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摘要 ADAMTS13是分泌在血液中的一种重要的金属蛋白酶, 可特异性水解血管性血友病因子(von Willebrand
factor, VWF), 抑制VWF介导的血小板血栓形成. 血流剪切力(flow shear stress, FSS)是血液流动时, 因内部流层之间

的流速差异所产生的成对切向内摩擦力. 它被证明是一种调控ADAMTS13与VWF相互作用及ADAMTS13水解酶

活性的重要因素. 对于ADAMTS13和VWF的结构、功能及其活性调节机制的研究一直是血栓性疾病研究领域的

热点之一, 但目前仍有诸多问题未被完全阐明. 本文系统回顾了VWF和ADAMTS13蛋白的结构与功能研究, 重点

关注VWF、ADAMTS13蛋白在静态和剪切力条件下各结构域之间的相互作用、构象变化和变构激活的机理, 从

结构生物学角度进一步分析了VWF和ADAMTS13相互作用及其活性调节的分子机制, 期望对血栓型疾病的药物

开发与治疗提供新的思路.
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ADAMTS13和血管性血友病因子(von Willebrand
factor, VWF)是血管损伤后导致血小板黏附的决定性

因子. 二者的功能性失调与血栓性血小板减少性紫癜

(thrombotic thrombocytopenic purpura, TTP)和血管性

血友病(冯维勒布兰德氏病, von Willebrands disease,
VWD)密切相关. VWF多聚体分子就如一个可拉伸的

“卷尺”, 可以度量血流剪切力的变化. 而ADAMTS13
则如一把“剪刀”, 可以裁剪这个“尺子”的大小. 在血管

损伤和血栓形成过程中, 血流剪切力发生变化, 导致

VWF伸展、变性, 从而诱导血小板的黏附与凝集. 尽

管对它们的病理、生理功能已有大量研究, 但关于这

两种蛋白质是如何相互作用 , 以及在止血过程中

ADAMTS13的活性又是如何调节等关键问题仍不

清楚.
血流剪切力对ADAMTS-13与VWF相互作用的调

控受到相关领域研究者的广泛关注, 为血液学与生物

力学研究中的热点问题. 本文旨在对这一过程中的关

键生物学问题、ADAMTS13和VWF的结构, 以及二者

在剪切力作用下的相互作用进行阐述.

1 VWF基因和蛋白的结构与功能

VWF因子是Willebrand[1]于1926年发现的一种多

聚体糖蛋白, 可结合并稳定凝血因子Ⅷ, 并通过与血管

壁成分和血小板膜糖蛋白Ib(GPIb)结合来介导血小板

黏附. 最大的VWF多聚体具有最强的止血活性, 这不仅

是因为它们含有更多的配体结合位点, 还因为它们对

血管剪切力的变化具有更显著的响应. 作为止血的关

键分子, 其主要包含两部分功能: 作为凝血因子Ⅷ的载

体以及作为损伤的血管壁与血小板之间黏附的桥梁[2].
VWF多聚体的数量及其长度分布发生变化可导致血管

性血友病(VWD), 这是最常见的遗传性人类出血性

疾病[3].
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1.1 VWF的合成与分泌

VWF基因位于12号染色体上. 主要基因产物是分

子量约为250 kD的蛋白质[4]. VWF在内皮细胞和巨核

细胞中合成, 两种细胞具有相似的VWF生物合成途

径[5]. 内皮细胞Weibel-Palade小体是储存和加工VWF
蛋白的细胞器[6]. VWF合成后被分泌至血液中, 通过与

胶原蛋白结合使血小板附着在受损的血管壁上, 进而

作为凝血因子Ⅷ的载体发挥止血功能[7]. 已有多项研

究表明, VWF的释放受到多种途径的调控[8], 包括Wei-
bel-Palade小体组成性和调节性胞吐作用以及自噬体等

3种机制. VWF胞吐作用会受到多种条件的影响和调

控, 例如剪切应力、炎症与缺氧、血管破裂, 以及膜受

体的激活[9].

1.2 VWF主要结构域的结构和功能

VWF单体由信号肽(signal peptide, SP)、前导肽

(propeptide)(D1~D2)和成熟VWF单体(D′~CK)结构域

组成. 成熟VWF单体包括结合凝血因子Ⅷ的D′~D3
区、结合血小板糖蛋白GPIb α的A1结构域、结合

ADAMT13的A2结构域、与胶原结合的A3结构域和结

合血小板整合素GPIIbIIIa的C4结构域[10].
基于蛋白质结构的生物信息学分析, 可将VWF结

构域分为: D1-D2-D′-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-
C5-C6-CK(图1). D域由各种不同的结构组成: D1、D2
和D3域各包含一个VWD域、一个C8折叠、一个胰蛋

白酶抑制剂样(trypsin Inhibitor-Like domain, TIL)结构

和一个E模块. D′结构域不包含VWD结构域和C8折叠.
而D4结构域缺少E模块, 但包含1个独特的D4N子结构

域. 在VWF的C端包含6个连续的C结构域和1个半胱氨

酸结节结构域CK[11].
如前所述, A结构域对VWF发挥部分功能起着关

键作用. 其中A2结构域含有ADAMTS13的识别和水解

位点, 可以通过其水解调节血流中VWF多聚体的大小.
A1和A3结构域的N与C末端之间的二硫键可以将这两

个结构域各自固定在相对刚性的结构中. 但是A2结构

域没有这对保守的二硫键. 因此, 在血液快速流动时的

高剪切力作用下, 它会伸展, 使其上的ADAMTS13识别

位点暴露, 并被ADAMTS13水解(图2). A3结构域与位

于血管内皮下细胞外基质的胶原蛋白Ⅰ和Ⅲ通过静电

相互作用结合[12,13]. C1结构域包含RGD(Arg-Gly-Asp)
序列, 是整合素GPIIbIIIa的识别位点[14].

1.3 VWF的组装

1964年, Weibel和Palade[15]在血管内皮细胞和心内

膜细胞中发现了一种棒状细胞器, 并将之命名为Wei-
bel-Palade Body (WPB). Wagner等人[6]在1982年应用透

射电子显微镜发现, WPB呈现一种与长轴平行的规则

管状结构, 是VWF分子的多聚体组装形式.
在内质网中, VWF单体可通过C末端半胱氨酸结

节结构域CK上的半胱氨酸形成分子间二硫键, 并形成

二聚体. 随后, VWF转移至高尔基体中. 在这一过程中,
因pH降低至6.2, VWF单体与单体间会从C端CK结构域

到N端A2结构域相互缔合形成二聚体(图3(a)). 在低pH
和钙离子存在时, D1和D2结构域也会发生二聚化. 因

此, VWF单体会像拉链一样, 沿着其整个结构形成花

束状二聚体. 随后, 二聚体继续组装形成螺旋. 在螺旋

中, 相邻的D3结构域经二硫键交联, 同时C端的CK结构

域也通过分子间二硫键交联, 从而将VWF串联起来, 并
通过D1D2结构域间的二聚化相互作用盘绕形成螺旋.
在D2和D′D3间存在弗林蛋白酶切位点, 但弗林蛋白酶

切割后, 由D1D2形成的前体结构域仍会与成熟VWF单
体D′~CK结构域之间保持很强的非共价相互作用 .
VWF的螺旋对称性会在A1结构域的糖基化区域被打

破, 因此, VWF二体的C末端在螺旋中是以一种无序的

图 1 VWF的单体结构示意图. VWF单体由信号肽(SP)、前导肽(D1~D2)和成熟VWF单体(Dʹ~CK)组成. 成熟VWF单体包括结合凝血因

子Ⅷ(FVIII)的Dʹ~D3区、结合血小板糖蛋白GPIbα的A1结构域、结合ADAMT13的A2结构域、与胶原结合的A3结构域和结合血小板整合素

GPIIbIIIa的C4结构域
Figure 1 Schematic diagram of the monomeric structure of VWF. VWF monomer consists of signal peptide (SP), propeptide (D1–D2), and mature
VWF monomer (Dʹ to CK). Mature VWF monomer includes the Dʹ–D3 domains that bind to coagulation factor eight (FVIII), the A1 domain that binds
to platelet glycoprotein GPIbα, the A2 domain that binds to ADAMT13, the A3 domain that binds to collagen, and the C4 domain that binds to platelet
integrin GPIIbIIIa
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方式向外延伸. 最终, VWF螺旋被包装进WPB内, 呈现

出紧密的管状结构. VWF这一组装形式对于其存储和

释放均至关重要. 当血小板或内皮细胞受到刺激时,
WPB和质膜融合, WPB内pH升高至7.4, 使得高度盘绕

的VWF可以快速有序地解螺旋, 并在WPB周围的肌动

蛋白辅助下分泌至血管内. 此时, 前体结构域解离, 二

聚体解聚, VWF串联体被拉抻为几毫米长的不规则的

链式结构, 募集血小板形成血凝块(图3(b))[16~21].

2 ADAMTS13的结构与功能

2001年, Levy等人[22]和Zheng等人[23]首次鉴定并克

隆了ADAMTS13(a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin type motifs 13). 它是血液中的一种金

属蛋白酶, 为ADAMTS家族成员, 可以切割血管性血友

病因子(VWF)的A2结构域, 将血小板募集在血管损伤

的部位, 在初级止血过程中发挥重要作用. 自免疫抗体

或基因突变引起的ADAMTS13功能不足是导致血栓性

血小板减少性紫癜的主要病因. 目前对ADAMTS13的

结构及其与功能的认识已取得了较大的进展[24,25].

2.1 ADAMTS13的合成与分泌

ADAMTS13的编码基因由29个外显子组成, 共编

码1427个氨基酸, 是一种含Ⅰ型凝血酶敏感蛋白重复

序列的去整合素样金属蛋白酶. 它主要在肝星状细胞

中合成[26], 也在包括内皮细胞、巨核细胞或血小板中

合成. 合成后的活性酶被分泌到血浆中, 其血浆浓度大

约为1 μg/mL. 血管中大量内皮细胞会组成性释放

ADAMTS13, 这是血液中ADAMTS13的一个重要来源,
也是补充血浆中ADAMTS13的一种潜在途径. 而血小

板中的ADAMTS13则是在凝血酶受体激活肽刺激下分

泌的[27].

2.2 ADAMTS13的主要结构域

ADAMTS13由信号肽、前导肽(propeptide)、金属

蛋白酶结构域(M)、去整合素样结构域(D)、凝血酶敏

感蛋白域1(TSP1, T1)、富含半胱氨酸结构域(C)、间隔

区(S)、TSP基序区(T2~T8)和2个CUB结构域组成(图4,
5). 此外, 在T2~T3、T4~T5和T8~CUB1结构域之间有3
个连接片段(L). ADAMTS13的N端部分从金属蛋白酶

结构域至间隔区称为MDTCS, 从T2结构域开始到C末
端尾部称为T2C2[28].

ADAMTS家族的金属蛋白酶结构域含Zn2+结合基

序(HEXXHXXGXXHD). 该基序包含3个保守的组氨酸

残基, 其中的谷氨酸为催化蛋白水解的残基. ADAMTS
家族成员识别特定位点和水解蛋白底物需要二价阳离

子,除了活性中心的Zn2+离子外,还需要Ca2+ 离子.与金

属蛋白酶结构域相邻的是去整合素样结构域, 它包含1
个接头区域, 该区域围绕金属蛋白酶域的背面延伸.
ADAMTS13富含半胱氨酸的结构域具有高度序列保守

性, 包含10个保守的半胱氨酸.

3 ADAMTS13/VWF在剪切力下的相互作用

3.1 剪切力的定义

流体剪切应力是黏性液体流动时因多位点流速差

异产生的每单位面积的摩擦力, 可以被描述为“无数个

极小的薄层相互滑动, 每个薄层都与相邻的薄层发生

摩擦相互作用”. 血管中同一横截面上剪切率分布不同,
血流中央部流速最高, 但层与层之间的流速梯度不大,
故中央区剪切率是最小的, 而血管壁附近流速最慢, 但

图 2 VWF的A2结构域. VWF的A2结构域中包含重要的Asn1574聚
糖连接位点, 如果将其突变, 则会显著增加VWF A2域展开和蛋白水

解的敏感性. 因此, 这一修饰有助于A2域形成稳定的折叠, 进而影响

蛋白水解. ADAMTS13切割位点(Tyr1605-Met1606)位VWF A2结构

域内部, 在静息条件下难以暴露
Figure 2 The A2 domain of VWF. The A2 domain of VWF contains
an important glycosylation site (Asn1574), which, if mutated, will
significantly increase the susceptibility of VWFA2 domain to unfolding
and proteolysis. Therefore, this post-translational modification stabilizes
the A2 domain and prevents its proteolysis. The ADAMTS13 cleavage
site (Tyr1605-Met1606) is located at the inside of A2 domain, and thus is
hidden from exposure to proteolysis under resting state
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流速梯度大, 壁剪切率反而最大[30].
体内各血管的平均壁剪切力为大动脉11.4~30.4

dynes/cm2
、中小动脉19.0~60.8 dynes/cm2

、静脉

0.76~7.6 dynes/cm2, 换算成剪切率分别为300~800、
500~1600、20~200 s–1. 当血管因动脉粥样硬化、陈旧

性血栓、肿瘤压迫、动脉畸形、或异物置入等病理性

因素导致局部狭窄时, 壁剪切率明显升高, 可达800~
10000 s–1, 在严重阻塞时甚至可上升到100000 s–1[31].
内皮细胞可将血流剪切力转换为生化信号, 通过特定

的机制和途径调节基因表达和细胞行为. 这些信号传

导在发育过程中, 以及出生后和成年期塑造血管系统,
以维持血液及淋巴液的正常循环, 而当这些信号传导

发生异常时则会导致动脉粥样硬化和血管畸形[32].

3.2 ADAMTS13和VWF相互作用的力学调控机制

3.2.1 VWF的构象变化

血流中VWF以两种构象存在: 球状和去折叠态. 其
构象取决于血管中血流的剪切速率[33]. 在体外研究微

血管中去折叠VWF在高剪切速率下自缔合能力时发

现, 在血管变细、转弯、分叉、易增厚的区域血流加

速, VWF多聚体股线伸长. 在具有复杂流动特性区域,
VWF链倾向于形成网状结构. 同时, 在低剪切速率部

位, VWF保持球状构象[34]. VWF多聚体分子的大小(长
度 )决定了其与血小板的黏附能力 , 而其大小受

图 3 VWF的二聚体结构示意图(a)及WPBs中VWF的生物组装示意图(b). (a) VWF单体通过C端二硫键形成“尾-尾”共价交联的花束型二聚体

结构. VWF二聚体组装后, 其前体结构域和D3结构域之间的二硫键被打开, 使得不同二聚体D3结构域之间可形成二硫键, D1~D2结构域间的

二聚化相互作用使得VWF聚合成为大分子螺旋状蛋白. (b) 弗林蛋白酶可切割前体结构域与成熟肽之间的肽键. 最终VWF多聚体形成螺旋, 并
被包装进WPB中以管状形式存在. 有部分VWF会被持续释放至胞外, 其余部分则在受到外界刺激时才会被释放至血管内, 进而串联成几毫米长

的蛋白分子
Figure 3 Schematic diagram of the dimer structure of VWF (a), and schematic diagram of the biosynthesis and packaging of VWF in WPBs (b). (a)
Two VWF monomers are covalently linked into a “tail-to-tail” bouquet-like structure through the disulfide bond at their C-termini. After VWF forming
dimers, the disulfide bond between the precursor domain and the D3 domain is broken and disulfide bond between D3 domains in the dimer is formed.
Dimerization between the D1–D2 domains enables the polymerization of VWF into a macromolecular helix. (b) Furin cleaves the covalent bond
between the precursor domain and the mature peptide. Finally, VWF multimer forms a helix and is packed into WPB in a tubular form. Some of the
VWF in WPB will be continuously released to the outside of the cell, while the rest will be released into the blood vessels when stimulated by the
external signals and subsequently be casted into millimeter-long protein fibers

图 4 ADAMTS13的结构示意图. ADAMTS13由信号肽(SP)、前导肽(PP)、金属蛋白酶结构域(M)、去整合素样结构域(D)、凝血酶敏感蛋白

域1(TSP1, T1)、富含半胱氨酸结构域(C)、间隔区(S)、TSP基序区(T2~T8)和2个CUB结构域组成. 在T2~T3、T4~T5和T8~CUB1结构域之间有

3个连接片段(L). ADAMTS13的N末端部分称为MDTCS, 从T2结构域开始到C末端尾部称为T2C2
Figure 4 Schematic diagram of the primary structure of ADAMTS13. ADAMTS13 consists of signal peptide (SP), leader peptide (PP),
metalloproteinase domain (M), disintegrin-like domain (D), thrombospondin domain 1 (TSP1, T1), a cysteine-rich domain (C), a spacer (S), a TSP motif
region (T2–T8), and two CUB domains. There are three linker segments (L) connecting the T2–T3, T4–T5 and T8–CUB1 domains. The N-terminal part
of ADAMTS13 is called MDTCS, and the C-terminal part starting from the T2 domain to C-terminal end is called T2C2
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ADAMTS13的水解控制. 在这一水解过程中, VWF A2
结构域上的ADAMTS13的剪切位点只有在流体剪切力

的作用下, 才能暴露出来 [35](图6). Schneider等人[33]报

道了在高剪切速率下由VWF形成的蜘蛛网状结构 .
Zhang等人[36]证明VWF交联依赖于剪切速率下A2域的

结构. 因此, A2域可能在VWF的蛋白水解和自交联中

具有双重作用. 也有人提出, ADAMTS13和VWF之间

的相互作用是以一种分子拉链机制形成的. 该机制有

赖于ADAMTS13和VWF中不同结构域之间的逐步相

互作用[37]. 首先, ADAMTS13的T5-CUB2结构域与折叠

态VWF的D4~CK结构域相互结合, 将ADAMTS13定位

在VWF分子上, 但此时处于折叠态的VWF因其A2结构

域及A2上的酶切位点没有暴露 , 导致其不能被

ADAMTS13切割[38,39]. 而当血管损伤或形成血栓后, 在
损伤部位或血栓位置, 血流剪切力升高, 致使折叠的

VWF分子展开, 暴露出A2结构域, 同时A2结构域上的

不同残基可分别与ADAMTS13的间隔区、富含半胱氨

酸域、去整合素样结构域和金属蛋白酶结构域相结合,
从而精确地将ADAMTS13的金属蛋白酶结构域定位在

VWFA2上的酶切位点,使ADAMTS13可以特异性地切

割VWF A2上的Tyr1605-Met1606之间的肽键, 进而调

控VWF多聚体的大小[37].
尽管这种连续的逐步识别作用模型具有一定的合

理性, 但仍有很多关键问题亟待解决. 在这一逐步识别

作用模型中, 实际包含了一个隐含的假设, 即: 在连续

发生的两步识别中, 后一步的结合必须发生在前一步

的解离之前. 只有这样才能保证在这一拉链式结合过

程中, 各步结合能够协同有序进行. 但这一假设的成立

有赖于前一步的解离速率Koff较慢, 而后一步的结合速

率Kon较快. 但迄今为止, 这种详细的域-域相互作用的

图 5 ADAMTS13的DTCS和CUB1-2结构示意图. (a) ADAMTS13-DTCS的晶体结构(PDB ID: 3GHM), 这一结构揭示了去整合素样结构域(D结

构域)和富含半胱氨酸结构域(CA结构域)的N末端部分存在近似折叠. 间隔区(S结构域)形成一个球状功能单元, 具有多个与CA结构域相互作用

的位点. (b) ADAMTS13 CUB1-2结构域的晶体结构 (PDB ID: 7B01). 两个CUB结构域呈串联配置. 位于C末端的CUB结构域对于ADAMTS13的
底物识别及蛋白水解活性具有重要调节作用[27,29]

Figure 5 Schematic diagrams of the structures of ADAMTS13 DTCS and CUB1-2 domains. (a) The crystal structure of ADAMTS13-DTCS (PDB
ID: 3GHM). The N-terminal parts of the disintegrin-like domain (D domain) and the cysteine-rich domain (CA domain) adopt a similar fold. The spacer
(S domain) forms a globular structure having multiple binding sites with the CA domain. (b) The crystal structure of ADAMTS13 CUB1-2 domain
(PDB ID: 7B01). The two CUB domains interact with each other in a tandem configuration. The C-terminal CUB domain plays an important role in
regulating the substrate recognition and proteolytic activity of ADAMTS13[27,29]

图 6 ADAMTS13通过分子拉链机制对VWF进行水解的模式示意图[37].首先, ADAMTS13的T5-CUB2结构域与球状VWF上暴露的D4~CK结构

域相互作用. 随后, 在血流的剪切力下, VWF的结构展开, 其A2结构域的C端部分与ADAMTS13的间隔区相互作用. 这些相互作用使去整合素样

结构域和金属蛋白酶结构域可以精确定位, 从而特异性地水解VWF Y1605和M1606之间的肽键
Figure 6 Schematic diagram of the molecular zipper mechanism which ADAMTS13 uses to hydrolysis VWF[37]. First, the T5-CUB2 domain of
ADAMTS13 interacts with the exposed D4–CK domain on the globular VWF. Subsequently, under the shear force of blood flow, the structure of VWF
unfolds and the C-terminal part of its A2 domain interacts with the spacer region of ADAMTS13. These interactions allow precise positioning of the
disintegrin-like and metalloprotease domains to specifically hydrolyze the peptide bond between VWF Y1605 and M1606
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动力学参数尚未完全表征. 因此, 我们无法充分验证这

一逐步识别模型. 另外, 在流体剪切力下, 血浆中游离

的VWF可能折叠得更紧凑, 而连接在内皮细胞上的

VWF则会被剪切力拉抻展开(图7). 但由于在折叠、紧

凑的VWF中D4~CK区域是暴露的, 那么基于上述模型,
游离的但处于折叠态的VWF也会与ADAMTS13结合.
Feys等人[38]曾发现1个ADAMTS13分子可与大约250个
游离的VWF分子结合. 因此, 关于折叠态的游离的

VWF能否将ADAMTS13从抻展开的超长VWF(UL-
VWF)上竞争下来并引发对ADATS13活性的负反馈调

节仍有待深入探究.
3.2.2 ADAMTS13的变构激活

基于SAXS和负染电子显微镜实验结果, 人们推测,
ADAMTS13尾部结构域可以与头部结构域相互作用,
使之保持折叠构象[40]. 除间隔区与CUB结构域之间的

相互作用外, 头部与尾部结构域之间具体的相互作用

方式仍然未知[41]. VWF D4~CK结构域与折叠状态的

ADAMTS13的结合会使ADAMTS13的结构打开, 暴露

出包埋的D、T、C和S结构域中的关键位点, 最终使金

属蛋白酶变构激活(图8). Vanhoorelbeke团队[42]最近开

发了一种鼠抗人ADAMTS13 CUB1结构域的抗体. 这

一抗体与VWF相似, 可打开ADAMTS13的结构, 使间

隔区暴露出相同的位点 . 这一发现部分验证了

ADAMTS13的变构激活假设.
3.2.3 ADAMTS13/VWF在剪切力下的相互作用

现在ADAMTS13与VWF的相互作用依赖于流体

剪切力[37], ADAMTS13在流体剪切力下优先作用于血

小板-VWF复合物已得到广泛认可[43]. 但是, 对于剪切

力依赖性的底物识别与切割的具体机制目前仍存在争

议. 有研究显示, 在静息变性条件下, 从间隔区以后截

掉的ADAMTS13截短体突变对VWF的切割活性几乎

没有影响. 但也有研究表明, 截短突变体的切割活性是

依赖于流体剪切力的. 此外, 还有证据表明, 在剪切力

条件下, ADAMTS13 TSP和CUB结构域对VWF的切割

至关重要[44].
Zanardelli等人[39]分析了ADAMTS13缺失突变体

在静息和剪切力条件下对VWF的结合与切割活性. 根

据他们的实验结果, 我们可以计算发生于每次结合过

程中的自由能变化 . 令人惊讶的是 , 我们发现 ,
ADAMTS13的MDTCS和T2C2结构域在识别与切割底

物VWF上存在负协同效应(表1), 表明在ADAMTS13的
N、C两个末端之间存在未知的分子内沟通机制. 如何

深入理解这种分子内的沟通机制 , 是理解VWF/

图 7 流体剪切力作用下VWF的构象变化. 剪切流(a)可以分解为拉

伸流动(b)和旋转流动. 在流体剪切力作用下, 血浆中游离的VWF会
折叠得较紧凑, 而连接于内皮细胞表面的VWF则会被抻展开. 当血

液流经微循环系统时, 随着拉伸流动的增加, 折叠的VWF会伸展打

开, 暴露其A2结构域, 从而使ADAMTS13可识别并切割VWF
Figure 7 Conformational change of VWF under shear flow. Shear
flow can be decomposed into elongational and rotational flow. Under the
action of fluid shear force, free VWF in plasma will fold more
compactly, while VWF attached to the surface of endothelial cells will
be stretched. As blood flows through the microcirculation system, with
increased elongational flow, the folded VWF will be stretched to expose
its A2 domain, allowing ADAMTS13 to recognize and cleave VWF

图 8 ADAMTS13的折叠和展开构象. 头部的间隔区与尾部的CUB结构域相互作用使ADAMTS13保持折叠构象(左). 在激活的ADAMTS13构
象中, 间隔区与CUB结构域之间的相互作用会被破坏. 实验发现, 加入VWF的D4CK结构域、CUB抗体或将pH降至6都会诱导ADAMTS13结构

展开(右)
Figure 8 Folded and unfolded conformations of ADAMTS13. The spacer region of the head and the CUB domain of the tail interact to keep
ADAMTS13 in a folded conformation (left). In the activated ADAMTS13 conformation, the interaction between the spacer and the CUB domain is
disrupted. It was found that addition of the D4CK domain of VWF, CUB antibody, or lowering the pH to 6 induced the unfolding of ADAMTS13
structure (right)
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ADAMTS13相互作用的关键. 例如, 探究负协同作用的

分子本质以及这种负协同作用如何影响ADAMTS13与
VWF的结合以及ADAMTS13的水解活性.

将VWF片段直接固定在微量滴定板上, 通过平板

结合实验检测全长ADAMTS13、截短体MDTCS和
Δ(TSP5-CUB)与不同VWF片段的结合能力. 数据为基

于3~13次独立实验的统计结果, 表示为平均值±均方

差. 在低亲和力结合的情况下(kD
app > 500 nmol/L), kD

app

值无法精确计算. 在不结合的情况下, kD
app值不适用. 数

据来自Zanardelli等人[39]的研究, 基于这些数据, 我们计

算了ΔG和ΔΔG.
Banno等人[45]进行的体内功能研究为剪切力在血

栓形成中的调节作用提供了进一步的佐证. 他们通过

使用转基因小鼠证明ADAMTS13的T7~T8和CUB结构

域的缺失对调节正常血流剪切力下血浆中VWF多聚体

大小几乎没有影响. 然而, 这些转基因小鼠在高剪切力

作 用 条 件 下 则 易 于 形 成 血 栓 . 结 构 域 缺 失 的

ADAMTS13在1000 s−1剪切速率下没有促进血栓形成,
但在5000 s−1剪切速率下显著促进了血栓形成, 即截短

体是有活性的但不足以切割VWF, 表明其C端结构域在

高剪切力下对血栓形成有重要作用. 此外, 体内动脉损

伤模型实验也得到了类似结论, 在剪切速率为1500 s−1

时, 血栓形成时间不受影响, 但当血栓增大, 动脉管腔

缩窄, 剪切率增加时, 与全长ADAMTS13相比, 结构域

缺失的ADAMTS13限制血栓形成的活性显著降低, 血

栓形成时间缩短.

利用融合荧光蛋白标记方法 , L i l l ic rap [ 4 6 ]与

Rädler[47]课题组分别研究了剪切力对ADAMTS13的定

位与活性的影响. Lillicrap等人[46]利用mCherry荧光蛋

白标记ADAMTS13, 并发现其主要定位于血栓顶部,
可在血栓闭塞过程中减小血栓体积. 在病理性7500 s−1

高剪切力条件下, 血小板通过GPIb对VWF施加拉力,
来调控ADAMTS13在血栓上的定位. 这种剪切力和血

小板依赖的反馈调节机制的, 可以防止血管闭塞和病

理性血栓形成. Rädler等人[47]利用VWF-eGFP重组蛋白

研究了剪切力对于ADAMTS13水解VWF的酶反应动

力学影响 . 通过荧光相关光谱监测 , 他们发现 ,
ADAMTS13水解VWF的反应速率随剪切速率呈S形增

长, 剪切速率阈值(γ1/2)为5522/s. 血流中ADAMTS13活
性也具有相似剪切力依赖特性.

综上所述, ADAMTS13具有重要的生物学功能, 其
活性受血流剪切力调控. 但目前对于ADAMTS13及其

与VWF复合物在剪切力作用下的结构, 以及活性调节

的分子机制仍不清楚. 设计、开发用于确定在剪切力

作用下ADAMTS13全长及其与VWF复合物结构的新

方法具有重要理论意义, 并可应用于研究其他重要生

物大分子在机械力作用下的结构与功能.

4 问题与展望

除血栓与溶血外, ADAMTS13还与阿尔茨海默病

(Alzheimer’s disease, AD)等多种疾病的发生密切相关.
AD是影响人类健康的一种神经退行性疾病, 其致病机

表 1 ADAMTS13突变体与VWF片段的结合常数
Table 1 Binding constants of ADAMTS13 mutants to VWF fragments

VWF结构域
ADAMTS13结构域kD

app(nmol/L) (ΔG(kCal/mol))

ADAMTS13 MDTCS Δ(TSP5–CUB)

VWFA2 32.8 ± 3.6 (−10.19)

VWFA1A2A3 82.7 ± 13.4 (−9.65) 90.8 ± 3.0 (−9.60) 83.2 ± 4.2 (−9.65)

VWFA1CK 10.0 ± 1.8 (−10.90) 129 ± 12 (−9.39) 103 ± 17 (−9.52)

VWFD4CK 143 ± 21 (−9.33) nb > 500 (>−8.59)

VWFA3CK 100 ± 27 (−9.54)

VWFB1CK > 500 (>−8.59)

VWFD4 > 500 (>−8.59)

VWFD′D3 nb

全长VWF 21.6 ± 4.7 (−10.45)

结合能 (ΔΔG(kCal/mol))

ADAMTS13/VWFA1CK ΔGA1CK–(ΔGD4CK+ΔGA1A2A3) 8.03
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理复杂. 其中血脑屏障(blood-brain barrier, BBB)缺陷和

脑血管功能障碍是导致淀粉样蛋白-β(beta-amyloid,
Aβ)变性聚集, 引发AD的一个重要因素[48]. ADAMTS13
能通过增强VWF水解来保护BBB的完整性 , 而

ADAMTS13缺陷会导致AD脑血管功能障碍及认知功

能障碍[49,50]. ADAMTS13缺失的APPS 1小鼠由于其血

脑屏障介导的脑Aβ清除被阻断, 增加了脑斑块负荷和

Aβ水平, 加速了脑淀粉样血管病变, 导致出现认知功

能下降. 相反通过增加ADAMTS13的表达可以减轻血

脑屏障的破坏, 增加微血管、毛细血管灌注和脑血流

量, 增强脑Aβ清除率、减少Aβ脑蓄积并改善认知功

能[51].
也有研究在探讨VWF和ADAMTS13活性是否可

以作为COVID-19患者临床严重程度的标志物. 有研究

表明, COVID-19感染后, VWF增多和血浆ADAMTS13
活性降低与疾病的严重程度相关. 与其他非COVID-19
住院患者相比 , COVID-19感染患者中可观察到

ADAMTS13活性显著降低 . COVID-19患者VWF/
ADAMTS13比值失衡, 其中ICU患者与普通门诊和住

院患者相比, VWF/ADAMTS13比值最高[52]. 此外, 在

COVID-9感染导致微血管血栓形成的情况下, 高分子

量的VWF多聚体显著减少, 可抑制ADAMTS13活性的

细胞介素-6、血小板应答蛋白-1和血小板因子4的水平

均显著升高, 因此在高剪切力的血流条件下, 可能需要

更高水平的ADAMTS13才能有效切割被释放出的超大

VWF多聚体, 避免COVID-19感染引发血栓形成[53]. 因

此, 重组ADAMTS13可能有助于恢复COVID-19患者

VWF/ADAMTS比值失衡, 具有潜在的治疗作用[54]. 但

值得注意的是, 也有研究表明, 高度升高的VWF和轻微

降低或正常的ADAMTS13活性是强炎症和内皮损伤的

反映, 而不是COVID-19感染导致的血栓形成的驱动因

素[55]. 因此, 如何治疗和干预COVID-19感染引起的微

血管血栓与血管病变仍有待进一步研究.
ADAMTS13的构象变化对其行使正常的生理功能

至关重要. 前期研究发现, ADAMTS13头部结构域中参

与VWF结合的关键位点会被其尾部结构域所掩盖. 只

有当ADAMTS13的尾部结构域与VWF结合后 ,
ADAMTS13的构象发生变化, 才能使其头部结构域中

的隐藏位点暴露出来. 随后, 当VWF受到剪切应力发

生伸展、变性后, 预结合的ADAMTS13方可与去折叠

的VWF A2结构域结合, 并在此结合位置切割VWF. 因
此, 我们认为, ADAMTS13的活性调节是通过其与底物

VWF的相互作用, 使它从一个折叠构象变为开放构象,
从而完成变构激活. 但到目前为止, 对ADAMTS13在静

息态和剪切力条件下, 各结构域之间是如何相互作用

的, 并在结合VWF后发生了怎样的结构变化、变构激

活的机理等一系列问题均尚不明了.
解析在静息态和剪切力条件下ADAMTS13不同构

象的结构以及ADAMTS13与VWF复合物的结构, 对于

阐明ADAMTS13与VWF的相互识别以及VWF对
ADAMTS13变构激活的分子机制至关重要. 但到目前

为止, 只有部分ADAMTS13的头部结构域被解析[56].
多项研究曾尝试解析全长ADAMTS13的结构, 但到目

前为止均未成功. 全长ADAMTS13的结构柔性非常大,
很难获得其高质量、均一的结构样品. 此外, VWF与
ADAMTS13的相互作用受到剪切力的调控, 但目前结

构生物学手段(包括冷冻电子显微镜和晶体学)尚无法

直接获得蛋白质复合物在剪切力作用下的精细结构

信息.
因此, 阐明ADAMTS13与VWF相互作用及其活性

调节的分子机制, 是目前本领域亟待解决的关键科学

问题, 将为筛选及开发治疗血栓性血小板减少性紫癜

以及血管性血友病的新型药物提供理论基础. 同时, 关
于血流剪切力对内皮细胞分泌功能的影响仍不清楚,
因此, 研究内皮细胞对剪切力的独特响应, 也将为理解

各种信号转导途径如何被剪切力调控以引发内皮功能

障碍及动脉粥样硬化提供理论依据, 也有助于动脉粥

样硬化的临床治疗和病理机制研究.
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Both ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with a thrombosspondin type-1 motif, member 13) and VWF (von
Willebrand factor) are critical in the regulation of platelet adhesion in hemostasis and thrombosis. Dysregulation of their
functions is associated with thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) and von Willebrand disease (VWD). VWF is a
multimeric glycoprotein discovered by Erik A. von Willebrand in 1926. It can bind and stabilize coagulation factor VIII. In
addition, it can mediate platelet adhesion by binding to the components of the blood vessel wall and the glycoprotein Ib
(GPIb) on the platelet membrane. Under physiology, VWF is synthesized as a disulfide-linked dimer in the endoplasmic
reticulum and transported into the Golgi apparatus for further processing. In the Golgi, the intra- and inter-VWF disulfide
bonds are reorganized so that VWF can polymerize into macro-molecular helices and be packed into Weibel-Palade Bodies
in a tubular form. Upon stimulation by blood vessel injury, packed VWF can be rapidly unwound and released into the
blood vessels, forming millimeter-long protein fibers. Under the stretch of increased shear force at the injury site, the
cryptic platelet binding site on the A1 domain of VWF will be exposed, enabling the recruitment and aggregation of
platelets on VWF fibers for hemostasis. However, the accumulation of ultra-long VWF in the blood would lead to the
formation of microthrombi, blocking blood vessels and capillaries and causing the failure of multiple organs. To prevent
thrombosis, multimeric VWF is cleaved by ADAMTS13 into short fragments to reduce platelet binding and aggregation.
As such, the length and distribution of VWF multimers, which ADAMTS13 regulates, are essential for the precise balance
between hemostasis and thrombosis. Unlike other proteases, which are secreted in an inactive state and activated
proteolytically, ADAMTS13 is secreted in an active form and circulates in the blood as an active enzyme. Its activity is
regulated by VWF binding and shear stress. Under resting state, the head and the tail of ADAMTS13 interact with each
other to mask the exosites of ADAMTS13 on its DTCS domains. VWF binding induces conformational changes of
ADAMTS13 to expose its exosites. On the other hand, shear stress not only causes the conformational changes of VWF to
expose its ADAMTS13 cleavage site on the VWF A2 domain, but also regulates the interactions between VWF and
ADAMTS13. Studies have shown that, under shear stress, VWF and ADAMTS13 need to be properly aligned so that the
VWFA2 domain can be positioned in the vicinity of the ADATS13 M domain for cleavage. In this article, we summarize
recent progress in the structural and functional studies of VWF and ADAMTS13. Primarily, we focus on how the
conformations and interactions between VWF and ADAMTS13 are regulated under static and shear force conditions. The
collected information will be helpful for better understanding the regulation of ADAMTS13 and VWF activities under
physiological and pathological conditions. Such understanding could facilitate the screening and development of novel
therapeutics in the treatment of TTP and VWD.
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