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!!!凝血酶作为一种快速止血药#主要从血液中提取#而血液中的血浆蛋白有 %"" 多种#因此国内生产的凝血酶不可避免地含有多
种血浆杂质蛋白$!(! 巨球蛋白!!(! +"是一种重要的血浆蛋白之一$由于巨球蛋白保护胰蛋白酶#用大豆胰蛋白酶抑制剂灭活未被保
护的胰蛋白酶后#利用 ,-(./0123(45(-678080/(908:62-08;8</!=>?,>"作为底物检测凝血酶中巨球蛋白的活性的方法#证明了从血浆
中提取的凝血酶易存在 !(!巨球蛋白#从而为凝血酶进一步纯化提供了研究方向$
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" 引言
凝血酶是一种丝氨酸蛋白酶" 在临床上几乎适合

于各种原因引起的出血"效果明显 X!Y# 国内厂家大多以
猪血为原料"采用不同的工艺提取纯化凝血酶# 由于凝
血酶质量标准未规定产品的纯度" 只对比活力做了规
定"即冻干品每 9 +6 效价不得少于 !$ 单位N此标准较
易达到O"所以国产凝血酶的纯度相对不高"凝血酶中含
有一定的杂质X&Y# 血液中的血浆蛋白有 !$$ 多种"国内
生产的凝血酶不可避免地含有多种血浆杂质蛋白# !>&
巨球蛋白$!>& Z%是一种广谱蛋白酶抑制剂"在有纤维
蛋白原存在的情况下"与凝血酶形成复合物"使凝血酶

失去作用XLY& 因此"!>& Z 的这些特点对于凝血酶的提
纯及稳定性的提高具有重要意义&

!>& Z 可以与组织中的蛋白酶相结合"形成’笼形
结构(包裹蛋白酶"阻断蛋白酶活性中心与底物蛋白质
的接触" 从而达到调节组织中蛋白酶活性的作用& 但
小分子底物"如仅含有几个氨基酸的小肽"仍可以穿过
!>& Z 蛋白笼形结构的屏蔽与蛋白酶相接触发生反应XPY&
利用 !>& Z的这一特点"在进行活性检测时"首先将待
测血浆样品与一定浓度的标准蛋白酶溶液混合" 使血
浆中可能存在的 !>& Z 与蛋白酶分子充分结合" 然后
加入过量的大分子的蛋白酶抑制剂" 如大豆蛋白酶抑
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图 5 比活为 8<1 ?@A;+ 的凝血酶样品 !B5 C 活性测定
D#+4 5 E"F#.#F, G$F$H;#%IF#)% )J F($ !B5 C JH); F($ F(H);K#% LI;M*$

/#F( LM$"#J#" I"F#.#F, )J 8<1 ?@A;+

图 8 比活为 NO4= ?@A;+ 的凝血酶样品 !B5 C 活性测定
D#+4 8 E"F#.#F, G$F$H;#%IF#)% )J F($ !B5 CI"H)+*)K:*#% JH); F($ F(H);K#% LI;M*$

/#F( LM$"#J#" I"F#.#F, )J NO4= ?@A;+

制因子! 这些大分子抑制剂直接作用于蛋白酶活性中
心使之失活! 但由于分子量巨大"同样不能穿过 !!" #
屏蔽" 因此" 未与 !!" # 结合的游离蛋白酶被抑制失
活!而被 !!" # 结合的蛋白酶活性则得到保护!当加入
小分子底物时" 检测失活处理后的酶溶液是否仍具有
蛋白酶活性"以判断样品中是否存在 !!" #!

8 材料和方法
848 试剂
凝血酶"北京典奥东方生物科技有限公司产品#牛胰

蛋白酶$$%&’()*%"美国 +,%-(./公司产品#大豆蛋白酶抑
制剂$0/&1-2* $%&’()* 3*4)1)5/%"06$3%"美国 +,%-(./ 公
司产品#6+78+ $82!1-*9/&!:;!2%<)*)*-!’*)5%/2*)=)>-
?@;%" 上海楷洋生物技术有限公司产品#$%)(" 美国
8/A/*公司产品#其余均为国产分析纯&
845 仪器
紫外分光光度计 $上海分析仪器%"B"CD 型超滤杯

$德国密理博%&
84< 实验方法
84<48 试剂准备

DEDF ,/=G;"’? BEH$%)(I?@= 缓冲溶液 "DEF ,<G,;
的胰蛋白酶溶液"DEF ,<G,; 的 06$3"H ,<G,; 6+78+&
上述试剂均以 DEDF ,/=G;"’? BEH$%)(I?@= 缓冲溶液配
制#DEJK的 82@= 溶液"凝血酶样品溶液"称取凝血酶冻
干品 "D ,<" 加入 H ,; DLJK的 82@3 溶液" 充分溶解
$溶液较澄清%&
84<45 !B5 C活性检测
向凝血酶样品溶液中加入 DEF ,<G,; 胰蛋白酶溶

液 DEM ,;"NO!保温 HD ,)*" 加入 DLF ,<G,; 的 06$3
DLB ,;"NO!保温 HD ,)*& 加入 H ,<G,; 6+78+ " ,;"
NO!保温" 立刻用紫外分光光度计测定不同时间 MHD
*,的吸光值& 空白对照以等量 DLDF ,/=G;"’? BLH $%)(
?@3缓冲溶液代替血浆加入反应体系&此检测方法参照
HJJ" 年 +%,(5%/*< 的方法PFQ"并有所修改&

研究论文!EHF#"*$L"

PP

C M Y K



科技导报 !""# 年 第 !$ 卷 第 %#期 !总第 !&’ 期"

比活

!"#$%
&’( )$ 吸光值 一次

函数

!*+ ,
活性-(( . / ((( . / -(( . + ((( . + -(( .

0123
435/
/6(

/&+530
663503
&+(

&40500

(5+6-
(5-&1
(566&
(5&/+
(5-(6
(5+40
/53-3

(5601
(54(0
(5&1+
(5&43
(5---
(5+14
/5303

(5&-/
(5434
(5-0(
(5&3(
(5-63
(5+11
/534&

(5&34
(51&-
(5-13
(5&1/
(5-(0
(5+13
/5344

(5-/4
(510-
(5-3/
(5&01
(5&4/
(5+3(
/531/

!7(5(((+00"8(5/(+
!7(5(((6/0"8(563(
!7(5(((+30"8(5/10
!7(5(((/6&"8(56&-
!7(5(((/(&"8(5&-/
!7(5((((++"8(5+0-
!7(5((((+"8/53&3

/50
/53
/51
(51
(54
(5+
(5+

表 % 不同比活的凝血酶样品的 !(! ) 活性测定
*+,-. % /0123214 5.1.627+1287 89 1:. !(! 6+0;8<-8,=-27 9;86 1:. 1:;86,27

! 结果
不同比活的凝血酶样品 !*+ , 活性的检测结果分

别见图 /!图 +和表 !" 从图中可以看出!样品中加入过
量胰蛋白酶抑制剂后!虽然经过了彻底的失活处理!但
溶液仍然表现出胰蛋白酶的活性" 说明有一部分胰蛋
白酶得到了血浆中 !*+ , 分子的保护! 大分子的胰蛋
白酶抑制剂不能使这些胰蛋白酶失活" 胰蛋白酶水解
活力在反应开始后的 &( $9) 左右保持稳定! 水解产物
的积累与时间成正比关系" 我们定义 !*+ , 保护的胰
蛋白酶在 64"!/ $9)水解 :;<=;底物使 &/( )$ 光吸
收增加 (5(/ 个吸光度单位的酶量为 / 个 !*+ , 活力
单位" 实验中测得的不同比活凝血酶样品的 !*+ , 活
性如表 / 所示"

& 结论
实验中用到的凝血酶质量比较好!溶解后!溶液较

澄清!对比离心前后的溶液!基本一致!因此不必离心"
但与对照组相比!溶液的透光度仍存在差别!对实验结
果也会有影响" 不过!样品溶液的吸光值随时间延长而
不断增大的趋势是不变的"
由于 !*+ , 是一种非特异性的蛋白酶抑制剂!而

凝血酶与胰蛋白酶一样都属于丝氨酸蛋白酶!!*+ ,
也能与凝血酶相结合!形成#笼形结构$包裹蛋白酶% 图
中反应的 !*+ , 的活性比实际的要低"但 :;<=;是胰
蛋白酶的专一性底物! 凝血酶并不能分解 :;<=;!因
此! 样品溶液的吸光值随时间延长而不断增大的趋势
是不变的" 随着凝血酶比活的增大!其吸光值也逐渐减
小!即凝血酶比活越大!产品的纯度越高!含有的杂质
蛋白也越少!巨球蛋白的活性降低"
目前所分离得到的 ! 巨型蛋白可分为两类& 一类

含有分子内硫酯键’ 绝大多数的 ! 巨型蛋白都属于另
一类不含有分子内硫酯键! 只发现了存在于鸡蛋清中

的 >?@.ABA9)% 本文中的 !C+ , 含有分子内硫酯键%
血液中的血浆蛋白有 /D( 多种! 因此国内生产的

凝血酶不可避免的含有多种血浆杂质蛋白% !*+ , 是
一种广谱蛋白酶抑制剂!与凝血酶相互作用!因此该结
果对凝血酶的提纯及稳定性的提高具有一定的理论和

实践意义%
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表 % 不同比活的凝血酶样品的 !(! ) 活性测定
*+,-. % /0123214 5.1.627+1287 89 1:. !(! 6+0;8<-8,=-27 9;86 1:. 1:;86,27
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