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绿豆胰蛋白酶抑制剂对蛋白质前体加工酶的抑制活性
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［摘要］　目的：从绿豆中提纯天然的绿豆胰蛋白酶抑制剂（ＭＢＴＩ），并测定了它对前体加工酶的抑制活性。方法：通过硫酸

铵沉淀、分子筛层析、离子交换、亲和层析和反相高压液相等一系列层析方法，纯化了 ＭＢＴＩ；通过筛选得到两种蛋白质前体加

工酶Ｋｅｘｉｎ和Ｆｕｒｉｎ的高表达酵母菌株和ＣＯＳ７细胞，用硫酸铵沉淀和分子筛的方法纯化这两种前体加工酶，并测定和计算

ＭＢＴＩ对其的抑制活性。结果：纯化的 ＭＢＴＩ在 ＨＰＬＣ上洗脱为单峰，在ＳＤＳＰＡＧＥ中为单一条带。ＭＢＴＩ对Ｋｅｘｉｎ的抑制

常数达到３．９×１０－９ｍｏｌ／Ｌ，对Ｆｕｒｉｎ有一定的抑制活性，但是抑制活性较弱 。结论：ＭＢＴＩ对于Ｋｅｘｉｎ和Ｆｕｒｉｎ两种蛋白前

提加工酶都有抑制活性，尤其对Ｋｅｘｉｎ抑制活性明显，如经进一步改造将有望成为理想的蛋白前体加工酶抑制剂。
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　　前体加工酶属于丝氨酸蛋白酶家族的枯草杆菌

蛋白酶亚家族，其催化机制与其他丝氨酸蛋白酶类

似，活性中心由Ｓｅｒ、Ｈｉｓ及Ａｓｐ组成，所以其他丝氨

酸蛋白酶如胰蛋白酶的抑制剂有可能具有抑制前体

加工酶的活性。由于前体加工酶在维持体内平衡和

疾病发生中起着重要的作用，所以对前体蛋白加工

酶抑制剂的寻找和研究将有利于人们找到广谱性的

速效抗毒素抗病毒药物，为一些病毒性疾病的治疗

开辟新的途径。

　　绿豆胰蛋白酶抑制剂（ＭＢＴＩ）属于Ｂｏｗｍａｎ

Ｂｉｒｋ类型抑制剂（简称ＢＢＩ）［１］，它的序列和结构均

已经解出［２］，含有７２个氨基酸残基，７对二硫键，以

１２的摩尔分子比抑制胰蛋白酶，被认为是自然界

里胰蛋白酶最有效的抑制剂之一。ＭＢＴＩ第一个活

性中心Ｌｙｓ２０（Ｐ１位）及Ｐ４位的Ａｒｇ１７符合前体加

工酶对底物及抑制剂活性位点的基本要求：Ｐ１、Ｐ４

位都是碱性残基，我们推测 ＭＢＴＩ可能在一定程度

上抑制前体加工酶的活性。为了验证这一推测，我

们改进了文献［３］的方法，从绿豆中纯化了 ＭＢＴＩ并

测定了它对两种蛋白质前体加工酶 Ｋｅｘｉｎ和Ｆｕｒｉｎ
的抑制活性。

１　材料和方法

１．１　材料、主要试剂和仪器　成熟绿豆（上海），市

场购买。ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０、ＤＥＡＥ纤维素５２购自

Ｐｈａｍａｃｉａ公司；荧光底物 ＰｙｒＡｒｇＴｈｒＬｙｓＡｒｇ

ＭＣＡ购自Ｂａｃｈｅｍ 公司；表达质粒ｐＰＩＣＺＣＫＥＸ２

△Ｃｐ和ｐＣＤＮＡ３Ｆｕｒｉｎ由本实验室构建。ＢｉｏＲａｄ

ＭｉｎｉⅡ型电泳仪和ＢｉｏｌｏｇｉｃＬＰ常压液相色谱仪为Ｂｉｏ
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Ｒａｄ产品；Ｆ２５００荧光分光光度计为 Ｈｉｔａｃｈ公司产

品；１１００系列高压液相色谱仪为安捷伦公司产品。

１．２　ＭＢＴＩ的提取和纯化

１．２．１　ＭＢＴＩ的初提［３］　成熟绿豆１００ｇ在水中浸

泡过夜，匀浆后硫酸调至ｐＨ２．０，离心（８０００×ｇ，

２０ｍｉｎ），上清液中缓慢加入 ＴＣＡ至终浓度２．５％
（Ｖ／Ｖ），静置１０ｍｉｎ后于７５ｏＣ水浴中加热５ｍｉｎ，

离心（８０００×ｇ，２０ｍｉｎ），上清加入７５％饱和度硫酸

铵，将沉淀溶于适量ｄｄＨ２Ｏ中。用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０
分子筛层析（１．５ｃｍ×１００ｃｍ）分离，流动相为２０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５），流速０．５ｍｌ／ｍｉｎ，分部

收集活性峰。收集样品用ＤＥＡＥ离子交换层析（４

ｃｍ×１０ｃｍ），流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ。平衡缓冲液为２０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５），然后用０．３ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ的２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）缓冲液洗

脱。２８０ｎｍ检测，收集洗脱活性峰。

１．２．２　胰蛋白酶亲和层析　将上步样品液浓缩脱

盐后上ＳＥＳＡ（对β硫酸酯乙砜基苯胺）制备的固相

胰蛋白酶亲和柱［４］，柱规格（１ｃｍ×１０ｃｍ）。用０．５

ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱非特异性吸附的蛋白质，用０．０５

ｍｏｌ／ＬＨＣｌ洗脱结合于亲和柱上的蛋白，收集活性

峰，弱碱调ｐＨ至７．５，适当浓缩后脱盐。

１．２．３　反相 ＨＰＬＣ层析　亲和层析后所得样品冻

干后溶在０．１％ ＴＦＡ中，由安捷伦公司Ｃ１８分析柱

分析，流速２ｍｌ／ｍｉｎ洗脱流程：１～１０ｍｉｎ，ｂｕｆｆｅｒ

Ａ；１０～１５ｍｉｎ，０～３０％ｂｕｆｆｅｒＢ；１５～３０ｍｉｎ，３０～

６０％ｂｕｆｆｅｒＢ；３０～３５ｍｉｎ，６０％～１００％ｂｕｆｆｅｒＢ。

其中，ｂｕｆｆｅｒＢ为７０％乙腈，０．１％ ＴＦＡ。收集活性

峰，冻干。

１．２．４　ＳＤＳＰＡＧＥ　具体方法参照文献［５］，电泳完

毕用考马斯亮蓝Ｒ２５０染色。

１．３　蛋白质前提加工酶Ｋｅｘｉｎ和Ｆｕｒｉｎ的获得

１．３．１　Ｋｅｘｉｎ的表达与纯化　ｐＰＩＣＺＣＫＥＸ２△Ｃｐ
转化甲醇酵母细胞，从含有Ｚｅｏｃｉｎ（５０μｇ／ｍｌ）的ＢＭ

ＧＹ培养板上挑取阳性克隆接种于 ＭＭ（１．３４％ＹＮＢ，

４×１０－５生物素，０．５％甲醇）板，同时将该克隆接种在

ＭＤ（１．３４％ＹＮＢ，４×１０－５生物素，１％葡萄糖）板同样

的位置上，３０℃培养箱中培养２ｄ。在两种板上均生

长良好的克隆即为 Ｍｕｔ＋的转化子。挑取携带外源

基因表型为 Ｍｕｔ＋的转化子接种于ＹＰＤ（１％ｙｅａｓｔ

ｅｘｔｒａｃｔ，２％ｐｅｐｔｏｎｅ，２％ｄｅｘｔｒｏｓｅ）培养基中３０℃振

荡培养２ｄ后沉淀菌体，更换培养基为 ＹＰＭ（１％

ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，２％ｐｅｐｔｏｎｅ，０．５％ ｍｅｔｈａｎｏｌ）后３０℃
继续振荡培养２ｄ，取培养基测定Ｋｅｘｉｎ活性，挑取酶

活性高的菌株大量表达。表达上清用硫酸铵沉淀

（７５％饱和度），沉淀溶于２ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２４０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．８）中，经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０分子筛层析

（１．５ｃｍ×１００ｃｍ），测活收集活性峰，合并多次收集

活性峰，合并，置于－７０℃待用。

１．３．２　Ｆｕｒｉｎ的表达与纯化　在含有１０％小牛血

清的ＤＭＥＭ培养基中培养ＣＯＳ７细胞。当细胞融

合达到６０％～７０％时，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ２０００试剂转染

质粒ｐｃＤＮＡ３Ｆｕｒｉｎ，３７℃的ＣＯ２孵箱中继续培养

４８ｈ，收集培养基，按文献［６］方法进行纯化。

１．４　 Ｋｅｘｉｎ／Ｆｕｒｉｎ酶活性的测定　取不同浓度的

ＭＢＴＩ先与固定量的Ｋｅｘｉｎ或Ｆｕｒｉｎ酶液于缓冲液

（１００ ｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＣａＣｌ２，０．５％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１ ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇）混合后在

３７℃水浴中保温５ｍｉｎ，加入荧光底物 ＰｙｒＡｒｇ

ＴｈｒＬｙｓＡｒｇＭＣＡ至终浓度为２０ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｋｅｘｉｎ）

或５００ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｆｕｒｉｎ），混匀后在 ＨｉｔａｃｈＦ２５００荧

光分光光度计上检测荧光基团的释放量。荧光激发

波长和发射波长分别为３８０ｎｍ和４６０ｎｍ。

１．４．１　采用Ｄｉｘｏｎ作图法确定 ＭＢＴＩ对Ｋｅｘｉｎ的

抑制常数Ｋｉ　在竞争性抑制时，改写米氏方程可得

　　　１ｖ＝ａ
［Ｉ］＋ｂ （１）

其中

　　　ａ＝
Ｋｍ

Ｋｉ·ｖｍａｘ［Ｓ］
（２）

　　　ｂ＝
Ｋｍ＋［Ｓ］
ｖｍａｘ［Ｓ］

（３）

　　变化底物浓度Ｓ，以１ｖ
对［Ｉ］作图，可以得到一

组斜率不同的直线。如底物浓度Ｓ１时，直线方程为

１
ｖ＝ａ１

［Ｉ］＋ｂ１；底物浓度Ｓ２时，方程为 １ｖ＝ａ２
［Ｉ］＋

ｂ２。两直线交点的横坐标为
ｂ２－ｂ１
ａ２－ａ１

，代入（２）、（３）式

可得交点的横坐标为－Ｋｉ（如图１所示），根据Ｄｉｘ
ｏｎ作图法，分别测定底物为２０ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｓ１）和４０
ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｓ２）时不同的 ＭＢＴＩ［Ｉ］浓度下的 Ｋｅｘｉｎ酶

反应初速度［ｖ］，以 １
［ｖ］
对［Ｉ］作图，测得 ＭＢＴＩ对

Ｋｅｘｉｎ的抑制常数Ｋｉ。

１．４．２　ＭＢＴＩ对Ｆｕｒｉｎ抑制活性的测定　所测定
荧光基团的释放量即为前体加工酶的剩余活力，根
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据不同抑制剂浓度下酶的剩余活力绘制抑制曲线，
通过Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ２０００软件拟合得到抑制剂ＩＣ５０（抑制
酶活性５０％时的抑制剂浓度），并根据公式计算抑

制常数Ｋｉ＝ ＩＣ５０
１＋［Ｓ］／Ｋｍ

，公式中Ｓ为荧光底物浓

度，Ｋｍ为底物对酶的米氏常数（ｐＥＲＴＫＲＭＣＡ 对

Ｆｕｒｉｎ为２．７μｍｏｌ／Ｌ）。

图１　Ｄｉｘｏｎ作图法计算 ＭＢＴＩ对Ｋｅｘｉｎ的

抑制常数Ｋｉ示意图

Ｆｉｇ１　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｓｔａｎｔｏｆＭＢＴＩａｇａｉｎｓｔＫｅｘｉｎ

２　结　果

２．１　绿豆胰蛋白酶抑制剂的纯化　１００ｇ绿豆匀浆
液经过浓硫酸抽提、ＴＣＡ 冷热处理、硫酸铵沉淀、

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０分子筛层析、ＤＥＡＥ纤维素５２离子
交换层析（图２）、胰蛋白酶亲和柱层析（图３）后所得
产物由反相 ＨＰＬＣ鉴定（图４），１５％ＳＤＳＰＡＧＥ鉴
定（图５），纯化的 ＭＢＴＩ在 ＨＰＬＣ上洗脱为单峰，在

ＳＤＳＰＡＧＥ中为一条带。

图２　ＭＢＴＩ经ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ５２纯化色谱图

Ｆｉｇ２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＭＢＴＩｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｗｉｔｈＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ５２ａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅ
ＤＥＡＥｃｏｌｕｍｎｗａｓｐｒｅｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｅｄｗｉｔｈ２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ

７．５；ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｌｕｔｅｄｗｉｔｈ０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌｉｎ２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ，ｐＨ７．５．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈａｎ

ａｓｔｅｒｉｓｋ

２．２　ＭＢＴＩ对 Ｋｅｘｉｎ抑制常数测定　按照材料与
方法中所述取两组底物浓度Ｓ１＝２０ｎｍｏｌ／Ｌ和Ｓ２＝
４０ｎｍｏｌ／Ｌ，根据不同抑制剂浓度下酶的剩余活力的

倒数（１／ｖ）对抑制剂浓度［Ｉ］作图，根据Ｄｉｘｏｎ作图
法，两组底物浓度下所得曲线交点的横坐标即为－
Ｋｉ，如图６所示，测得 ＭＢＴＩ对 Ｋｅｘｉｎ抑制常数为

Ｋｉ＝３．２×１０－９ｍｏｌ／Ｌ。

图３　ＭＢＴＩ经胰蛋白酶亲和层析纯化色谱图

Ｆｉｇ３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＭＢＴＩｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｗｉｔｈｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｔｒｙｐｓｉｎａｆｆｉｎｉｔｙ
Ｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｌｏａｄｅｄｏｎｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｔｒｙｐｓｉｎａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ．
Ｐｅａｋ１ｗａｓｕｎｂｏｕｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｐｅａｋ２ｗａｓｐｒｏｔｅｉｎｓｗａｓｈｅｄｗｉｔｈ
０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌａｆｔｅｒｓａｍｐｌｅｌｏａｄｉｎｇ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｂｏｎｄｔｏｔｈｅｃｏｌｕｍｎ
ｗｅｒｅｅｌｕｔｅｄｗｉｔｈ０．０５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ（ｐｅａｋ３）．Ｅｌｕｔｅｄｆｒａｃｔｉｏｎｐｏｓｓｅｓｓ
ｉｎｇｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈａｎａｓｔｅｒｉｓｋ

图４　ＭＢＴＩ经ＨＰＬＣ纯化色谱图

Ｆｉｇ４　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＭＢＴＩ

ｐｕｒｉｆｉｅｄｗｉｔｈｒｅｖｅｒｓｅｐｈａｓｅＨＰＬＣ
Ｔｈｅｂｏｕｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｌｕｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇａｌｉｎｅａｒｇｒａｄｉｅｎｔｏｆ０３０％

ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（ＡＣＮ）ｉｎ０．１％ （Ｖ／Ｖ）ＴＦＡａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ２ｍｌ／ｍｉｎ

ｆｏｒ１０１５ｍｉｎ，３０％６０％ ＡＣＮｉｎ０．１％ （Ｖ／Ｖ）ＴＦＡａｔａｆｌｏｗｒａｔｅ
ｏｆ２ｍｌ／ｍｉｎｆｏｒ１５３０ｍｉｎａｎｄ６０％１００％ ＡＣＮｉｎ０．１％ （Ｖ／Ｖ）

ＴＦＡａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ２ｍｌ／ｍｉｎｆｏｒ３０３５ｍｉｎ．Ｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｗａｓｍｏ
ｎｉｔｏｒｅｄａｔ２８０ｎｍ，ｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄａｓｓａｙｅｄｆｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ

２．３　ＭＢＴＩ对于Ｆｕｒｉｎ活性抑制曲线及抑制常数
的测定　抑制活性测定方法同 Ｋｅｘｉｎ，根据不同抑
制剂浓度下酶的剩余活力绘制抑制曲线（图７），由
抑制曲线得出ＩＣ５０＝３．９×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，根据底物浓
度５００ｎｍｏｌ／Ｌ，由公式计算得Ｋｉ＝３．９×１０－５ｍｏｌ／
Ｌ。

３　讨　论

　　许多蛋白质翻译合成之后要经过蛋白酶剪切及
复杂的修饰之后才具有生物功能，催化前体蛋白在
特定的位点剪切成熟的酶被称为前体蛋白加工酶。
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图５　ＭＢＴＩ纯化经１５％ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定图

Ｆｉｇ５　ＴｈｅｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆＭＢＴＩｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
Ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍｕｎｇｂｅａｎ（ｌａｎｅ１），ｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｅｌｕｔｅｄ

ｆｒｏｍＤＥＡＥｃｏｌｕｍｎ（ｌａｎｅ２）ａｎｄｔｒｙｐｓｉｎａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ（ｌａｎｅ３）

ｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｎ１５％ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ

ｂｙＣｏｏｍａｓｓｉｅＢｒｉｌｌｉａｎｔＢｌｕｅＲ２５０ｓｔａｉｎｉｎｇ

图６　Ｄｉｘｏｎ作图法测定 ＭＢＴＩ对Ｋｅｘｉｎ的抑制常数

Ｆｉｇ６　ＣａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＫｉｏｆＭＢＴＩａｇａｉｎｓｔＫｅｘｉｎ

图７　以ｐＥＲＴＫＲＭＣＡ为底物时

ＭＢＴＩ对Ｆｕｒｉｎ的抑制曲线

Ｆｉｇ７　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｕｒｖｅｏｆＭＢＴＩａｇａｉｎｓｔＦｕｒｉｎ
ＴｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅＰｙｒＡｒｇＴｈｒＬｙｓＡｒｇＭＣＡｗａｓｄｅ

ｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭＢＴＩｕｓｉｎｇ５００

ｎｍｏｌ／Ｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅ

前体蛋白加工酶的底物非常广泛，包括生长因子、生
长因子受体，血浆蛋白质（凝血因子、白蛋白），细胞
外周质蛋白质等在生理功能上十分重要的蛋白质与

多肽［７～１０］；还包括病毒外壳蛋白（如艾滋病病毒外壳
糖蛋白ｇｐ１６０、埃博拉病毒外壳糖蛋白、疱疹病毒外

壳糖蛋白ｇＢ等）、细菌外毒素（炭疽毒素保护性抗
原、白喉毒素等）等病理上十分关键的蛋白质［１１］。
由于前体加工酶在维持体内平衡和疾病发生中起着

重要的作用，目前已经成为了抗毒素或者抗病毒的
一个重要靶点，对前体蛋白加工酶抑制剂的寻找和
研究将有利于人们找到广谱性的速效抗毒素抗病毒

药物，为一些病毒性疾病的治疗开辟新的途径。

　　ＭＢＴＩ属于ＢＢＩ类型抑制剂，被认为是自然界
里胰蛋白酶最有效的抑制剂之一，绿豆胰蛋白酶抑
制剂的第一个活性中心 Ｌｙｓ２０（Ｐ１位）及 Ｐ４位

Ａｒｇ１７符合前体蛋白加工酶对底物的基本要求：Ｐ１、

Ｐ４位都是碱性残基。本实验结果表明，天然绿豆胰
蛋白酶抑制剂对前体加工酶Ｋｅｘｉｎ具有较强的抑制
活力，其Ｋｉ达到１０－９ｍｏｌ／Ｌ水平，但对Ｆｕｒｉｎ的抑
制活力较低。目前对于ＢｏｗｍａｎＢｉｒｋ家族抑制剂
的高级结构研究已经十分深入，Ｋｅｘｉｎ和Ｆｕｒｉｎ的晶
体结构也于２００３年被解出［１２，１３］。从Ｋｅｘｉｎ与Ｆｕｒｉｎ
对于同一个ｅｇｌｉｎｃ突变体的抑制常数的比较来看，
它们通常相差两个数量级左右［１４］。这两种酶对于
同一种底物的米氏常数也相差一个数量级（ｐＥＲＴ
ＫＲＭＣＡ：Ｆｕｒｉｎ２．７μｍｏｌ／Ｌ；Ｋｅｘｉｎ０．２５μｍｏｌ／

Ｌ）。这些研究都从一个侧面反映出，尽管 Ｋｅｘｉｎ与

Ｆｕｒｉｎ在底物识别模式方面有十分相似的特征，但高
级结构上的微观差异仍然可以为酶提供对抑制剂或

底物不同的敏感性。

　　目前已发现多肽类及蛋白类的一些前体加工酶
抑制剂具有很好的抗细菌毒素、抗病毒感染及减慢
恶性肿瘤迁移的活性。ＭＢＴＩ相对于其他蛋白类抑
制剂分子量较小，仅有７２个氨基酸残基，十分有利
于实验室阶段的研究工作，近年来 ＢＢＩｓ类抑制
剂［１５～１９］和胰蛋白酶的复合物的晶体结构都已解出，
而 ＭＢＴＩ和登革热病毒 Ｎｓ３蛋白酶的复合物晶体
结构的解出［２０］，更说明 ＭＢＴＩ在药物研究领域有很
高的应用前景。

　　（致谢：感谢中国科学院生物化学与细胞生物学
研究所戚正武院士对此工作的指导及支持）
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