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　　　单环刺!

纤溶酶的季节积累

及初步药效学

龙莎１，吕卓伦１，李小红２，宋伟杰３，王立强１

（１．华侨大学 生物医学学院，福建 泉州３６２０２１；

２．广州优米健医药科技有限公司，广东 广州５１００００；

３．中国人民解放军第２１１医院，黑龙江 哈尔滨１５００８０）

摘要：　研究单环刺"

纤溶酶（ＵＦＥ）的季节累积规律，并验证 ＵＦＥ的药效学．首先，将不同季节采收的单环

刺
"

体腔液通过离心、葡聚糖凝胶过滤、阴离子交换层析等工艺进行分离、提纯，获得单一组分．然后，使用聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ?ＰＡＧＥ）测定 ＵＦＥ的相对分子质量，用Ｆｏｌｉｎ?酚试剂法测定其活力．最后，通过体内、

外溶栓实验和大鼠脑中动脉栓塞模型来考察 ＵＦＥ的抗凝血和溶血栓作用．结果表明：从秋季批单环刺"

中

分离纯化的ＵＦＥ比活力达到１９４．５７ｎｋａｔ·ｍｇ
－１，纯化倍数为１７．９倍，回收率为１６．９％，与春季批、夏季批

结果相比有统计学意义．药效学实验证实：ＵＦＥ与尿激酶类似，能明显延长体外凝血时间，有效抑制体内血栓

形成；ＵＦＥ的活性与季节变化相关，具有季节累积性；ＵＦＥ具有显著的抗凝血和溶栓作用，且无溶血毒性．

关键词：　单环刺"

；单环刺
"

纤溶酶；抗凝血；溶栓；季节累积性；药效学
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单环刺
"

个体肥硕，体壁肌养分丰富，是我国北方黄海、渤海沿岸潮下带浅水区底栖生物的常见物

种［１?２］，科学家从其内脏中分离出了
"

速激肽Ⅰ?Ⅷ、血凝素、腺苷酸酶等蛋白活性物质
［３?７］．Ｗａｎｇ等

［８］在

２００６年第一次从单环刺"

体腔液和内脏混合物中分离纯化出了一种纤溶酶组分．中国海洋大学生物活

性物质实验室相继从单环刺
"

中分离出一系列纤溶酶组分，并进行了其活性、药效学等的研究，证实

ＵＦＥ具有良好的溶栓活性及生物安全性
［９］．现有关于单环刺"

纤溶酶（ＵＦＥ）的基础研究及药效学的研

究比较凌乱，缺乏系统性．Ｖｒｉｊｍｏｅｄ等
［１０］曾报道季节动态变化会影响海洋真菌中胞外漆酶的活性，而

关于ＵＦＥ受季节变化的影响尚无报道．在一年４季的季节更迭之中，春生、夏长、秋收、冬藏的交替是一

个连续的循环变更过程，在这一过程中，机体的生命活动随着季节的节律性变化也会发生复杂的内源性

变化．本文选择春分、夏至、秋分作为３个季节的典范
［１１］，通过多指标综合分析环境变化影响下单环刺

"

体内纤溶酶的积累规律．

１　实验部分

１．１　实验材料

１）实验动物．单环刺"

（
"

虫动物门、
"

纲、无管
"

目、刺
"

科、刺
"

属，山东青岛黄岛海域）５４０只，

清洁级，体质量（４０±１０）ｇ；新西兰白兔１０只，清洁级，体质量（２±０．５）ｋｇ（福建省厦门大学实验动物

中心，动物许可证号：ＳＹＸＫ（闽）２０１３?０００７）；昆明小鼠，无特定病原体（ＳＰＦ）级，６～８周龄，体质量（２０

±２）ｇ，雌雄各半（福建省厦门大学实验动物中心，动物许可证号：ＳＹＸＫ（闽）２０１３?０００６）；ＳＤ大鼠，ＳＰＦ

级，体质量（２００±２０）ｇ，雌雄各半（福建省厦门大学实验动物中心，动物许可证号：ＳＹＸＫ（闽）２０１３?

０００６）．

２）试剂．Ｑ?ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?７５，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?５０（上海源叶生物）；牛纤维蛋白原、

牛凝血酶（高活力，大于３３．３４ｔｚｋａｔ·ｍｇ
－１）（美国Ｓｉｇｍａ公司）；尿激酶（８３３．５μｋａｔ·ｍｇ

－１，上海碧云

天生物试剂）；Ｎ，Ｎ′?甲叉双丙烯酰胺（北京克拉玛依试剂厂）；琼脂糖，分析纯（德国Ｓｅｒｖａ公司）；超低

相对分子质量标准蛋白（３．４～１００．０ｋｕ，北京普朗塞生物科技公司）；其他试剂均为国产分析纯．

３）仪器．Ｒａｙｔｏ２１００ｃ型酶标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）；ＣｖｏａｙＭｉｎｉＰ４型电泳仪（北京

六一仪器厂）；Ａｋｔａ自动液相分析仪（上海通用电器医疗集团）．

１．２　犝犉犈季节累计规律

１．２．１　单环刺#

分组及干预方法　分别选择春分、夏至、秋分前后３天采收样品，各季节购买的单环刺

"

的采购日期分别为２０１７０３１９批、２０１７０３２０批、２０１７０３２１批；２０１７０６２０批、２０１７０６２１批、２０１７０６２２批；

２０１７０９２２批，２０１７０９２３批、２０１７０９２４批，每批分６组，每组１０只．购买的单环刺"

分别在当时环境下海

水养殖２４ｈ，于次日中午１２点获取体腔液，－８０℃冻存２４ｈ后使用．

１．２．２　ＵＦＥ的提取纯化　分别取不同批次单环刺"

体腔液于４℃ 条件融化，３９００ｒ·ｍｉｎ－１离心６０

ｍｉｎ，收集上清液，通过质量分数为９０％，５０％的两个硫酸铵溶液进行透析除盐实验．上清经０．４５μｍ微

孔滤膜处理后，上样ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?７５凝胶柱以双蒸水洗脱，收集凝胶柱最上层的淡黄色条带组分，－８０

℃冷冻干燥，获得粗酶制品．将冻干产物用０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲液溶解后，上样Ｑ?Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

离子交换柱以０．３ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ及０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ的缓冲液梯度洗脱，流速控制为１ｍＬ·

ｍｉｎ－１，分部收集洗脱液，装入３５００Ｄ型透析袋，以双蒸水为外相去离子后，冷冻干燥．冻干产物用双蒸

水溶解后，２％的柱体积上样ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?５０凝胶柱以双蒸水洗脱，流速控制同上，收集流出组分．采用

二喹啉甲酸（ＢＣＡ）法进行穿透组分光密度（犇）值的测定，冷冻干燥得纯化酶制品．

４８５ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１８年
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１．２．３　ＵＦＥ活力的测定　参考文献［８］方法，以酪蛋白为底物，采用Ｆｏｌｉｎ?酚试剂法测定酶活力．酶活

力单位定义为：在３７℃，ｐＨ＝７．８条件下，每分钟水解出相当于１μｇ酪氨酸的酶量（１个酶活力单位）．

标准曲线公式：犢＝１０２．６５犡－０．２１４３，犚２＝０．９９９８．酶比活力是在特定条件下，单位质量蛋白质所具

有的酶活力单位数．比活力为每毫克蛋白质所具有的酶活力单位数，一般用ｋａｔ·ｍｇ
－１蛋白质表示．

１．２．４　ＵＦＥ组分相对分子质量的测定　依照参考文献［６］，采用ＳＤＳ?ＰＡＧＥ（质量分数为５％浓缩胶，

质量分数为１２％分离胶）凝胶，以低相对分子质量标准蛋白（３．４～１００．０ｋｕ）为标准，测定纯化组分的

相对分子质量．

１．３　犝犉犈初步药效学验证实验

１．３．１　体外药效学实验　实验设置质量分数为０．９％生理盐水为阴性对照组，尿激酶为阳性对照组，

ＵＦＥ为实验组，质量浓度设置分别为０．７００，０．３５０，０．１７５ｍｇ·ｍＬ
－１．取灭菌试管１５支分别加入酶液

１．０ｍＬ，新西兰兔肌注异氟烷，待完全麻醉后心脏取血，新鲜血液立即以每支１．０ｍＬ加入灭菌试管，震

荡混匀后３７℃恒温水浴中静置３ｈ，每组设置３个平行组．３ｈ后将栓块取出，用质量分数为０．９％的

ＮａＣｌ溶液洗净，滤纸吸去多余水分，观察拍照，各自称量．

１．３．２　体外溶栓实验　实验设质量分数为０．９％生理盐水为阴性对照组，尿激酶为阳性对照组，ＵＦＥ

为实验组，质量浓度设置分别为０．７００，０．０７０ｍｇ·ｍＬ
－１．新西兰兔耳缘静脉取血，新鲜血液立即以每

支１．０ｍＬ加入灭菌试管，静置２ｈ至血液凝固，各管对应加入待测溶液１．０ｍＬ．于３７℃恒温振摇，观

察各试管栓块的大小、颜色变化，每组设置３个组．１８ｈ后将栓块取出，用质量分数为０．９％的ＮａＣｌ溶

液洗净，滤纸吸去多余水分，观察拍照，各自称量．

１．３．３　体内药效学实验抗凝实验　将小鼠以８只为一组随机分为５组．以小鼠体液约１．５ｍＬ计算

ＵＦＥ剂量，用质量分数为０．９％注射用生理盐水将ＵＦＥ冻干粉配制成高剂量组（５．２５０ｍｇ·ｍＬ
－１）、

中剂量组（２．６２５ｍｇ·ｍＬ
－１）、低剂量组（１．３１３ｍｇ·ｍＬ

－１）．向小鼠尾静脉注入实验组溶液（以每１０ｇ

体质量注入０．１ｍＬ溶液），给药２０ｍｉｎ后，摘小鼠眼球．凝血时间以用玻片法测定，无间断取血滴于载

玻片，用干燥毛细管拨动玻片上的血滴，记录出现血凝丝时的时间．

１．３．４　大鼠脑中动脉栓塞模型实验　取ＳＤ大鼠２４只，随机分成４组（生理盐水组、１０ｍｇ·ｋｇ
－１尿激

酶给药组、１０和５０ｍｇ·ｋｇ
－１ＵＦＥ给药组），腹腔注射１０％水合氯醛（液料比为０．４ｍＬ∶１００ｇ）麻醉

大鼠后，分离右侧颈外动脉，以肝素生理盐水溶液８３３．５ｍｋａｔ浸湿一根６ｃｍ的４号手术线后，插入其

中．９０ｍｉｎ后，拔出拴线，从大鼠尾静脉分别注射各受试溶液．２４ｈ后，对大鼠神经功能缺失体征评分．

评分后麻醉大鼠，取脑，做２，３，５?三苯基氯化四氮唑（ＴＴＣ）染色．

１．３．５　溶血与凝聚实验　取健康白兔血液，加入１０倍质量分数为０．９％的ＮａＣｌ溶液，１５００ｒ·ｍｉｎ
－１

离心１５ｍｉｎ，除去上清液．用质量分数为０．９％ＮａＣｌ溶液洗涤沉淀的红细胞清洗至上清液澄清透明．将

洗涤后的红细胞用质量分数为０．９％ＮａＣｌ溶液配制成质量分数为２％的混悬溶液；将ＵＦＥ用质量分数

为０．９％ ＮａＣｌ溶液制成０．１，０．５，１．０ｍｇ·ｍＬ
－１的酶溶液．取洁净玻璃试管１２支，编号１，１′号为０．１

ｍｇ·ｍＬ
－１的供试品管，２，２′号为０．５ｍｇ·ｍＬ

－１的供试品管，３，３′号为１．０ｍｇ·ｍＬ
－１的供试品管，４，

４′号为阴性对照管，５，５′号为阳性对照管，６，６′号为供试品对照管．其中１，２，３，４，５，６号为ａ组，其余为

ｂ组．实验试剂配置表，如表１所示．混匀后，在（３７±０．５）℃的恒温箱中温育３ｈ，观察有无溶血现象．

表１　实验试剂配置表

Ｔａｂ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅａｇｅｎｔｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｔａｂｌｅ

配液
试管号

１，１′ ２，２′ ３，３′ ４，４′ ５，５′ ６，６′

犞（红细胞悬液）／ｍＬ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５ ０

犞（ＮａＣｌ）／ｍＬ ２．２ ２．２ ２．２ ２．５ ０ ４．７

犞（纯化水）／ｍＬ ０ ０ ０ ０ ２．５ ０

犞（供试品溶液）／ｍＬ ０．３ ０．３ ０．３ ０ ０ ０．３

１．４　统计学分析

采用单因素方差分析，使用ＳＰＳＳ软件

对数据进行统计学处理，结果均以珚狓±狊表

示，用ＬＳＤ法作两两对比，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义．

２　实验结果与分析

２．１　犝犉犈季节累积考察结果

２．１．１　ＵＦＥ纯化结果　取每个季节的３批样品数据平均值，其中，春、夏、秋季批分别标记为第１，２，３

批，所得体内蛋白及纤溶酶活性结果，如表２所示（狀＝６）．由表２可知：在样品预处理条件相同的情况
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下，对比不同季节批次样品，第３批ＵＦＥ的比活力、回收率，以及纯化倍数差异均具有统计学意义（犘＜

０．０１），其中，第３批活性最高，第１批最低；在由春分到秋分的季节变化中，ＵＦＥ活性呈升高趋势．表２

中：表示犘＜０．０５；表示犘＜０．０１．

表２　不同季节单环刺"

活性对比结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅａｓｏｎｓ

批次 犿（总蛋白）／ｍｇ 总活力／ｎｋａｔ·ｍＬ－１ 比活力／ｎｋａｔ·ｍｇ
－１ 回收率／％ 纯化倍数

１ １５．２±１．０ １３６９．２１ ９０．０７ １１．５±０．９ １０．６±１．９

２ １５．４±０．４ １７７７．８２ １１５．３２ １３．２±０．３ １４．５±１．９

３ １３．０±０．６ ２５２９．６７ １９４．５７ １６．９±０．５ １７．９±２．９

２．１．２　ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分子量测试结果　ＢＣＡ法测定第２０１７０９２３批目标产物犇值的结果，如图１所示．

由图１可知：峰为单一洗脱峰．洗脱峰冻干产物ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳条带，如图２所示．由图２可知：组分相

对分子质量在１１ｋｕ左右；参考文献［６］，文中方法分离纯化所得目标蛋白为单环刺"

纤溶酶系列同工

酶中的ＵＦＥⅣ．

　图１　第２０１７０９２３批目标产物ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?５０分子筛层析图谱　　图２　第２２０１７０９２３批目标产物电泳结果图

　　　　Ｆｉｇ．１　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?５０ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｅｖｅ　　　　　　　　　　Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｔａｒｇｅｔｐｒｏｄｕｃｔ２０１７０９２３　　　　　　　　　　ｔａｒｇｅｔｐｒｏｄｕｃｔ２２０１７０９２３

２．２　体内外抗凝及溶栓实验结果

２．２．１　体外抗凝与溶栓效果　３ｈ后抗凝实验血栓称量结果，如图３所示．图３中：ａ为尿激酶组；ｂ为

单环刺
"

纤溶酶组；ｃ为生理盐水组．由图３可知：不同质量浓度下ＵＦＥ给药组较阴性对照组抗凝效果

的差异均具有统计学意义（犘＜０．０１）；与阳性对照组相比，ＵＦＥ抗凝效果差异不具有统计学意义（犘＞

０．０５），质量浓度为０．７００ｍｇ·ｍＬ
－１时，ＵＦＥ抗凝效果低于尿激酶；在低质量浓度０．３５０ｍｇ·ｍＬ

－１及

０．１７５ｍｇ·ｍＬ
－１下，ＵＦＥ抗凝效果高于尿激酶．

溶栓１８ｈ时称量血栓结果，如图４所示．由图４可知：在不同质量浓度下，ＵＦＥ给药组较阴性对照

组溶栓效果差异具有统计学意义（犘＜０．０１）；与阳性对照组相比，当ＵＦＥ为０．０７０ｍｇ·ｍＬ
－１时，溶栓

效果差异不具统计学意义（犘＞０．０５）；当质量浓度为０．７００ｍｇ·ｍＬ
－１时，溶栓效果略低于尿激酶．

　图３　体外抗凝实验结果　　　　　　　　　　　　　　　　图４　体外溶栓结果

　　　Ｆｉｇ．３　犐狀狏犻狋狉狅ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ　　　　Ｆｉｇ．４　犐狀狏犻狋狉狅ｔｈｒｏｍｂｏｌｙｓｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ

２．２．２　体内抗凝与溶栓效果　小鼠体内血液凝固时间，如图５所示．图５中：ＵＫ为尿激酶．由图５可

知：ＵＫ高剂量组与生理盐水组存在差异，具有统计学意义（犘＜０．０１）；高剂量的ＵＦＥ可明显延长凝血

时间．大鼠脑中动脉栓塞模型实验结果，如图６，７所示．由图６，７可知：与生理盐水组和尿激酶组相比，

ＵＦＥ高剂量组对大鼠脑中动脉栓塞症状缓解作用差异具有统计学意义（犘＜０．０１），且高剂量组与低剂
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量组存在较好的量效关系．

　　图５　小鼠体内　　　　　　　　图６　ＵＦＥ对大鼠　　　　　　　图７　ＵＦＥ对大鼠

　　抗凝实验结果　　　　　　　　　神经功能的影响　　　　　　　　脑梗死体积的影响

Ｆｉｇ．５　Ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｔｅｓｔ　　　　　Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＵＦＥｏｎ　　　　　Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＵＦＥｏｎ

　　ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｍｉｃｅ　　　　　　　ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ　　　　　ｉｎｆａｒｃｔｖｏｌｕｍｅｉｎｒａｔｓ

２．２．３　溶血实验结果　３ｈ后溶血实验结果，如图８所示．由图８可知：两组供试品管与阴性对照管中，

红细胞下沉，上清液无色澄明，轻轻晃动供试品管与阴性对照管，红细胞分散，重新形成混悬液，说明无

红细胞凝聚发生；阴性对照管中无溶血和凝聚发生，阳性对照中有溶血发生，两组供试品管在３ｈ内均

不发生溶血和凝聚，判断为ＵＦＥ溶血实验符合规定．

（ａ）１，２，３，４，５，６号试管　　　　　　　　（ｂ）１′，２′，３′，４′，５′，６′号试管

图８　温育３ｈ后溶血实验结果

Ｆｉｇ．８　Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓａｆｔｅｒ３ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

３　讨论

抑制血栓形成一般有３条主要途径：１）抑制凝血因子发挥作用；２）抑制血小板的聚集、粘附、释放

功能；３）促进纤溶系统对不溶性或难溶性纤维蛋白原或纤维蛋白的失活或降解．体内外试验证明单环

刺
"

纤溶酶具有纤维蛋白溶解活性，可直接降解纤维蛋白和纤维蛋白原，还能明显延长血液凝固时间，

产生抗凝血作用［１２?１３］，而ＵＦＥ对血小板的功能是否有影响目前尚不清楚，有待于进一步探讨．

目前临床上使用的溶栓药物主要是链激酶、尿激酶、组织型纤溶酶原激活物等．它们的药效机制是

将无活性的纤溶酶原激活为纤溶酶，继而水解血栓中的纤维蛋白而发挥其溶栓作用［１４?１５］，溶栓途径单

一，作用间接且见效慢．ＵＦＥ与其他纤溶酶不同，它通过多种分子途径发挥作用，且不存在无活性的酶

原形式，不活化纤维蛋白原，且对凝血因子无水解作用．

目前，国内外对于单环刺
"

的研究主要集中在对体内生物肽的分析及蛋白重组的研究等方面，而关

于季节变化对ＵＦＥ等蛋白酶的影响未见报道．实验通过对３个季节间提取的总蛋白和 ＵＦＥ的各指标

进行差异性分析，得到不同季节实验数据．秋分组最高，春分组最低，且秋分组较其他组均升高，揭示单

环刺
"

内脏的功能活动与季节变化之间存在着密切的内在联系，故推测造成这一结果的原因可能与激

素水平调节［１６］有关．近来大量动物实验证明，季节变化能影响大鼠肺脏组织中肿瘤坏死因子α、白细胞

介素和ＩＦＮ?γ等细胞因子的活性，改变机体的正常平衡状态．

基于以上研究报道，后续将继续探究凝血因子、白细胞介素等细胞因子的季节变化规律．由于条件
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所限，研究仅对与季节变化引起的直观数据进行了统计分析，未考虑单环刺
"

自身生长周期对 ＵＦＥ季

节累积的影响．同时，在ＵＦＥ提纯过程中，实验前期摸索出的 ＵＦＥ的分离纯化工艺在一定程度上优于

现有工艺，但其缺点是无法对ＵＦＥ同工酶进行区分，无法判断 ＵＦＥ同工酶间的季节累积规律是否相

同，这些问题有待于更深入的研究．
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