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  近年由血栓引起的疾病逐渐增多,其主要的危害

是导致器官内局部堵塞,从而导致机体缺血、缺氧,甚
至死亡[1]。治疗血栓性疾病首选的是抗凝血类药物、
抗血小板类药物和溶栓类药物等[2]。抗凝血类药物

主要分为肝素及其相关制剂、抗凝血酶药物和其他抗

凝血药[3]。抗凝血类药物在临床上运用多年,但其导

致机体血小板减少、出血、不能抑制凝血酶等不良反

应[4]。以血小板代谢酶类抑制剂、凝血酶抑制剂等为

主的抗血小板类药物适于血小板功能亢进患者[5],但
用药后的胃肠道不良反应等也限制了其在临床上的

应用[6]。溶栓类药物主要通过溶解血栓中的纤维蛋

白从而溶解血栓[7]。按其在临床中的应用发展可分

为:第一代药物,以来自人体的尿激酶和链激酶为代

表;第二代药物,即组织型纤溶酶原激活剂(tPA)、阿
尼普酶、重组葡激酶等;第三代药物,是基于前两代药

物改造而来,如瑞替普酶和兰替普酶等[8]。这些药物

经过改进仍存在一定的缺陷,如出血风险高、价格昂

贵、不良反应明显、来源紧缺等[9]。因此,寻找经济、
安全和高效的天然溶栓药物就显得尤为重要。纤溶

酶是一类能够溶解血栓主要成分(纤维蛋白)的一类

蛋白酶,是主要的溶栓类药物[2]。近年来,人们不断

从自然界各种生物中寻找和改进各种纤溶酶,并且有

些已经投入市场。目前,从动物、植物和微生物中已

发现和纯化出了诸多纤溶酶,并对其作用机制进行了

研究。
1 纤溶酶的发掘

1.1 源自动物的纤溶酶 动物是重要的溶栓药物来

源,除了早期人们从水蛭、蛇和蚯蚓中分离得到具有

溶栓效果的纤溶酶外,人们还从蛤、美洲大蠊和中华

圆田螺等其他动物中不断发现新的具有溶栓效果的

纤溶酶[10-15]。
JIANG等[10]从水蛭中分离到一种相对分子质量

约为27×103 的纤溶酶 WPI01,该蛋白N端的8个氨

基酸为 VVGGVEAR,活性蛋白耐受的最高温度为

40
 

℃,pH 值 在6~10时 对 活 性 影 响 较 小,在500
 

U/mL水平下其溶解血块的效果好于1
 

000
 

U/mL
的尿激酶。WU 等[12]从威廉环毛蚓发现了纤溶酶

DPf3,DPf3对纤维蛋白原和血凝块具有明显的直接

水解能力,对纤溶酶原有微弱的活化活性,被认为具

有抗血栓形成能力。DPf3可明显延长活化部分凝血

活酶时间,降低纤维蛋白原水平,说明DPf3通过其固

有和(或)共同途径发挥抗血栓活性,并在凝血第3期

发挥抗血栓活性[12]。DU等[13]在西施舌中分离纯化

出相对分子质量约为30.99×103 的纤溶酶,该蛋白

具有较强的抗凝血和纤溶活性。PENG等[14]从美洲

大蠊中分离纯化到纤溶酶,测得其最适温度为35
 

℃,
最适pH值为9.0,该酶对癌细胞的生长有一定的抑

制作用。ZHAO等[15]从中华圆田螺中分离到一种纤

溶酶,该活性蛋白最适温度为58
 

℃;当pH 值为7~
10时,对该酶的影响较小。
1.2 源自微生物的纤溶酶 许多微生物均含有纤溶

酶,除早期发现的来自溶血链霉菌的链激酶和金黄色

葡萄球菌的葡激酶外,近年来研究人员又相继从细

菌、真菌及微生物发酵后食品中筛选到具有纤溶活性

的物质[16-18]。
YANG等[16]发现来自芽孢杆菌中一种相对分子

质量约为34×103 的胞内碱性丝氨酸蛋白酶ISP-
SW5,其最适pH值和温度分别为8.0、40

 

℃,能够被

苯甲基磺酰氟和乙二胺四乙酸抑制酶激活,但Ca2+和

Zn2+能够增强其活性。MESHRAM 等[17]对来自内

生真菌的纤溶酶研究发现,在体外该酶相对分子质量

约为33×103,能切割纤维蛋白的α和β支链,不能切

割γ支链。KIM等[18]在韩国传统发酵食品腌鱼中发

现2种纤溶酶JP-Ⅰ和JP-Ⅱ,2种酶相对分子质量均

约为36×103,JP-Ⅰ最适温度为50
 

℃,最适pH值为

8.1,而JP-Ⅱ的最适温度和最适pH 值分别为45
 

℃
和9.9,两者均具有金属蛋白酶的性质。
1.3 来自植物的纤溶酶 DEA等[19]发现通过口服

来自甜瓜的纤溶酶能够抑制胶原肾上腺素所导致的

大鼠血管血栓形成。GOGOI等[20]从腺茉莉的叶子
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中分离到相对分子质量为30×103 的纤溶酶,该蛋白

能降解纤维蛋白的α和β支链。ZHOU等[21]从传统

的中药材南蛇藤的果实中发现了一种纤溶酶 NST-
50,具有抗凝血、抗血小板活化和抗纤溶等活性。

2 纤溶酶与疾病的关系

  纤溶酶最初被认为其主要功能是抗凝血,但越来

越多的研究发现,纤溶酶与多种病理有着密切关系。
梁彦等[22]发现青少年肥胖患者血清尿激酶型纤溶酶

原激活物受体水平明显升高,暗示该受体与肥胖相关

的疾病有一定关系。倪萍等[23]发现在冠心病患者中

其体内纤溶抑制剂抗原水平及活性水平高于健康者,
而酶原水平则低于健康者。纤溶酶与癌症进展之间

的关系也逐渐被关注,血浆激肽酶和高分子量激肽原

参与了癌细胞或免疫细胞表面的纤维蛋白溶解过

程[24]。纤溶酶的促癌功能主要包括以下几个方面:
(1)释放与癌症相关的生长因子[25];(2)降解促凋亡因

子[26];(3)通过自身或激活促癌因子,从而促进血管

生成[27]。
另外,纤溶酶相关因子在炎症进展的多个方面也

发挥重要作用[28]。尿激酶纤溶酶原激活剂及其受体

在巨噬细胞、白细胞、B淋巴细胞、T淋巴细胞等免疫

细胞外渗过程中起关键作用[29],如血管内皮表面的尿

激酶纤溶酶原激活剂及其受体调节白细胞对内皮壁

的黏附[30]。使用链激酶或重组tPA均可引起急性心

肌梗死患者补体通路的激活[31]。除了在炎症进程中

发挥作用外,纤溶酶也被报道在炎症解决过程中调节

一些关键步骤,如巨噬细胞的重编程[32]。

3 纤溶酶的临床应用

  纤溶酶作为主要的溶栓药物,既能直接溶解血栓

中的纤维蛋白,又能对纤维蛋白原有一定的作用,因
此在临床血栓相关的多种疾病(急性脑梗死、脑内血

肿、进展性脑卒中、创伤性下肢深静脉血栓等)的治疗

中被广泛使用[7],且安全性和疗效均较好。目前临床

上最常用的溶栓药物是组织型纤溶酶原激活剂,与第

一代纤溶酶相比,组织型纤溶酶原激活剂可特异性溶

解血栓纤维蛋白[8]。纤维酶的特异性与蛋白质分子

内结构域的组织直接相关。非特异性溶栓剂,如β-溶
血性链球菌链激酶会导致血浆纤维蛋白原耗竭和出

血[9]。但组织型纤溶酶原激活剂的缺点是前端溶解,
大部分组织纤溶酶原激活物结合在血栓纤维凝块前

部。这种结合阻碍了组织型纤溶酶原激活剂进入血

栓内部,使得溶解效果下降,并且这种不均匀的溶解

模式会导致更小的血块形成,并从血液中释放出来可

能再次引起血管的闭塞[8]。已有几种类型的重组组

织型纤溶酶原激活剂商业化,包括 Alteplase、Reta-
plase及Tenecteplase,在临床上治疗深静脉血栓或肺

部栓塞[9]。在急性心肌梗死中使用Alteplase可以降

低病死率。与单用阿司匹林和肝素相比,早期病死率

(最长4周)降低25%[33]。临床上使用的重组组织型

纤溶酶原激活剂需要的总剂量为每例患者≥90
 

mg,
以达到足够的溶栓效果。这种高剂量要求主要是由

于内源性血浆纤溶酶原激活物抑制剂-1的抑制,在血

栓形成时,血浆纤溶酶原激活物抑制剂-1会进一步上

调,升高的血浆纤溶酶原激活物抑制剂-1水平使血浆

组织型纤溶酶原激活剂失活[34]。
重组组织型纤溶酶原激活剂是唯一获得美国食

品药品监督管理局批准并被广泛使用的治疗方法,但
由于其局限性,只在极少数患者中使用。因此,关于

开发效率更高、特异性更强的新型药物研究呈强劲增

长态势。抗血浆纤溶酶原激活物抑制剂-1单克隆抗

体可降低血栓动物模型中的纤维蛋白沉积,表明抗血

浆纤溶酶原激活物抑制剂-1是一种有效的抗血栓药

物[35]。到目前为止,已经开发出大量的小分子或多肽

型血浆纤溶酶原激活物抑制剂-1抑制剂。Tiplasi-
nin,亦称PAI-039,是一种小分子血浆纤溶酶原激活

物抑制剂-1抑制剂,被认为结合在血浆纤溶酶原激活

物抑制剂-1的vitronectin区,降低了血浆纤溶酶原激

活物抑制剂-1对组织型纤溶酶原激活剂的抑制,已进

行了多个血栓性模型和临床前研究[35]。

4 小  结

  理想的纤溶酶应具有活力高、特异性强、药效持

久、价格低、安全等优点。经过几十年的发展,纤溶酶

的发现和使用从以链激酶和尿激酶为代表的第一代,
经过纤溶酶原激活剂为代表的第二代和基因工程等

生物技术改造的第三代,但依然具有较大的不良反应

且价格昂贵。目前,虽然从各种生物中发掘了各种纤

溶酶,但对其研究多停留在体外实验,少有深入研究

其在体内的作用机制。因此,借助现代结构生物学、
分子生物学、蛋白质和酶工程等生物技术,阐明其机

制是将来的研究方向。另外,从应用开发的角度综合

现有纤溶酶优点,运用基因工程等技术设计开发出满

足临床需求的纤溶酶也是纤溶酶开发应用的重点。
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  中枢神经系统恶性肿瘤在临床上是预后最差的

肿瘤疾病之一,其中恶性胶质母细胞瘤(GBM)是最常

见的中枢神经系统肿瘤,发病率约占脑部肿瘤的1/2,
临床上恶性胶质瘤患者的中位生存期只有14~17个

月[1]。目前,临床上GBM 的治疗手段主要为手术切

除、放疗和化疗等方法,但仍有约2/3的患者在治疗

10个月内复发,5年生存率仅为5%[2]。GBM是一种

高突变率、高异质性、高转移、高复发的肿瘤,通常患

者确诊时已处于中晚期,此外由于血脑屏障、手术造

成大脑创伤等原因导致临床上 GBM 的治疗效果不

佳[3],因此,针对GBM寻找疾病早期的生物标志物具

有重要临床意义。
细胞外囊泡(EVs)是一种由多种细胞分泌的双

层膜性囊泡,内含蛋白质、核酸、脂质等多种生物大分

子,可介导细胞间物质/信息传递、细胞增殖分化、血
管形成、免疫调节等过程,广泛存在于细胞上清液及

多种体液(尿液、唾液、腹水、羊水、母乳、脑脊液、关节

液)中,相较于循环肿瘤细 胞(CTCs)与 循 环 肿 瘤

DNA(ctDNA),EVs具有稳定性高、数量级大、取材

方便等特点,有望成为一种新型的疾病诊断标志

物[4-6]。EVs主要分为外泌体(补充)、微囊泡和凋亡

小体三大类[4]。其中,外泌体是由多囊泡体与细胞膜

融合形成,呈杯状/双凹碟状,直径为30~150
 

nm,浮
力密度为1.11~1.18

 

g/mL,研究表明这一类小粒径

的EVs被认为与多种疾病(如肿瘤、心血管疾病、阿尔

茨海默病等)有关[5]。
目前,检测外泌体的相关技术主要包括外泌体的

分离富集与鉴定,分离富集方法主要有差速超速离心

法、密度梯度超速离心法、免疫分离法、聚合沉淀法、
切向流超滤法、尺寸排阻色谱法和微流控芯片分离法

等[7]。差速超速离心法是提取EVs的“金标准”[6],微
流控技术凭借其所需样品量小,分离和检测集成化,
灵敏度高等优势开始被临床使用。外泌体的鉴定包

括通过扫描电子显微镜、透射电子显微镜、原子力显

微镜及随机光学重构显微镜等对其形态学表征进行

鉴定;利用纳米粒子追踪分析与动态光散射对其浓

度/径粒进行实时分析[7];利用免疫蛋白印迹法对其

特异性蛋白分子进行鉴定;利用拓扑技术对其累加组

分进行鉴定[8]。
肿瘤干细胞(CSCs)是肿瘤中具有自我更新和异

质性分化能力的细胞亚群[9],在肿瘤发生、发展及治

疗后复发中扮演重要角色。CSCs功能的执行依赖其

周围微环境的信号刺激,CSCs微环境的破坏可损伤

其自我更新功能,从而抑制肿瘤的生长,CSCs的存在

是胶质瘤复发的主要原因;外泌体及其内包含的生物

信号分子,被认为是GSCs与肿瘤微环境间的“信息通

讯使者”,是重要的生物标志物和治疗载体[10-12]。因

此,探讨外泌体在CSCs微环境中信息交流的作用,以
及其产生的生物学后果对神经胶质瘤诊断与治疗至

关重要。本文将对外泌体在胶质瘤微环境中的作用

·2212· 检验医学与临床2021年7月第18卷第14期 Lab
 

Med
 

Clin,July
 

2021,Vol.18,No.14


