝素酶主要分 3种：

原核生物肝素酶Ⅰ(EC 4.2.2.7)、原核生物肝素

酶Ⅱ、原核生物肝素酶  Ⅲ (乙酰肝素酶，EC 

4.2.2.8)。这 3种纯化的原核生物肝素酶，在切割

HP和 HS的能力上有所不同。原核生物肝素酶Ⅰ

只能裂解肝素，裂解肝素重复单位中的 HNS.6X-IIS

键，产生△-4,5 位不饱和糖醛酸，留下 1 个还原

性末端；原核生物肝素酶Ⅱ底物选择性最宽，对

HP 和 HS 中的 HNY.6X-U2x键均有切割作用；原核

生物肝素酶 Ⅲ 特定切割 HS，切割 HNAC-Ⅰ和

HNY.6X-G 键。其中，原核生物肝素酶Ⅰ和原核生

物肝素酶 Ⅲ 需要钙离子激活，而原核生物肝素

酶Ⅱ不需要钙离子激活。 

1.2  肝素酶的来源 

1.2.1  真核生物来源的 Heparanase 

真核生物来源的 Heparanase主要表达于细胞

非浸润组织和非免疫组织，负责人类胚胎发育和

成人阶段的组织形成、修复和再生；优先表达于低

转移性的肿瘤细胞，如黑色素瘤和癌症细胞[8-10]

等，促进肿瘤细胞的入侵和血管化，导致癌症的

发生。 

1.2.2  微生物来源的原核生物肝素酶 

原核生物肝素酶最早是从肝素黄杆菌

Pedobacter heparinus (前人称其为 Flavobacterium 

heparinum) 中发现的，P. heparinus是一种能够裂

解 Heparin的微生物，同时还会产生外切糖苷酶、

磷酸二酯酶和磺胺类酶等进一步作用于酶解产生

的低聚糖产物。 

除了从 P. heparinus 中分离出原核生物肝素酶

外，国内外学者还先后从鞘氨醇杆菌属和芽孢杆菌

属中分离出原核生物肝素酶，这些细菌主要来源于

土壤[11]和食物研磨废物[12]。此外，近些年还有一

些学者发现分别来源于人体肠道、人体牙周和土

壤中的粪便拟杆菌 Bacteroides stercoris[13]、黄曲

霉 Aspergillus flavus[14]和不动杆菌 Acinetobacter[15]

产生原核生物肝素酶，但至今尚不明确土壤细菌

产生原核生物肝素酶的原因，猜测可能是土壤细

菌可利用原核生物肝素酶去降解腐尸中的 GAGs。

据报道，从人类肠道中分离出的粪便拟杆菌     

B. stercoris HJ-15能够产生原核生物肝素酶[13]。所

有这些原核生物肝素酶在 pH 8.5–10 下都是带正

电荷的，这可能与其可降解高度聚阴离子基质的

天然本质有关。这些酶与从 P. heparinus 中分离

出的原核生物肝素酶相比，在分子量、等电点、

氨基酸组成以及动力学性质上都有所不同。此外，

利用抗体实验、氨基酸分析测序、肽质量指纹图

谱以及 DNA 印迹法等方法比较来自于不同细菌

的原核生物肝素酶，发现没有很大的相似性。

Yoshida等[16-18]研究表明，Bacillus circulans在基

因序列上和推导出的氨基酸序列上与酸性多糖裂

解酶家族用以降解硫酸软骨素和透明质酸的酶有

部分相似[17]。Hyun 等[13]的研究表明 B. stercoris 

HJ-15的重组原核生物肝素酶 Ⅲ与来自P. heparinus

的原核生物肝素酶Ⅱ有 70%的同源性。Dzvova等

的研究结果表明铜绿假单胞菌 Pseudomonas 

aeruginosa UCBPP-PA14 能够产生原核生物肝素

酶，类似于原核生物肝素酶 Ⅱ[19]。Chaudhary等

从韩国京畿大学的森林土壤中分离出菌株

Pedobacter kyonggii K-4-11-1能够产生原核生物

肝素酶[20]。作者所在课题组于 2017年 于土壤中

分离出 Roultella sp. NX-TZ-3-15 和 Providencia 

NX-XC-12，经天青 A 法证实均产生原核生物肝

素酶，并经过初步分离纯化，目前已达到电泳级

纯度。现已报道的和笔者分离出的一些原核生物

肝素酶的来源及基本性质见表 1。 
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表 1  原核生物肝素酶来源及基本性质 

Table 1  Source of strain producing heparinase and basic property of heparinase 
Microbiology  

and source 
Type of heparinase Optimum 

temperature (℃)

Molecular 
weight (Da)

Optimum pH Isoelectric 
point 

Reference

Pedobacter 
heparinus 
ATCC1312 Soil 

Heparinase Ⅱ 40 85 765 7.3 (Heparin) 
6.9 (Heparan sulfate) 

9.1–9.2 [21] 

Bacteroides  
stercoris 
HJ-15  
NCB146506 
Human tract 

Heparinase Ⅲ 45 73 202 7.6 (Heparan sulfate) 9.6–9.9 [18] 

 Similar to  

heparinase Ⅰ 

50 48 000 7.0 9.0 [13] 

Bacteroides 
heparinolyticus 
ATCC 35895  
Human 
periodontal  
damage 

Similar to 

heparinase Ⅰ 

– 63 000 6.5 9.5 [22] 

Spingobacterium sp. Similar to  

heparinase Ⅱ 

– 75 674 6.5 – [11] 

Bacillus  
circulans 
NCBI 1397 

Similar to  

heparinase Ⅱ 

40–45 111 000 7.5 – [12] 

Bacillus sp. 
FERM BP2613 

Similar to  

heparinase Ⅱ 

40–50 120 000 7.5 – [17] 

Roultella sp.  
NX-TZ-3-15 

Similar to 

heparinase Ⅱ/Ⅲ 

– 60 000 6.5 – Unpublished

Providencia 
NX-XC-12 

 – – 6.0 – Unpublished

 

2  Heparinase 在医药领域的应用 

2.1  Heparinase 在肿瘤治疗中的应用 

众所周知，癌症的肿瘤细胞增殖和二次转

移是不可控制的。肿瘤组织可分为 3 个室 

(Compartments)，分别为肿瘤细胞室、内皮细胞

室和细胞外基质室 (Extracellular matrix, ECM)，

ECM干涉肿瘤细胞室和内皮细胞室，并且调控整个

细胞室。硫酸肝素蛋白聚糖  (Heparan sulphate 

proteoglycans, HSPGs) 以及结构蛋白是 ECM细

胞表面的重要组成部分。HSPGs 所在的位置有

助于调控细胞扩散和转移，从而控制肿瘤的生

长和血管生成 [23]。在内皮细胞表面上的 HSPGs

是各种促血管生成生长因子的共受体，如成纤

维细胞室生长因子  (FGF)、血管内皮细胞生长

因子  (VEGF) 和抗血管生成因子  (内皮抑

素)[24]。一些研究结果表明 Heparin对肿瘤扩散、

血管生成以及新陈代谢等有一定影响[25-27]。新血

管的形成是肿瘤生长、入侵和新陈代谢过程中的

致病中心步骤，肿瘤通过新血管的形成获得养分，

而原核生物肝素酶通过作用于 HSPGs，生成

Heparin小分子，抑制毛细血管内皮细胞的增殖，

抑制新血管形成，从而达到抑制肿瘤细胞增殖的

作用[28-29]。原核生物肝素酶 Ⅰ、Ⅱ 和 Ⅲ 的抗

血管生成活性不同，导致生成的肝素小分子的功

效不同，抑制肿瘤细胞的能力也不同。原核生物
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肝素酶Ⅰ、Ⅱ和 Ⅲ 抑制新血管形成从而抑制肿

瘤增殖的作用机制与其在受体结合水平上改变

FGF的功能有关[30-32]，研究发现毛细血管内皮细

胞 (EC) 经原核生物肝素酶处理后会极大地降低

其与 FGF 结合能力，结果表明，经 125 nmol/L

原核生物肝素酶 Ⅰ处理后，FGF 的结合能力将

损失 95%。FGF结合硫酸肝素和受体位点的能力

减少到 50%，抑制肿瘤细胞增殖的能力也减少到

50%，原核生物肝素酶Ⅰ的浓度为 0.5 nmol/L和

1.5 nmol/L时，抑制 FGF结合的能力最强；当原

核生物肝素酶 Ⅱ的浓度是 2 nmol/L和 8 nmol/L

时，抑制 FGF 结合的能力最强；原核生物肝素

酶 Ⅲ 的浓度是 0.15 nmol/L和 0.2 nmol/L时，抑

制 FGF结合的能力最强[34]。 

2.2  原核生物肝素酶在研究 HP/HS 精确结构

中的应用 

HP/HS 作为粘多糖中的一员，分子结构非常

复杂，至今该类物质的化学结构和成分分析仍是

糖生物化学中的难题之一。研究HP/HS的序列是

深入了解HP/HS结构的有效方法，主要利用原核

生物肝素酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 裂解 HP/HS 多糖序列，

由于裂解位置的不同，从而获得特定的序列信

息。利用原核生物肝素酶裂解HP/HS可以直接测

定 HP/HS 结构，因为原核生物肝素酶在切割 HP

和 HS时有着高度的底物专一性，切割 HP和 HS

中的 α-1,4糖苷键并产生含有非还原性 4,5-不饱和

糖醛酸残基的双糖，这一过程涉及了由一种或多

种混合原核生物肝素酶裂解HP/HS的过程，是一

个由长链解聚成二糖组分的过程，包含非还原末

端的己糖醛酸差向异构体在 C4和 C5间形成 C=C

双键时消失的结构信息，对于明确由肝素产生的

寡糖结构具有非常重要的意义，不仅可以了解

Heparin与蛋白质的相互作用，还可以确定 Heparin

与蛋白质结合所需的精确结构。Rabenstein[35]通过

原核生物肝素酶Ⅰ裂解 Heparin 获得具有抑制血

管平滑肌细胞活性的小分子 Heparin，研究发现

大于 14个单糖单位的小分子 Heparin具有完全抑

制血管平滑肌的细胞活性。总之，原核生物肝素

酶作为一类能够特异性地将肝素粘多糖裂解成有

活性的寡糖片段的工具酶，可用于分析 Heparin

类物质及其产生寡糖的结构与功能，从而进一步

了解Heparin的构效关系，促进Heparin类物质的

生物化学、生理和病理作用的研究。 

2.3  利用原核生物肝素酶制备 LWMH 和

ULWMH 
Heparin 是一种糖胺聚糖类天然药物，于

1916 年[34]被 Mclean 发现具有抗凝血功能。1935 年

开始被用作临床抗凝药物，成为仅次于胰岛素的第

二大类天然产物药物[35]，全球年产值达 100亿美元，

主要用于暴发性流脑、血栓塞、肾炎、败血症、

动脉硬化、急性心肌梗塞等疾病的治疗。我国是

世界第一大 Heparin生产国，近年的 Heparin产量

约占世界总量的 60%。 

目前，Heparin 类药物主要有三代：标准

Heparin、LWMH 和 ULWMH。LWMH 是第二代

创新型药物，临床应用证明 LWMH在引起患者血

小板减少、骨质疏松、出血等副作用优于 Heparin，

因此近年来LWMH已取代大部分Heparin的市场，

现有伊诺肝素 (Enoxaparin)、达肝素 (Dalteparin)、

亭扎肝素 (Tinzaparin)、舍托肝素 (Sandoparin)、

那曲肝素 (Nadroparin) 等著名药物 (一些 LWMH

及性质见表 2)。ULWMH平均分子量小于 4 000 Da，

拥有比 LWMH更高的抗 FXa活性和更低的抗 IIa

活性，能够穿透血脑屏障，出血风险更低，在治

疗急性缺血性中风等疾病方面副作用更小[36]，因

此成为 Heparin 类抗凝血药物的未来发展趋势。

ULWMH 现已开发的产品主要包括：由 ROVI 公

司研发的 Bemiparin，在欧洲上市多年；由赛诺菲

-安万特研发的 Semuloparin，正在进行临床研究，

Bemiparin 和 RO-14 是目前唯一商业化的
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ULWMH。1998年，Bemiparin被允许应用到美国

以外的国家，用于内科病人初级静脉血栓的预防

和一般的外科手术和整形手术病人二级静脉血栓

的预防[37]。Bemiparin是通过降解猪小肠粘膜分离

的 Heparin 制备得到的 [38]，健康的志愿者服用

Bemiparin的药物代谢动力学结果表明，Bemiparin

的抗 FXa活性是随着剂量增加而增加的，工业化

生产的 Bemiparin 抗 FXa 活性/抗 IIa 活性已经达

到 8。据统计，直到 2014 年，Bemiparin 的销售

额已经达到 7 270万欧元，市场还在进一步拓展，

2015 年，Bemiparin 在中国上市。RO-14 是利用

化学降解 Heparin生产 Bemiparin的派生物，健康

的志愿者服用 RO-14 药物代谢动力学结果表明

RO-14具有很好的安全性，活性和剂量成正比[39]。

Semuloparin 是由赛诺菲-安万特研发的一种用来

预防癌症化疗患者静脉血栓的药物，需要每日连

续给药，它主要是通过解聚猪粘膜 Heparin 制备

得到的[40]。工业化生产的 Semuloparin抗 FXa活

性/抗 IIa活性已达到 80，其临床Ⅲ期试验在意大

利、英国、丹麦、德国、加拿大等多个国家已经

展开，2012 年 2 月发表于 The New England 

Journal of Medicine杂志上的临床研究结果表明

该药能够减少患者血栓的发生，对患者生存期的

延长影响不大，且存在出血风险，因此 FDA 拒

绝批准该药物，赛诺菲-安万特公司于 2012年 7月

停止对该药物的研究[41-44]。Deligoparin是国际上

研发的第 4个 ULWMH，但在研究过程中，利用

Deligoparin 作为抗炎药物治疗结肠炎患者过程

中，未能达到良好效果，从而 Deligoparin 的研

究被终止[37]。Fondaparinux 是 2016 年最新报道

的超低分子肝素，可用来治疗视网膜静脉阻塞，

据报道取得了较好的疗效[46]。 

 
表 2  低分子肝素和超低分子肝素 

Table 2  Low molecular weight heparins and ultra low molecular weight heparins 

LMWH Manufacturer Factor Xa:IIa ratio (D) 
Average molecular 

weight (Da) 

Heparin Rhone-Poulenc Rorer, Avantis  11 400 

Enoxaparin Aspen Pharma, Eurofarma Lab Itda 2.7:1 4 500 

Tinzaparin Barun, Novo/Leo/Dupont 2:1 4 900 

Bemiparin Manus Aktteva Biopharma LLP 8.0:1 3 600 

Reviparin Knoll 4.2:1 4 400 

Nadroparin Sanofi-Winthrop 2.4:1 4 500 

Parnaparin Alfa Wassermann 3:1 4 500–5 000 

Dalteparin Pharmacia-Upjohn Kissei 2.5:1 4 000–6 000 

Certoparin Novartis 2.4:1 5 400 

Sandoparin Novartis, Sandoz NA NA 

Fondaparinux Arixtra NA 1 726.77 

Idraparinux Xarelto NA 1 727.18 

Ardeparin sodium Wyeth-Ayerst 2.0:1 5 600–6 500 

Fondaparinux Sanofi-Aventis 850/0.1 1 727 

AVE 5026 GlaxoSmithKline 80:1 2 400 
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图 2  Heparinase 降解 Heparin 为 LMWH 图解[45] 

Fig. 2  Scheme for enzymatic degradation of heparin to LMWHs[45]. 

 

目前，国内外生产 ULWMH都是通过化学降

解的方法制备的，但化学方法制备的 ULWMH具

有收率低、反应条件剧烈、操作步骤繁琐等缺点，

而原核生物肝素酶裂解法作用比较温和且环境友

好，是一种比较理想的工业生产方法 (图 2)。原

核生物肝素酶作用程度是通过测定与产品分子中

形成的不饱和糖醛酸残基相关联的吸光度变化来

监测的，通过除去酶或使酶失活的方法终止酶促

反应。当原核生物肝素酶裂解 Heparin 完全，去

除分子量小的副产品 (如双糖和四糖)，制备得到

ULMWH。 

2.4  原核生物肝素酶作为 Heparin 拮抗药物在

临床应用的研究 

病人在进行心肺转流 (CPB) 外科手术时，为

了抑制凝血系统的激活，需要利用强抗凝血酶来

使病人维持全身抗凝状态。在体外循环、心血管

外科和其他的人工干预过程中，Heparin被长期用

来作为抗凝血药物来控制血液的凝固。但是，利 

用 Heparin 作为抗凝血药物的使用过程中，多达

10%–15%的病人会出现出血并发症。在心血管外

科手术过程中，一旦病人手术结束，Heparin的抗

凝作用需要立即失效从而阻止病人的大量出血，

临床上使用鱼精蛋白抵抗 Heparin 抗凝血作用，

鱼精蛋白早已作为标准 Heparin 拮抗药物投入使

用，并已是美国唯一批准使用的肝素拮抗药物，

鱼精蛋白的肝素拮抗效率与总的阳离子电荷相

关。但它也会产生许多不良反应，包括可造成病

人全身性低血压、肺水肿、肺血管收缩以及过敏

反应等[39]，因此，取代鱼精蛋白的新型肝素拮抗

药物的开发迫在眉睫。 

原核生物肝素酶Ⅰ能够特定地使 Heparin 失

去活力，因此可作为鱼精蛋白的替代品。一些研

究已经证实原核生物肝素酶Ⅰ能够在体外将

Heparin诱导的抗凝血作用逆转，并且在狗和兔子

等动物模型中作为 Heparin 诱导抗凝血拮抗药物

与鱼精蛋白进行比较，研究结果表明原核生物肝 
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素酶Ⅰ作为抗凝血作用的拮抗药物并不改变血液

动力学，当剂量达到 30 μg/kg时，原核生物肝素

酶Ⅰ能够成功地中和 Heparin 的抗凝作用，没有

明显的后遗症[40]。2001 年 Viskov 等[41]对进行冠

状动脉干道手术治疗的 49 名患者进行注射原核

生物肝素酶Ⅰ酶解肝素，研究其中和活性和安全性

评估，结果发现，对于患者来说，给予 7–10 μg/kg

剂量的原核生物肝素酶Ⅰ，能有效地储存激活凝

血时间 (ACT)，原核生物肝素酶Ⅰ不会引起临床

上明显的血液动力学或者其他方面的不良反应。

此外，原核生物肝素酶Ⅰ在完全消除 Heparin 抗

凝血活性的同时只是部分消除抗 Xa 凝血因子的

活性，抗 Xa 凝血因子的活性随着原核生物肝素

酶代谢肝素后的剩余量的变化而变化。 

3  展望 

肝素酶在医药领域的应用范围较广泛，可作

为抗肿瘤治疗新靶点、生产 LWMH和 ULWMH、

作为肝素拮抗药物等。但对于肝素酶应用于一些

医药领域的作用机制研究还不是很透彻，深入地

阐述肝素酶在医药领域应用的作用机制，将更有

利于开发出新的应用领域，有利于改造肝素酶，

使其更好地应用于相应的医药领域。同时，解析

HP/HS 微结构和生物活性，将有利于深入了解原

核生物肝素酶与底物 Heparin 之间的裂解机制，

从而更好地揭示不同微生物来源的原核生物肝素

酶的进化关系，提升和发展原核生物肝素酶在各

种临床应用上的潜力。 
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