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蛇毒金属蛋白酶及去整合素的结构与功能
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［摘要］　蛇毒金属蛋白酶是蛇毒主要功能性蛋白质之一，它直接作用于局部组织的毛细血管，影响毛细血管内皮细胞与基底

膜之间的相互作用；蛇毒去整合素与蛇毒金属蛋白酶来自共同的前金属蛋白酶原，这些酶原都含有４个共同的结构域：信号

肽、前导肽、蛋白酶结构域、间隔区。去整合素因能特异性识别整合素而得名，蛇毒去整合素为低分子量蛋白质，含有多个Ｃｙｓ
残基，它能阻断整合素与其配体的结合，抑制整合素介导的细胞与细胞、细胞与细胞外基质之间的黏附反应，在血小板聚集、感

染、炎症反应、肿瘤转移等病理过程中发挥重要作用。
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　　蛇毒是自然界最复杂的天然毒性蛋白混合物之一，很早

就引起了国内外科研工作者的注意，蛇毒中含有多种活性蛋

白质、多肽、酶类及其他小分子物质，具有非常广泛的生物学

活性。蛇毒金属蛋白酶（ｓｎａｋｅｖｅｎｏｍ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＳＶＭＰｓ）是蛇毒主要功能性蛋白质之一，出血性蛇毒如蝮蛇、

响尾蛇毒液等都是通过其ＳＶＭＰｓ引起出血效应；蛇毒去整

合素是蛇毒前金属蛋白酶原的加工产物，自从 Ｈｕａｎｇ等［１］

首次从台湾产赤尾青竹丝（Ｔｒｉｍｅｒｅｓｕｒｕｓｇｒａｍｉｎｅｕｓ）蛇毒中

提纯出特征性的去整合素Ｔｒｉｇｒａｍｉｎ以来，研究人员已从蛇

毒中发现了近５０种不同的去整合素［２］，并在其结构、功能等

方面作了深入的探讨分析。近年来，有关ＳＶＭＰｓ与去整合

素的报道较多，本文就此方面研究进展作一综述。

１　ＳＶＭＰｓ与去整合素的结构关系

ＳＶＭＰｓ从结构上归类于基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ

ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）家族，为进一步阐明ＳＶＭＰｓ与去整合

素的结构联系，Ｋｉｎｉ等［３］对去整合素Ｔｒｉｇｒａｍｉｎ前体、金属蛋

白酶、Ｔｒｉｇｒａｍｉｎ以及相关蛋白作了序列结构对比，结果证实

金属蛋白酶与蛇毒去整合素有着共同的前体，在前体中存在

４个结构域（Ａ～Ｄ区），Ｂ区包括金属离子结合位点和谷氨

酸残基，为金属蛋白酶活性区；Ｃ区包括能结合整合素的

ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ（ＲＧＤ）三肽序列区；Ａ区与Ｄ区的生物学活性

不明，此前体在翻译后加工释放出金属蛋白酶与去整合素。

根据ＳＶＭＰｓ分子量大小及所含蛋白结构域数目，将ＳＶＭＰｓ
分为４类：ＰⅠ类由单纯金属蛋白酶域构成，相对分子质量

较小，约为２５０００；ＰⅡ类由一个金属蛋白酶域和一个去整

合素结构域构成，这两个结构域在翻译后加工中分开，但最

近Ｃｈｅｎ等［４］报道的金属蛋白酶Ｊｅｒｄｏｎｉｔｉｎ中，由于在间隔区

与去整合素域各存在一个不配对半胱氨酸残基，因而这两个

结构域并不分开；ＰⅢ类由金属蛋白酶域、去整合素样结构

域和一个富含半胱氨酸结构域构成，是一组相对分子质量为

５００００的高分子量金属蛋白酶，在出血效应发生时，去整合

素样结构域和富含半胱氨酸结构域作为一个整体被释放；Ｐ

Ⅳ类除包含ＰⅢ类的结构域外，还包含一个附加二硫键连接

的类Ｃ型凝集素结构域。

２　ＳＶＭＰｓ的结构特征

　　至今，研究人员陆续发现大约５０余种蛇毒中都含有金

属蛋白酶，其所含金属离子多为Ｚｎ２＋和Ｃａ２＋，这些金属离子
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可维持其蛇毒蛋白酶的生物学活性和蛋白结构的完整性，同

时人们还发现，同一种蛇毒中可能含有多种金属蛋白酶，相

对分子质量不同的ＳＶＭＰｓ是一系列前ＳＶＭＰｓ酶原经酶解

加工而得来的，这些酶原的共同特征是都含有４个部分：信

号肽域（ｐｒｅｄｏｍａｉｎ）、前导肽域（ｐｒｏｄｏｍａｉｎ）、蛋白酶结构域

（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎｓ）、间隔区（ｓｐａｃｅｒｒｅｇｉｏｎ）。

　　Ｊｉａ等［５］分析了来自Ｃｒｏｔａｌｕｓａｔｒｏｘ 的金属蛋白酶Ａｔｒｏ

ｌｙｓｉｎ的结构后认为，Ａｔｒｏｌｙｓｉｎ和其他ＳＶＭＰｓ的ｃＤＮＡ序列

一样都编码１８个氨基酸长度的信号肽，其序列高度保守，推

测Ａｔｒｏｌｙｓｉｎ在Ｇｌｙ１８与Ｓｅｒ１９之间水解以释放信号肽。但

Ｋｉｎｉ等［３］认为ＳＶＭＰｓ蛋白合成的确切起始位点有可能在更

远的上游区，即出现在另外的结构域当中。

　　Ｈｉｔｅ等［６］首先报道了 ＡｔｒｏｌｙｓｉｎＥ的ｃＤＮＡ序列，他们

发现，在ＡｔｒｏｌｙｓｉｎＥ的信号域和蛋白酶结构域之间插入了

一个１６９个氨基酸的结构域，此结构域序列与 ＶａｎＷａｒｔ
等［７］报道的哺乳动物基质金属蛋白酶半胱氨酸开关序列非

常相似，其一致序列位于ＳＶＭＰｓ蛋白酶结构域开始前大约

２０个氨基酸左右，有实验证据显示［８］，此区可经半胱氨酸残

基与Ｚｎ２＋结合位点的相互作用而抑制蛋白水解功能，推测

此区可能在酶原激活过程中起重要作用。

　　信号肽域与前导肽域在翻译后加工过程中被切去，并不

出现在成熟的ＳＶＭＰｓ中，蛋白酶结构域是成熟ＳＶＭＰｓ的

主体，约２０２～２０４个氨基酸，包含有螯合锌离子的 ＨＥＸＸ

ＨＸＸＧＸＸＨ 基序、甲硫氨酸转角和２～３个二硫键［５，９］。

Ｇｏｎｇ等［１０］对来自 Ａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓ 的蛇毒金属蛋白酶

ＡｃｕｔｏｌｙｓｉｎＡ作了晶体衍射分析，他们发现，ＡｃｕｔｏｌｙｓｉｎＡ中

也包含有高度保守的 Ｈ１４２Ｅ１４３ＸＸＨ１４６ＸＸＧＸＸＨ１５２锌离子结

合序列，其中起催化作用的锌离子和１个水分子与３个组氨

酸（Ｈｉｓ１４２、Ｈｉｓ１４６、Ｈｉｓ１５２）的 Ｎ原子以四面体的方式协同

结合在中间的谷氨酸残基（Ｇｌｕ１４３）上，在ＡｃｕｔｏｌｙｓｉｎＡ 中除

高度保守的二硫键（Ｃｙｓ１１７Ｃｙｓ１９７）以外，还含有两个新的

二硫键（Ｃｙｓ１５７Ｃｙｓ１８１、Ｃｙｓ１５９Ｃｙｓ１６４），钙离子结合在分

子表面，同时他们发现，虽然 ＡｃｕｔｏｌｙｓｉｎＡ在弱碱性和弱酸

性条件下可分别表现出高活性和低活性状态，但其总体结构

并没有发生显著性改变，活性改变是由于锌离子与３个组氨

酸、１个催化性水分子之间以及水分子与催化性谷氨酸之间

的接触距离发生变化所引起。

　　间隔区长度大约２１个氨基酸，在ＰⅠ类ＳＶＭＰｓ中位

于成熟蛋白酶结构域之前，而在ＰⅡ～Ⅳ类ＳＶＭＰｓ，这一区

域位于蛋白酶结构域与类去整合素域之间，此区的功能有可

能是作为蛋白酶结构域与类去整合素域的分离位点，在

ＰⅢ～Ⅳ类ＳＶＭＰｓ中，此区通常含有一个半胱氨酸残基，推

测它可能与类去整合素域中的不成对半胱氨酸残基结合形

成二硫键，具有稳定多肽链结构的作用［１１］。

　　ＰⅡ～Ⅳ类ＳＶＭＰｓ中都含有一个去整合素域或类去整

合素域，后者与前者的区别是它以ＳＥＣＤ替代ＲＧＤ［４］，形成

一个含１４个氨基酸的发夹环，且其结构中至少含有一个不

成对半胱氨酸残基。此外，某些金属蛋白酶还含有凝集素结

合（ｌｅｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇ）结构域，通过二硫键与富半胱氨酸结构域

相连。

３　去整合素的结构特征与分类

　　蛇毒去整合素为低相对分子质量蛋白质，主要存在于Ｐ

Ⅱ类ＳＶＭＰｓ中，含有多个Ｃｙｓ残基，且大多为单链蛋白质分

子，广泛分布于蝰科和蝮科毒蛇的毒液中，大多数蛇毒去整

合素在其分子中部靠近Ｃ端的位置含有（ＲＧＤ）或ＬｙｓＧｌｙ

Ａｓｐ（ＫＧＤ）三肽序列形成的发夹结构，这是能被血小板纤维

蛋白原受体α２ｂβ３所识别的结构基序，同时也是表达于血管

内皮细胞及肿瘤细胞表面的亲玻粘连蛋白受体αｖβ３和纤连

蛋白受体α５β１的识别结构基序
［１２］。结合α２ｂβ３可抑制纤维蛋

白依赖性血小板聚集［１３］，而选择性地阻断内皮细胞和肿瘤

细胞表面αｖβ３、α５β１，则可抑制碱性成纤维细胞生长因子

（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）诱导的血管再生和肿

瘤的生长与转移［１４，１５］。Ｓｃａｒｂｏｒｏｕｇｈ等［１２］观察到带有 ＲＧ

ＤＷ 基序的去整合素与α２ｂβ３显示出高结合活性，而含有

ＲＧＤＮ序列的去整合素与αｖβ３和α５β１的作用更强，他们认为

ＲＧＤ三肽相邻氨基酸残基在调节整合素与配体的相互作用

中也起着非常重要的作用。去整合素的Ｃｙｓ位点、Ｃｙｓ相邻

氨基酸序列及二硫键配对方式都非常保守，与它们的生物学

活性密切相关，二硫键的还原、烷基化或配对错误都会使它

们的活性降低乃至丧失。Ｆｕｊｉｉ等［１６］分析了 Ｔｒｉｍｅｓｔａｔｉｎ的

晶体结构后发现，Ｔｒｉｍｅｓｔａｔｉｎ由６个二硫键形成β转角与β
折叠稳定其核心区结构，ＲＧＤ序列的电子密度位于其发夹

环尖端，Ａｒｇ与Ａｓｐ分别位于相对位置，在使用整合素αｖβ３
作为对接模型的情况下，Ａｒｇ结合于螺旋区（αｖ亚基），Ａｓｐ结

合于βＡ 结构区（β３亚基）。Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ等
［１７］从Ｂｏｔｈｒｏｐｓｊａｒａ

ｒａｃａ蛇毒ｃＤＮＡ文库中克隆一种新的去整合素ｂｏｔｈｒｏｓｔａｔｉｎ
序列，该去整合素在大肠杆菌原核表达系统中获得表达，并

显示了对胶原诱导血小板聚集的高度抑制活性，使用模型比

较方法获得了ｂｏｔｈｒｏｓｔａｔｉｎ的三维结构，结果显示，该去整合

素在溶液中形成了球形封闭的结构，ＲＧＤ基序形成环形结

构暴露于蛋白体表面，靠近形成指状结构的Ｃ末端，由第４７
位和第６６位半胱氨酸残基结合形成的二硫键维持其结构，

ＲＧＤ环形结构和Ｃ端残基的高度接近显示该去整合素Ｃ末

端参与了去整合素与其配基的结合过程，因而它能够用于整

合素配基结合相互作用研究。

　　根据其蛋白质结构，蛇毒去整合素大体可分为单链去整

合素和双链去整合素两类。单链去整合素根据其肽链长度

和二硫键数目不同，又可分为３类［１６，１８］：（１）短链去整合素

（４９～５１个氨基酸，４对二硫键）；（２）中链去整合素（约７０个

氨基酸，６对二硫键，大多数去整合素属于此类）；（３）长链去

整合素（８３个氨基酸，７对二硫键）。双链去整合素则包括同

源双链（ｈｏｍｏｄｉｍｅｒｉｃ）和异源双链（ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｃ）两种，相对

分子质量１３０００～１５０００，每条链含约６７个氨基酸和１０个

Ｃｙｓ，它们组成４对链内二硫键和２对链间二硫键［１９］。

４　ＳＶＭＰｓ的毒性作用

　　蝰蛇与响尾蛇咬伤注毒后主要由毒液中的ＳＶＭＰｓ引起

局部和系统出血，ＳＶＭＰｓ通过直接影响局部组织的毛细血

管，高选性酶解基底膜结构中的关键性肽链，从而影响基底
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膜与内皮细胞之间的相互作用，内皮细胞裂隙形成，血细胞

外渗发生；其蛋白水解酶作用可降解毛细血管和微血管周围

的基底膜成分，包括胶原、内肌动蛋白、层粘连蛋白和纤维粘

连蛋白等；Ｒｕｃａｖａｄｏ等［２０］认为ＳＶＭＰｓ可能阻断了表皮基底

层的整合素α６β４，α６β４是层粘连蛋白、半桥粒及其他锚定结构

的重要成分，被阻断后引起皮肤水泡形成。Ｓｔｒｏｋａ等［２１］利

用凝胶过滤和亲和层析等方法从Ｂｏｔｈｒｏｐｓｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ蛇毒

中提 取 到 属 于 ＰⅠ 类 ＳＶＭＰｓ 的 一 种 新 的 出 血 毒 素

（ＢｌａＨ１），相对分子质量为２８０００，具有出血毒性、溶解纤维

蛋白、溶解胶原等多种生物学活性，但无磷脂酶Ａ２活性。其

出血毒性可以被商品化的响尾蛇抗毒血清中和。蛇咬伤后

出血导致局部肌肉组织中的血液灌注减少，引起局部肌肉缺

血，可续发骨骼肌损伤及肌坏死，从而导致蛇咬伤后的纤维

化与永久性组织损伤。此外，ＳＶＭＰｓ也参与咬伤后局部炎

症反应，释放炎症介质，诱发局部组织水肿［２２］，ＭｏｕｒａｄａＳｉｌ

ｖａ等［２３］认为ＳＶＭＰｓ还能从其膜结合前体中释放出ＴＮＦα，

参与局部组织损伤及炎症反应过程。

５　蛇毒去整合素的功能与应用前景

　　含ＲＧＤ三肽序列的蛇毒去整合素，在很低剂量条件下

就能抑制纤维蛋白原整合素α２ｂβ３复合物的形成，从而抑制

多种ＡＤＰ、胶原、凝血酶受体激动剂等血小板诱导剂诱导的

血小板聚集，具有开发成为抗血栓药物的潜力，如Ｚｈｏｕ等［２］

从Ｔｒｉｍｅｒｅｓｕｒｕｓｊｅｒｄｏｎｉｉ蛇毒中提纯出的去整合素ｊｅｒｄｏｎｉｎ
含有７１个氨基酸、１２个半胱氨酸及典型的ＲＧＤ三肽序列，

他们发现ｊｅｒｄｏｎｉｎ能够抑制ＡＤＰ和胶原诱导的人血小板聚

集，其抑制半数有效量（ＩＣ５０）为２２０和２４０ｎｍｏｌ。

　　Ｙｅｈ等［２４］指出去整合素还能够抑制实体癌肿瘤的生长。

动物实验结果表明［２］，将ｊｅｒｄｏｎｉｎ（５ｍｇ／ｋｇ）与Ｂ１６黑素瘤细

胞一起注入小鼠体内，所发生的实体瘤显著减小，同时接种

肿瘤细胞的小鼠存活时间也明显延长（对照组平均为２４．８

ｄ，实验组为３０．５ｄ）。

　　Ｄａｎｅｎ等［２５］观察到去整合素ｅｒｉｓｔｏｓｔａｔｉｎ抑制黑素瘤细

胞 ＭＶ３或ＣＨＯα４转移的功能并不是结合αｖβ３、α５β１，而是

抑制该细胞与整合素α４β１配基 ＶＣＡＭ１的结合，ＭＶ３或

ＣＨＯα４经其他整合素介导的黏附不受影响，他们认为去整

合素抑制黑素瘤细胞转移的功能是通过ＲＧＤ多肽抑制了典

型的ＲＧＤ结合整合素，同时也干扰了α４β１ＶＣＡＭ的结合。

　　血管内皮细胞（ＶＥＣ）是锚定生长细胞，若不能正常黏附

于细胞外基质就会发生凋亡，在Ｙｅｈ等［２６］的研究中，去整合

素ａｃｃｕｔｉｎ可抑制人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）表面依赖ＲＧＤ三肽序列的整合

素与黏附配体的结合，从而引起 ＨＵＶＥＣｓ凋亡；Ｈｏｎｇ等［２７］

在研究中发现来自韩国Ａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎｈａｌｙｓｂｒｅｖｉｃａｕｄｕｓ的蛇

毒去整合素ｓａｌｍｏｓｉｎ能够直接与牛血管内皮细胞（ＢＣＥ）表

面的整合素αｖβ３结合，竞争性阻断黏附细胞与细胞外基质以

灶性接触（ｆｏｃａｌｃｏｎｔａｃｔ）方式形成的黏附斑，从而抑制ｂＦＧＦ
诱导的ＢＣＥ增殖，最终引起ＢＣＥ凋亡。在 Ｙａｎｇ等［２８］的研

究中，发现去整合素能强烈抑制人乳腺癌细胞和前列腺癌细

胞向钙化和未钙化骨细胞外基质的黏附，从而影响其转移和

侵入，但不影响肿瘤细胞活力，故而去整合素可以发展为癌

细胞骨转移的可选治疗方法。

６　结　语

　　蛇毒各组分是近年来蛇毒应用研究的重点之一，对

ＳＶＭＰｓ和蛇毒去整合素的研究不仅在防治毒蛇咬伤，开发

抗蛇毒药物方面有着非常重要的意义，同时也为治疗血液、

肿瘤、免疫性疾病提供了新的可能的治疗方法。
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