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非洲爪蟾血清白蛋白的分离纯化及胰蛋白酶抑制活性
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摘要：通过凝胶过滤层析及两步阴离子交换层析，从非洲爪蟾（!"#$%&’ ()"*+’）的血清中获得了其 #( )*+
的血清白蛋白。与大蹼铃蟾血清白蛋白相似，非洲爪蟾血清白蛋白也具有抑制胰蛋白酶的活性，但其抑制活力

相对较低，!(% ,-./ 0 1 的非洲爪蟾血清白蛋白能抑制 (23的胰蛋白酶活性（&% ,-./ 0 1）。经表面等离子共振法

获得了其与胰蛋白酶的结合动力学常数，解离平衡常数 4* 5 !622 7 !% 8 # -./ 0 1。经 9:;<:=, >/.< 分析发现，非洲

爪蟾的皮肤中也分布有血清白蛋白。推测两栖类动物血清白蛋白具有的胰蛋白酶抑制活性可能是其抵御天敌捕

食的一种防御措施。
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血清白蛋白是脊椎动物血浆中含量最丰富的蛋

白质，约占血浆总蛋白的一半。它具有重要的生理

功能，如结合许多内源及外源性组分，维持血液的

胶体渗透压，清除自由基，抑制血小板聚集，抗凝

血，及影响动脉血管的渗透性等（X:<:=;，!’’#）。

人血清白蛋白（PC-+, ;:=C- +/>C-D,，\W@）是研

究得较为清楚的白蛋白：成熟蛋白由 $($ 个氨基酸

组成，含 有 &$ 个 半 胱 氨 酸，形 成 !] 对 二 硫 键。

\W@ 由 & 个序列相似的结构域（! 8"）组成一个

心形的分子，每个结构域又含两个亚结构域（@ 和

^）。其分子内的二硫键以相同的排列方式重复 &
次，而且其原子结构具有序列内部的同源性，所以

目前普遍认为血清白蛋白是从一个由 !’% 个氨基酸

组成的祖先蛋白通过 & 次重复进化而来的（WCBD. :<
+/，!’’’）。

某些种类的两栖动物，在生长发育过程中血清
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白蛋白的表达水平不同，即变态期表达量增加，而

成年后表达量则降低，所以认为两栖动物的血清白

蛋白是激素及发育调控的蛋白质（!"##$%% & ’$()
*+,-，./01）。与多数脊椎动物只有一种血清白蛋

白不同，非洲爪蟾（!"#$%&’ ()"*+’）血清白蛋白却

有两个 2345 序列，并由此推导出 67 和 01 83, 成

熟 血 清 白 蛋 白， 两 者 的 序 列 相 似 度 为 7/9
（:"*8,;%;* $% ,#，./7/）。

本实验室曾经从大蹼铃蟾（,$-.+#) -)/+-)）

皮肤 及 血 清 中 分 离 纯 化 到 白 蛋 白 （<=5)*8;>，

<=5)*$?@=），分子量为 60 83,，是由 A7A 个氨基酸

组成的单链的非糖蛋白质，具有特异性地抑制胰蛋

白酶的活性（B+,>C $% ,#，DEEA）。它以一种全新的

机制抑制胰蛋白酶，为丝氨酸蛋白酶抑制剂家族增

添了新类型。两栖类动物有较多的天敌，而大蹼铃

蟾皮肤及血清白蛋白具有极强的胰蛋白酶抑制活

性，故推测其是作为大蹼铃蟾抵御天敌吞食的一种

防御手段。为进一步验证此推测，我们从非洲爪蟾

的血清中也分离纯化到其血清白蛋白，经测定也具

有胰蛋白酶抑制活性，现将结果报道如下。

! 材料与方法

! "! 实验材料

非洲爪蟾由中国科学院昆明动物研究所马普二

组惠赠。F@G$?H;>$ I)0A、’$*"@?2$ J 及 :">")J 柱

层析介质为 5=$?*+,= K+,?=,2;, 公司产品；生色底

物 L)<$>M"N#)L),?C;>;>$)%45 （ <5%45 ）、 % )>;%?")
G+$>N#)GO)C@,>;(;>"P$>M",%$ +N(?"2+#"?;($ （ 4KI< ）

为 F;C=, 公司产品；QR:R3、丙烯酰胺为 !.@8, 公

司产品；其他试剂均为进口或国产分析纯。胰蛋白

酶（%NG$ S）为 F;C=, 公司产品，用 4KI< 在含有

E TED ="# U L V,V#D 的 E T. ="# U L 巴比妥缓冲液（GW
7 T6）中进行反应活性滴定（V+,*$ & F+,-，./60）。

经测定，具有活性的胰蛋白酶占总酶量的（/0 X
D）9，因此认为所用胰蛋白酶全部具有活性。本实

验中的蛋白质浓度均采用 <;")’,( 蛋白质定量试

剂，以牛血清白蛋白（P"Y;>$ *$?@= ,#P@=;>，<F5）

为标准测定。

! "# 非洲爪蟾的血清制备

1 只成年非洲爪蟾（平均体重 AE Z 7E C）用乙

醚麻醉后，剪开腹腔进行心脏取血，血液于 [0 \
保温 . +，再于 1 \放置 1 +，. EEE 0 离心 .E =;>，

收集血清， ] 7E \保存。

! "$ 非洲爪蟾 %& ’() 血清白蛋白（*+,-./012）

的分离纯化

. T[ T . 5^Q5!’ !KLV F@G$?H;>$ I)0A 凝胶过滤层析

. =L 非洲爪蟾血清置于分子量排阻范围为 .D Z
.1 83, 的透析袋内，于 AE =="# U L Q?;*)WV# 缓冲液

（GW 0 TA）中 1 \透析过夜。将透析后的血清 A EEE
0 离心 .E =;>，E TDD!= 滤膜过滤后上样于用含有

E T. ="# U L 4,V# 的 AE =="# U L Q?;*)WV# 缓冲液（GW
0 TA）平衡的 5^Q5!’ !KLV F@G$?H;>$ I)0A 凝胶过滤

柱（柱体积 DEE =L），流速 . TA =L U =;>，同样缓冲

液洗脱，监测 D7E >= 光吸收变化及电导检测。F3F
电泳判断含血清白蛋白组分峰。

. T[ T D 5^Q5!’ !KLV ’$*"@?2$ J 离子交换层析 用

DE =="# U L Q?;*)WV# 缓冲液（GW 0 TA）平衡离子柱

（柱体积 . =L），将 I)0A 凝胶过滤层析所得含目的

蛋白质组分峰用相同缓冲液透析后，同样离心过滤

后上 样，流 速 D =L U =;>，用 平 衡 缓 冲 液 冲 洗 .A
=;>，再用 E Z E T[ ="# U L 4,V#，DA =;> 进行梯度洗

脱。

. T[ T [ 5^Q5!’ !KLV :">" J W’ A U A 离子交换层析

用 DE =="# U L Q?;*)WV# 缓冲液（GW 7 TE）平衡离

子柱（柱体积 . =L），将 ’$*"@?2$ J 离子交换层析

所得组分峰用相同缓冲液透析后，同样离心过滤后

上样，流速 . =L U =;>，用平衡缓冲液冲洗 7 =;>，

再用 E TD Z E TA ="# U L 4,V#，DD =;> 进行梯度洗脱。

! "3 聚丙烯酰胺凝胶电泳

F3F)K5IR 和 4,%;Y$)K5IR 参 考 L,$==#;
（./0E）的方法。F3F)K5IR 中，纯化的样品在含

D TA9 F3F 的上样缓冲液（非还原状态）或在含

D TA9 F3F 和 A9的"] 巯基乙醇的上样缓冲液（还

原状态）中，.EE \处理 A =;>。凝胶于含 E T.9考

马斯亮兰的甲醇 _乙酸 _水（[ _ . _ 6）中染色或银染。

! "4 5 6 末端氨基酸序列测定

纯化的蛋白质在还原状 态 下 进 行 .E9 F3F)
K5IR，电泳完成后，将凝胶上的蛋白质电转移至

K‘3! 膜上，考马斯亮兰 ’)DAE 稍许染色，剪下对

应条带用氨基酸自动序列仪（5<S 1065 型）进行

4 ] 端序列分析。

! "% *+,-./012 的胰蛋白酶抑制活性测定

在含有 . =="# U L V,V#D 的 AE =="# U L Q?;*)WV#
（GW 0 T7）的 . =L 反应体系中，测定纯化的 aG5)
*$?@= 对胰蛋白酶水解生色底物的抑制影响。将不

同量的纯化 aG5)*$?@=（终浓度 .E Z .7E >="# U L）
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与胰蛋白酶（终浓度 !" #$%& ’ (）于 )* +保温 ,*
$-#，加入 ./!0/（终浓度 ) $$%& ’ (）起始反应。

连续 ) $-# 于 1," #$ 处监测对 2 硝基苯胺的释放。

34/56789$ 对胰蛋白酶的抑制稳定性测定方法

同上。!" #$%& ’ ( 胰蛋白酶分别与反应缓冲液、,:"
#$%& ’ ( 34/56789$、1* #$%& ’ ( .$/56789$ 或 ,:"
#$%& ’ ( .;/ 于 )* +保温，时间分别为 " <*、,、1、

:、,)、,=、)" 和 )1 >。以未保温的 !" #$%& ’ ( 胰

蛋白酶活力为 ,""?，计算剩余酶活力。

! "# $%&’()*+, 与胰蛋白酶结合动力学常数的测

定

用 .@/!"""（.-AB%87，C446A&A，;D7E7#）测定

34/56789$ 与胰蛋白酶结合动力学常数。*!F ’ $(
胰蛋白酶溶于 ," $$%& ’ ( 0A/B（4G * <"）中，用胺

偶联试剂盒固定于 BA8H%IJ$7K>J&5E7IK8A# LM* 蕊片

的 1 通道。方法如下：1 通道先用 057K>J&50N5（!5
E-$7K>J&A$-#%48%4J& ） BA8H%E--$-E7 GL& ’ 05>JE8%IJ5
69BB-#-$-E7 活化，然后注射溶于 0A/B 的胰蛋白酶

到 1*" OC，再用 7K>A#%&A$-#7 GL& 封闭。! 通道同

样被活化后，直接封闭作为对照。实验条件均为

)* +，流速 !*!( ’ $-#，缓冲液为含有 ,*" $$%& ’ (
0AL&、! $$%& ’ ( PQR/、" <""*? S)T 的 ," $$%& ’ (
GPSP;（ 4G U <1）。 不 同 浓 度 的 34/56789$（ ,"
#$%& ’ ( V !!$%& ’ (）流过通道 ! 和 1，结合时间 !
$-#，解离时间 * $-#，每一循环后的再生条件为 ,"
$$%& ’ ( F&JB-#75GL&（4G ! <"）再生 W 6。所得传感

图用 .@/7XA&9AK-%# 分析软件 1 进行 , Y , (A#F$9-8 结

合模式拟合。

- 结果与分析

- "! $%&’()*+, 的分离纯化

非洲爪蟾血清经 /ZR/!O [S(L ;9478\-#7 ]5U*
凝胶 过 滤 层 析 共 获 得 两 个 峰（图 ,/），经 ;Q;5
S/]P 发现 =: ^QA 的 34/56789$ 主要分布在第"
峰，收集第"峰进一步分离。经 /ZR/!O [S(L O75
6%98B7 _ 离子交换层析后，在 " <,* $%& ’ ( 0AL& 梯

度得到一个主峰（图 ,.），收集该峰进行 /ZR/!O

[S(L M%#% _ GO * ’ * 离子交换层析，在 " <! $%& ’ (
0AL& 梯度得到一个主峰（图 ,L），对该组分进行活

性分析。对从血清得到的 =: ^QA 纯化组分进行 0
2 末端氨基酸序列测定，所得结果与 M%6^A-K-6 7K A&

（,W:W）由非洲爪蟾血清白蛋白的 BQ0/ 序列推导

的氨基酸序列一致。证明我们得到的是 =: ^QA 的

非洲爪蟾血清白蛋白。

图 , 非洲爪蟾 =: ^QA 血清白蛋白的分离纯化流程图

[-F ‘ , S98-\-BAK-%# %\ =: ^QA 6789$ A&H9$-# \8%$
"#$%!&’ ()#*+’

/：血清经 /ZR/!O [S(L ;9478\-#7 ]5U* 凝胶过滤层析；.：/Z5
R/!O [S(L ;9478\-#7 ]5U* 凝胶过滤层析所得第二峰经 /ZR/!O

[S(L O76%98B7 _ 离子交换层析；L：/ZR/!O [S(L O76%98B7 _
的主峰经 /ZR/!O [S(L M%#% _ GO * ’ * 离子交换层析。

箭头代表活性组分峰。

/：]7& \-&K8AK-%# %\ " , ()#*+’ 6789$ %# /ZR/!O [S(L ;9478\-#7 ]5
U* B%&9$#；.：/ZR/!O [S(L O76%98B7 _ B>8%$AK%F8A4>J %\ 47A^
" %\ ]5U* B%&9$#；L：R>7 $A-# 47A^ %\ /ZR/!O [S(L O76%98B7 _
DA6 \-#A&&J &%AE7E %# /ZR/!O [S(L M%#% _ GO * ’ * B%&9$# ‘ [8AB5
K-%# B%#KA-#-#F =: ^QA 34/56789$ DA6 -#E-BAK7E HJ A88%D ‘

- "- 胰蛋白酶抑制活性测定结果

对 34/56789$ 进行胰蛋白酶抑制活性测定发

现，它具有抑制胰蛋白酶的活性。,:" #$%& ’ ( 的

34/56789$ 能抑制 !" #$%& ’ ( 胰蛋白酶 :1?的活性；

而 1* #$%& ’ ( 的 .$/56789$， 就 完 全 抑 制 了 !"
#$%& ’ ( 的 胰 蛋 白 酶 的 活 性；.;/ 则 完 全 无 抑 制
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（图 !）。将 "# $%&’ ( ) 胰蛋白酶同 *+# $%&’ ( ) ,-./
0123% 保温 *4 %5$ 时，可以抑制 +67的胰蛋白酶活

性；当 保 温 时 间 延 长 至 !6 8 时，仍 然 可 以 抑 制

+#7左右的胰蛋白酶活性。而 64 $%&’ ( ) 的 9%./
0123% 保温 *4 %5$ 完全抑制了 "# $%&’ ( ) 的胰蛋白

酶活性，直至保温 !6 8。说明 ,-./0123% 同 9%./
0123% 一样，对胰蛋白酶的抑制具有相当的稳定性。

9:. 对胰蛋白酶的活性则无明显影响（图 "）。

!非洲爪蟾血清白蛋白 ,-./0123%；"大蹼铃蟾血清白蛋白

9%./0123%；#牛血清白蛋白 9:.。

图 ! 三种来源的血清白蛋白对胰蛋白酶的抑制活性

;5< = ! >2?-05$ 5$85@5A&2? BCA5D5A? &E 0123% B’@3%5$
E2&% A8211 F5$G0 &E B$5%B’0

$缓冲液 93EE12；#牛血清白蛋白 9:.；!非洲爪蟾血清白蛋

白 ,-./0123%；"大蹼铃蟾血清白蛋白 9%./0123%。

图 " 非洲爪蟾 H+ FIB 血清白蛋白抑制胰蛋白

酶的稳定性

;5< = " >5%1/0AB@5’5A? &E A81 5$85@5A5&$ &E H+ FIB 0123%
B’@3%5$ E2&% ! " #$%&’( &$ A2?-05$ BCA5D5A?

9%./0123% 与一定量胰蛋白酶保温后进行 JB/
A5D1/K.LM，可以观察到其与胰蛋白酶形成的复合

物条带的出现，而 9:. 或 ,-./0123% 与胰蛋白酶

保温后均无复合物条带出现，但随胰蛋白酶量的增

加，9:. 逐渐被水解，蛋白质条带逐渐减弱，,-./
0123% 则无明显的量变化（图 6）。用表面等离子共

振法测定 ,-./0123% 与胰蛋白酶的结合动力学常

数，解离平衡常数为 NI O * P66 Q *# R H %&’ ( )。

图 6 三种来源的血清白蛋白同胰蛋白酶保温复合物的 JBA5D1/K.LM
;5< = 6 JBA5D1/K.LM &E A81 %5SA321 &E A2?-05$ B$G 0123% B’@3%5$ E2&% A8211 F5$G0 &E B$5%B’0

泳道 *：,-./0123%（! P4!%&’ ( )）；泳道 !、"、6：,-./0123%（! P4!%&’ ( )）与不同量的胰蛋白酶（分子摩尔比为 * T# P*，* T# P4，

和 * T*）于 !4 U保温 *4 %5$；泳道 4：9%./0123%（* P+4!%&’ ( )）；泳道 H、V：9%./0123%（* P+4!%&’ ( )）与不同量的胰蛋白酶

（分子摩尔比为 * T# P4，和 * T*）于 !4 U保温 *4 %5$；泳道 +：9:.（* P+4!%&’ ( )）；泳道 W、*#：9:.（* P+4!%&’ ( )）与不同量的

胰蛋白酶（分子摩尔比为 * T# P4，和 * T*）于 !4 U保温 *4 %5$。

)B$1 *，,-./0123%（! P4!X）；’B$1 !，"，B$G 6，,-./0123%（! P4!X）Y121 5$C3@BA1G Y5A8 A2?-05$ BA G5EE121$A %&’B2 2BA5& * T# P*，

* T# P4，B$G * T* E&2 *4 %5$ BA !4 U；’B$1 4，9%./0123%（* P+4!X）；’B$1 H B$G V，9%./0123%（* P+4!X）Y121 5$C3@BA1G Y5A8 A2?-05$
BA G5EE121$A %&’B2 2BA5& * T# P4 B$G * T*；’B$1 +，9:.（* P+4!X）；’B$1 W B$G *#，9:.（* P+4!X）Y121 5$C3@BA1G Y5A8 A2?-05$ BA G5EE121$A
%&’B2 2BA5& * T# P4 B$G * T* =

! 讨 论

通过凝胶过滤层析和离子交换层析，我们从非

洲爪蟾的血清中分离纯化到其 H+ FIB 的血清白蛋

白。经 J R 末端氨基酸序列分析，所得 J R 末端与

文献报道的序列一致。,-./0123% 也具有胰蛋白酶

抑制活性，但相对于大蹼铃蟾白蛋白，其抑制活力

较低，前者完全抑制 "# $%&’ ( ) 胰蛋白酶的量比后

者要高四倍左右。,-./0123% 与胰蛋白酶的解离平

衡常数 NI O * P66 Q *# R H %&’ ( )，而 9%./0123% 的

NI O * P44 Q *# R W %&’ ( )，两者相差 " 个数量级，说

明后者的胰蛋白酶抑制活力要远大于前者。9%./
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!"#$% 通过由一对二硫键 &’!()*&’!+,形成的一个暴

露的活性位点环，以 - . - 分子摩尔比同胰蛋白酶形

成稳定的非共价结合的复合物，反应活性位点为

/#0(1（2-）*34!(5（2-6）（789:0 "; 9<，,==(）。目前

还没有发现哺乳动物血清白蛋白具有胰蛋白酶抑制

活性。对 >?/*!"#$%、@%/*!"#$%、3A/ 和 @A/ 进

行氨基酸序列比较发现，>?/*!"#$% 和 @%/*!"#$%
序列中的第 (1 位氨基酸分别为 B’! 和 /#0，而在后

两者中则为 A"#，这可能是它们没有胰蛋白酶抑制

活性的主要原因。>?/*!"#$% 同 @%/*!"#$% 相比，

胰蛋白酶抑制活力较低，这可能是由于反应活性位

点环的氨基酸序列变异较大引起的。因为在丝氨酸

蛋白酶与抑制剂的相互作用中，除剪切位点外，其

两侧的次级结合位点也发挥较重要的作用（@CD" E
3$F"#，-55,）。另外，在 G9;4H"*2/IJ 凝胶上可明

显观察到 @%/*!"#$% 同胰蛋白酶形成的复合物，而

>?/*!"#$% 与胰蛋白酶保温后则观察不到复合物的

形成，这或许与 >?/*!"#$% 的抑制活力较低有关。

而且 >?/*!"#$% 的解离平衡常数比 @%/*!"#$% 高 )
个数量级，观察不到复合物可能也与 >?/*!"#$% 同

胰蛋白酶形成的复合物在反应平衡中解离速度较快

有关。

经酶联免疫吸附实验研究发现，兔抗 @%/*!K4:

血清能与非洲爪蟾 +1 KL9 的 >?/*!"#$% 发生免疫

交叉反应，抗体滴度为 - . - ===，而与 @%/*!"#$%
发生免疫交叉反应的抗体滴度为 - . -== ===，证明

非洲爪蟾 +1 KL9 的 >?/*!"#$% 同 @%/*!"#$% 具有

部分相似的抗原决定簇。非洲爪蟾的皮肤匀浆物也

与兔抗 @%/*!K4: 血清发生免疫交叉反应，抗体滴

度为 - . -== 左右，证明在皮肤中也存在有 +1 KL9 的

>?/*!"#$%。

丝氨酸蛋白酶抑制剂广泛存在于动物、植物、

微生物体中。在动物体中，丝氨酸蛋白酶抑制剂是

维持体内环境稳定的重要因素，一旦平衡失调即导

致多种疾病，任何影响其活性的因素也会造成严重

的病理性疾病。它们最基本的功能是防止不必要的

蛋白水解，调节丝氨酸蛋白酶的水解平衡。因此，

作为调控物，丝氨酸蛋白酶抑制剂在机体的生理活

动中 扮 演 着 重 要 的 角 色 （ B9!KCM!K4 E N9!4%，

,===）。在植物中，丝氨酸蛋白酶抑制剂的主要功

能是防御其采食者。因此我们认为非洲爪蟾及大蹼

铃蟾血清白蛋白除了执行常规的生理功能外，其胰

蛋白酶抑制活性，很可能直接或间接地参与到抵御

天敌的行为中，这较好地说明了物种具有适应其特

殊生活环境的能力。
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