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摘  要: Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂是一类普遍存在的蛋白酶抑制剂，在体内各项生命活动中扮演着重要角色。

这类抑制剂结构稳定且富有特色，通常具有一个或几个串联存在的 Kunitz 结构域，能够以类似底物的方式与丝

氨酸蛋白酶结合，从而抑制酶的活性。在功能方面，Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂参与凝血和纤维蛋白溶解、肿

瘤免疫、炎症调节以及抵抗细菌、真菌感染等过程。文中就 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂研究进展作一综述，

为新型 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的开发提供研究思路。 
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Advances of Kunitz-type serine protease inhibitors 

Yunyang Liu, Shuai Jiang, Qian Li, and Yi Kong 

School of Life Science and Technology, China Pharmaceutical University, Nanjing 211198, Jiangsu, China 

Abstract:  Kunitz-type serine protease inhibitors are a class of ubiquitous protease inhibitors, which play important roles in 

various life activities. The structures of such inhibitors are generally stable, and are usually characterized by the presence of 

one or several Kunitz domains in tandem, which are able to bind to serine proteases in a manner similar to substrate binding, 

thereby inhibiting enzyme activity. In terms of function, Kunitz-type serine protease inhibitors are involved in processes such 

as blood coagulation and fibrinolysis, tumor immunity, inflammation regulation, and resistance to bacterial and fungal 

infections. This article summarizes the advances of Kunitz-type serine protease inhibitors and provides new ideas for the 

development of novel Kunitz-type serine protease inhibitors. 
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蛋白酶广泛存在于从细菌到哺乳动物等几乎

所有生物体中，在生物体的正常生命活动中扮演

重要的角色。蛋白酶抑制剂通过调控蛋白酶的活

性来维持机体的稳态，生物体内主要的蛋白酶抑

制剂有丝氨酸蛋白酶抑制剂、半胱氨酸蛋白酶抑

制剂、天冬氨酸蛋白酶抑制剂和金属蛋白酶抑制  
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剂[1]。丝氨酸蛋白酶抑制剂按其底物可以分为胰

蛋白酶样丝氨酸蛋白酶抑制剂 (P1 位点为带正电

荷的 Lys/Arg 残基)，弹性蛋白酶样丝氨酸蛋白酶

抑制剂 (P1 位点为弱疏水 Ala/Val 残基) 和糜蛋

白酶样丝氨酸蛋白酶抑制剂  (P1 位点为强疏水

Phe/Tyr/Leu 残基)[2]，根据序列同源性、高级结构

特征和作用机制，丝氨酸蛋白酶抑制剂可以分为

Kunitz、Kazal、Serpin 和 Mucus 家族[3]。Kunitz

抑制剂能以类似于底物的方式与丝氨酸蛋白酶以

紧密的非共价方式结合，在不改变构象的情况下

直接阻断丝氨酸蛋白酶的活性位点从而抑制酶的

活性。Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂通常含有  

一个[4]或多个串联的 Kunitz 结构域[5]，在机体的

血凝平衡、炎症发生和免疫调节等过程中发挥重

要作用。 

1  Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的结构

特征 

1930 年 Kraut 发现碱性牛胰蛋白酶抑制剂  

(Bovine pancreatic trypsin inhibitor，BPTI) 可以抑

制激肽酶的活性，1936 年 Kunitz 发现 BPTI 同

样可以抑制胰蛋白酶的活性，这些发现引起了

广泛的关注。随后又发现了多种与 BPTI 同源性

高且高级结构类似的多肽和蛋白质，为纪念

Kunitz 对该研究领域的杰出贡献，把这一类具

有共同结构特征的蛋白酶抑制剂称为 Kunitz 型

抑制剂[6]。 

这类抑制剂通常具有一个或者多个 Kunitz 结

构域。Kunitz 结构域是一类包含 50–60 个氨基酸

残基的多肽，含有 4–6 个半胱氨酸残基形成   

2–3 对二硫键来保持其高级结构的稳定性，这些

半胱氨酸残基之间的空间是保守的，因此 4 个半

胱氨酸残基同样能赋予它们典型的二硫键模式。

二级结构主要包括 1–2 个 α 螺旋和一对反向平行

的 β 片层。对蛋白酶起抑制作用的部分氨基酸残

基序列称为蛋白酶结合环 (Loop)，该分子表面有

2 个能够与蛋白酶活性中心结合的 Loop 从而实现

其蛋白酶抑制活性[7] (图 1A)。 

作为 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的典型代

表，BPTI 由 58 个氨基酸残基组成，包括 6 个半

胱氨酸形成 3 对二硫键 Cys5 (C1)-Cys55 (C6)、

Cys14 (C2)-Cys38 (C4)、Cys30 (C3)-Cys51 (C5)，

其中前两对二硫键维持该结构域高级结构的保守

性，第 3 对二硫键维持结合位点的稳定性[7]。结构

中存在两个 α 螺旋，C 末端的 α 螺旋比 N 末端的   

α 螺旋更长更规则，结构中还存在一对反向平行

的 β 片层[8] (图 1B)。该分子具有两个 Loop，分别

为残基 11TGPCKARIIR20和残基 34VYGGC38[9]，

BPTI 主要依靠这两个 Loop 与胰蛋白酶进行广

泛的相互作用。Loop1 上 P1 位点赖氨酸残基 

(Lys15) 可以插入到丝氨酸蛋白酶的 S1 位点中，

是决定抑制剂特异性的关键氨基酸。Asn13、Tyr17

和 Tyr18 可以稳定和反应位点有关的 Loop1[10-11]。

典型的碱性 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂 BPTI

结构见图 1C 和 1D[40]。 

2  Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的功能 

丝氨酸蛋白酶抑制剂在生物体中分布广泛，

近年来受到科研工作者的高度关注。它们在脊椎

动物和无脊椎动物的许多生物学过程中承担着至

关重要的作用。 

2.1  参与凝血和纤溶过程 

目前鉴定得到的多种参与凝血的 Kunitz 型丝

氨酸蛋白酶抑制剂大多来源于毒蛇、蜱虫、寄生

虫、海葵等动物以及一些豆科植物。内源性蛋白

酶抑制剂的单一 Kunitz 结构域，由于其独特的丝

氨酸蛋白酶抑制能力，同样能参与凝血级联过程。

这些抑制剂通过调节凝血酶 [27]、凝血因子Ⅺ 

(Factor Ⅺ，FⅪ)[24]、凝血因子Ⅹ  (Factor Ⅹ，   

FⅩ)[26]和纤溶酶[31]等的产生来干扰凝血级联和纤

溶过程。参与血凝平衡过程的 Kunitz 型丝氨酸蛋

白酶抑制剂的来源和性质详见表 1。 
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图 1  Kunitz 结构域的结构 
Fig. 1  Structure of Kunitz domain. (A) Schematic representation of Kunitz domain inhibitor showing the disulfide 
bonding pattern of C1–C6, C2–C4, C3–C5. (B) The primary structure of a typical Kunitz inhibitor BPTI. The red 
triangle represents the α-helix, the light red rounded rectangle represents the β-sheet, the conservative cysteine residues 
are highlighted in yellow, while the P1 position (Lys15) is in green. (C) Crystal structure of BPTI (PDB: 1BPI) showing 
three disulfide bonds (in yellow), while the two anti-parallel β-sheets are in yellow and α-helix are in red [40]. (D) The P1 
position (Lys15) has an extended side chain that plays a vital role in loop1. 
 

内源性 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂蛋白连

接酶-2 (Protease nexin-2，PN2) 是淀粉样 β 蛋白

前体 (Amyloid β-protein precursor，AβPP) 的可溶

形式，从活化的血小板中释放出来，包含一个

Kunitz 结构域，分子量为 120 kDa[12]。PN2 的

Kunitz 结构域  (The Kunitz protease inhibitor 

domain of protease nexin-2，PN2KPI) 包含 57 个

氨基酸 (PN2 序列中为 Glu289-Ile345) 承担起

PN2 的全部 FⅪa 抑制功能[13]。PN2KPI 通过 Loop1 

(11TGPCRAMISR20) 和 Loop2 (34FYGGC38) 与

FXIa 催化结构域进行广泛的相互作用。PN2KPI

中的 Arg15(P1) 与 FⅪa 的 Asp189 相互作用形成

S1 口袋中的盐桥。P1′(Ala) 与 P1 在抑制剂与蛋白

酶结合上起着重要作用[14]。Cys14(P2) 和 Gly12(P4) 

在 Pro13(P3) 旋转骨架的帮助下与 FⅪa 的 Lys192

形成氢键，Met17(P2′) 和 Ser19(P4′) 与 FⅪa 的

Arg37D 相互作用，高度保守的 Phe(P18′) 通过内

部疏水作用稳定反应位点的结构[15] (图 2A 和 2B)。

静脉注射 PN2KPI 的野生型小鼠可显著减少 FeCl3

诱导的动脉血栓形成[12,16]。另一种内源性 Kunitz

型丝氨酸蛋白酶抑制剂为组织因子途径抑制剂 

(Tissue factor pathway inhibitor，TFPI)，它可通过

阻断早期促凝刺激物而发挥抗凝活性 [17]。TFPI

在人体内主要有 TFPIα 和 TFPIβ 两个同工型，其

中 TFPIα 有 276 个氨基酸残基，包括 3 个相连的

Kunitz 结构域(K1，Asp13-Arg78；K2，Glu92- 

Gly150；K3，Glu182-Lys241)[18]。K1 和 K2 分别

与活化凝血因子Ⅶ (Factor Ⅶa，FⅦa) 和 FⅩa 结

合 (图 2C)，以抑制组织因子 (Tissue factor，TF) 

介导的凝血，而 K3 与辅因子蛋白 S 结合直 
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图 2  参与血凝平衡的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂 
Fig. 2  The Kunitz-type protease inhibitor involved in blood coagulation homeostasis. (A) Amino acid sequence 
alignment of different Kunitz inhibitors: BPTI, basic pancreatic trypsin inhibitor from Bos taurus (P00974); isoaprotinin 
G1 (Q7M311); isoaprotinin G2 (S10063); TFPI2-KD1, first Kunitz domain of tissue factor pathway inhibitor (P48307); 
PN2KPI, Kunitz domain of PN2 (1ZJD_B); isoinhibitor K (P00994); serum basic protease inhibitor (P00975) 
boophilin-1, first Kunitz domain of boophilin (CAC82583)[21]. P3, P1, P1′, P18′ are highlighted by black arrows, two 
loops are marked with short blue lines, and three pairs of disulfide bonds are connected by black lines. (B) Structure of 
the FⅪa catalytic domain in complex with the KPI domain of PN2 (PDB: 1ZJD). The ribbon structure shown in blue is 

the catalytic domain of FⅪa, whereas the ribbon structure shown in purple is the KPI domain of PN2, and key amino 
acids are shown in light green. (C) Primary structure of human TFPI. The three Kunitz domains are represented by green, 
blue and red respectively. K1: Asp13-Arg78; K2: Glu92-Gly150; K3: Glu182-Lys241. The K1 domain is responsible for 
inhibition of FⅦa, the K2 domain binds to and inhibits FⅩa, and K3 does not have any inhibitory function but appears 
to be involved in the binding of heparin-like substances. 
 
接抑制 FⅩa[19]。TFPI 以一种依赖凝血因子Ⅷ

(Factor Ⅷ，FⅧ) 和凝血因子Ⅸ (Factor Ⅸ，FⅨ) 

存在的方式调节 TF-FⅦa 介导的 FⅩa 的产生。抑

制 TFPI 可减轻血友病患者的出血情况，同时血小

板 TFPIα 的选择性抑制剂已被证明可以调节血友

病小鼠的出血，而治疗人类血友病的药物也已提

上日程[20]。 

蛇毒是生物活性蛋白和多肽的丰富来源，毒

素中 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂是研究最广泛

的一类。 Fasxiator 是从带状金环蛇 Bungarus 

fasciatus 的毒液中分离并测序得到的 Kunitz 型丝

氨酸蛋白酶抑制剂，其重组表达形式 rFasxiator

表现出与天然 Fasxiator 相似的二级结构以及对  

FⅪa 和糜蛋白酶的抑制作用[21]，是 FⅪa 缓慢有

效的抑制剂。为了提高 rFasxiator 的效力和选择

性，对 rFasxiator 的 Loop1 和 Loop2 中特定残基

进行定点突变得到 rFasxiatorN17R, L19E，该突变体

在最高浓度为 300 nmol/L 时能 2 倍延长活化部分

凝血酶原时间  (Activated partial thromboplastin 

time，APTT)，且在浓度为 40 μmol/L 时对人血浆

凝血酶原时间 (Prothrombin time，PT) 无显著影

响 [21-22]。在 FeCl3 诱导的血栓形成模型中，
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rFasxiatorN17R，L19E 能够延长 FeCl3 诱导血栓形成

模型中小鼠的颈动脉闭塞时间[21]。Kaur 等[23]从金

环蛇 Bungarus flaviceps 毒腺 cDNA 文库转录组中

鉴定得到的 Flavikunin 也是一种 Kunitz 型丝氨酸

蛋白酶抑制剂。野生型和突变型 Flavikunin 均能

抑制纤溶酶和胰蛋白酶，但对糜蛋白酶、凝血酶、

弹性蛋白酶等其他丝氨酸蛋白酶无明显抑制作

用。Flavikunin 的 P1 位组氨酸参与纤溶酶抑制，

具有温和的抗凝血活性。在 500 nmol/L 条件下，

Flavikunin 对纤溶酶的抑制率约为 57%。 

吸血寄生虫向宿主体内释放多种抗凝血物质

来阻止宿主血液凝固，因此许多与凝血相关的

Kunitz 型蛋白酶抑制剂如 Ir-CPI[24]、Simukunin[25]、

Ixolaris[26]、Boophilin[27]和 Desmolaris[28]等均来源

于食血寄生虫。Decrem 等[24]从蜱虫 Ixodes ricinus

唾液腺 cDNA 文库中预测得到 Ir-CPI 与 TFPI 的

第 2 个 Kunitz 结构域相似，它能够选择性抑制接

触途径相关的凝血因子。Ir-CPI 具有一个典型的

Kunitz 结构域，能与人血浆 FⅪa、FⅫa 和激肽释

放酶特异性结合来抑制内在凝血途径，并轻微抑

制体外纤维蛋白溶解。体外实验表明，Ir-CPI 能

显著延长 APTT (2.0 μmol/L 时为 7.7 倍) 而不改

变 PT[29]。同样来自黑蝇 Simulium vittatum 唾液腺

的 Simukunin也具有典型的Kunitz蛋白结构特征。

Simukunin 的作用可能类似于 BPTI，P1 位的 Lys

深入到胰蛋白酶的 S1 特异性口袋并与带负电荷

的 Asp189 侧链形成极性相互作用 [25]。重组

Simukunin (rSimukunin) 显著抑制 FⅩa 和 FⅪa，

但不抑制凝血酶或 FⅫa 的活性。此外，rSimukunin

还能强烈抑制弹性蛋白酶、纤溶酶、激肽释放酶、

胰蛋白酶和组织蛋白酶 G[30]。Jedličková 等[31]从

日本双身虫 Eudiplozoon nipponicum 转录组中鉴

定出一种有效的分泌型抗凝血剂和补体抑制剂

EnKT1，它与抗出血性蛇毒因子 Textilinin-1 在氨

基酸序列上具有 69%的相似度。EnKT1 通过抑制

FⅩa 产生抗凝作用，但对纤溶作用无明显影响。

此外，EnKT1 还可能通过抑制 FⅩa 激活的 C3 和

C5 转化酶而削弱补体功能，这是破坏补体功能的

寄生虫 Kunitz 抑制剂的第一个实例[31]。 

此外，Salu 等[32]从植物凤凰木 Delonix regia

和南非金合欢 Acacia schweinfurthii 中分离得到 

两种 Kunitz 型蛋白酶抑制剂 DrTI 和 AsTI。它们

通过干扰前激肽释放酶对内在凝血途径的蛋白发

挥水解作用，从而导致血栓的改善。在体外实验

中，DrTI (21 μmol/L) 和 AsTI (15.4 μmol/L) 能  

2 倍延长 APTT 且对 PT 没有显著影响，而在研究 

 
表 1  参与血凝平衡过程的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的来源和性质 
Table 1  Origins and properties of Kunitz type serine protease inhibitors involved in the blood coagulation homeostasis 

Organism 
Peptide/ 
protein 

Physical and 
chemical properties

Enzymes inhibited References

Human PN2KPI 57 aa FXIa (Ki=0.81 nmol/L); trypsin (Ki=0.03 nmol/L) [13] 
Human TFPI MW: 43 kDa FXa (KD=20.2 nmol/L); TF-FVIIa [17,19] 
Bungarus fasciatus Fasxiator MW: 7 kDa FXIa (IC50=1.5 μmol/L); chymotrypsin [12,21] 
Bungarus flaviceps Flavikunin MW: ~7 kDa Plasmin (IC50=0.48 μmol/L); trypsin [20] 
Ixodes ricinus Ir-CPI – PK; FXIIa; FXIa [24] 
Simulium vittatum Simukunin 83 aa, MW: 9.63 kDa

pI: 9.93 
FXIa (IC50=5.20 nmol/L); elastase (KD=0.4 nmol/L, 
IC50= 4.90 nmol/L); FXa (KD= 3.07 nmol/L) 

[25] 

Ixodes scapularis Ixolaris – FXa; FX [26] 
Boophilus microplus Boophilin MW: ~6.5 kDa Thrombin; trypsin; plasmin [27] 
Desmodusrotundus Desmolaris MW: 21.5 kDa FXIa (KD=0.63 nmol/L); FXa; kallikrein [28] 
Eudiplozoon 
nipponicum 

EnKT1 MW: 10.12 kDa 
pI: 8.3 

FXa; trypsin; plasmin; PK [31] 

Delonixregia AsTI MW: 20 kDa PK; FXa [32] 
Aschcia schweinfurthii 
var schweinfurthii 

DrTI PK; FXIIa; FXIa 
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小鼠动脉血栓和出血时间模型中，DrTI 和 AsTI

浓度分别为 1.3 μmol/L 和 0.96 μmol/L 时，小鼠颈

动脉完全闭塞的时间较对照组延长了约 50%。同

时，相较于肝素，DrTI 和 AsTI 引起的出血时间

并未延长。 

凝血级联蛋白功能失调与心脑血管疾病密切

相关，而 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂展现出治

疗血栓性疾病的巨大潜力。它们来源广泛，对其

表征及结构相关鉴定也在陆续开展，但该类蛋白

酶的结构与功能关系还有待于深入研究。 

2.2  抗感染功能 

抗生素的发现彻底改变了对感染的控制。然

而，耐药性的产生同样限制着抗生素的发展。寻

找具有新型作用机制的抗菌剂控制细菌和真菌感

染越来越引起人们的重视。Kunitz 型丝氨酸蛋白

酶抑制剂在对抗各种感染中表现出卓越优势。目

前，人们已从多种动植物中成功分离出 Kunitz 型

丝氨酸蛋白酶抑制剂，并对其生物学功能进行了

深入研究。 

存在于植物种子和块茎中的蛋白酶抑制剂在

植物抵御昆虫、真菌和其他病原细菌攻击的防御系

统中发挥着重要作用。目前已从植物中分离出许多

具有抗菌活性的蛋白酶抑制剂，并对其进行了详细

的鉴定。Cai 等[33]从药用植物太子参新鲜根中分离

出 Kunitz 型抑制剂 PHTI。抑制动力学研究表明，

PHTI 是一种竞争性抑制剂，具有抗真菌的作用，

可通过破坏细胞膜而抑制炭疽菌和尖孢镰刀菌。 

De Oliveira 等[34]从青皮象耳豆 Enterolobium 

timbouva 种子中分离得到一种双功能 Kunitz 蛋

白酶抑制剂 EtTI。与典型的 Kunitz 结构域不同，

EtTI 分子中有 4 个半胱氨酸残基形成两对链间

二硫键来连接异源二聚体。EtTI 对白色念珠

菌、布氏念珠菌和热带念珠菌均有抗菌活性，

可能通过细胞凋亡引起质膜完整性紊乱和形态

改变  (表 2)。Dib 等 [35]首次从巴西水葫芦中纯

化出一种胰蛋白酶抑制剂 IETI。它通过改变酵

母细胞膜通透性来表现其抗真菌活性，具有作

为抗真菌药物的潜在用途。 

已有越来越多的研究证明海洋动物体内存

在的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂具有免疫防

御能力。病毒或细菌感染会显著上调对虾、扇

贝、梭子鱼和鲫鱼中该类型抑制剂 mRNA 的表

达 [36]。Xu 等 [36]从日本比目鱼中鉴定出一种含有

2 个 Kunitz 结构域的丝氨酸蛋白酶 PoKspi。重

组表达的 PoKspi 能够同时抑制革兰氏阴性菌

和革兰氏阳性菌。Pokspi 还是一种调理素，可

下调肿瘤坏死因子-α (Tumor necrosis factor-α，

TNFα) 和 IL-1β 的表达，保护组织免受促炎因

子引起过度的炎症反应。蛋白酶抑制剂是软体

动物贝壳有机基质中的常见成分，通常与免疫

相关  (表 2)。Jin 等 [37]从三角帆蚌中分离到一种

Kunitz 丝氨酸蛋白酶抑制剂 HcKuPI，该分子能

在珍珠形成过程中发挥抗菌作用，这些发现扩

展了我们对蛋白酶抑制剂在免疫系统和贝壳生

物矿化中的作用的认识。 

在蚕茧中已经鉴定出一系列具有不同功能的

Kunitz 蛋白酶抑制剂[38]，其中 BmSPI51 含量最高，

占蚕茧蛋白酶抑制剂的 67%。体外抑制试验表明，

BmSPI51 对白色念珠菌、球孢白僵菌以及酿酒酵母

菌 3 种真菌的孢子生长均有明显的抑制作用。

BmSPI51 通过与细胞壁多糖、甘露聚糖和 β-葡聚糖

结合来抑制真菌生长[39]。参与抗感染过程的 Kunitz

型丝氨酸蛋白酶抑制剂的来源和性质详见表 2。 

与一般抗生素不同，Kunitz 型丝氨酸蛋白酶

抑制剂具有广谱抗菌性、不易引起耐药性等优势，

已经得到广泛的关注，有望被开发成新一代肽类抗

生素。但是其生产成本较高、溶血毒副作用强、治

疗指数低等缺点，成为目前临床上应用的主要障

碍，限制了其进一步发展。为了改善这一劣势，科

研人员对其结构进行改造并已取得相应理论依据，

在不久的将来，Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂将会

成为临床上解决耐药问题的重要生物制剂。 
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表 2  参与抗感染过程的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的来源和性质 
Table 2  Origins and properties of Kunitz-type serine protease inhibitors involved in the anti-infection process 

Organism 
Peptide/ 
protein 

Physical and 
chemical properties

Microorganisms inhibited Enzymes inhibited References

Pseudostellaria 
heterophylla 

PHTI MW: 20.5 kDa Phytopathogens; Colletotrichum 
gloeosporioides; Fusarium oxysporum 

Trypsin 
(Ki=3.01×10−9 mol/L) 

[33] 

Enterolobium 
timbouva seeds 

EtTI MW: 19 kDa C. albicans, C. buinensis; C. tropicalis Trypsin  
(Ki=0.5 nmol/L) 

[34] 

Inga edulis IETI MW: 19 kDa C. buinensis; C. tropicalis Trypsin  
(Ki=6.2 nmol/L) 

[35] 

Paralichthys 
olivaceus 

PoKspi MW: 56.5 kDa 
pI: 5.44 

Gram-negative; Gram-positive Trypsin  [36] 

Hyriopsis 
cumingii 

HcKuPI MW: 9.5 kDa 
pI: 9.96 

Gram-positive; Gram-negative  Trypsin  [37] 

Silkworm  
cocoon 

BmSPI51 MW: 6.03 kDa Candida albicans; Beauveria bassiana; 
Saccharomyces cerevisiae 

– [39] 

 

2.3  炎症调节作用 

蠕虫寄生虫中存在的 Kunitz 型丝氨酸蛋白

酶抑制剂与对炎症反应的保护有关[40]。目前已在

人体多种组织粘膜中发现内源性丝氨酸蛋白酶

抑制剂 Bikunin。Bikunin 能通过抑制脂多糖 

(Lipopolysaccharide，LPS) 诱导的肿瘤坏死因子

发挥抗炎作用，是治疗炎症和感染性休克的候选

药物 [41]。 Falcón 等 [42]从肝片形吸虫 Fasciola 

hepatica 的肠道和外皮分离得到 Kunitz 型丝氨酸

蛋白酶抑制剂 Fh-KTM，该分子能够与宿主免疫

防御系统密切接触并通过下调 LPS 诱导的树突状

细 胞 成 熟 来 参 与 炎 症 调 节 和 免 疫 反 应 。

Ranasinghe 等[43]从曼氏血吸虫成虫和卵的排泄物

中 分 离 得 到 一 种 Kunitz 型 蛋 白 酶 抑 制 剂

rSmKI-1，该分子与 TFPI-2 具有 57%氨基酸序列

相似性[44]。rSmKI-1 免疫的小鼠分泌干扰素 γ，白 

介素 (Interleukin，IL)-10 和 IL-6 增加，在保护寄

生虫免受宿主防御攻击方面起着特殊作用[43-44]。

此外，在日本血吸虫的热休克蛋白 60 中分离到

一种名为 SJMHE1 的小分子多肽，它同样具有抗

凝和抗炎的特性。SJMHE1 可抑制过敏性小鼠的

气道炎症，减少肺和支气管肺泡灌洗液中炎症细

胞的浸润，调节过敏性小鼠脾细胞和肺组织中促

炎因子的产生，抑制小鼠迟发型超敏反应和胶原

诱导性关节炎，在治疗哮喘和其他过敏性或炎症

性疾病药物开发过程中提供新思路[45]。参与炎症

调节过程的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的来源

和性质详见表 3。 

Kunitz 丝氨酸蛋白酶抑制剂是炎症病理学研

究的主要贡献者，作为治疗炎症性疾病药物已经

引起了人们的浓厚兴趣。特别是来自曼氏血吸虫

的 SmKI-1 已被证明能够干扰中性粒细胞弹性蛋 

 
表 3  参与炎症调节过程的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的来源和性质 
Table 3  Origins and properties of Kunitz-type serine protease inhibitors involved in the process of inflammation 
regulation 

Organism Peptide/protein MW Enzymes inhibited Activity References

Fasciola hepatica Fh-KTM ~10 kDa Neutrophil elastase Hydrolase [42] 

Schistosoma mansoni SmKI-1 16 kDa Neutrophil elasta (Ki=56 nmol/L);  
PK (Ki=112 nmol/L) 

Trypsin [43-44] 

Schistosoma japonicum SJMHE1 – – Trypsin [45] 

Boophilus microplus rBmTI-6 ~8 kDa Trypsin (Ki=1.7 nmol/L) – [46] 

Human Bikunin 43 kDa Neutrophil elastase – [41] 
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白酶的活性，在不同炎症性疾病模型中减少炎症

发生，可能是未来作为疫苗或药物靶标进行评估

的良好候选物。 

2.4  抗肿瘤转移和迁徙 

内皮细胞迁移和血管生成导致肿瘤转移。近

年来，有效的蛋白酶抑制剂作为潜在的抗癌药物

得到了广泛的研究。 

内源性丝氨酸蛋白酶抑制剂的单一 Kunitz

结构域如肝细胞生长因子激活抑制剂 1 型 

(Hepatocyte growth factor activator inhibitor-1，

HAI-1)[47]和 TFPI-2[48]即可表现出良好的抗肿瘤

转移和迁徙作用。 

Ranasinghe 等[49]从犬绦虫中鉴定出的一种有

效的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂 EgkI-1。该分

子能显著抑制小鼠模型中黑色素瘤的生长，并且

对周围正常组织没有毒性，在体内显示出有效的

抗癌活性。此外，EgKI-1 能显著降低腋窝淋巴结

引流部位生存素的表达水平，增加了 CD8+ T 细胞

的数量。EgKI-1 不仅可以作为黑色素瘤的局部治

疗药物，还能以直接或间接诱导肿瘤细胞凋亡的

方式控制肿瘤迁徙和转移，是一个很有开发前景

的多肽分子，进一步评估 EgKI-1 抗肿瘤潜力并

确定其杀死癌细胞的机制可能对未来抗肿瘤药

物的开发提供新的思路。Amblyomin-X 是成年蜱

虫唾液腺转录组中鉴定得到的丝氨酸蛋白酶抑

制剂[50]，体内实验表明，它可以通过调节尿激酶

型纤溶酶原激活剂受体信号减少基质金属蛋白酶 

(Matrix metalloproteinase，MMP) 的释放，特异

性地针对肿瘤细胞转移而对正常细胞影响较小。

Amblyomin-X 还可以使 Bcl-2 家族蛋白失衡诱导

癌细胞凋亡。在黑色素瘤动物模型中 Amblyomin-X

选择性诱导肿瘤细胞凋亡，促进体内肿瘤缩小，

在小鼠原位肾肿瘤模型中显著减少肺转移[51]。目

前 Amblyomin-X作为一种新的潜在的抗肿瘤药物

已进行临床前研究[52]。 

许多研究表明，植物 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶

抑制剂可能是一种很有前途的新型抗癌药物的来

源。Yang 等[53]从甘薯中分离出 Kunitz 型丝氨酸

蛋白酶抑制剂 Sporamin，可减弱肝细胞内蛋白质

的合成以及炎性细胞向肝脏的浸润，在小鼠模型

中，Sporamin 显著减少了腹腔中形成的肿瘤结节

的数量和重量[53]。Fang 等[54]首次从紫荆花种子中

发现一种新的 Kunitz 型胰蛋白酶抑制剂并命名为

BvvTI，该分子具有显著的抗 HIV-1 逆转录酶活性

和抗鼻咽癌 CNE-1 活性。参与肿瘤免疫过程的

Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的来源和性质详见

表 4。 

通过探索更多新颖的 Kunitz 抑制剂，并研究

它们与肿瘤细胞的相互作用关系，对抗癌药物的

发现具有深远的影响。 

 
表 4  参与肿瘤免疫过程的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂的来源和性质 
Table 4  Origins and properties of Kunitz-type serine protease inhibitors involved in tumor immune process 

Organism Peptide/protein MW Tumor model Enzymes inhibited References

Echinococcusgranulosus EgkI-1 – Breast cancer;  
melanoma 

Neutrophil elastase [49] 

Amblyommacajennense Amblyomin-X 15 kDa Melanoma; pediatric 
anaplastic ependymoma

Matrix metallo proteinases [50-52] 

Ipomoeabatatas Sporamin – Colorectal cancer; 
tongue carcinoma; 
pancreatic cancer  

Liver β-catenin; vascular 
endothelial growth factor 

[53] 

Bauhinia variegata var. 
variegata  

BvvTI 21 kDa Anti-HIV-1 reverse 
transcriptase 

Trypsin (Ki=0.1×10−9 mol/L); 
Chymotrypsin 
(Ki=250.5×10−9 mol/L) 

[54] 

Flowcytometry APPI-4M – Colon, gastric; lung; 
ovarian cancers 

Kallikrein [55] 
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2.5  其他功能 

除上述功能，De Medeiros 等[56]还从罗望子

种子中分离纯化得到胰蛋白酶抑制剂 pTTI。pTTI

表现出抗 TNFα 活性，能够降低大鼠血脂异常和

肥胖引起的脂蛋白水平提高 [57]。Liao 等 [58]利用

大规模测序和数据分析相结合的策略，结合转录

组学和蛋白质组学鉴定得到 Kunitz 型多肽

ZoaKuz1，该分子可以减缓甚至阻止离子通道过

度活动介导的神经退行性病变来缓解神经功能

障碍。Smith 等 [59]还通过分离纯化手段得到一种

58 kDa 的绵羊关节软骨丝氨酸蛋白酶抑制剂，

可以保护软骨表面成分不被蛋白质降解，保持

关节功能。 

3  Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂药物的 

开发研究 

从天然动植物中获取的先导分子一直是药

物开发和疾病治疗的重要来源。Kunitz 结构域在

蛋白质工程领域获得了极大关注，利用噬菌体展

示技术发现了许多含 Kunitz 结构域的多肽，其中

有些多肽已被美国食品药品监督管理局  (Food 

and Drug Administration，FDA) 批准上市。这些

药 物 中 第 一 个 上 市 的 是 激 肽 释 放 酶 抑 制 剂

Ecallantide[60]，该药于 2009 年获批，商品名为

Kalbitor，用于皮下注射，适用于治疗 16 岁以上

患者遗传性血管水肿急性发作[61]。Ecallantide 通

过噬菌体展示技术发现并由毕赤酵母重组表达，

由 60 个氨基酸组成，含有 3 对分子内二硫键，与

人 TFPI 的氨基酸序列相差 7 个氨基酸，能参与激

肽释放酶-激肽系统，选择性且高效可逆地抑制人

血浆激肽释放酶，从而抑制高分子激肽原产生缓

激肽。1992 年，Dunlevy 等同样利用噬菌体展示

技术从 BPTI 突变体文库中筛选特异性结合弹性

蛋白酶的 Kunitz 多肽，产生的工程化分子

Depelestat[62]能够抑制囊性纤维化患者痰中人嗜

中性粒细胞弹性蛋白酶的活性，在 2007 年，该药

已通过Ⅱ期临床试验，用于治疗急性呼吸窘迫综

合征[63]。此外，从胰腺中提取的 BPTI 对胰蛋白

酶、糜蛋白酶、溶血纤维蛋白酶及各种组织或血

浆激肽释放酶有较好的抑制能力，因此被用于减

少心脏和肝脏手术等复杂手术中的出血[64]。 

4  总结与展望 

Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂来源广泛，种

类丰富，主要获取方式有以下几种：1) 天然产物

分离纯化；2) 转录组学和蛋白质组学鉴定；3) 噬

菌体表面展示技术筛选等。目前，通过结构功能

预测及生物学验证，已获得上百种具有特定功能

的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂。其分子量小，

具有广泛的温度和 pH 稳定性，不易被各种酶降

解，半衰期较长，其中抗炎、抗癌、调节蛋白酶

和细胞因子等作用正在不断地应用于临床，引起

了人们对其作为疾病治疗药物的浓厚兴趣。但是

分析目前鉴定得到的 Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制

剂，也存在一些问题：1) 专属性不够理想。比如

具有调节血凝平衡的 PN2KPI 不仅能抑制 FⅪa 还

能以更强的能力抑制胰蛋白酶，作为抗栓药物可

能会带来脱靶效应和副作用。2) 抗感染机制研究

不够充分。多数具有抗感染作用的 Kunitz 型丝氨

酸蛋白酶抑制剂，对其各种真菌和细菌的抑制能

力进行了充分的探索和验证，但是具体抑制机制

尚不明确。3) Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制剂多采

用注射给药，这可能会影响患者的用药顺应性。

4) Kunitz 多肽在免疫调节、抗炎和抗癌方面仅有

初步的研究，其作用机制及临床应用还有待进一

步研究。 

笔者所在研究团队充分结合转录组、蛋白质

组和多肽组从五步蛇、银环蛇和水蛭中共鉴定得

到 33 条具有抑制 FⅪa 能力的 Kunitz 型丝氨酸蛋

白酶抑制剂。其中从五步蛇毒腺转录组数据库中
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挖掘得到的 Kunitz 型多肽对 FⅪa、胰蛋白酶和激

肽释放酶具有较好的抑制作用，从水蛭中鉴定到

的 Kunitz 型多肽也被成功克隆表达及活性分析，

这些多肽同样具有显著的 FⅪa 抑制活性。相信随

着认识的不断深入，Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制

剂在医药领域将会有更加广泛的应用，为人类健

康带来更多的福音。 
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