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摘   要：外泌弹性蛋白酶是桔黄赛多孢霉(Scedosporium aurantiacum)主要毒性蛋白酶之一，本文

在前期研究的基础上，对这种蛋白酶的序列、结构和酶学特性进行了研究。首先通过柱层析技术

将 S. aurantiacum 培养上清液中的蛋白进行了分离，然后通过酶谱电泳纯化得到了弹性蛋白酶条

带。从凝胶中提取了弹性蛋白酶，通过质谱技术对其序列进行了检测，并对其反应特性、活力和

反应动力学参数进行了研究。结果显示，S. aurantiacum 外泌弹性蛋白酶对弹性蛋白和牛跟腱胶原

蛋白 (bovine achilles tendon collagen, BATC)具有较好的水解性能，对鱼皮胶原蛋白 (fish skin 
collagen, FSC)的水解效率高于对鱼鳞明胶的水解效率，对酪蛋白的水解性最差。作用于弹性蛋白

时，其催化效率小于猪胰腺弹性蛋白酶。Zn2+对酶活力有提升作用，而 Ca2+、Mg2+、Na+、

(2S)-2-[(4S)-2-氨基 -1,4,5,6-四羟基 4-嘧啶基 ]-N-[[[(1S)-1-羰基 -3-甲基丁基 ]氨基 ]羰基 ]甘氨酰 - 
N1-[(1S)-1-甲基 -2-氧乙基 ]-L-谷氨酸甲酰胺 (elastatinal)和苯甲基磺酰氟 (phenylmethanesulfonyl 
fluoride, PMSF)均对酶活有抑制作用。该蛋白酶和青霉(Paecilomyces lilacinus)外泌丝氨酸蛋白酶

(PDB Entry: c3f7oB_)的序列最相似，且有多段保守序列的氨基酸个数多于 7 个，可以作为 PCR
反应引物设计的模板。酶学特性实验表明，S. aurantiacum 外泌弹性蛋白酶对肺组织中的弹性蛋白

具有降解作用，其蛋白表达和毒性机制需要进一步的研究。 
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Abstract: Extracellular elastase-like protease is one of the key virulence proteases of 
Scedosporium aurantiacum. To date, little is known about this enzyme in terms of genetic 
information, structure, properties and virulence mechanism due to the difficulties in purification 
caused by its low secretion amount, high specific activity, uncompleted genome sequencing and 
annotation. This work investigated the gene, structure and enzymatic properties of this enzyme. 
The S. aurantiacum elastase-like protease from the fungal culture supernatant was analyzed 
through tandem mass spectrometry (MS/MS) approach, illustrating its primary structure. 
Bioinformatics tools were employed to predict the conserved domain and tertiary structure, the 
enzymatic properties were also studied. It turned out that S. aurantiacum extracellular 
elastase-like protease demonstrated well hydrolysis towards elastin and bovine achilles tendon 
collagen, with Vmax of 18.14 μg/s and 17.57 μg/s respectively, better than fish scale gelatin, with 
the lowest hydrolysis effect on casein. Its activity towards elastin was lower than that of the 
elastase from porcine pancreas, with values of Kcat/Km of 3.541 (μg/s) and 4.091 (μg/s), 
respectively. It was an alkaline protease, with optimal pH 8.2 and temperature 37 oC. Zn2+ 
promoted the enzymatic activity while Ca2+, Mg2+, Na+, elastatinal and PMSF inhibited its 
activity. Its sequence was similar to Paecilomyces lilacinus secreted serine protease (PDB 
Entry: c3f7oB_) with multiple conserved fractions each containing more than 7 amino acids, 
thus suitable for design of PCR primer. This study increased our knowledge on S. aurantiacum 
extracellular elastase-like protease in terms of structure and enzymatic properties, and may 
facilitate later studies on protein expression and virulence mechanism. 
Keywords: Scedosporium aurantiacum; elastase-like protease; protein structure; enzymatic 
properties 

 
赛多孢霉 (Scedosporium spp.)是一类侵袭

性和致病力较强的条件致病真菌，常引起致死

性感染。在澳大利亚、法国、奥地利等地，它

是继曲霉(Aspergillus spp.)之后第二大呼吸道真

菌，平均感染率为 33.3%[1-3]。但赛多孢霉比曲

霉感染更能刺激宿主的免疫响应，使宿主产生

更多的炎症因子 IL-6 和 TNFa[4]。其受累器官和

组织主要为肺和软组织，也可以在中枢神经、

骨头、关节、眼部等多个部位引起侵袭感染[1,5]。

此外，赛多孢霉还可以定殖在肺囊性纤维化和

其他肺部受损病人的呼吸道中，引发咳痰，粘

痰呈白色含血丝，甚至咯血、呼吸困难、肺部

湿啰音，全球每年 15.1%的肺囊性纤维化病人

死于这种真菌感染[1,3,6]。 
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随着分子诊断工具的大范围应用，人们对

赛多孢霉的种属认识不断更新。2005 年时，西

班牙真菌学家 Gilgado 等 [7]经内转录间隔区

(internal transcribed spacer, ITS)测序法鉴定了

一种新的赛多孢霉，其在麦芽糖固体培养基上

生长时，可产生桔黄色的色素沉淀，命名为桔

黄赛多孢霉(Scedosporium aurantiacum, SA)。
SA 在水体和土壤中分布广泛，人类活动越密集

的区域菌荷量越大[8-9]。在免疫低下的人群中，

SA 孢子或菌体经吸入进入宿主呼吸道，先在肺

部形成感染，然后血行感染到全身，部分 SA
通过血脑屏障进入脑部，形成脑膜炎[1]。 

到目前为止，SA 的致病机理、致病因子的

研究还很匮乏。人们对它的认识较多地集中在

临床发现、菌落与细胞结构、细胞表型、致死

率和耐药性测试方面[2,9-11]。与其他赛多孢霉(例
如尖端赛多孢)相比，SA 在很多方面更具有耐

受性。它耐受 45 ℃高温[7]、耐受 5%的 MgCl2

和 NaCl、对常用的抗真菌药剂更有耐药性(如两

性霉素、伊曲康唑、伏立康唑、米卡芬净、卡

泊芬净等)[12]，因而更难治愈，受其感染的小鼠

存活时间短、致死率高，被认为是毒性最强的

赛多孢霉[2,13]。Harun 等[2,14]基于基因型分析发

现，SA 有 20 多种菌株，不同菌株具有不同的

毒力，其毒力大小与菌株的基因型有关，而与

菌株的最初分离地无关，毒力最强的菌株 WM 
06.482 造成实验小鼠 100%的死亡率。 

在之前的研究中，人们对 SA 在人工唾液

培养基中分泌的蛋白酶进行了筛查，特别对比

分析了毒性最强的菌株 WM 06.482 和毒性最弱

的菌株 WM 10.136 的蛋白酶分泌情况[15-16]。结

果发现，菌株 WM 06.482 比 WM 10.136 多分泌

2 种丝氨酸蛋白酶，分别是弹性蛋白酶(elastase, 
ELA)和胰蛋白酶(trypsin, TRY)[15]，这两种蛋白

酶都是潜在的毒力因子，帮助 SA 破坏和侵入宿

主组织细胞中的蛋白质组分[17]。特别是在肺囊

肿纤维化疾病中，真菌外泌 ELA 可引起肺组织

损伤、呼吸功能恶化、支气管扩张和气道的其他

炎症，是引起实验小鼠呼吸困难、甚至死亡的一

个重要因子[18-19]。 
笔者前期从 SA 的培养液中分离纯化了

TRY[20]，但却分离不到 ELA，并且在美国国家生

物技术信息中心(National Center of Biotechnology 
Information, NCBI) 、 FungiDB 真 菌 蛋 白 库

(http://fungidb.org)中未能找到 ELA 的同源蛋

白，然而其在弱碱性条件下对蛋白底物的水解

效率却非常高，说明该蛋白酶分泌量很小，但

比活力非常高[15-16]，细胞实验显示，该酶对肺

上皮细胞活性具有显著的负面影响。若能获得

该酶的蛋白结构，对后续的毒性研究非常重要。 
本文将通过底物诱导表达的方法，提高 SA

的 ELA 分泌量，然后经膜浓缩和柱层析方法从

培养液中分离纯化 ELA，对其蛋白质序列进行

检测，在此基础上研究其酶学特性，为后续对

SA ELA 侵染性的研究提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  SA 培养基 

使用人工唾液培养基，由各种矿物质、氨基

酸和 1% (质量体积比)葡萄糖按照文献[21]中的方

法进行配制，在其中加入 1% (质量体积比)牛跟腱

弹性蛋白(购自 Sigma-Aldrich)以模拟人体内液态

环境，简称为 SCFM。人工唾液使用 0.22 μm 膜过

滤灭菌(Millipore)，弹性蛋白高压灭菌，混合后将

培养基 pH 值调节至 5.7 以支持真菌生长[22]。 

1.2  SA 菌株 
桔 黄 赛 多 孢 霉 菌 株 WM 06.482 和

WM10.136，由澳大利亚悉尼 Westmead 医院

分子生物研究中心赠送 (Molecular Mycology 
Research Laboratory, Centre for Infectious 
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Diseases and Microbiology, Westmead Hospital, 
The University of Sydney, Sydney, Australia)。 

1.3  SA 培养条件 
固体培养在麦芽浸膏琼脂上进行，在 37 ℃

条件下培养 7–10 d，使用 0.9% (质量体积比)
氯化钠和 0.01% (体积比) Tween 80 混合液水洗

收集孢子。液体培养在摇瓶中进行，在 250 mL
的摇瓶中加入 50 mL SCFM，孢子接入量为

2×106 个/mL，在温度为 37 ℃、转速为 200 r/min
的条件下培养 7 d，每个设定的时间点设置 3 个平

行培养。每 24 h 收集一次培养上清液。首先将摇

瓶从培养箱中取出，在 4 500×g 条件下离心 30 min，
取上清液，用 0.22 μm 膜(Millipore)在 4 ℃条件下

过滤，以去掉孢子和小的菌丝。将过滤好的上清

液分装至 50 mL 的 Eppendorf 试管中，在–80 ℃环

境中储存，直到进行下一步研究。 
1.4  SA 培养液中 ELA 活力检测 

首先通过平板水解圈法检测 ELA的分泌情

况，将 1.5% (质量体积比)的琼脂高温灭菌，待

冷却至约 50 ℃时，加入 ELA 的底物刚果红弹

性蛋白(1%，质量体积比)，混合均匀后制成平

板，在平板中央用注射器注入 5 μL 的 SA 培养

液，37 ℃下孵化 12 h，观测培养基中水解圈的

产生情况，阳性对照为产自猪胰腺的 I 型 ELA 
(P-ELA, Sigma, E7885)，阴性对照为桔黄赛多孢

霉环境菌株 WM10.136 培养液。 
ELA 具体的酶活力值参照 Chen 等[23]的方

法进行测定。用 0.1 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 
8.0)配制浓度为 0.5 mmol/L 的底物溶液，在 96 孔

板中加入酶液与底物溶液各 75 μL，在 37 ℃条件下

反应 10 min，之后在反应体系中加入 0.2 mol/L 的

盐酸溶液 100 μL，继续孵化 5 min，离心取上

清，在 495 nm 下测其吸光度，空白组以高温灭

活(99 ℃, 5 min)的酶液代替普通酶液。每毫升

酶溶液每分钟内水解 1 μg 的刚果红弹性蛋白定

义为一个酶活力单位(U)。检测酶液抑制活性

时，将同体积的酶液与抑制剂溶液混合，在室

温下孵化 30 min，然后再进行酶活力检测，与

不加酶抑制剂的测试结果进行对比。 
底物特异性检测中使用了 5 种底物，包括

鱼鳞明胶(fish scale gelatin, FCG)、鱼皮胶原蛋

白(fish skin collagen, FSC)、牛跟腱胶原蛋白

(bovine achilles tendon collagen, BATC)、刚果红

弹性蛋白 (congo red elastin, CRE)和酪蛋白

(casein)，其中 FCG、FSC、BATC 和 CRE 购

自上海源叶生物科技有限公司，casein 购自北

京索莱宝科技有限公司。将各底物按照说明书

中的方法溶解，分别稀释成不同浓度的底物溶

液(2–10 μg/mL)，在 37 ℃条件下测定酶活力，

检测不同底物浓度对应的反应速度。每次反应结

束后，离心取上清液 50 μL，加入等体积茚三酮

显色液，充分混匀后，沸水浴中加热 15 min，自

然冷却后，加入 150 μL 60%乙醇稀释，充分摇匀，

在 440 nm 下测吸光度。以脯氨酸为标品，绘制

标准曲线。利用 Lineweaver-Burk 作图法及相关

软件进行非线性分析，计算酶动力学参数 Km 和

Vmax。根据酶分子量和酶浓度，最终得到 Kcat 值。 

1.5  SA 培养液中 ELA 的分离纯化 
通过盐析技术对真菌培养上清液中的蛋白

质进行初步分离，4 ℃条件下在上清液中边搅

拌边缓慢加入硫酸铵粉末，直到硫酸铵的饱和

度达到 80%，静置 10 min 后，离心(6 000 r/min,  
15 min)收集蛋白质沉淀，使用磷酸缓冲液(PBS, 
pH 7.2, 0.05 mol/L)复溶，用 Nanosep 离心管(Pall， 
型号：OD003C33，购于广州誉维生物科技仪器

有限公司)将复溶后的蛋白质溶液浓缩并脱盐。 
蛋白浓缩液经 DEAE-Sepharose Fast Flow

弱阴离子交换凝胶(16 mm×200 mm)进行纯化。

上样量 2 mL，使用含氯化钠(NaCl)的 PBS 缓

冲液进行梯度洗脱(0–1.0 mol/L NaCl)，洗脱流

速 1 mL/min，分别收集各峰组分，间隔时间为
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0.1 min，使用 ÄKTAPrime 蛋白纯化系统(GE 
Healthcare Life Sciences)在 280 nm 测定蛋白吸

光度，对蛋白含量高的组分，测其弹性蛋白酶

活力。DEAE-Sepharose Fast Flow 分离结束后，

选取弹性蛋白酶活力最好的组分冻存备用。 

1.6  SA 酶谱电泳分析 
参照 Peterson 等 [24]的酶谱分析方法，在

12.5% (质量体积比) Tris-glycine 电泳胶中加入

0.1% (质量体积比 )可溶性弹性蛋白 (E6527, 
Sigma-Aldrich)，将 21 µL 酶溶液与 7 µL 4× 
NuPAGE LDS 缓冲液混合，上样到电泳胶上，

在 80 V、4 ℃下分离 16 h，之后将胶在 2.5% (体
积比) Triton-X 100 中清洗 2 次，每次 30 min，
然后用纯净水清洗 3 次，接着在 0.03 mol/L 的

Tris-HCl 缓冲液(37 ℃, pH 7.5)中孵化 24 h，使

用考马斯亮蓝 G-250 对胶片染色，并用 1% (体
积比)的醋酸脱色。使用弹性蛋白酶特异性寡肽

底物 N-Sue-Ala-Ala-Ala-MCA (Peptide Institute 
Inc)对酶谱分析结果进行验证。 

1.7  SA ELA 氨基酸序列分析 
将电泳凝胶上 ELA 对应的条带剪切下来，

仔细切碎，用含 50%乙腈(ACN)的 100 mmol/L 
碳酸氢铵脱色，用 10 mmol/L 的二硫苏糖醇

还原，用 55 mmol/L 碘乙酰胺碱化，然后用

25 mmol/L 二硫苏糖醇清洗 2 次。碎胶粒用

CAN 脱水后在真空离心浓缩仪上干燥，之后置

于冰上 10 min，冷却后的样品用胰蛋白酶

(sequencing grade modified, Promega)水解，酶添

加量为蛋白质质量的 1/30。多肽产物用含

1.65% (体积比)甲酸的 65% (体积比) ACN 提

取，经 ziptip 枪头除盐后，低温真空干燥，使

用 1%的乙腈溶液复溶，产物进行二级质谱分

析(Q-exactive nano，LC-MS/MS)。使用 Global 
Proteome Machine 软件 X!Tandem algorithm 对

质谱图所对应的肽段序列进行搜库分析，根据

酶切规律进行蛋白的组装。 

1.8  SA ELA 结构及功能预测分析 
在一级结构的基础上，应用生物信息学工

具 Phyre2[25]、I-TASSER[26]对其高级结构、同源

性、活性中心、生物功能进行分析。 

2  结果与分析 
2.1  SA 培养液中 ELA 的活力验证 

SA 培养上清液中存在 ELA 酶，其液滴在

刚果红弹性蛋白平板上产生了明显的水解圈，

水解圈直径比阳性对照(产自猪胰腺的 I 型 ELA)
稍小，说明其对猪胰腺弹性蛋白的水解能力低

于阳性对照(图 1)。 
 

 
图 1  桔黄赛多孢霉培养液水解平板中弹性蛋白产生水解圈   阳性对照为产自猪胰腺的 I 型 ELA，阴

性对照为桔黄赛多孢霉环境菌株 WM10.136 培养液 
Figure 1  Elastase activity presenting in Scedosporium aurantiacum culture supernatant on elastin agar. 
Elastase from porcine pancreas was used as a positive control and the S. aurantiacum environmental strain 
WM10.136 culture supernatant was used as a negative control. 
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2.2  SA ELA 的分离纯化 
整个分离纯化过程在 4 ℃条件下进行。桔

黄赛多孢霉培养上清液经超滤浓缩后，得到浓

度为 10 mg/mL的蛋白溶液，经 DEAE-Sepharose 
Fast Flow 离子交换凝胶分离后，得到 7 个主要的

蛋白峰(图 2A)。将含有弹性蛋白酶的洗脱液

(23–25 号管)合并到一起，用 Nanosep 离心管(Pall，
型号：OD003C33)脱盐浓缩，产物再次使用离子

交换分离，通过调节洗脱液离子浓度来增强分离

效果(图 2B)。二次离子交换后，ELA 主峰仍有拖

尾，收集含有弹性蛋白酶的洗脱液，使用凝胶层

析柱按照分子大小进行分离，得到了较好的分离 
 

 
 

图 2  桔黄赛多孢霉胞外弹性蛋白酶分离纯化   A：DEAE-Sepharose Fast Flow 离子交换图谱，洗脱液

中 NaCl 浓度为 0.2 mol/L. B：DEAE-Sepharose Fast Flow 离子交换图谱，洗脱液中 NaCl 浓度为 1.0 mol/L. 
C：Sephadex G100 凝胶过滤层析图谱. D：酶谱及 SDS-PAGE 检测. 泳道 1–6 为酶谱检测结果，其中 1–4
所用底物为弹性蛋白，泳道 1 代表真菌培养上清液，泳道 2、3、4 分别对应图 A、B、C 中分离纯化得

到的 ELA 组分；泳道 5–6 所用底物为特异性寡肽，泳道 5 代表真菌培养上清液，泳道 6 代表图 C 中分

离纯化得到的 ELA 组分. 泳道 7–9 为 SDS-PAGE 电泳结果，泳道 7 代表真菌培养上清液中总蛋白，泳

道 8 和 9 分别对应图 A、B 中含 ELA 活性的组分 
Figure 2  Isolation and purification of elastase-like protease secreted by Scedosporium aurantiacum. A: 
DEAE- sepharose fast flow ion exchange chromatography. Concentration of NaCl in the eluent was 0.2 mol/L. 
B: DEAE-sepharose fast flow ion exchange chromatography. Concentration of NaCl in the eluent was    
1.0 mol/L. C: Sephadex G100 gel filtration chromatography. D: Zymography and SDS-PAGE analysis. Lanes 
1–4 used elastin as a substrate, lane 1 represents the fungal culture supernatant, lanes 2, 3, 4 represent the 
ELA-contained samples obtained from chromatography. Lanes 5–6 used specific peptide as a substrate, lane 
5 represents the fungal culture supernatant, lane 6 represents purified ELA from gel filtration. Lanes 7–9 
shows results from SDS-PAGE analysis. Lane 7 represents the proteins present in the fungal culture 
supernatant. Lanes 8 and 9 represent ELA-contained samples obtained from chromatography A and B. 
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效果(图 2C)。将 SA 培养上清液和柱分离的产

物都进行酶谱电泳分析，结果显示，纯化过程

中底物水解条带逐渐减少，最后只产生一个条

带，达到了分离目的(图 2D)。在凝胶顶部都出

现了底物水解区，这是因为 80 V、4 ℃条件下

蛋白在凝胶中下行缓慢，各酶对凝胶顶部的蛋

白产生水解作用。凝胶中添加底物影响凝胶孔

洞的大小，进而影响蛋白分离效果，标准蛋白

在添加了弹性蛋白(泳道 1–4)和寡肽(泳道 5–6)
的凝胶中分离效果有明显差异(图 2D)。SA 培

养上清液在弹性蛋白底物中产生多个水解条带

(泳道 1)，而在寡肽底物中只产生一个条带(泳
道 5)，说明 SA 分泌了多种可以水解弹性蛋白

的酶，其中分子量约 24 kDa 的酶为 ELA，其对

特异性寡肽底物有水解作用。SA ELA 分子量大

小与其他真菌如烟曲霉(Aspergillus fumigutas)、
黄曲霉(Aspergillus flavus)天然弹性蛋白酶的大

小一致[19,27]。 

2.3  ELA 的结构及功能分析 
生物信息学分析显示，SA ELA 的分子量为

24.5 kDa，与酶谱凝胶的检测结果一致(图 2D)。
该蛋白与淡紫拟青霉(Paecilomyces lilacinus)外
泌丝氨酸蛋白酶(PDB Entry: c3f7oB)的结构相

似度最高[28]，其中 54%的序列完全一致(置信度

100%) (图 3A)。模拟结构分析显示，SA ELA
的 β 折叠片和 α 螺旋之间形成了一个较深的内

部口袋，呈喇叭形，结合位点和活性中心都在

开口大的一侧。在催化反应过程中，结合配体

特异性地识别底物蛋白，活性中心氨基酸残基

D17、H48、S196 残基组成的催化三联体锚定

在内部口袋中。活性中心另一个氨基酸残基

N139 酶结构的稳定性有关，在催化反应过程

中，S196 作为亲核体进攻肽段上羰基碳原子，

并给出一个质子到 H48，荷负电的 N139 可以

中和 H48 上的正电[29]。蛋白功能分析显示，

SA ELA 参与让 SA 逃避宿主免疫系统的破坏

(GO:0042784)、破坏宿主弹性组织(GO:0060309)
的生物过程。 

2.4  SA ELA 的酶学特性 
SA ELA的最适反应条件如图 4A–4D所示：

温度为 37 ℃，pH 8.2，反应时间为 20 min，适

当浓度的 Zn2+可以提升其酶解效率，而 Ca2+、

Mg2+、Na+均会造成其酶活力的下降。该酶适宜

在低温下贮藏(图 4E)，在 4 ℃下贮藏 90 d，酶

活力没有明显变化，在 25 ℃下贮藏 7 d 后，酶

活力开始快速下降；当贮藏温度超过 37 ℃时，

其活力迅速下降。 
从表 1 可见，丝氨酸蛋白酶抑制剂 PMSF

和弹性蛋白酶抑制剂 elastatinal 对 SA ELA 的抑

制效果，验证了这种酶是丝氨酸蛋白酶家族的

弹性蛋白酶。EDTA 和 Boc-VF-NHO-Bz-Pcl 对
SA ELA 有一定的抑制效果，说明添加了这些抑

制剂对酶或底物结构有影响，从而影响了酶解

反应效率[15]。 
从底物特异性检测结果(图 5A)可以看出，

SA ELA 的最适底物为弹性蛋白，其次为胶原

蛋白，对明胶的水解性能较差，但对弹性蛋白

的水解效率低于猪胰腺弹性蛋白酶(P-ELA)，
与平板水解圈检测结果一致(图 1)。利用 Line 
weaver-Burk 作图(图 5B)，结果显示 SA ELA 与

P-ELA 的曲线较接近，而与其他底物的曲线则

相差较明显，即初步判定这 2 种蛋白酶作用于

弹性蛋白底物时，水解效率较接近。再根据酶

浓度，最终计算得到 Kcat 值。 
根据米氏方程的计算规则，结合图 5B 中各

曲线拟合生成的方程式，计算 Vmax、Km 和 Kcat

值(表 2)。各底物所对应的 SA ELA 最大反应速

率与反应效率一致，CRE 所对应的反应速率

Vmax 最大，平均每秒水解所产生的脯氨酸为

18.14 μg，其 Km 值最小，说明其与底物的结合 
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图 3  桔黄赛多孢霉胞外弹性蛋白酶的二级结构(A)、结合部位(B)及酶活性位点(C)   A 中模板蛋白为

其结构相似蛋白 c3f7oB_；顶部数值代表序列所在位置；绿色螺旋代表 α 螺旋，蓝色箭头代表 β 折叠

片，灰色细线代表无规则卷曲. B 和 C 中，结合部位及活性中心的氨基酸残基由不同颜色代表，且各自

标注了其氨基酸单字符和序列位置(结合部位：S18, I46, H48, F75, S80, S81, I85, S110, L111, G112, G113, 
G114, Y115, A136, A137, G138, N139, T147, P149, A150, T203, S204；活性中心：D17, H48, N139, S204)，
黄绿色代表结合配体 
Figure 3  The secondary structure (A), ligand binding sites (B) and active site (C) of extracellular elastase 
from Scedosporium aurantiacum. In figure A the digits on the top represent the position of amino acid in the 
sequence; Green helices represent α-helices, blue arrows indicate β-strands and faint lines indicate coil. 
Predicted amino acid residues at the ligand binding sites and active site demonstrated by colored ball & stick 
and labelled by amino acid codes and sites in the protein sequence (ligand binding site residues: S18, I46, 
H48, F75, S80, S81, I85, S110, L111, G112, G113, G114, Y115, A136, A137, G138, N139, T147, P149, A150, 
T203, S204; active site residues: D17, H48, N139, S204). Predicted binding ligand is shown in green yellow 
sphere. 
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图 4  桔黄赛多孢子菌外泌弹性蛋白酶的酶学特性   A、B、C、D 分别为反应温度、pH、时间和离子

强度对酶活力的影响；E 为贮藏温度和时间对酶活力的影响 
Figure 4   Enzymatic properties of one elastase-like protease secreted by Scedosporium aurantiacum. A, B, 
C and D were effects of temperature, pH, reaction time, and ions on the enzyme activity; E were effects of 
storage temperature and time on the activity of enzyme. 
 
表 1  不同抑制剂对 SA ELA 活力的抑制作用 
Table 1  Effects of inhibitors on elastase from Scedosporium aurantiacum 
Protease inhibitor and specificity Final concentration Residual activity (%) 
EDTA (metalloprotease) 5.0 mmol/L 50 
Pepstatin (aspartic protease) 0.15 mmol/L 100 
E-64 (cysteine proteases) 10 µmol/L 100 
PMSF (serine proteases) 0.2 mmol/L 0 
 Elastatinal (elastase protease) 50 µmol/L 0 
 Chymostatin (chymotrypsin protease) 5 mg/mL 100 
 Aprotinin (trypsin protease) 100 nmol/L 100 
  Boc-VF-NHO-Bz-Pcl (subtilisin protease) 100 µmol/L 40 

 
性最好，表明酶进行反应所需的底物浓度越低。

反之，casein 的 Km 值最大，说明它对酶的亲和

力最弱，结果与底物的反应效率一致(图 5A)。
Kcat/Km 值反映了不同酶或同一种酶催化底物的

催化效率。P-ELA 对 CRE 的催化效率(Kcat/Km)
高于 SA ELA，表明其对 CRE 的水解能力高于

SA ELA。 

3  讨论 
外泌弹性蛋白酶是烟曲霉 A. fumigatus 的

毒性因子之一[30-31]，人们很早就对其进行了研

究。相对而言，SA 的感染在西方国家比较多见，

典型者见于囊性纤维化(cystic fibrosis)患者[1,3]。

囊性纤维化是一种遗传性疾病，仍没有治疗方 
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图 5  桔黄赛多孢霉外泌弹性蛋白酶的底物特异性及反应动力学   A：底物特异性，e 以酶与 CRE 反

应所产生的活力为基准(图中虚线)，将酶与不同底物反应时的活力与之对比. B：酶反应动力学，以底

物浓度倒数和反应速率的倒数作图. P-ELA 为产自猪胰腺的 I 型 ELA 
Figure 5  Enzymatic properties of elastase-like protease secreted by Scedosporium aurantiacum. A: 
Substrate specificity. All assays were compared to the activity measurement against CRE, set as 100% (dotted 
line). B: Kinetic parameters of the catalytic reaction. The curve was plotted using reciprocal substrate 
concentration as x-axis and reciprocal reaction rate as y-axis. P-ELA referring to the elastase protease, type I, 
produced in porcine pancreas. 
 
表 2  不同底物的动力学参数 
Table 2  Kinetic parameters of catalysis against various substrates 
Enzymes Substrates Vmax (μg/s) Km (μg) Kcat (1/s) Kcat/Km (μg/s) 
SA ELA Casein 6.51±0.41 11.81±0.23 11.83±0.71 1.00±0.09 

FSG 7.32±0.64 11.21±0.85 13.31±0.26 1.18±0.14 
FSC 9.56±0.47 10.81±0.74 17.38±0.22 1.60±0.18 
BATC 17.57±0.59 10.13±0.46 31.95±0.39 3.15±0.29 
CRE 18.14±0.88 9.31±0.21 32.99±0.78 3.54±0.23 

P-ELA CRE 22.07±0.50 9.79±0.06 40.13±0.64 4.09±0.21 
 
法，好发于白种人 [32]。正是因为受累人群有

限，导致 SA 得到的研究较少。在 A. fumigatu
侵染小鼠肺组织时中，参与孢子萌发、菌丝穿

透组织、破坏肺呼吸功能和引起肺组织损伤等

过程 [30-31]。笔者在前期研究中也发现，SA ELA
可以引起肺上皮细胞 A549 的凋亡，可能具有

和 A. fumigatu 弹性蛋白酶相似的功能[33]。为了

进一步研究 SA ELA，通过二级质谱的方法对

SA 所有的外泌蛋白进行了检测分析，但搜库检

索时却未能找到可信的相似蛋白[16,34]，这可能

是由于 ELA 分泌量太小(图 2)，其丰度没有达

到二级质谱的检测限[35]，这也与本研究结果一

致，且 SA 基因组测序工作未全面完成，未能

通过 PCR 法得到 SA ELA 的克隆。 
蛋白酶的纯化是了解其功能的重要第一步。

从纯蛋白酶开始，可以对氨基酸进行精确测序，

可以绘制蛋白质结构图，可以研究生化特性，也

可以评估蛋白酶在发病机制中的作用 [36] 。

Markaryan 等[37]通过亲和层析和凝胶过滤方法

从 A. fumigatus 培养上清液中纯化了一种蛋白
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酶，然后检测分析了这种蛋白酶的分子和催化

特性，例如分子量、底物和抑制剂特异性、温

度和 pH 值的活性曲线以及 N 端氨基酸序列，

并通过进化关系分析，确定了该蛋白酶是一种

可以分解弹性蛋白的金属酶，最后，他们通过

免疫金标记法检测了这种蛋白酶在A. fumigatus
感染的小鼠肺中的分泌情况，发现该酶在

A. fumigatus 侵染过程中主要起到了降解肺组

织中弹性蛋白的作用。弹性蛋白酶和酪氨酸蛋

白酶不易用柱层析的方法分离，原因是弹性蛋

白酶一般分泌量少，而酪氨酸蛋白酶存在自降

解行为[37-38]。 
SA ELA 是一种碱性蛋白酶，与其他真菌来

源和动物来源的 ELA 相似[35,37]，其碱适应性与

A. fumigatus ELA 的最适 pH 接近(pH 8.5)[37]，

但均低于猪胰腺的 I 型 ELA (最适 pH 9.4)。
目前报道的真菌 ELA 的分子量范围为 12–  
34 kDa，且都源自曲霉属，包括黄曲霉 A. 
flavus、烟曲霉 A. fumigatus、黑曲霉 A.niger 和

米曲霉 A. oryzae[37,39-41]。虽然，这些曲霉的基

因组测序和注释工作已经很好地完成了，但它们

与 SA ELA 的相似性较差(identity percentage< 
50%)。保守结构域检索时发现 SA ELA 与青霉

P. lilacinus 外泌丝氨酸蛋白酶 (PDB Entry: 
c3f7oB_)的序列相似度最高。通过与 c3f7oB_
的对比，获得了几段潜在的 SA ELA 保守序列

(图 3A)，后续将根据这些序列，设计引物，通

过 PCR 法获得其序列，对本研究结果进行验证。 
弹性蛋白是肺部结构重要的组成成员之

一，占肺部质量的 20%，保持肺部的弹性[19]。

弹性蛋白的水解，不仅破坏肺组织的完整性，

而且其水解多肽产物可诱导产生大量的抗体，

进而引发细胞因子、趋化因子及其他相关蛋白

的表达发生变化[42]。这也验证了 Silva 等[19]在

小鼠实验中发现的赛多孢霉外泌蛋白酶参与真

菌组织侵染和诱导炎症反应的结论。 
检测分析蛋白结构的方法有多种，但由于

SA ELA 与其他已知蛋白的同源性较差，前期未

能通过 BLAST 方法有效获得其氨基酸序列。本

研究通过蛋白纯化、质谱测序、计算机模拟的

流程检测分析了 SA ELA 的蛋白结构，并对其

酶学特性进行了检测，为后续的异源表达、生

物功能和毒性机制研究奠定了基础。 
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