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在热带和亚热带地 区的发展中国家，钩虫感染是引起人 

肠道丢失血液和缺铁性贫血的主要因素之一 。钩虫引起的 

缺铁性贫血主要是因为成虫在肠道 的吸血活动以及咬附部 

位粘膜伤 口的渗血不止引起。钩虫吸血时 ，其头腺分泌一种 

具有抗血凝 活性 的物质延缓血液凝 固 、方便其 吸血。 自从 

1904年 Loeb发现犬钩虫提取物有抗凝血作用 以后 ，长久以 

来人们企 图从犬钩虫 提取分离 出这种抗 凝血 的物质 。～。 

1983年 ，Hotez从犬钩虫 分离 出一种抗血凝物质 ，这种抗凝 

血物质是一种蛋白水解酶 ，该酶具有延长血浆凝血酶 原时间 

(PT)、抑制血 液凝 固以及 促进 纤 维蛋 白溶 解 的作 用 。 

1993年 ，Cappello等 从 犬 钩 虫提 取 物 分 离 、纯 化 出一 种 

8．7KDa的蛋白水解酶 ，该酶是犬钩虫头腺分泌的主要抗血 

凝物质 ，它是凝血因子 Xa的高效特异性抑制剂 ，定名为犬钩 

虫抗凝 血 肽 (Ancylc,stoma caninum anticoagulant peptide，A— 

cAP)，又名线虫抗凝血蛋白(nematode anticoagulant proteins， 

AP)Z4,5。1996年基因重组犬钩虫抗凝血 肽 rAcAP问世 ， 

这为犬钩虫抗凝血肽的深入研究和临床应用开辟 了广阔前 

景 本文就 AcAP的性质及应用作如下综述。 

1 rAcAP的生化特征 

AcAP是一种 8．7K1)a的蛋 白水 解酶，该 酶是钩虫头腺 

分泌的主要抗血凝物质 ，它是凝血 因子 Xa的高效 特异性抑 

制剂。1996年 ，Stassens等 根据测定 的 AcAP的 端前 30 

位 氨 基 酸 顺 序 (KAYPEC(；E EwLDD(V)CGTQ (K) 

KPCEAKCNEEPP)构建了 AcAP的 cDNA文库和重组 AcAP 

的表达质粒，并在 pichia pastoris酵母中表达，得到 3种重组 

表达产物 rAcAP5、rAcAP6和 rAcAPc2，其结构 和生物 活性 

与天然的 AcAP相似。由 75至 84个氨基酸组成 ，均 含有 l0 

个半胱氨酸 ，形成 5对二硫键，它们和从似蚓蛔线虫(A．scaris 

lumbri(vides)分离的胰蛋 白酶抑制物 ATI、胰蛋白酶／弓单性蛋 

白酶抑制物 C／E 1有 22％的相同氨基酸序列和相似的 5 

对 二硫 键 。。一一。 
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rAcAP5由 77个氨基酸组成 ，含 l0个半胱氨酸 ，形成 5对二 

硫{建(C6 (、50，C15 (、42，C21一C37，C25一(、69，(、50 

C63)，主要 由二硫键决定其二级结构 ，从 而决定其生物活性 

它是 xa因子的高效特 异性 抑制剂 ，与 Xa的反应位 区在肽 

37—42(一C—R—S—R—G C )，作用位点在第 40位精 

氨酸和第 41位甘氨酸之 间。rAcAP6由 75个氨基 酸组 成 ， 

与 rAcAP5相比，氨基酸组成和蛋白质结构相似 ，有 7个位点 

(V14，K18，$26，F38，$39，P41，(42)氨 基酸 不 同，不 具 有 

rAcAP5第 29、30位的脯氨酸，与Xa的反应位区在肽 35 4() 

( C—R—S—F—S—C一)，作用位点在第 38位苯丙 氨酸和 

第 39位丝氨酸之间。rAcAP6对 Xa因子的特异性抑制活性 

弱于 rAcAP5。rAcAPc2由 84个氨基酸组成 ，其 C端 比天然 

的 AcAPc2多一个脯氨酸，与 rAcAP6和 rAcAP5的氦基酸组 

成差异较大。rAcAPc2的核磁共振 NMR数据揭 示，它是一 

个含 5对 二硫键 (C6 C50，C15 C46，(、20一C41， 4 

C70，C52一C64)、可塑性强的皱褶的球形蛋 白还含有两个反 

向平行 的折叠结 构(由 El0 I)13和 Q49一C52，Y57 R58 

和 4一V65组成)和一个短的螺旋结构(A67一D73)，二硫 

键立于皱褶的球形蛋 白分子的核心=rAcAPc2的构形 易变 ， 

有一个结构相对稳定区和一个结构易变区，这种结构可能与 

它的依赖 Xa抑 制 Vlla因子一组织 因子 复 合物 的功能 有 

关 ．7·8 

2 rAcAP的抗凝血特性及其应用 

2．1 rAcAP的抗 凝血 特性 

rAcAP的抗凝血机制主要是通过影响凝血酶 原酶的作 

用实现的。凝血酶原酶即 FXa—Va一( 一PR复合物 ，凡 

是影响凝血酶原酶形 成的物质均可影响凝血酶原活化成凝 

血酶，从而影响凝血酶的形成 ，起到抗凝血的作用 。rAcAP5 

和 rAcAP6主要抑制凝血因子 Xa，直接 与 Xa的活性 中心结 

合从而特异性抑制 Xa，阻断凝血的共同途径 ，达到抗凝血作 

用 7。rAcADC2与 xa活性 中心以外的区域结合从而改变 }l 

身构象 ，再 同 XIIa因子一组织 因子(C)复合物结 合，阻断凝 

血的外源途径 ，达 到抗凝血作用。rAcAPC2抑制 『VIIa—TF 

复合物要依赖 Xa的参 与，Xa起到担架的作用。Xa可 以提 
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高 rAcAPC，抑制 fVIIa TF复合物 的活性 几十 甚至 几万 

倍=99： 

体内和体外实验均证 明，AcAP能 明显延长凝血酶原时 

间(盯 )和部 分凝 血激酶时间(P1 )，这种作用 呈浓 度依赖 

关系一-2 4 5一。Cappello等体外实验 比较了 rAcAP、重组水蛭素 

rHIR、重组蜱抗 凝 肽 rTAP对 FF、P1vr的影 响。2倍 PT、 

FrIvr时间所需浓度为 ：PT，rAcAP为 35nM、rHIR为 410nM、 

rTAP为 1256nM、Fy1 ，rAcAP为 85nM、rHIR 为 32nM、 

rTAP为 2365nM。可见，rAcAP对 VI"的影 响远大 于 rHIR 

和 rTAP，而对 Fy1vr的影响则 rHIR更显著。rAcAP对 11种 

丝氨酸蛋 白酶(胰蛋 白酶 、糜蛋 白酶 、凝血酶 、XIa、XlIa、舒血 

管素 、血浆酶 、尿激酶 tPA、Xa、钙蛋白)的特异性检测：对 Xa 

的抑制率 ，rAcAP5为 100％，rAcAP6，为 87％，rAcAPc2为 

18％，rAcAP5对 XIa抑制率 50％，除此之 外，它们均对其余 

丝氨酸蛋白酶无 明显的抑制作 用。rAcAP的动 力学显 示 ， 

rAcAP5抑制游离 Xa的解离常数为 ki=43+／ 5Pm，抑制 

结合型 Xa的解离常数为 ki=144+／ 一15Pm；rAcAPc2抑 

制结 合型 Xa的解 离常数 为 ki=2385+／ ～283Pm，抑制 

fvIIa—TF复合物 解 离常 数为 ki=35+／ ～5Pm。可 见 ， 

rAcAP5对游离 Xa的亲活力较高 ，而 rAcAPc2对 fvIIa—TF 

复合物亲活力比较高l5j。 

2．2 rAcAP的 抗血 栓 的作 用 

1997年，Rebello等在电损 伤左冠状 动脉诱导血栓 形成 

的狗身上单独皮下注射 rAcAP观察其抗血栓效果 。rAcAP5 

有三个 剂量组 ：0．03mg／kg(”=6)，0．1 mg／kg(”=6)， 

0．3mg／kg(II=5)；以生理盐水 为对照组 (， 10)，在 电损伤 

诱导血栓前 1h皮下用药。结果生理盐水组 在电损伤后 79 

+／一9min发 生 动 脉 堵 塞 ，其 中5只 因 心 室纤 颤 卒 死 。 

0．03 mg／kg组发生 动脉堵塞 的时 间为 163+／ 62 min， 

0．1 mg／kg组为 327+／一62 min，0．3 mg／kg组 8h也未 

发生堵塞。0．03和 0．1mg／kg组对出血时间 BT 、Frr无 

明显影响 ，0．3mg／kg组延长 4倍的 BT、2倍的 Prr。在电损 

伤狗颈静 脉诱 导血 栓 的实验 中 ，使 用 0．1mg／kg的剂量 ， 

rAcAF'5也能明显延长血栓形成 的时间 ，减轻形成的血栓重 

量 ，rAcAP5组血栓重 9．55+／一1．4lmg，与生理盐水对照 

组(38．35+／ 6．2mg)相 比有 显 著性 差 异 (P<0．05)。 

rAcAP5对血 小 板 的聚集 功 能 和血 小 板 记 数没 有 显 著影 

响一“ 。2000年，Rebello等将 rAcAP5与组织纤溶 酶原激活 

物(t—PA)联合用于狗的抗栓 、溶栓实验 ，结果显 示，单独皮 

下注射 rAcAP也能起到持续有效的抗栓效果 1 。 

2．3 AcAP的抗肿瘤转移的作用 

1998年 ，Donnelly等报道 了 rAcAP具有在体 内抗肿瘤 

细胞 转 移 的 作 用 。Donnelly实 验 小 组 用 剂 量 为 0．0 1～ 

0．2rag／只的 rAcAP皮下 注射严 重联合免疫缺陷病 (SCID) 

小鼠，然后从小 鼠尾静 脉注射 LOX人类黑色素瘤细胞。结 

果显示 ，肺部转移 的黑色 素瘤与 rAcAP的剂 量呈 负相 关。 

Donnelly等进一步探讨了 rAcAP在体内抗肿瘤细胞转 移的 

作用机制 ，认为 LOX瘤细胞转移 与 xa的介导有关 ，LOX结 

合 Xa的活性 中心 ，而 rAcAP是 Xa的特 异性抑制 物 ，可与 

LOX竞争性结合 Xa的活性 中心 ，从而抑制瘤细胞转 移： 。 

不过 ，rAcAP的抗 肿瘤转 移的性 质和机制仍需继 续深入研 

究。 

3 rAcAP的应用前景展望 

rAcAP的抗凝血抗 血栓性 质以及抗 肿瘤细胞转移作用 

为我们展示了其很好的应用前景 。有报 道认 为，Xa抑制剂 

抗血栓效果好于凝血酶抑制剂的抗血栓效果。Xa抑制剂在 

凝血酶的上游阻断凝血进程 ，抑制凝血酶的产生 ，进而抑制 

凝血酶引发的正反馈效应和凝血酶激 活 V、Ⅷ 以及 XⅢ因 

子 ，抑制血栓的形成_l引。Sitko等在狗的冠状 动脉血栓模型 

的实验 中也证实了 Xa抑制剂 的抗栓 、溶栓作用 强于水蛭素 

和肝素_l 。Xa抑制剂 已被 广泛用于临床 上心 血管疾病的 

抗血栓治疗 ，并且取得很好疗效 l】 。凝血酶抑制剂可 以结 

合凝血酶 ，但不能阻止凝血酶的产生，因而其抗栓效果受血 

药浓度局限。肝素作为临床上应用 的抗血栓药物有许多不 

足，比如出血 、过敏 、血小板减 少症、必须进行 药物临测 等。 

低分子量肝素虽然克服了这些缺点 ，但它多用于静脉血栓治 

疗。rAcAP作为xa的高效特异抑制剂对血小板聚集功能影 

响小 ，用于抗血栓治疗时引发出血的危险性小。在动物实验 

中显示了有效 的抗 血栓作用 ，仅皮下 注射小剂量 rAcAP就 

能起到有效抗栓作用 。因而 ，它有可能成为临床上一种新 的 

抗凝剂和抗血栓 治疗药物。但 是，目前 对 rAcAP的研究还 

处于动物试验 阶段 ，其抗血栓效果还需要在大量的临床实践 

中加以验证。 
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