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蓝藻丝氨酸蛋白酶抑制剂 arthropin 的制备及其靶蛋白酶
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［摘要］ 目的·制备高纯度的蓝藻丝氨酸蛋白酶抑制剂（serine protease inhibitor，serpin），筛选其靶蛋白酶，并探究其抑制

活性。方法·通过氨基酸序列分析，在人类口腔微生物组数据库 （eHOMD） 发现了一种钝顶节旋藻 （Arthrospira 

platensis）的 serpin，将其命名为 arthropin；构建融合表达载体 pSUMO3-arthropin，将其转入大肠埃希菌BL21 （DE3）诱导

表达；采用镍离子亲和层析、酶切、反向镍离子亲和层析、阴离子交换层析的 4步层析纯化方案将 arthropin重组蛋白分离

纯化；将 arthropin重组蛋白分别与活化的凝血因子Ⅸ（activated factor Ⅸ，FⅨa）、FⅩa、FⅪa、活化的蛋白 C （activated 

protein C，APC）、激肽释放酶 1 （kallikrein 1，KLK1）等 14种丝氨酸蛋白酶共孵育，再利用SDS-PAGE分析共价复合物形

成情况，利用反应动力学方法检测 arthropin对KLK1的抑制速率。对 arthropin重组蛋白的结晶条件进行筛选，选取合适的

晶体进行 X 射线衍射并采集数据。利用 AlphaFlod Colab 预测 arthropin 亚稳态结构模型。结果·SDS-PAGE 分析发现，

arthropin 融合蛋白在大肠埃希菌 BL21 （DE3）中表达；纯化后，获得了高纯度的与理论相对分子质量（45 800）相近的

arthropin重组蛋白。将 arthropin重组蛋白与 14种丝氨酸蛋白酶共孵育后发现，arthropin能与FⅩa、APC、FⅨa、FⅪa、胰

蛋白酶（trypsin）、组织蛋白酶 G （cathepsin G）、KLK1、KLK7和凝血酶（thrombin） 9种蛋白酶形成稳定的共价复合物。

Arthropin 抑制 KLK1 的二级反应抑制速率常数为 1.7×103 L/（mol·s）。Arthropin 重组蛋白可以在 25% 聚乙二醇单甲醚 550

（PEG MME 550）、0.1 mol/L 吗啉乙磺酸 （MES，pH 6.5）、0.01 mol/L ZnCl2条件下形成片状晶体，X 射线衍射分辨率为

10 Å （1 Å=1×10−10 m）。AlphaFlod Colab预测结果发现，arthropin具有经典的抑制型 serpin的结构特点。结论·成功获得高

纯度的钝顶节旋藻丝氨酸蛋白酶抑制剂 arthropin，其具有较广谱的丝氨酸蛋白酶抑制能力，但抑制速率较低。
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Preparation and target protease identification of a cyanobacterial serine protease 
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[Abstract] Objective·To prepare a high-purity cyanobacterial serine protease inhibitor, screen its target proteases, and detect its 

inhibitory activity. Methods·A novel serine protease inhibitor from Arthrospira platensis was identified in the Expanded Human 

Oral Microbiome Database (eHOMD) by amino acid sequence alignment and named as arthropin. The fusion expression vector 

pSUMO3-arthropin was constructed and transferred into Escherichia coli (E. coli) BL21(DE3) system for fusion protein expression. 

The recombinant arthropin was purified by a four-step chromatographic purification approach of nickel affinity chromatography, 

enzymatic digestion, reverse nickel affinity chromatography, and anion exchange chromatography. In addition, the recombinant 

arthropin was co-incubated with 14 serine proteases such as activated factor Ⅸ (FⅨa), FⅩa, FⅪa, activated protein C (APC) and 

kallikrein 1 (KLK1), respectively, and then analyzed by SDS-PAGE. The inhibitory rate of arthropin on KLK1 was assayed with 

kinetic methods. The crystallization conditions of the recombinant arthropin were screened preliminarily, and the suitable crystals 

were picked for X-ray diffraction to collect the data. Finally, a sub-stable structure model of arthropin was predicted with AlphaFlod 

Colab. Results·SDS-PAGE showed that the fused arthropin was successfully expressed in the E. coli BL21(DE3) system, and 

following purification, the high-purity recombinant arthropin, the relative molecular mass of which was similar to the theoretical 
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value (45 800), was obtained. The co-incubation analysis of recombinant arthropin with 14 serine proteases revealed that arthropin 

was able to form stable covalent complexes with 9 proteases, including FⅩa, APC, FⅨa, FⅪa, trypsin, cathepsin G, KLK1, KLK7 

and thrombin. Arthropin inhibited KLK1 with a second-order association rate constant of 1.7×103 L/(mol·s). Moreover, the 

recombinant arthropin crystalised under the condition of 25% PEG MME 550, 0.1 mol/L MES (pH 6.5) and 0.01 mol/L ZnCl2 , and 

the crystals preliminarily diffracted to a resolution of 10 Å (1 Å=1×10−10 m). The analysis of the structure predicted by AlphaFlod 

Colab revealed that arthropin had the classical structural features of the inhibitory serpin. Conclusion·Arthropin, a serpin from 

Arthrospira platensis, was successfully obtained with high purity and a broad-spectrum of serine protease inhibition, but at a low 

inhibitory rate.

[Key words] serine protease inhibitor (serpin); Arthrospira platensis; prokaryotic expression; protein crystallization

丝氨酸蛋白酶抑制剂 （serine protease inhibitor，

serpin）是规模最大、分布最广的一类蛋白酶抑制剂

超家族，广泛存在于动物、植物、细菌、病毒和古菌

中［1-6］。Serpin 家族成员多数由 330~500 个氨基酸残

基组成，它们的一级序列同源性不高（约 25%），但

二级和三级结构极其相似。典型的 serpin主要由 1个

包含 8~9 个 α螺旋（helix A~I）、3 个 β片层（β-sheet 

A~C）的保守主体结构和 1个暴露在分子表面的反应

中心环（reactive center loop，RCL）组成［6］。RCL的

长度和序列的多样性决定着 serpin 靶蛋白酶的特

异性。

不同于其他蛋白酶抑制剂家族对蛋白酶非共价抑

制作用的锁钥（lock-and-key）机制，serpin对蛋白酶

抑制是不可逆的。在天然状态下，处于亚稳态构象的

serpin利用RCL捕获靶蛋白酶并与之形成以共价酰酯

键连接的复合物。随后，RCL 被水解 （被水解肽键

往 N 端方向氨基酸依次命名为 P1、P2、P3……，往

C端方向依次命名为P1'、P2'、P3'……）并部分插入

至 s3A （β-sheet A 第 3 条折叠股链）与 s5A 之间作为

新的 s4A，这导致β-sheet A扩展而主体结构松弛，此

时能级达到最低。与 s4A 相连的蛋白酶被拉扯至

serpin 底部的同时，也因活性中心形变而失去活

性［7］。Serpin 这种由紧凑（S 型）向松弛（R 型）状

态转变的不可逆抑制作用被称为“自杀性抑制”。

在过去的数十年里，人们对哺乳动物 serpin的结

构、功能和调控机制已经做了相当细致的研究［8］。

这些 serpin分为抑制型和非抑制型 2类，参与调节人

体的很多生理过程，例如血液凝集［9］、炎症反

应［10］、组织重塑［11］、细胞凋亡［12］、激素转运［13-14］、

肿瘤抑制［15］、分子伴侣［13］等，而且这些 serpin结构

与生理功能的失衡，以及多种疾病的发生和发展密切

相关［16-17］。

相较于对哺乳动物 serpin的广泛研究，其他种属

serpin的研究相对较少。前期已经有少量针对原核生

物 serpin 的报道［4，18-21］。例如，2002 年 IRVING 等［4］

首次在细菌和古菌的基因组中鉴定了 12个 serpin的基

因序列。随后人们又在极端嗜热的 Thermococcus 

kodakaraensis 中发现了具有耐酸和热稳定性的 Tk-

serpin，它能够抑制环境中的蛋白酶从而保护细菌免

受 侵 害［18］。 最 近 人 们 也 从 人 体 牙 周 寄 生 细 菌

Tannerella forsythia 和肠道寄生菌中发现相关 serpin，

它们可能通过抑制炎症相关丝氨酸蛋白酶参与人体的

炎症反应［19-20］。而针对原核生物蓝藻来源 serpin的结

构、功能研究目前尚未有报道。

钝顶节旋藻 （Arthrospira platensis） 是一种富含

天然活性物质的光合自养蓝藻；近些年来，钝顶节旋

藻作为高营养食品和膳食添加剂被广泛研究，极具经

济价值［22-23］。在医药领域，钝顶节旋藻富含高活性

蛋白、脂多糖和亚麻酸，其水提取物被发现具有抗病

毒［24-25］、抗氧化［26］、抗疟疾［27］、促进伤口愈合［28］

和抗癌［29-31］等活性；其高表达的藻蓝蛋白能显著抑

制癌细胞的生长且不良反应较小［32-34］。本研究利用

基因组与氨基酸序列比对分析，在钝顶节旋藻中发现

了 1 个新的 serpin，并命名为 arthropin；通过构建

pSUMO3-arthropin 融 合 表 达 载 体 ， 表 达 、 纯 化

arthropin蛋白，尝试了对其结晶条件的初步筛选，同

时检测了它对 14 种不同丝氨酸蛋白酶的抑制活性，

为后续针对其结构和功能的研究奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌种与质粒　大肠埃希菌 （E. coli） BL21

（DE3） 购自天根生化科技 （北京） 有限公司。

pSUMO3 表达载体由本实验室改造并保存。原

pSUMO3载体表达的融合蛋白携带小分子泛素样修饰
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蛋白（small ubiquitin-like modifier，SUMO），其在提

高融合蛋白的表达水平同时，可被小泛素修饰特异性

蛋白酶 2 （sentrin-specific protease 2，SENP2） 完整

切割［35］。本实验室对原 pSUMO3表达载体［购自安

升达（天津）生物科技有限公司］进行优化，删除了

SUMO标签末端甘氨酸至限制性内切酶BamHⅠ酶切

位点前的碱基序列，这使得融合蛋白被酶切后仅残留

1个丝氨酸，减少对后续蛋白质结晶的影响。

1.1.2　主要试剂与仪器　氨苄青霉素及缓冲液配制

试剂购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司，2×

YT 培养基购自英国 Oxoid 公司，异丙基-β-D-1-硫代

半乳糖苷 （IPTG） 购自上海麦约尔生物技术有限公

司，十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 （SDS-

PAGE） 预制胶购自美国 Invitrogen 公司，14 种丝氨

酸蛋白酶购自美国 Haematologic Technologies 公司，

激肽释放酶 1 （kallikrein 1，KLK1）荧光底物（H-D-

Val-Leu-Arg-AMC）购自国肽生物科技（北京）有限

公司，HisTrapTM FF 预装柱 （His 标签蛋白纯化柱）、

HiTrapTM Q HP （离子交换预装柱） 购自瑞典 GE 

Healthcare 公司，SENP2 由实验室纯化自用。Crystal 

ScreenTM蛋白结晶试剂盒购自美国 Hampton Research

公司。

UH-12型高压细胞破碎仪购自永联生物科技（上

海） 有限公司，AKTA purifier 蛋白纯化仪购自瑞典

GE Healthcare 公司，Gel Doc XR 凝胶成像仪购自美

国 Bio-Rad 公 司 ， 96 孔 坐 滴 式 结 晶 板 购 自 美 国

Hampton Research 公司，Screenmaker 96+8 蛋白结晶

配液工作站购自瑞士Tecan公司，LG-P52倒置显微镜

购自日本Olympus公司。

1.2　方法

1.2.1　新型 serpin的筛选与融合表达载体的构建　利

用经典的 serpin α1-抗胰蛋白酶（α1-antitrypsin）的氨

基酸序列在人类口腔微生物组数据库 （eHOMD，

http：//www.homd.org/） 进行氨基酸序列比对；选取

序列同源性较高的疑似 serpin （score>100），并与α1-

抗 胰 蛋 白 酶 、 人 源 性 激 肽 释 放 酶 结 合 蛋 白

（kallistatin，KAL）、miropin等 serpin的氨基酸序列再

次比对，着重分析活性中心与保守区域的氨基酸序

列；使用SWISS软件对初步筛选获得的疑似 serpin同

源建模并分析结构。将新型 serpin的基因序列交由安

升达 （天津） 生物科技有限公司进行全基因技术合

成，同时委托其完成密码子优化与融合表达载体的

构建。

1.2.2　融合蛋白的表达　将融合表达载体 pSUMO3-

arthropin 转化至大肠埃希菌 BL21 （DE3），并涂布于

含氨苄青霉素的 LB 固体平板。37 ℃倒置培养过夜

后，挑取单个菌落至含氨苄青霉素的 2×YT液体培养

基，于 37 ℃、220 r/min 摇床上扩菌，直至菌液在

600 nm 处 的 光 密 度 值 达 到 0.6。 加 入 终 浓 度 为

0.1 mmol/L的 IPTG诱导表达，并将温度降至 20 ℃继

续培养 12 h，结束后 4 ℃离心收集菌体。另留取少量

诱导前、后的菌液，利用SDS-PAGE验证融合蛋白的

表达情况。

1.2.3　融合蛋白的酶切与纯化　将收集的细菌用缓

冲液 A ［20 mmol/L Tris-HCl （pH=7.4）、 0.5 mol/L 

NaCl、20 mmol/L 咪唑］ 重悬，并在 6×104 kPa 压强

下破碎细胞。用HisTrapTM FF预装柱挂载离心后的细

菌裂解上清液，而后进行 20~300 mmol/L咪唑的连续

梯度洗脱（缓冲液B：其他成分与缓冲液A相同，仅

咪唑浓度变化）。将收集的 280 nm吸收峰的峰尖洗脱

液透析去除咪唑，再使用蛋白酶 SENP2 消化融合蛋

白 12 h （融 合 蛋 白 ∶ SENP2=100∶ 1）， 使 His-

SUMO3 标签游离。将消化液再次挂载于 HisTrapTM 

FF预装柱，收集流穿液中的 arthropin。最后，将流穿

液透析至缓冲液 C ［20 mmol/L Tris-HCl （pH=8.0）、

0.1 mol/L NaCl］，再挂载于 HiTrapTM Q HP 预装柱，

进行 100~1 000 mmol/L NaCl 的连续梯度洗脱，收集

280 nm 吸收峰的峰尖洗脱液，即可得到高纯度的

arthropin 蛋白。每步纯化均使用 SDS-PAGE 分析

验证。

1.2.4　Arthropin 的靶蛋白酶筛选与反应动力学检

测　选取本实验室常用的 14 种丝氨酸蛋白酶，包括

活化的凝血因子Ⅸ（activated factor Ⅸ，FⅨa）、活化

的凝血因子Ⅹ（FⅩa）、活化的凝血因子Ⅺ（FⅪa）、

活化的蛋白C （activated protein C，APC）、组织型纤

溶 酶 原 激 活 剂 （tissue-type plasminogen activator，

tPA）、 人 嗜 中 性 粒 细 胞 弹 性 蛋 白 酶 （human 

neutrophil elastase， HNE）、 猪 胰 腺 弹 性 蛋 白 酶

（pancreatic elastase， PE）、 胰 蛋 白 酶 （trypsin）、

KLK1、KLK7、蛋白酶 3 （proteinase 3，PR3）、凝血

酶（thrombin，又称 FⅡa）、组织蛋白酶 B （cathepsin 

B，CaB）、组织蛋白酶G （cathepsin G，CaG）。利用

抑制型 serpin能与蛋白酶形成共价复合物的特点，将
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纯化好的 arthropin （3 μg） 分别与 14 种蛋白酶 （0.4 

μg）混合并于 37 ℃孵育 30 min，利用 SDS-PAGE 分

析可直观显示 arthropin与14种蛋白酶的结合情况。

在 20 μL 反 应 体 系 中 ， 将 KLK1 （终 浓 度

0.1 μmol/L） 分别与不同浓度 arthropin （终浓度 0~

3.2 μmol/L）混合并于室温孵育 20 h，再添加 180 μL

含有 KLK1荧光底物（终浓度 0.1 mmol/L）的缓冲液

［PBS、 0.1 mg/mL 牛血清白蛋白、 0.1% 聚乙二醇

8000 （PEG-8000）］，检测 460 nm 处荧光信号强度。

当荧光底物完整时，其C端 7-氨基-4-甲基香豆素（7-

amino-4-methylcoumarin，AMC） 的荧光信号被 N 端

H2N 基团吸收；而当底物被 KLK1 水解，释放的

AMC在 380 nm处被激发，继而在 460 nm处显示荧光

信号，根据反应物在 460 nm 处荧光信号强度的变化

即可计算出 KLK1 的剩余活性。将 arthropin/KLK1 浓

度比与体系中 KLK1 剩余活性进行线性拟合即可得

到该反应的化学计量比 （stoichiometry inhibition，

SI）［36］。

二级反应表观速率常数 （apparent second-order 

rate constant，kapp） 的检测是在伪一级反应条件（即

arthropin 浓度远大于 KLK1 浓度） 下进行的。将

0.1 μmol/L KLK1 与一定浓度的 arthropin 混合并孵育

不同时间，再利用 0.1 mmol/L KLK1荧光底物缓冲液

检测反应体系中KLK1的剩余活性，将剩余活性的负

对数与孵育时间线性拟合，其斜率即是一级反应速率

常数（first order rate constant，kobs）。将不同 arthropin

浓度（3~12 μmol/L）反应的 kobs与 arthropin浓度进行

线性拟合，其斜率即是 kapp，而二级反应速率常数

（second-order association rate constant， k2） =kapp×

SI［36］。

1.2.5　 Arthropin 的 结 晶 条 件 筛 选　 将 Crystal 

ScreenTM 蛋白结晶试剂盒包含的 1 600 种结晶试剂分

别以 65 nL/孔分装至 96孔坐滴式结晶板上，在 20 ℃

下，将200 nL高纯度、性质均一的 arthropin蛋白溶液

（13 mg/mL） 与 200 nL 结晶试剂混合并接种于 96 孔

坐滴式结晶板，密封。所有操作均由自动化分液机器

人完成。针对初筛结果，选取晶型较好的结晶条件进

行优化，即调整蛋白质浓度、沉淀剂浓度、体系 pH

值和结晶温度等，以期获得晶型更好的蛋白晶体。另

一方面，用冷冻环 （cyoloop） 将初筛所得晶体捞取

并放入冷冻保护剂 （在原结晶条件基础上加入 25%

甘油）。液氮中瞬间冷冻后，于上海同步辐射光源

（Shanghai Synchrotron Radiation Facility，SSRF） 18U

进行X射线衍射并采集数据。

1.2.6　Arthropin 三维结构的预测　将 arthropin 的氨

基酸序列导入至蛋白预测结构数据库 （AlphaFold 

Protein Structure Database， https：//alphafold. ebi. ac.

uk） 进行自动化的三维结构预测，再对生成的

arthropin结构模型进行分析。

2　结果

2.1　新型 serpin的筛选与融合表达载体的构建

通过对氨基酸序列的比对与分析，在钝顶节旋藻

中发现了一个新的 serpin，并把它命名为 arthropin。

与经典 serpin 的 RCL 序列比对结果 （图 1） 显示，

arthropin 具有典型的抑制型 serpin 反应中心环，其

P9~P17基本符合ExGTEAAAA （x=E/K/R）的保守序

列规律，而活性中心 P1-P1'是抑制型 serpin最常见的

R-S，提示 arthropin可能具有抑制丝氨酸蛋白酶的活

性。Arthropin 基因序列插入优化后的 pSUMO3 质粒

（BamHⅠ和XhoⅠ酶切位点之间）构建融合表达载体

pSUMO3-arthropin。

s1CHinge

P17 P1 P1' P15'

[KAL]

[PN1]

[Miropin]

[Siropin]

[Arthropin]

E K G E A A M S I - P PT PIAELFMAG FKNFKVEP - - -

E A E A A F S A - TG T FKIAFSTAA P FRNFRLIHRNQ

E D K A S R S S - - PG T AILIATTAA P FRDVIFWP --

E E E A A T S SG T KVMEVATVA P FKNIHFNIPTTSP

E K K A G S A C - IG T DVMEVLAAA P FA RNLIVQKEN

E K E A S R S S - - RG T SGAIVGTAA P F- RNIHIRDI

[   1-AT]α

Note：α1-AT— α1-antitrypsin (Uniprot ID: A0A024R6I7); KAL—kallistatin (Uniprot ID: P29622); PN1—protein nexin 1 (Uniprot ID: P07093); miropin 

(Uniprot ID: G8UQY8); siropin (UniProt ID: R6RSK2); arthropin (GenBank ID: AMW27298.1). s1C—strand 1 of β-sheet C.

图 1　Arthropin 与多种 serpin 的 RCL 序列比对
Fig 1　RCL sequence comparison of arthropin with various serpins
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2.2　融合蛋白的表达与纯化

将融合表达质粒 pSUMO3-arthropin 转入大肠埃

希菌BL21 （DE3）后，利用 IPTG进行诱导表达。结

果显示，诱导后的大肠埃希菌裂解总蛋白中检测到大

量相对分子质量约为 60 000的蛋白，与 His-SUMO3-

arthropin理论相对分子质量（60 800）相近，推测为

arthropin融合蛋白（图 2A）；而细菌裂解上清液中只

有少量该蛋白，提示大部分融合蛋白以包涵体的形式

存在，仅有少部分以可溶性蛋白的形式存在。后续我

们采用HisTrapTM FF预装柱（镍离子亲和层析）从细

菌裂解上清液中纯化His-SUMO3-arthropin融合蛋白，

然后通过 SENP2 酶切及第 2 次镍离子亲和层析去除

His-SUMO3标签，并通过 HiTrapTM Q HP预装柱（阴

离子交换层析）进一步纯化 arthropin，最终获得了高

纯度的、与理论相对分子质量（45 800）相近的重组

arthropin（图2B、C）。

2.3　Arthropin的靶蛋白酶筛选与动力学检测

为了鉴定 arthropin 抑制丝氨酸蛋白酶的特异性，

我们将重组 arthropin 与 14 种丝氨酸蛋白酶分别反

应，然后通过 SDS-PAGE 检测其与丝氨酸蛋白酶形

成共价复合物的情况。图 3A 结果显示，arthropin 不

能与 HNE 和 PE 形成复合物，反而是作为底物被这 2

种蛋白酶降解，变成 1 条相对分子质量稍小的蛋白

条带及 1 条低于 10 000 的条带。Arthropin 能与 FⅩa、

APC、 FⅨ a、 FⅪ a、 胰 蛋 白 酶 、 CaG、 KLK1、

KLK7 和 FⅡa 形成稳定的共价复合物条带，其中与

KLK1形成的复合物条带最深，这说明 arthropin对这

些蛋白酶有抑制活性，可能对 KLK1 的抑制作用最

为显著。

为了更直观地了解 arthropin 对蛋白酶的抑制能

力，我们利用动力学方法检测了 arthropin抑制 KLK1

的反应速率。图3B结果显示，arthropin抑制KLK1的

SI值为 5.1±0.5，kapp为（3.3±0.1） ×102 L/（mol·s）。所

以，arthropin 对 KLK1 的 k2 为 1.7×103 L/（mol·s），低

于 其 他 细 菌 来 源 的 serpin （如 miropin、 siropin

等）［19-20，37-40］。以上结果表明，arthropin 是一种抑制

型 serpin，对多种蛋白酶有抑制活性，但反应速率

较低。

2.4　Arthropin的结晶条件筛选与结构预测分析

为了明确 arthropin的结构特点并更直观地阐明其

抑制机制，我们尝试筛选 arthropin的结晶条件，为后

续晶体结构的解析奠定基础。在以聚乙二醇或磷酸盐

作为沉淀剂，溶液 pH 为 5.6~7.6 的结晶试剂中，

arthropin可以形成碎片状、针状和小颗粒状的蛋白质

晶体（图 4）。其中，片状晶体棱角分明且光泽较好

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A B C

170 000

130 000

100 000

70 000

55 000

40 000

35 000

25 000

15 000

10 000

170 000

130 000

100 000

70 000

55 000

40 000

35 000

25 000

15 000

10 000

Note：A. Protein expression in the whole bacteria and lysis supernatant of E. coli before and after induction. Lane 1—marker; lane 2—total bacterial protein 

sample before induction; lane 3—supernatant protein sample before induction; lane 4—total bacterial protein sample after induction for 12 h; lane 5—

supernatant protein sample after induction for 12 h. B. Enzymatic digestion and purification by nickel ion affinity chromatography. Lane 1—marker; lane 2—

protein sample before SENP2 digestion; lane 3—protein sample after SENP2 digestion; lane 4‒5—flow-through solution of the nickel column after SENP2 

digestion; lane 6 ‒ 7—washing solution of the nickel column after SENP2 digestion; lane 8—elution solution of the nickel column after SENP2 digestion. 

C. Purification by anion-exchange chromatography. Lane 1—marker; lane 2‒12—protein samples eluted by a continuous gradient of 145‒685 mmol/L NaCl. 

The black arrow indicates the fusion protein and the red arrows indicate the monomeric protein.

图 2　SDS-PAGE 分析 arthropin 融合蛋白的表达、酶切与纯化
Fig 2　Expression, enzymatic digestion and purification of arthropin fusion protein analyzed by SDS-PAGE

432



许佳伟，等 蓝藻丝氨酸蛋白酶抑制剂 arthropin的制备及其靶蛋白酶的筛选

http://xuebao.shsmu.edu.cn 上海交通大学学报（医学版）， 2023， 43（4）

［结晶条件：25% 聚乙二醇单甲醚 550 （PEG MME 

550）、0.1 mol/L 吗啉乙磺酸 （MES，pH 6.5）、0.01 

mol/L ZnCl2］，但由于该晶体较小，X 射线衍射后分

辨率仅为10 Å（1 Å=1×10－10 m）。

为了获得一些关于arthropin的三维空间结构信息，

我们利用AlphaFlod Colab预测了 arthropin亚稳态结构

模型；结果（图5）显示，arthropin具有经典的抑制型

serpin的结构特点，具有中间完整的β-sheet A和暴露在

分子表面的 RCL，这是其抑制活性的结构基础。

Arthropin的表面电荷分析结果显示，其分子表面多数

携带负电荷，表面正电荷较少，结合其理论等电点为

5.35，我们认为arthropin是一种偏酸性蛋白。

M    Arth FⅩa HNE   PE    APC tPA FⅨa FⅪa M    Arth Try   CaB CaG K1K1 KLK7  PR3

Arth+Arth+

Arthropin
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M  Arth +FⅡa FⅡa

SI=5.1±0.5
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Note：A. Arthropin (3 μg) was incubated with the proteases (0.4 μg), respectively, and the complex formation was analyzed by SDS-PAGE. The red arrows 

indicate the complexes of arthropin with the target proteases. M—marker; Try—trypsin; Arth—arthropin; Cpx—arthropin-proteinase covalent complex. 

B. Determination of the SI (left panel) and the kapp (right panel) of arthropin's inhibition of KLK1.

图 3　Arthropin 靶蛋白酶的筛选与反应动力学检测
Fig 3　Screening and reaction kinetics assays for target proteases of arthropin

300 μm 300 μm 300 μm

A B C

Note：A. 25% PEG MME 550, 0.1 mol/L MES (pH 6.5), and 0.01 mol/L ZnCl2. B. 20% PEG 4000, 20% iso-propanol, and 0.1 mol/L sodium citrate (pH 5.6). 

C. 0.4 mol/L NaH2PO4, 1.6 mol/L K2HPO4, 0.1 mol/L imidazole (pH 8.0), and 0.2 mol/L NaCl (final pH 7.6).

图 4　不同结晶条件筛选得到的 arthropin 蛋白质晶体(×6.3)

Fig 4　Arthropin crystals from different crystallization conditions (×6.3)
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3　讨论

丝氨酸蛋白酶家族成员数量庞大，其序列同源性

不高，但结构高度一致。无论是真核或原核生物

serpin 总能以多样的 RCL 抑制特定的丝氨酸蛋白酶。

事实上，抑制型 serpin中多样化的RCL同样存在一定

的保守规律［41］。RCL 的 P1~P7 基本决定了 serpin 的

特异性，它们的保守程度较低，多数是疏水氨基酸，

其中作为活性中心的 P1 大多数是精氨酸或亮氨酸。

P8 多数是小侧链氨基酸。而 P9~P17 是 RCL 的铰链

区，通常富含丙氨酸，并且序列较为保守［2，4］。P14

作为第一个侧链被掩藏的氨基酸尤为重要，必须是不

带电氨基酸；若将P14突变为带电氨基酸，虽不影响

纤 溶 酶 原 激 活 物 抑 制 物 1 （plasminogen activator 

inhibitor-1，PAI-1）对蛋白酶的识别，但将使其丧失

对蛋白酶的抑制活性［41］。本研究中，arthropin 的 P1

为精氨酸，其RCL的序列亦符合典型的抑制型 serpin

的保守规律，因此属于抑制型 serpin的可能性较大。

为了进一步验证和探究 arthropin 潜在的生理功

能，我们利用原核表达系统对 arthropin进行了重组表

达，arthropin融合蛋白多数以无活性的包涵体形式存

在，仅有少部分以可溶性蛋白的形式存在。目前报道

的其他原核生物 serpin，如 miropin、 siropin 和 TK-

serpin 的纯化后产量为每升菌液 25 μg、 12 mg 和

10 mg［18-20］，而 arthropin 纯化后产量为每升菌液

1.8 mg，该产量高于 miropin，但与其他原核生物

serpin相比处于较低水平。考虑到在常规表达条件下，

上清液中的融合蛋白多数以有活性的亚稳态构象存在，

且常规产量已满足后续实验需求，本研究未对表达条

件进一步优化。由于表达的融合蛋白溶液中含有较多

杂蛋白，因此本研究采用了镍离子亲和层析、酶切、

反向镍离子亲和层析、阴离子交换层析的 4步层析纯

化，最终得到了高纯度的重组arthropin蛋白。

将纯化后的 arthropin 重组蛋白用于晶体结构解

析，仅能得到分辨率为 10 Å 的蛋白质晶体，尚不足

以解析其结构。分析其主要原因有二：一是重组蛋白

均一性不足，后续研究可通过增加凝胶过滤层析等纯

化步骤进一步提高蛋白均一性；二是重组蛋白自身结

构过于灵活，不利于蛋白质晶体的形成。以往对真核

生物 serpin 的结构与功能研究已知，保证 serpin 的主

体结构及 RCL 完整是其发挥抑制功能的前提，而

serpin N端可能存在的非二级结构片段一般不具有生

理功能［1］。基于 arthropin 的结构模型，并将其氨基

酸序列与 α1- 抗胰蛋白酶进行比对，我们发现

arthropin的N端可能存在长度为52个氨基酸的非二级

结构片段，该片段长度与经典 serpin——α1-抗胰蛋白

酶相近，将此片段截短可能有利于重组蛋白结晶。

Arthropin与丝氨酸蛋白酶共孵育的SDS-PAGE结

180°

-50.000 +50.000Electric charge

A B

Note：A. The arthropin model created with AlphaFlod Colab. β -sheets A, B, and C are indicated in red, blue, and yellow, respectively. RCL is in purple. 

B. Surface charge diagram of arthropin. The red colour indicates the negative charge and the blue colour indicates the positive charge.

图 5　Arthropin 的结构分析
Fig 5　Structural analysis of arthropin
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果显示，arthropin对9种蛋白酶发挥抑制活性，其中对

KLK1 的抑制作用可能最为显著。Arthropin 对 KLK1

的抑制速率（k2）为1.7×103 L/（mol·s），略低于其他原

核生物 serpin，远低于真核生物 serpin。天然状态下，

原核生物 serpin 对丝氨酸蛋白酶的抑制速率为 104~

105 L/（mol·s）。例如， thermopin 抑制胰凝乳蛋白酶

（chymotrypsin）的速率为 8.4×104 L/（mol·s）［37］，双歧

杆菌中 serpin抑制中性粒细胞弹性蛋白酶（neutrophil 

elastase）的速率为4.7×104 L/（mol·s）［38］，aeropin抑制

胰凝乳蛋白酶的速率为1.8×105 L/（mol·s）［39］等。而真

核生物 serpin抑制作用的速率为105~106 L/（mol·s）［40］。

Arthropin 对蛋白酶较低的抑制速率可能与其较广谱

的抑制能力有关。

Miropin 是首个被发现具有广谱抑制能力的原核

生物 serpin，其来源于口腔牙周疾病相关细菌；在应

激时，miropin 通过抑制多种蛋白酶保护细菌自身的

存活［19，42］。而蓝藻作为最古老的原核生物之一，同

样具有抵御各种生物和环境侵袭的生命机制［43］。蓝

藻天然生产的次生代谢化合物便多数具有显著的蛋白

酶抑制活性［44］，例如铜绿菌素（aeruginosin）［45］、微

囊 藻 毒 素 （microcystins）［46-47］、 草 抑 制 素 A~C

（grassystatin A‒C）［29］等。Arthropin来源于钝顶节旋

藻，基于 arthropin 拥有比 miropin 更为广谱的丝氨酸

蛋白酶抑制能力，我们推测 arthropin极有可能是作为

蓝藻机体防御中重要的一员。在本研究筛选范围内，

arthropin 抑制的蛋白酶多数与凝血相关。虽然目前

arthropin的天然靶蛋白酶尚不清楚，但是它可能通过

抑制多种外源性的丝氨酸蛋白酶，发挥保护自身免受

侵害的作用。

综上所述，本研究发现并制备了来源于钝顶节旋

藻的新型丝氨酸蛋白酶抑制剂 arthropin；并对其初步

的靶蛋白酶筛选揭示 arthropin拥有广谱的丝氨酸蛋白

酶抑制活性，这可能对其发挥保护自身免受环境蛋白

酶侵害意义重大。同时，我们对 arthropin结晶条件的

筛选也为更深入地探索 arthropin结构与作用机制奠定

了基础。
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