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凝血级联反应中的大分子机制

郭晓杰,朱丹*,沈健*

(南京师范大学化学与材料科学学院,生物医药功能材料国家地方联合工程研究中心,南京
 

210023)

摘要:凝血是常见的生理和病理现象。凝血的发生是一系列级联的化学反应,首先是凝血因子在内在或外来因

素的触发下产生凝血酶原的激活物,使得凝血酶原转化为凝血酶,纤维蛋白原在凝血酶的作用下,脱去多肽链

段转化为纤维蛋白单体,与相邻单体聚合形成纤维蛋白聚合物,最终与血液环境中的血小板、红细胞和内皮细

胞等形成网络结构血凝块。本文从大分子化学和物理角度,分析了凝血过程中凝血酶、纤维蛋白的大分子反应

和结构变化。
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Abstract:
 

Coagulation
 

is
 

a
 

commonly
 

physiological
 

and
 

pathological
 

phenomenon.
 

The
 

occurrence
 

of
 

coagulation
 

is
 

a
 

cascade
 

of
 

chemical
 

reactions.
 

Firstly,
 

the
 

coagulation
 

factors
 

generate
 

the
 

activator
 

of
 

prothrombin
 

under
 

the
 

trigger
 

of
 

internal
 

or
 

external
 

stimuli,
 

so
 

that
 

the
 

prothrombin
 

is
 

converted
 

into
 

thrombin.
 

Secondly,
 

the
 

polypeptide
 

chain
 

is
 

removed
 

from
 

fibrinogen
 

with
 

the
 

activation
 

of
 

thrombin
 

and
 

fibrinogen
 

is
 

converted
 

into
 

the
 

monomers
 

of
 

fibrin,
 

which
 

are
 

polymerized
 

to
 

form
 

the
 

polymer
 

of
 

fibrin.
 

Thirdly,
 

fibrin
 

combines
 

with
 

plate-
lets,

 

red
 

blood
 

cells,
 

and
 

endothelial
 

cells
 

in
 

the
 

blood
 

and
 

finally
 

they
 

form
 

a
 

network
 

of
 

blood
 

clot.
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

molecular
 

reactions
 

and
 

the
 

structural
 

changes
 

of
 

thrombin
 

and
 

fibrin
 

in
 

the
 

coagulation
 

have
 

been
 

an-
alyzed

 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

macromolecular
 

chemistry
 

and
 

physics.
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  大分子物质如核酸、蛋白质等对于人体内的

生化过程是必不可少的,大分子的生物功能与三

维结构密切相关。我们需要了解大分子在人体内

生物过程和行为表现来解释生命的基本原理,用
化学反应机理、化学模型、成键类型、空间结构趋

向、能量定律、动力学和热力学等化学知识解释人

体内生物过程,使基础生物学、生物医学、生物技

术的研究获得进一步发展。目前已确定的各类蛋

白质的3D结构、氨基酸序列、蛋白质家族、功能位

点和结合位点等信息均收录进蛋白质数据库[1~3]。
迄今为止,我们对于生物大分子的认识仍然局限

在静态的蛋白质结构或自组装,对于大分子关联

的具体生理或病理现象,却很少深究到大分子结

构或结构变化的分子层面上来讨论。本篇知识介

绍中,将从大分子的物理和化学角度,来分析人体

的生理或病理的凝血过程。
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凝血,是指血液状态由流动的液体转化为不流

动的凝胶态的过程,既是生理性止血的重要部分,
也是重症患者高发的病症之一。据临床统计,ICU
重症病人并发凝血功能障碍的几率高达10%~
40%。凝血功能障碍涉及凝血与出血的动态平衡

失调,患者有出血或血栓形成的风险[4]。新型冠状

肺炎(COVID-19)的危重患者,普遍出现血栓、弥散

性凝血,或者出血等凝血功能障碍[5~8]。

1 凝血级联反应

  参与凝血过程的物质统称为凝血因子。凝血

因子是参与血液凝固过程的各种组分,目前共有

12种,除了因子IV是Ca2+ 以外,其余均为蛋白

质。除因子Ⅲ以外,其他均存在于新鲜血浆之中。
由国际凝血因子命名委员会(International

 

Com-
mittee

 

on
 

the
 

Nomenclature
 

of
 

Blood
 

Clotting
 

Factors)按发现的先后顺序(William’s
 

Hematol-
ogy

 

9th
 

Edition),以罗马数字I~XIII统一命名,活
化后的凝血因子,在罗马数字的右下方以字母“a”

 

(active)标示,是由其无活性的前体酶原经活化裂

解特定位点的肽键转化而来,以酶原的形式存在,
可避免正常机体的血液在流动时发生凝固,具有

重要的生理意义。
传统的凝血级联反应认为凝血过程分为内源

性和外源性凝血两个途径。内源性和外源性凝血

的区别就在于参与凝血过程的物质是否全部来自

血浆内还是有外来的因子。譬如在就医抽血时,若
针管不慎将毛细血管戳破,几小时后便可在针孔处

及其周围观察到青紫色,这便是由于刺破的血管壁

组织细胞释放出组织因子,而启动外源性凝血的缘

故。而若将抽出的新鲜血液转移至玻璃器皿中,很
快便可看到血液开始凝固,这是因为显负电性的玻

璃器皿与血液接触后,诱发了内源性凝血[9]。
如图1所示,在内源性凝血途径中,异物或者破

损内皮的胶原表面可以吸附因子XII和高分子量激

肽原(high
 

molecular
 

weight
 

kininogen,HMW-K),

HMW-K是一种分子量为1.1×105 的蛋白,通常

与前激肽释放酶(Prekallikarein,pre-K)以1∶1
的复合形式存在于血浆之中,是活化XII因子的

辅助因子[10]。同时,血小板也被激活,释放磷脂和

血小板因子(platelet
 

factor,PL)。接下来,因子

XI被XIIa激活,形成 XIa,XIa又使得IX激活,

IXa在血小板磷脂、血小板因子、钙离子的作用下,
与VIIIa形成IXa-VIIIa复合物,该复合物可以活

化因子X。参加该过程的凝血因子均来自于血浆

内,所以称为“内源性”,临床上常以活化部分凝血

活酶时间
 

(Activated
 

Partial
 

Thromboplastin
 

Time,

APTT)来反映体内内源性凝血途径的状况。

图1 凝血级联反应示意图

Figure
 

1 The
 

schematics
 

of
 

cascade
 

coagulation
 

pathways
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  所谓因子的活化往往是因子在蛋白酶的作用

下,发生了肽键的断裂,原先的分子链断裂或者构

象发生改变。例如XII在pre-K作用下 Arg353-
Val354断裂[9,11],转化为XIIa,通过二硫键连接在

一起的双链蛋白酶,其中C端的轻链
 

(Mr=2.8×
104)

 

包含了具有催化活性的三个残基
 

(His-40,
 

Asp-89,
 

Ser-191),而 N 端的重链
 

(Mr=5.2×
104)

 

中含有带有负电荷的表面结合区。
在创伤、外科手术、恶性肿瘤以及产科意外等

情况发生时,广泛存在于内皮下的各种细胞质膜

中的特异性跨膜糖蛋白组织因子(Tissue
 

Factor,

TF)被释放到血液中[5,12~15],启动外源性凝血,如
图1中外源性凝血过程所示。在钙离子的参与

下,因子 VII通过γ-羧化谷氨酸与 TF的磷脂部

分结合形成1∶1复合物,活化形成 VIIa,与磷脂

和Ca2+ 共同作用下形成 X激活复合物,比 VIIa
单独存在时激活X会增强1.6×104 倍[16,17]。临

床医学凝血功能测试中以凝血酶原时间(Pro-
thrombin

 

Time,PT)来反映外源性凝血途径的状

况。由于在该过程参与的凝血因子并非全部存在

于血浆中,还有外来的凝血因子如组织因子参与

凝血,所以称为“外源性”凝血,是从TF释放到血

浆而启动,直至激活X的过程。
随着人们对凝血过程认识的深入,对传统的

凝血级联反应不断加以修正和补充,人们确定了

TF的核心重要性。在初始阶段,因子X和IX可

以由TF-VIIa复合物激活,将内源性和外源性途

径联系起来,在放大和传播阶段,凝血酶的快速扩

增、凝血因子和细胞相互作用是形成稳定血凝块

的必要步骤。简而言之,凝血激活的新模式认为

TF释放形成少量的凝血酶后,凝血酶进一步激活

血小板、VIII、V 因子使得凝血过程加速、规模

放大。

2 共同途径中的大分子反应

  不管是传统的内源性、外源性凝血,还是TF
激活的新模式[18],凝血的最终阶段都包含了凝血

酶的生成和三维纤维蛋白网络形成两个阶段。
图2中列出了凝血共同途径中两种重要的大分

子,即凝血酶原和纤维蛋白原的晶体结构图。凝

血酶的形成是在Ca2+、Xa、Va和磷脂膜共同作用

下,将单链凝血酶原裂解为活化的双链凝血酶;纤
维蛋白三维网络的形成过程是纤维蛋白原被凝血

酶催化裂解、释放肽段后转化为纤维蛋白单体,在

XIIIa作用下交联形成稳定结构的纤维蛋白网络,从
高分子化学角度看,该过程可分为三个阶段,即纤

维蛋白单体的生成、单体的聚合和大分子链交联。

2.1 凝血酶的形成

  凝血酶原由579个氨基酸残基组成,包含一

个可与Ca2+ 结合的γ-羧化谷氨酸区(Gla1-44)、环
状K区(Kringle,K145-143,K2170-248 区含有可与Va
相互作用的位点)和一个含有激活区的催化区

(A272-320 和B321-579)
[19]。图2中(1)是凝血酶原X

射线衍射晶体结构图(无Gla区,红色圆圈内表示

激活区)。图3采用结构简图的形式表示出凝血

酶的形成过程。位于凝血酶原N端前40个氨基

酸残基中的10个Gla,通过Ca2+ 与磷脂膜结合;
在磷脂膜上,膜结合因子

 

Xa及因子Va
 

与凝血酶

原结合形成凝血酶原复合物,该复合物通过在图

中的I位点Arg271-Thr272以及II位点
 

Arg320-
Ser321处裂解[20],前者去除了凝血酶原的片段

F1.2,即Gla-K1-K2,后者形成由二硫键连接的双

链(A链和B链),即具有活性的丝氨酸蛋白酶凝

血酶IIa。一旦凝血酶原被激活,凝血酶就可以逃

离复合物并自由攻击其底物。凝血酶与丝氨酸蛋

白酶高度同源,激活的凝血酶具有3个暴露的区

域,在活性位点沟中有丝氨酸残基,两个外部位点

I和II具有负电性,往往作为与底物的结合区域。
在纤维蛋白原裂解转化为纤维蛋白单体的反

应中,凝血酶外部位点I与纤维蛋白E结构域结

合、外部位点II与γ 链的高亲和力结合,然后活性

位点特异性水解纤维蛋白原α链和β链N端Arg-
Gly酰胺键。除此之外,凝血酶还可促进血小板的

释放和粘附、聚集,以加速血液凝固;也可以促进

上皮细胞的有丝分裂,缩短创伤愈合时间,因此常

用作手 术、创 伤、生 产 出 血 以 及 各 器 官 部 位 止

血[21]。

2.2 纤维蛋白单体的形成及聚合

  纤维蛋白作为凝血级联反应的产物和纤溶的

底物,在止血过程中有着至关重要的作用[22]。在

体内三维纤维蛋白网络的形成以及粘附的血小

板、红细胞、白细胞和内皮细胞等组成的血凝块,
是血管损伤部位的有益止血过程[23,24]。纤维蛋白

聚合涉及许多连续的反应,每个反应过程都可能

会带来纤维蛋白网络的结构与性质的改变,从而

影响各种疾病的发展走向如癌症、创伤、获得性和

遗传性凝血功能障碍以及产科并发症等。

·615·



4期 郭晓杰等:凝血级联反应中的大分子机制

图2 凝血酶原(a)和纤维蛋白原(b)的晶体结构图(图源来自UniProt数据库)

Figure
 

2 The
 

crystal
 

structure
 

diagram
 

of
 

(a)
 

prothrombin
 

and
 

(b)
 

fibrinogen
 

(from
 

UniProt)

图3 凝血酶形成的结构简图

Figure
 

3 Structural
 

diagram
 

of
 

the
 

formation
 

of
 

thrombin

  如图2(b)和图4所示,纤维蛋白原是一种结

构复杂的二聚体血浆蛋白(340
 

kDa)[25],血浆中的

含量为2~4
 

mg/mL。19世纪50年代,Bailey
等[26]从纤维蛋白原的X-射线衍射图谱得出,其分

子是由两个相同的亚基构成,每个亚基包含α、β
 

和
 

γ 三条肽链,三条多肽链所含的氨基酸数目分

别为1220、922和822,链间由29个二硫键(—S—

S—)连接,其中3个二硫键将两个亚基部分相互

连接。六条链的N端构成纤维蛋白原的E域,此
处的二硫键分布最多,β和γ 链的C端组成两个远

端的D域。每个亚基的α、β、γ 链形成一个三链螺

旋线团状结构,连接中心E和两端D[27,28]。

图4 纤维蛋白原的结构简图

Figure
 

4 A
 

simple
 

structural
 

diagram
 

of
 

fibrinogen

在纤维蛋白原的E域,α和β链上分别存在可

被凝血酶裂解的纤维蛋白肽 A(fibrinopepide
 

A,
 

FpA)(α1-16)和纤维蛋白肽B
 

(fibrinopepide
 

B,
 

FpB)(β1-14)。图5示意图显示了纤维蛋白肽的

断裂过程。首先,具有切割序列专一性的凝血酶

催化纤维蛋白原α链上N端的精氨酸(Arg16)-甘
氨酸(Gly17)残基之间的肽键断裂,发生

 

FpA
 

的

脱离,暴露出“A”位点(Gly-Pro-Arg),形成的纤维

蛋白单体称为纤维蛋白I,会自发聚合形成原纤

维,但结构松散易被纤溶酶分解[29,30];同样凝血酶

切割β 链上N端Arg-Gly,释放FpB,暴露出“B”
位点(Gly-His-Arg

 

),产生单体纤维蛋白II,形成

的原纤维会发生横向聚集,结构较紧实耐纤溶酶
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图5 纤维蛋白原E域上纤维蛋白肽FpA和FpB断

裂过程示意图

Figure
 

5 Schematics
 

of
 

the
 

broken
 

of
 

FpA
 

and
 

FpB
 

from
 

the
 

E
 

region
 

of
 

fibrinogen

  

分解[27,31,32]。
“A”位点与邻近纤维蛋白单体D域的γ 链上

的“a”位点结合,形成“A-a”相互作用,可使得纤维

蛋白单体以半交错的方式连接形成二聚体,而将

第三个单体加到二聚体上,则会导致两个纤维蛋

白单体以头对头方式邻近,“A-a”相互作用使两个

纤维蛋白单体D域间的相互接触,导致新的二价

聚合位点“b”的产生,“b”位点可与β链N端经裂

解产生的“B”位点互相结合,形成D∶E∶D区域

间相互作用,进而形成三聚体、四聚体等更大的双

链纤维蛋白低聚体。因此“A”与“a”位点的结合促

进了纤维蛋白单体分子的线性聚合以及纤维蛋白

链的分支[30],如图6所示。

图6 纤维蛋白单体聚合示意图

Figure
 

6 Schematic
 

diagram
 

of
 

fibrin
 

polymerization

  当形成的低聚体足够大时(20~25个纤维蛋

白单体),可形成双链的原纤维(Protofibril),原纤

维是纤维蛋白聚合的关键中间体[27]。“B”与“b”
位点的结合可促进原纤维的横向聚集,促进聚合

物的形成[31,33]。其他已被证明有利于原纤维横向

聚集的还有γ 链的C端与相邻的β 链的相互作

用[34]、不 同 纤 维 蛋 白 分 子 间 的 αC 域 相 互 作

用[35~37]、线团缠结作用,以及β链上Asn364和γ
链上Asn52残基间的 N-糖胺聚糖作用等[27]。随

着纤维蛋白长度和厚度的增加,纤维束会发生分

支。横向聚集有利于形成厚纤维,而分支则易于

形成薄层纤维。在纤维蛋白网络中,随着分支点

数量的增加,纤维束直径减小,这表明分支和横向

聚集具 有 竞 争 性。纤 维 蛋 白 在 谷 氨 酰 转 氨 酶

XIIIa作用下,以多肽链中谷氨酰胺残基的γ-羧酰

胺基作为酰基的供体,以赖氨酰残基ε-氨基作为

酰基的受体,形成蛋白质分子内和分子间的ε-γ

(谷氨酰)
 

赖氨酸异肽键(isopeptide
 

bonds)[38],使
蛋白质分子发生共价交联。除此之外相邻单体分

子α链之间、α链和γ 链间也会以同样原理形成酰

胺键[39]。大分子间及内部这种不可逆的交联反应,
增强了纤维网络,即凝血块的机械稳定性[40],也为

中风病患血管系统中凝血块的消除带来了困难。

3 结语

  凝血级联反应中的大分子反应及结构变化归

根结底与有机化学、高分子物理和化学密切相关,
凝血因子的激活、凝血酶形成过程均与肽键断裂、
大分子构象变化相关。凝血块中纤维蛋白的形

成,由纤维蛋白原经肽段催化裂解、暴露出反应位

点,形成纤维蛋白单体、再聚合形成网链结构的凝

胶。从化学和大分子角度了解凝血级联反应,有
助于我们深刻理解凝血、出血等生理和病理现象,
以及相关抗凝或溶纤药物的作用原理。
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