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摘要

摘要

C．型凝集素类似蛋白具有与C．型凝集素类似的结构，但没有凝集素活性。

蛇毒中C．型凝集素类似蛋白具有多种生物活性，包括抗凝觑和ffIL小板调节活性。

凝血凶子IX／凝血因子X结合蛋白属于C．型凝集素类似蛋白，它们广泛存在于蝰

科蛇毒巾。它们都是通过与虹液巾凝血因子Ⅸ或者凝IfIL因子X结合来抑制凝血

反应，所有结合反应都依赖于Ca2+等离子。尖吻蝮蛇蛇毒中抗凝血因子I(ACF I)

和抗凝血因子II(ACF II)是凝血因子IX／X结合蛋白家族中的两个新成员。本

论文主要研究金属离子对ACF I和ACF II的结构稳定性和功能的影响、ACF I

和ACF II对m液循环系统的影响以及它们在亲和纯化凝血因子IX和凝血因子X

方面的应用。全文分为四章。

第一章：我们对凝缸过程分子机理、凝血因子IX和凝缸因子X等重要凝【fIL

因子的性质和功能、凝血凶子Ⅸ和凝血因子X纯化技术、C．型凝集素类似蛋白

以及凝血凶子IX／X结合蛋白家族等进行了综述。

第二章：我们研究了ACF I和ACF II在体内抗凝札活性、碱土金属离子与

ACF I和ACF II的结合反应以及它们对ACF I和ACF II的结构稳定性和功能的

影响。ACF I和ACF II在老鼠体内表现出显著的抗凝血活性，它们都显著延长

APTT和PT，都对TT没有影响，表明它们的抗凝m作用与抑制凝麻因子Ⅸ／X

活性有关。非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和表面等离子共振的结果都显示，ACF II

与FXa结合反应不是绝对依赖于Ca2+，M97+、Sr2+和Bal+也可以诱导ACF II与

FXa结合反应。与ACF II结合的金属离子半径不仅显著影响金属离子与ACF 1I

结合亲和性，而且电显著影响ACF II抗GdnHCl变性和热变性的结构稳定性。

而与凝血因子X结合的金属离了半径显著影响ACF 1I与FX结合亲和性。金属

离子对ACF II亲和性强弱和金属离子诱导ACF II结构稳定性的能力大小遵循相

I刚顷序：Ca2+>Sr2+>Ba”。而金属离予诱导的ACF II与FX结合反应的能力大

小为：M92+>Ca2+>SP>Ba”。虽然Mg：+对ACF II的亲和性最低，但Mg：+诱

导ACF II与FX结合反应能力最强。我们的实验结果表明，金属离子与ACF II

结合能显著增强ACF II结构稳定性，但金属离子与ACF II的结合反应不是ACF

Il与FXa发生结合反应的前提条件；金属离子与FXa结合反应才是ACF II与FXa

相互识别的前提条件。另外，ACF U是基于金属离子半径选择结合Ca2+。

第三章：我们利用凝血因子IX／X结合蛋白作为亲和配基，建立了快速高效

亲和纯化凝魄因子Ⅸ和凝血冈子X的方法。新配綮结合凝血因子IX及凝』缸因

子X的亲和能力强，而且在温和的条件下就可以方便地洗脱下来凝血凶子Ⅸ和
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凝ffIL冈子X。通过凝血因子IX／X结合蛋白亲和柱层析，可以直接从任何血浆中

分离出仅含有凝血因子Ⅸ和凝血凼予X的混合物。再经过FPLC共两步色谱就

可lcd时得到高纯度的凝血因子Ⅸ和凝血因子X。该方法纯化效率和产率与单克

隆抗体亲和层析方法相当。单克隆抗体的制备方法繁琐，抗体价格昂贵，而抗体

不稳定。而新配基凝血因子IX／X结合蛋白是天然配基，长期稳定，价格便宜，

很方便大规模工业制备。另外，用单克隆抗体亲jflI层析只能从一个特定动物血浆

巾纯化一种凝赢网子，而用新亲和层析方法可以从任何【fIL浆和溶液中同时纯化出



Abstract

Abst ract

c．type lectin-like proteins(CLPs)have similar smacmres tO that of C-type

lectins，but they have no lectin activity．The CLPs from snake venom have a variety of

biological activities，including anticoagulant-and platelet-modulating activities．A

family of coagulation factor IX／factor X—binding protein(IX／X-bp)which belongs to

CLPs has been identified from the venoms of different snake species．IX／X-bps

interact with the 7-carboxyglutamic acid(Gla)domain of factor IX／IXa and／or factor

X／Xa in a Ca2+-dependent manner and thereby block the amplification of the

coagulation cascade．Anticoagulation factor I(ACF I)and anticoagulation factor II

(ACF ID purified from the venom of Agkiz'trodon actttus are tWO members of the

IX／X．bp protein family．In this thesis，the effects of metal ions on the stmctural

stability and function ofACF I and ACF II，the hypotensive effects ofACF I and ACF

II on the cardiovascular system，and their application in the purification of

coagulation factor IX and coagulation factor X have been investigated．The whole

thesis is divi．ded into four chapters．

The first chapter gives a brief overview of the molecular mechanism of

coagulation process，the character and function of the important coagulation factors，

especially on coagulation factor IX and coagulation factor X，the purification

technology of coagulation factor IX／X，C·type lectin—like proteins，and coagulation

factor IX,^X—binding protein family．

In the second chapter,the anticoagulant activity of ACF I and ACF H in vivo，the

thermodynamics of the binding of alkaline earth meml ions tO ACF II and their effects

on the stability of ACF II and the binding of ACFⅡto FXa were investigated by

isothermal titration calorimetry,fluorescence，differential scanning calorimetry and

surface plasmon resonance，respectively．Both ACF I and ACF II exhibit high

anticoagulation activity in vivo．The binding of ACFⅡto FXa does not have an

absolute requirement for Ca’+．M92+，sf-+and Ba2+call induce the binding of ACF II

to FXa．The radii of the cations bound in ACF II crucially affect the binding affinity

of ACF II tO cations and the structural stability of ACF II against GdIlHCl and thermal

denaturation．while the radii of cations bound in FXa markedly affect on也e binding

affinity between ACF II and FXa．The binding affinities of ACF II f-0r cations and the

capacities of metal．induced stabilization of ACF II follow the same trend Ca2十>S，+

ⅡI



Abstract

>aa+．The metal—induced binding affinities of ACF II to FXa follow the仃end M92+

>Ca2+>sff+>Ba2+．Although Mg+shows significantly low binding affinity with

ACFⅡ，Mgp is the most effective to induce the binding of ACFⅡwith FXa．Our

observations suggest that in blood，the bindings of Ca：+in two sites of ACF II

increase the structural stability of ACF II，but these bindings are not essential for the

binding of ACF 11 withⅨa，and that the binding of M92+and Ca2+to FXa may be

essential for the recognition between FXa and ACF II．Like Ca2+，the abundant M92+

in blood also plays an important role in the anticoagulation ofACF II．

In the third chapter,we have developed an rapid affinity chromatography

procedure using coagulation factor IX／factor X-binding proteins雒novel affinity

ligands to isolate coagulation factor IX and coagulation factor X from plaSma．The

native affinity ligands efficiently bind FIX／FX and releaSe them under very mild

conditions．FIX and FX Can be simultaneously purified from unclarified plasma by

IX／X—bps affinity chromatography followed by HPLC with a purification factor and

yield similar tO that of monoclonal antibody immunoaffinity chromatography．In

contrast tO monoclonal antibody that is cumbersome，expensive and suffer from its

instability，the novel affinity ligands IX／X-bps are long—term stable and cheap to

prepare in large scale．In addition，monoclonal antibody immunoaffinity

chromatography is used to purify FIX only from the specific plasma，while the new

affinity chromatography can be used tO purify both FIX and FX from any unclarified

plaSma or solutions．This new affinity chromatography has potential application for

the industrial scale purification of FIX and FX for specific replacement therapy in

hemophilia B andpatients with FX deficiency．

In the fourth chapter,the effects of ACF I and ACF II on the mean arterial blood

pressure(MABP)and heart rate(HR)in anesthetized rats have been investigated．The

results indicate that ACF II induces a dose-dependent response in rats with a short fast

drop of MABP followed by an increase and then a longer lasting slight decrease in

MABP,but does not obviously affect HR．ACF II—induced hypotension is significantly

blocked by the NO synthase inhibitor N—omega-L·arginine methyl ester(L—NAME)．
ACF II produces a concentration．dependent relaxation of rat aortic rings with

functional—endothelium．The ACF II—induced vasodilatation is completely inhibited by

removal of endothelium and significantly inhibited by pretreatment with L-NAME．

These observations demonstrate that ACF II induces hypotension through an

endothelium-dependent vasodilation，which is strongly mediated by the release of NO

IV
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from endothelium．Therefore，ACF II is SO far identified as the first unique

bifunctional protein in the IX／X—bp family that has both anticoagulant and

hypotensive effects Oil the blood of rats through different pathways．However,ACF I

does not show any hypotensive effect in rats．

V





第一章绪论

第一章绪论弟一早珀比

1．1 血液凝固与蛇毒调节凝血蛋白的研究进展

1．1．1血液凝固的生理过程

血液凝固反应是人或动物的一个重要的自我保护的生理反应，血液凝固过程

的生理意义在于，它在血管损伤后维护一个完整封闭的高压循环系统。【IIL管壁的

损伤和血液从血管的外渗都会迅速触发凝血反应，完成修复和lt血作用【l，2】。

血液凝固的过程，是血液经一系列酶促反应，纤维蛋白原转变为不溶解的纤维蛋

白，血液由溶胶状态转变为凝胶状态的生化过程【3】。凝血系统的功能正常与否

严重影响人类的健康，很多疾病都和凝血系统有着直接或是间接的联系，所以深

入研究凝血系统意义重大。

正常的凝j1)l过程是ffIL液中一系列凝lfiL因子相继酶解激话的过程，最终形成纤

维蛋白。参与凝血的因子有十余种，除Ca：+和磷脂外其余凝血因子均为蛋白质，

其中起到关键作用的有多个凝血因子，包括：一，凝血因子I，纤维蛋白原

(fibrinogen)，其7链C端氨基酸与．缸小板糖蛋白lib／Ilia结合，从而诱发血小板的

聚集，同时纤维蛋白原也参与凝血反应的其他多个过程[4】。二，凝血因子II，

凝血酶原(prothrombin)，其273位精氨酸．274位苏氨酸键处可以被活化凝血因

子X．活化凝血因子V复合物(FXa．F、，a)裂解而激活成为凝【fIL酶。凝m酶的结构

含有重链A及轻链B，由二硫键连接，分子量为36 kD，其主要生理活性是激活

多种凝血凶予并诱导血小板的聚集反应【5】。三，凝血因子III，组织因子(tissue

factor，TF)，它是一种穿膜糖蛋白，由263个AA组成，其N端有一219个氦基

酸残基的肽段，在膜外，则是FVII及FVIIa的受体【6]。TF在外源凝血系统中起

重要作用，细胞表而的TF与阻浆中的凝ffIL因子VII(FVII)结合形成的复合物，

在活化凝血因子X(FXa)的作用下，可激活为TF．FVIIa， 后者参与活化凝缸因

子IX(FIX)及凝血因子X(FX)，活化凝血因子IX(FIXa)与活化因子Ⅵl(FVIIa)

所形成的复合物又可激活FX【7】。四，凝衄因子V(Factor V，FV)，由2196个

AA组成的单链糖蛋白，其分子量为330 kD【8】。Fv有A、B、C三个结构区，排

列城序为A1．A2．B．A3．Cl-C2。在凝血酶作用下，FV裂解除去B区形成重链A1．A2

(分子量105 kD)及轻链A3．C2(分子量73 kD)由Ca7+连接。另外，FXa及纤溶

酶也能激活Fv。m能够与FXa形成复合物，从而激活凝血酶原成为凝血酶[9】。
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五，凝血因子VII(FactorVII，FⅦ)，其轻链上的上皮生长因子(EGF)结构域
有～个非谷氨酸依赖的Ca2+结合部位，这是FVII被活化所必需的。TF-FVIIa复

合物在凝血过程的引发起始阶段中发挥重要作用，它可以激活FX和FⅨ。此外，

FVIIa在磷脂和Ca2+存在的条件下也能够活化FX。六，凝【fIL因子VIII(Factor VIII，
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<詈
图1．1 血液凝固过程的引发起始阶段

Fig．1．1 The Mechanism of Initiation ofThrombin Production

图1．2血液凝固过程的扩大凝固阶段

Fig．1．2 Amplification：Burst ofThrombin Production

1．1．2调节血液凝固过程的C一型凝集素类似蛋白

C．型凝集素类似蛋白(CLP)具有多种生物活性，包括抗凝衄和血小板调节

活动，但没有凝集素的活性【21，22]。在过去的几十年里，从各种蛇的毒液都发

3

詈圃
{广．

一

～

回

囤

圆

圆

＼＼＼

厂

／／

一
一

一

r--，：～

囤

卧
圃

圃

圆

圆

圈

∈

一

∈一



第一章绪论

现了具有各种生理活性的C．型凝集素类似蛋白家族成员。CLP由异源二聚体或异

源多聚体组成，而蛇毒来源的CLP都是金属离子依赖性的二聚体或多聚体。这些

CLP包括凝Jf【L冈子Ⅸ／)(的结合蛋白[23]、凝皿因子X激活剂[24】、凝m酶原激活

剂【25]等等。蛇毒中发现的CLP的基本结构包括两个同源皿基：亚基a(A链)

14_15 kDa和的亚然b(B链)13．14 kDa。这些亚基均含有一个离子依赖性的糖类

识别结构域， CLP会发生在各种各样的低聚，包括c【p，(ap)2，(ap)4。这些CLP

的各个亚基通过二硫键相互连接【26，27]。

CLP构成的新蛋白质家族，成为阐明凝血和血小板活化所涉及的机理的有用

工具，并可以用米研究凝血因子和缸小板糖蛋白的结构与功能的关系。

表1．1对凝血系统具有调节作用的蛇毒来源的C．型凝集素(CLP)

表1．1中列出了一系列影响凝ffIL系统的CLP，按它们的生理活性可以分为四

类：抗凝血活性，促凝血活性以及血小板活性的调制器(激动荆和拮抗剂)。

4
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第一类，抗凝血活性蛋白，包括凝血因子X结合蛋白(X．bp)[30]，凝血因

子IX结合蛋白(IX—bp)[28]t和凝血因子IX／X结合蛋白(IX／X-bp)【42]，它们

都是二硫键相连的异二聚体的C．型凝集素类似蛋白，它们的抗凝向活性大部分是

Ca2+依赖型的。另外，bothrojaracin，是一个具有抗凝血活性的类水蛭素凝血酶

抑制剂。虽然它也是CPL，但是其生物活性并不受Ca”的调控和影响[32】。

第二类，促凝血活性蛋白，比如具有凝血因子X的激活活性的RVV-X【24】、

具有凝血酶原的激活活性的carinactivase．1【33]，它们都是金属蛋白酶，RVV-X的

C．型凝集素类似蛋白结构域可以特异性的识别凝血因子X的Gla结构域，

carinactivase．1的C．型凝集素类似蛋白结构域可以特异性的识别凝札酶原。

圆L踟a厂FⅪJ卿圆
～访L嘲a厂瞅 圆心J

＼脯] V以 圆
／，№J ＼阢一1 粤P妇岫in—nL M。 ／一}．Fxa州8 L‰舶

一抽LⅣ t

图1．3作用凝血过程的CLP

Fig．1．3 Effects ofmhibitors and activators ofvenom CLPs on reactions in the

blood coagulation cascade．

第三类，血小板活性激动剂，它们在趣小板上的受体是血小板细胞膜上的糖

蛋白。Botrocetinjfl]bitiscetin会诱导血友病因子(vWF)和血小板细胞膜上的糖蛋

白rb(GPIb)结合从而激活血小板的聚集，而Alboaggregin-B则直接结合GPIb诱

导血小板聚集[34，35，43，44]。

5
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第四类，血小板活性拮抗剂，这也是～类作用于血小板细胞膜上的糖蛋白的

CLP，但是它们产生的生理作用是抑制血小板聚集。Echicetin，agkicetingl

flavocetin．A都可以通过与GPIb结合而延缓衄小板聚集[39，40，45，46]。

fibrinogen

匕令匝亘圈

图1．4作用于血小板的CLP[47】

Fig．1．4 CLPs from snake venomthat modulate the platelet function【47】

1．2凝血因子IX／X结合蛋白家族的研究进展

1．2．1凝血因子lx／X结合蛋白家族的发现

凝m因子IX／)(结合蛋白是一类通过结合凝JfIL因子IX或者凝衄因子X而具有

抗凝血活性的蛋白。最初，Ouyang等人从尖吻蝮蛇(Agkistrodon acutus)蛇毒中

纯化到一种不具有酶活性的抗凝血成分，并发现其可以抑制凝血酶原的激活

【481。随后，Teng等人报道，尖吻蝮蛇蛇毒中的抗凝IfIL活性成分是通过可逆性的

结合凝血因子X而抑制凝血酶原激活的【49]。

6
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Trimeresurus flavoviridis

Trimeresurus flavoviridis

Bothrops jararaca

Echis carinatus leucogaser

Agkistrodon actttlls

Agkistrodon acutus

Agkistrodon halys Pallas

Scapharca broughtonii

Deinagkistrodon acutus

FD“FX

FIX

FIX／FX

FIX／FX

FI)愀
FD“FX

FIX／FX

FX

FX

huba IX／X—bp

huba IX—bp

jararaca IX／X-bp

ECLV IX／X-bp

ACF I

ACF Il

AHP IX／X-bp

SCBR X-bp

X-bp

【42】

【28】

【50】

[29】

【5l】

[31】

[52，53】

【30】

[54】

1989年Atoda等人报道，从黄绿烙铁头(Trbneresurusflavoviridis，habu snake)

蛇毒中分离纯化出一种不具有酶活性的抗凝血成分，其抗凝血的机理是这个蛋白

在Ca"+存在的条件下可以与凝Jf【【因子Ⅸ或者凝Jfn因子X分别结合形成1：l的复合

物，于是将这个蛋白命名为habu凝血因予IX／X结合蛋白(huba IX／X—bp)[42]。

随后，Atoda实验组完成了对hubaⅨ／)(一bp的全部氩基酸序列的测定[26]，并将

hubaIX／X—bp结构中两个二硫键连接的模式与其他的C-型凝集索比对[55】，于是

将IX／X．bp鉴定为C．凝集素类似蛋白。1993年，Sekiya等人从美洲矛头蝮蛇

(Bothropsjararaca)蛇毒中也纯化得到了一个结构和功能与hubaIX／X-bp相似的

抗凝血蛋白，并命名沏araraca IX／X-bp[50]。1995年，Atoda等人从黄绿烙铁头

蛇毒中纯化得到另一个具有抗凝血活性的蛋白，并报道其只能与凝血因子Ⅸ结

合，丽不能与凝血因子X结合，故命名为hahu IX—bp[28]。1996年，Chert等人从

锯鳞蝰蛇(艮办西carinattzs"leucogaser)蛇毒中纯化得到⋯。种结构和功能与huba

IX／X—bp相似的抗凝血蛋白，并命名为ECLV IX／X—bp[291。

此后，在其他蛇毒中陆续发现了多种凝血因子IX／X结合蛋白，它们大部分

．，
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都与最先发现的huba IX／X—bp有着类似的结构和功能，是由两个二硫键连接的两

个同源性很高的亚基，在Ca2+存在的条件下和凝血因子Ⅸ或者凝血因子X发生

l：l的结合。部分目前已经报道的凝Jfll因子IX／X结合蛋白列在表1．2中。

1．2．2凝血因子IX／X结合蛋白家族的活性及其生化性质

凝血因子IX／X结合蛋白最主要的活性就是与凝IlIL因子Ⅸ或者凝JffL因子X

的结合。这个结合反应可以通过非变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)、酶联免

疫法(ELISA)，高效液相色谱法(HPLC)进行进行定性定量的测定，等温滴定

微量热(ITC)和表面等离子体共振(SPR)也可以碰用到测定结合反应的动力

学参数。

最早对凝血因子IX／X结合蛋白与凝血因予IX或者凝血因子X的结合进行定

量研究的是Atoda实验组，他们通过酶联免疫法(ELISA)定量分析Yhahu IX／X．bp

与凝血因子IX／X的结合亲希I力，并发现hahu IX．bp与凝血因子IX或凝血因子X的

结合亲和力有⋯定的差异【56]。后来，⋯系列的研究表明，大部分凝血因子Ⅸ／X

结合蛋白对凝m因子IX或者凝【fIL因子X的结合亲和力是不同的，huba IX／X-bp，

ECLV IX／X．bp，jararaca IX／X-bp与凝血因子Ⅸ的亲和性高于它们与凝血因子X结

合的亲和性【29，50]，]1iihuba IX-bp只与凝血因子IX结合不与凝血因子X结合

[28]。

随着对凝Jf【【因子IX／X结合蛋白家族研究的深入，凝【fIL因子IX／)(蛋白的品体

结构及其与凝血因予的丫一羧基谷氨酸(丫一carboxyglutamic acid，Gla)结构域结合

的复合物品体结构纷纷被解析[23，57]，从来证明了凝IIIL因子IX／X结合蛋白与凝

血因子IX或者凝血因予X结合的位点是凝血因子Ⅸ／)(蛋白的双链中间的凹形表

而与凝衄因子IX／X的Gla结构域。其结合的品体结构如图1．5所示。

8
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图1．5凝m因子IX／X结合蛋白与凝随因子I)(的Gla结构域结合的晶体结

构(蛋白质银行号：1J34)

凝【fⅡ因子Ⅸ／X结合蛋白的结构都非常相似，它们的分子量都在30 kd左右，

大部分都是由例源性很高的两个业基通过两个二硫键连接的连接在一起。凝血因

子I)(Ⅸ蛋白大部分都是金属蛋白，而且大多数结合是两个钙离子。很多研究表明，

凝血因子IX／X蛋白上的两个Ca2+结合位点的结合能力是各不相同的，一个对Ca2+

离子结合亲和力较强，一个对Ca2+的结合亲和力较弱[28，29，50，58，59】。金属离

子的结合是凝血因子IX／X维持其构象的关键，Mizuno与1991年成功生长出habu

IX／X．bp的晶体，并发现huba IX／X．bp必须在3 mmol／Ll筝JCa2+存在下才能维持其稳

9
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定的构象生长单晶[60]。更多的研究表明，结合金属离子可以提高凝血因子IX／X

蛋白的稳定性。我们实验室的Xu等人曾经报道，通过对ACF I热变性和化学变性

过程的研究，证明Ca2+对ACF I结构稳定性具有重要贡献[58，6l】。

蛋白质的结构雨I功能常常是联系在一起，金属离子的结合对凝血因子IⅪX

结合蛋白的意义并不仅仅是结构的稳定，也是它们活性所需要的。大部分凝llI【因

子IX／X结合蛋白在生理浓度的Ca2+存在条件下即可以获得与凝血因子Ix或者凝

JllL因子X结合的最大亲和力。而将凝【lIL因子IX／x结合蛋白天然状态下的金属离子

脱去，则其分子成为无定形的松散结构，并丧失活性；如果再补充天然状态下配

位的金属离子，则可以使蛋白质分子恢复具有活性的稳定构象。通过脱去凝血因

子IX／X结合蛋白天然状态下的金属离子并用其他金属离子结合可以进一步研究

金属离子对凝血因子Ix／，)(结合蛋白的结构和功能的影响。不同的凝【fIL因子IⅪ『)(

结合蛋白可以在不同金属离子存在的条件下，其与凝Jf【L因子Ⅸ或凝Jf【【因子X发生

结合的情况存在比较大的差异，例如jararaca IX／X-bp在仅存在Sr2+、Mn2+或M92+

的时候也可以与凝向因子Ⅸ发生结合反应，但是在仅存在SP、Mn2+n---茈M92+的时

惋araraca IX／X．bp不能与凝血因子x结合【50]。中国科学技术大学生物系牛立文

实验组在江浙蝮蛇(Agkistrodon halys Pallas)蛇毒巾纯化得到一种具有抗凝【ffL活

性的蛋白，这是⋯个在天然状态下结合⋯个Ca2+和一一个Zn'+的凝血因子IX／X结合

蛋白成员，它仅在Zn’+条件下结合凝m因子Ⅸ，在Ca2+或Zn¨-都不能与凝血因子

X发生结合，于是命．gAHP IX-bp【52]。近年，我们实验组的吴吴通过深入的实

验发现，AHP IX．bp虽然天然配位的Ca2+或者Zn2+存在的条件下不能与凝』lⅡ因子X

结合，但是在非天然配位的l mmol／L M97+存在的条件下可以与凝血因子X结合

[53】。这一发现，使人们对金属离子调控凝jln因子IX／x结合蚩白的结构与功能又

有了新的认识，同时也说明金属离子调控凝血因予Ⅸ／)(结合蛋白的结构与功能还

有很多的工作需要深入研究。

10
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1。3凝血因子IX和凝血因子X及它们纯化方法的研究进展

1．3．1凝血因子l X研究进展

凝【fIL因子IX(FⅨ)为分子量在56000左右的单链糖蛋白，例如人的凝缸因

子Ⅸ的分子量为56 kD并有大约17％含糖量【62，631。在正常人的血浆中，凝血

凶子Ⅸ的含量通常为5)．tg／ml[64]。如图1．6所示，人凝血因子Ⅸ包括415个氨

基酸，其序列是由基因组结构所决定的。人凝衄因子IX的氨基末端第一位为酪氨

酸，前46个残基，作为第二和第三外显子的产物，组成了^，．羧基谷氨酸结构域

(Gla结构域)。第47到127位残基代表两个同源上皮生长因子结构域(EGF结

构域)，其中包括几个半胱氨酸残基。128位到195位之间的氨基酸为外显子编

码六，具有两个代表活化裂解位点的精氮酰键，和两个主要的糖侧链。最后220

个残基是最后两个外显子的产物，其含有活性部位成分，包括FIXa的类胰岛素样

和催化部分。人凝【fIL因子IXlI',J羧基端残基，第415号为苏氨酸【65]。

在人凝血凶子IX的Gla结构域中有12个丫．羧基谷氨酸残基，这些残基的分布

从第7位残基开始至第40位。Gla结构域是较为保守的结构域，在此结构域中，

人凝血凶子IX和牛凝血凼子Ⅸ仅有三个不同的残基，分别为第ll位，第19位和

第37位。在Gla结构域的第18位和第23位有两个半胱氨酸残基，最有可能形成

一个二硫键。在人凝缸因子Ⅸ的Gla结构域中，有多个二价金属离子的结合位点，

其中有两个为高亲和力的Ca2‘结合位点【66】。Gla结构域的功能是与磷脂单层形成

钙桥【67]，cE+的结合可以使Gla结构域的构象发生改变，而这种Ca2+依赖型的

构象，才会将磷脂的结合位点暴露在表面[68】。@TCa2+，Mg 2+也结合凝血因

子IX的Gla．结构域，并对其构象产生影响，同时结合Ca2+、M92+的Gla结构域较仅

有Ca"+结合的Gla结构域具有更强生物学活性，并能与结合蛋白产生更强的亲和

力【57】。

人凝血因子IX的第二和第三结构域是两个EGF结构域。在整个凝血因子Ⅸ

分子中一共含有22个半胱氨酸残基，而EGF结构域就包含了12个。这些半胱
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氨酸通过二硫键两两连接，在EGF结构域形成多个二硫环。人源凝血因子Ⅸ和

牛源的凝血因子IX在这两个结构域中，81个残基共有12个残基不同，具有15％

的差异。

XI·

IOn

e

图1．6凝血因子IX的氨基酸序列及功能区域【65】

Fig．1．6 Amino acid sequence ofhuman factor IX(65]

在EGF后面就是凝血因子Ⅸ的激活肽区，其中包含两个活化断裂位点和旁侧

序列。如图1．7所示，凝血因予Ⅸ被FXIa激活的反应分二步：首先是凝Ifn因子Ⅸ

分子中第145·146位的fl勺Arg-Ala肽键被激活物水解断裂，形成由二硫键联结的

双链FIXa，这是一个不具有酶活性的中间体；随后Arg(180)一Val(181)肽键

也被水解断裂，形成具酶活性的FIX(UPFIXap)，同时释出一个分子量为ll kD、

12
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长度为35AA的肽段。这两步水解的顺序有可能会前后互换，但最终的结果都是

会将单链的FIX断裂成为一个二硫键连接的双链FIXa，并暴露其活性位点，并切

去一个35AA的肽段。此外，RVV-X(Russell Viper Venomrl-1的凝jf【L因子X的活化

剂)可以只水解FIX分子中的她(180)·Val(181)肽键，形成FIXaa较FIXa[3

的活性低很多【69】。其他一些蛋白内切酶也能水解FⅨ的激活肽区，如FXa、胰蛋

白酶、麋蛋白酶等，但FXa只水解Arg(145)．AJa(146)肽键，形成不具酶活性

篚JFIXa，胰蛋白酶、糜蛋白酶，则并非特异地水解Arg—Val肽键，故也不能使FIX

活化。

鼯Ⅻ．。。。' t
。 。’‘。’。

—d=江
}

【6匕s．L
1 7．000 27．000

图1．7 凝血因子IX的氨基酸序列及功能区域[“】

Fig．1．7 Schematic model ofthe polypeptide structure ofFactor IXand activated

Factor IX[64】

FIXa是一个具有酶活力的双链分子，其具有一条分子量为27．5 kD的重链和

分子量为17．7 kD的轻链，两条链以二硫键连接。FIXa可以特异性的激活凝魄因

子X，在有磷脂和Ca2+存在的情况下，FIXa的催化活性可以增强。

凝血因子Ⅸ基因突变导致的功能缺失是引发斑友瘸B的原因，其具体可能是

基因缺失、基因插入、基因置换[15，701。目前对血友病B患者的治疗方法有补
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充天然来源纯化的人凝血因子IX或重组人凝血因子Ⅸ，以及基因治疗[71-73]。

1．3．2凝血因子X研究进展
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凝血因子X的序列结构和其他维生素K依赖性的凝血因子具有很高的同源

性。其前肽结构域和Gla结构域都是维生索K依赖性凝血因子的才具有的结构，

其前肽结构域中含有t羧化识别位点(丫．CRS)，参与成熟凝血因子X的N端谷

氨酸残基的羧化。人凝血因子X的Gla结构域含有11个^r-羧基谷氨酸，并结合

多个Ca2+、M92+离子。凝jflL因子X的Gla结构域结合磷脂表面需要通过结合在

Gla结构域上的Ca2+形成钙桥。凝血因子X也具有两个同源上皮生长因子(EGF)

结构域，分别为两段外显子编码。每个EGF结构域内含有3个二硫键。此结构

可能参与凝血因子X与特异细胞表面的蛋白结合或与其它凝血因子如凝血因子

VIII、凝血因子V上的受体区域结合。酶原活化结构域，是凝m因子X活化的

酶切点。

Factor V川／Factor IX-

Factor X■
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Fig．1．9 Schematic representation oflhe human Factor X molecule[76】

C02H

凝【fIL因子X的激活具有多条途径，内源性途径是被HXa．FVIIIa和磷脂的复合
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物激活的，外源性途径是通过组织因子(TF)与FVIIa的复合物激活的。鲁氏蝰

蛇(Russell’SViperVenom，RW)中凝血因子X激活蛋白RVV-X等也可激活凝血

因子X。如图1．9所示，凝血因子X的重链上有三个位点可以发生蛋白水解，我

们分别命名为肛位点、D．位点、丫．位点，其中在N末端的为仅．位点，在C末端的为

p．位点【74]。在这三个蛋白水解位点中，甜位点的断裂将凝血因子X活化成为

FXa，而FIXa．FVIII狎J磷脂的复合物、TF．FVIIa的复合物、RVV-X均可以特异性

水解这个位点将重链的N末端切除一个52个氨基酸残基的多肽。由于凝血因子X

的三个蛋白水解位点，所以，凝血因子可以水解形成多个活化或者非活化的凝血

因子X，而值得注意的是凝帆因子x雕J13．位点、丫．位点的活化剂真是其自身FXa，

所以，凝血因子X是个半衰期很短的具有很强自水解活性的蛋白质。

由凝』f【L因子X不正常而导致的疾病并不多见。凝m因子X活性缺失或减少，

见¨丁：先天性和获得性，前者是一种常染色体隐性遗传性疾病，发病率约为五十万

分之⋯，非常罕见，后者见于维生索K缺乏症、肝脏疾病、DIC、原发性和继发

性淀粉样变。而凝【fIL因子X活性异常增高，则见于高凝状态和魄栓栓寨性疾病。

1．3．3凝血因子I X的纯化

凝【fIL因子IX是一个非常重要的药物，在临床上被用作治疗B型Jf【L友病。

上个世纪七十年代，牛的凝血因予IX首次从牛血浆中被纯化出来，所使用的

方法为硫酸钡沉淀结合多步层析法【771。随后，人的凝m因子Ⅸ也使用大致相

同的方法从人血浆中成功分离纯化出来[63，78】。具大致步骤是先在血浆中加入

硫酸钡粉末吸附维生素．K依赖性凝血因子，再用柠檬酸三钠将吸附的蛋白洗下，

随后使用DEAE．Sephadex A-50作一次吸附一洗脱过程，接着用DEAE—Sephadex

A．50阴离子交换色谱作初步分离，然后用硫酸葡聚糖．琼脂糖再做粗分离，最后

用肝素．琼脂糖树脂作亲和色谱完成纯化。

1989年，Burnouf等人报道了一种可以应用于大规模生产的制备临床用凝【fIL

因子IX的三步层析法【79]，首先将新鲜冰冻血浆2"C融化，冷冻离心去除冷沉淀

后用DEAE．SephadexA．50初步分离，再经DEAE．Sephadex FF进一步分离，力nS／O

16
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后经过肝素．Sepharose CL 6B最终纯化，制得高纯度的凝血因子IX制剂。使用该

三步层析法平均，其对凝血因子的收率为每升血浆纯化得到(320__+28)IU，比

酶活力可达(1 194-10)IU／mg。

多步层析法步骤繁琐，回收率低，即使经过三步层析法比酶活力达到200

IU／mg，仍会含有少量杂质(如蛋白C和仅一胰蛋白酶抑制剂等)，而且有造成病

毒感染和形成血栓的潜在危险。1984年，Liebman等人制备了Ca：+依赖型的单

克隆抗体，并成功的用Ca2+依赖型的单克隆抗体作为亲和配基完成对凝血因子

Ⅸ的亲和色谱。它的优点非常特出，经过一次色谱过程即可以获得比酶活力超

过150 lU／mg的纯蛋白，可以很好解决多步层析巾出现一些问题。而且，Ca2十依

赖型的单克隆抗体与凝血因子Ⅸ的结合．解离条件简单温和，在含有Ca2+的缓冲

溶液中抗体可以和抗原特异性结合，将淋洗液换成含有EDTA的缓冲溶液即可以

洗脱下抗原。使用凝【flL因子Ⅸ的单克隆抗体做亲和层析可以直接对血浆完成色

谱操作而不需要任何前处理，而且，在纯化得到的蛋白中检出不到病毒。但是，

单克隆抗体造价昂贵，且稳定性较差，最终产品中可能有少量小鼠蛋白存在，如

在临床使用可能会引起异种蛋白过敏，综合起来，以单克隆抗体为配基的免疫亲

和层析也难以大量应用到工业大批量生产。

另一种在纯化凝血凶子IX中常用的亲和配基是肝素。肝素是由二种多糖交

替连接而成的多聚体，是AT-Ill的辅因子，也是许多凝』ln因子的抑制剂， 可以

通过静电和亲和相互作用可分离血浆中的很多凝血因子。肝素便宜易得，但是亲

和的特异性较差，作为亲和色谱的配基分离的能力有限，通常只能作为多步色谱

法的最后⋯步。

此外，被报道应用于凝IfIL因子IX纯化的色谱柱还包括会属整合色谱[80]、

FractogetEMD-Amino(HAP)径向色谱柱、octyl—Sepharose CL 4B疏水色谱柱【8 1]。

目前，虽然有报道基因治疗对凝血因子IX缺乏的B型血友病具有不错的疗

效，但是大部分B型【fIL友病的患者还是依赖静脉注射天然或重组的凝血因子IX。

所以探寻新的凝血因子IX亲和配基，不仅可以应用在纯化天然来源的凝血因予

IX，也可以在表达重组凝【flL因子IX的纯化过程中发挥作用。

17
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1．3．4凝血因子X的纯化

凝血因子X的突变在临床上非常罕见，所以凝血因子X极少作为药物在临

床上使用。但是凝血因子X作为一个选择性很高的限制性内切酶，在实验研究

中仍具有广泛的用途。

凝疵因子X在血浆中的含量大约是凝』fIL因子IX的两倍，而它的纯化工艺的发

展也基本和凝血因予Ⅸ大致相同。1963年，Jackson等人首次报道了从牛血浆中

纯化凝血因子X的工艺[82】，其纯化的路线图如图1．10所示，采用的是硫酸钡

沉淀结合多步层析法，通过硫酸锁吸附、洗脱后分别经过二乙氨基乙基纤维素柱

析的梯度洗脱$tlSephadex G-100分子筛柱层析得到凝血凶子X。

Factor豆source

DEAE celIU Iose

botch adsorption

NON—ADSORBED
PROTEIN

FACTOR X EFFLUENT

NON-FACTOR X PROTEI N FACTOR X

图1．10硫酸钡沉淀结合多步层析法对凝Jf【L园子的纯化路线图[82】

Fig．1．10 Flow diagram ofthe factor X purification scheme．[82】
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Husi等人通过对几种亲和介质和疏水介质的色谱特性进行的研究表明，在凝

血因子X和凝血因予IX的纯化工艺中，肝素也是一个有力的工具[83，84】，但是

其由于其亲和的特异性较差，所以必须结合其他色谱才能获得纯度较高的凝【fIL因

子。单克隆抗体作为高度特异性的亲和配基，也被报道在凝血因子X的纯化中被

使用[85]。虽然单克隆抗体亲和色谱纯化凝血因子X具有良好的分离效果，且分

离过程简单而高效，但是存在的问题依旧是凝血因子X的单克隆抗体的制备过程

较为繁琐。所以探寻廉价易得且色谱效果和单克隆抗体类似的凝【ffL因子X亲和配

基，在纯化凝血因予X中具有很重要的意义。

19
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第二章抗凝血因子ACF II抗凝血活性机理及金属离子对

其结构稳定性和活性的影响

2．1 引言

蝮蛇的蛇毒具有很强的抗凝血活性。近几十年来，十余种具有抗凝血活性的

蛋白从多种蝮蛇的蛇毒中被纯化出来，如从黄绿烙铁头(Trimeresurusflavoviridis，

habu snake)蛇毒中纯化出的llabu IX／X．bp、habu IX．bp、从江浙蝮蛇(Agkistrodon

^劬旧Pallas)蛇毒中纯化出的AHP IX／X．bp以及从皖南尖吻蝮蛇(Agkistrodon

acutus)蛇毒中纯化出的ACF I和ACF II等等【1．6】。

通过研究这监抗凝血活性蛋白的结构以及它们的目标靶蛋白，发现这些抗凝

JllL活性蛋白结构相似、氨基酸序列同源性较高，这些蛋白被归为凝血因子IX／X

结合蛋白(IX／X．bp)家族。它们通过结合凝血因子Ⅸ、或者凝If【L因子X、或者

同时结合凝血因子IX和凝血因子X阻断凝血反应，从而发挥其抗凝血活性。

ACF I最早在1987年由Lu等人从皖南尖吻蝮蛇蛇毒中纯化得到[5】，2002

年，徐小龙又从皖南尖吻蝮蛇中纯化出另一个和ACF I结构相似、分子量非常接

近的抗凝血蛋白，命名为ACF U【6】。ACF I；f【IACF II同源性非常高，仅在甜链具

有9个不同的氨基酸残基，ACF I和ACF II都是通过与凝血因子X结合，从而具

有显著的抗凝血活性。

本章对ACF I及ACFⅡ与凝血因子IX及凝血因子X的结合反应、ACF I

及ACF II在体抗凝【fIL活性以及金属离子对其结构稳定性和抗凝IflL活性影响进行

了进一步的研究，以便深入了解它们抗凝血作用机理，并为凝血因子IX／X结合

蛋白家族的应用提供理论依据。

2．2实验仪器和材料

2．1．1 实验仪器

MicroCal VP．ITC等温滴定微量热仪(MicroCal，LLC，美国)；Biacore 3000

表面等离子体共振仪(Biacore，美国)；UV-2100紫外．可见分光光度计。(岛津，

日本)：RF．5000荧光分光光度计(岛津，日本)：AEL．160电子天枰(岛津，日



第二章 抗凝ff【【因子ACF II抗凝m活性机理及仓属离子对其结构稳定性和活性的影响

本)；PHS．2型pH计(上海雷磁仪器，一)；DY-A型电泳仪(上海康达电子仪器

厂)；BS．100A型自动部分收集器(上海沪西电子厂)；Z型系列层析柱(上海锦

华实验器械厂)：L-l型蠕动泵(上海新波无线电厂)；2000mL梯度混合器(上

海西巴斯生物技术开发公司)；A／lke DL．6000B冷冻离心机(上海安科公司)：单

道可调手动移液枪(Eppendorf，德国)；微量进样器(上海医用激光仪器厂)：

超滤离心管(3 kD)(Minipore，中国)。

2．1．2实验材料

皖南尖吻蝮蛇蛇毒粗毒冻干粉购自安徽屯溪蛇伤研究所；DEAE．Sephadex

A．50和DEAE．Sephadex C．50树脂购自GE公司；Chelex．100购自Bio-Rad公司

(Richmond,CA，USA)；盐酸胍(GdnHCl)、十二烷基硫酸钠(SDS)、丙烯酰

胺和甲叉双丙烯酰胺购自Sigma公司(StLouis，MO，USA)；3-巯基乙醇和R．250

考马斯亮蓝购自Fluka公司；三羟甲基氨基甲烷(Tris)购自上海生工试剂公司：

溴酚蓝购自|iI面宝生化制药J一(珠海，广东)；其他试剂均为分析纯。实验用

Wistar-Imamichi大白鼠(180．250 g，7-8周大，由安徽医科大学实验中心提供)。

2．3实验方法

2．3．1 ACF I和ACF II的纯化

参考XU等的方法[6]，并适当加以简化，将皖南尖吻蝮蛇蛇毒通过两步离子

交换层析，纯化得到ACF I和ACF II。

第4步为DEAE．Sephadex A．50离子交换层析。将皖南尖吻蝮蛇粗毒冻干粉

溶解在缓冲溶液0．02 mol／L Yris．HCI(pH=8．0)中后上样。A．50层析柱的流速设

定为30ml／h，自动部分收集器的转速为每15min⋯管。洗脱程序为0．0．5 mol／L

的NaCl，使用2个柱体积完成盐梯度的线性改变，所用缓冲体系为0．02 mol／L

Tris-HCI(pH=8．O)。

第二步为DEAE．Sephadex C．50离子交换层析。将A-50分离出的ACF I和

ACF II的混合部分，脱盐浓缩并将缓冲体系改变为0．02 mol／LTris．HCI(pH=6．0)

后上样。C．50层析柱的流速设定为30 ml，h，自动部分收集器的转速为每15min

⋯管。洗脱程序为0-0．5mol／L的NaCl，使用4个柱体秘完成盐梯度的线性改变，

洗脱过程所用缓冲体系为0．02mol／L"Iris．HCI(pH=6．O)。

将纯化的ACF I和ACFⅡ分别收集，浓缩脱盐，并做非变性的聚丙烯酰胺

凝胶电泳、SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳验证纯度，最后冷冻干燥备用。
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2．3．2 ACF I和ACF lI的对大鼠在体抗凝血实验

使用25％乌拉坦加l％水合氯醛的麻醉剂以5 ml／kg的剂量将大鼠麻醉后，

从尾静脉分别注射不同剂量的ACF I或ACF II。给药10分钟过后，从大鼠腹主

动脉采血。使用3．8％柠檬酸钠为抗凝剂的、采血量为2 lnl的真空取血管，从每

个大鼠样本取血2ml。血液样本迅速离心，获得血浆，并立即在自动凝血分析仪

(Sysmex CA．1500，美国产)上测定活化部分凝血活酶时间(APTT)，凝血酶

原时间(PT)和凝lfIL酶时间(TT)。

2．3．3 ACF II和凝血因子X及凝血因子I X的结合反应实验

使用非变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测ACFⅡ与FX／FIX的结合，在电泳过

程中所使用的分离胶、浓缩胶、电极缓冲液、加样缓冲液中均加入金属离子，以

便检测金属离子对该结合反应的影响。

其电泳条件为：分离胶的丙烯酰胺浓度为10％，缓冲体系为1．5 mol／L

"Iris．HCl(pH=8．8)，含浓度为l mmol／L的碱土金属离子氯化物；浓缩胶的丙烯

酰胺浓度为3％，缓冲体系为1．0 moYL Tris．HCl(pH=6．8)，含浓度为1 mmol／L

的碱土金属离子氯化物；电极缓冲液为"Iris．甘氨酸缓冲液(pH=8．8)，含浓度为

lmmol／L的碱土金属离子氯化物；2倍加样缓冲液巾含50 mmol／L Tris．HCI

(pH=6．8)，2％SDS，0．1％溴酚蓝，10％甘油，l mmol／L的碱土金属离子氯

化物；电泳电压为100V。

2．3．4表面等离子体共振法(SPR)测定ACF II和FX的结合反应

表面等离子体共振(SPR)是一种检测蛋白质相互作用的方法。SPR的原理

是将被研究的两种蛋白质分子中的一种通过反应以酰胺键连接在芯片的高分子

膜表面，然后将另‘种蛋白质分予的溶液通过流动池流经芯片表面，如果这两种

蛋白质具有相互作用，贝4会引起表面等离子体共振角的变化而获得信号。根据等

离子体共振角信号的强弱及其随刚‘间的变化，再通过浓度等信息，可以计算获得

这两种蛋白质分子相互作用的动力学信息，如亲和力、结合动力学常数、解离动

力学常数等等。

我们使用SPR检；爨JACF II与凝fljL因子X的结合动力学，所用仪器型号为

Biocore 3000(瑞士产)。该实验选择使用CM．5芯片，首先将FX连接到CM．5表

面，偶联条件为pH=5，偶联流速为10止知in：偶联结束后，封闭芯片上未偶联

蛋白的活性基团，封闭剂为N．hydroxysuccinimide，封闭流速为lO rtL／min[7】。

FX偶联完成后，将不同浓度(0-4“mol／L)的脱去离子的ACF n(apo．ACF II)
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依次注入并流经芯片表面，流速为10 rtL／min，结合2min，解离2min，再生液为

2 mol／L NaCI和10 mmol／L EDTA，流动柏平II样品缓冲液都是PBS(pH=7．4)。通

过在apo．ACF II溶液中加入最终浓度为I mmoUL的不同金属离子，可以检测不同

金属离子对这两个蛋白质结合和解离的影响。

‰
ACF II+F1)(a 害ACF II．FXa

‰行
(2．1)

2．3．5表面等离子体共振法(SPR)测定ACF II和FIX的结合反应

使用SPR检测ACF II与凝血因子Ⅸ的结合动力学。仪器型号为Biocore 3000

(瑞士产)，：繇片型号为CM．5：卷片。在pH=5，流速为lOlaL／min的偶联条件下，

将FIX连接到CM．5表面；偶联结束后，用N．hydroxysuccinimide封闭芯片上未

偶联蛋白的活性基团，封闭流速为10 rdYmin。FX偶联完成后，将不同浓度

(0．4pmol／L)的脱去离子的ACF II(apo—ACF II)依次注入流经芯片表面，流速

为309L／min，结合3 min，解离3 min，再生液为2 mol／L NaCI和10mmol／L EDTA，

流动相和样品缓冲液都是PBS(pH=7．4)。通过在apo．ACF II溶液中加入最终浓

度为l mmol／L的不同金属离子，可以检测不同金属离子对这两个蛋白质结合和

解离的影响。

2．3．6等温滴定微量热法(1TC)测定ACF Il和金属离子的结合反应

等温滴定微量热法(ITC)是⋯种检测两种分予相互作用过程中热力学变化

的有效方法，其原理是-住恒温条件下，通过向一种物质中逐渐加入另一种物质，

来检测这一过程的放热或者吸热变化。通过热量变化的数据，就可以计算得到分

子之间的相互作用的所有热力学数据[8，9]。

我们使用ITC检测ACF II和金属离子的相互作用，使用仪器为MicroCal

VP．ITC微量热仪。实验条件为，检测池中加入1．42 ml浓度为10 lamol／L的

apo．ACF II，滴定钳坤加入0．5 mmol／L的金属离子氯化物溶液，缓冲体系为0．02

mmoI／LTris．HCI(pH=7．4)。每次由滴定针向检测池中滴入8皿金属离子氯化物

溶液，检测池中的搅拌速度为307 rpm，每次滴定的间隔平衡时间为120 s，共计

滴定34次。另做一组，检测池中为没有蛋白的缓冲溶液，可得到空白背景滴定

数据。将样品数据扣除对应的背景数据，并在Origin 7．0中对得到数据加以拟合。

通过实验数据拟合可得热力学参数焓N、KA和AH，△G和AS可以通过下面的
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两个公式计算得到。

△G=-RTInKA

KG=心一1盛

(2．2)

(2．3)

2．3．7荧光分光光度法测定金属离子对ACF II的热力学稳定性和的影响

构成蛋白质分予的部分氨基酸含有荧光的发色基团，比如色氨酸、酪氨酸和

苯丙氨酸残基。其中色氨酸残基是研究蛋白质内源性荧光的常用检测对象，其在

295 lllll波长的激发光下，能够在335．360 nm之间发射出高强度的荧光。变性、

金属离子的结合或者解离常常会引起蛋白质结构的改变，而这种结构改变常常会

引起色氮酸残基在蛋白质表面的暴露或隐藏，从而导致蛋白质内源性荧光的强度

和最大发射波长的改变。所以，通过检测蛋白质内源性荧光的变化可以间接推测

蛋白质结构的改变。

加热会导致蛋白质原本的空间结构改变而发生可逆或不可逆变性，通过荧光

的测定可以推测该变性发生的过程，进而可研究金属离子对ACF II的热力学稳

定性的影响。加热升温诱导的蛋白质变性过程可以用两态变性机制来进行分析，

以N表示天然态，D表示变性态，则变性的过程可以描述为：N_D

平衡常数定义为：

K=[D]／[N】=(Fobs—FN)／(FD-Fob。) (2．4)

其中Fob。为测得的荧光强度，YN为没有加热的蛋白质的荧光强度，YD为升

到高温后蛋白质已经完全变性时的荧光强度。天然态和变性态的吉布斯自由能

△G可以通过下面的公式表示

AG=一RT InK=·RT In[(Yob。一YN)／(YD—Yobs)】 (2．5)

其中R是气体常数，T是绝对温度，AG代表的物理意义为蛋白质在热变性

过程巾的吉布斯自由能变化。AG和转变温度Tm之间关系可以用下丽的公式表

示

AG=AHm(1一T厂r。)+ACpIT-Tm-T·In(T／T。)】 (2．6)

转变温度Tm是开始热变性的温度和完成热变性的温度的中间值，AHm是Tm

时的热交性焓变，AC。是Tm时的热熔。综合(2．5)和(2．6)，可以得到拟合方

程：

Yobs-((YN+mN×D+(YD+mDxT)xexp[(AHm(1几n·I／T)+ACp(Tm佴1)+ln(T／Tm))／R

】}a／{l+exp[(AHm(i／Tm-l／T)+ACp(Tm厚1)+ln(T／Tm))瓜】} (2．7)

其中mN和mD分别表示蛋白质热变性前后的基线斜率。通过在origin 6．0中

对方程(2．7)进行非线性拟合，可以得到热力学常数AH。n and AC口。
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实验使用仪器为RF．5000荧光分光光度计，荧光池光径为l cm，激发波长

为295nm，发射扫描范围为300．450 nnl，激发和发射的狭缝宽度都设置为2 nnl。

平行配制5组浓度为5 lamol／L的apo-ACF II，其中4组分别加入最终浓度为

lmmol／L的MgCl2、CaCl2、SrCh、BaCl2，最后一组不加入任何金属离子。水循

环控温，升温速度为5℃／10min，每10min扫描一次。每组均有3个样品，数据

为三个样品测量的平均值。

2．3．8荧光分光光度法测定金属离子对ACF II的化学稳定性的影响

变性剂可以诱导蛋白质的解折叠而使其发生可逆或不可逆变性，常用的化学

变性剂包括尿素、盐酸胍(GdllHCI)等。化学变性剂的诱导蛋白质解折叠的过

程可以用两态解折叠机制来进行分析【10】，以N表示天然态，U表示解折叠态，

则解折叠的过程可以描述为：N_U

平衡常数定义为：

K=【U】／[N】=(F。b。-rN)／ffu·F出) (2．8)

其中F幽为测得的荧光强度，FN为没有加入变性剂的蛋白质的荧光强度，

Fu为加入高浓度变性剂后蛋白质已经完全解折叠时的荧光强度。天然折叠态和

完全解折叠态的吉布斯自由能AG可以通过下面的公式表示

AG=·RT InK=-RT In[(Fob。·Fr《y(Fu-Fobs)】 (2．9)

其中R是气体常数，T是绝对温度，AG为蛋白质在化学变性过程中的吉布

斯自由能变化。AG也可以用下而的公式表示

AG=△GO+m[U]=m(Cm-C) (2．10)

其中AGo是蛋白质在没有化学变性剂存在的情况下的解折叠过程的自由能

变化，Cm是开始解折叠的变性剂浓度和完成解折叠的变性剂浓度的中间值，m

的物理意义是变性剂浓度为Cm时解折叠曲线的斜率。综合以上方程，得到数据

拟合方程如下：

F。b。=f(FⅣ十r11N[U])+(FLr+mu[U】)事exp((m[D]-AGu)／RT)}／(1+exp((m[D]一AGo)／RT))

(2．11)

其中lnN和mu分别表示蛋白质解折叠前后的基线斜率。

本实验使用GdnHCI诱导ACF II解折叠，配置每组21个浓度为5 t．trnol／Ll堑3

apo．ACF II的溶液，其中每个样品溶液含有0．5 mol／L范围的不同浓度的GdnHCI，

缓冲溶液为O．02 mol／L的"Iris．HCI(pH=7．4)。总测定5组样品，其中4组分别加

入最终浓度为lmmol／L的MgCl2、CaCl2、SrCl2、BaCl2，最后l组不加入任何金

属离子溶液配置后，在4"C放置12小时使蛋白质的解折叠状态稳定后用荧光测

定。实验使用仪器为RF．5000荧光分光光度计，荧光池光径为Icm，激发波长为
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295 llm，发射扫描范围为300-450 nm，激发和发射的狭缝宽度都设置为2 nlil，

扫描速度为100 nm／min【ll】。每组样品均有3次重复，数据取三个样品测量的平

均值，并扣除背景进行拟合计算。

2．3．9 圆二色谱法(CD)测定金属离子对ACF II的热稳定性的影响

圆二色性(circular dichroism，CD)是对R和L两种圆偏振光吸收程度不同的

现象。这种吸收程度的不同与波长的关系称圆二色谱，是一种测定分子不对称结

构的光谱法。在分子生物学领域巾，CD主要用于测定蛋白质的二级结构，如c【．

螺旋、$一折叠、D．转角。当蛋白质在加热过程中，其二级结构会发生改变。通过

检测蛋白质在程序升温下的CD光谱的改变，可以研究其热稳定性及其影响因素

[12】。加热升温诱导的蛋白质变性过程可以用两态变性机制来进行分析，以N表

示天然态，D表示变性态，则变性的过程可以描述为：N_D

平衡常数定义为：

K=【O]／[N】_(Yobs-YN)／(YD·Y曲。) (2．12)

其巾Yobs为测得的222nm椭圆率数值，YN为没有加热的蛋白质的222 nll'l

椭圆率数值，YD为升到高温后蛋白质已经完全变性时的222 nm椭圆率数值。

天然态和变性态的吉布斯自由能AG可以通过下面的公式表示

AG=-RT InK=-RT In【(Yob。一Ys)／WD·Yo曲】 (2．13)

和荧光分光光度法的计算方法类似，可以得到

△G=△Hm(1-T门r，n)+ACpIT-Tm-T·ln(T／Tm)】 (2．1 4)

并进而得到拟合方程：

Yob。={CYN+mr、『xT)+(YD+mDxT)xexp[(AH。,(1rrm-I／T)+ACp(1’√T．1卜ln(1n．m))／R

】}／(1+exp[(AHm(1厂rm．1／D+△Cp(Tnl厂r．1)+ln(1仃m))／R】} (2．15)

实验使用仪器为Jasco J-810圆二色谱仪，扫描范网jl{i7 200．260 nln。平行配

制5组浓度为159mol／L的apo．ACF II，其中4组分别加入最终浓度为l mmol／L

的MgCl2、CaCl2、S疋12、BaCl2，最后一组不加入任何金属离子。水循环控温，

升温速度为5。C／10min，每10 min扫描一次。每组均有3个样品，数据取三个

样品测量的平均值。

2．3．1 0圆二色谱法(CD)测定金属离子对ACF lI的化学稳定性的影响

通过检测蛋白质在化学变性过程中的CD光谱的改变，可以研究其化学稳定

性。与前面的利用荧光光谱法测定蛋白质化学变性公式推导类似，可以得到拟合

方程：
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Yob。={fyN+mN【U】)+(Yu+瑚【U[U】)宰exp((m[D]-AGo)／RT)}／(1+exp((m[D]-AG”)／RT))

(2．16)

本实验通过CD检测GdnHCI诱导ACF II解折叠的情况，使用仪器为Jasco

J-810圆二色潜仪，扫描范围为200．260 rlm。配置每组21个浓度为15 pmol／L的

apo-ACF II的溶液，其中每个样品含有0．5 mol／L范围的不同浓度的GdnHCI，缓

冲溶液为0．02 mol／L的嘶s．HCI(pH=7．4)。共测定5组样品，其中4组分别加

入最终浓度为l mmol／L的MgCl2、CaCl2、SrCl2、BaCl2，最后1组不加入任何

金属离子溶液配置后，在4℃放置12小时使蛋白质的解折叠状态稳定后用CD

测定。每组样品均重复实验3次，数据取3次测量的平均值，并扣除背景进行拟

合计算。

2．3．1 1 差示扫描微量热法(DSO)测定金属离子对ACF lI的热稳定性的
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2．4实验结果

2．4．1 ACF I和ACF I I的纯化

皖南尖吻蝮蛇粗毒经DEAE．Sephadex A．50柱层析后，分出14个蛋白峰，

如图2．1所示。通过测定抗凝阻活性和SDS．PAGE对分子量的分析，可以推测

ACF I和ACF II在第6峰和第7峰中。

收集第6峰和第7峰，再经过DEAE．Sephadex C．50柱层析后，分出2个主

要成分。如图2．2所示，第l峰即为ACF I，第2峰为ACF II。

通过非变性PAGE和未还原的SDS．PAGE的验证，ACF I和ACF II均为单

一条带，已经达到电泳纯的纯度。图2．3为电泳胶片的扫描图片，其中A为非变

性PAGE，B为未还原的SDS．PAGE。

图2．1 DEAE-Sephadex A-50分离皖南尖吻蝮蛇蛇毒的层析图谱

Fig．2．1 Cllromatography ofAgkistrodon acutus venom on aDEAE-Sephadex A-50

一I-上jco∞N一①oc毋cI．10∞cI<
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图2．2 DEAE．Sephadex C-50分离图2．1中第6峰和第7峰的层析图谱

Fig．2．2 Chromatography of the mixture ofACF I andACF H obtained from the

column of DEAE--SephadexA--50 on a DEAE--Sephadex C—·50 column
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图2．3 ACF I和ACF II的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及SDS．变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳

Fig．2．3 Native·PAGE and SDS·PAGE ofACF I and ACF II．Purified ACF I and

ACT 11 were electrophoresed in 1 2％polyacrylamide gels without SDS for

native—PAGE(A)and containing O．1％SDS under nonreducing condition for

SDS—PAGE(B)，respectively．(A)Lane 1，ACF I；lane 2，ACFⅡ．(B)Lane 1，ACF I；

lane 2，molecular mass markers；lane 3，ACF II．
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2．4．2 ACF I和ACF lI的对大鼠在体抗凝血实验

ACF I和ACF II都表现了很强的在体抗凝血活性。实验中分别测定了ACF I

和ACFⅡ对APTT、PT以及TT的影响。尾静脉注射生理盐水的空白对照组的

APTT、PT和订分别为18．44-1．4秒、14．6：t：1．7秒、42．8+6．4秒。如图2．4、2．5、

2．7、2．8所示，ACF I和AcFⅡ对APTT和PT都有显著的延长作用，而且它们

的活性都具有量效关系。以1．65mg／kg的剂量对大鼠尾静脉注射ACF l可以使

APTT延长5倍，而达到同样药效则需要5mg／kg的ACF II剂量。对PT的延长

作用，ACF I和ACF II大致相同，都是5mg／kg的剂量延长一倍。但是ACF I和

ACF II对TT都没有任何显著的作用。这说明ACF I和ACFⅡ的抗凝血机理都

是只作用于外源性凝赢通路，这也与ACF I、ACF II属于凝血因子嗽结合蛋
白家族相吻合。

J‘、
o
①
rat)

、。一

I--
也
12．

<

Doses of ACFI(mg／kg)

图2．4尾静脉注刺’ACF I对大鼠APFq"的影响(图中牛表示凝血时间超过

测定仪器的响应时间)

Fig．2．4 Effect ofACF I on APTr in vivo after i．v．administration ofACF I in

anesthetized rats．ACF 1 was administered through the caudal vein in anaesthetized

rats at selected doses．Blood samples were taken out 10 rain after admimstration of

ACF I，and then APTT was measured．Means+S．E．M．，n=5
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o
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12．
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Doses of ACF I I(mg／kg)

图2．7尾静脉注射ACT II对大鼠APPT的影响

Fig．2．7 Effect ofACF II on APPT in vivo after i．V．administration ofACF II in

anesthetized rats．ACF 11 was administered through the caudal vein in anaesthetized

rats at selected doses．Blood samples were taken out 10 min after administration of

ACF II，and then APPT was measured．Means+S．E．M．，n=5

，’、
o
①
C疗

、。_，

I---
12．

Doses of ACF II(mg／kg)

图2．8尾静脉注射ACF II对大鼠PT的影响

Fig．2．8 Effect ofACF II on PT in vivo after i．v．administration ofACF II in

anesthetized rats．ACF 11 was administered through the caudal vein m anaesthetized

rats at selected doses．Blood samples were taken out 10 minafter administration of

ACF II，and then PT was measured．Means+S．E．M．，n=5
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G
器

、’一

}

Doses of ACF I I(mg／kg)

图2．9尾静脉注射ACF II对大鼠TT的影响

Fig．2．9 Effect ofACF II on TT in vivo after i．V．administration ofACF II in

anesthetized rats．ACF 11 was administered through the caudal vein in anaesthetized

rats at selected doses．Blood sampleswere taken out lO rain after administration of

ACF II，and then TT Was measured．Means+S．E．M．，n=5

2．4．3 ITC检测金属离子与ACF I I的结合

在ACF II中，有两个金属离子结合位点，天然态的ACF II含有两个C矛+。

通过ITC实验，我们定量的检测了M92+，Ca2+，Sr2+和Ba2+与apo．ACF II的结合情

况。图2．10为各种金属离子与apo-ACFⅡ滴定放热曲线}{5l，在每一个图上，上

半部分为滴定放热曲线，下半部分为金属离予和蛋白质的摩尔比。图2．10A为

M92+与apo．ACF II的放热曲线图，其每一次滴定的放热都接近于零，整体放热

曲线鼹示不出任何结合模式，这表明Mg+与apo．ACF II的结合：m常马蜀。图

2．10B．D分别为cE+，Sr2+和Ba2+与apo．ACF II的放热曲线图，使用两点拟合模式

可以完成对Ca2+，Sr2+和Ba2+与apo．ACF II的结合放热曲线的拟合，得到结合反

应的热力学参数(KA，AGAH和AS)，具体数据见表2．1。ITC结果表明，ACF

II可以结合两个Ca2+，而这两个结合位点对Ca2+的亲和力是不同的。从热量变化

图可得，ACF II的两个结合位点在结合Ca2+的时候都是放热的。△H和AS均为

负值，表明Ca2+与apo．ACF II的两个结合位点的结合都是焓驱动的，而熵对结

合是不利。ACFⅡ也可以结合两个sr斗或者两个Ba¨，其结合模式与Ca2+的结合

模式类似，也是两个亲和力不同的放热结合位点。与Ca2+结合不同的是，虽然焓

驱动是Sr2+、Ba2+与ACFⅡ结合的主要驱动力，但熵也会对结合有驱动作用。



表2．1 ITC测定金属离子与apo．ACF II结合的热力学数据

Table 2．1．Thermodynamic parameters for metal ion binding to metal．free ACF II

(apo—ACF II)at pH 7．6 obtained from isothermal titration calorimetry measurements

in 20 mM Tris．HCl(pH 7．6)at 25 oC

金属位 KA AG 埘 aS TaS

离子 点 (M1)(kcal mol"1)(kcal motl) (cal mol'*-K"1) (1【caI mol’1)

Ca斗 I (3．20士O．38)x105 ．7．504-0．12 ．9．18±O．73 ．5．60士O．60

Ⅱ (4．144-0．36)x 10’ -4．924-0．14 ．7．12士O．68 ．7．38士o．45

Sr：+ I (1．05士0．24)x10’ ．6．864-0．23 ．6．74士0．53 0．40士0．20

Ⅱ (2．964-0．3 1)x l O’ -4．74士0．10 -4．19-1-0．25 1．84：1：0．3 1

Ba” I (6．911-0．67)x10' -6．604-0．18 -4．24±O．41 7．95士0．73

Ⅱ f2．21i-0．26)x10’ ·4．564-0．16 -3．】J±0．42 4．83士0．62

．1．67圭0．47

-2．2帕=o．14

O．12士0．05

O．55士0．09

2．37士o．24

1．44：t0．2l

All values represent the average oftriplicate determinations

Molar Ratio
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Molar Ratio

图2．10 Mg”、Ca2+、sd+、Ba2+滴定apo．ACF II的ITC矧

Fig．2．10 Isothermal titration calorimetry OTC)measurements ofM92+(A)，Ca2+

(B)，Sd+(C)and Bap(D)binding to metal-free ACF II(apo-ACF II)．Raw ITC data

for irtjecting 0．6 mM alkaline earth metaliOIlS in 20 mM Tris．HCI，pH 7．6 into 12州
ACF II in the same bu行er at 25。C(Upper panels)．Normalized ITC data for titrations

versus molar ratio ofmetal—ion tO apo．ACF II(Lower panels)．Data analysis using

Origin 7．5 software package indicates that the binding data fit well to a two sequential

sites model．

2．4．4金属离子对ACF II对其结构的影响

从前面的ITC实验我们已经得到并种碱土金属离子与apo．ACF II的结合信

息。我们接着通过CD实验研究这些金属离子与apo．ACF II的结合对其二级结构的

影响。如陶2．1lA所示，apo．ACF II和Ca'-+_ACF II的CD光谱图非常接近，两在

apo-ACF II的溶液中加入最终浓度为lmmol／Ll弘JM92+，Sr2+或者Ba2+都不使其CD

光谱图发生显著的变化。这说明，这些金属离子都不对ACF II的二级结构产生影

响。色氮酸残基的荧光变化可以很灵敏的反应蛋白质结构的细微变化[15，16】。

分别测定不含任何金属离子的apo．ACF II及存在l mmol／L Mg+，Ca2÷，sd+或者

Ba2+fl向apo．ACF II溶液的荧光，并比较它们的荧光变化。图2．1 1B为ACF II在
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295nm波长的激发光下检测到的发射光谱，其中，不含任何金属离子笆Japo．ACT II

的最大发射波长为339nm；加入Ca2+、SP或Ba’+离子的溶液荧光强度分别增强

l 1％、10％、8％，而最大发射波长没有发生改变：}JNXM97+离子的溶液荧光没有

明显变化。这表明，Ca2+、Sr2+和Ba”耥apo=ACF II的结合会诱导ACF IIA9部

分色氨酸残基的微环境发生改变。虽然这个改变没有影响色氨酸周围环境疏水性

的改变，但是有可能导致色氨酸周围原本的荧光淬灭基团发生了移动。这个移动

可能减弱了荧光淬灭基团的淬灭作用，所以导致了荧光强度增强的结果。而M92+

没有诱导荧光发生变化，这与其不结合apo=ACF II的ITC结果吻合。

Wavelength(am)

Wavelength(nm)

图2．11 Mg’+、Ca2+、ST2+、Ba2+)tiJ-apo．ACFⅡ的圆二色谱图和荧光光谱图
的影响

Fig．2．11 The effects of metal ions Oil the far-UV circuLar dichroism spectrum

．．一oI_Il勺．，I．Ilu．∞o口．，。一．【。一
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and fluorescence ofACF II．(A)The far-UV circular dichroism spectra of 10州
apo-ACF II in 20 mM Tris—HCI buffer(pn 7．6)at 25 oC in the absence andpresence

of 1 mM M：92+，Ca2+，sr2+and Ba2+，respectively．(B)The intrinsic fluorescence

spectra of apo-ACF II(1肛M)in 20mM Tris-HCI buffer(pH 7．6)in the absence and

presence of 1 mM M92+，Ca2+，Sf2+and Ba2+，respectively,after excitation at 295 nnl．

2．4．5通过PAGE检测金属离子调控ACF l|和FX结合

ACF II在Ca2+存在的情况可以与Ⅸa形成l：l结合的复合物[171。我们通过
非变性的pAGE来检测在M矿+，sr2+或Ba2+存在的情况下，apo-ACF II和FXa的结

合情况。电泳的检测方式非常直观，如图2．12A所示，第l道和第4道分别为

ape．ACF II和FXa，apo-ACF II和FXa(摩尔比1：1)在l mmol／Ll筝JM92+存在的

情况下形成的复合物产生了一条新的条带(图2．12A，第2道)，同时apo-ACF II

和FXa原本对应的条带都消失了。当apo-ACF II和FXa的摩尔比为l：2的时候，

在l mmol／Ll堑JM92+存在的情况下，既有复合物的条带，也有FXa的条带(图2．12A，

第3道)。以上结果证明apo-ACF II和FXa在lmmol／Ll筝JM92+存在的情况下会l：

l结合形成复合物。图2．12的B和C分别证明了在1 mmol／L的Sr2+或者Ba2+存在的

情况下，apo-ACF II和FXa也都会形成l：l结合的复合物。

(A)

劾确缓彩螨簸‘ ”j

锄赫tj。；黼荆?
／

∞)

：。麴溺榭
嘞麟 妊獭獭

瑚燃锄燃 ，{

榔，黼涮

2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

图2．12通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析Mg”、Sr2+、Ba2+对apo．ACF
Ⅱ与FXa结合的影响

Fig．2．12 Analysis ofthe effects ofmetal ions on the binding ofACF II to FXa

by non-denatttring polyacrylamide gel electrophoresis：Samples were electrophoresed

in the presence of 1 mM M92+(A)，Sr2+(B)or Ba2+(C)．Lane 1 contained 4 p,1

ape-ACF II；lane 2 contained 4 rtl apo-ACF II and 4 m FXa；lane 3 contained 4山

apo-ACF II and 8“l FXa；Lane 4contained 4 rtl FXa．The concentrations ofboth
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apo-ACF II and FXa are 20州．

2．4．6 SPR分析金属离子对ACF II与FXa结合反应的影响

前面的聚丙烯酰胺凝胶电泳显示apo．ACF II与FXa在l mmol／L的Mf+、

Ca2+、SP或Ba2+存在的情况下都会发生l：l的结合，而它们的结合的动力学参

数可以通过SPR实验来进一步获得。图2．13为在1 mm01／L的M92+、Ca2+、Sr2+

或Ba2+存在的情况下，apo．ACF II和Ⅸa的结合曲线和解离曲线。在l mmol／L

的M92+、Ca2+、Sr2+或Ba2+存在的情况下，apo-ACF II与FX都会发生特异性结

合，但是在不同的金属离子条件下，它们的结合亲和力是不同的。使用l：l

Langmuir模型对结合曲线和解离曲线进行拟合可以计算得到结合的动力学参数，

如结合速度常数(k∞)，解离速度常数(ko岱)，结合常数(KA)，解离常数(KD)。

具体数据列在表2．2中。我们可以发现，金属离子诱导的apo．ACT II和FXa的

结合反应的亲和力大小为M92+>Ca2+>Sr2+>Ba2+。

表2．2不同金属离子存在条件下，SPR测定ACF II与FXa结合动力学的数据

Table 2．2 Effect of metal ions on kinetic parameters for binding of ACF 11 willl FXa

in 20 mM Tris-HCl 0H 7．6)determined by surface plasmon resonance．

All values represent the average oftriplicate determinations．
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Time(sec)

图2．13 SPR分析Mg’+、Ca2+、Sr2+、Ba2+对ape．ACF II与FXa结合动力

学的影响

Fig．2．13 Surfaceplasmon resonance kinetic analysis of the effect ofmetal ions

on the interaction ofACF H with FXa．Ape．ACF II in 20 mM Tris．HCl(pH 7．们

containing l mM Mg肘(A)，C∥(B)，Sr什(C)or Ba计(D)was injected over an

immobilized FXa surface at concentrations of0．1 25，O．25，0．5，1．O，2．0，and 4．0 oM
for 2 min．and dissociation was monitored for 3 min．The kinetic parameters were

obtained from each interaction by fit of the data to a l：l Langmuir model．

2．4．7通过PAGE检测金属离子调控ACF Il和Fl X结合

我们在前面已经详细研究了ACF II与凝疵因子X结合反应，但ACF II与凝

JfI【因子X的结合情况没有被报道。我们通过非变性的PAGE米检测在Ca2+存在

的情况下，ACF II平II FIX的结合情况。电泳的检测结果如图2．14所示，第l道

和第4道分别为ACF II和FIX；在第3道巾ACF II和FIX(摩尔比l：1)在l mmol／L

的Ca2+存在的情况下形成的复合物产生了⋯条新的条带，同时apo．ACF II和FXa

原本对应的条带都消失了；在2道中ACF II雨1 FIX的摩尔比为l：2的时候，在

l nlmoI／L的Ca2+存在的情况下，既有复合物的条带，也有FIX的条带。所以，

ACF II和FIX在l rnmol／L的Ca2+存在的情况下也会l：l结合形成复合物。
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图2．14通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析在ca2+存在的条件下ACF II

， 与FIX结合

Fig．2．14 Analysis of the effects of metal ions on the binding ofACF II to FIX

by non．denaturing polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of 1 mM Ca2+．

Lane 1 contained 4山ACF If；lane 2 contained 4 lal ACF II and 8”l FIX；lane 3

contained 4山ACF II and4 pl FIX；Lane 4 contained 4 pl FIX．The concentrations

ofbothACF II and FIX ale 20州．

2．4．8 SPR分析金属离子对ACF II与F I X结合反应的影响

前面的聚丙烯酰胺凝胶电泳显示在1 mmol／L的Ca2+存在的情况下ACF II

与FIX会发生l：l的结合。我们通过SPR实验可以进一步研究不同金属离子对

ACF II与FIX结合反应的影响，并获得它们的结合的动力学参数。图2．15为在

1 mmol／L的M92+、Ca2+、SP或Ba2+存在的情况下，apo．ACF II和FIX的结合曲

线和解离曲线。在l mmol／L的M92+、Ca2+、Sr2+或Ba2+存在的情况下，apo．ACF

II与FIX都会发生特异性结合，但是在不同的金属离子条件下，它们的结合亲和

力是不同的。使用1：l Langmuir模型对结合曲线和解离曲线进行拟合可以计算

得到结合的动力学参数，如结合速度常数(k蛐)，解离速度常数(kofr)，结合常

数(KA)，解离常数(KD)。具体数据列在表2．3中。我们可以发现，金属离子

诱导的apo-ACF II和FIX的结合反应的亲和力大小为M矿+>ca2+>sd+>Ba2+。
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表2．3不同金属离子存在条件下，SPR测定ACF II与FIX结合动力学的数据

Table 2．3 Effect of metal ions on kinetic parameters for binding of ACF 11 with FIX

in 20 mM Tris—HCI(pn 7．6)determined by surface plasmon resonance．

Metal ion ‰

f~f1 sq)

‰

(s‘1)

戤

(M‘1)

Ko

(M)

M矿 (3．55±0．2)x 104 (7．26±0．5)x10’3 (4．89x'-0．3)x 106 (2．05±0．3)x 10"7

Ca2+ (1．97±0．3)x104 (1．91：1：0．5)x10-s (1．03±0．2)x106 (9．7：tO．9)x10‘7

SP (2．16士0．1)x103 (3．67-L-0．4)x10-s (5．89±0．1)x105 (1．75：0．3)xlO石

Ba2+ (4．29i-0．2)x102 (5．03i-0．6)x10-3 (8．53i-0．1)×104 (1．17-20．4)x10"5

All values represent the average oftriplicate determinations．
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Time(sec)

Time(sec)

图2．15 SPR分析Mg”、Ca2+、St：+、BE+对apo．ACF II与FIX结合动力

学的影响

Fig．2．15 Surface plasmon resonance kinetic analysis of the effect of metal iOIlS

on the interaction ofACF 11 with FIX．Apo—ACF II in 20 mM"I ris-HCl(pH 7．6)

containing l mM MgH(A)，Cap(B)，Sr什(C)or Bap(D)was injected over an

immobilized FXa surface at concentrations of O．1 25，0．25，0．5，1．O，2．0，and 4．0 rtM

for 3 min．and dissociation was monitored for 3 min．The kinetic parameters were

obtained from each interaction bV fit of the data tO a l：l Langmuir model．

2．4．9荧光检测金属离子对GdnHC l诱导apo-ACF II解折叠的影响

我们以前的结果显示ap0一ACF II在GdnHCII构诱导下发生的两态解折叠，其

5l
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△Go为4．60±O．08 kcal／mol，而Ca2+．ACF II在GdnHCI的诱导下会发生三态的解

折叠过程，其△G00为6．37±0．13 kcal／mol[10]。现在我们进一步通过测定色氨

酸的内源性荧光来研究Mf+、Sr2+和Ba2+对GdnHcl诱导apo-ACF II解折叠过程的

影响。ACF II含有14个色氨酸残基，荧光光谱强度的变化和平均发射波长(AEW)

的位移都可以用来表征ACF II蛋白结构发生的变化。图2．16中的三条曲线分别

为：￡EM92+、Sr2+帮IBa2+存在的情况下GdnHCl诱导aD0．ACF II解折叠过程中339 nm

处荧光强度变化曲线，它们均为没有明最中间态的两态解折叠过程。在l mmol／L

的M92+存在下，当GdnHCI浓度为O．65 mol／L时，apo．ACF II开始解折叠，当GdnHCI

的浓度达到1．90 mol／L时，apo．ACFⅡ完成解折叠，这个解折叠过程伴随着AEW

的红移(356．7 nm-,'362．8 nm)。我们发现，召-EM92+存在的情况下，apo-ACF II

的解折叠曲线币llapo．ACF II在没有任何金属离子存在下的解折叠曲线是非常接

近的【lo]。Sr2+．ACFⅡ的解折叠过程开始于1．50 mol／L GdnHCl，在3．25 mol／L

的GdnHCl浓度时完成解折叠，AEW的红移为356．7衄一362．8 nm。Ba2+-ACF II

的解折叠过程开始于1．25 moⅥ。GdI皿Cl，在2．90 mol／L的GdnHCl浓度时完成解

折叠，AEW的红移为356．7 nm---．362．8 nm。通过两态拟合模式(N H D)，可以

计算获得apo．ACF II在各个金属离子存在的条件下解折叠的动力学参数。具体动

力学数据都列于表2．4中。我们通过比较可以发现， M92+存在的情况下，

apo．ACF II的解折叠动力学参数，如△Go、Cm、m，分别；f[1apo-ACF II在没有任何

金属离子存在下的解折叠动力学参数非常接近的【10】。而Sr2+-ACF II和Ba2+．ACF

II的AGo都大于apo．ACF II的△Go，这个结果可以证明，Sr2+币tlBa2+与Ca2+⋯样，都

对ACF II的结构起稳定性作用。

GdnHCI(M)
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GdnHCI(M)

图2．16通过荧光研究金属离子对GdnHCI诱导apo-ACF II解折叠的影响

Fig．2．16 The effects ofmetal ions on GdnHCl．induced unfolding ofACFⅡn

“M)in 20 mM Tris．HCl buffer(pH 7．6，250C)．Unfolding transitions of apo．ACFⅡ

in the presence of l mM Mg，．Bap．ACFⅡin the presence of l mM Ba-7+and

St：+．ACF II in the presence of 1 mM S，1。were monitored by measurement of

fluorescence at 339肿(A)and average emission wavelength(AEW)(B)after

exciting at 295 nnl．The curves in figure(A)are the fitting curves based on

experimental points by nonlinear least—squares analysis for each two-state transition．

AEW(mean of the integral between 300 and 450 nm)Was calculated as：AEW=(∑

Ha)x(对、)范F《对，where F《码is the point fluorescence at wavelength lLll8、

2．4．10 CD分析金属离子对6dnHC l诱导apo-ACF II解折叠的影响

为了分析由荧光光谱测定的GdnHCl诱导apo．ACFII解折叠过程是整体结构

变化还是局部解折叠，我们通过CD谱检测GdnHCI诱导apo-ACF II解折叠过程。

图2．17为检测不同GdnHCI浓度下蛋白质在222 nm的椭圆率的变化曲线图。在

l mmol／L Mg斗、Sr2+和Ba2+存在的情i兕下，apo．ACF II的CD变化曲线都是没有

中间态的一步变化过程。和荧光的拟合方式类似，也使用两态拟合模式，计算得

至tJAGo、C。、m。在表2．4中，把通过CD检测GdnHCI诱导apo．ACF II解折叠

过程得到的数据拟合出的动力学参数和通过荧光检测GdnHCI诱导apo．ACF II

解折叠过程得到的数据拟合出的动力学参数放在一起。通过比较CD椭圆率变化

曲线图(图2．17)和荧光强度变化曲线图(图2．16A)，我们发现，CD和荧光对

GdnHCI诱导apo．ACF II解折叠过程的检测结果是大致吻合的。比较表2．4中计

算的动力学参数，CD法和荧光法最后得到的△Go、Cm、m结果也是大致相同的。
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通过CD和荧光共同证明了apo．ACF II在Mg’+、Sr2+、Ba2+存在条件下的化学变

性是一个两态过程，sr2+和Ba2+可以像Ca2+⋯样提高apo．ACF II的化学稳定性，

而Mg+对apo．ACF II化学稳定性不做贡献。以上结果表明，荧光光谱检测的ACF

II的解折叠过程是蛋白质整体结构变化过程。

表2．4荧光分析不同金属离子存在条件下apo—ACF II化学变性的热力学数据

Table 2．4 Thermodynamic parameters for unfolding equilibria ofM92++apo-ACF II，

Sr-'+．ACF II and Ba2+．ACF II in 20 mM Tris．HCI(pH 7．6)induced by GdnHCI at 25

oC，monitored by measurements of fluorescence at 339 nm and by the measurements

ofellipticity at 222 nn'1．

样 G Y，：／ AGO

品 (M) (kcal M’1 mold) (kcal mol。1)

M92++apo—ACF II事

M92++apo·ACF II奉}

S?+-ACF II*

Sr2+．ACF II幸曩

Ba2+．ACF II*

Ba2+．ACF II·宰

1．20±0．03

1．24±0．0l

2．38±0．06

2．42±O．03

1．95±0．05

1．99±0．02

3．74±0．09

3．52±0．04

2．54±0．07

2．46±0．03

2．77±0．04

2．66±0．02

4．62±0．08

4．38±O．05

6．03±0．16

5．96±0．1l

5．43±0．05

5．29±0．07

All values represent the average of triplicate determinations．

宰Thevalues wenmonitored by measurement ofthe fluorescence at 339 nln．

幸宰The values were monitored by the measurements ofellipticity at 222 nin．

GdnHCI(M)

图2．17通过CD研究金属离子对GdnHCl诱导apo-ACF II解折叠的影响
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Fig．2．17 GdnHCI．induced changes ofthe fa卜UV CD spectra ofACF 11 00 laMl

in 20 mM Tris．HCl butier,pH 7．6．250C．Unfolding transitions of apo．ACF II in the

presence of l mM Mgp．Ba>'+．ACF II in the presence of l mM Bap and SrZ+．ACF II

in the presence of l mM S，+were monitored by measurement of far-UV CD

ell ipticity at 222 m．The curves are the fitting curves based on experimental points

by nonlinear least·squares analysis for each two—state transition．

2．4．11 金属离子对ACF II热稳定性的影响

前面讨论的是ACF II的化学稳定性，这里我们通过荧光和CD来检测ACF II

的热变性过程。图2．18A为没有任何金属离子存在的apo-ACF II以及apo．ACF II

在lmmol／L的M92+、Ca2+、SP或Ba2+存在下339 lm-i的荧光强度随温度变化曲

线。在没有金属离子存在的情况下，apo．ACF II表现出二个步骤的解折叠过程。

在40℃到5l℃，apo．ACF II在339 nln的荧光强度出现了缓慢的增长，从5l℃

到59℃增长则非常迅速，并在59℃达到平台值。在70℃到90℃的时候，apo-ACF

II的荧光强度突然急剧下降，这是由于在70"C以上的高温环境下，蛋白质会发

生聚集。在apo．ACF II溶液中加入l mmol／L的M92+后，其荧光强度随温度变化

曲线和没有加任何金属离子溶液的曲线基本相同。这表明，M92+对apo-ACFⅡ

的热稳定性没有贡献。而在apo-ACFⅡ溶液中分别加入l mmol／L的Ca2+、SP

或者Ba2+会使荧光强度随温度变化曲线中的两个解折叠区域都向高温移动，这说

明Ca2+、Sr2+和Ba2+都会增强apo．ACF II的热稳定性。和apo．ACF H一样，

Ca2+．ACF II、Sr2+．ACF II或者BaZ+．ACF II也会在70℃以上发生聚集。

通过两态拟合模式计算，可以得到荧光分光光度法测定的热变性过程的热力

学参数△CD、△Hm和T。，具体数值列在袁2．5中。

图2．18B为没有任何金属离子存在的apo．ACF II以及apo．ACF II在1 mmol／L

的Mg’+、Ca2+、Sr2+或Ba!+存在时222 nm的椭圆率随温度变化曲线。图中的五

条椭圆率升温变化曲线均表现为⋯步解折叠过程。和荧光得到的结果类似，没有

金属离子的apo．ACF II和加入M92+的样品所测得的椭圆率升温变化曲线大致相

I司。而加入l mmol／LCa”、Sr2+和Ba2+的样品，其椭圆率随温度变化曲线中的解

折叠区域显著的向高温方向移动了。使用两态拟合模式计算，可以得到CD法测

定的热变性过程的热力学参数，具体数值和荧光法测得的一起列在表2．5中。CD

的实验结果和荧光的实验结果比较吻合，共同论证了，不与apo-ACF n结合的

M92+对apo．ACF II的热稳定性没有影响，与apo-ACF II结合的Ca”、SP和Ba2+

都会增强apo．ACF II的热稳定性。

表2．5荧光和CD分析不同金属离子存在条件下apo．ACF II热变性的热力学数

据
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Table 2．5 Thermodynamic parameters for the thermal denaturation of apo—ACF II，

M92++apo．ACF II，Sr2+-ACF II and Ba2十．ACF II in 20 mM Tris．HCI at pH 7．6，

monitored by measurements of fluorescence at 339 ntn and by measurements of

ellipticity at 222 nm．

样

品

△q

kcal．mol"1．K"1

越。
kcal．tool。1

Apo·ACF II宰0．31±0．04 129．4+1．5 53．02士O．1 7

Apo·ACF II宰奉 0．1 5±0．01 104．2_-1：0．8 52．1 7+0．20

M92++apo-ACF II*0．42士0．03 1 35．14"1．4 53．39士0．1 3

Mg’++apo-．ACFⅡ幸幸 0．16士0．02 105．1+1．1 52．91i-0．18

Ca2+．ACF II* 0．58士0．03 227．4士1．0 63．17士0．29

Ca2+-ACF II宰} 0．3钍O．01 215．3士2．1 63．84士0．15

sd+-ACF II* O．49士O．02 233．7士o．8 62．98士0．1 8

Sr2+．ACFⅡ宰牛 0．42±o．03 231．2士1．9 63．20士0．27

Ba2+-ACT II* O．55士0．01 250．6士1．5 62．03士0．12

Ba2+．ACF II·囊 O．49士O．0l 244．5+2．3 61．77士0．29

All values represent the average of triplicate determinations．

木Thevalues were monitored by measurement ofthe fluorescence at 339 nm．

幸宰The values were monitoredby the measurements ofellipticity at 222 nln．
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图2．18通过荧光和圆二色谱研究金属离子对apo-ACF II热变性解折叠的

影响

Fig．2．18 Thermal．induced unfolding ofACF II in 20 mM Tris．HCI．pH 7．6

followed by fluorescence．(A)The fluorescence of l laM apo．ACF II in the absence

and presence of l mM Mg二+，Ca2+，S一+or Ba+was measured at 339 mTl as a function

of temperature，using a linear temperature ramp of l C／min．(B)The ellipticifies of

1 0 laM apo．ACF II in the absence andpresence of l mM Mg：+，Ca2+。Srz+or Ba2+

were measured at 222 am as a function oftemperature，using a linear temperature

ramp of l C／min．The lines are nonlinear Ieast squares fits ofEquation 6 fMaterials

and methods)to the experimental data．

2．4．10 DSC分析金属离子对ACF II热稳定性的影响

使用DSC可以深入研究ACF II热变性过程中的每一个相变。图2．19中的五

幅图分别为没有任何金属离子存在的apo-ACF n或是含有l mmol／L的M92+、

Ca2+、St'-+或Ba2+的apo．ACF II的DSC热量变化曲线(已经修正了基线，并做了

蛋白质浓度归一化)。apo—ACF II的热量变化曲线可被拟合为三个两态转变过程，

其拟合得到的热力学参数见表2．5。

表2．6 DSC分析不同离子存在的情况apo—ACF II的热变性的热力学数据

Table 2．6．Thermodynamic parameters for the thermal denaturation of apo·ACF II，

M92++apo．ACF II．Sr2+．ACF II and Ba2+．ACF II monitored by differential scanning

calorimetry in 20 mM"I ris·HCI at pH 7．6．
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Species 瓦(。C)眦aI(kcaltmol‘1)艄知(kcal·mol’1)峨al／艄．vH
Apo·ACF II 50．02--+0．10 78．2士1．3 81．84-1．8 0．96

53．23士0．09 l 104-9

56．904-0．03 1 434-8

119士3

1444-13

M92％apo．ACF II 50．654-0．18 48．8士o．8 51．0士1．1

53．5∞=o．05

57．144-0．02

Ca2+．ACF II 6 1．054-0．09

63．44=I．-0．0 1

Sr2+．ACF II 60．46士O．30

63．404-0．04

105士6

159士8

143士5

209士5

127“

2194-14

1144-1

172士7

1314-9

237士3

133士3

209士5

0．92

O．99

0．96

0．92

O．92

I．09

0．88

0．95

1．05

Ba2+-ACF II 58．78士0．19 1594-9 1454-10 I．10

62．254-0．03 2284-9 209士3 1．09

All values represent the average of triplicate determinations．

这三个两态转变的Tm分别为50．02--￡0．10℃，53．23+0．09℃和56．90：t：0．03℃。

含有l mmol／L M92+的apo．ACFⅡ的热量变化曲线与不含M92+时的曲线非常接

近，也被拟合为三个两态转变过程，且拟合得到的三个T。值也很接近(见表2．6)。

当apo．ACF II与Ca2+、SP或者Ba2+结合以后，其热量变化曲线只能拟合为两个两

态转变过程，且Tm值都有显著的增加(见表2．6)。这些结果进一步证明TCa2+、

Sr2+和Ba’+&japo．ACF II结合以后会增加其热力学稳定性。通过计算△H。。I／AHvu

的比例可以推测协同单元的数目【19，20】。对于一个严格的两态转变，其

△I-Lal／AH，H=l。如果△Hc。dAH，H>l，说明在整个过程中有一个或者多个中间态；

如果AH。。dAH。H<l，则表示分子间有相互作用。没有任何金属离子存在的

apo-ACF II以及含有l mmol／Ll弘JM92+、Ca+、Sr2+ 2+I鬟Japo-ACF II的所有热量

变化曲线的所有转变峰的△Hc。I／△H。H都接近于1，这说明这些转变都是近似的两

态转变过程。
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Temperature(。C)

图2．19 DCS分析金属离子对apo-ACF II热变性解折叠的影响

Fig．2．19 The effects of metalions on thermal．induced unfolding ofACF II in 20

mM Tris．HCl buffer(pH 7．6)．Unfolding transitions of40 LlM apo．ACF II in the

absence(A)and presence of l mM M92’(B)，l mM Ca2’(C)，l mM Sr2十(D)and l

mM Bap(E)were monitored by differential scanning calorimetry(DSC)．The data

points are shown as 0pen circles，and the solid line iS tlle best fit of the DSC data to

models of three two．state transitions for(A and B)or two two．state transitions for(C，

D and E)．Dashed lines represent the predicted co curve of each of the two．state

transitions in which the global curve Call be deconvoluted．Scan rate iS 60 oC／h．
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2．5实验讨论

这一章节的工作主要研究碱土金属离予和ACFⅡ结合的热力学性质以及这

些金属离子对ACF II与FXa结合的亲和力和ACF II的结构稳定性的影响。我们

的研究表明，溶液巾Ca2+的存在并不是ACF II和FXa结合的必须条件，M92+，

Sr2+和Ba2+都可以诱导ACF II和FXa结合。在不同的金属离子存在的条件下，

ACFII和FXa结合的亲和力是不同的，其亲和力的大小和金属离子的半径相关。

金属离子对ACF II热稳定性和化学稳定性的提高作用，也与金属离子的半径密

切相关。我们通过实验结果也证明了，金属离子与ACF II的结合并不是ACF II

与FXa结合的前提条件，而金属离子与FXa结合才是ACF II与FXa结合的前提

条件。

我们实验中所测试的碱=【=金属离子都是相同价态的硬酸，包括：M92+，Ca2+，

Sr2+和Ba2+，但它们的离子半径不同，分别为0．078 nm，0．106 nm，0．127 nm和

0．143 nil](www．chemsoc．org)。ITC结果表明，离子半径比Ca2+小I筝JM92+上japo．ACF

II结合的亲和力极弱，而离予半径比Ca2+大的SP、Ba2+可以占据ACFⅡ中的两个

Ca2+的结合位点。M92+上japo-ACF II的亲和力极弱，其原因可能在于M92+的离子

半径较Ca2+小了很多，所以难以匹fldACF II上的ca2+结合位点。从离子半径的数

据上来看，S，的离子半径和Ca2+的离子半径最为接近，所以， Sr2+与ACF II上

的两个结合位点的结合常数KAl和KA2与Ca2+结合ACF II的常数也非常接近(表

2．1)。作为对比，Ba2+的离子半径IZCa2+的离子半径要大很多，所以，Ba2+与ACF

II的两个结合位点的结合常数KAl和KA2与Cal+的结合常数之间有很大的差异。

Ba2+取代Ca2+导致KAl和KA2的下降说明，ACF II上的Ca’+特异性结合位点对Ba2+

的亲和力较低。这些结果说明，ACF II依据金属离予半径的大小选择结合金属离

子。

虽然Ca2+、Sr2+和Ba2+与ACF II的结合对其二级结构都没有影响，但是这些金

属离子的结合会诱导ACF II上色氨酸残基的微环境发生改变。以自酉，我们已经证

nYjCa2+的结合能增强ACF II的结构稳定性[10】。如}冬j 2．20所示，ACF II的A．链的

N末端的第二个a。螺旋通过一个Ca2+和A．链的C末端紧密结合，类似的，B．链的N

末端的第二个a-螺旋通过另一个Ca2+和B．链的C末端紧密结合。Ca2+像锁一样增

强ACF II结构稳定性。Ca2+也可以增强hahu蛇毒中habu IX／X．bp的结构稳定性

『211。Habu IX／X．bp在结#Ca2+以后其结构稳定性获得增强，必需在3 mmol／L的

Ca2+存在的情况下habu IX／X．bp才能够形成晶体，这表明在Ca2+存在的情况下

habu IX／X．bp才‘能形成一个更刚性的构型。我们也观察到，Sf+和Ba2+能增强ACF

II在GdnHCl诱导的解折叠过程中的结果稳定性。
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N

N

图2．20ACF II的品体结构(蛋白质银行号：lYl7)

Fig．2．20 Ribbon model of the heterodimer polypeptide chains ofACF II．The

Ca2+ions and Trp residues are indicated as yellow balls and green bails，respectively．

The picture was drawnwith a Protein Data Bank file lY l 7．

有趣的是，我们发现就是金属离子的半径对ACF II结构稳定性又显著的影

响。通过用荧光检测GdnHCI诱导的Ca2+-ACF II，Sr2+．ACF II和Ba2+．ACF II解

折叠过程中自由能的变化，我们发现，S12+-ACF II的AGo比Ca2+-ACF II的△G的0

要略小，两者差值为0．34±0．16 kcal tool～，而Ba2+-ACF II的AGo比Ca2+-ACF II

的△Gto协lo要小得多一些，两者差值为0．94±o．13 kcal tool一。这些结果表明ca2+、

Sr2+、Ba2+都可以提高apo-ACF II在抗GdnHC!变性过程中的稳定性，其中Ca2+

提高能力最强，SP次之，Ba”最弱。ACF 11分子中的Ca2+被SP替换后，替换

前后的结构稳定性变化最小，其原因在于Sr’+的离子半径和Ca2+的离子半径非常

接近。而Ba2+的离子半径比Ca2+的离子半径大很多，所以，ACF 11分子中的Ca2+
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被Ba2+替换后，替换前后的结构稳定性变化比较大。我们也用CD光谱检测了，

在不同金属离子存在情况下，GdnHCl诱导ACF II化学变性的过程，其结果和

我们用荧光检测的基本一致。

在ACF II的热变性过程中，我们也观察到碱土金属离子诱导的结构稳定性。

通过荧光和CD光谱，检测蛋白质在热变性过程中的Tm值，我们发现，apo．ACF

Ⅱ在结合Ca2+、SP或Ba”以后，其T。值较apo-ACF II的Tm有显著的上升(表

2．5)。这揭示了，Ca2+、SP或Ba2+与apo-ACF 1I的结合可以提高apo．ACF II对

抗热变性的结构稳定性。比较Ca2+、SP和Ba2+对ACF II的Tm值提升的差异，

我们发现，金属离子提高apo．ACF II对抗热变性的结构稳定性与金属离子的半

径相关。Ca2+作为ACF II在天然状态下所结合的金属离子，Ca2+．ACF II的热变

性Tm值是最高的。SP与Cal+的离子半径非常接近，通过荧光和CD检测的

Sr2+-ACF II的热变性Tm值与CaE+．ACF II的热变性Tm值也非常接近。Ba2+的

离子半径比Ca2+的大很多，通过荧光和CD检测的BaE+．ACFH的热变性Tm值与

Ca2+．ACFⅡ的T。值要低⋯些。使用DSC可以进一步研究蛋白质在热变性中的

转变细节。DSC得到的结果表明，apo-ACFⅡ在结合Ca2+、SP或者Ba2+以后，

其热变性的中间转变过程和最高转变过程的Tm值都显著的增高了，这也进一步

说明Ca：+、妒+和Ba2。都对ACFⅡ的结构稳定性做出贡献，以提高ACF II热变

性的转变温度。由DSC测得的Ca2+．ACFⅡ，Sr2+-ACF II，Ba2+_ACFⅡ的热变性

的Tm值也证明了ACF II的结构稳定性与其结合的金属离子的半径相关。ACF II

在天然状态下的结合离子为Ca2+，通过DSC测得的Ca2+．ACF II的所有转变过程

热变性Tm值都是最高的。Sr2+的离子半径比Ca”的微大，通过DSC检测Sr2+．ACF

II热变性中间转变过程和最高转变过程的Tm值也都比Ca2+-ACF II的得到Tm值

略小。Ba2+的离子半径比Ca2+的大很多，通过DSC检测Ba2+-ACFⅡ的热变性

Tn。值与Ca2+．ACF H的热变性Tm值比都要低一些。

金属离子不仅影响ACF II的结构稳定性，而臣对ACFII与FXa结合的亲和

力也有影响。PAGE和SPR实验都显示M92+、Cav-、Sr2+、Ba2+都能诱导ACF II

和FXa的结合，这说明Ca2+的存在并不是ACF II与FXa结合的必须条件。在不

同金属离子存在的条件下，ACFⅡ与FXa结合的亲和力是具有差异的，其大小

变化的规律为M92+>Ca2+>Sr：+>Ba。2+。

据文献报道，从Deinagkistrodon蛇毒中纯化出一种凝血因子X结合蛋白，

Deinagkistrodon X．bp，其两条链中间的凹形表面与FX的Gla结构域发生结合[22】。

于此类似的是，从habu蛇毒中纯化出的一种凝随因子Ⅸ结合蛋白，Ilabu IX．bp，

这个蛋白与FIX的Gla结构域发生结合的也是它的两条链中间的凹形表面【23】。

ACF II雨IDeinagkistrodon X-bp具有84．5％的氨基酸序列同源性，因此我们有理由
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去推测ACFⅡ也可能利用双链中间的凹形表面与FX的Gla结构域结合。FXa的Gla

结构域具有多个Ca2+、M92+离予结合位点【24，25】，而Gla结构域也负责与Ca2+

依赖性的磷脂膜结合[22】。SP可以取代FX@的Ca2+，而不影响其与磷脂膜结合

的活性【26】。FXaLjM92+、Ca2+、Sr2+的结合可能是FXa与ACF II相互识别的前提

条件。虽然M92+在与ACF II的结合中表现了很弱的亲和力或者可以说是与ACF II

基本不结合，但是在M92+存在的条件下，ACF IlglFXa发生结合的亲和力最强。

这个结果说明，金属离子与ACF II的结合并不是ACF II与FXa结合的必须条件，

而金属离子与FXa的结合才是ACF II与FXa结合的关键条件。M92+可以结合Ⅸa
的Gla结构域并促进ACF II与FXa之间的结合。Ca2+在正常血浆中的浓度为2．2～

2．6 mmol／L，而M92工的浓度为O．8～1．2 mmol／L【27】。和Ca2+类似，M92+与FX的

Gla结构域的结合是其识别AcF II的关键条件。因此，血液中丰富的M矿+也在AcF

Ⅱ抗凝血作用中发挥重要作用。我们通过图2．20可以看出，ACF II的两个金属离

子结合位点距离它两条链间的凹形表面很远，而凹形表面应是ACF II与FX的Gla

结构域结合的部位。所以，ACF II与两个金属离子的结合可能并不涉及ACF II与

FXa的结合过程，ACF U与两个金属离子的结合也不是ACF II与FXa结合的提前

条件。由此可以解释为什么M92+雠jACF II结合，但M92+可以诱导ACF II与

FXa发生高亲和力的结合。通过分析在不同金属离子存在条件下ACFⅡ与FXa的

结合常数(KA)与金属离子之间的关系，我们发现KA的数值随着金属离子半径

的增大而减小，这说明与FXa结合的金属离子的半径影响ACF II和FXa的结合亲

和力。

2．5小结

我们研究了ACF I和ACF II在体内抗凝血活性、碱土金属离予与ACF I和

ACF II的结合反应以及它们对ACF I和ACF II的结构稳定性和功能的影响。ACF

I和ACF II在老鼠体内表现出显著的抗凝血活性，它们都显著延长APTT和PT，

都对TT没有影响，表明它们的抗凝血作用与抑制凝血因子IX／X活性有关。非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和表而等离子共振的结果都鼹示，ACF U与FXa结合

反应不是绝对依赖Ca孙，M92+、Sr2+和Ba2+也可以诱导ACF II与FXa结合反应。

与ACF II结合的金属离子半径不仅显著影响金属离子与ACFⅡ结合亲和性，而

且也显著影响ACFⅡ抗GdnHCI变性和热变性的结构稳定性。而与凝IflL因子X

结合的金属离子半径显著影响ACF n与FX结合亲和性。金属离子对ACF II亲

和性强弱和金属离子诱导ACF II结构稳定性能力大小遵循相同顺序：Ca：+>Sr2+

>Ba2+。而金属离子诱导的ACF II与FX结合反应的能力大小为：M92+>Ca2+>
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SP>Ba2+。虽然M92+对ACF lI的亲和性最低，但M92+诱导ACF II与FX结合

反应能力最强。我们的实验结果表明，金属离子与ACF II结合能显著增强ACF II

结构稳定性，但金属离子与ACFII的结合反应不是ACF II与FXa发生结合反应

的前提条件；金属离子与FXa结合反应才是ACF II与FXa相互识别的前提条件。

另外，ACF II是基于金属离子半径选择结合Ca2+。
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第三章高效亲和层析纯化凝血因子IX和凝血因子X

3．1 引言

凝血因子Ⅸ和凝Jf【【因子X都是维生素K依赖因子，它们都是由肝细胞合成并

分泌到血液中，并在凝血反应中发挥各自的活性[1】。FIX和FX都是糖蛋白，人源

FIX的分子量为56 kD，含多糖17％左右【2】；人源FX的分子量为59 kD，含多耱

10％左右[3]。

凝血因子Ⅸ和凝血因子X在凝血的瀑布反应中，位于内外源通路的交汇点，

所以对凝ffIL过程有着非常重要的作用。凝血因子IX在血浆中的的含量一般有5

毫克／升左右，而凝血因子X在IfIL浆中的的含量为10毫克／升左右。

凝血因子Ⅸ是一个非常重要的药物，在临床上被用作治疗B型血友病。B

型血友病(也称作Christmas病)是一种非常严重的疾病。B型Jf【L友病患者的血

液在体内和体外凝血活性降低，而他们的一生都必须在严格的医疗监控下度过。

这砦患者必须补充外源的正常血浆中提取的凝血因子IX，才可以让凝血时间恢

复正常，且目前没有其他任何替代品。

凝血因子X虽然没有作为药物在临床使用，但是FX是个使用范围广泛的生

化试剂。FX作为凝血通道上的重要环节，是～个很好的抗凝血药物的设计靶标。

同时，FX也是一个选择性很高的精氨酸肽键水解酶，可以作为融合基因表达的

融合蛋白的限制性内切酶。

因此，从血浆巾高效率纯化制备FIX和FX是：1}I常意义的。

自上世纪七十年代FIX、FX第一次被纯化【4，5]发展到今天，国内外现在已经

有多种从血液中纯化天然FIX、FX的方法。单纯的多步离子交换层析，或是离子

交换层析和亲和层析相结合的方法，是当前普遍认可的从血液中提取高纯度FIX

和FX的有效方法。多步离子交换层析，步骤繁琐，需要耗费较长的时间[6，7】。

FIX、FX都是酶原，在长时问的纯化处理过程中，它们会被活化成FIXa、FXa，

所以，使用多步离子交换层析很难得到纯度较高的未被活化的FIX、FX。FIXa

和FXa是具有生物学活性的水解酶，在临床使用的FIX中如果含有部分FIXa，则

有可能在体内触发凝血反应形成血栓。FX虽然大部分情况是作为实验试剂被使

用，但对纯度的要求也是很高的。离子交换层析和亲和层析相结合的方法较单纯

的多步离子交换层析步骤简化，可以很大程度上解决多步离子交换层析费时的问

题，且亲和配基对FⅨ或FX的特异性结合更有利于获得高纯度的FIX或FX[8】。在

目前已有的技术中，亲和效果最好的配基为Ca2+依赖型的单克隆抗体，其结合．
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解离条件简单温和，在含有Ca2+的缓冲溶液巾抗体可以和抗原特异性结合，将淋

洗液换成含有EDTA的缓冲溶液即可以洗脱下抗原。但是，单克隆抗体造价昂贵，

且稳定性较差，难以大量应用到工业大批量生产。肝素是另一种亲和配基，它是

一种带负电荷的多聚物，是抗凝m酶ⅡI(A工III)的辅因子，又是许多凝血因子

的抑制剂，可以通过静电和亲和相互作用分离血浆中的很多凝血因子。肝索价格

较便宜，但是亲和特异性比较差。

我们实验窒长期从事蛇毒巾凝j：fIL因子IX／凝ffIL因子X结合蛋白家族的研究，徐

小龙教授在2000年从皖南尖吻蝮蛇蛇毒中纯化了两种凝血因子IX／凝血因子X结

合蛋白(FIX／FX-bp)，分别命名为ACF I衣IACF II[9】，此后实验组不仅对ACT I、

ACF II进行了深入的研究【lO，1l】，同时也对不同蛇毒米源的FIX／FX-bp都进行了

深入的研究，如江浙蝮蛇蛇毒中的AHP FIX／FX．bp【121，竹叶青中的FIX／FX．bp

等等。蛇毒中凝血因子IX／凝血因子X结合蛋白家族属于C型凝集素类似蛋白家

族，我们实验组研究的多个FIX／FX．bp，分子量均为30kD左右，都有a和p两条多

肽链，都是a链和p链通过二硫键连接。FIX／FX．bp大多具有两个金属离子的结合

位点，其在天然状态下就结合两个金属离子。FIX／FX．bp在特定金属离子存在的

条件下既可以结合FIX，也可以结合FX，在特定金属离子不存在的条件下，会迅

速和已经结合的FIX或FX发生解离【13】。FIX／FX-bp与FIX、FX都有很高的结合

活性，且其特异性仅限j：FIX和FX。FIX／FX．bp作为毒蛇的外分泌蛋白，具有很

好的稳定性，且廉价易得。

因此，我们尝试将FIX／FX．bp作为新型的亲和配基从血浆中高效率纯化制备

FIX和F．X。

3．2 实验材料

3．2．1 实验仪器

AKTA explorerl00快速纯化工艺开拓系统(AKTA，美国)；PHS．2型pH计

(上海雷磁仪器厂)；DY．A型电泳仪(上海康达电子仪器厂)；BS．100A型自动

部分收集器(上海沪西电子厂)；Z型系列层析柱(上海锦华实验器械厂)；L．1

型蠕动泵(上海新波无线电厂)；2000 mL梯度混合器(上海两巴斯生物技术开

发公司)：Anke DL．6000B冷冻离心机(上海安科公司)；单道可调手动移液枪

(EppendorL德国)；微量进样器(上海医用激光仪器厂)；超滤离心管(3 kD)

(Minipore，中国)。
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3．2．2实验材料

CNBr-actived Sepharose 4B、DEAE—Sephadex A-50树脂购自GE公司；十二

烷基硫酸钠(SDS)、丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺购自Sigma公司(StLouis，MO，

USA)；SPECTROZYME圆FXa及SPECTROZYME@FIXa购自American

Diagnostica；三羟甲基氮基甲烷(Tris)购自上海生工试剂公司；其他试剂均为

分析纯。

3．3实验方法

3．3．1 CNBr—act i ved Sepharose 48偶联AOF I的制备

称取所需量的CNBr活化Sepharose．4B粉末，将其缓慢倒入10倍凝胶体积

4℃的l mmol／LHCI溶液中，轻微搅拌、分敞凝胶颗粒。接着在室温下溶胀凝胶

约15min，再用4℃的l mmol／LHCI溶液流洗凝胶，最后用lO倍凝胶体积的4℃

偶联缓冲液(0．2 mol／L硼酸．硼砂，pH=8．O)清洗凝胶。4℃下将ACF I溶液加

到l体积平衡好的活化琼脂糖中，低速搅拌偶联16---20h。取反应上清液，测定

Abs(280 nm)值，若其值接近0则表示偶联完全。偶联完全以后用偶联缓冲液

清洗凝胶。用过量乙醇胺封阻载体上剩余的CNBr活化基团，4℃下加入pH=8．0，

O．5 mol／L乙醇胺即可，然后依次用高和低pn的缓冲液(含0．5 mol／L NaCI的

pH=4．0，0．1 mol／L醋酸钠缓冲液；含0．5 mol／LNaCI的pH=8．3，0．1 mol／L硼酸

．硼砂缓冲液)交替清洗凝胶三次，再用平衡缓冲液(含0．02 mol／L"Iris．HCI，

pH=7．4，0．2 mol／LNaCl，5 mmol／L CaCl2)清洗，最后将其浸泡在含0．1％叠氮

化钠的平衡缓冲液中，4℃保存。

3．3．2血液的采集和血浆的制备

猪瓶和牛血采集自屠宰厂。用冰水浴的塑料桶接取割断颈动脉流出的新鲜血

液，使血液迅速降温，并迅速向每升血液巾加入100 ml的抗凝剂(含O．2 mol／L柠

檬酸三钠、17000 unit扎肝素，0．2 mol／L苯甲脒，10000 units／L大豆胰蛋白酶

抑制剂)。运回实验室的新鲜血液立即在冷冻离心机中离心(4℃，1000 r／rain，

10 min)，先得到富含血小扳的JlIL浆，再继续离心(4℃，3000 r／min，40 rain)，

得到血小板和亮黄色血浆。血小板用作其他实验。检测血浆中凝血因子X和凝

血因子IX的活性，．20℃冷冻保存备用。人血浆商接从安徽省合肥市血液中心

购买临床用袋装I|I【浆。
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3．3．3钡盐吸附法获得维生素一K依赖性蛋白混合粗提物

向每升血浆中滴加100毫升l mol／LBaCl2溶液，并且温和地搅拌。加完BaCl2

溶液再搅拌l小时。静置过夜。

在4"C条件下离心得到吸附维生素K依赖的凝【fIL因子的柠檬酸钡沉淀。用含

0．9％氯化钠和O．02 m01／L柠檬酸三钠的溶液洗涤柠檬酸钡沉淀，尽可能使沉淀

颗粒变细悬浮在溶液中，向每升溶液中再滴加100毫升BaCl2溶液，再在4℃条

件下离心去除洗涤液。重复上述操作，直至将沉淀洗至泛白色为止。

将吸附有蛋白的柠檬酸钞l沉淀直接加入到30％饱和度的硫酸铵溶液，搅拌5

小时，使柠檬酸钡沉淀完全转化为硫酸钡沉淀。

在4"C条件下离心去除沉淀，取清液。再向离心后的清液中边搅拌边滴加饱

币II硫酸铵溶液(用氨水调至pH=7．0左右)，使溶液中的液硫酸铵饱和度达70％。

滴加完饱和硫酸铵溶液后，再搅拌30分钟，静置2小时，在4℃条件下离心去

除清液，收集蛋白沉淀。再将蛋白沉淀溶解在浓度为50 mmol／L的Tris．HCI

(pH=8．0)溶液中，脱盐浓缩，冷冻干燥， ．20℃保存以备后用。检测由每升血

浆处理得到的溶液中的FX和FIX的活性。

3．3．4 Sephadex A-50柱层析法获得维生素一K依赖性蛋白混合粗提物

按每升血浆对应39 DEAE．Sephadex A-50的量，向血浆中加入已经平衡到

pH=7．4的A-50树脂，并温和搅拌l小时。将吸附了蛋白的A．50树脂装柱，并

用平衡缓冲液(含0．2 mol／LNaCI，0．01 moI／L柠檬酸三钠，0．01moI／LTris．HCl，

pH=7．4)充分清洗A．50层析柱直到流出液的Abs(280rim)值接近于0。用洗脱

缓冲液(含2 mol／LNaCI，0．01 Illo儿柠檬酸三钠，0．01mol／LTris．HCl，pH=7．4)
对A．50层析柱进行洗脱。收集蛋白洗脱液，脱盐浓缩，冷冻干燥， ．20℃保存

以备后用。检测由每升血浆处理得到的溶液中的FX和FIX的活性。

3．3．S ACF I-Sepharose 4B亲和色谱

ACF I-Sepharose 4B亲和树脂对钡盐吸附法和Sephadex A．50柱层析法获得

凝』fIL因子IX和凝JI【L因子X混合粗提物分别行进亲和层析。取凝ffIL因子Ⅸ和凝

亦因子X混合粗提物，在亲和缓冲液(0．02 mol／L Tris．HCI，pH=7．4，5 mmol／L

CaCl2)环境下，加入ACF I-Sepharose 4B并温和搅拌。随后用亲和缓冲液彻底

清洗亲和着凝血因子Ⅸ和凝Iin因子X的ACF l-Sepharose 4B，大约需要lO倍

床体积的亲和缓冲液。接着使用洗脱缓冲液(0．02 mol／L Tris．HCl，pH=7．4，5

mmol／L EDTA)洗脱与ACF I-Sepharose 4B的结合蛋白，大约需要2倍床体积即
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可完成洗脱。该洗脱下的蛋白，仅剩下凝血因子Ⅸ和凝fflL因子X，收集并脱盐

浓缩，最后冷冻干燥。检测由每升血浆处理得到的溶液中的FX和FIX的活性。

商接使用ACF I-Sepharose 4B亲和树脂对血浆中的凝血因子Ⅸ和凝血因子

X进行亲和层析。在Jfn浆中直接加入ACF I-Sepharose 4B亲和树脂并温和搅拌，

随后用亲和缓冲液(0．02 mol／LTris．HCI，pH=7．4，5 mmol／LCaCl2)彻底清洗亲

和着凝血因子Ⅸ和凝血因子X的ACF bSepharose 4B，大约需要lO倍床体积

的亲和缓冲液。接着使用2倍床体积洗脱缓冲液(O．02 mol／L"Iris．HC!，pH=7．4，

5 mmol／L EDTA)完成对ACF I-Sepharose 4B的结合蛋白的洗脱，收集洗脱液并

脱盐浓缩，最后冷冻干燥。检测由每升血浆处理得到的溶液中的FX和FIX的活

性。

3．3．6凝血因子X的活性检测

检测凝赢因子X的方法可以用无凝血因子X的IflL浆，通过样品加入后，观

测纤维蛋白沉淀的时间来确定。但凝血因子X缺省的血浆国内没有，进口价格

极贵，且不宜保存，本研究采用较简单的底物法进行检测。

凝赢因子X在Ca2+离子存在条件下，可以被鲁氏蝰蛇蛇毒(Russell viper

venom，RVV)中的FX活化酶(RVV-X)所活化。底物SPECTROZ，YME固FXa

(American Diagnostica Inc)，其结构式为MeO．CO-D-CHG．Cly．Arg．pNA．AcOH，

在钙离子存在条件下，可以被FXa特异性水解，生成的产物有对硝基苯胺，可

以用紫外可见分光光度计在405nm波长处测定其吸光度的增加。

具体操作为：将25“l底物溶液和201al酶溶液加入200山反应缓冲液(含

50 mM Tris．HCI，5 mM CaCl2，pH 8．4)巾，lO分钟后，加入25“l乙酸终止反应，

并测定405nm吸光度。对硝基苯胺的A加5眦=9650mol·L-1．cm"1，通过测定样品

在405nm吸光度的值，可以得到每分钟内催化底物转化为产物的lamol数，即酶

活力单位，根据溶液中的酶量可以计算得到每mg酶具有多少酶活力单位，计算

公式为3．1。

U=A,a,／(Ap·m) (3．1)

其巾，U为每mg酶具有的酶活力单位，A曲为检测到的样片吸光度，Ap为

对硝基苯胺的A如5栅，m为溶液中的酶的质量。

3．3．7凝血因子I X的活性检测

检测凝血因子Ⅸ的活性也使用底物光谱法，通过对405 nm吸光度的检测计

算单位时问里酶催化水解产生的对硝基苯胺。使用底物为SPECTROZYME④
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FIXa ( American Diagnostica Inc ) ， 其 结 构 式 为

MeS02．D．CHG．Gly-Arg．pNA．AcOH，在钙离子存在条件下，可以被FIXa特异性

水解，生成的产物有对硝基苯胺，可以用紫外可见分光光度计在405rim波长处

测定其吸光度的增加。

检测时将25一底物溶液和201ul酶溶液加入200 lal反应缓冲液(含100 mM

NaCI，5 mM CaCl2，33％乙二醇，50 mM Tfis．HCl，pH 7．4)中【14]，10分钟

后，加入25山乙酸终-I卜反应，并测定405nm吸光度。对硝基苯胺的A405。m=9650

mol-L-I．cm"1，通过测定样品在405nm吸光度的值，可以得到每分钟内催化底物

转化为产物的lamol数，即酶活力单位，根据溶液中的凝血因子Ⅸ的质量可以计

算得到每mg酶具有多少酶活力单位，计算公式为3．1。

FIX可以被活化的FXIa完全激活成为FlXap，也可以被RVV-X所活化成为

FlXact，而被RW-X活化的形成FIXaot的特异性活性是FlXal3的50％[15】。我们在
实验rtl选择RVV-X作为FIX的活化剂。

3．3．8快速蛋白质液相层析(FPLC)分离FlX和FX

通过ACF I-Sepharose 4B亲和柱层析得到的蛋白质，仅含有凝fflL因子IX和

凝IfI【因子X，我们通过FPLC进行分离提纯，即可以获得高纯度的凝鹿因子Ⅸ

和高纯度的凝血因予X。所用FPLC仪器型号为AKTA explorerl00(美围)，使

用柱型号为HiTrap Mono Q 5ml。进样体积为lml，流速选择5 ml／min。流动相A

为20 mmol／L Tris．HCl，pH=8．O；流动相B为l mol／L NaCI，20 mmol／L Tris—HCI，

pH=8．0。洗脱程序为：第一步，0％B，洗脱体积33ml；第二步，0％B到30％B，

洗脱体积22 ml；第三步，30％B到80％B，洗脱体积87“：第四步，100％B，

洗脱体积38 ml。检测吸收波长为280 nm。

将纯化的凝血凶予IX和凝血因子X分另)Jtlk集，浓缩脱盐，并做SDS聚丙烯

酰胺凝胶电泳验证纯度，检测由每升舡浆处理得到的凝JffL因子Ⅸ和凝疵因子X

的活性，最后冷冻干燥用作其他的实验。

3．3．9高效液相色谱一电喷雾串联质谱法(LO-ESI-MS／MS)分析

用50 mmol／L NH4HC03稀释样品蛋白溶液，并加入最终浓度为10 mmol／L

的新配制二硫苏糖醇(DTT)。将混合溶液在50℃下处理15分钟使蛋白变性并

被还原。等蛋白样品冷却到室温，加入新配制的碘乙酰胺(IAM)使其在溶液中

的浓度达到30 mmol／L，在室温下避光15分钟完成烷基化反应。然后，按酶和

蛋白l：50的比例加入降解氨基酸序列的胰蛋白酶，并在37℃温浴旋转过夜(约
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16到18小时)。温浴结束后，将胰蛋白酶裂解的肽段混合物用蚁酸稀释到50

灿ol／L或者高一点的浓度。最后，使用配置ESI源的Thermo FinniganTM线性IT质

谱对完成前处理的样品进行LC-MS／MS分析[16】。

将多肽的质谱信号与数据库中的质谱数据进行比对，确定样品蛋白。

3．3．10表面等离子体共振法(SPR)测定ACF ll和Fx的结合动力学

表面等离子体共振(SPR)是一种检测蛋白质相互作用的方法。SPR的原理

是将被研究的两种蛋白质分子中的一种通过反应以酰胺键连接在芯片的高分子

膜表面，然后将另一种蛋白质分二于的溶液通过流动池流经：占片表面，如果这两种

蛋白质具有相互作用，则会引起表面等离子体共振角的变化而获得信号。根据等

离子体共振角信号的强弱及其随时间的变化，再通过浓度等信息，可以计算获得

这两种蛋白质分子相互作用的动力学信息，如亲和力、结合动力学常数、解离动

力学常数等等。

我们使用SPR检测我们纯化出的凝瓶因子Ⅸ及凝Jf【L因子X与ACF II的结合活

性，所用仪器型号为Biocore 3000(瑞士产)。该实验选择使用CM．5：芯片，首先

将凝衄因子Ⅸ或凝J1)：L因子X连接到CM．5表面，偶联条件为pH=5，偶联流速为10

0L／min：偶联结束后，封闭芯片上未偶联蛋白的活性基团，封闭剂为

N-hydroxysuccinimide，封闭流速为10 pL／min[17】。偶联完成后，将不恻浓度(0．4

pmol／L)的脱去离子的ACF II(apo．ACF II)依次注入流经芯片表面，流速为lO

nL／min，结合3min，解离3min，再生液为2 mol／L NaCl年II 10 mmol几EDTA，流

动相和样品缓冲液都是PBS(pH=7．4)。通过在apo．ACF II溶液中加入最终浓度为

l mmol／L的不同金属离子，可以检测不同金属离子对这两个蛋白质结合和解离的

影响。

3．4实验结果

‰
ACF II+FXa {ACFⅡ．FXa

‰
(3．2)

3．4．1 凝血因子IX和凝血因子X的混合物的分离制备

凝lfIL因子Ⅸ和凝JfIL因子X的混合物的获得有三种方法，一是先通过钡盐吸

附法获得维生素-K依赖性蛋白混合粗提物再通过ACF I-Sepharose亲和层析得到

凝gal羞t子Ⅸ和凝血因子X的混合物，二是先通过Sephadex A-50柱层析获得维
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生素．K依赖性蛋白混合粗提物再通过ACF I．Sepharose亲和层析得到凝【f【L因子IX

和凝血因子X的混合物，三是直接对血浆进行ACF I-Sepharose亲和层析得到凝

血因子IX和凝血因子X的混合物。

先通过钡盐吸附法获得维生索．K依赖性蛋白混合粗提物再通过ACF

I-Sepharose亲和层析得到凝血凶子IX和凝血凶子X的混合物的方法处理步骤最

多，耗时最久，得到的凝血凼子Ⅸ和凝血因子X的混合物不仅收率低，而且其

中不可避免的有一部分已经被活化，所以很难再进一步纯化。

表2．1 凝血因子IX和凝血因子X的混合物的分离制备

Table 2．1．Purification ofFIX and FX from 200 ml human plasma

先通过Sephadex A．50柱层析获得维生素．K依赖性蛋白混合粗提物再通过

ACF I．Sepharose亲和层析得到凝血因子Ⅸ和凝血因子X的混合物的方法，和商

接对lfIL浆完成ACF I-Sepharose亲和层析的方法收率j怍常接近，且得到的混合物

中凝m因子IX和凝ffIL因子X极少被活化。通过测试，直接将ACF I-Sepharose

多次加入血浆后，其亲和能力基本没有变化。考虑到直接对血浆完成ACF

I-Sepharose亲和层析最方便而直接，所以，将优化选择将直接对肌浆的m浆的亲

和层析作为第一次色谱制备凝血因子IX和凝jfIL因子X的混合物。

kD l 2
雾

h

97．4’■■㈣
66．2镧黼—膨

43．0獭绷骖

31．0确鞠—_黼

20．1蠲缬嘲麟
∞一。《’＆：

14．4翻■_

图3．1 SDS．PAGE鉴定钡盐吸附．亲和法获得的凝血因子的纯度
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Fig．3．1 SDS-PAGE of coagulant factors．FIX and FX were electrophoresed in 1 2

％polyacrylamide gels containing O．1％SDS under nonreducing condition and

reducing condition for SDS-PAGE，respectively．SDS—PAGE under nonreducing

condition(1ane l，molecular mass markers；lane 2，FIX and FX3

3．4．2 FPLC对凝血因子I X和凝血因子X进一步纯化

使用ACF I-Sepharose直接从血浆纯化得到的凝血因子IX和凝t--gl子X的

混合物，从电泳结果上看，为纯度很高的两个条带，即分别为凝血因子IX雨1凝

亦因子X。我们为了将凝【fIL因子IX和凝缸因子X分离开，采用FPLC对其进一

步纯化。其分离结果如图3．2，得到了两个对称的色谱峰，用电泳的方法对这两

个峰的纯度进行测定，结果见图3．3

图3．2 FPLC对凝m因子Ⅸ和凝Jf【【因子X分析色谱图

Fig．3．2 Purification ofFiX and FX．Chromatography ofthe fraction from ACF I·

Sepharose affinity column on FPLC．

一3<E—Eco∞N∞Cl《
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Fig．3．3 SDS—PAGE ofcoagulant factors．Purified FIX and FX were electrophoresed

in l 2％polyacrylamide gels containing 0．1％SDS under nonreducing condition and

reducing condition for SDS—PAGE，respectively．SDS-PAGE under nonreducing

condition(1ane l，molecular mass markers；lane 2，plasma；lane 3，unbound proteins

after affinity chromatography；lane 4，affinity chromatography eluate；lane 5&6，

fractions containing FIX and FX after HPLC)．

3．4．3测定酶活力并计算两步色谱法的收率

使用临床医用200 ml装人血浆，使用ACF I—Sepharose亲和色谱及FPLC阴

离子交换色谱的两步色谱法提纯凝【fIL因子IX和凝血因子X，对过程中每步产物

进行酶活力测定，并计算收率，统计如表3．2所才÷。

表3．2两步色谱法纯化过程中FIX及FX的活性及收率

Table 3．2．Purification ofFIX andFX from 200 ml human plasma

蛋白质量，mg 活性，UI／mg 回收率，％

FIX FX FIX FX FIX FX

Plasma 10926 0．007 0．065 1 00 100

Affinity chromatography 2．8 25 2 1 0 92 83

FPLC 0．9 1．6 76 362 89 81

78
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3．4．4鸟枪法蛋白质组学鉴定凝血因子IX及凝血因子X

样品蛋白溶液经过前处理后，使用高效液相色谱．电喷雾串联质谱法

(LC．ESI．MS／MS)对其碎片肽段进行分析。检出结果分别与凝血因予Ⅸ、凝血

因子X相匹配，匹配肽段如下用灰色背景标出，肽段的质谱信息见图3．4。

人凝ffIL因子IX的全长序列

Sequence of Human Coagulation FactorⅨ

10 20 30 40 50

MQRVNMIMAE SPGLITICLL GYLLSAECTV FLDHENANⅪLNRPKR’rNSG

KLEEFVQGNL ERECMEEKCS FEEAREVFEN TERTTEFWKQ YVDGDQCESN

PCLNGGSCKD DINSYECWCP FGFEGKNCEL DVTCNⅡ(NGR CEQFCKNSAD

NKWCSCTEG Y砌。AENQKSC EPA、伊FPCGR VSVSQTSl(LT RAETVFPDVD

Y、仆jSTEAETI LDNITQSTQS FNDFTRVVGG EDAKPGQFPW QVⅥ．NGKVDA

FCGGSⅣNEK WⅣTAAHCVE TGVKITVVAG EHNIEETEHT EQKRNVIRII

PHHNYNAAIN KYNHDIALLE LDEPLVLNSY VTP王CIADKE YTNIFLKFGS

GYVSGWGRVF HKGRSAI VLQ YLRVPLVDRA TCLRSTK订I YNNMFCAGFH

EGGRDSCQGD SGGPHVTEVE GTSFLTGIIS WGEECAMKGK YGn’TKVSRY

VNⅥ，IKEKTKLT

人凝血因子X的全长序列

Sequence of Human Coagulation Factor X

10 20 30 40 50

MGRPLHL、厂LL SASLAGLLLL GESLFIRREQ ANNILARVTR ANSFLEEMKK

GHLERECMEE TCSYEEAREV FEDSDKTNEF WNKYKDGDQC ETSPCQNQGK

CKDGLGEYTC，TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS

CARGYTLADN GKACIPTGPY PCGKQTLERR KRSVAQATSS SGEAPDSITW

KPYDAADLDP TENPFDLLDF NQTQPERGDN NLTRIVGGQE CKDGECPWQA

LLINEENEGF CGGTILSEFY II TA AHCIjyQ AKRFKVRVGD RNTEQEEGGE

AVHEVEVVIK HNRF-n(ETYD FDMVLRLKT PITFRM[NVA P ACLPERDⅥAE

STLMTQKTGI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVPYVDRNSC KLSSSFIITQ

NMFCAGYDTK QEDACQGDSG GPHVTRFKDT YFvTGⅣSWrG EGCARKGKYG

IYTKV脚LK WlDRSMKTRG LPKAKSHA．PEⅥTSSPLK



第三章岛敛索和层析纯化凝阻冈：r IX和凝If|1网子X

_一 N o o N N 'r N ‘o ∞ ‘口 o ∞ o o ～ 1t 叶 ∞ ∞ ’t 。 o o
=

： ∞ 硭 q ∞ o
r’

≮ o Q 鬯 a 创 曾 o a 心 心 魁 o d 钽 哥
芏

o o o ∞ 一 ∞ N ∞
高

r．

鬲
h o ∞ N ∞ N 一 o

曷
口 h o

_一
—

～ _ r ～ N P N N 一 N N N P 一 ～ ～ 稿 t- n N
o

n
。o
。=
△
C 巨 ∞ “ C～

．宴 ∽ '=r

讲 芝
“，
—’

岔 o
U

tl-3

U
目

。匹

o o n P r n ∞ N h o o N ∞ ^～ ∞ P' ∞ ∞ ∞ P’
誊 ∽ n ∞ N h

荨
N ∞ ∞ ∞ ∞ 1 o a’ N n ∞

苫
m
n—' m N ∞ ∞ n n 一 N o ∞ N 口

f ∞
5 ∞ 一 N ∞

霉
n ∞ ∞ ∞ ’r m n ∞ ～ ∞ h ‘o r．

f
h ∞

急 t- r r r 一 r 一 r_ 一N

∞ = ∞ ∞ ∞ c,l o n k ∞ n M-I ∞ N ∞ ∞ N o n ’t h
u， n 叮 ∞ ∞ 叶 ’t ∞ ‘D ’t 目 ∞ n ’t U’ ’t h ’t ，’ 1 ∞

牙 Ua o o o o o o o o o o o o o C) o o o o o o o
奄 兰
'

o

o o
U

o U fq m N ∞ o n n ∞ o k ’t p’ 目 日 — 叶 卜’ ft ∞

若 X n N o o 叶 ∞ ∞ ∞ o ∞ o ∞ m 一 T． n ∞ ’t n

舅
o 叶 “ ’t 甘 ’t N n m n 叶 P 口 n 叶 ∞ N n ∞
∞
一

一 ∞ p’ N ∞ ∞ 寸 n k ～ o 一 Ln ∞ ∞ ∞ n ∞ h ∞ ‘o ∞ n n ^、

o 已 一 o o o o 一 o C， — 一 o o o o o o o P o 一 o o 一 o
uJ 山 山 1,1_1 山 1．1,1
∞ 一 ∞ “’ ∞ Ln
n r C， r ∞ ’t

叁
由

∞ r- r t- r r 卜~

一
巴 uJ uJ tL．1 uJ uJ tt．I 山 山 uJ t1．1 山 ILl t．U uJ 山 山 山 山
一 一 n “ n P’ N m k ●U ∞ ～ U、 h ∞ ’t N ∞ ～o

厶 一 ∞ ∞ n h N ∞ 一 Ln n n ‘o o N h p’ N —’-
一 m ∞ N r N ’寸 一 ’t ^～ ’寸 ‘o r ∞ ∞ f- ,r- N

pU “ N ～ N N N “ “ N CV ●● ～ N N ●U N

● ～ ，’ P1 a’ h ∞ ∞ ∞ ∞ ．t ’t

0
—’ 叶 ∞ ，’ N n n
，1 “ ∞ h ∞ LD 2

n
t-

h
r
U'
N
～

h 叶 ∞ 一 o

N N

∞ “ o o n
∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞
m o o ∞ ’t ～
∞ n h N o ∞
n N ∞ N ∞ a

Z o
叶 n n ～ o Lc’ ∞ h h p， N 严 一

r 一 一 r n 一 —

h ∞ ∞ m 一 一 N N n ∞ r 一
互 ．，， 磊 叶 r、 o -n tl-j m m 一 h o o

∞ m ∞ ∞ o C， — — ∞ h ∞ ∞西

n N “ “， ∞ t’ 口 o o ∞ ～ ∞ a’
h ，’ ～ ∞ ∞ “ N ∞ ∞ Ln ∞

一 一 o ∞ P 一 n n ，' ‘o ∞ ∞

石

“ 一 一 N ～ N “ ～ 一 一 一 一

’●-，

《

一
__——

旦
叫

> ≥
■

若Q Z
刍

至至

芷

a
≥

》 ＆
兰 a

i
> 2
-J 若

至
o_ 岔

至 >
J

。

王 之 宝
>

U

芏 盖 《 叱

m
～
C

Q

憎

：a
臣
Z Z

受 受 J —J

a 品 譬 譬
。 ≥ ≥ 王
邕
>

弓
箔 5 击 击

-e

U 星
Z Z

J

≥ ≥ 譬
≥ ＆

c，】 ∞ 。
o o

邕
薹 乏 o o

箔口
巳

芷 芷

Y

《 《
口磊

2 > >

出 卜- U

委 Z2 Y 芏 i

五 击
叱

击 盅
Z 2

掣 掣
兰 呈

量 至
Z Z

U U
山 uJ ； §

兽 9 口

至 uJ 击

匕
U U
Z Z

惜
．， 。

a
匝

譬

望 芏 Y Y

o 一
世 Yo Y
o

比
岛o

o
o

!．---

；

山
山
o

iJ EY

“ U
> > 工

uJm
o

丘 叱 u- 工

o o
u-

≥
《 o

o
U

《
>

(，)
}
U
Zu-

io

至
毒

>-

hL

一
u-

享，) 至

Y Y

呐
n

C U
二

≥．塑
U==
山

Cj >_

皇 一 塑
翁 拐

rj
u-

．兰
一 =

Yu- 型

△ o 口

o U o
＆ ～ Y

o

__——
=

U
金

为 畜 ∞

∞
出 苣

3 寸 h ’r h ～

f

∞ ∞ ∞ ∞ ∞ n k ∞ ’’ N h ∞ h o ∞ ∞ 叶

苗
毋 巾 ～ N 叶 N n 目 ‘o o ∞ ∞ n ∞ ∞ n ∞ ∞ 时

p’ Cv o NN ∞ 一 h a^ ∞ ～ ∞ o o ∞ 磊 ∞ 一 h 一 一＆ 舅 U 一 ∞ 一 o h h ∞ 卜~ h h ∞

80



第三章岛效震和层斩纯化凝缸冈fIX和凝衄阑r X

一 佛 -一 ～ ∞ ●o o o PU ∞ ∞ ∞ N N o ‘o N o 。 N ∞ ‘o o o N N C) 叶 ‘D 口 ∞
．=

C o
心 ∞ 电 创 a 色 Q 一 一 — 一 o 卜 一 a 铤 e 簟 创 硭 掣 寸 { 掣 霹 鬯 葛 哩、

n ∞ 一 ^， h N h “ 卜~ ^、 ∞ h h ” N N rZ
0 o a1 ∞ ” In ∞ 葛

n 目 ’t o r
N 严 一 一 r n N N r 一 f- r 一 “ CV N n

‘一
一 f- 一 ～ r 一 ～ 一 — — —o

m o
≈ ∞
10 ∞
盘
= 盆 ●n ～

。宝
∽ N

曲 芷 ．。
n

笛 o
U

u’

U
叶

《

≥ 盘 四 叶 ∞ ∞ h p’ ∞ m N o’ t’ N n q' ∞ ∞ _ o to
∽ 口 m N a， ～ 叶

葛
m ∞ a、 Pu h N 叶 o ∞ U’ ∞
an N ∞ m “’ ‘o 一 o ～ ∞ ∞

an C) ∞ 。 N ∞ k ∞
互 ∞ ∞ ∞ ∞ ’t N “

P ∞ ∞
r rq o■ 一 一 —

∞ ∞ eU N ∞ ∞ k
叶 PU 一
∞

o
— m N ∞ ∞ n ∞ o N N ‘o 目 ～ 叶 h ∞ N PU 't

∞ Lo o 叶 叶 ∞ ’t N N 啪 ～f’ 1 ‘n oU 叶 叶 _ m m
牙 口 o o o o o o o C， o 。 o o o o o o o o o
誊 =
>

∞

o o
U

o U ～ ∞
葛
o N o o o 叶 ∞ n ∞ p～ ∞ ’十 o
∞ — n ∞ o ∞ ∞ ∞ ∞ ‘D _t ∞ o n

占 ×
n O,I

n ’r N n ∞ n N 一 N ～ ～ ∞ ≮t n ’tC) n
皇 ∞

N

●一 一 产J ao
苫

C) h ‘o n h ∞ 口 ∞ r n ∞ fq ∞ n m
苫

‘D 一 f
苫
h n

苫
●n n ∞ ●U

go 盆
一 o r_ o o o o o 。 o o o o o o o o o 一 r o o o C) C， 一

山 uJ uJ uJ uJ 山 山 山 山 uJ 山 uJ uJ uJ uJ 山 uJ 山 uJ 山 山 山
∞ o ∞ h ∞ 一 ∞ m r h 口 n ∞ ∞ ∞ r

霉 ∞ n 一 N 鲁一 h ∞ n
一

_t o m ∞ o ，’ N — ∞ N ∞ N ∞ n N 一
“ ‘o 一 一 n

如

nuJ r N T-- 一 N ∞ ∞ n ∞ n m ～ 一 q n _t

△ 山 11_1 山 ILl 山 uj 山 山
‘一 。 o h N h N 叶 岫 ∞
厶 也 ∞ ‘o m C’ o h 口 ∞

00 P _ T- m ～ t ～

H N N fU “ N ～ N ～ “ N rq N N ～ ～ N N fV N “ ●u ～ Cv

讲
C

了 尘 ∞ N 一 P ∞ ∞ ‘o k 日 ∞ o ∞ ∞ o ∞ 叶 n h N m m
工 n Ln L口 “1 tn h h ∞ n —’ m ∞ ∞ 一 N n n h 一 “ ∞ N r- —

=
fB 卜’ ∞

霉 器
_t 目 ∞ ∞ m 叶 n ∞

苫
∞ n n “ ∞ h ’’ oq o■
o

苫 苫
o ∞ o' C) 一 P’ p’

∞
而 n

∞ 一 r ∞ o PU ～
—1 o ’t h ∞ rfl n

2
卜、 ∞ ∞ m o ～ Pq
N Io If’ ～ o ∞ ∞

∞

0N N 一 N N 一 N fu N

o

— 一 ∞ n n N ∞ n

2 t_

∞ C) o ∞ ’t _t k 叶 ’t

r n n P ∞ ∞ n n ∞

矗
∞ ∞ ～ —1 p’ — a’ n
r 一 一 o 口， h ∞ a’

l— C) n

P- P ～ ～ r P

a
∞ ∞

毫 o n
N

。 n N
邑 r N

__—— 日

×

占
工

量
右 妄 妄

Y ￥

至星 妄 z
≥

叱

Y 掣
云

c，) ； 岂

妻 划 宝 乏
uJ

客
口

≥
工 o

叱 昆
蚕 盆

山暑 出 出

8 岔
；
左

8
>

-J

d

位 叱

《
《 叠耋 包

丕

《
三：

妻

窟

叱 丘 丘

¨

皇 Y Y

J
o叱 Z
＆掣 芷

出g 兮

匹

口 )_
k 也
o >
>_

岩h

《

山
Y

亡

一
Z

a

口 比

兰 Y o
卫

u- 爱
芷 U

譬 岔

‘，

壬 卜 卜
o

壶 z
。 Y

Y
≥

a
a 雪

星
叱

臻 卜 -
|『 p-

西
芏 ! 凸 叱 叱 >_ 芝 互

导} 匹 眨
o o o 型 已 己

叱

宝 乱
卜_ I-- a

u- u- =
c，) ∞

u． u- U o o ≥
鼍 崔

≥
o

> —J J 《 (，) c，)
u-

比 叱
主 当

uJ 山
岔
> > 山
o o 2
b - P

U o

oY Y Y Z
Z ：

口 o
Y

Y

2，) Y Y 芏 i

￡ 出 爱 I--

g
。 U 莹

丢
当
o o

《e o
U oj —J -J 2

n
Y

占 ≥ 世 位
至

k o

雪 岁



笫三章岛敛泉和层析纯化凝血冈予Ix和凝IflL闻fX

3．3．5 SPR鉴定凝血因子I X及凝血因子X与ACF ll的结合活性

纯化出的凝血因子Ⅸ及凝IIIL因子X与ACF II的结合活性通过SPR实验来

验证。图3．5为在l mmol／L的Ca2+存在的情况下，apo．ACF II和凝血因子X及

凝舡因子X的结合曲线和解离曲线。检测结果表明，通过两步色谱法纯化出的

凝m因子Ⅸ及凝m因子X都具有和ACF II结合的活性。
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3．5实验讨论

上个世纪七十年代，凝舡因子IX,D凝血因子X从m浆中首次被成功分离纯化[4，

5】。此后的几十年中，分离科学技术不断发展，而凝血因子IX和凝血因子X的纯

化工艺也不断出现新方法提高分离效率、降低分离成本。硫酸钡沉淀结合多步层

析法是凝ffIL因子IX和凝【flL因子X最初的提纯方法，其纯化步骤包括钡盐的吸附、

离子交换色谱柱层析、亲和色谱柱层析。经过多年改进后，一种可以应用到工业

级制备凝IflL因子Ⅸ的三步层析法被报道【18】，这个方法将血浆冷冻离心去除沉

淀后分别经过DEAE．Sephadex A．50、DEAE．Sephadex FF、肝素．Sepharose CL 6B

三次柱层析，最终可以得到酶活力可达(119-a：10)IU／mg的凝血因子Ⅸ，收率为

每升血浆得到(320-a：28)IU。当然，凝ff【L因子X也可以使用多步层析法纯化。虽

然多步层析法可以得到纯化较高的凝血因子Ⅸ和凝血因子X，但是步骤繁琐，回

收率低，仍会含有少量杂质(如蛋白C和哥胰蛋白酶抑制剂等)【18】，特别是在

临床上使用纯度不够高的凝血因子Ⅸ，会造成缺乏凝血因子IX的B性血友病患者

有被病毒感染的潜在危险。多步层析法生产临床用凝血因子IX的另一个问题是，

其纯化工艺时问比较长，在长时间的色谱过程中部分凝血因子IX会被活化，而B

性帆友病患者使用了FIXa含量增高的FIX，则有可能在体内触发凝衄反应形成血

栓。

亲和色谱的发展，改进了凝血因子IX和凝血因子X的纯化方法，并已经广泛

应用在血浆蛋白的分离制备中[8，19，20】。目前已经有多种用于纯化凝血因子

IX／X的亲利配基，其中使用较多的是肝素和单克隆抗体。其实，肝素作为亲和配

基，早在凝咖．因子IX或者X最初纯化的文章就被报道【21，22]，肝素是一种带负

电荷的多聚物，是AT-III的辅因子，也是许多凝血因子的抑制剂，可以通过静电

和亲和相互作用可分离血浆中的很多凝血区I子。肝素便宜易得，但是亲和的特异

性很差，将肝素．琼脂糖作为亲和介质，其分离的色潜效率并不高。而免疫亲和

色谱，即使用单克隆抗体作为亲和配基连接到固相树脂上，利用抗原．抗体专一

的特异性结合可以直接从复杂混合物中商接获得高纯度的抗原，所以免疫亲稠1色

谱是一种非常高效的分离分离纯化手段。Goodall等人报道了凝血因子IX的单克

隆抗体，并使用凝fflL因子IX的单克隆抗体将】i【L浆中所有凝血因子Ⅸ直接完全清

除【23】。Liebman等人制备了Caz+依赖型的单克隆抗体，Ca2+依赖型的单克隆抗

体依赖Ca2+形成稳定构象与凝m因子Ⅸ的特异性结合，在没有CE+的情况下已经

结合的抗原．抗体复合物随即发生解离。所以使用Ca2+依赖型的单克隆抗体为亲

和配基做免疫亲和色谱时的结合．解离条件非常简单温和，在含有Ca2+的缓冲溶

液巾抗体可以和抗原特异性结合，将淋洗液换成含有EDTA的缓冲溶液即可以洗

脱并获得高纯度的抗原。它的优点非常特出，经过一次色谱过程即可以获得比酶
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活力超过150 IU／mg#l高纯度凝【flL因子IX[8】，时间短效率高。不需要任何前处理，

直接对血浆使用凝血因予Ⅸ的单克隆抗体．琼脂糖树脂完成色谱操作，也是可行

的，而且，使用这种方法纯化得到的蛋白中检出不到病毒。但是，单克隆抗体造

价昂贵，且稳定性较差，最终产品中可能有少量小鼠蛋白存在，所以免疫亲和层

析技术仅局限在了实验室中【24]。

在本章中，我们建立了以天然凝血因子IX／X结合蛋白作为亲和配基纯化凝血

因子IX和凝【flL因子X方法。凝m因子I)(／X结合蛋白，存在于多种蝮蛇及蝰蛇的蛇

毒中，日前国内外多个实验组报道不同蛇毒中近十个凝血因子IX／X结合蛋白

[25．28]，我们实验室也对这个蛋白家族做过深入研究。大部分凝血因子IX／X结合

蛋白是由同源性很高的两个弧基通过二硫键连接在一起的金属蛋白。凝ffll．因子

IX／X结合蛋白与凝血因子Ⅸ或者凝血因子X的结合的部位是它们两条链中问的

凹形表面，该凹形表面与凝血因子Ⅸ或者凝血因子X的的Y．羧基谷氨酸

(丫．carboxyglutamic acid，Gla)结构域发生结合【29，30]。它们与凝If【L冈子Ⅸ或

者凝血因子X的结合通常都是金属离子依赖性的。我们选择了ACF I作为亲和配

基，利用它与凝血因子I)(／X的亲和结合反应的金属离子依赖性的特点，设讣了通

过金属离子调控色谱过程，即可以选择合适的亲和平衡缓冲液和洗脱缓冲液进行

结合和解离过程。实验结果表明，使用ACF I-Sepharose亲和树脂，可以从钡盐吸

附法获得维生素．K依赖性蛋白混合粗提物、Sephadex A．50柱层析法获得维生素

．K依赖性蛋白混合粗提物巾一次纯化得到凝瓶因子Ⅸ和凝札因子X的混合物。我

们用ACF I-Sepharose直接从没有任何前处理的血浆中成功纯化出凝血因子Ⅸ雨I

凝m因子x的混合物，随后使用FPLC很轻松的将凝血因子IX和凝血因子X分离

开，通过两步色谱同时得到高纯度的凝【fIL因子Ⅸ及凝m因子X。

我们测定了由上述两步色谱法从血浆里纯化得到凝血因子IX和凝血因子X

的纯化，并对其做了特异性蛋白水解酶活性测定。结果表明，通过两步色谱法纯

化的凝血因子IX平均酶活力为76 IU／mg(由于活化方式的不同，实际酶活力应

该在150 IU／mg左右)，凝血因子X的平均酶活力为362 IU／mg。我们也通过鸟

枪法蛋白质组学分别对我们纯化得到的凝m因子Ⅸ和凝赢因子X进行了鉴定。

我们发现，凝血因子IX／)(结合蛋白在与凝血因子IX或者凝血因子X结合

时，其结合反应的特点与Liebman等人制备了Ca”依赖型的单克隆抗体非常相

似，它们都会在特定金属离子存在的条件下对凝血因子IX、凝血因子X有着特

异性的高亲和力，而在没有特定金属离子存在的条件下与FIX、FX则不发生结

合。通过凝血因子IX／X结合蛋白亲和纯化得到产物与Ca2+依赖型的单克隆抗体

免疫亲和色谱得到的产物比较，酶活力和产率都jE常接近。

凝血因子IX／X结合蛋白与单克隆抗体相比，有一个非常显著的优势。单克
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隆抗体作为配基其高度的特异性也使其具有一定的局限性，只能和一个抗原发生

特异性亲和反应，如anti-human FIX只能和人源的凝血因子Ⅸ特异性结合，却

不能和牛血浆中的凝血因子Ⅸ特异性结合。而我们在实验中所使用的ACF I，

与任何来源的凝【fIL因子Ⅸ和凝血因子X都有很高的特异性亲和力，并且这种亲

和力都是受到特定金属离子的调控。故新型的配基ACF I具有非常广泛的用途。

另外，由于ACF I是来源于爬行动物的外分泌蛋白，所以，它的化学性质较一般

的抗体蛋白要稳定，而且，它来源丰富，从天然蛇毒中纯化获得ACFI的成本远

低于制备单克隆抗体。所以，凝血因子IX／X结合蛋白必：I冬成为凝血因子IX／X

的单克隆抗体的替代品而大大促进凝血因子IX／X的纯化工艺的发展。

3．6小结

我们利用凝血因子IX／X结合蛋白作为亲和配基，建立了快速高效亲和纯化

凝衄因子IX和凝IfIL因子X的方法。新配毖结合凝m因子IX及凝Jf【L因子X的亲

和能力强，而且在温和的条件下就可以方便的洗脱下来凝血因子IX和凝血因子

X。通过凝赢因子IXfX结合蛋白亲和柱层析，可以直接从任何JffL浆中分离出仅

含有凝血因子IX和凝札因子X的混合物。再经过FPLC共两步色谱就可同时得

到高纯度的凝血因子Ⅸ和凝血因子X。该方法纯化效率和产率与单克隆抗体亲

和层析方法相当。单克隆抗体的制备方法繁琐，抗体价格昂贵，而抗体不稳定。

而新配基凝麻因子IX／X结合蛋白是天然配基，长期稳定，价格便宜，很方便大

规模工业制备。另外，用单克隆抗体亲和层析只能从一个特定动物血浆中纯化一

种凝IfIL因子，而用新亲和层析方法可以从任何【fIL浆和溶液中同时纯化出凝JiI【因子

IX和凝血因子X。因此新亲和层析方法可用来工业上大规模纯化凝【fIL因子IX和

凝血因子X，以便为B型血友病患者和提供高纯而廉价的凝血因子Ⅸ。
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4．1 引言

凝血因子IX／X结合蛋白家族广泛存在于各种蝮蛇和蝰蛇的蛇毒中，这个蛋白

家族的成员都有着非常高的同源性，都可以在Ca2+或其他金属离予存在的条件下

和凝IfIL因子IX或者凝【fIL因子X形成l：l结合的复合物[1．7】。进一步的研究表明，

凝魄因子IX／X结合蛋白是通过其双链之间的凹形表面与凝血因子IX或者凝ffIL因

子X的丫．羧基谷氨酸(Gla)结构域发生结合的，而且这种结合反应依赖与Ca2+等

离子的存在。在生理Ca2+浓度的条件下，该结合反应就会发生并阻断凝血过程。

因此，凝血因子IX／x结合蛋白具有显著的抗凝lflL活性。

ACF I幂IIACF II都是从皖南尖吻蝮蛇(Agkistrodon acutus)蛇毒中纯化得到的

凝血因子IX／X结合蛋白家族的成员，它们都可以通过结合凝【ffL因子X而具有很强

的抗凝血活性【8’91。ACF I和ACF II都不具有任何酶活力。通过比对序列可以发

现，ACF I幂IIACF II的氨基酸序列的同源性非常高，a．链中仅有9个不同的氨基

酸残基，p．链的序列则完全相同。如图4．1所示，ACF II具有凝血因子IX／X结合

蛋白家族的经典结构(PDB code lYl7)。ACF II是由两个同源性很高的单链亚基

通过二硫键连接的异二聚体，而每个单链业基都有一个Ca2+结合位点。Ca2+不仅

对ACF II的空间构象及结构的稳定性有重要的贡献，而且是ACF II与凝血因子X

结合的前提条件[10]。

虽然凝血因子IX／X结合蛋白的结构及它们的抗凝血机理都有了深入的研

究，但它们在If『L液循环系统还未见报道。在本章，我们将研究ACF I和ACF II

对心率及血压的影响，并探讨其作用的机理。

4．2实验材料

4．2．1实验仪器

Statham P23D型压力换能器(美国)；BIOPAC系统MPl00A型波谱记录仪(美

国)；JH．2型张力换能器(中国)：SKY-A8型生物电信号处理系统(中国)。

4．2．2实验材料
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皖南尖吻蝮蛇蛇毒粗毒冻千粉购自安徽屯溪蛇伤研究所；ACF I和ACFⅡ

按第二章的方法分离纯化。牛血清白蛋白、乙酰胆碱、盐酸苯肾上腺素、水合硝

普钠(SNP)、N．硝基精氨酸甲酯(L-NAME)购自Sigma·Aldrich(St Louis，MO，

USA)；三羟甲基氨基甲烷(Tris)购自上海生工试剂公司；其他试剂均为分析纯。

实验用Wistar-Imamichi大白鼠(180．250 g，7-8周大，由安徽医科大学实验中心

提供)。

4．3实验方法

4．3．1 大鼠在体心血管实验

用25％乌拉坦加J％水合氯醛的麻醉剂以5 ml／kg的剂量通过腹腔注射将大

鼠麻醉后，将其固定于解剖台上。气管插管以保持大鼠呼吸畅通。分别对大鼠的

股动脉和股静脉进行插管，其中股动脉的插管用于测量大鼠的血压，股静脉的插

管用二r注射给药[1l】。在股动脉插管成功后，立即从插管向动脉注射0．2ml浓度

为125 IU／ml的肝素钠，以防止血液凝固。动脉插管连接已经预先校准过的压力

换能器(Statham P23D，美罔产)。压力换能器连接BIOPAC系统的波谱记录仪

(MPl00A，美国产)记录血压和心率。在开始实验前，动物需要先稳定30分

钟，并记录⋯段动物正常的血压和心率。然后，从股静脉注射给药，注射时将一

定剂量的ACF I或者ACF II一次全部给药。对予事先给予N．硝基精氨酸甲酯的实

验组，其实验方法参照Rees等人的方法[12，13]，按50 mg／kg雕J剂量从股静脉的

插管注射。注射N．硝基精氨酸甲酯后，大鼠的血压会显著的升高，并伴随轻微的

心率降低，这些血压和心率的变化大约在2分钟后进入一个平台期。注射N．硝基

精氨酸甲酯10分钟后，通过股静脉注射ACF II。每只大鼠，只用做一次实验。

4．3．2离体血管环的舒张实验

处死大鼠，并迅速切下胸主动脉，并放入冰的Krebs溶液中。Krebs溶液

(pH=7．4)中含有118 mmol／L NaCl，4．7 mmol／L KCI，1．1 mmol／L MgS04，1．2

mmol／L KH2P04，1．5 mmol／L CaCl2，25 mmol／LNaHC03和10 mmol／L葡萄糖。

在冰的Krebs溶液中小心清理胸主动脉，去除m管上的连接组织和脂肪，然后将

胸主动脉切成若干个宽度为3mm左右的血管环。所有的解剖过程必须非常小心，

以保护内皮细胞不受到损伤。如需要剥离内皮细胞，使用塑料管在血管环内脏的

表而轻轻摩擦几下即可将内皮细胞破坏。将【fIL管环悬浮在37℃的Krebs溶液中，

并将两个“L”型的不锈钢钩子插入血管环的内腔，其中一个钩子固定好，另⋯个
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钩子连接张力换能器(JH．2，中国产)。血管环浴液巾持续充入95％02和5％C02

的混合气体[1l】。调节血管环的基线张力为l g。张力的变化由张力换能器记录，

并连接到生物电信号处理系统(SKY．A8，中围产)。判定血管内皮的完整性是将

预收缩后的血管环用l rtrnol／L乙酰胆碱(Ach)处理后可以获得70％以上的舒张，

而确定血管内皮缺失是将预收缩后的血管环用1”mol／L?',酰胆碱(Ach)处理后

其舒张小于10％。血管环需要预先和各种药物接触30分钟，然后加入累计浓度

的ACF II做血管舒张实验。实验最后，使用浓度为100¨mol／L的硝普钠(SNP)

使血管环获得最大舒张，这个舒张度计算为100％舒张。每次测试结束后，血管

环需要用新鲜的Krebs溶液清洗3次，并平衡30分钟以后才可以继续使用【14，

15】。

4．3．2数据统计与分析

所有的在体实验数据，包括瓶压和心率，都用多导生理记录仪系统(BIOPAC

systems，美国)检测并记录，所得到的实验数据通过脱机数据视图软件

AcqKnowledge进行分析。数据统计采取平均值士标准误差。根据情况，选择配对

T检验或不配对T检验来检验平均值之间是否具有显著性差异，当P<O．05则认

为具有统计学上的最著性差异。

4．4实验结果

4．4．1 ACF Il对麻醉的正常血压大鼠的降血压作用

我们研究了ACF I和ACFⅡ对心血管系统的作用，作用对象为麻醉的正常血

压大鼠。由于ACF I和ACF II对于大鼠都属1：异种来源的蛋白质，所以，选用牛

血清白蛋白作为对照组。图4．2显示了对正常血压大鼠分别给予ACF I(8 moJkg)、

ACF II(4．8 mg／kg)和牛血清白蛋白(8 mg／kg)后其心率(HR)和平均动脉压

(MABP)的变化。正常fflL压大鼠的平均动脉压基准值为96．6a：4．8 mmHg，心率

的基准值为360-J：14 beats／min。如图4．2A所示，对照组的牛血清白蛋白会轻微升

高大鼠的平均动脉压和心率，这个结果和．IHayashida等人报道的情况～致[16】。在

注射牛血清白蛋白后，大鼠【fIL压和心率升高，大约在100秒以后达到最大，平均

动脉压升高8．I：Ld)．3％，心率升高4．0士o．1％，并进入平台期。大鼠在静脉注射剂

量为8 mg／kg的ACF I后，m压和心率都没有发生显著的变化。

我们发现，静脉注射ACF II会引起具有量效关系的缸压降低(图4．2C)。在

注射低剂量(4．5 mg／kg)的时候，ACF II就可以导致平均动脉压发生显著下降，

9l
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给药5秒后达到最大的降【fiL压效果，然后血压开始恢复。l到2分钟后，血压会

恢复到略低于给药前水平的一个平台值，然后慢慢的恢复到原始给药前的基准水

平。当静脉注射ACF II的剂量达到6．8 mg／kg的时候，血压会在给药后持续下降，

到30至50秒的时候达到最低血压，然后血压再开始恢复。3到6分钟后，平均

动脉压会恢复到明娩低于给药前的的平台值，并持续两个小时以上商到实验结

束。在图4．2D中将各个剂量的ACF II和牛血清白蛋白所导致收缩压、舒张压和

平均动脉压的最大变化都用柱状图表示在一起。当静脉注射剂量为7 mg／kg时平

均动脉压从96．84-5．7 mmHg最多下降到43．7q-4．9 mmHg，最大降幅为54．9-J：3．3％。

当ACF II的给药剂量超过8 mg／kg的时候，大鼠的血压降到极低且很不稳定并

可能导致死亡。根据上面的结果，我们选择7 mg／kg作为进一步研究ACF II的

实验中所用的剂量。这些结果都显示，ACF II在给药后血压会先出现一个快速

的下降，然后又增长恢复，最后长时问维持在略低于给药前的血压水平。如图

4．2C中显示，ACFⅡ诱导的这种长时间维持在略低于给药前麻压的降低幅度，

也是与药物剂量相关的。所以，ACF II是一个同时具有抗凝血活性和降血压活

性的双功能蛋白。然而，在ACF II各个剂量(4．8 mg／kg)的实验中，ACF H均

没有表现出任何对心率的影响。

N

图4．1 ACF II的罗宾模型图像，蛋白质银行文件号IYl7
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Fig．4．1 Ribbon model of the heterodimer polypepfide chains of anticoagulation

factor II(ACF II)．The Ca2+ions are indicated as yellow balls．The residues S5，A I 6，

A24，A52-H53，K108·A109，Rl 12 and R122 in A—chain ofACF II that are different

from those ofACF I are marked in green．The picture was drawn wim Protein Data
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图4．2 ACF I和ACF II的对大鼠【fn压和心率的影响

Fi2．4．2 Effect ofACF I and ACF II on anerial blood pressure and heart rate of rats．Time

courses ofthe changes in MABP and HR in rcsponse to intravenous injection ofBSA(8 mg／kg)

(A)and ACF I(8 m啦g)(B)．Time courses of the changes in MABP(C)and HR(E)in response

tO intravenous injection of ACF II【4·8 mg／kg)．(D)Maximum changes in BP in response tO the

intravenous injection of BSA(8 mg／kg)and ACF 11(5·8 lng／l(g)．Means+S．E．M．。n=5，’P<0．05，

”P<O．O 1．vS．BSA．treated group(Durmett’S test)．

4．4．2 ACF II介导N0释放的降血压作用

NO是心、脑血管调节中一个具有重要功能的信号分子，NO在维持血管张力

的恒定和调节血压的稳定性中起着重要作用。NO的合成依赖于一氧化氮合成酶，

一零一乱∞c一①@c∞co

一零一叱工c一①ac弼co
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底物为L．精氨酸[17]。N．硝赫精氨酸甲酯(L．NAME)是一氧化氮合成酶的抑制

荆，它被用作研究ACF II的降血压作用是否由NO的释放所诱导的试剂。参考Rees

等人的方法[12，13，16】，我们对大鼠预先给予50 mg／kg齐tJ量的N．硝基精氨酸甲

酯，lO分钟后静脉注射剂量为7 mg／kg的ACF II，并研究平均动脉压随时间的变

化过程。图4．3显示了N．硝基精氨酸甲酯对ACF II降血压作用的影响。由于N-硝

基精氨酸甲酯会抑制一氧化氮合成酶的活性，使血管平滑肌缺失舒张调节，从而

导致平均动脉压上升，并引起心率轻微下降，心率的轻微下降则可能是机体对m

压升高的负反馈调节的结果(图4．3A)，这与Hayashida等人得到实验结果⋯致

[16】。对于L．NAME实验组的大鼠，平均动脉压的基准值由96．64-4．8 mmHg上升

到157．14-5．0 mmHg。比较没有预先注射L．NAME的实验组和预先注射了L-NAME

的实验组，我们可以发现ACF II的降血压作用在L-NAME实验组大鼠的身上严重
降低了(图4．3，B和C)。图4．3D为平均动脉压随时间变化的曲线，我们从中可

以看出ACF II的整个降IllL压过程都被N．硝基精氨酸甲酯抑制了。这些结果表明，

ACF II在体降血压作用是基于ACF II介导的NO释放。
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图4．3 NO合成酶抑制剂对ACFH降m压活性的影响

Fig．4．3 Influence ofnitric oxide州O)synthase inhibitor on the hypotensive effect ofACF II．(A)

Time courses of the changes in MABP and HR in response to intravenons injection of L小『AME

(50 mg／kg)．Actual values in MABP(B)and maximum changes in MABP(C)in response to the

intravenous injection ofACFⅡ(7 mg／kg)were measured in the presence or absence of

N—omega-L-arginine methyl ester(L-NAME：50 mg／kg iv)．(D)Time courses ofthe changes in

MABP in respouse to intravenous in{ection ofACFlI(7 mg／kg)in the presence or absence of

L．NAME(50 mg／kg iv)．Means+S．E．M．，n=5，’P<0．05，P<0．01．vs．control(Dmmett’S test)．

4．4．3 ACF lI对苯肾上腺素预收缩的动脉血管环的舒张作用

血管内皮细胞以L．精氨酸为底物合成NO。NO是血管舒张凶子，它在血管功

能调控中发挥关键作用【12】。为了检测ACF II是否会诱导血管舒张，我们研究了

内皮完整的动脉ilIL管环和内皮被破坏的动脉【flL管环对ACF II的应答。取下胸主动

脉，并用l lamol／L的苯肾上腺素预收缩，使其在实验过程中产生～个稳定不变的

收缩力。图4．4A最示，对．Hj：苯肾上腺素预收缩的内皮完整的胸主动脉赢管环，

ACF II可以诱导其发生具有量效关系的舒张。ACFⅡ对苯‘肾上腺素预收缩的内皮

完整的胸主动脉血管环的舒张EC50值为30．0a：9．4 lamol／L。当胸主动脉血管环的

内皮组织被破坏，ACF II就不能诱导血管舒张(图4．4，B和C)。每次舒张的实

验最后，都是用浓度为100 lmaol／L的硝普钠使被预收缩的血管环获得最大舒张。

这砦结果表明，ACF Il降血压作用是由于其诱导的内皮依赖性的血管舒张而引起

的。

一零一正∞《乏c一∞ac∞cQ
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Fig．4．4 ACF II·induced relaxation in t}le rat tllomdc aorta．T11e typical rcsponses to ACF 11 were

determined in endofllelimn-intact(E+)(A)and endothelium-dcamded(E·)(B)aortic rings

precontracted with phenylephrine(PE)，respectively．(C)Data ale expressed in terms ofrelative

relaxation using the maximum relaxation induced by sodium nilroprusside(SNP)as references

(100％)．Means：t：S．E．M．，n=8，P<0．05，P<0．01．VS．endothelium-denuded group(unpmred

t-test)．

4．4．4 NO介导ACF Il对动脉血管环的舒张作用

前面我们已经通过在体实验证明了，ACF II在体降【I}L压作用是基于ACF II介

导的NO释放；我们又通过离体的血管环实验证明了，ACF H的降If『L压作用是由

于其诱导的内皮依赖性的皿管舒张而引起的。现在我们进⋯步研究，在N．硝基精

氨酸甲酯存在的情况下，ACFⅡ诱导内皮完整的动脉血．管环的舒张情况。如图

4．5，当胸主动脉血管环用浓度为100 pmol／Ll弘JN．硝基精氨酸甲酯预处理后，ACF

Ⅱ对其的舒张作用被抑制了56％。我们以乙酰胆碱作为阳性对照，乙酰胆碱是通

过NO通路诱导缸管舒张。100¨mol／L的N．硝基精氨酸甲酯可以抑制5 ttmol／L乙

酰胆碱92％的舒张活性，这和文献中报道的⋯致[12】。这些结果显示，ACF II诱

导的血管舒张是通过NO信号途径实现的。

ACF¨(pM)

图4．5 NO合成酶抑制剂对ACFⅡ诱导的肌管环舒张活性的影响

Fig．4．5 Effect of the NO synthase inhibitor on ACF II-induced relaxation in the rat thoracic aorta．

The responses of endothelium·intact aortic rings tO ACF 11 were determined in the presence or

absence ofL=NAME(1 00州)．The Segments of aorta forACF II and acetylcholine experiments

were from the same rat．Means：l：S．E．M．，n=8，‘P<0．05．“P<0．01．VS．control(Dunnett’S tesO．

co；∞×∞一∞．I可003℃cI-乱z∞零
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4．5 实验讨论

AcF II作为凝血因子Ⅸ／X结合蛋白家族的成员，可以特异性结合凝血因子Ⅸ

或者凝瓶因子X，从而产生显著的抗凝衄活性【9]。在这个章节的研究中，我们

发现，ACF II是一个多功能的蛋白，它不仅可以结合凝血凶子IX／X阻断凝血的瀑

布反应，还具有显著的降血压作用。目前，在凝血因子IX／X结合蛋白家族里，只

有IACF II具有降血压活性。因此，ACF II是一个特殊的双功能蛋白，而且有意思

的是其抗凝血活性和降血压活性都是和循环系统相关的。ACF II没有出血活性

f81，我们在ACF II的在体实验过程中也没有发现任何大的或小的出血症状。ACF

II的功能多样性可能为设计抗凝血或是抗高【fIL压药物提供有力线索。

皖南尖吻蝮蛇蛇毒中的另一个凝血因子IX／X结合蛋白，ACFI[8】，希IACFII

有着类似的c【p双链结构，也可以结合凝m因子X而具有抗凝赢活性【18】。尽管

ACF I和ACF II的氨基酸序列有很高的同源性，但是，ACFI却没有表现出任何降

血压活性(图4．2B)。这说明，凝血因子X与ACF II的降血压活性无关。

如图4．2C所示，静脉注射ACF n会导致具有量效关系的平均动脉压的下降。

将一定剂量的ACF II通过静脉一次性注射后，立即导致一个快而短暂的血压下

降，接着发生恢复性回升，随后长时间维持在一个低于给药前的血压水平。由

ACF II导致的快而短暂的m压下降和长时间维持的低血压，这两个过程的降血压

幅度都是随ACFⅡ剂量增加而增加的。血压的下降常常会导致机体出现代偿反

应，比如交感神经的兴奋，而引发心动过速。例如，肼屈嗪直接舒张血管平滑肌

引起血压降低的同时会反射性使心率上升。另一个药物的例子是阿片受体兴奋

剂，吗啡，静脉注射吗啡会抑制交感神经兴奋，同时降低血压和心率【16】。有

趣的是，ACF II在降低血压的过程中，对心率没有任何显著的影响(图4．2E)，

这说明静脉注射ACF II导致血压下降的机理和肼屈嗪、吗啡的机理都是不同的。

ACF II可诱导大鼠长时问维持在低血压状态，这说明ACF II的降血压作用是长效

性的。

有文献报道，凝血酶受体激活肽(TRAP)也可以诱导类似ACFⅡ的降血压

作用[19】，其机理是由于TRAP会通过内皮释放NO。NO是一种心血管调节的重

要信号分子，它作为内皮细胞姐管舒张因子，具有舒张血管希I调节瓶管紧张性的

生理作用【17】。所以，我们研究了NO是否参与了ACFII的降血压作用。如图4．3，

ACF II诱导的在体降血压活性会明显的被NO合成酶抑制剂——N．硝基精氨酸甲

酯所抑制，这说明NO在ACF II发挥降血压作用的过程中发挥重要作用。

在离体的实验中(图4．4)，ACF II对苯肾上腺素预收缩的内皮完整的大鼠
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胸主动脉赢管环表现了舒张向管环作用，且这种舒张作用具有量效关系。破坏ffIL

管环的内皮细胞，可以彻底阻断ACF II对血管环的舒张活性，这说明ACF II的

舒张血管作用是依赖于内皮细胞的。为了研究NO是否在ACF II的舒张血管作

用中发挥作用，我们在离体实验巾也使用N．硝基精氨酸甲酯作为抑制剂来考察

其对ACF II舒张血管活性的影响。实验证明，用浓度为100 gmoFL的N．硝基精

氨酸甲酯预处理内皮完整的大鼠胸主动脉血管环，ACF II对其的舒张活性可以

显著的被抑制。这说明，NO很可能在ACF II舒张血管的过程巾传递信号。这些

在体和离体的实验～起证明了，ACF II是通过NO信号途径诱导血管舒张而使血

压下降的。

乙酰胆碱通过NO信号途径诱导JflL管舒张。L-NAME在体外实验中对乙酰胆

碱的舒张血管活性具有极大的抑制作用，而L-NAME在相同条件下对ACF II的

舒张血管活性的抑制作用要小一些(图4．5)。这个结果说明，ACF II诱导的降

fIIL压作用并非完全是通过NO信号途径。在ACF II的降血压过程中可能还有其

他未知的途径。

相比众多具有降血压活性的化学小分子，仅有为数不多的几个天然蛋白质具

有降Jf】：【压活性。非常有趣的是，这些蛋白质大部分都是多功能的，它们在具有降

血压活性的间时还会具有其他的生理活性。例如，有五种具有降血压活性的丝氨

酸蛋白酶都为多功能蛋白质，它们包括凝m酶[19，20]，胰蛋白酶[21]，纤维蛋

白溶解酶[22]，人中心粒细胞弹性蛋白酶和胰凝乳蛋白酶[23】。这五种蛋白酶都

是具有多种功能活性的酶[24．28】。凝血酶是⋯‘个被研究较多的多功能蛋白质。

它可以结合各种类型细胞的不同受体，并发挥不同的生理活性，其作用的细胞包

括内皮细胞、平滑肌细胞和【liL小板【29，30】。然而，目前报道的没有酶活性且具

有降血压活性的蛋白仅有一个，就是牛乳铁蛋白【16]。乳铁蛋白是⋯种存在于

乳液、中性粒细胞和其他体液的多功能蛋白。乳铁蛋白分子的结构为一条含有

689个氨基酸残基的单链，其为铁离子结合的糖蛋白【3l】。乳铁蛋白的主要功能

是其对铁离子的转运，此外，乳铁蛋白通过介导NO的生成，产生内皮依赖性的

血管舒张，并最终导致ffIL压下降。有文献报道，具有调节血压作用的内源性NO

是由内皮NO合成酶合成的[32】。乳铁蛋白可能是直接作用NO合成酶，也可能是

通过相关受体问接激活NO合成酶的，从而导致血压的下降【16】。而另一篇文献

中则提到了牛乳铁蛋白可以选择性的激活神经No合成酶而加速NO的合成【33】。

目前的研究显示，ACF II是第二个被证明具有在体降血压活性且没有酶活性

的蛋白质。和乳铁蛋白类似，ACF II通过介导NO的生成导致内皮依赖性的血管

舒张而引发jflL压下降。同样是以麻醉状态的正常血压大鼠为实验对象，从皖南尖

吻蝮蛇蛇毒中的ACF II在7 mg／kg的剂量时会导致平均动脉血压产生54．9+3．3
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％的下降，而来源予牛奶的乳铁蛋白在以1280 nmol／kg的剂量静脉注射的时候

会使平均动脉压的下降幅度只达到35％[16]。这一数据表明，ACF II的降血压作

用较乳铁蛋白更为高效。

ACF II作为一个没有任何酶活力的蛋白，其抗凝m活性的机理是与凝血因子

IX或者凝血因子X发生l：l的结合形成复合物，从而阻断血液凝固过程中瀑布

反应【9]。ACF U在没有任何凝血因子存在的Krebs溶液中对苯肾上腺素预收缩的

内皮完整的大鼠胸主动脉IfIL管环产生舒张作用，这说明，ACF II的舒张IfIL管活性

和其抗凝血活性并不是通过同⋯途径。在第二章中，我们对ACF II的在体抗凝血

活性进行了深入的探讨，以1．65 mg／kg的剂量对大鼠尾静脉注射ACF II仅可以使

APTT延长2倍不到，而静脉注射ACF II的剂量达到5mg／kg的时候APTT可以延

长5倍。在降血压实验中，我们发现，ACF II产生轻微降血压的最小剂量为4

mg／kg，而这个剂量在抗凝血实验中已经为极强生理作用的高剂量。前面我们已

经得到结论，ACF II的抗凝m活性和降【flL压活性为两个不同的通路，结合我们在

第二章节、第三章节所完成的ACFⅡ和凝血因子X及凝血凶子Ⅸ结合反应的动力

学实验，我们推测，ACFⅡ在进入循环系统中以后，既可以和凝血凶予IX／X结合

发挥其抗凝【fIL活性，又可以和血管内皮细胞上的受体作用导致【fIL管舒张而引起舡

压下降。对于在这两个作用对象，ACF II可能会优先选择与它亲和力更高的凝血

因子I)(／，X。所以，ACF 1I在低剂量时，只呈现抗凝血活性，在高剂量时才表现出

降血压活性。

值得我们留意的是，皖南尖吻蝮蛇蛇毒中，另一个与ACF II同源性极高的

另一种凝IflL因子IX／X结合蛋白(ACF I)不具有降血压活性。ACF I和ACF II

仅在Q．链上有9个不同的氨基酸残媾，而这9个不同的氨荩酸残基正是ACF I

没有降血压活性而ACF II有降血压活性的内在原因。目前我们还不知道ACF II

诱导向压下降的详细作用机理，但以上结果表明ACF II通过多靶点作用血液循

环系统，是一个多功能蛋白质，它通过不I占J的途径发挥抗凝血和降血压两种不同

作用。ACF II多功能作用机理有待更进⋯步深入研究。

4．6实验讨论

我们研究了ACF I和ACF II对大鼠血液循环系统的影响，发现ACF U具有

显著的降赢压活性，同时对心率没有产生显著的影响。静脉注射ACF II能迅速

导致大鼠血压显著下降并在几十秒后达到最大下降幅度，接着血压缓慢升高，恢

复到明显低于给药前水平的平台值，并长期维持这个较低血压的平台状态。在体

外，ACF II能诱导血管舒张。血管内皮细胞中有一氧化氮(NO)合成酶，该酶

lOl
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合成NO。NO是信号分子，它能诱导血管平滑肌舒张。N．硝基精氨酸甲酯

(L-NAME)是NO合成酶抑制剂。在体外，L-NAME能照著抑制ACF II的舒

张血管活性；在体内，L-NAME能最著抑制ACF II的降血压活性。由此可知，

ACF II通过NO信号途径诱导血管舒张从而导致【flL压下降。因此ACF II是凝衄

因子IX／X结合蛋白家族中一个独特的多功能蛋白，它通过不同途径作用与血液

系统，兼具抗凝血和降血压双重活性。尽管ACF I和ACF II具有十分相似的空

间结构，但ACF I没有任何降压活性。
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