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　　　双功能型纤溶酶的研究进展

严慧，周晶晶，林宏峻，唐明青

（华侨大学 医学院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　综述双功能型纤溶酶（ｄＦＥ）的物种来源，介绍双功能型纤溶酶的纯化工艺和酶活特性，为其进一步开

发提供参考．结果表明：双功能型纤溶酶是一种同时具有纤溶酶原激活功能和纤维蛋白直接降解功能的新型

纤溶物质，其来源广泛，多为微生物来源；分离纯化工艺繁琐，以多层色谱为主；大多体现丝氨酸蛋白酶活性特

征，受金属离子、ｐＨ值和蛋白酶抑制剂影响较大．

关键词：　纤溶酶原；纤维蛋白；纤溶酶；纤溶；血栓
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血栓性疾病严重威胁着人类的生命健康，其发病率高居各种疾病之首，且近年来还有渐增之势，是

当代医学研究的重点和热点之一［１］．目前，用于临床溶栓治疗的溶栓制剂按其作用机制可以分为纤溶酶

原激活剂（ＰＡ）和纤维蛋白溶解剂两大类．纤溶酶原激活剂主要将体内的纤溶酶原激活成活性的纤溶

酶，再发挥溶栓效应，如组织型纤溶酶原激活剂（ｔＰＡ）、尿激酶（ＵＫ）、链激酶（ＳＫ）等
［２４］．纤维蛋白溶解

剂则能够直接降解纤维蛋白，溶解血栓，如各种蛇毒金属蛋白酶（ＳＶＭＰ）和纤溶酶
［５］．不同的溶栓分子

机制决定了两类溶栓制剂的优缺点，如纤溶酶原激活剂具有较好的靶向性和安全性，但溶栓效果却严重

依赖于患者自身的纤溶酶原水平；纤维蛋白溶解剂能独立快速溶解血栓，但却容易被血清中的各种抑制

剂抑制，靶向性也较差［６７］．

双功能型纤溶酶（ｄｕａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅ，ｄＦＥ）是一种新型纤溶物质，同时具有纤溶酶

原激活效应和纤维蛋白直接溶解效应．由于双功能型纤溶酶能够很好地弥补现有纤溶药物的不足．鉴于

此，本文对双功能型纤溶酶的物种来源、纯化工艺及酶活特性进行较为全面的综述．
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１　双功能型纤溶酶的物种来源

作为中国传统中药，地龙（ｅａｒｔｈｗｏｒｍ）又称蚯蚓、土龙等，是目前已知最早的具有医书记载的抗血

栓药材之一．最新版《中国药典》中明确显示地龙具有通络功效，可用于治疗中风半身不遂
［８］，这正是地

龙抗栓溶栓的最直接体现．目前，已有多种以地龙为主药的复方或中成药用于血栓的临床治疗，如各种

（复方）地龙（溶栓）胶囊［９１０］．虽然地龙的抗栓溶栓功效已得到广泛的印证，但具体效应物质却尚未明

确．直到１９９１年，Ｈｉｓａｓｈｉ等
［１１］才从粉正蚓（犔狌犿犫狉犻犮狌狊狉狌犫犲犾犾狌狊）中分离得到一种同时在含纤溶酶原的

纤维平板和不含纤溶酶原的纤维平板中显示纤溶效应的物质．进一步的划段纯化表明，这类物质是由类

糜蛋白酶（ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎｌｉｋｅｅｎｚｙｍｅ）、类胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎｌｉｋｅｅｎｚｙｍｅ）和未知类型蛋白酶组成的混合

物，并将此类混合物质命名为蚓激酶（ｌｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ）．除粉正蚓外，后续研究表明，不同的蚯蚓品系均存

在此类双功能型纤溶酶，但不同品系之间的酶的氨基酸组成、分子质量和酶活特性存在明显差异［１２１４］．

方格星虫（犛犻狆狆狌狀犮狌犾狌狊狀狌犱狌狊），又名土笋、沙虫、海蚯蚓，是闽南名小吃“土笋冻”中的主要原材料．

除形态结构的高度相似性外，星虫与蚯蚓在分类学中也具有高度的相似性，同属于螺旋卵裂动物（犛狆犻狉

犪犾犻犪）、冠轮动物总门（犔狅狆犺狅狋狉狅犮犺狅狕狅犪）、环节动物门（犃狀狀犲犾犻犱犪）．目前，课题组已在方格星虫中分离鉴定

出多种双功能型纤溶酶（申请号／专利号：２０２３１０１０８４７０．９）．通过多层色谱、亲和纯化和蛋白结晶，课题

组首次获得２个方格星虫纤溶酶（ＳＦＥ）的蛋白晶体（ＰＤＢ：８ＨＺＯ，８ＨＺＰ），通过晶体结构分析，获得ＳＦＥ

的关键三联体催化位点信息，同时完成了首个方格星虫的全基因测序（ＣＮＧＢ：ＣＮＰ０００３７０８），成功预测

出１７个纤溶酶基因．除方格星虫外，在可口革囊星虫（犘犺犪狊犮狅犾狅狊狅犿犪犲狊犮狌犾犲狀狋犪）中也发现了大量的双功

能型纤溶酶，但其含量比方格星虫略低．

目前，在微生物、藻类、蛭类、昆虫、蘑菇和植物中都已经分离出大量的双功能型纤溶酶．其中，微生

物来源占据了绝大部分，这可能与微生物特殊代谢通路有关，也可能与庞大的微生物种群有关．在这些

已报道的微生物中，又以细菌尤其是杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊）为主．微生物来源的双功能型纤溶酶，如表１所示．

表１　微生物来源的双功能型纤溶酶

Ｔａｂ．１　ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｏｕｒｃｅｓｏｆｄＦＥ

来源 微生物种类 酶名称 参考文献

豆豉 犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊 ＮａｔｔｏｋＢ１２ 文献［１５］

豆豉 犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＤＣ２７ ＤＥＦ２７ 文献［１６］

农业废弃物 犅犪犮犻犾犾狌狊犺犪犾狅犱狌狉犪狀狊 ＩＮＤ１８ 文献［１７］

海绵 犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狏犲狉狊犻犮狅犾狅狉 ＺＨＬ１ 文献［１８］

蛹虫草 犆狅狉犱狔犮犲狆狊犿犻犾犻狋犪狉犻狊 － 文献［１９］

豆豉 犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＤＣ３３ ＳｕｂｔｉｌｉｓｉｎＦＳ３３ 文献［１９］

茶树菇 犃犵狉狅犮狔犫犲犪犲犵犲狉犻狋犪 － 文献［２０］

长春花 犡狔犾犪狉犻犪犮狌狉狋犪 Ｘｙｌａｒｉｎａｓｅ 文献［１９］

食用菌 犘犾犲狌狉狅狋狌狊犳犲狉狌犾犪犲 － 文献［２１］

印尼豆豉 犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＴＰ６ ＴＰａｓｅ 文献［１９］

平菇 犘犾犲狌狉狅狋狌狊狅狊狋狉犲犪狋狌狊 － 文献［１９］

猴头菇 犎犲狉犻犮犻狌犿犲狉犻狀犪犮犲狌犿 Ｈｅｒｉｎａｓｅ 文献［２２］

虾酱 犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．ｎｏｖ．ＳＫ００６ － 文献［２３］

豆豉 犅犪犮犻犾犾狌狊犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊ＪＸＮＵＷＸ１ － 文献［１９］

豆豉 犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＬＤ８５４７ ＤＦＥ 文献［２４］

韩国豆酱 犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．ＣＫ１１４ ＣＫ 文献［２５］

北海湾淤泥 犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＨＱＳ３ － 文献［２６］

发酵豆制品 犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＦＦ０１ Ｂａｃｅｔｈｒｏｍｂａｓｅ 文献［２７］

土壤 犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．ＡＳＳ２０Ｉ Ｂａｆｉｂｒｉｎａｓｅ 文献［１９］

河岸土壤 犅犪犮犻犾犾狌狊狏犲犾犲狕犲狀狊犻狊Ｚ０１ Ｖｅｌｅｆｉｂｒｉｎａｓ 文献［２８］

大曲 犚犺犻狕狅狆狌狊犿犻犮狉狅狊狆狅狉狌狊ｖａｒ．狋狌犫犲狉狅狊狌狊 － 文献［２９］

真菌 犛犪狉狅犮犾犪犱犻狌犿狊狋狉犻犮狋狌犿 ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅⅢ 文献［３０］
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２　双功能型纤溶酶的分离纯化

与传统天然蛋白的分离纯化相似，天然双功能型纤溶酶的纯化也主要根据蛋白的极性、电荷、溶解

性、分子质量、等电点等特性进行分离纯化，都需要经过原液制备、蛋白粗制、蛋白精制、产品鉴定４个阶

段．双功能型纤溶酶的纯化工艺，如表２所示．表２中：狕为产品活性．

表２　双功能型纤溶酶的纯化工艺

Ｔａｂ．２　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｅｓｏｆｄＦＥ

来源 酶名称 精制方法 狕／ｎｋａｔ·ｍｇ
－１ 参考文献

犘犺犲狉犲狋犻犿犪狏狌犾犵犪狉犻狊 ＥＰＦ３
硫酸铵沉淀、ＨｉＴｒａｐＱＨＰ柱层析、Ｓｕ

ｐｅｒｄｅｘＧ７５柱层析

３０６０．２０±

６６．１８
文献［１２］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊 ＮａｔｔｏＢ１２
硫酸铵沉淀、ＳｐｈａｄｅｘＧ７５ 柱 层 析、

ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ柱层析
８８６２３．７２ 文献［１５］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＤＣ２７ ＤＥＦ２７
ＵｎｏＱＳｅｐｈａｒｏｓｅ柱层析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ

７５柱层析、高效液相色谱
１８７９４４．２５ 文献［１６］

犅犪犮犻犾犾狌狊犺犪犾狅犱狌狉犪狀狊 ＩＮＤ１８
硫酸铵沉淀、ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ阳离子色

谱、Ｃａｓｅｉｎａｇａｒｏｓｅ亲和层析
２１２５４．２５ 文献［１７］

犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狏犲狉狊犻犮狅犾狅狉 ＺＨＬ１ 硫酸铵沉淀、阳离子交换色谱 ６５１１１．３５ 文献［１８］

犛犲狉狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊

ｓｕｂｓｐ．狊犪犽狌犲狀狊犻狊
－ 硫酸铵沉淀、透析、高效液相色谱 １７２２０．１１ 文献［１９］

犆狅狉犱狔犮犲狆狊犿犻犾犻狋犪狉犻狊 －

硫酸铵沉淀、ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ柱层

析、ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ柱层析、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ

７５柱层析

１４６７．４ 文献［１９］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＤＣ３３ 犛狌犫狋犻犾犻狊犻狀ＦＳ３３

硫酸铵沉淀、ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅ６ＦＦ柱

层 析、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ ＦＦ 柱 层 析、

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０凝胶色谱

２４４６１．５６ 文献［１９］

ｆｒｕｉｔｉｎｇｂｏｄｉｅｓ

ｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍ

犃犵狉狅犮狔犫犲犪犲犵犲狉犻狋犪

－

硫酸铵沉淀、ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ

色谱、Ｓｏｕｒｃｅ１５ＰＨＥ 疏水层析，Ｍｏｎｏ

Ｓ５／５０强阳离子色谱

２８６１８．５６ 文献［２０］

犡狔犾犪狉犻犪犮狌狉狋犪 犡狔犾犪狉犻狀犪狊犲
硫酸铵沉淀、透析、超滤、ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ

３００柱层析
１５３．７０ 文献［１９］

犘犾犲狌狉狅狋狌狊犳犲狉狌犾犪犲 －

乙醇沉淀、ＣＭｃｅｌｌｕｌｏｓｅ柱层析、ＤＥＡＥ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱层析、ＳｅｐｈａｒｏｓｅＧ

２５柱层析、ＨｉＰｒｅｐ２６／１０柱层析

２０８９３．０１ 文献［２１］

犅犪犮犻犾犾狌狊狏犲犾犲狕犲狀狊犻狊Ｚ０１ 犞犲犾犲犳犻犫狉犻狀犪狊
乙醇沉淀、ｔＢｕｔｙｌＨＩＣ柱层析、ＤＥＡＥ

Ｓｅｐｈａｄｅｘ柱层析
１２７４．５９ 文献［２８］

犚犺犻狕狅狆狌狊犿犻犮狉狅狊狆狅狉狌狊

ｖａｒ．狋狌犫犲狉狅狊狌狊
－

硫酸 铵 沉 淀、透 析、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ

ＦａｓｔＦｌｏｗ柱层析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５凝胶

色谱

２７４２５．４８ 文献［２９］

犔狌犿犫狉犻犮狌狊狉狌犫犲犾犾狌狊 犔狌犿犫狉狌犽犻狀犪狊犲

硫酸铵沉淀、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００柱层析、

ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ柱层析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５

柱层析、ＴｏｙｏｐｅａｒｌＨＷ５５柱层析

－ 文献［１１］

　　蛋白粗制主要实现将原液中的蛋白进行初步的浓缩，同时去除部分溶解性差的或者分子结构差异

巨大的蛋白类、脂质、糖类及小分子．目前，最常用的是采用饱和硫酸铵沉淀或乙醇沉淀或丙酮沉淀，再

经过透析或挥发去除残余沉淀剂．如果知道目的蛋白的等电点的话，可以进一步结合等电点沉淀，进一

步提高沉淀效率和纯度．以ＳＦＥ为例，课题组在进行ＳＦＥ粗制时发现，硫酸铵对ＳＦＥ的沉淀效率比乙

醇高，而且沉淀物极易溶于缓冲液，而乙醇沉淀物不易溶于缓冲液，纤溶酶活性损失大，而且体积分数为

２０％的饱和硫酸铵初级沉淀能有效去除大量的杂蛋白．因此，在实际操作中，根据目标ＳＦＥ蛋白的等电

点为４，建立ＳＦＥ粗制工艺：体积分数为２０％的饱和硫酸铵沉淀８ｈ（ｐＨ＝７），１００００犵×３０ｍｉｎ离心取

上清，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）重悬，体积分数为７０％的饱和硫酸铵沉淀３ｈ（ｐＨ＝４），１００００犵×３０ｍｉｎ离

心去上清，ＰＢＳ重悬，１００００犵×３０ｍｉｎ离心取上清．
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蛋白精制过程主要是利用目标蛋白与其他杂蛋白的疏水性、亲水性、分子质量、亲和性、分子间作用

力等差异性特征进一步去除杂蛋白，这也是双功能型纤溶酶纯化过程中最为关键和复杂的一个环节．目

前，已报到的双功能型纤溶酶精制工艺基本都是多重色谱纯化技术，即综合使用阳离子色谱、阴离子色

谱、凝胶色谱、亲和色谱、分子筛和高效液相色谱等柱层析工艺进行分离纯化．以ＳＦＥ为例，课题组在进

行ＳＦＥ精制过程中则逐步采用了ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５柱层析、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ柱层析、Ｓｕｐｅｒ

ｄｅｘ７５柱层析和ＲｅｓｏｕｒｃｅＱ柱层析进行目标蛋白的分离纯化，最终获得质量分数为９５％的高纯度

ＳＦＥ，为接下来的蛋白结晶奠定了基础．同时，为了简化蛋白精制工艺，课题组还根据所得的ＳＦＥ蛋白

晶体结构（ＰＤＢ：８ＨＺＯ，８ＨＺＰ）开发了首个ＳＦＥ的亲和纯化工艺．将原来的多重色谱精制工艺简化成

ＬｙｓｉｎｅＳｅｐｈｒｏｓｅ４Ｂ和ＡｒｇｉｎｉｎｅＳｅｐｈｒｏｓｅ４Ｂ的一步亲和纯化法（申请号／专利号：２０２３１０１０８４７０．９），大

大简化了蛋白精制过程，降低制备成本．

最后的产品鉴定主要完成对纯化所得蛋白的纯度及活性鉴定．纯度鉴定主要通过ＳＤＳＰＡＧＥ，Ｎ

ａｔｉｖｅＰＡＧＥ和高效液相等手段完成．活性鉴定则包括纤溶酶原激酶活性鉴定和纤维蛋白降解活性鉴定

两个层面．由于目前市售的纤维蛋白原普遍含有微量的纤溶酶原污染，因此，常规的做法是通过加热纤

维平板来降低潜在的纤溶酶原影响，如采用加热平板来测定目标蛋白的纤维蛋白降解活性，再通过比较

非加热平板和加热平板之间的纤溶圈大小来判断是否具有纤溶酶原激活活性．但加热却会使纤维蛋白

变性，导致两者之间的纤维蛋白不处于同一状态，降低比较的准确性．课题组在进行ＳＦＥ活性鉴定时则

采用了完全无纤溶酶原的纤维蛋白原进行纤维平板制备，从根源上解除了加热平板的潜在问题．同时，

采用目标蛋白与纤溶酶原先孵育１ｈ（３７℃），采用ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ分离反应物，再用无纤溶酶原的纤维

蛋白平板原位埋胶法直接测定ＳＦＥ的纤溶酶原激酶活性及所激活产生的效应片段大小．

３　双功能型纤溶酶的酶活特性

通过系统比较已知双功能型纤溶酶的酶学活性类型、分子质量、最适温度与最适ｐＨ值、激活剂与

抑制剂、对底物的选择性等基本生化特征．双功能型纤溶酶的酶活特性，如表３所示．表３中：ＰＭＳＦ为

苯甲基磺酰氟；ＥＤＴＡ为乙二胺四乙酸；ＥＧＴＡ为乙二醇四乙酸；ＣＴＡＢ为十六烷基三甲基溴化铵；ＳＢ

ＴＩ为大豆胰蛋白酶抑制剂；ＡＰＭＳＦ为４脒苯基甲磺酰氟盐酸盐；ＰＣＭＢ为对氯汞苯甲酸酯；ＤＴＴ为

二硫苏糖醇；ＩＡＡ为吲哚３乙酸；ＴＰＣＫ为甲苯磺酰苯丙氨酸氯甲基酮．

表３　双功能型纤溶酶的酶活特性

Ｔａｂ．３　ＥｎｚｙｍａｔｉｃｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｄＦＥ

来源 酶名称
分子
质量／ｋｕ

最适

ｐＨ值
最适温
度／℃

金属离子
激活剂

抑制剂 酶活类型
参考
文献

犛犲狉狉犪狋犻犪
犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊
ｓｕｂｓｐ．

犛犪犽狌犲狀狊犻狊 ４３．０ ７．０ ５５
Ｍｎ２＋，Ｚｎ２＋，
Ｍｇ

２＋，ＤＴＴ

ＰＭＳＦ，ＥＤＴＡ，Ｃｏ２＋，
Ｃｕ２＋，Ｐｂ２＋，
Ｌｉ２＋，Ｃａ２＋

丝氨酸金属
蛋白酶

文献
［１９］

犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊
狏犲狉狊犻犮狅犾狅狉

ＺＨＬ１ ３７．３ ５．０ ４０ ＳＤＳ ＥＧＴＡ，ＥＤＴＡ，ＣＴＡＢ 金属蛋白酶
文献
［１８］

犆狅狉犱狔犮犲狆狊
犿犻犾犻狋犪狉犻狊

－
２４．５，
２８．０

７．２ ３７
Ｍｎ２＋，Ｃａ２＋，
Ｆｅ３＋，Ｆｅ２＋

ＳＢＴＩ 丝氨酸蛋白酶
文献
［１９］

犅犪犮犻犾犾狌狊
狊狌犫狋犻犾犻狊
ＤＣ３３

犛狌犫狋犻犾犻狊犻狀
ＦＳ３３

３０．０ ８．０ ５５ －
ＰＭＳＦ，ＳＢＴＩ，肽抑素Ａ，

Ｃｕ２＋，Ｆｅ２＋，
Ｓｎ２＋，Ａｇ

＋，Ｔｉ２＋
丝氨酸蛋白酶

文献
［１９］

犃犵狉狅犮狔犫犲
犪犲犵犲狉犻狋犪

－
３１．４，
２１．２

７．６ ４７
Ｃｕ２＋，Ｎａ＋，
Ｆｅ３＋，Ｚｎ２＋，
Ｂａ２＋，Ｋ＋，Ｍｎ２＋

Ｆｅ２＋，
Ｍｇ

２＋，Ｃａ２＋，
ＰＭＳＦ，ＳＢＴＩ

丝氨酸蛋白酶
文献
［２０］

犡狔犾犪狉犻犪
犮狌狉狋犪

犡狔犾犪狉犻狀犪狊犲 ３３．０ ８．０ ３５ Ｃａ２＋
Ｆｅ２＋，Ｚｎ２＋

ＥＤＴＡ，ＥＧＴＡ
金属蛋白酶

文献
［１９］

犘犾犲狌狉狅狋狌狊
犳犲狉狌犾犪犲

－ ２０．０
４．０，
５．０，
８．０

５０ －
Ｃｕ２＋，Ｍｇ

２＋，
ＥＧＴＡ，ＥＤＴＡ

金属蛋白酶
文献
［２１］
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续表

Ｃｏｎｔｉｎｕｅｔａｂｌｅ

来源 酶名称
分子
质量／ｋｕ

最适

ｐＨ值
最适温
度／℃

金属离子
激活剂

抑制剂 酶活类型
参考
文献

犅犪犮犻犾犾狌狊
狊狌犫狋犻犾犻狊
ＴＰ６

Ｔｐａｓｅ ２７．５ ７．０ ３３ Ｃａ２＋，Ｍｇ
２＋ ＰＭＳＦ，ＥＤＴＡ，

β巯基乙醇
丝氨酸蛋白酶

文献
［１９］

犃狊狋犲狉犻狀犪
狆犲犮狋犻狀犻犳犲狉犪

犛狋犪狉犪狊犲 ４８．０ ８．０ ５０ － ＰＭＳＦ，ＡＰＭＳＦ 丝氨酸蛋白酶
文献
［３１］

犘犾犲狌狉狅狋狌狊
狅狊狋狉犲犪狋狌狊

－
１３．６，
１８．２

７．４ ４５
Ｃａ２＋，Ｍｇ

２＋，
Ｚｎ２＋

ＥＤＴＡ 金属蛋白酶
文献
［１９］

犎犲狉犻犮犻狌犿
犲狉犻狀犪犮犲狌犿

犎犲狉犻狀犪狊犲 ５１．０ ７．０ ３０
Ｍｇ

２＋，Ｃａ２＋，
Ｍｎ２＋

Ｃｕ２＋，Ｆｅ２＋，Ｚｎ２＋，
ＥＤＴＡ，ＥＧＴＡ

金属蛋白酶
文献
［２２］

犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．
ｎｏｖ．ＳＫ００６

－ ４３～４６ ７．２ ３０ －
ＰＭＳＦ，ＥＤＴＡ，ＰＣＭＢ，

Ｃｕ２＋，Ｃａ２＋，
Ｆｅ３＋，Ｈｇ

２＋

丝氨酸蛋白酶
文献
［２３］

犅犪犮犻犾犾狌狊
犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲
犳犪犮犻犲狀狊
犑狓狀狌狑狓１

－ ２９．０ ７．６ ４１ －
ＰＭＳＦ，ＳＢＴＩ，ＥＤＴＡ，

Ｆｅ３＋，Ｆｅ２＋
丝氨酸蛋白酶

文献
［１９］

犅犪犮犻犾犾狌狊
狊狌犫狋犻犾犻狊
ＬＤ８５４７

ＤＦＥ ３０．０ ８．０ ４０ Ａｌ３＋，Ｚｎ２＋
ＰＭＳＦ，亮肽素，

β巯基乙醇，ＤＴＴ，
Ｍｎ２＋，Ｂａ２＋

丝氨酸蛋白酶
文献
［２４］

犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．
ＣＫ１１４

ＣＫ ２８．２ １０．５ ７０ －
ＰＭＳＦ，ＥＤＴＡ，
６氨基己酸，Ｅ６４，

肽抑素Ａ

枯草杆菌素样
蛋白酶

文献
［２５］

犅犪犮犻犾犾狌狊
狊狌犫狋犻犾犻狊
ＨＱＳ３

－ ２６．０ ８．０ ４５～５０
Ｍｇ

２＋，Ｃａ２＋，
Ｍｎ２＋

ＰＭＳＦ，ＥＤＴＡ
丝氨酸金属
蛋白酶

文献
［２６］

犅犪犮犻犾犾狌狊
犮犲狉犲狌狊
ＦＦ０１

犅犪犮犲狋犺狉狅犿
犫犪狊犲

３９．５ ８．０ ４０ － ＰＭＳＦ，ｐＢＰＰ 丝氨酸蛋白酶
文献
［２７］

犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．
ＡＳＳ２０Ｉ

犅犪犳犻犫狉犻
狀犪狊犲

３２．３ ７．４ ３７ － ＰＭＳＦ，ＩＡＡ，ｐＢＰＢ 丝氨酸蛋白酶
文献
［１９］

犅犪犮犻犾犾狌狊
狏犲犾犲狕犲狀狊犻狊
Ｚ０１

犞犲犾犲犳犻犫狉犻
狀犪狊

３２．３ ７．０ ４０ Ｍｇ
２＋，Ｃａ２＋

Ｃｕ２＋，Ｆｅ３＋，
ＰＭＳＦ，ＥＤＴＡ

丝氨酸金属
蛋白酶

文献
［２８］

犚犺犻狕狅狆狌狊
犿犻犮狉狅狊狆狅狉狌狊
ｖａｒ．

狋狌犫犲狉狅狊狌狊

－ ２４．５ ７．０ ３７
Ｎａ＋，Ｃａ２＋，
Ｍｇ

２＋，Ｍｎ２＋
Ｚｎ２＋，Ｃｕ２＋ －

文献
［２９］

犛犪狉狅犮犾犪犱犻狌犿
狊狋狉犻犮狋狌犿

犘狉狅狋犲犻狀犪狊犲
Ⅲ

３５．０ １０．０ ３０ － ＳＢＴＩ，ＴＰＣＫ，ＰＭＳＦ 丝氨酸蛋白酶
文献
［３０］

犔狌犿犫狉犻犮狌狊
狉狌犫犲犾犾狌狊

犔狌犿犫狉狌犽犻
狀犪狊犲

２０．０
７．４～
９．０

３７ － ＬＢＴＩ，ＤＦＰ，ＳＢＴＩ 丝氨酸蛋白酶
文献
［１１］

　　由表３可得以下９点结论：

１）大部分双功能型纤溶酶属于丝氨酸蛋白酶类，少量为金属蛋白酶类，极少数为丝氨酸金属蛋白

酶类；

２）分子质量分布较广泛，从１３．６～５１．０ｋｕ都有报道，但主要集中在２０～３５ｋｕ；

３）最适工作温度以温热为主，温度范围为３０～６０℃，以３０～５０℃居多；

４）最适酸碱度以中性及弱碱性（ｐＨ值为７．０～８．０）为主，但也有少数为强酸性或碱性条件，如从

犘犾犲狌狉狅狋狌狊犳犲狉狌犾犪犲分离得到３种不同的双功能纤溶酶，最适ｐＨ值分别为４．０，５．０，８．０；

５）能被丝氨酸蛋白酶抑制剂如苯甲基磺酰氟或金属蛋白酶抑制剂如乙二胺四乙酸所抑制；

６）对金属离子的适应性差异巨大，以Ｃａ２＋，Ｍｇ
２＋促进剂居多．这里值得注意的是从犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊
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ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ中分离的ＺＨＬ１，十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）能显著提升其活性，打破了ＳＤＳ能抑制大部分蛋白

活性的通识；

７）都能将纤溶酶原激活成活性的纤溶酶，但激活机制不尽相同；

８）都能直接降解纤维蛋白及纤维蛋白原，但对３条链的降解顺序有所差异．绝大多数的降解顺序

为α→β→γ，少数为β→α→γ，但从犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．ｎｏｖ．ＳＫ００６分离的双功能纤溶酶只降解β链与γ链，不

能降解α链．从犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狏犲狉狊犻犮狅犾狅狉分离的ＺＨＬ１只降解α链与γ链，不能降解β链；

９）可根据酶对人工合成的显色底物的降解速率来初步判断酶的类型．常用的显色底物主要有纤溶

酶显色底物（ＤＶａｌＬｅｕＬｙｓｐＮＡ）、血浆促肽酶、卷曲蛋白酶和胰蛋白酶的显色底物（ＮＢｅｎｚｏｙｌＰｒｏ

ＰｈｅＡｒｇｐＮＡ）、纤溶酶底物（ＨＤＶａｌＬｅｕＬｙｓｐＮＡ）、糜蛋白酶的显色底物（ＭｅＯＳｕｃｃｉｎｙｌＡｒｇＰｒｏ

ＴｙｒｐＮＡ）、组织蛋白酶、枯草杆菌蛋白酶、糜蛋白酶等丝氨酸蛋白酶的显色底物（ＮｓｕｃｃｉｎｙｌＡｌａＡｌａ

ＰｒｏＰｈｅｐＮＡ）、激肽释放酶的显色底物（ＤＶａｌｌｅｕＡｒｇｐＮＡ）、尿激酶的显色底物（ｐｙｒｏＧｌｕＧｌｙＡｒｇ

ｐＮＡ）、凝血酶的显色底物（ＨＤＰｈｅＰｉｐＡｒｇｐＮＡ）、凝血酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶的显色底物（Ｎ

ＢｅｎｚｏｙｌＰｈｅＶａｌＡｒｇｐＮＡ）、凝血酶的显色底物（ＴｏｓＧｌｙＰｒｏＡｒｇｐＮＡ）．

与上述基本生化特性类似的是，课题组从星虫中分离得到的３种ＳＦＥ也都是属于丝氨酸蛋白酶，

分子质量为１２．３～２９．６ｋｕ，最适ｐＨ值为４．０，７．０，８．０，最适温度为３０～４０℃，活性受ＰＭＳＦ的强烈

抑制，能将纤溶酶原激活成一种非纤溶酶的活性分子，能够在２０ｍｉｎ内完全降解纤维蛋白及纤维蛋白

原的α链，但需要２ｈ才能完全降解β链，需要６ｈ才能完全降解γ链．

４　问题与展望

众所周知，现有激活剂类溶栓药物必须依赖患者自身的纤溶酶原物质才能发挥溶栓效应，但血栓患

者体内的纤溶酶原物质普遍呈低表达或突变状态，严重限制了此类药物的溶栓效果．纤溶酶类溶栓药物

虽然可以直接溶解纤维蛋白，但却容易被血液中的多种抑制因子所抑制，而且对血栓栓体的靶向性也不

高．双功能型纤溶酶的纤溶酶原激酶活性和纤维蛋白降解活性赋予其同时具有纤溶酶原激活剂和活性

纤溶酶的双重功效，理论上能够弥补现有溶栓药物的不足．在这一导向下，双功能型纤溶酶的发现、鉴

定、活性研究正成为抗血栓研究的一大热点．对此，在结合课题组前期大量的星虫纤溶酶研究基础上，对

双功能型纤溶酶的物种来源、分离纯化和酶活特性３个关键问题进行系统综述．

鉴于双功能型纤溶酶的独特优势，大量的精力已投入到双功能型纤溶酶的挖掘工作中．到目前为

止，除了病毒和古细菌外，其余物种如细菌、真菌、植物和动物都有双功能型纤溶酶的报道．其中又以细

菌和真菌居多，尤其是杆菌和霉菌．然而，由于绝大部分实验仍然借助加热平板与非加热平板活性差异

数值来衡量是否具有激酶活性和直接纤溶活性，忽略了加热平板中的纤维蛋白已经变性，有可能导致纤

维蛋白更容易被纤溶酶降解，从而造成具有激酶活性的假阳性结果．因此，对所报道的双功能型纤溶酶

应持谨慎态度．

在纤溶酶的双功能鉴定方面，为了准确鉴定其是否具有双功能效应，课题组经过长期摸索提出一种

“六重鉴定法”：

１）在加热纤维平板与非加热纤维平板中都显示活性，但非加热平板活性大；

２）在含纤溶酶原的纤维平板与无纤溶酶原的纤维平板中都显示活性，但含纤溶酶原的纤维平板活

性大；

３）与单纯待测样品相比，待测样品与纤溶酶原的反应物在纤维蛋白ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ上显示新的活

性条带或更亮的活性条带；

４）与单纯待测样品相比，待测样品与纤溶酶原的反应物在明胶ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ上显示新的活性条

带或更亮的活性条带；

５）与单纯待测样品相比，待测样品与纤溶酶原的反应物在经ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ后胶条贴在新的纤维

蛋白平板中显示新的活性条带或更亮的活性条带；

６）与单纯待测样品及纤溶酶原样品相比，待测样品与纤溶酶原的反应物在ＳＤＳＰＡＧＥ上显示新

的条带．
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只有同时满足以上６个鉴定条件才能证明该物质具有双功能效应，同时，可以初步判定出双功能型

纤溶酶对纤溶酶原的大概激活位点，为后续的纤溶酶原激活机制和纤维蛋白降解机制提供参考．

在今后的研究中，除了不断挖掘新的双功能型纤溶酶之外，更应该重视其分子机制的研究．只有从

机制上掌握了其整个作用过程，才能更好地为将来的升级改造提供参考．由于目前双功能型纤溶酶的研

究仍处于新酶种类的发现与活性鉴定阶段，尚未有其结构解析与机制研究的报道．根据课题组对双功能

型纤溶酶ＳＦＥ的蛋白晶体（ＰＤＢ：８ＨＺＯ，８ＨＺＰ）的结构分析及分子模拟，可知ＳＦＥ与人纤溶酶原激活

剂及人纤溶酶的活性口袋非常相似，均由丝氨酸、组氨酸和天冬氨酸３个氨基酸组成三联体催化中心，

但在关键的Ｓ１／Ｓ２口袋区域则替换了更多的小的氨基酸，这也许就是导致其双功能、多靶点的一些关

键因素．相信随着更多的蛋白晶体的解析，其分子机制会得到更为深入系统的阐明．
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ｔｅａｓｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＲＳＡ１［Ｊ］．Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０１９，１０（１）：１２３．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｂｉｏｍ１００１０００３．

［８］　马艳春，宋立群，肖洪彬，等．地龙药理作用研究进展概况 ［Ｊ］．中国临床保健杂志，２００９，１２（４）：４３６４３８．ＤＯＩ：１０．

３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２６７９０．２００９．０４．０４６．

［９］　王跃驹．植物生产口服索玛鲁泰（Ｓｅｍａｇｌｕｔｉｄｅ）与蚓激酶的融合蛋白降糖胶囊的应用：２０１９１０５５０６１１．６［Ｐ］．２０１９

０６２４．

［１０］　曹晓岚，关新华，孙西庆，等．复方地龙胶囊治疗脑卒中的临床研究［Ｊ］．中西医结合心脑血管病杂志，２００３，１（５）：

２７１２７３．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２１３４９．２００３．０５．０１４．

［１１］　ＨＩＳＡＳＨＩＭ，ＨＩＲＯＹＵＫＩＳ，ＴＯＭＯＹＵＫＩＹ，犲狋犪犾．Ａｎｏｖｅｌｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｅａｒｔｈｗｏｒｍ，

犔狌犿犫狉犻犮狌狊狉狌犫犲犾犾狌狊［Ｊ］．ＴｈｅＪａｐａｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９１，４１（３）：４６１４７２．ＤＯＩ：１０．２１７０／ｊｊｐｈｙｓｉｏｌ．４１．４６１．

［１２］　ＬＩＵＨａｉ，ＹＡＮＧＪｉａｎ，ＬＩＹａｍｅｉ，犲狋犪犾．Ａｎｏｖｅｌｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｐｈｅｒｅｔｉｍａｖｕｌｇａｒｉｓ：Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ，ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，ａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０２１，８

（１）：７７２４１９．ＤＯＩ：１０．３３８９／ＦＭＯＬＢ．２０２１．７７２４１９．

［１３］　ＪＯＮＡＴＡＮＭ，ＮＵＧＲＡＨＡＲＡ，ＷＡＲＤＨＡＮＡＹＡＰ，犲狋犪犾．Ｐｓ１６２５ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｏｆｏｒａｌｌｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅｐｕｒｉ

ｆｉｅｄａｎｄｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｅａｒｔｈｗｏｒｍ （ｌｕｍｂｒｉｃｕｓｒｕｂｅｌｌｕｓ）ａｓｎｏｖｅｌｏｒａｌｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｔｈｅｒａｐｙｉｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇｃｏｒｏｎａｒｙ

ｂｌｏｏｄｆｌｏｗ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，２０１６，３４（１）：ｅ４７１ｅ４７１．ＤＯＩ：１０．１０９７／０１．ｈｊｈ．００００５０１２５６．６０００６．ｃ５．

［１４］　ＹＡＮＧ Ｗａｎｇｑｉｎｇ，ＷＡＮＧ Ｗｅｎｊｉｅ，ＭＡＹｕｎｎａｎ，犲狋犪犾．Ｂｉｏｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｐｈｅｒｅｔｉｍａｖｕｌｇａｒｉｓａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃｅｘｔｒａｃｔ，

ＰｖＱ，ａｎｄｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｉｘｎｏｖｅｌＰｖＱｄｅｒｉｖｅｄｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒ

ｌａｎｄ），２０２１，２６（１６）：４９４６．ＤＯＩ：１０．３３９０／ＭＯＬＥＣＵＬＥＳ２６１６４９４６．

［１５］　ＷＡＮＧＣｏｎｇ，ＤＵ Ｍｉｎｇ，ＺＨＥＮＧＤｏｎｇｍｅｉ，犲狋犪犾．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊

狊狌犫狋犻犾犻狊犖犪狋狋狅Ｂ１２［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００９，５７（２０）：９７２２９７２９．ＤＯＩ：１０．１０２１／

ｊｆ９０１８６１ｖ．

３３４第４期　　　　　　　　　　　　　　 严慧，等：双功能型纤溶酶的研究进展
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［１６］　ＨＵＹｕａｎｌｉａｎｇ，ＹＵＤａｎ，ＷＡＮＧＺｈａｏｔｉｎｇ，犲狋犪犾．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌ，ｈｉｇｈｌｙｐｏｔｅｎｔｆｉｂｒｉｎｏ

ｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＤＣ２７ｓｃｒｅｅｎｅｄｆｒｏｍＤｏｕｃｈｉ，ａｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｆｅｒｍｅｎｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｆｏｏｄ［Ｊ］．

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１９，９（１）：１１０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９８０１９４５６８６ｙ．

［１７］　ＶＩＪＡＹＡＲＡＧＨＡＶＡＮＰ，ＰＲＡＫＡＳＨＶＳＧ，ＶＡＬＡＮＡＭ，犲狋犪犾．Ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆａｇｒｏｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｗａｓｔｅｓｆｏｒｔｈｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊犺犪犾狅犱狌狉犪狀狊ＩＮＤ１８：Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，２０（２）：１８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｊｂｔ．２０１６．０１．００２．

［１８］　ＺＨＡＯＬｉｈｏｎｇ，ＬＩＮＸｉｕｐｉｎｇ，ＦＵＪｉｎｇｙｕｎ，犲狋犪犾．Ａｎｏｖｅｌｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｗｉｔｈａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔａｎｄ

ｔｈｒｏｍｂｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｒｏｍａｍａｒｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｆｕｎｇｕｓ犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狏犲狉狊犻犮狅犾狅狉ＺＬＨ１［Ｊ］．ＭａｒｉｎｅＤｒｕｇｓ，２０２２，２０（６）：

３５６３５６．ＤＯＩ：１０．３３９０／ＭＤ２００６０３５６．

［１９］　ＡＳＨＩＳＫ Ｍ，ＳＵＤＨＩＲＫＲ，ＲＵＰＡＭＯＮＩＴ，犲狋犪犾．Ｂａｆｉｂｒｉｎａｓｅ：Ａｎｏｎｔｏｘｉｃ，ｎｏｎｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ，ｄｉｒｅｃｔａｃｔｉｎｇｆｉ

ｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．ｓｔｒａｉｎＡＳＳ２０Ｉｅｘｈｉｂｉｔｓ犻狀狏犻狏狅ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｈｒｏｍｂｏｌｙｔｉｃ

ｐｏｔｅｎｃｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２０１２，９４（６）：１３００１３０８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｃｈｉ．２０１２．０２．０２７．

［２０］　ＬＩＧｕａｎｌｏｎｇ，ＬＩＵＸｉａｏｌａｎ，ＣＯＮＧＳｈａｎｚｉ，犲狋犪犾．Ａｎｏｖｅｌｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｗｉｔｈａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔａｎｄｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｆｒｏｍｔｈｅｆｒｕｉｔｉｎｇｂｏｄｉｅｓｏｆｍｕｓｈｒｏｏｍ犃犵狉狅犮狔犫犲犪犲犵犲狉犻狋犪［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＭａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，

２０２１，１６８（１）：６３１６３９．ＤＯＩ：１０．１０１６／Ｊ．ＩＪＢＩＯＭＡＣ．２０２０．１１．１１８．

［２１］　ＣＨＯＩＪＨ，ＫＩＭＤＷ，ＫＩＭＳ，犲狋犪犾．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐａｒｔｉａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｆｒｏｍｔｈｅｆｒｕｉｔ

ｉｎｇｂｏｄｙｏｆｔｈｅｍｅｄｉｃｉｎａｌａｎｄｅｄｉｂｌｅｍｕｓｈｒｏｏｍ犘犾犲狌狉狅狋狌狊犳犲狉狌犾犪犲［Ｊ］．ＰｒｅｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０１７，４７（６）：５３９５４６．ＤＯＩ：１０．１０８０／１０８２６０６８．２０１６．１１８１０８３．

［２２］　ＣＨＯＩＢＳ，ＳＡＰＫＯＴＡＫ，ＣＨＯＩＪＨ，犲狋犪犾．Ｈｅｒｉｎａｓｅ：Ａｎｏｖｅｌｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｆｒｏｍｔｈｅｍｏｎｋｅｙ

ｈｅａｄｍｕｓｈｒｏｏｍ，ｈｅｒｉｃｉｕｍｅｒｉｎａｃｅｕｍ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３，１７０（３）：６０９６２２．

［２３］　ＨＵＡＹｉｎｇ，ＪＩＡＮＧＢｏ，ＭＩＮＥＹ，犲狋犪犾．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾

犾狌狊ｓｐ．ｎｏｖ．ＳＫ００６ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａｎＡｓｉａｎｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｆｅｒｍｅｎｔｅｄｓｈｒｉｍｐｐａｓｔｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００８，５６（４）：１４５１１４５７．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｊｆ０７１３４１０．

［２４］　ＷＡＮＧＳＨ，ＺＨＡＮＧＣ，ＹＡＮＧＹＬ，犲狋犪犾．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆａｈｉｇｈｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ

ｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｅｄｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＬＤ８５４７［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，２４（４）：４７５４８２．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１２７４００７９４９６２．

［２５］　ＫＩＭ Ｗ，ＣＨＯＩＫ，ＰＡＲＫＨ，犲狋犪犾．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｅｄｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊

ｓｐ．ｓｔｒａｉｎＣＫ１１４ｓｃｒｅｅｎｅｄｆｒｏｍＣｈｕｎｇｋｏｏｋＪａｎｇ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９６，６２（７）：
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