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摘 要 蛋白酶抑制剂广泛存在于生物体内，在许多生命活动过程中发挥必不可少的作用，特别是对蛋白酶活性进行精确调

控。其中 Y8S8(型蛋白酶抑制剂是最重要的、研究最为广泛的酶抑制剂之一，该类抑制剂一般由一个或几个结构域组成，每一
个结构域具有保守的序列和分子构象，同时发现该类抑制剂与蛋白酶作用的结合部位高度易变，它们大多数暴露于与溶剂接

触的环上，其中 HJ部位是抑制作用的关键部位，抑制剂的专一性由 HJ部位氨基酸残基的性质决定，其它残基取代结合部位残
基对抑制剂 Z酶的结合常数有显著的影响。W8?A’@?A4算法可直接从 Y8S8(型丝氨酸蛋白酶抑制剂的序列推测其与 $种丝氨酸
蛋白酶之间的抑制常数（Y4）。目前在生物体内发现大量的 Y8S8(型蛋白酶抑制剂，并证实其有重要的生物学功能。

关键词 Y8S8(型蛋白酶抑制剂，W8?A’@?A4算法，活性部位
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丝氨酸蛋白酶抑制剂是一种首先在动物血清中 发现的蛋白，广泛存在于植物、动物、细菌和病毒



中［!］，根据它们的序列、二硫键的数目和三维结构，

最少可以归类为 !"个非同源家族［#］。其中 $%&%’型
的丝氨酸蛋白酶抑制剂是较为保守的家族之一，它

是在 $%&%’首次发现胰蛋白酶抑制剂（()*+）后命名
的［,］，其存在于鸟蛋、昆虫、小龙虾、哺乳动物组织

（如精液泡、胰腺、下颌下腺）和体液（如血液，唾液）

中。它们与血凝、纤维蛋白溶解、胚胎发生、个体发

育、食物消化、炎症和免疫应答等有着密切关联［-］。

目前已发现 !..多种 $%&%’型蛋白酶抑制剂，但其具
体结构与功能还未得到充分研究，主要由于蛋白酶

抑制剂承受残酷的进化压力，使其活性部位高度易

变［/］，从而导致蛋白酶抑制剂功能的多样性且有些

抑制剂已丧失了原有的功能，这给研究带来极大的

挑战。现在越来越多的生物体中发现新型的 $%&%’
抑制剂并且在逐步地应用于临床治疗，其中研究得

最成功的是水蛭素应用于抗血栓的治疗，鉴于 $%&%’
型抑制剂重要的生物学功能及研究需要，本文对其

结构与功能作一总结。

0：摘自 *1%2［"］，示意图表示 3(+!的结构，包括信号肽（)(）、一个非典型 $%&%’结构域（3(+!%）和一个典型 $%&%’结构域（3(+!4），数字代表距离

5末端氨基酸残基的位置，半胱氨酸用 6标出，二硫键是根据其它的 $%&%’结构域结构推出的，箭头所指的是 (!残基（078）；9：$%&%’结构域

的序列比对，抑制剂的名字依次对应是 :;<; 7%81=27 *><;?@%77;A1%B=C B?D8712 12E141B;?（*0*+）；F%A%A% G%7A1A>’%?17 0A?;712@B?D8712 12E141B;?（0*+）；

9;<4DH <;?1 71’I 8?;B=12%7= 12E141B;?（)(+）；:1?>C; <=C1A12%’17 J==AE@C=?1K=C B?D8B%7= 12E141B;?（JL*+）；ME;C21>7 8?;’1H>7 *E?;<412 12E141B;? ?E;C2112
（*+ML!、*+ML#）；(EDB;8EBE;?% 12G=7B%27 $%&%’@’1I= 7=?12= 8?;B=%7= 12E141B;?（3(+!4、3(+!%）。箭头表示 (!残基，!表示 $%&%’结构域 N蛋白酶相互作

用的 !#个结合位点（(O，(/，(-，(,，(#，(!，(!P，(#P，(,P，(!-P，(!/P，(!"P），二级结构用 %（!螺旋）和 4（"折叠）表示。

图 ! $%&%’型丝氨酸蛋白酶抑制剂结构及其序列特征
Q1RS ! *E= 7B?>AB>?= %2C BE= 7=T>=2A=’7 AE%?%AB=? ;G BE= $%&%’@BD8= 7=?12= 8?;B=12%7= 12E141B;?7

0：BE= 7B?=BAE <%8 ;G BE= 3(+!’7 7B?>AB>?=；9：BE= %<12;@%A1C 7=T>=2A= %’1R2<=2B ;G BE= =1REB C1GG=?=2B $%&%’ C;<%127S

! 序列结构特征

!"! 典型的 #$%$&结构域
$%&%’型的丝氨酸蛋白酶抑制剂一般是由一个

或多个重复保守 $%&%’结构域所组成，典型的 $%&%’
结构域（图 !）通常是由 /. U O.个氨基酸残基组成，
其中包括 O个半胱氨酸残基和一个较为保守的序列
模型：6# @V（!@W）@6$ @V（/）@(X6% Y@V（-）@*Z@V@5@V@6& @
V（#@O）@6’ @V（[@!O）@6(（V（2），V与 2分别表示任意残基
和残基的数目），前者形成的三对二硫键（6D7# @
6D7’、6D7$ @6D7&、6D7% @6D7(）稳固了结构域的分子
构象。其中还包括一个 (!活性部位，它是决定蛋白
酶抑制剂专一性的关键部位，一般是第二个半胱氨

酸后的第二个氨基酸残基［#，O］。许多 $%&%’型的蛋白
酶抑制剂常有一段信号肽，位于 5末端，其长度大
约为 #.个氨基酸。
!"’ 非典型的 #$%$&结构域
非典型 $%&%’ 结构域（图 !）是由 F%R=?B 等于

![[[年首次报道，该小组研究的人类丝氨酸蛋白酶
抑制剂 J3$*+共有 !/ 个结构域，其中 !, 个是非典
型 $%&%’ 结构域，其结构域只有两对二硫键，缺少
6D7% @6D7(二硫键

［W］。

*1%2等研究的重组蛋白 3(+!（图 !）中包括非典
型的 $%&%’ 结构域 3(+!% 和典型 $%&%’ 结构域
3(+!4［"］，而在重组蛋白 3(+!. 中，包含两个典型的
$%&%’结构域（3(+!.%、3(+!.A）和非典型 $%&%’结构域

O[O !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 #..O，X;’\##，5;\/



!"#$%&，两种蛋白对枯草杆菌蛋白酶均有抑制作
用［’］，将 !"#$中的两个结构域基因分别在大肠杆菌
中重组表达，发现仅非典型的 !"#$(结构域对枯草
杆菌蛋白酶有强烈的抑制作用，而 !"#$&则无抑制
活性［$%］，是否可以推测在 !"#$%中也仅有 !"#$%&有
抑制活性，其它两个结构域又起到什么作用，在抗宿

主蛋白酶中二对二硫键结构域比三对二硫键结构域

是否更具进化优势等问题，仍需进一步研究。

!"# 选择性剪切
大量资料表明：由基因编码推测的 )(*(+ 型蛋

白酶抑制剂与生物体内起功能作用的抑制剂并不一

致，通常需要经过转录后选择性的剪切过程，最终翻

译成一个或几个蛋白。如 ,-./0-.12 等研究的
-2304..4蛋白，其基因编码 5个结构域，而从生物体
中分离出来的蛋白只有两个结构域［$$］。最近 6/40/
等研究的 7.8/9(+3:(;9.4 基因编码 < 个非典型 )(*(+
型结构的蛋白，而生物体中活性蛋白只有 =个结构
域，分别对应的是基因编码的第三和第四结构

域［$=］。

这可能是在进化的压力下生物体选择对自身有

益的方式进行剪切，其它被剪切掉的基因还能否编

码抑制剂有待研究。

（(）卵类粘蛋白（6.>(03 82/(;(49）第三结构域的分子构象［$<］，代表典型的 )(*(+家族成员的分子构象，包括 ?环、@环、A环。（&）两个典型

)(*(+结构域的带状模式图，是 -2304..4的带状模型［$$］，球和棒表示二硫桥，箭头指示 "$残基位置。

图 = 典型的 )(*(+结构域包括一个中心!螺旋和短的反向平行"折叠
,.:B = C2/ 9D8.1(+ )(*(+ 03E(.4 1349(.4; ( 1/49-(+!2/+.F (40 92-// ;E(++ (49.8(-(++/+";2//9;
（(）E3+/1G+(- 134H3-E(9.34; 3H 92/ 3I3EG1.30 92.-0 03E(.4；（&）-.&&34 0.(:-(E 3H 92/ E30/+ 3H -2304..4 B

$ 分子构象特征

)(*(+型蛋白酶抑制剂的结构域序列较为保守，
并且其分子构象呈现高度保守［=］。典型的分子构象

（图 =）包括 ?、@、A三个环状结构，AD;# JAD;$封闭成

?环，AD;% JAD;&将 ?环和 @环分隔，其连接 K末端
和!螺旋的中央形成 @环，AD;’ JAD;(连接 A末端和

"折叠的中央形成 A环。?环的大小是可变的，因

为 AD;#与 AD;%之间的氨基酸残基数目是可变的，在
鸟卵类粘蛋白中多达 $L个残基，而在有些昆虫中只
有 $个残基［$5］。M(I./-等研究的 N"#=缺少 AD;$，不
能形成 ?环，但它仍有生物活性，可见 ?环与生物
活性没有必然的联系，@环的长度一般是不变的，它
构成了 )(*(+ 型结构域最稳定的区域，这与蛋白酶
抑制剂专一性有密切的关系，A环的长度一般在 5$
至 5O个氨基酸残基之间变化［$5，$O］。典型的 )(*(+型
抑制剂的二级结构（图 =）包含一个中心!螺旋和较
短的反向平行"折叠等结构，如 P7C#的二级结构是
由中心!螺旋（N/-=O J?;45%）和较短的反向平行"折叠
（Q(+$5 JR+D$S，C2-=% JCD-=$和 #+/5O JR+G5T）所组成

［$S］。

总之，)(*(+型蛋白酶抑制剂的空间结构呈球面
凸起状，由三对二硫键、中心!螺旋、反向平行"折
叠所构成，"$ 部位是决定抑制剂专一性的部位，位
于 @环中的凸起部分，其残基侧链暴露在外表面，
起到催化作用。

# 结构与功能关系

#"! 信号肽功能
目前通常用 ;.:4(+" 5U% 软件分析蛋白质序列，

其 N值能有效地推测是否存在信号肽［$T］。信号肽
是决定抑制剂蛋白定位在胞内还是在胞外。

C3E3(>.等研究的 )?V$蛋白，其多肽!的 K末端有
定位于线粒体的信号肽且多肽"和#均有信号肽，
但"的信号肽效应要强于#的

［$L］。这表明信号肽

决定了蛋白酶抑制剂的分泌途径，并且也有介导的

强弱之分。

#"$ %!残基的功能
大量的 )(*(+型蛋白酶抑制剂活性检测（表 $）

T’<郑青亮等：)(*(+型蛋白酶抑制剂结构与功能研究进展



表 ! "#$#%型蛋白酶抑制剂结构域的数目、&!残基和抑制的蛋白酶之间的关系
’#(%) ! ’*) +,--)+./,- ().0))- .*) 1,2#/-’3 -42()53 &! 5)3/14) ,6 .*) "#$#%7.89) 95,.)/-#3) /-*/(/.,53 #-1
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2"34#)"4"#*1 &%5/(41%( J’/< KK=??I?? !13*%9&%+ K C K&"，K&"
61++/*&1 ./++#%/++1 !%9L "()*#%+0&# %+4%3%*)( C KK7BAIC@ ’()*#%+0&# 7 !13*%9%&%+ < =4(
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表明：不同的 ’<残基能抑制同一种蛋白酶，而同一
’<残基能抑制同一类蛋白酶。F1等研究发现，酶活
性部位“口袋”大小和 ’<残基侧链结构、极性、离子
电荷等因素均影响酶 R抑制剂的相互作用［@］。有研
究表明，抑制剂的 ’< 残基为 F5&，K(M 时，对胰蛋白
酶和类胰蛋白酶有显著的抑制作用，而 ’< 残基为
’()，=5(，’4#，F#1，P#*时，能抑制胰凝乳蛋白酶和类
胰凝乳蛋白酶，’<残基为 K90，!#(时，却能抑制类弹
性蛋白酶［C］。

本实验室已成功地从家蚕中克隆到 <??? 多个
碱基片段并测序，其序列已提交到 ,-./的 E#+.0+L
数据库中，其中作者研究的基因序列编号为：

S,CQ@AHQ，该序列推测的蛋白质属于 L0809型蛋白酶
抑制剂，它包括三个典型的 L0809结构域，其 ’<活性
部位依次是 =4(、K90、E9+，该蛋白已经在大肠杆菌中
成功重组表达并初步推测其对枯草杆菌蛋白酶有显

著的抑制作用。

在自然进化和蛋白质工程中，’< 残基的突变
能显著地改变抑制剂专一性和结合能力［<H］。

7)2%5020等研究发现，火鸡卵类粘蛋白第三结构域
的 ’<残基为 F#1时是胰凝乳蛋白酶、弹性蛋白酶和
其它丝氨酸蛋白酶的抑制剂，当 ’<残基的 F#1被替
换成 F5&和 E91 时，该蛋白分别转变成胰蛋白酶抑
制剂和链霉菌灰霉素蛋白酶的强烈抑制剂［C?］。最

近 E#340(;等发现重组的生物活性肽 ’!7’:<也有类
似的现象，当 ’<残基为 ’()，其对一种血清脯氨酰肽
链内切酶有抑制作用，将其 ’< 残基突变后，’!7’:<
能抑制胰蛋白酶［C<］。

这表明尽管 ’<残基发生突变，抑制剂仍能保持
其活性，且其专一性随 ’<残基的变化而变化。虽然
’<残基的突变会严重损害结合能量，但是变异蛋白
的构象改变很小，相互作用中的其它部分足以保持

结合构象的完整性，因而 ’<残基仍然以同样的方式
结合到酶的活性“口袋”中［CC］。

:;: 结构域变动（<,2#/- 3*466%/-=）
抑制剂的结构域与活性部位相同，但其并不一

定有相同的功能。E#340(;等研究的 ’!7’:<在 ’<、
’C位点均是 ’()，而在 ’602蛋白质家族数据库中发
现的 @种类似 70809 蛋白［CQ］，其对应位置也是两个
’()，但均不属于蛋白酶抑制剂［C<］。最近发现类似
T)99%&*0*%+的结构域与 70809结构域极其相似，但至今
未见报道其有抑制作用［CB］，这表明并不是所有 70809
型蛋白均有抑制活性，可能是因为该类蛋白不能形

成有效的空间构象，导致其活性丧失，但还未见报道

该类蛋白的功能。

:;> 串联结构域的作用
串联的结构域具有相同或不同的功能，如

P#+;#等分别研究了 S%"#*09)M0&*%+的三个串联同源
区域：S!、S"、S#，每个同源区域包括两个 ’<部位
不同的 70809 结构域，S!、S"是凝血酶抑制剂，而

S#是凝血酶、胰蛋白酶和血浆酶抑制剂
［CI］；多个结

构域可能有协同效应，可稳定抑制作用，例如 FJ7=/
的第六结构域对胰蛋白酶有显著的抑制效果，但这

种抑制作用只是暂时的［O，C@，CO］，当重组的蛋白质包含

@、O、A、H 四个结构域时，则能永久地抑制胰蛋白
酶［CA］。

:;? 从序列推测活性
F0&L)U&L%等对 70809结构域 R酶复合体的结构

研究发现，结合部位的 <C个氨基酸残基（图 <）与酶
之间的作用密切相关［@，CH R Q<］。该 <C 个氨基酸残基
中，’Q 和 ’<IV高度保守，分别为半胱氨酸残基和天
冬酰氨残基，其它 <?个氨基酸残基均高度易变。由
于非结合部位氨基酸残基的变化不会影响平衡常数

（70），而结合部位氨基酸残基的转变将导致显著的
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!"变化，因此 #"$%&’$%( 等将火鸡卵类粘蛋白的第
三结构域的 )* 个易变结合残基突变，将其产生的
)+)种变异蛋白分别与 ,种丝氨酸蛋白酶作用并分
别计算其 !"或 !(，大量结果统计最终将基于序列
的加法发展成为活性算法，即 #"$%&’$%( 算法，该算
法可直接从 !"-".型丝氨酸蛋白酶抑制剂的序列推
测其与 , 种丝氨酸蛋白酶之间的抑制常数
（!(）［/0，//］。用 #"$%&’$%(算法验证典型的 !"-".结构
域活性，表明其预测与实验结果较为吻合［/) 1 //］。

2("3等研究发现 #"$%&’$%(算法对非典型 !"-".结构
域 4566"的功能预测也与实验结果非常一致［)*］。但
是 7"$(8等用 #"$%&’$%(算法推测 9:;(3蛋白的 ))种
变异蛋白抑制专一性，发现与已知的 9:;(3蛋白专一
性有很大差别，这 ))种变异蛋白的结合部位是高度
极性的，该蛋白需要用非加算法推测其活性［/<］。故

基于序列的加法即 #"$%&’$%(算法是一种预测作用
底物的有效工具［+］，但该算法仍有欠缺，仍需要不断

地完善。

! 作用机理

!"-".型抑制剂的抑制机理是属于“标准规则机
理”即“#"$%&’$%( 机理”，抑制剂的表面存在一个稳
固凸起的环状结构，此暴露环上伸出的氨基酸侧链

能看成蛋白酶专一性底物，该侧链主要通过疏水作

用（还有静电、范德华力等作用）与酶的活性部位相

互作用形成稳定的复合物，在蛋白酶活性“口袋”中

长时间结合，从而有效抑制蛋白酶活性［0，/= 1 />］。但

是当抑制剂 5)残基侧链为较大且极性的 ?;@时，其
对人白细胞弹性蛋白酶（A:8"3 .B:%&CDEB B."$E"$B，
A#4）作用很弱，因为弹性蛋白酶仅有极小的活性
“口袋”，其更适合疏水、中性的残基侧链作用［/<］。

最新研究发现，除 )0个氨基酸残基为结合部位外，
!"-".型结构域的剩余氨基酸残基即脚手架能保持
抑制剂活性部位规则的分子构象，增强 ,个数量级
的结合能力和保护抑制剂免受蛋白酶水解，尽管如

此，脚手架的稳定性与抑制作用无直接关系［/F］。大

量资料表明抑制机理呈以下特点：! 抑制剂与蛋白
酶之间的缔合是接近锁G钥一一对应的模型，而不是
诱导锲合；" 抑制剂是呈球面凸起状，脚手架能稳
定活性部位的分子构象，5)残基侧链能否插入酶的
活性“口袋”取决于 5)氨基酸残基极性及其侧链大
小和酶的活性“口袋”大小；# 与抗原抗体间作用相
比，主链G主链对相互作用能量的供给是主要的；$
与核酸酶G核酸酶蛋白抑制剂系统相比，侧链相互作

用主要是靠疏水驱动，而不是静电力［00，/0］。

" 研究展望

!"-".型蛋白酶抑制剂经过 =* 多年的研究，已
经对其序列及其分子构象特征和作用机理有了比较

清楚的认识。虽然最近几年许多科学工作者通过重

组、突变等方法进行了大量的研究，但 !"-".型蛋白
酶抑制剂的结构与功能关系仍没有一个系统的认

识。随着许多物种基因组测序的完成，更多的 !"-".
型抑制剂将会被研究发现。由于该抑制剂受到高度

的进化压力，推测有可能发现结构更简单、专一性更

强和抑制作用更稳定的抑制剂。对 !"-".型蛋白酶
抑制剂的研究工作下列问题可能成为在这一领域内

的热点：保守的 /对二硫键的突变与抑制剂功能关
系；典型 !"-".结构域与非典型 !"-".结构域功能关
系；单结构域与串联结构域对抑制剂功能的影响；将

!"-".型抑制剂突变成其它类型的抑制剂的研究；从
序列推测活性运算法则的完善等。相信在不久的将

来，对 !"-".型蛋白酶抑制剂进一步的研究，科学家
能设计并重组表达对蛋白酶专一性抑制的抑制剂，

作为传统农药的替代品，将广泛应用于农业领域中，

另一方面可作为治疗药物，将在血凝异常、骨质疏松

症、逆转录酶病毒死亡、癌症等临床医学上得到广泛

应用。

致 谢 感谢蔡荣、吕正兵教授和许多同学提出的

宝贵意见。
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