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摘要：通过阴离子交换、凝胶过滤和阳离子交换层析，从大蹼铃蟾皮肤中纯化到一个表观分子量为 && ()*
的单链蛋白。+ , 末端序列比较分析显示，该蛋白与来自非洲爪蟾、红色原鸡和人膜联蛋白!的 + , 末端序列

相同的氨基酸分别占 -%.、#/.和 $#.。该蛋白具有以钙依赖的方式抑制专一性血小板膜糖蛋白"受体激动剂

———0123456784 诱导洗涤人血小板聚集的生物学功能，最大抑制率达 /9.。结合其 + , 末端序列 :;<0= 搜索结

果及其活性的钙依赖性，推测该蛋白是与膜联蛋白!相关的一类蛋白质。
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膜联蛋白（*442784@）是一大类在大多数真核

细胞内都表达的钙依赖性磷脂结合及膜结合蛋白，

可以 分 为 #、!、$ 等 多 种 类 型 （Y2@BC2E Z
[2E(2，"%%/）。膜联蛋白家族成员均含有 / 个或 9
个约 -% 个氨基酸构成的重复结构域，称为 *442784
核心。*442784 核心的氨基端（+ , ）区域的序列及

长短是可变的，并且可能涉及其功能（如作为蛋白

激酶 T 和酪氨酸激酶的磷酸化底物在信号传导中具

有特别重要的意义），其羧基端（T , ）区域的结构

却是高度保守的。不同来源的 *442784 核心之间的

序列相似度为 /%. \ -%.。这些重复结构域形成

高度%, 螺旋化的微弯曲的紧密盘状结构。其凸面

含有钙离子结合位点，朝向细胞膜；凹面远离细胞

膜，是与自身的 + , 末端结构域或其他胞质蛋白相

结合的区域（02*1F4 Z )2JH*4，!’’9）。膜联蛋白

家族成员在细胞中参与膜转运及膜表面一系列依赖

于钙调蛋白的活动，包括囊泡运输，胞吐作用的膜

融合，调控炎症反应，血栓形成调节，钙信号转
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导，细胞分化、调亡和生长调节等（!"#$" % &’((，
)**)）。

膜联蛋白本身是胞内蛋白，缺乏信号肽，不能

通过常规的途经分泌到胞外。但是，膜联蛋白分子

的许多功能特性（比如作为细胞或胞外基质表面受

体）是胞内蛋白不具备的。迄今为止，膜联蛋白分

子的分泌途经和调节控制仍然是该领域研究中的一

大热点，大量研究都集中在对胞外膜联蛋白分子的

生物学活性上（+,-.,/ % 0’//,#1，2334）。目前的

研究结果表明：外源膜联蛋白!应用于几种炎症动

物模型，表现出明显的抗炎症活性，其抗炎活性的

机理是膜联蛋白!干扰了粒细胞的运动、迁移和在

炎症部位的激活（0"##"556，2337，2338；!’9/16.: "5
,/，2338）；膜联蛋白"可作为许多分子的表面结合

锚，而不 是 某 特 定 配 体 的 专 一 性 受 体（!"#$" %
&’((，)**)）；膜联蛋白#作为抗凝蛋白可结合于

活化的血小板或内皮细胞表面暴露的带负电荷的磷

脂分子，从而干扰凝血因子的附着和活化（+,-.,/
% 0’//,#1，2334）。

大蹼铃蟾（!"#$%&’ #’(%#’）皮肤分泌物富含

多种生物活性蛋白多肽。近年来，我们实验室在大

蹼铃蟾皮肤分泌物中发现多种缓激肽（;,6 "5 ,/，
)**2；;"" "5 ,/，)**<,）、抗菌肽（;"" "5 ,/，)**<=；

>,.: "5 ,/，)**<）、铃蟾肽（;,6 "5 ,/，)**),）、蛋

白酶抑制剂（;,6 "5 ,/，)**)=）、?@8 肽类似物（;,6
"5 ,/，)**A）、三 叶 因 子 类 似 蛋 白（BC,.: "5 ,/，
)**<）等。已开展的工作主要涉及大蹼铃蟾皮肤分

泌物中小分子量组分的研究，为进一步深入了解皮

肤分泌物中大分子量组分的生物学功能，我们对大

蹼铃蟾皮肤匀浆物中膜联蛋白"相关蛋白（?D"
+0）进行了分离、纯化和功能的初步研究。现将

结果报道如下。

! 材料与方法

! "! 实验材料

大蹼铃蟾采自云南省楚雄州大姚县，浓缩正常

人血小板及血浆购自昆明市中心血站。

! "# 生化试剂

EFDF G"HC,1"I DJ<*，G"HC,1"I !J<*、!J2**，

&’.’JG 柱层析介质为 DK"#(C,K 0C,#K,L6, 公司产

品；MF&FE、丙烯酰胺为瑞士 N29$, 产品；蛋白表

观分子质量标准物购自上海华舜生物技术公司；其

他试剂均为进口或国产分析纯。血小板膜糖蛋白$

（!0$）激动剂———(5"O.9/I6. 为本实验室分离纯化

样品（;"" "5 ,/，)**A）。

! "$ 分离纯化

2 PA P 2 大蹼铃蟾皮肤分泌物冻干粉的制备 大蹼

铃蟾皮肤分泌物冻干粉参照 ;,6 "5 ,/（)**2）的方

法制备。把成体大蹼铃蟾处死，迅速剥皮，将皮肤

投入液氮中，< K6. 后取出，包裹 ) 层纱布，用锤

子砸碎冻脆的皮肤。将砸碎的皮肤组织置于含 <
KK’/ Q ; FEMD 的 2* KK’/ Q ; M#6(JRS/ 缓冲液（HR
7 P4）中，电动匀浆机匀浆 2 K6.，间歇 2* (，重复

匀浆 T 次，再将匀浆物在 4 U、< *** ) 离心 A*
K6.，弃沉淀，上清冻干成粉状，待用。

2 PA P ) EFDF G"HC,1"I DJ<* 离子交换柱层析 将冻

干粉 溶 解 于 * P*< K’/ Q ; M#6(JRS/（含 2* KK’/ Q ;
FEMD，HR 7 P)）的缓冲液中，置于分子量排阻值

为 8 $E, 的透析袋内，对 * P*< K’/ Q ; M#6(JRS/（含

2* KK’/ Q ; FEMD，HR 7 P)）的缓冲液 4 U透析过

夜。已透析好的样品经离心去沉淀后，上预先用上

述缓冲液平衡的 EFDF G"HC,1"I DJ<* 阴离子交换

柱，用 * P*< K’/ Q ; M#6(JRS/（含 2* KK’/ Q ; FEMD，

HR 7 P)）的缓冲液过柱，流速 A* K; Q C，每管 < K;
自动收集并于紫外 )8* .K 检测。经两个柱体积至

穿透峰被完全洗脱后，再用含 V,S/ 的缓冲液进行

梯度洗脱。经活性检测，穿透峰部分含有抑制 (5"J
O.9/I6. 诱导的血小板聚集组分。

2 PA P A G"HC,1"I !J2** 凝胶过滤 将穿透峰冻干

后，溶 解 于 < K; * P*) K’/ Q ; V,)R0W4JV,R)0W4

（HR T P*）的缓冲液中，上样于 G"HC,1"I !J2** 凝

胶过滤柱（2** LK X ) PT LK），用上述缓冲液洗脱，

流速 3 K; Q C，)8* .K 检测，每管 A K; 自动收集。

分别测定各个部分的抑制 (5"O.9/I6. 诱导的血小板

聚集活性。

2 PA P 4 DYMD!+ &’.’JG（< Q <）阳离子交换柱层析

将 !J2** 凝胶过滤后的活性峰冻干，溶于去离子

水，于分子量排阻值为 8 $E, 的透析袋内，在 )*
KK’/ Q ; V,)R0W4JV,R)0W4（HR T P*）缓冲液 4 U透

析过夜。然后样品上柱，用 * P< K’/ Q ; V,S/ 的缓冲

液线性梯度洗脱。流速 2 K; Q K6.，)8* .K 和电导

检测，V,S/ 梯度 * Z * PA K’/ Q ; A*K6.。分别测定各

峰的抑制 (5"O.9/I6. 诱导的血小板聚集活性，合并

活性峰样品，透析后用于活性及结构分析。

! "% 还原与非还原 &’&()*+,
待测样品在普通电泳仪（北京六一电泳仪厂）
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上采用 !"#$$%& 凝胶电泳系统进行电泳，染色方式

为银染。

! "# $ % 末端序列测定及序列分析

纯化的待测样品浓缩去盐，然后用 ’($") 降

解法在氨基酸自动序列仪（*+, -./* 型）进行 0
1 末端序列测定。采用 2&"%&3) 4 54 5 6（!"77$")) 8
9:));"$$#<， 4==4） 软 件 进 行 序 列 比 较， 采 用

+!*9> 软 件 进 行 （ ;??@： A A )BC& 5 )&; 5 3:D A +!*9>）

蛋白质同源性搜索。

! "& 血小板抑制活性检测

6 5/ 5 6 富血小板血浆的制备 通过用同批号血浆

稀释浓缩血小板至血小板的浓度为 E F 6=G A $!。

6 5/ 5 4 洗涤血小板的制备 将浓缩血小板以 H== !
离心 6= $&)，弃上清。血小板团块悬浮在溶液 *

（6E. $$:% A ! 0"I%，4 $$:% A ! JI%，= 5E $$:% A !
0"K4LM-，64 $$:% A ! 0"KIME，= 5EHN牛血清白蛋

白，H $$:% A ! 葡 萄 糖， = 54 $$:% A ! ’O>*， 6
$$:% A ! P3I%4，@K / 5H）中，在室温下两次 -/= !
离心 6= $&)，血 小 板 被 悬 浮 在 无 钙 溶 液 +（6E.
$$:% A ! 0"I%， 4 $$:% A ! JI%， = 5E $$:% A !
0"K4LM-，64 $$:% A ! 0"KIME，= 5EHN牛血清白蛋

白，H $$:% A ! 葡 萄 糖，= 54 $$:% A ! ’O>*， @K
. 5EH）或 含 钙 溶 液 +（4 $$:% A ! I"I%4 代 替 = 54
$$:% A ! ’O>*，其余成分同无钙溶液 +）调至血小

板终浓度为 E F 6=G 个 A $!。

6 5/ 5 E 血小板聚集抑制活性检测 在E. Q，以6 6==
< A $&) 恒定转数转动的血小板聚集仪（L<#B&% O<:R@，

+#&S&)3，I;&)"）上进行分析，待测样品先和血小板

保温 H $&)，然后再加入血小板聚集激动剂 7?#S)R%TU
&)；或先与 7?#S)R%T&) 保温 H $&)，然后再将保温后

的混合物加入血小板中，记录光吸收值的改变。

’ 结 果

’ "! 大蹼铃蟾膜连蛋白!相关蛋白的分离纯化

大蹼铃蟾皮肤匀浆物冻干粉透析后通过 2’*’
9#@;"(#T *UH= 离子交换柱分离，收集穿透峰（图 6
箭 头 所 表 示 ）； 穿 透 峰 合 并、 冻 干 后， 通 过

9#@;"(#T OU6== 葡聚糖凝胶过滤柱分离，收集箭头

所示活性峰（图 4）；该峰合并、透析后，通过 *JU
>* P:):U9 离子交换柱分离，收集抑制血小板聚集

的活性峰（图 E）。用 929UL*O’ 分析，出现一条蛋

白条带，其还原条件下的表观分子量为 EE V2"（图

E）。

图 6 大蹼铃蟾皮肤匀浆物 2’*’ 9#@;"(#T *UH=
离子交换柱层析

W&3 X 6 2’*’ 9#@;"(#T *UH= &:) #TB;")3# B;<:$"?:3U
<"@;Y :Z ?;# ?:"( "#$%&’( $()&’( 7V&)
;:$:3#)"?#

箭头所示组分含有抑制 7?#S)R%T&) 诱导的血小板聚集活性。

W<"B?&:)7 B:)?"&) &);&C&?&:) "B?&D&?Y ?:["<( 7?#S)R%T&) &)(RB#( @%"?#%#?
"33<#3"?&:) "<# &)(&B"?#( CY "<<:[ X

图 4 2’*’ 9#@;"(#T *UH= 离子交换柱层析穿透峰的

9#@;"(#T OU6== 葡聚糖凝胶过滤柱层析

W&3 X 4 9#@;"(#T OU6== 3#% Z&%?<"?&:) B;<:$"?:3<"@;Y
:Z 2’*’ 9#@;"(#T *UH= 0"I% Z<## Z<"B?&:)7

箭头所示组分含有抑制 7?#S)R%T&) 诱导的血小板聚集活性。

W<"B?&:)7 B:)?"&) &);&C&?&:) "B?&D&?Y ?:["<( 7?#S)R%T&) &)(RB#( @%"?#%#?
"33<#3"?&:) "<# &)(&B"?#( CY "<<:[ X

’ "’ $ % 末端蛋白质序列测定及序列比较

纯化的大蹼铃蟾膜连蛋白!相关蛋白的 0 1 末

端蛋白质序列为：0K4U>\JL9>2]2’J2***!’**,U
J>\O\2’>,0，序列比较见图 -。

’ "( 大蹼铃蟾膜连蛋白!相关蛋白的血小板活性

H"3 A $! 大蹼铃蟾膜联蛋白!相关蛋白（+*!
^L）不能诱导人富血小板血浆（L^L）和洗涤血小

板的聚集。当 +*!^L 先与血小板保温 H $&)，再

加激动剂时，在一定浓度范围内（6 _ H"3 A $!），

+*!^L 一定程度地抑制 7?#S)R%T&) 诱导的含钙洗涤

血小板的聚集，并呈现量效关系：对于7?#S)R%T&)诱
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图 ! 大蹼铃蟾皮肤膜联蛋白!相关蛋白的 "#$"!%&’(’)* 离子交换柱层析与

*+*),"-. 分析

/01 2 ! "#$"!% &’(’)* 0’( 34567(13 568’97:’187;6< 7(= *+*),"-. ’> ?’9?0(7 7((340(
! 83@7:3= ;8’:30( >8’9 !"#$%&’ #’(%&’ AB0( 6’9’13(7:3

虚线为 C7D@ 梯度，箭头位置所示为纯化的 E"!%,；%：还原条件；C%：非还原条件。

C7D@ 187=03(: 0A 0(=057:3= ?< =7A6 @0(3，;F80>03= E"!%, 0A 0(=057:3= ?< 788’G 2 %：F(=38 83=F50(1 5’(=0)
:0’(A；C%：F(=38 (’()83=F50(1 5’(=0:0’(A 2

图 H 大蹼铃蟾膜连蛋白!相关蛋白与非洲爪蟾、红色原鸡和人膜连蛋白!的序列比较

/01 2 H *3IF3(53 7@01(93(: ’> ?’90(7 7((340( ! 83@7:3= ;8’:30( G0:6 7((340( ! >8’9 ">8057 5@7G :’7=，

JF(1@3>’G@ 7(= 6F97(
灰框表示氨基酸残基完全一致。

K=3(:057@ 790(’ 750= 83A0=F3A 783 ?’43= 7(= 0( 183< 2

导的血小板聚集，L"1 M 9N E"!%,，开始有抑制

作用；O"1 M 9N，最大抑制率达 HPQ；随着 E"!
%, 的 浓 度 再 升 高，抑 制 率 不 再 变 化。对 于 A:3)
J(F@40( 诱导的 ,%, 和无钙洗涤血小板的聚集，O

"1 M 9N E"!%, 则无抑制作用；当 E"!%, 先与激

动剂 A:3J(F@40( 保温 O 90(，再将保温后的混合物加

入血小板时，A:3J(F@40( 诱导的 ,%, 和无钙洗涤血

小板聚集无变化。在有钙情况下，E"!%, 先与血

小板保温；或 E"!%, 先与 A:3J(F@40( 保温，相应

浓度的 E"!%,（O"1 M 9N）对 A:3J(F@40( 诱导的含

钙洗涤血小板的聚集的抑制率分别为 HRQ和 HPQ
（图 O），二者无显著差异。

! 讨 论

通过阴离子交换、凝胶过滤和阳离子交换层

析，我们从大蹼铃蟾皮肤匀浆物中纯化了一个表观

分子量为 !! B+7 的单链蛋白。该蛋白具有钙依赖

性的抑制 A:3J(F@40( 诱导人血小板聚集的生物学功

能。C S 末端序列比较分析显示，它与非洲爪蟾、

红色原鸡和人膜联蛋白!的 C S 末端序列相同的氨

基酸分别占 TRQ、UHQ和 OUQ。结合该蛋白质 C
S 末端序列 EN"*$ 搜索结果及钙离子对其活性影

响，推测它是来自大蹼铃蟾皮肤分泌物的与膜联蛋

白!相关的一类蛋白质。
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图 ! 大蹼铃蟾膜联蛋白!相关蛋白对 "#$%&’()*& 诱导的人血小板聚集的抑制作用

+*, - ! ./$ *&/*0*#123 $44$5#" 14 0160*&7 7&&$)*& ! 2$(7#$8 921#$*& 1& /’67& 9(7#$($#
7,,2$,7#*1& *&8’5$8 03 "#$%&’()*&

实验数据为 ! 次实验的平均值 : 标准误（;7#7 72$ $)92$""$8 7" 6$7&" : <=> 14 4*?$ 6$7"’2$6$&#"）。

@—A - 人富血小板血浆（B1267( /’67& 9(7#$($#"）：

@ - 只加 @! &, C 6D "#$%&’()*&（@! &, C 6D "#$%&’()*& 7(1&$）；

E - !", C 6D FG!HI 先与血小板保温，再加入 @! &, C 6D "#$%&’()*&（!", C 6D FG!HI *&5’07#$8 J*#/ 9(7#$($#" #/$& @! &, C 6D "#$%&’()*&
J7" 788$8）；

K - !", C 6D FG!HI 先与 @! &, C 6D "#$%&’()*& 保温，再将混合物加入血小板中（!", C 6D FG!HI *&5’07#$8 J*#/ @! &, C 6D "#$%&’()*&，

#/$& #/$ 6*)#’2$ J7" 788$8 #1 9(7#$($#"）；

A - 只加 !", C 6D FG!HI（!", C 6D FG!HI 7(1&$）。

!—L - 无钙离子洗涤血小板（M7"/$8 9(7#$($#" *& N7E O P42$$ 0’44$2）：

! - 只加 AQ &, C 6D "#$%&’()*&（AQ &, C 6D "#$%&’()*& 7(1&$）；

R - !", C 6D FG!HI 先与血小板保温，再加入 AQ &, C 6D "#$%&’()*&（!", C 6D FG!HI *&5’07#$8 J*#/ 9(7#$($#" #/$& AQ &, C 6D "#$%&’()*&
J7" 788$8）；

S - !", C 6D FG!HI 先与 AQ &, C 6D "#$%&’()*& 保温，再将混合物加入血小板中（!", C 6D FG!HI *&5’07#$8 J*#/ AQ &, C 6D "#$%&’()*&，

#/$& #/$ 6*)#’2$ J7" 788$8 #1 9(7#$($#"）；

L - 只加 !", C 6D FG!HI（!", C 6D FG!HI 7(1&$）。

T—@R - 含钙离子洗涤血小板（M7"/$8 9(7#$($#" *& 0’44$2 J*#/ E 661( C D N7E O ）：

T - 只加 KQ &, C 6D "#$%&’()*&（KQ &, C 6D "#$%&’()*& 7(1&$）；

@Q - 只加 !", C 6D FG!HI（!", C 6D FG!HI 7(1&$）；

@@ —@K - 不同浓度（@@：@", C 6D；@E：E", C 6D；@K：!", C 6D）的 FG!HI 先与血小板保温，再加入 KQ &, C 6D "#$%&’()*&（;*44$2$&#
51&5$&#27#*1&" 14 FG!HI *&5’07#$8 J*#/ 9(7#$($#" #/$& KQ &, C 6D "#$%&’()*& J7" 788$8；@@：@", C 6D；@E：E", C 6D；@K：!", C 6D）；

@K —@R - 不同浓度（@A：@", C 6D；@!：E", C 6D；@R：!", C 6D）的 FG!DI 先与 KQ &, C 6D "#$%&’()*& 保温，再将混合物加入血小板

中（;*44$2$&# 51&5$&#27#*1&" 14 FG!HI *&5’07#$8 J*#/ KQ &, C 6D "#$%&’()*&，#/$& #/$ 6*)#’2$ J7" 788$8 #1 9(7#$($#"；@A：@", C 6D；@!：

E", C 6D；@R：!", C 6D）。

<#$%&’()*& 主要通过结合血小板膜糖蛋白 UI#
受体诱导血小板的活化和聚集（D$$ $# 7(，EQQK）。

<#$%&’()*& 诱导血小板的活化和聚集是不依赖于胞外

钙离子的。<#$%&’()*& 结合到血小板膜 UI#受体后，

血小板膜表面有比较复杂的变化，如受体成簇（本

实验室未发表资料），这种膜表面变化对于血小板

活化和聚集的意义以及它对血小板活化信号传导通

路的影响，由于没有适当的研究模型，是很难弄清

楚的。我们分离纯化的大蹼铃蟾膜联蛋白!相关蛋

白在有钙离子存在的条件下，无论先与血小板或是

先与 "#$%&’()*& 保温，均能抑制 "#$%&’()*& 诱导的人

洗涤血小板活化和聚集，在同样浓度下，两种保温

方式无显著差别，这提示其作用机制可能涉及大蹼

铃蟾膜连蛋白!相关蛋白结合钙离子后，以一种目

前未知的方式锚到细胞膜上或嵌合在膜内，膜形态

和流动性受到影响，干扰了 "#$%&’()*& 与血小板膜

上 UI#分子的结合，影响其信号传导通路；或者

是结合了钙离子的膜联蛋白!相关蛋白直接与 "#$P
%&’()*& 分子相互作用，使得 "#$%&’()*& 分子与血小板

膜 UI#受体的结合受到一定程度的影响，从而抑

制 "#$%&’()*& 分子对人血小板的活化和聚集。在无

钙离子的条件下，大蹼铃蟾膜联蛋白!相关蛋白既
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不能与血小板膜结合，也不与 !"#$%&’()% 分子结合，

所以对 !"#$%&’()% 诱导的人血小板活化和聚集无影

响（图 *）。

有证据表明：在无钙离子的条件下，+%%#()%
分子无规卷曲的 , - 末端与 +%%#()% 核心结合，+%.
%#()% 核心不能与膜上的磷脂分子相互作用。即使

, - 末端比较短的 +%%#()% !分子，空间结构也如

此。+%%#()% 分子功能的多样性与其 , - 末端高度可

变有很大关系。在存在钙离子的条件下，+%%#()%
分子的 +%%#()% 核心结合钙离子，, - 末端与 +%%#(.
)% 核心脱离，一方面释放出 +%%#()% 核心与带负电

荷的磷脂相结合的位点，+%%#()% 分子在结合钙离

子后，暴露的 +%%#()% 核心除了可结合膜上带负电

荷的磷脂外，还可结合其他许多胞内及胞外配体分

子；另一方面，, - 末端自身可被磷酸化的氨基酸

残基（如酪氨酸）暴露。这些构象转变明显提示

+%%#()% 分子与细胞信号传导关系密切（/#!01#2 3
4#25#，6778）。

相对于 !"#$%&’()% 诱导人血小板活化和聚集的

浓度（87 %9 : ;<），我们纯化的蛋白质抑制血小板

活化和聚集的浓度较高（*"9 : ;<），而且最大抑制

仅约 *7=。这种较弱的抑制作用间接说明大蹼铃蟾

膜联蛋白!相关蛋白是以一种非特异的方式干扰

!"#$%&’()% 与血小板膜糖蛋白 4>#受体的结合。但

其确切机制，有待于深入研究。
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