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摘    要 
 

含 I 型凝血酶致敏蛋白基序的解联蛋白样金属蛋白酶 1 (ADAMTS1, a 

disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif, family member 1) 

是一在生物体内广泛分布的分泌型金属蛋白酶，在多种发育及生理过程中发挥

重要作用。根据小鼠遗传学研究发现，人们推测 ADAMTS1 与血小板发育可能

具有潜在关联；而人类研究亦揭示其在某些血液异常疾病的发生过程中可能发

挥重要作用。我们设想 ADAMTS1 活性检测将能为相关人群未来血栓性异常疾

病的发生提供一有力的诊断工具。本篇研究中我们研发了一 ADAMTS1 活性检

测分子，通过引入点突变提高了其检测灵敏度，并验证了一系列不同抑制条件

对 ADAMTS1 活性的影响，为未来应用中提高检测效率与精确度提供了参考。

随着后续评估和优化的跟进，这一检测分子将有望成为 ADAMTS1 相关血液异

常疾病的有效诊断工具，并在相关巨核细胞世系恶变的预防方面提供重要帮

助。另一方面，与过去对 ADAMTS1 敲除小鼠的观察发现相一致，我们发现

ADAMTS1 敲除小鼠胚胎肝脏的巨核细胞水平较正常水平显著降低。这一结果

从一个新的角度支持了人们对 ADAMTS1 在巨核细胞发育过程中起到重要作用

的推测。对相关机制的深入研究也将为临床诊断、治疗及预防提供重要参考。 
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Abstract 
 

ADAMTS1 (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif) is a 

widely distributed, secreted metalloprotease known to play important roles in multiple 

developmental and physiological processes. A link between ADAMTS1 and platelet 

development was suspected in previous mouse genetic study, while human studies have 

indicated its potential role in the pathogenesis of certain blood abnormalities. We 

propose that detection of ADAMTS1 activity can offer a powerful diagnostic tool for 

future thrombotic anomalies in related patient groups. In this study, we developed a 

reporter molecule of ADAMTS1 proteolytic activity as a potential diagnostic tool in 

future clinical application. Cleavage sensitivity was improved by introducing point 

mutations, and a series of inhibitory conditions were verified to be applied in promoting 

detection efficiency. With further evaluation and optimization, this reporter molecule 

will be able to serve as a very promising diagnostic approach for ADAMTS1 related 

blood abnormalities, and further help with prevention of certain megakaryocyte lineage 

malignancies. On the other hand, consistent with previous observation on ADAMTS1 

knock-out mice, we found a significant decrease in the number of megakaryocytes in 

ADAMTS1 null embryonic liver. This provides an additional evidence that ADAMTS1 

may play a key role in megakaryocytic development, and further investigation into 

related mechanisms will be of great value in clinical diagnosis, treatment as well as 

prevention.  

 

Keywords, 

ADAMTS1, megakaryocyte development, activity detection, diagnostic tool 
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一、前 言 
 

含凝血酶致敏蛋白基序的解联蛋白样金属蛋白酶 ADAMTS (a disintegrin and 

metalloprotease with thrombospondin motifs) 是一在生物体内广泛表达及分布的

分泌型金属蛋白酶家族[1]。迄今为止，人类 ADAMTS 家族共发现 19 个成员，其

共有特征为同时具有金属蛋白酶结构域，解联蛋白样结构域，以及一系列不同数

目的 I 型凝血酶致敏蛋白基序（或称重复序列）[1, 2]。ADAMTS 以及基质金属蛋

白酶 (matrix metalloprotease, MMP) 家族、解联蛋白样金属蛋白酶 (a disintegrin 

and metalloprotease, ADAM) 家族等金属蛋白酶在基质蛋白、生长因子等细胞外

蛋白的酶解作用中发挥重要作用，从而实现对多种发育、生理及病理过程的调节

[3, 4]。 

1999 年，研究者们在一项寻找具有抑制血管生成作用的蛋白研究中克隆得

到了人类 ADAMTS 家族中的首个成员 ADAMTS1[5]。此后的研究逐步揭示了

ADAMTS1 针对多种底物的催化活性，如催化可聚蛋白聚糖 (aggrecan) 降解从

而调节关节软骨生理机能，以及非催化活性如结合并阻碍血管内皮细胞生长因子 

(vascular endothelial growth factor, VEGF) 发挥其生物活性从而调节血管生成[2]。

此外，遗传学研究也显示 ADAMTS1 参与了诸多发育及生理过程的调节。

ADAMTS1 的突变失活可导致胚胎期死亡或严重肾功能失常造成的产后死亡[4, 6]。

此外，敲除小鼠表现出生长迟缓，雌性育性严重下降，肾上腺、脂肪组织、子宫、

卵巢等多个器官发育畸形[6]。 

在本研究小组的以往研究中，ADAMTS1 敲除小鼠除具有极高的新生死亡率

外，还普遍表现为腹腔出血。因此我们猜测这些小鼠可能具有凝血功能障碍。与

此相一致，我们还观察到在一只出生后存活了 7 天的小鼠体内，外周血的血小板

数量较正常小鼠大为减少（降低约 87%）。综合考虑以上因素，我们推测

ADAMTS1 与血小板发育之间可能存在潜在关联。 

有趣的是，人类 ADAMTS1 基因位于 21 号染色体，且其蛋白水平在唐氏综

合症患者中也显著增加[7]。长久以来，人们一直怀疑 21 三体与巨核细胞的发育

异常之间存在联系，其依据主要聚焦于暂发性骨髓增生紊乱  (transient 

myeloproliferative disorders, TMDs) 及髓细胞白血病 (myeloid leukemia)。TMD 是
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一种巨核细胞世系疾病，在唐氏综合症新生儿中发病率约 5-10%；极少数情况下

也可见于非唐氏综合症的新生儿，但是这类患者的骨髓均表现为嵌合型 21 三体

[8]。尽管 TMD 引起的异常病征绝大多数情况下会自发消退，约有 20%罹患 TMD

的幼儿会在 2-4 年后发展为髓细胞白血病（一种急性巨核细胞世系白血病）[8-10]。 

鉴于以往研究 ADAMTS1 水平上升与某些血液异常疾病存在关联，我们设

想 ADAMTS1 的活性检测将能为 ADAMTS1 异常人群中高风险的血栓性疾病发

生提供强有力的诊断及预测工具。在本篇研究中，我们研发了一种体外检测

ADAMTS1 活性的检测分子，评估了其对人类重组 ADAMTS1 蛋白酶活性的检

测能力，通过引入点突变构建了检测性能更优的突变体检测物，并探究了一系列

酶活性抑制条件下 ADAMTS1 对该检测物的作用活性。另一方面，我们也检测

了 ADAMTS1 敲除小鼠胚胎的巨核细胞水平，从而为未来研究 ADAMTS1 在巨

核细胞发育及血液异常发生机制中的作用提供了参考。 
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二、材料与方法 
 

2.1 实验材料 

2.1.1 组织切片 

ADAMTS1 野生型及敲除小鼠胚胎切片：福尔马林固定-石蜡包埋组织切片，

厚 5μm，实验室以往制得。 

 

2.1.2 载体与宿主菌 

载体：mRuby2-pBAD 质粒，购自 Addgene。 

宿主菌：DH5α 感受态细胞，购自 Bioline；LMG194 菌株，购自 ATCC。 

 

2.1.3 其他  

磁珠：HisPur Ni-NTA magnetic beads，购自 Thermo Scientific。 

 

2.2 实验试剂 

2.2.1 免疫组织化学试剂 

1) 抗体及血清 

  一抗：Rabbit anti-von Willebrand Factor (vWF)，购自 DAKO。 

  二抗：Biotinylated goat anti-rabbit，购自 Vector labs。 

  山羊血清：Normal goat serum，购自 Fisher Scientific。 

2) TE 缓冲液 (pH 9)： 

10mM Tris  

1mM EDTA    

0.05% Tween-20   

pH 9   

   3) ABC 反应液：由 ABC 试剂盒 (Vector labs) 配制 

      1 滴 reagent A 

      1 滴 reagent B 

    加入 2.5ml PBS (不含 Tween-20) 中并混匀。 
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  4) DAB 反应液：由 DAB 过氧化物酶底物试剂盒 (Vector labs) 配制 

      1 滴 Buffer 

      2 滴 Substrate 

      1 滴 H2O2 

     加入 2.5ml ddH2O 中并混匀，现配现用。 

    

  2.2.2 细菌裂解液 

50mM Tris 

500mM NaCl 

10mM imidazole 

0.2% Triton X-100 

pH 8 

  每次使用前现加入 protease inhibitor cocktail – cOmplete, EDTA-free (Roche) 

 

  2.2.3 酶解反应缓冲液 (2x) 

100mM Tris 

20mM CaCl2 

160mM NaCl 

pH 7.4    

 

2.3 实验方法 

2.3.1 免疫组织化学染色 

1) 脱蜡：依次将附有组织切片的载玻片放入二甲苯-二甲苯-100%乙醇-95%乙

醇-70%乙醇-50%乙醇-ddH2O-ddH2O，每步 5min。 

2) 内源过氧化物酶封闭：将载玻片从 ddH2O 中转入含 3%H2O2 的甲醇中，室

温下作用 30min。封闭结束后，PBS 洗涤 2 次，5min/次。 

3) 抗原修复：将载玻片转入预先加热至 95°C 的 TE 缓冲液 (pH 9)，95°C 作

用 20min，而后室温冷却 20min。PBS 洗涤 2 次，5min/次。 
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4) 血清封闭：载玻片稍沥干，用防水笔框出组织切片外围以防止后续孵育液

体流散。将载玻片水平架在铺有湿润纸巾的玻片收集盒中，每个切片框内滴加

200μl 3%山羊血清。盖上盒盖以减少蒸发，潮湿盒内室温下作用 1h。 

5) 一抗孵育：倒掉封闭液，兔抗-vWF 抗体以 3%山羊血清 1:1000 稀释，每

个切片框内滴加 200μl 一抗稀释液，对照组切片滴加等量 3%山羊血清。载玻片

置于潮湿盒内于 4°C 反应过夜。 

6) 二抗孵育：倒掉一抗（注意实验组血清不要污染到对照组），PBS 洗涤 3

次，5min/次。生物素标记的抗兔抗体以 3%山羊血清 1:1000 稀释，每个切片框

内滴加 200μl 二抗稀释液，于潮湿盒内室温反应 1h。 

7) 信号放大反应：倒掉二抗，PBS 洗涤 3 次，5min/次。每个切片框内滴加

200μl 提前配好的 ABC 反应液，于潮湿盒内室温反应 30min。 

8) 显色：倒掉 ABC 反应液，PBS 洗涤 2 次，5min/次。稍沥干载玻片，置于

显微镜下。滴加数滴提前配好的（每次实验现配）DAB 反应液，显微镜下观察

显色情况，视显色情况适时停止反应、倒掉反应液、浸入 ddH2O，反应不超过

5min。 

9) 复染：用 ddH2O 稍漂洗载玻片，稍沥干，水平放置，滴加数滴苏木精，

染色 20s。用 ddH2O 漂洗至洗涤液无色澄清。 

10) 脱水：依次将载玻片放入 ddH2O-50%乙醇-70%乙醇-95%乙醇-95%乙醇-

100%乙醇-100%乙醇-二甲苯-二甲苯，每步 20s。 

11) 封片：载玻片浸入二甲苯中转移至通风厨内，取出载玻片，稍沥干，玻

片一侧滴加适量封片剂 Permount (Fisher Scientific)，用盖玻片自该侧起小心盖

上，避免气泡。载玻片水平置于通风橱内晾干，48h 后取出。 

 

2.3.2 mRuby2-hTSP1 质粒构建 

mRuby2-pBAD 载体以 XhoI (NEB) 单酶切处理，CIP (NEB) 去磷。hTSP1 插

入序列长度为 45bp： 

5’- TCCAGCGGATCCGCGCTGGCGAACGAACTGCGCCGCCCGCCGGGC -3’ 

序列的插入通过 Gibson Assembly (NEB) 反应完成。 
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 2.3.3 荧光蛋白表达及纯化 

  1) 经测序验证正确的质粒转化 LMG194 感受态细胞，得到单克隆后，挑单克

隆于含 AMP（氨苄青霉素）及 SM（链霉素）的 2ml LB 培养液，37°C 过夜培

养约 16h。 

  2) 次日早晨，测定 OD600 为 1-2 时，接种 1ml 菌液于 50ml 含 AMP 及 SM 的

LB 培养液，37°C 培养约 2.5-3h，至 OD600 约 0.5-0.7 时取出置于室温下。取

1ml 菌液至洁净 Ep 管，13000rpm 离心 1min，弃上清，沉淀于-20°C 保存，作

为诱导表达前对照。 

  3) 待菌液冷却至室温后，加入 5μl 20% L-阿拉伯糖（终浓度 0.002%），25°C

诱导表达过夜。 

  4) 次日早晨，将菌液转移至 50ml 离心管，取 1ml 菌液至洁净 Ep 管，

13000rpm 离心 1min，弃上清，沉淀于-20°C 保存，作为诱导表达结束时对照。 

余下 50ml 离心管内菌液 4°C 4000rpm 离心 15min。 

  5) 弃上清，沉淀置于冰上，以预冷的 4ml 裂解液重悬。 

  6) 以探针式超声仪进行超声裂菌，功率设定为 6 档，工作时间 10s/ 间歇时

间 15s，超声 20 次。 

  7) 超声结束后，分别取 30μl 细菌裂解液于两洁净 Ep 管，其中一管不加处

理，另一管 13000rpm 离心 1min，转移上清至新 Ep 管，三管样品分别作为全细

胞裂解液、裂解沉淀、裂解上清，于-20°C 保存。 

8) 转移余下细菌裂解液至两洁净 2ml Ep 管，4°C 13000rpm 离心 15min。 

  9) 分装裂解上清液至洁净 Ep 管，-80°C 冻存。 

   

  2.3.4 ADAMTS1 酶解反应 

1) 从-80°C 取出待用蛋白的裂解上清液，置于冰上融化。 

  2) 取 50μl 上清液于新 Ep 管，加入 250μl 平衡缓冲液并混匀作为蛋白样品。 

  3) 将磁珠用平衡缓冲液洗好（依据磁珠生产商使用指南），加入蛋白样品充

分重悬，置于转动摇床上 4°C 孵育 30min。 

  4) 用磁力架吸附磁珠，收集 flow-through，余下磁珠以 300μl 洗涤缓冲液洗

涤 3 次。以一定体积 2x 酶解缓冲液重悬磁珠。 

  5) 配置酶解反应体系，最后加入酶解缓冲液重悬的磁珠，37°C 反应 3h。 
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  6) 反应结束后，以磁力架吸附磁珠，分离出上清液用于荧光测定。测定参

数：激发波长 544nm，发射波长 620-10nm。 

  注： 

(1) 37°C 反应前各步骤均在冰上进行。 

(2) 涉及抑制剂的酶解反应，在加入磁珠前首先进行 ADAMTS1 与抑制剂的

预反应：室温条件，抗体 3h，其他抑制剂 1h。 
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三、 研究结果 
 

3.1 ADAMTS1 敲除小鼠胚胎巨核细胞水平显著下降 

 

以往研究发现，具有 ADAMTS1 功能丧失型突变的小鼠表现出极高的新生

死亡倾向。其死亡原因并不明确，但是人们注意到这些小鼠同时表现出腹腔出

血的表型。与此相一致的是，对其中一只出生后存活了 7 天的小鼠的研究显

示，其外周血血小板数量较正常水平急剧减少（约下降 87%）。目前这一

ADAMTS1 敲除小鼠品系在低温下保存，我们决定首先利用实验室已有的敲除

小鼠胚胎切片进行一项初步研究。 

在胚胎期的造血过程中，肝脏作为最主要的暂时性造血器官，造血干细胞

(hematopoietic stem cells, HSCs) 在其中经历复杂的分化与发育过程，产生多种

祖细胞及成熟血细胞。这一过程在小鼠胚胎发育期内主要发生于 E12.5 至

E16.5，此后 HSC 及各类祖细胞等逐渐转移至脾脏及骨髓[11]。鉴于此，我们挑

选出 E12.5 至 E16.5 的胚胎期肝脏切片，利用免疫组织化学方法对其中巨核细

胞进行染色，通过探究血小板发育上游过程——巨核细胞发育情况以研究敲除

小鼠的血小板发育情况。我们首先在野生型 E15.5 的胚胎切片中测试了一抗：

抗 von willebrand 因子 (von Willebrand Factor, vWF)。染色后可见巨核细胞通过

细胞质中大量 α 颗粒被染色而显示出来（图 1A, 1B）。经鉴定一抗有效后，我

们对均处于相同年龄 E15.5 的 3 个野生型胚胎、2 个 ADAMTS1 敲除胚胎切片

进行染色鉴定。结果显示，敲除小鼠胚胎肝脏中的巨核细胞水平较野生型约有

50%的下降（图 1C-1E）。这一结果与之前观察到的新生敲除小鼠血小板减少表

型相一致，为我们猜测 ADAMTS1 影响血小板发育提供了初步的支持性证据。 

 

 



11 
 

  

WT E15.5 

A 

图 1. ADAMTS1 敲除小鼠胚胎肝脏中巨核细胞水平明显降低。 

(A-B) 野生型(WT) E15.5 小鼠胚胎肝脏切片的免疫组织化学染色结果，(A)为使用一抗

anti-von Willebrand 因子，(B)为无一抗对照。比例尺：50μm。放大图展示了巨核细胞的形

态特征，比例尺：20μm。 

(C-D) 相同年龄(E15.5)下野生型(C) 及 ADAMTS1 敲除小鼠胚胎(D) 肝脏切片的免疫组

织化学染色结果。箭头所指为计数的巨核细胞。比例尺：50μm。 

(E) 对分别取自 3 个野生型(WT)及 2 个敲除(KO)小鼠胚胎的切片进行染色，肝脏中巨核

细胞数的统计结果。每个数据点代表一个切片的平均值。均值标准误差(SEM) 如图所示，

**** P < 0.0001。 
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3.2 ADAMTS1 活性检测分子的构建 

 

为开发一体外检测 ADAMTS1 水平及活性的诊断物，我们设想将一段已知

的 ADAMTS1 作用位点序列插入荧光蛋白 mRuby2 以构建一检测分子。目前已

知的 ADAMTS1 底物中，只有包括凝血酶致敏蛋白 1 (thrombospondin 1, TSP1) 

和 TSP2 在内的少数几个其酶切位点得到定位[4]。TSP1 是这一广泛分布的糖蛋

白 TSP 家族的首个成员。TSP 可由多种细胞类型表达，在调节细胞迁移，增

殖，细胞间/细胞与基质间相互作用等方面发挥重要作用[3]。TSP2 与 TSP1 具有

相同结构特征及相近的 ADAMTS1 作用位点，此外 TSP2 还具有另一未经定位

的作用位点[4]。基于 ADAMTS1 作用于人类 TSP1 (hTSP1) 的位点，我们选取

了该位点处一段十肽 （酶切位点位于正中间）插入 mRuby2 的 N 端，作为检

测分子中 ADAMTS1 的靶点（图 2A）。 

我们首先测试了 ADAMTS1 作用下该检测分子 (mRuby2-hTSP1) 报告酶切

活性的能力。检测分子首先通过 N 端 His-tag 与表面结合了镍离子的磁珠结

合，而后在 37°C 与 ADAMTS1 共同孵育 3 小时。反应结束后，将磁珠分离，

检测反应上清液的荧光强度。结果显示 mRuby2 载体组即产生一定的荧光，表

明 ADAMTS1 可作用于 mRuby2 N 端某处，释放 C 端片段从而产生一定背景酶

切（图 2C）；而检测分子 mRuby2-hTSP1 组荧光水平显著高于 mRuby2 载体自

身（图 2C）。 

为证实检测分子组荧光水平的显著增加确实源于 ADAMTS1 在 hTSP1 插入

片段处的特异性酶切活性，我们进一步构建了另两个对照组检测分子 EL-a 及

EL-b。二者均含有十肽的插入片段，其中间两个氨基酸 EL 与 hTSP1 的酶切位

点相同，而两侧的氨基酸序列不尽相同（图 2B）。以相同条件与 ADAMTS1 孵

育，EL-a 及 b 组荧光水平近似于 mRuby2 载体一组，显著低于检测分子

mRuby2-hTSP1 组（图 2C）。净荧光水平（各检测分子与 mRuby2 载体的荧光

水平比值）的比较进一步表明检测分子 mRuby2-hTSP1 的酶解大部分发生于

hTSP1 插入序列内部（图 2D）。此外，两个对照检测分子与 mRuby2-hTSP1 的

不同表现也说明决定酶切发生位点的因素不仅仅是酶切位点处的两个氨基酸

（在 hTSP1 中即为 E, L），同时其旁侧氨基酸序列也在 ADAMTS1 的识别和酶 

解过程中发挥作用。 
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图 2. ADAMTS1 酶解检测分子 mRuby2-hTSP1 活性显著高于载体 mRuby2。 

(A) 检测分子 mRuby2-hTSP1 结构示意图。hTSP1 十肽插入序列如图所示，箭头所指处

为 ADAMTS1 酶切位点(EL)。 

(B) hTSP1 插入序列及两对照插入序列的序列信息。 

(C) ADAMTS1 酶解反应中，ADAMTS1 浓度分别为 60nM 及 15nM 条件下各载体、检测

分子反应上清液荧光强度统计结果。标准差(SD) 如图所示。 

(D) ADAMTS1 浓度分别为 60nM 及 15nM 条件下，各检测分子与载体 mRuby2 反应上清

液荧光强度比值统计结果。标准差(SD) 如图所示。 
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3.3 检测分子反应灵敏度的优化 

 

考虑到 ADAMTS1 作用于 hTSP1 位点的特异性相对有限（图 2D），我们设

想通过在 mRuby2 载体上引入点突变以降低背景酶切，提高检测分子特异性。

过去研究者们对 ADAMTS1 作用于可聚蛋白聚糖 (aggrecan)、多能蛋白聚糖 

(versican) 等底物酶切位点的研究发现这些位点具有一定的共同特征：在酶切位

点的 N 端氨基酸为一谷氨酸 (E)，而 C 端为一非极性或极性不带电氨基酸（如

A, L, G）[12-14]。因此我们假定 mRuby2 载体上发生酶切的位点在某一个或数个

谷氨酸处，并在 mRuby2 蛋白序列中进行搜索。由于载体的背景酶切可产生荧

光，表明酶切位点接近于蛋白 N 端，我们筛选出 mRuby2 荧光生色团 MYG 之

前的共 8 个谷氨酸，其中包含一个 EL 位点及 4 个 EG 位点（图 3A）。另一方

面，mRuby2 的 3D 结构显示 N 端的 5 处谷氨酸均位于第一个 β-折叠及之前，

余下 3 处谷氨酸则位于更深入蛋白内部的位点（图 3B, SWISS-MODEL, 

http://swissmodel.expasy.org/）。 

综合以上考虑，我们构建了两个 mRuby2 突变体：突变体 I (mut I, E41A 

E42A) 仅在唯一的 E42L 位点引入突变，以除去潜在的 ADAMTS1 酶切位点

EL；突变体 II (mut II, E27A E41A E42A E46T E55T) 则突变了 N 端的 5 处谷氨

酸，余下 3 处考虑其突变可能对蛋白结构及荧光特性产生较大影响而保留不

变。同时我们也将十肽 hTSP1 序列分别插入两突变体对应 N 端，构建相应的突

变型检测分子。在同样条件下测试 ADAMTS1 对三组载体/检测分子的作用活

性，结果显示在不同 ADAMTS1 浓度下，两突变体载体荧光产生量均近似于野

生型 mRuby2（除 mut I 在 60nM ADAMTS1 下约有 30%的增加）（图 3C），表

明 mut I、mut II 均未除去 ADAMTS1 的背景酶切。然而突变型的检测分子相比

于野生型其荧光产量均显著提高（图 3C, 3D）。鉴于 mut II 相较于 mut I 更好地

维持了低背景酶切，同时 ADAMTS1 作用于 mut II 检测分子的活性明显高于

mut I，我们决定自此采用 mut II 组载体/检测分子代替野生型作为后续研究、开

发的对象。 
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图 3. 突变型检测分子具有更高的 ADAMTS1 酶解灵敏度并维持低背景酶切。 

(A) mRuby2 组成示意图及 N 端序列。荧光生色团 MYG 之前所有谷氨酸(E) #1-8 如图中

标注。蓝色箭头代表相应序列形成的 β-折叠结构。 

(B) mRuby2 蛋白 3D 结构图，图片来自 SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/)。 

(C) ADAMTS1 酶解反应中，ADAMTS1 浓度分别为 60nM 及 15nM 条件下，各组野生型

及突变型载体/检测分子反应上清液荧光强度统计结果。标准差(SD) 如图所示。 

(D) ADAMTS1 浓度分别为 60nM 及 15nM 条件下，各野生型、突变型检测分子及相应载

体 mRuby2 反应上清液荧光强度比值统计结果。标准差(SD) 如图所示。 
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3.4 不同抑制条件下 ADAMTS1 作用于检测分子活性的鉴定 

 

考虑到人体样品（如血液等）中存在的多种内源蛋白酶、抑制因子及其他

成分对检测分子准确鉴定 ADAMTS1 活性的潜在影响，我们试图改善检测条件

以提高检测分子的检测特异性，测试了一系列不同抑制条件下 ADAMTS1 作用

于 mut II 载体/检测分子的表现。 

BB-94 是一个强效的广谱基质金属蛋白酶小分子抑制剂。我们首先测试了

BB-94 存在条件下 ADAMTS1 的活性。结果显示在 BB-94 浓度为 3μM 或更高

时，ADAMTS1 作用于 mut II 检测分子的活性几乎被完全抑制（图 4A）。随

后，我们测试了一常用商品化蛋白酶抑制剂鸡尾酒 cOmplete, EDTA-free 

(Roche)。该抑制剂鸡尾酒包含针对多种哺乳动物蛋白酶的抑制剂，包括丝氨酸

及半胱氨酸蛋白酶抑制剂，但不包括哺乳动物金属蛋白酶抑制剂。结果显示，

不同浓度抑制剂鸡尾酒的使用对 ADAMTS1 活性几乎没有影响（图 4B）。这一

结果也为检测分子未来应用于人体样品时，利用抑制剂鸡尾酒以除去其他非金

属蛋白酶、提高 ADAMTS1 活性检测精确度提供了可能。 

最后，为了实现对 ADMATS1 的特异性抑制，我们使用了一种实验室过去

制得的抗重组人 ADAMTS1 单克隆抗体[12]。在测试中，随着抗体浓度提高，

ADAMTS1 活性抑制程度亦逐渐提高，在 14.2μg 抗体共同孵育条件下，可达到

活性的完全抑制（图 4C）。 
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图 4. 不同抑制条件对 ADAMTS1 作用于检测分子活性的影响。 

(A) 不同浓度 BB-94 存在条件下，反应上清液荧光强度统计结果。ATS1, ADAMTS1。 

(B) 不同浓度蛋白酶抑制剂鸡尾酒 cOmplete 存在条件下，反应上清液荧光强度统计

结果。ATS1, ADAMTS1。 

(C) 不同浓度抗 ADAMTS1 单克隆抗体存在条件下，反应上清液荧光强度统计结果。

ATS1, ADAMTS1。Ab, Antibody 抗体。 
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四、讨 论 
 

在本篇研究中，我们研发了一检测 ADAMTS1 蛋白酶解活性的检测分子

mRuby2-hTSP1，通过在载体 mRuby2 中引入点突变提高了 ADAMTS1 在

hTSP1 序列的特异性酶切活性，并证实了一系列不同抑制条件对 ADAMTS1 活

性的影响。另一方面，我们也证实了 ADAMTS1 敲除小鼠胚胎肝脏中巨核细胞

较正常水平的大幅减少。 

根据本研究小组以往的观察发现，ADAMTS1 敲除小鼠的外周血血小板数

量较正常水平严重减少。这里我们在胚胎肝脏中确证的巨核细胞减少从更为上

游的发育过程中为 ADAMTS1 功能丧失影响血小板发育提供了一致性证据。进

一步揭示这一严重发育异常背后的机制需要后续对敲除小鼠个体及其血小板功

能的深入研究。十分可能的是，ADAMTS1 的蛋白酶解活性在加工、激活某些

巨核细胞或血小板生长因子的过程中发挥重要作用。因此，探究与此相关的造

血过程生长因子及其他介导物，并进一步寻找其中潜在的 ADAMTS1 底物将具

有重要意义。 

以往研究发现，在唐氏综合症患者中 ADAMTS1 蛋白水平显著增加[7]。各

方有关 21 三体与巨核细胞世系恶变之间联系的发现增强了 ADAMTS1 在巨核

细胞世系某些异常发生过程中起到关键作用的可能性。因而，评估 ADAMTS1

水平将可能在相关病人群体中为未来血栓性异常疾病的预测提供一有力的诊断

工具。以往研究中对于 ADAMTS1 水平的评估均仅限于检测蛋白水平，而很多

情况下蛋白水平并不能真实反映发挥生物学功能的蛋白酶数量。本篇研究中我

们利用一检测底物开发了一种 ADAMTS1 活性评估方法。ADAMTS1 的活性检

测将能为诊断及预防某些血液异常疾病提供具有实际意义的参考。 

现有表达分析研究显示，血浆及包括血小板在内的多种血细胞内均存在

ADAMTS1 (MOPED, PaxDb)。我们认为血液将是最合适的检测 ADAMTS1 活性

的人体样品。为实现利用本研究中的检测分子对血液进行测试，许多前期工作

仍有待完成，包括评估血液中 ADAMTS1 水平，以及基于该 ADAMTS1 水平而

进行优化的检测反应条件等。 
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此外，考虑到血液中的复杂成分及各成分间的多种相互作用对检测

ADAMTS1 金属蛋白酶活性的潜在干扰，开发出一套特定的检测条件以准确评

估 ADAMTS1 活性水平也是十分必要的。本篇研究中我们通过利用一商品化的

蛋白酶抑制剂鸡尾酒实现了对非金属蛋白酶的抑制作用。这一应用可在很大程

度上帮助排除血液中多种蛋白酶的干扰，然而仍存在部分金属蛋白酶可对

ADAMTS1 的检测造成影响，例如血液中的 ADAMTS13（又称 von Willebrand

因子(vWF)蛋白酶）。值得注意的是，目前报道的 ADAMTS13 作用于 vWF 的酶

切位点不同于任一已知的 ADAMTS1 酶切位点[15]，增加了 ADAMTS1 检测分子

不受 ADAMTS13 影响的可能性。当然，其中各方影响仍需深入细致的研究。 

最后，对于检测分子中的短肽插入序列，其可被 ADAMTS1 识别并酶切的

充分且必要长度仍需进一步探究。以往对于 ADAMTS1 蛋白酶解的研究均聚焦

于原始的底物蛋白，本篇研究则显示取自 hTSP1 酶切位点处的十肽插入序列足

以作为 ADAMTS1 的识别及酶切靶标。尚不明确的是，一方面，在 hTSP1 的序

列背景下，是否只需短于十个氨基酸的插入序列就已足够作为 ADAMTS1 底

物；另一方面，鉴于研究报道 ADAMTS1 酶切可聚蛋白聚糖 (aggrecan) 需要更

长的酶切位点旁侧序列[12]，本研究中取自 hTSP1 本身的十肽可能并不足以作为

靶标，而 mRuby2 载体在插入序列附近的氨基酸序列甚至结构可能对

ADAMTS1 的识别及酶切起到了协助作用。基于这两方面考虑，后续研究若能

明确 hTSP1 短肽序列自身作为 ADAMTS1 底物的最小有效长度，将为开发一短

肽检测分子提供可能。可以想见，这样的短肽检测分子较之目前的检测分子

mRuby2-hTSP1 更为小巧，便于生产及操作，且不需额外的载体蛋白 mRuby2

处在旁侧，避免了背景酶切、空间位阻等多方面的潜在影响，将可能成为更加

高效、准确的活性检测物。以上各方面的改进与完善将能为未来 ADAMTS1 活

性检测的实际应用提供有价值的参考，以最大程度上帮助血液异常疾病的诊断

及预防。 
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