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一种新的纤溶酶原激活反应动力学研究方法

党　昕,　纪建国,　茹　强,　杨晶鑫,　俞梅敏,　茹炳根3

(北京大学　蛋白质工程国家重点实验室,北京　100871)

摘要　在溶栓研究中,纤溶酶原激活剂 (p lasm inogen act iva to r, PA )激活纤溶酶原 (p lasm inogen,

P lg)反应的动力学常数的测定占有重要地位Λ 在前人的研究中,虽然进行了这项实验,但是并未给

出一个方便、快捷的测定方法Λ所以建立一种更准确,更适合一般的实验室条件的 PA 分子激活 P lg

反应动力学常数的测定方法是必要的Λ在对该反应进行数学分析的基础上,得到由可测量表示的纤

溶酶 (p lasm in, P lm )生成速度 (v (P lm ) )的计算公式,由 v (P lm )及相应已知量可进一步推导出 K m、

k cat的表达式,最终测得相应动力学常数Λ 用这种方法测定的由甲醇酵母 (p ich ia p astoris)表达的人

单链尿激酶型纤溶酶原激活剂 (hum an sing le cha in u rok inase2PA , scu2PA )激活 P lg 的反应的 K m

= 0. 648 Λm o l·L - 1, k cat= 0. 0626 s- 1,与文献报导相符 (K m = 0. 4～ 1. 1 Λm o l·L - 1, k cat= 0. 02～ 0.

093) s- 1,说明此方法是可靠的Λ 又因该法只需相应底物及酶标仪且为连续测定,所以十分简便Λ
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A New M ethod of K inetic Study on the Reaction of Pla sm inogen Activa tion
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Abstract　 In the study of the act ivity of a ll k inds of p lasm inogen act iva to r, it is im po rtan t to
determ ine the k inet ic con stan ts of the p lasm inogen act iva t ion ca ta lyzed by p lasm inogen act iva to r.
Bu t there is no su itab le m ethod fo r th is experim en t. To find an expedite, sho rtcu t p lasm inogen
act iva t ion study m ethod is very im po rtan t. Exp ression of p lasm in genera t ing ra te ( v ( P lm ) )

exp ressed in detectab le variab le w as derived from m athem atics reason ing of th is react ion, the
k inet ic con stan ts K m and k cat can be easily ca lcu la ted by the va lue of v (P lm ) and o ther know n
quan t it ies. T h is m ethod w as u sed to determ ine the k inet ic con stan t of the react ion of p lasm inogen
act iva t ion w h ich w as ca ta lyzed by P ich ia p astoris exp ressed hum an sing le cha in u rok inase2type
p lasm inogen act iva to r. T he resu lt is: K m = 0. 648 Λm o l·L - 1, k cat= 0. 0626 s- 1 co inciden ta lw ith the
fo rm er resu lt (K m = 0. 4- 1. 1 Λm o l·L - 1, k cat = 0. 02- 0. 093 s- 1 ) , w h ich m ean s th is m ethod is
reliab le. T h is m ethod is a lso expedite fo r it on ly needs som e k inds of sub stra te and a m icro reader.
Key words　p lasm inogen, k inet ic con stan t, sing le2cha in u rok inase type p lasm inogen act iva to r,
pu rif ica t ion, characteriza t ion

　　纤溶酶原激活剂 (PA ) ,如尿激酶型纤溶酶原激

活剂 (U 2PA )、组织型纤溶酶原激活剂 ( t issue2type2
p lasm inogen act iva to r, t2PA )等能激活纤溶酶原为

纤溶酶,并进一步降解纤维蛋白凝块Λ这两种溶栓药
物的研究已成为溶栓研究中的焦点Λ 这类研究中的
一个必测项目为 PA 激活纤溶酶原的动力学常数测

定,这个结果可以定量反映 PA 分子对纤溶酶原的

亲和性和催化活性Λ
由于 PA 激活纤溶酶原的反应速度不可直接测

量,而只能通过反应产生的纤溶酶 (p lasm in, P lm )催

化有色合成底物 S22251 (H 2D 2V alyl2lecuyl2lysine2
p 2n it roan iline d ihydroch lo ride)水解的生色反应:

P lm + S22251　　K m , p lm
P lm õ S22251 K cat, p tm



P lm + VL K (V al2L eu2L ys) + (p 2n it roan iline) p -

NA

产生有色的对硝基苯胺 (p - NA )在 405 nm 的光吸

收来间接测量,所以这项测量存在一定难度Λ文献报
导的方法有:

(1)在反应进程的不同时间从反应混合物中取

出一小份,稀释后认为 P lg 激活反应终止,通过测定

该稀释物的 P lm 浓度,进而做 [ P lm ]- t 图, 求出 v

(P lm ) [ 1, 2 ]Λ
(2)在反应进程的不同时间,从反应混合物中取

出一小份,加入人尿激酶的专一性抑制剂,终止 P lg

的激活反应, 测定 [ P lm ], 做 [ P lm ] - t 图, 求出 v

(P lm ) [ 3～ 6 ]

(3)将两个反应联合进行,在反应起始混合液中

加入过量 Α2- an t ip lasm in,反应产生的纤溶酶,立即

与 Α2- an t ip lasm in 形成复合物,失去活性Λ 在反应
的不同时间, 取出一小份反应物, 加入链激酶

(st rep tok inase, SK) , SK 与 P lg 形成复合物并水解

P lg 为 P lm , 形成的 P lm 继续与 SK 形成抗 Α2 -

an t ip lasm in 的复合物Λ 测定该复合物活性, 得到

[P lm ],再求出 v (P lm ) [ 7 ]Λ
(4)对两个联合进行的反应做数学分析,得到公

式后再经一系列繁琐运算,由 v、Ε、以及比色杯宽度
L 计算出国 际 标 准 单 位 表 示 的 v , 最 后 由

L inew eaver2Bu rk 作图法得到 K m , PA与 k cat, PA
[ 8～ 10 ]Λ

以上 4 种方法都存在一定的缺陷: 第一种稀释

法不准确; 第二及第三种方法所用的U K 及纤溶酶

的专一性抑制剂较难得到,且实验步骤多易引入较

大误差; 第四种方法较准确, 但由于现在为节约样

品,一般用 96孔板进行测定,由于水对塑料的浸润

作用,故极难得到准确的光程L 值, 所以也不适合

一般实验室应用Λ
我们经过理论推导与实验验证,给出了一个快

速、准确,且适合一般实验室条件的 PA 激活纤维蛋

白溶酶原反应的 K m 与 k cat的方法Λ

1　材料与方法

111　材料

11111　尿激酶型纤溶酶原激活剂 (U 2PA )由本实

验室构建的表达载体 pP IC9K2U PA 经甲醇酵母

(P ich ia p astoris)表达后,纯化得到 (对 S22444的酰

胺解活性为 144 000 IU öm g) Λ
11112　S22251购自Ch rom ogen ix2In st rum en ta t ion

L abo ra to r Spa (意大利) ,纤溶酶 (517 IU öm g)、纤溶

酶原购自 Sigm a 公司Λ 所有试剂均以 TBST (50

mm o l·L - 1 T ris·HC l, 01038 m o l·L - 1 N aC l,

0101% Tw een 80, pH 7. 4)溶解并稀释Λ
11114　酶标仪为 T ECAN R ainbow R eader (奥地

利) Λ
112　方法

11211　理论推导

反应É : PA + P lg　　K m , PA
PA õ P lg

k cat, PA
PA

+ P lm

和反应Ê :

P lm + S22251　　K m , p lm
P lm õ S22251 k cat, p lm

P lm + VL K+ p 2NA

都遵循米氏动力学, 由反应É 可得到在任意时间 t

的 p lm 生成速度 v t (P lm ) :

V t P lm =
d [P lm ] t

d t
=

V m , PA·[P lg ] t

K m , PA + [P lg ] t
①

又因为V m , PA = k cat·[PA ],所以由①式对 t积分有:

[P lm ] =∫d [P lm ] t

d t
õ d t =

∫k cat, PA õ [PA ]õ [P lg ] t

K m , PA + [P lg ] t
õ d t

其中[P lg ] t= [P lg ]0-∫
t

0
v t (P lm )·d t< [P lg ]0- v 0

(P lm )· t, 又已知天然 scu2PA 激活 P lg 的 K m 在

014～ 111 Λm o l·L - 1之间, K cat在 0102～ 01093 s- 1

之间[ 3, 6 ] , 所以在 [P lg ]0 = 0. 1 Λm o l·L - 1, [ PA ]=

1. 4×10- 9 m o l·L - 1的条件下 vo (P lm ) = 0. 02×1. 4

×10- 9×0. 1×10- 6ö[ (0. 4+ 0. 1)×10- 6 ]= 5. 6×

10- 12m o l·L - 1·s- 1, 011 Λm o l·L - 1的纤溶酶原可

供反应 17 857 s或 297 m in,在反应的前 40 m in 生

成纤溶酶 516×10- 12×60×40= 11344×10- 8m o l·

L - 1,与 011 Λm o l·L - 1相比可以忽略不计Λ 所以在
反应的前 40 m in 内,可以认为[P lg ] t= [P lg ]0,并设

为[P lg ],将此式代入[p lm ]的积分式,可得到:

[P lm ] =∫k cat, PA õ [PA ]õ [P lg ]
K m , PA + [P lg ]

õ dt =

k cat, PA õ [PA ]õ [P lg ]
K m , PA + [P lg ]

õ t + C 1 ②

②式中C 1 为常数Λ

又因为
k cat, PA·[PA ]·[P lg ]

K m + [P lg ]
= v (P lm )所以②

式可变化为

[P lm ]= v (P lm )·t·C 1 ③

又由反应Ê 可知, p 2NA 的生成速度V (p - NA ) =

V m , P lm·[S22251 ]
K m , P lm + [S22251 ]

=
K cat, P lm·[P lm ]·[S22251 ]

K m , P lm + [S22251 ]
在
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实验条件下, 由于 [ S22251 ] (115 mm o l·L - 1)远远

大于 p lasm in 水解 S22251 的 K m , P lm = 250 Λm o l·

L - 1,所以可认为 v (p 2NA ) = k cat, P lm·[P lm ],由此式

对 t积分可得:

[p 2NA ] =∫d [p 2N A ]
d t

õ d t =∫k cat, p lm õ [P lm ]õ d t

④

在反应É、Ê 联合进行的条件下 [P lm ]为时间的函

数,关系为③式所示Λ 将③代入④可得:

[p - N A ] =∫k cat, p lm õ [v (P lm ) õ t + C 1 ]õ d t =

1
2

k cat, p lm õ v (P lm ) õ t2 + k cat, p lm õ C 1 õ t + C 2 ⑤

p 2NA 发色集团产生的最强光吸收A 405= Ε·L ·[p

- NA ],其中 Ε为 p 2NA 的摩尔消光系数, L 为反应

液在 96孔板中的高度Λ 所以由⑤式可得到A 405与 t

的关系为:

A 405 = 0. 5 ΕL õ k cat, P lm õ v (P lm ) õ t2 +

ΕõL õ k cat, P lm õ C 1 õ t + ΕõL õ C 2 ⑥

简写为:

A 405 = A õ t2 + B õ t + C ⑦

其中A = 0. 5 Ε·L ·k cat, p lm·V (P lm ) ; B = Ε·L ·k cat, p lm

·C 1; C = Ε·L·C 2 由⑦式可知在反应É、Ê联合进
行的条件下A 405与 t 是一种二阶多项式关系, 二阶

项系数为A Λ为消掉 Ε·L ·k cat, p lm ,应引入纤溶酶水

解 S22251的标准曲线Λ 方法如下:

由④式可知在 [p lm ]为定值的条件下, [ p 2NA ] =

k cat, p lm·[P lm ]·t+ C′,所以A 405与 t的关系为:

A 405 = ΕõL õ k cat, P lm õ [P lm ]õ t + C 3 ⑧

简写为A 405 = K · t+ C 3, 其中 K = Ε·L ·k cat, p lm·

[P lm ], C 3= Ε·L ·C′Λ
由⑧式可知: 对某一固定浓度的 [ P lm ]n , 作纤溶酶

水解 S22251的A 4052t图,则可得到与[P lm ]n 相关的

斜率 K n = Ε·L ·k cat, P lm· [ P lm ]nΛ 如果用 K n 与

[P lm ]n 进行二次作图则可得到方程为 K n = Ε·L ·

k cat, p lm· [P lm ]n 的直线,设斜率为 a ,则有: a= Ε·L

·k cat, p lm又A = 0. 5Ε·L ·k cat, p lm·v (P lm ) ,所以由此二

式可得

v (P lm ) = 2A öa ⑨

根据⑨式可计算出不同 [ P lg ]浓度下的 v (P lm ) , 再根

据 L inew eaver2Bu rk 作图法可得方程为:
1

v (P lm )
=

K m , PA

V m , PA
· 1

[P lg ]
+

1
V m , PA
的直线Λ以该直线的斜率除以

截距即可得到 PA 激活纤溶酶原的 K m , PA值Λ K m , PA

为已知后, 对于某一固定浓度的 [ PA ]n , 可由 v

(P lm ) =
V m , PA·[P lg ]
K m , PA + [P lg ]

计算出V m , PA Λ 再用V m , PA对

[PA ]作图,应得到方程为V m , PA = k cat, PA·[PA ]的直

线,该直线的斜率为 k cat, PA Λ
11212　实验设计

1121211　纤溶酶水解 S22251 的标准曲线　　在

96孔板中加入 3 mm o l·L - 1的 S22251贮液 45 Λl,

再加入 45 Λl不同浓度的纤溶酶溶液, 使纤溶酶的

终浓度分别达到 42134、37163、32193、28122、

23152、18182、14111、9141 nm o l·L - 1Λ 每个浓度做
两个平行样,混匀后室温条件下在酶标仪上每隔一

分钟测定一次A 405,共测 45次Λ
1121212　PA 激活纤溶酶原反应的 K m , PA值的测定

　　在 96孔板中加入 3 mm o l·L - 1的 S22251贮液

45 Λl,再加入 30 Λl不同浓度的纤溶酶原溶液,使纤

溶酶原在 90 Λl反应体系中的终浓度分别达到 210、

115、110、015、011 Λm o l·L - 1Λ 最后加入 814 nm o l

·L - 1的 PA 溶液 15 Λl,使其终浓度达到 114 nm o l

·L - 1Λ 混匀后室温条件下在酶标仪上每隔一分钟
测定一次A 405Λ
1121213　PA 激活纤溶酶原反应的 k cat, PA值的测定

　　在 96孔板中加入 3 mm o l·L - 1的 S22251贮液

45 Λl,再加入 30 Λl不同浓度的 PA 溶液,使 PA 在

90 Λl反应体系中的终浓度分别达到 1417、11102、

8182、7135、5151、419、4141 nm o l·L - 1,最后加入 3

Λm o l·L - 1纤溶酶原溶液 15 Λl使其终浓度达到 015

Λm o l·L - 1Λ 混匀后室温条件下在酶标仪上每隔一
分钟测定一次A 405Λ

2　结果

211　纤溶酶标准曲线

将 1121211中不同时间测得的不同浓度纤溶酶

水解 S22251 反应的 A 405数据作 A 4052t 图 (见 F ig.

1) Λ对 F ig 1中各浓度纤溶酶的A 4052t图经线性回归

后求得直线斜率 K n = Ε·L ·k cat, P lm· [ P lm ]n 单位

为m in - 1,数值列于 T ab le 1Λ再根据 T ab le 1作 K 2
[ P lm ]图 (F ig. 2) , 经线性回归后求得直线斜率为

a= Ε·L ·k cat, p lm = 3. 4×105
A 405·m in - 1·m o l- 1·

L Λ 该 a 值为定值,可为后续实验直接引用Λ
212　PA 水解纤溶酶原反应的 Km (km , PA)值的获得

在反应É、Ê 联合进行的条件下, A 405与 t 是一

种二阶多项式的函数关系 (原始数据见 F ig. 3) , 二

阶项系数为A = 0. 5ΕL ·k cat, P lm·v (P lm ) Λ由于最终
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的A 405值已超出酶标仪的量程,成为水平线,所以应

取反应初始阶段作二次回归Λ A 值确定后, 根据 v

(P lm ) = 2A öa 计算 v (P lm ) (数值见 T ab le 2) Λ最后
进行 v (P lm )与[P lg ]的双倒数作图 (F ig. 4) ,经线性

回归后以直线方程的斜率除以截距即得到 K m , PA =

0. 648 Λm o l·L - 1Λ

F ig. 1　P lo t of A 405 versus t of the hydro lysis reaction of S2

2251 by differen t concentration of p lasm in

T he slope of the regression fo rm ula is K n (K n= ΕL·kcat, P lm

· [ P lm ]n is the function of [ P lm ]). F rom the top to the

bo ttom is curve 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8

Table 1　 T he values of K n at differen t concen trat ion of

p lasm in

Curve num ber 1 2 3 4 5 6 7 8

[P lm ]önmo l·L - 1 42. 34 37. 63 32. 93 18. 22 23. 52 28. 82 14. 11 9. 41

K n (A 405·t- 1)

ö10- 3 m in- 1
14 10. 55 9. 45 6. 65 5. 4 4. 4 3. 4 2. 1

F ig. 2　P lo t of K n versus [P lm ]

T he slope of the regression line stand fo r the value of a

213　PA 水解纤溶酶原反应的 k cat (kcat, PA)值的获得

反应É、Ê联合进行,对反应初始阶段A 4052t曲

线 (原始数据见 F ig 5)进行多项式回归,求出二次项

系数A Λ根据 v (P lm ) = 2A öa ,求出 v (P lm ) ,再根据

K m , PA = 0. 648 Λm o l·L - 1以及米氏方程计算出

F ig. 3　P lo t of A 405 versus t of the com bination reaction of

reaction É and Ê at differen t concentration of p lasm inogen

T he coefficien t of quadratic item is A = 0. 5 ΕL ·kcat, P lm·v

(P lm ) ΛCurves counted from the left to the righ t is the curve

num bered 1, 2, 3, 4, 5 respectively

V m , PA (数据见 T ab le 3) ,作V m , PA - [PA ]图 (F ig. 6) ,

经线性回归后得到斜率为 k cat, PA = 0. 0626 s- 1的直

线方程Λ
Table 2　T he coefficien t of quadrat ic item value A and v

( P lm ) derived from A at differen t concen trat ion of

p lasm inogen

Curve num ber 1 2 3 4 5

[P lg ]öΛmo l·L - 1 2 1. 5 1 0. 5 0. 1

A (10- 4A 405·t- 2) öm in- 2 86. 5 66 55 36. 5 12. 5

vPlm önmo l·L - 1·s- 1 0. 848 0. 647 0. 539 0. 358 0. 123

F ig. 4　Double2recip rocal p lo t of in it ial velocity versus[P lg ]

w ith equation of y = 0. 7083x + 1. 0937 (R 2= 0. 9952)

K m , PA = 0. 648 Λmo l·L - 1

Table 3　T he coefficien t of quadrat ic item value A and V m

( P lm ) derived from A at differen t concen trat ion of

p lasm inogen activato r (PA )

Curve num ber 1 2 3 4 5 6 7

[PA ]önmo l·L - 1 14. 7 11. 02 8. 82 7. 35 5. 51 4. 9 4. 41

A (10- 3A 405·t- 2) öm in- 2 4. 05 2. 55 1. 75 1. 55 1. 3 1. 1 1. 1

v (P lm ) önmo l·L - 1·s- 1 0. 397 0. 25 0. 172 0. 152 0. 128 0. 108 0. 108

V m , PA önmo l·L - 1·s- 1 0. 912 0. 574 0. 394 0. 349 0. 293 0. 248 0. 248
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F ig. 5　P lo t of A 405 versus t of the com bination reaction É

and Ê at differen t concentration of p lasm inogen activato r

(PA )

Curves counted from the left to the righ t is the curve

num bered 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 respectively

F ig. 6 　 P lo t of V m , PA as the function versus the

concentration of p lasm inogen activato r ( [PA ])

T he slope of the regression fo rm ulae is the catalytic

constan t (kcat, PA = 0. 0626 s- 1)

3　讨论

应用本文所述的实验方法测定的酵母表达的人

单链尿激酶型纤溶酶原激活剂激活纤溶酶原反应的

动力学常数: K m = 0. 648 Λm o l·L - 1, k cat = 0. 0626

s- 1, 与文献报导相符 (K m = 0. 4～ 1. 1 Λm o l·L - 1,

k cat= 0. 02～ 0. 093 S- 1) [ 2～ 4 ]Λ 这说明该方法是可靠

的,我们的推导和实验设计是正确的Λ
由于应用此法进行实验时仅需要一台酶标仪,

对仪器要求不高,也不需纤溶酶或 PA 的专一性抑

制剂,所以适合一般实验室应用;该法在操作时只需

在 96孔板中加好样品后连续测定A 405,中途无须取

样,所以操作简便、快捷,也消除了因中途取样造成

的偶然误差,又由于标准曲线的引入消除了 96孔板

的不均匀本底对实验造成的系统误差和因测量反应

液在 96孔板中的高度而带来的偶然误差,所以该法

应是已知方法中误差较小的一种 (文中各原始数据

图的回归曲线的 R
2 都在 01999 以上, 最高可达

019998) ;应用此法进行实验时反应体系仅为 90 Λl,

样品用量小,底物也较其它方法节省很多,所以该方

法又是一种较为经济的方法Λ
致谢　感谢袁洪生老师的悉心指导,肖传英、杜莉芬老

师的热情帮助Λ
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