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摘要：目的　探究威廉环毛蚓抗血栓蛋白ＤＰｆ３经胃肠道消化后活性及成分变化，并结合同源建模预测其活性蛋白ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２
的空间结构。方法　体外模拟胃排空状态（ｐＨ２）及半排空状态（ｐＨ５）下胃蛋白酶（及胰蛋白酶）对ＤＰｆ３的消化作用，昆明小鼠
经灌胃给药ＤＰｆ３考察体内酶解对其消化作用；纤维蛋白平板法联合十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分析ＤＰｆ３经体内外水
解后活性及成分变化；ＩＴＡＳＳＥＲ联合ＳＡＶＥＳｖ５０同源建模并评价ＤＰｆ３的活性蛋白成分ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２，并预测其二级和三级结
构。结果　ＤＰｆ３经体外酶解后，在ｐＨ２孵育条件下丧失纤溶活性，在ｐＨ５条件下，ＤＰｆ３经热灭活胃蛋白酶孵育后，纤溶活性较
未经热灭活胃蛋白酶孵育物稍高；经体内酶解后，与对照组相比，仅胃部灌流液的纤溶活性具显著性差异；蛋白质谱图结果显示

ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的稳定存在或为ＤＰｆ３具纤溶活性的重要原因；空间结构预测表明ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２属于典型的凝乳胰蛋白酶样丝氨
酸蛋白酶，揭示其催化中心、酶原中心、重要的氨基酸残基及Ｓ１活性口袋。结论　通过体内外水解为威廉环毛蚓抗血栓蛋白
ＤＰｆ３口服后蛋白表达谱及活性变化提供依据，同源建模可用于中药动物药大分子蛋白质中活性多肽的结构预测。
关键词：威廉环毛蚓；抗血栓蛋白；体内外酶解；同源建模；结构预测
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　　中药动物药地龙为临床常用的抗凝血、溶栓类
药物［１］，《中国药典》２０２０年版一部所收录的含地龙
的成方制剂中，大部分的功效都与活血通络有关

（约９０１％）［２］。《中国药典》共包含四大药用地龙
品种：钜蚓科动物参环毛蚓［Ｐｈｅｒｅｔｉｍａａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｍ
（ＥＰｅｒｒｉｅｒ）］、通俗环毛蚓 （Ｐｈｅｒｅｔｉｍａｖｕｌｇａｒｉｓ
Ｃｈｅｎ）、威廉环毛蚓［Ｐｈｅｒｅｔｉｍａｇｕｉｌｌｅｌｍｉ（Ｍｉｃｈａｅｌｓ
ｅｎ）］或栉盲环毛蚓（ＰｈｅｒｅｔｉｍａｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａＭｉｃｈａｅｌｓ
ｅｎ），前一种习称“广地龙”，后 ３种习称“沪地
龙”［２］；据文献［３］研究，“沪地龙”的抗血栓活性强
于“广地龙”，其中威廉环毛蚓为临床常用的“沪地

龙”来源物种之一。通过查阅国内外有关地龙的抗

血栓活性成分可知，绝大多数学者［１］认为其主要为

蛋白质类，课题组前期通过分离纯化初步定位威廉

环毛蚓的抗血栓活性成分 ＤＰｆ３，通过多组学模式推
测ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２为其中的主要活性成分，并揭示其
蛋白质序列［４５］。

大多数的大分子蛋白质不能或很少经胃肠道吸

收［６］，且由于胃酸的 ｐＨ值较低以及胃部蛋白水解
酶的影响，致使口服蛋白类药物在胃部稳定性较

差［７］。但中药地龙的给药方式多为口服给药，且以

威廉环毛蚓的总提物为药效成分的上市药物———龙

心素胶囊［８］，其给药方式为口服给药，临床能够有

效治疗周围血管疾病及脑血栓［４］。在胃部半排空

状态下，人体胃部ｐＨ值高达４～５５，２ｈ左右可降
至ｐＨ２［９１１］，胃蛋白酶活性与ｐＨ值密切相关，其活
性在ｐＨ２时最佳，在ｐＨ≥ ５时可忽略不计［１２］，课

题组前期研究亦发现ｐＨ值对威廉环毛蚓总提物的
抗凝血活性具较大影响［４］，但其抗血栓蛋白ＤＰｆ３经
体内外水解后的成分及活性变化仍未可知。

此外，诸多因素限制了传统的植物化学分离

方法在动物源蛋白多肽分离纯化中的应用，严重

阻碍了中药动物药的研究与开发［１３］，且大分子蛋

白的晶体结构获得困难，无法通过三维晶体结构

研究催化机理及活性位点，从而限制了动物源蛋

白多肽的进一步改进和应用［１４］。同源建模是根据

模板蛋白预测目标蛋白的三维结构，对于尚未或

无法获得实验晶体结构的蛋白质，同源建模无疑

是一种重要而有效的辅助手段［１５］。包括同源建模

在内的计算机模拟方法已广泛用于构象表位的预

测、结构特征的研究、新分子与靶点亲和力的研究

等多方面［１６１７］，但极少用于中药动物药大分子成

分的研究。

本研究以威廉环毛蚓抗血栓蛋白 ＤＰｆ３为研究
对象，通过体内外水解的方式，探究 ＤＰｆ３经体内外
水解后的蛋白表达谱及活性变化，并通过同源建模

预测其活性蛋白ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的空间结构，以期为
动物类中药的物质基础研究提供新思路。

１　材料与仪器
１１　药物与试剂

威廉环毛蚓提取物（云南永安制药有限公司）；

威廉环毛蚓抗血栓活性蛋白 ＤＰｆ３为实验室自制成
分［５］，淡黄色絮状粉末，－２０℃冰箱保存；胃蛋白酶
（货号：Ｖ９００４９７，美国 Ｖｅｔｅｃ公司）；胰蛋白酶（货
号：Ｔ１４２６，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；蛋白酶抑制剂
胃抑素Ａ（货号：ＧＣ１１９７４，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，美国 Ｇｌｐ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；纤维蛋白原（牛血）（批号：
１４０６２６２０２２１３）、凝血酶（牛血）（批号：１４０６０５
２０２２２８）、蚓激酶（批号：１４０６５０２０１８０４）（中国食品
药品检定研究院）；丝氨酸蛋白酶抑制剂（ｐｈｅｎｙｌ
ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ，货 号：Ｐ０１００，
１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）、凝胶制备试剂盒（货号：
Ｐ１２００）、５×蛋白上样缓冲液（含二硫苏糖醇）（货
号：Ｐ１０４０）、预染彩虹蛋白 ｍａｒｋｅｒ（货号：ＰＲ１９２０）
（北京索莱宝科技有限公司）；其他试剂均为分析

纯。

１２　仪器与设备
分析天平（型号：ＸＳ１０５ＤＵ，瑞士梅特勒托利多

集团）；恒温孵育摇床（型号：ＥＳ６０Ｃ，杭州米欧仪器
·１１７·
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有限公司）；全自动凝胶成像系统（型号：ＢｉｏＯＩ
１００，广州光仪生物科技有限公司）；全自动雪花制
冰机（型号：ＩＭＳ３０，常熟市雪科电器有限公司）；恒
温金属浴（型号：ＭＢ１０２，杭州博日科技有限公司）。

２　实验方法
２１　ＤＰｆ３的体外水解研究

参考Ｓａｌｅｌｌｅｓ等［１２］及 Ｔｕ等［１８］的实验方法确定

实验条件如下：称取威廉环毛蚓抗血栓蛋白 ＤＰｆ３，
以ＭｉｌｌｉＱ水为溶剂配制质量浓度为３ｍｇ·ｍＬ－１的
样品，分为４组（ｎ＝３）：取ＤＰｆ３溶液，调节ｐＨ为２，
经胃蛋白酶水解（酶和底物的加入质量比为１∶８０），
３７℃震荡（１５０ｒ·ｍｉｎ－１）水解１ｈ后立即取出置于
冰上，加入胃抑素Ａ（终物质的量浓度为１μｍｏｌ·Ｌ－１）
终止水解，加入少量ＮａＯＨ（０５ｍｏｌ·Ｌ－１）调节ｐＨ
至中性（ｐＨ７），离心（４℃，９１５０ｒ·ｍｉｎ－１，
１０ｍｉｎ）后取上清置于 －８０℃待用（组Ⅰ）；取组Ⅰ
中调至中性的胃蛋白酶水解产物，加入胰蛋白酶

（酶和底物的加入质量比为１∶８０）震荡水解２ｈ后
加入 ＰＭＳＦ（体积分数１％）终止水解，离心后取上
清待用（组Ⅱ）；取 ＤＰｆ３溶液，调节 ｐＨ为５，后续操
作同组Ⅰ所述（组Ⅲ）；取组Ⅲ水解产物，后续操作
同组Ⅱ所述（组Ⅳ）。另取胃蛋白酶和胰蛋白酶于
１００℃加热１０ｍｉｎ制备热灭活胃蛋白酶和胰蛋白
酶［１２］，组Ⅰ～Ⅳ相应的对照组采用热灭活胃蛋白酶
和胰蛋白酶进行，分别命名为组Ⅰ′～Ⅳ′。
２２　ＤＰｆ３的体内水解研究

选取昆明小鼠为实验动物进行 ＤＰｆ３的体内
水解情况研究［１９］，昆明小鼠（４周龄，雄性，ＳＰＦ
级）由北京华阜康生物科技股份有限公司提供

［许可证号：ＳＹＸＫ（京）２０２００００４］，饲养于河
南中医药大学第一附属医院实验动物中心，均自

由饮食、饮水，保持 １２ｈ昼夜变化，饲养温度、湿
度均符合动物饲养要求。本实验获得河南中医

药大学第一附属医院实验动物福利伦理审查委

员会批准（批准文号：ＦＤＷ２０２３０１１，批准日期：
２０２３年４月２５日）。

鉴于课题组前期研究结果建议含地龙制剂在饱

腹状态下服用［２０］，实验前对小鼠饮食饮水不加以干

预。参考Ｔｕ等［１９］的实验方法确定条件如下：称取

ＤＰｆ３，以生理盐水为溶剂配制浓度为１０ｍｇ·ｍＬ－１

的样品，取适应性饲养一周后的小鼠（ｎ＝５），
５００μＬＤＰｆ３灌胃给药，对照组灌胃５００μＬ生理盐
水，１ｈ后，麻醉并处死小鼠，分离胃及小肠立即置于

冰上，将小肠均分为等长的３部分（命名为上段、中
段、下段），分别取２００μＬ预冷生理盐水灌注４部分
组织的内容物，胃部灌流液中加入２μＬ胃抑素 Ａ，
肠部灌流液中加入２μＬＰＭＳＦ，并分别调至中性，灌
流液离心（４℃，６４７０ｒ·ｍｉｎ－１，２０ｍｉｎ）后收集上
清，并用预冷生理盐水将各组样品终体积调整一致，

置于－８０℃待用。
２３　体内、外水解产物的蛋白表达谱及纤溶活性
测定

ＳＤＳＰＡＧＥ分析：采用 ＳＤＳＰＡＧＥ分析 ＤＰｆ３经
体内外水解后的蛋白表达谱变化。取“２１”“２２”
项下所得水解产物，经质量分数１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分
析，考马斯亮蓝染色、脱色液脱至背景无色，ＢｉｏＯＩ
１００全自动凝胶成像系统读取图像。

纤维蛋白平板法分析：采用纤维蛋白平板法考

察ＤＰｆ３经体内外水解后的纤维蛋白溶解活性变化。
根据课题组前期研究［５］，确定纤维蛋白平板法条件

如下：将８ｍＬ纤维蛋白原（２ｍｇ·ｍＬ－１）与１０ｍＬ
琼脂糖（５ｍｇ·ｍＬ－１）迅速混合后加入平板［预先加
入０５ｍＬ凝血酶（４０ｍｇ·ｍＬ－１）］中静置１ｈ，待形
成均匀乳白色即制备好纤维蛋白平板，加入样品孵

育后，若样品周围形成透明圆环，即示样品具纤溶活

性。取“２１”“２２”项下所得各水解产物１０μＬ加
入平板中，体内、体外水解产物活性测定分别以

ＤＰｆ３（０２ｍｇ·ｍＬ－１）和蚓激酶（ｌｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ，
Ｌｕｍ，１２０００Ｕ·ｍＬ－１）为阳性对照，放入湿盒内，
３７℃孵育１８ｈ后测定纤溶环的直径。
２４　ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的同源建模及结构预测

以课题组前期从头测序所获取的 ＤＰｆ３ＩＤ
ＮＯ２的氨基酸序列信息［５］作为同源建模的基础，

采用 ＩＴＡＳＳＥＲ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｑ２ｆｕｎ．ＲＤＶｄｃｍｂ．ＲＤ
Ｖｍｅｄ．ＲＤＶｕｍｉｃｈ．ＲＤＶｅｄｕ／／ＩＴＡＳＳＥＲ／）预测蛋白
质的三维结构［２１２２］，依据置信度 Ｃ值（Ｃｓｃｏｒｅ）和
ＴＭｓｃｏｒｅ筛选具有良好质量的模型，并采用 ＳＡＶＥＳ
ｖ５．ＲＤＶ０（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓｎ．ＲＤＶｍｂｉ．ＲＤＶｕｃｌａ．
ＲＤＶｅｄｕ／ＳＡＶＥＳ／）对预测所得模型进行评价［２３］。

课题组前期研究结果表明，经美国国家生物技术

信息中心（ＮＣＢＩ）蚯蚓数据库对比鉴定，ＤＰｆ３ＩＤ
ＮＯ２酶切肽段与粉正蚓、赤子爱胜蚓（Ｅｉｓｅｎｉａｆｅｔｉｄａ）
中的蚓激酶类成分具一定相似性［５］；通过ＤＮＡＭＡＮ８
软件将Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ中的活性成分 ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２与
Ｅ．ｆｅｔｉｄａ中的地龙纤溶蛋白组分 Ａ（ｅａｒｔｈｗｏｒｍｆｉ
ｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔＡ，ＥＦＥａ）［２４］的氨基酸序
列进行比对研究，结果示二者具有一定序列一致性，
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故参考ＥＦＥａ的二级及三级结构（ＰＤＢＥｎｔｒｙ：１Ｍ９Ｕ）
对ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２进行结构预测。
２５　统计分析

数据以平均值 ±标准误（Ｍｅａｎ±ＳＥＭ）表示。
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８３０软件进行统计学分析，
组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异具有显
著性。

３　实验结果
３１　ＤＰｆ３经体内、外水解后的活性变化

通过纤维蛋白平板法评价ＤＰｆ３经体内、外水解
后对纤维蛋白的直接水解作用。由体外水解结果

（图１Ａ）可知，ＤＰｆ３在ｐＨ２孵育条件下丧失纤溶活
性（组Ⅰ），在ｐＨ５条件下，ＤＰｆ３仅经胃蛋白酶水解
后产物的活性最强（组Ⅲ），ＤＰｆ３经热灭活胃蛋白酶
孵育后，纤溶活性较未经热灭活胃蛋白酶孵育物稍

高（组Ⅲ′），但无显著性差异；课题组前期实验显示
胰蛋白酶亦可导致纤溶环产生，组Ⅰ样本经胰蛋白
酶孵育后又出现纤溶环或与此有关（组Ⅱ），经灭活
胰蛋白酶孵育后无纤溶环产生（组Ⅱ′）；组Ⅲ样本经
胰蛋白酶水解后，所得产物的活性减弱或与ＤＰｆ３与
胰蛋白酶序列具一定相似度（３８５２％），故加入的
ＰＭＳＦ不仅抑制了胰蛋白酶的活性，也抑制了 ＤＰｆ３
的部分活性有关（组Ⅳ及组Ⅳ′）。

以纤溶环直径（ｄ）为指标，分别以蚓激酶（ｌｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ，Ｌｕｍ，１２０００Ｕ·ｍＬ－１）和ＤＰｆ３（０２ｍｇ·ｍＬ－１）为阳性对照。与对应对照组比，１）Ｐ＜００５。

Ｗｉｔｈｔｈｅｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｔｈｅｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｒｉｎｇ（ｄ）ａｓｉｎｄｅｘ，ｗｉｔｈｌｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ（Ｌｕｍ，Ｕ·ｍＬ－１）ａｎｄＤＰｆ３（０２ｍｇ·ｍＬ－１）ａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｏｒｄｅｒ１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｒｒｅ

ｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　威廉环毛蚓抗血栓蛋白ＤＰｆ３经体外（Ａ）及体内（Ｂ）水解后的纤溶活性变化。Ｍｅａｎ±ＳＥＭ
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＤＰｆ３ａｆｔｅｒｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏ（Ａ）ａｎｄｉｎｖｉｖｏ（Ｂ）．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ

　　由体内水解结果（图１Ｂ）可知，小鼠灌服 ＤＰｆ３
１ｈ后，与生理盐水对照组相比，仅胃部灌流液的纤
溶活性具显著性差异，小肠各部位灌流液的纤溶活

性虽较生理盐水组有所提高，但并无显著性差异。

胃内容物排空至十二指肠的速率与药物吸收密切相

关，机体的胃排空时间与食物种类密切相关，平均时

间在４５～９８ｍｉｎ［１１］。实验结果表明给药１ｈ后，各
小鼠不同部位灌流液的纤溶活性各异，纤溶活性最

佳部位亦不同，或与不同小鼠的消化能力有所差异，

进一步影响ＤＰｆ３的吸收有关。
３２　ＤＰｆ３经体内、外水解后的蛋白表达谱变化

采用 ＳＤＳＰＡＧＥ法研究 ＤＰｆ３经体内、外水解
后，各水解产物的蛋白表达谱，结果见图２。由结果
可以看出，各水解产物的蛋白表达谱具差异性，在

ｐＨ２的条件下，ＤＰｆ３大部分成分被水解，见图 ２Ｂ
（Ｌ１２），或为其丧失纤溶活性的主要原因，在 ｐＨ５

的条件下，虽有胃蛋白酶存在，但该条件下其活性可

忽略不计［１２］，且ＤＰｆ３抗血栓主要活性成分 ＤＰｆ３ＩＤ
ＮＯ２仍稳定存在（如箭头及红色框线所示位置）；
ＤＰｆ３经体内胃肠道后均有不同程度的水解，但经胃
部水解后，仍可观测到 ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的存在，或为
ＤＰｆ３在以上条件下仍具纤溶活性的重要原因。
３３　ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的同源建模及结构预测

采用 ＩＴＡＳＳＥＲ对 ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的二级结构
进行预测，其 α螺旋、β折叠和无规则卷曲分别
占７８８％、３５２７％和 ５６８５％；继而对 ＤＰｆ３ＩＤ
ＮＯ２进行同源建模，仅得到 １个预测模型，其
Ｃｓｃｏｒｅ和 ＴＭｓｃｏｒｅ分 别 为 １４４和 （０９０±
００６），模拟结果的聚集性说明该模型预测质量
较好。采用 ＳＡＶＥＳｖ５０对预测所得蛋白质模型
进行评价（表１），由结果可知模型可用于后续结
构预测。
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Ａ－ＤＰｆ３经体外水解后的蛋白表达谱；Ｂ－ＤＰｆ３经体内水解后的蛋白表达谱（胃部灌流液）；Ｍ－内参；Ｌ１～５－空白对照组，Ｌ６～１０－给药组；Ｄ－ＤＰｆ３；Ｐ－胃蛋白

酶；Ｔ－胰蛋白酶；ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２所处位置如箭头及红色框线所示。

Ａ－ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＤＰｆ３ａｆｔｅｒｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏ；Ｂ－ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＤＰｆ３ｉｎｍｉｃｅｓｔｏｍａｃｈａｆｔｅｒｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｉｎｖｉｖｏ；Ｍ－ｍａｒｋｅｒ；Ｌ１－５－ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

Ｌ６－１０－ＤＰｆ３－ｇａｖａｇｅｄｇｒｏｕｐ；Ｄ－ＤＰｆ３；Ｐ－ｐｅｐｓｉｎ；Ｔ－ｔｒｙｐｓｉｎ；ＴｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＤＰｆ３ＩＤＮＯ．２ｗａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗａｎｄｒｅｄｆｒａｍｅｌｉｎｅ．

图２　ＤＰｆ３经体外及体内水解后的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）图
Ｆｉｇ２　ＴｈｅＳＤＳＰＡＧＥｐｒｏｆｉｌｅｏｆＤＰｆ３ａｆｔｅｒｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ

表１　ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的蛋白质预测结构的ＳＡＶＥＳｖ５０评价结果
Ｔａｂ１　ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＤＰｆ３ＩＤＮＯ２ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂｙＳＡＶＥＳｖ５０

Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｎａｍｅ

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

Ｖｅｒｉｆｙ３Ｄ ＥＲＲＡＴ（ＯｖｅｒｑｕａｌｉｔｙｆａｃｔｏｒＡ） ＰｒｏｖｅＺｓｃｏｒｅ ＰＲＯＣＨＥＣＫ ＷＨＡＴＣＨＥＣＫ

ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２ ９８３４％ ８７５００ ０４５９ ９５９％ Ｐａｓｓ

　　通过ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２与 ＥＦＥａ氨基酸序列比对，
可见二者具有较大的序列相似性（图３），参考ＥＦＥａ

的二级结构预测ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的催化中心、酶原中
心及重要的氨基酸残基。

标红的为一致性序列，二级结构展示于序列编号上方，催化中心和酶原中心分别在底部标记黑色和红色三角形，其他重要的氨基酸残基在底部标记圆形。

Ｔｈｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｍａｒｋｅｄｉｎｒｅｄ，ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｒｅｓｈｏｗｎａｂｏｖｅｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｎｕｍｂｅｒ，ｃａｔａｌｙｔｉｃａｎｄｚｙｍｏｇｅｎｔｒｉａｄｓａｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｂｌａｃｋａｎｄｒｅｄｔｒｉａｎ

ｇｌｅｓｂｅｌｏｗｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅｏｔｈｅｒｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｅｓｉｄｕｅｓａｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｂｌａｃｋｃｉｒｃｌｅｓｂｅｌｏｗ．

图３　ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２与地龙纤溶蛋白组分Ａ（ＥＦＥａ）的序列比对
Ｆｉｇ３　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＤＰｆ３ＩＤＮＯ２ａｎｄＥＦＥａ

　　继而参考 ＥＦＥａ的三级结构［２４］（ＰＤＢＥｎｔｒｙ：
１Ｍ９Ｕ）对ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的三级结构进行预测，结构
见图４。可见ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２属于典型的凝乳胰蛋白

酶样丝氨酸蛋白酶（ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎｌｉｋｅｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅ
ａｓｅ），具 ２个六链桶状子域，由 ３个 ｔｒａｎｓｄｏｍａｉｎ
ｓｔｒａｐｓ连接，活性位点域和催化残基存在于六链桶
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状子域结合处，活性位点域垂直插入其中。ＤＰｆ３ＩＤ
ＮＯ２具两个额外的 β折叠：Ｔｈｒ５Ａｌａ７（β＋１）和
Ａｌａ２１８Ｌｅｕ２２０（β＋２）、两个 α螺旋残基：Ｔｈｒ１５５
Ｖａｌ１６３和Ｔｙｒ２３３Ａｓｎ２４１，通过 Ｖａｌ１和 Ａｓｐ１９０形成
氧负离子洞、形成内部盐桥；由 Ｓｅｒ１７、Ｈｉｓ２７和
Ａｓｐ１９０形成酶原三联体，由 Ｈｉｓ４４、Ａｓｐ９３和 Ｓｅｒ１９１
形成催化三联体；含有８个Ｃｙｓ残基，形成４个二硫
键；Ｓ１活性口袋被残留 Ｈｉｓ５７（东北部）、Ｐｒｏ２２４

Ｖａｌ２２６（中西部）、Ｔｈｒ２０８Ｃｙｓ２１９（从北下到南上）
和Ｇｌｙ１８５Ｓｅｒ１９１（从南下到东上）包围，底部被
Ｔｙｒ２２８封闭；在 Ｓ１活性口袋的北面，ｌｏｏｐＧｌｕ８２
Ｉｌｅ９４虽然具有不寻常的斜倚构象，但将 Ｔｙｒ９０呈现
于Ｓ２亚位点；在 Ｔｙｒ９０侧链的西部，两个插入残基
Ｇｌｙ１６４Ｃ和 Ｇｌｙ１６４Ｄ通过 Ｔｈｒ１５４Ａｓｎ１７３片段呈现
在活性位点表面，与Ｓｅｒ８９Ｂ、Ｔｙｒ９０和Ｔｒｐ２１０一起构
成了一个相对宽敞的Ｓ４亚位点。

红色、蓝色、橙色球棍模型分别展示催化三联体、酶原三联体、Ｓ１活性口袋。

Ｔｈｅｒｅｄ，ｂｌｕｅａｎｄｏｒａｎｇｅｃｏｌｏｒｏｆｂａｌｌ－ａｎｄ－ｓｔｉｃｋｍｏｄｅｌｓｈｏｗｅｄｃａｔａｌｙｔｉｃｔｒｉａｄｒｅｓｉｄｕｅｓ，ｚｙｍｏｇｅｎｔｒｉａｄｒｅｓｉｄｕｅｓａｎｄＳ１ｐｏｃｋｅｔｉｎｏｒｄｅｒ．

图４　ＥＦＥａ（Ａ）和ＤＰｆ３ＩＤＮＯ．２（Ｂ）的三级结构的带状展示
Ｆｉｇ４　ＲｉｂｂｏｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＥＦＥａ（Ａ）ａｎｄＤＰｆ３ＩＤＮＯ．２（Ｂ）

４　讨　论
动物药在我国应用历史悠久，临床应用广

泛、功效独特且疗效显著［２５２６］，大部分动物药中

含量较高的成分为蛋白质、多肽类化合物，蛋白

多肽类药物在预防和治疗疾病中具有用药剂量

小、疗效好、不良反应少等突出优点［１３］，但由于

其成分复杂性和结构复杂性，阻碍了动物药药效

物质基础的研究［２７］。

地龙为我国广泛分布的药用动物，具有通络的

传统功效［２７］，其抗血栓活性成分主要为蛋白质

类［１］，给药方式多为口服给药，但研究表明口服蛋

白类药物在胃部并不稳定［７］，蛋白进入胃肠道后经

胃蛋白酶、胰蛋白酶等消化酶降解为大量多肽类成

分［２８］，胃部的消化状态是蛋白质类成分消化和吸收

的重要因素，胃蛋白酶负责水解高达５％ ～１５％的
肽键，蛋白质的酶解亦由胃蛋白酶作用引发［１２］；但

鉴于蛋白质类成分一级、二级、三级结构的多样性，

胃酸化过程中胃蛋白酶水解所产生的确切贡献有待

商榷［９］。机体餐后的胃部平均 ｐＨ下降较为缓慢，

从ｐＨ６左右降至ｐＨ２约需２ｈ，半排空状态下胃部
酸碱度为ｐＨ５５左右［２９］。本研究分别考察威廉环

毛蚓抗血栓活性成分 ＤＰｆ３在体外模拟胃排空状态
（ｐＨ２）及半排空状态（ｐＨ５）下的纤溶活性变化，发
现ＤＰｆ３在ｐＨ２孵育条件下丧失纤溶活性，在 ｐＨ５
条件下，ＤＰｆ３经热灭活胃蛋白酶孵育后，纤溶活性
较未经热灭活胃蛋白酶孵育物稍高。故推测胃蛋白

酶对ＤＰｆ３的直接纤维蛋白水解活性影响较小，ｐＨ
值对ＤＰｆ３的活性产生直接影响作用。

传统研究多采用体外酶解的方式识别功能性多

肽成分，但蛋白质的体外模拟消化方式无法与体内

消化完全等同，因此，研究蛋白质的体内消化具重要

意义［１９］。由于ＤＰｆ３在ｐＨ２条件下丧失纤溶活性，
本研究考察 ＤＰｆ３在胃部非排空状态下小鼠胃及小
肠内的纤溶活性，结果表明与对照组相比，小鼠灌服

ＤＰｆ３１ｈ后仅胃部灌流液的纤溶活性具显著性差
异，可能由于在饱食状态下，药物吸收、转运速率较

慢，口服药物１ｈ内大部分药效成分未经胃肠道释
放至小肠各段［１９］。
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采用ＳＤＳＰＡＧＥ法考察ＤＰｆ３经体内、外水解后
的蛋白质谱图变化，进而研究其蛋白质成分变化，由

丧失纤溶活性及保留纤溶活性的各组样品的蛋白表

达谱比对可知，ＤＰｆ３的活性蛋白成分ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２
的稳定存在或为ＤＰｆ３具纤溶活性的重要原因，与课
题组前期预测［２０］相符。且已有研究［３０３１］表明地龙

纤溶蛋白（ｅａｒｔｈｗｏｒｍｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅ，ＥＦＥ）可以
对抗胃肠道酶和细胞酶的降解，能以完整形式通过

小肠上皮并吸收入血，在血液循环中表现出生物

活性。

蛋白质及多肽类成分的生物化学特征对于其活

性和生物利用度极为重要［１９］，其分子量与跨膜运输

途径密切相关、多肽的序列会影响生物利用度、电荷

与细胞膜穿透性有关、其疏水性亦会影响多肽的吸

收和生物活性［３２３４］。同时，研究多肽结构有助于了

解活性多肽的作用机制，进而促进活性多肽开

发［２５］。本研究基于ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的氨基酸序列进
行同源建模，并参考ＥＦＥａ对ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的二级、
三级结构进行预测。ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２虽属于典型的
凝乳胰蛋白酶样丝氨酸蛋白酶，但与典型的丝氨酸

蛋白酶不同［２４］，可在延伸的β１１链上提供３个额外
的氢键位点以在对侧链限制最小的情况下与底物远

端的Ｔｈｒ５Ａｌａ７残基结合，继而增强底物结合，所产
生的额外的结合能对于诱导Ｓ１活性口袋和／或改变
Ｔｙｒ９０的构象不可或缺。该模型可后续用于解释
ＤＰｆ３与多种底物的作用及作用趋势。

５　结　论
本研究以威廉环毛蚓抗血栓蛋白 ＤＰｆ３为研究

对象，通过体内、外水解探究ＤＰｆ３经体内、外水解后
的蛋白表达谱及活性变化，发现胃蛋白酶对ＤＰｆ３的
直接纤维蛋白水解活性影响较小，ｐＨ值对 ＤＰｆ３的
活性产生直接影响作用，ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２的稳定存在
或为ＤＰｆ３具纤溶活性的重要原因；通过同源建模和
结构预测，发现ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２属于典型的凝乳胰蛋
白酶样丝氨酸蛋白酶，并揭示其催化中心和酶原中

心，为ＤＰｆ３ＩＤＮＯ２活性口袋的研究及与多种底物
相互作用的研究提供依据。本研究表明通过“模

拟＋实验”的策略用于动物类中药物质基础的研究
切实可行，或为中药动物药大分子蛋白质中活性多

肽研究的新方式。
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