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两栖类动物皮肤分泌物及其生物学适应意义
———大蹼铃蟾皮肤分泌物蛋白质多肽组的启示

张 云"

（中国科学院昆明动物研究所，云南 昆明 !"#$$%）

摘要：以大蹼铃蟾（!"#$%&’ #’(%#’）为代表性物种，揭示了两栖类皮肤分泌物蛋白质多肽组丰富的分子
和功能多样性。目前在大蹼铃蟾已发现的分子包括 % 类不同的抗菌肽、缓激肽、缓激肽增强肽和缓激肽拮抗
肽、缓激肽基因相关肽、富含脯氨酸铃蟾肽及其基因相关肽、神经调节素 &、’() 肽、三叶型蛋白和蛋白酶抑
制剂等。抗菌肽分子多样性及其形成机制、缓激肽及其基因相关肽功能和表达模式的多样性都较好地揭示了在
多样的生态条件下，两栖类皮肤活性肽环境适应的分子基础及生物合成的调控机制。富含血红素辅基的白蛋白
广泛分布在大蹼铃蟾皮肤外皮层细胞膜上和真皮海绵层内，表明它在皮肤的生理功能，如在呼吸、物质交换和
渗透压调节中有重要作用。两栖类皮肤分泌物蛋白质多肽组，由于其分子结构的多样性、新颖性和哺乳类同系
物的存在，在生物医学研究和天然药物开发中具有独特和不可替代的价值；同时，两栖类皮肤功能基因组具有
多样性丰富、快速重组突变的特征，是探讨生物适应的基因基础、基因形成机制和进化特性等生物学基本问题
的优秀模型。
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两栖类动物是原始、初登陆的四足动物，也是 从水生鱼类演化到真正陆地生的爬行类动物之间的
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过渡类群。世界现有两栖动物 !!"# 种，隶属 $ 目

## 科 ##% 属（&’()*，+""+）。中 国 现 有 两 栖 动 物

$+! 种，隶属 $ 目 ,, 科 !- 属（&./ .* 01，+""!），

其中云南、四川、贵州和西藏分别为 ,+"、,"2、%2
和 #3 种，共占 3+4（+$$ 种），在中国占有相当重

要的地位。这与云南、四川、贵州和西藏等四省的

自然环境、地理和气候条件复杂有关。两栖类皮肤

对维持两栖动物自身生存和适应栖息地的多样化生

态环境起着重要作用，能为其生存提供必须的功

能：呼吸作用、调节水分、抵御捕食、抗微生物入

侵、排泄、生殖等（56.11708 9 :’6.;，,-2%）。两

栖类皮肤含有丰富的腺体（主要包括分泌腺和粘液

腺），其腺体分泌物是两栖类动物生物化学物质的

一个主要来源（<10’=.，,--3；>0/ .* 01，+""+0）。

（,）两栖类皮肤是生物活性蛋白质多肽的较好来

源：蛋白质多肽在两栖类皮肤中大量表达，其含量

远远超过了来源于哺乳动物各种组织类似物的含

量。而两栖类皮肤是一种非常容易获得的资源，更

适合于这些蛋白质多肽的发现、纯化和功能研究。

（+）不同物种的皮肤中贮藏着不同种类的生物活性

分子，因此，多肽目录呈现出超乎想像的分子和功

能多样性。（$）两栖类皮肤中的每种活性蛋白质多

肽在哺乳类中都具有类似物，这个预测得到许多实

验证据（?’)@07.’，,-3,；A.B/8) 9 C0)1(DD，,--"；501E，

,--!）的支持。本文以大蹼铃蟾（!"#$%&’ #’(%#’）

作为代表性物种进行有关两栖类皮肤分泌物分子和

功能多样性及其生物适应意义的综述，拟唤起人们

对两栖类皮肤分泌物蛋白质多肽组，特别是中国产

特色物种的特殊分子多样性，及其在生物学、生物医

学基础研究以及天然药物开发中的意义的关注。

大蹼铃蟾（! ) #’(%#’）隶属铃蟾科（A(7;/F
80*(’/G0.）铃 蟾 属（ !"#$%&’ ），分 布 于 中 国 四 川

（西南部高山区）、云南（中部及西北部地区）、贵

州省。大蹼铃蟾常栖于高山区农田和林地附近，生

存在相对恶劣的环境里，如具有大量细菌、微生物

的静 池 塘（图 ,），而 且 当 地 的 居 民 都 知 道 它 很

“毒”。在对 % 种两栖类皮肤分泌物作小鼠致死活

性、抗菌、溶血和细胞毒试验的生物学活性初步检

测中，发现大蹼铃蟾的皮肤分泌物具有很强的生物

学活性（>0/ .* 01，+""+;，H），小白鼠腹腔注射的

半数致死剂量达 ,2 I2 7J K =J，其“生物毒性”与蝰

科蛇毒相当。通过生物化学与分子生物学手段，获

得了若干类活性蛋白质多肽。

! 抗菌肽

从植物、无脊椎动物、脊椎动物和人体中已经

成功地分离并获得抗菌肽（C0)1(DD，+""+）。在两栖

类动物中，抗菌肽由位于皮肤外层的真皮腺体分泌

产生，为个体本身提供了一个迅速的防御体系，以

抵抗有害微生物的入侵（A0’’0 9 L/770H(，,--!），

是两栖类天然免疫系统的重要组成部分。

研究表明，大蹼铃蟾皮肤分泌物有三类不同的

图 , 池塘中的大蹼铃蟾
&/J M , !"#$%&’ #’(%#’
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抗菌肽，即 !"#$!$%、!"#$!$% & 和 !"#$!$% ’，是

大蹼铃蟾皮肤分泌物的主要活性分子类群。("#)
$!$% 和 !"#$!$% & 分别对应于从铃蟾属东方铃蟾

（!"#$%&’ "(%)&*’+%, ）和 多 彩 铃 蟾（ ! - .’(%)/’*’ ）

中发现的 *+!*$%$% 和 *+!*$%$% & 抗菌肽（,$*-+%
./ "0，1221；’$!!"3+ ./ "0，1221）；!"#$!$% ’ 是

从大蹼铃蟾中新发现的一组抗菌肽分子。

! "! #$%&’&( 及 ’$%&’&( ) 抗菌肽

1 41 4 1 结构及分子多样性 通过生物化学手段，

由大蹼铃蟾皮肤分泌物中纯化得到抗菌肽 !"#$!$%

1 5 6，由 78 个氨基酸组成；而 !"#$!$% & 1 5 9，

则由 7: 个氨基酸组成（;"$ ./ "0，7::7<）。为了解

这些抗菌肽的分子多样性，构建了来自大蹼铃蟾的

两个独立个体皮肤的 3=>? 文库，得到 6@ 个独立

的 3=>? 序列。它们编码的蛋白质前体包含信号

肽、两个酸性前肽、间隔肽以及抗菌肽 !"#$!$% 及

!"#$!$% &。这些 3=>? 序列一共编码 11 种不同的

成熟 !"#$!$% 抗菌肽（!"#$!$% 1 5 11）以及 1@ 种

!"#$!$% & 抗菌肽（!"#$!$% & 1 5 1@）（表 1）。在

对来自于7:只大蹼铃蟾收集的皮肤分泌物中的抗

表 ! 大蹼铃蟾皮肤抗菌肽（引自 ;.. ./ "0，7::6"；A"%B ./ "0，7::6）
*$+ , ! -(.&’&/01+&$2 343.&546 &54(.&7&45 &( !"#$%&’ #’(%#’ 68&(（3$/.< CD+! ;.. ./ "0，7::6"；A"%B ./ "0，7::6）
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菌肽进行 !"#$%&’() 质谱分析时，*+,-*-. / 0 1、

/2 0 // 和 *+,-*-. 3/ 0 /2、/4 都得到很好的相对

应的分子量的确认，表明这些多肽在皮肤中的有效

表达（#55 56 +7，4228+）。

在发现的 *+,-*-. 及 *+,-*-. 3 抗菌肽中，有

两个分子值得特别关注，其一是含自由巯基的抗菌

肽 *+,-*-. 9，该抗菌肽是首次在真核生物中发现

含有自由巯基的抗菌肽（#55 56 +7，4228:），其特

征是位于分子中部在其他 *+,-*-. 中高度保守的

;7</= 突变为 ><?/=；其二是 *+,-*-. 38，该抗菌

肽是自然界中发现的第一个基因编码的酸性抗菌肽

（#+- 56 +7，42245），组成其分子的 42 个氨基酸残基

中含有 @ 个酸性天冬氨酸残基，而不含碱性氨基酸

残基。

/ A/ A 4 生物学活性及环境适应意义 !+,-*-. 及

*+,-*-. 3 抗菌肽对革兰氏阳性菌及革兰氏阴性菌，

如大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、巨大芽胞杆菌、绿

脓杆菌和痢疾杆菌均有较强的抗菌活性，其最小抑

菌浓度介于 / 0 42!B C *#。同时，由于结构变异，

它们又表现出抗菌活性的差异及对细菌菌株的选择

性（#+- 56 +7，4224D）。就抗真菌活性而言，这些

抗菌肽的活力较低，仅对白色念球菌表现出抗菌活

性，而对所测试的青霉、黄曲霉生长无抑制作用。

实验证明 *+,-*-. 9 基本不具有抗细菌活性，而具

有显著的抗支原体活性，而且其活性依赖于分子中

游离的半胱氨酸（#55 56 +7，4228:）。支原体是从

革兰氏阳性菌中分化出来的简单细菌，其特点在于

无细胞壁，因而与典型细菌不同，其细胞膜上含有

胆固醇以起到稳定细胞膜的作用。推测 *+,-*-. 9
的自由巯基可促进抗菌肽与支原体的结合而起到抑

制支原体的作用。

比较而言，首次发现的酸性抗菌肽 *+,-*-. 38
的抗菌谱较窄，在所测试的微生物中，仅发现金黄

色葡萄球菌对其敏感，且活性也较低（最小抑菌浓

度 12!*E7 C #）（#+- 56 +7，42245）。这里需要特别

强调的是，实验用于测定抗菌肽活性的微生物基本

来源于临床医院，与大蹼铃蟾生活生态环境的微生

物谱系有所不同，因此，由于所测定的微生物与特

定抗菌肽的天然靶向微生物的差异，其敏感度低是

可以理解的。抗菌蛋白质和多肽的一个共同特点都

是带正电荷的碱性分子，以利于攻击细菌带负电荷

的细胞膜。然而，目前的研究发现，细菌（如金黄

色葡萄球菌）发展了多种抵抗碱性抗菌肽的手段，

其中包括自我修饰细胞膜以降低膜负电荷，耗能排

出抗菌肽，改变膜流动性及水解抗菌肽等。!+,&
-*-. 38 的存在表明，为了适应特定的生活环境，

和碱性抗菌肽一起，酸性抗菌肽也存在于两栖类动

物的初级免疫系统中，这是生物适应 F 共同进化的

良好佐证。

比较不同实验室对铃蟾属物种大蹼铃蟾（! "
#$%&#$）、东方铃蟾（ ! " ’(&)*+$,&-）和多彩铃蟾

（! " .$(&)/$+$）类似抗菌肽家族的研究结果发现，

采自中国云南楚雄山区成体的大蹼铃蟾，其抗菌肽

的分子多样性显著大于东方铃蟾和多彩铃蟾，从后

两个物种的皮肤中仅分别鉴定出 G 和 H 个 :E*:-.-.
肽（*+,-*-. 类似），以及 G 和 8 个 :E*:-.-. 3 抗菌

肽（*+,-*-. 3 类 似），且 相 互 之 间 变 异 度 很 小

（;-:?E. 56 +7，/99/；I-**+JE 56 +7，/99/）。造成

这种分子多样性和复杂性的显著差异的因素，最合

理的解释就是生态环境的驱动：动物行为生态学观

测表明，大蹼铃蟾蝌蚪生存在相对清澈的水中，而

成体却喜好生存在具有大量细菌、微生物等非常恶

劣的池塘泥土环境里；分离鉴定东方铃蟾和多彩铃

蟾抗菌肽的个体均来源于动物园和实验室长期饲养

的环境。

/ A/ A @ 其他生物学活性 除了抗菌活性外，*+,&
-*-. 抗菌肽在微摩尔浓度下对培养的肿瘤细胞显示

细胞 毒 性（ %>82 /8 0 G2!B C *#） （IK5.B 56 +7，
4224，422@）。有趣的是，在所测试的 *+,-*-.? / 0
8 中，发 现 *+,-*-. @ 抗 菌 肽 对 人 免 疫 缺 陷 病 毒

3%L 有明显抑制作用，选择指数达到 1，而其他抗

菌肽对 3%L 作用不显著。值得注意的是 *+,-*-. @
抗菌肽具有特异性的组氨酸 > F 末端，推测在其特

有的抗 3%L 中发挥了重要作用。研究结果提示了

利用这一类碱性抗菌肽开发抗病毒活性肽的可能性

（#+- 56 +7，4224D）。!+,-*-. 抗菌肽不具有溶血活

性，而 *+,-*-. 3 抗菌肽则显示微弱的溶血活性

（在 82!B C *# 浓度下，溶血率达 92M）。另 一 方

面，尽管目前已从自然界各种材料来源中分离鉴定

了很多抗菌肽，但它们对哺乳类的毒性还没有得到

很好的研究，大剂量腹腔注射 *+,-*-. / 或 *+,-*-.
@ 能引起小鼠的中毒症状，包括喘息，痉挛和紧张

等。实验测定结果，*+,-*-. / 和 *+,-*-. @ 对小鼠

的 #$82分别为 1 A4 和 G A@ *B C NB，解剖小鼠后可观

察到大面积皮下血管扩张。!+,-*-. 抗菌肽引起小

鼠死亡的毒理学机制目前尚不清楚，OEP6K5P. 杂交

G2/ 动 物 学 研 究 4H 卷



实验初步证明，此类抗菌肽在蛙的脑区和胃肠道有

表达，提示它们具有目前未知的生物学功能。

! "! " # 分子多样性产生的机制 为了解大蹼铃蟾

$%&’$’(及 $%&’$’( ) 抗菌肽多样性的产生机制，

首先揭示了这些抗菌肽的基因结构。大蹼铃蟾基因

组 *+, 的 -./0123( 杂交证明，抗菌肽编码基因属

于多拷贝基因家族。对 4 个抗菌肽基因的全序列测

定表明，它们的结构类似，均由 5 个外显子组成。

外显子 ! 包含 6789:; 的大部分；外显子 < 包含 678
9:; 的其余部分、信号肽以及酸性前肽 ! 的几个氨

基酸残基；外显子 5 编码酸性前肽 ! 的剩余部分、

一个拷贝的 $%&’$’(、间隔肽、酸性前肽 <、一个拷贝

的 $%&’$’( ) 以及 5789:;（图 <）。由于 $%&’$’( 及

$%&’$’( ) 抗菌肽都是由外显子 5 所编码，提示在

$%&’$’( 及 $%&’$’( ) 抗菌肽的多样性形成过程中，

;+, 剪切所起的作用不大（=22 20 %>，<??6%）。

图 < 东方铃蟾（,）和大蹼铃蟾（@）抗菌肽基因结构（引自 =22 20 %>，<??6%）

A’B C < -D12$%0’D B2(2 E03/D0/32 .F %(0’$’D3.G’%> H2H0’I2E F3.$ ! " #$%&’()*%+ %(I ! " ,)-%,)
（D’02I F3.$ =22 20 %>，<??6%）

J&.( (/$G23 ’E ’(I’D%02I %E J& C K E0%(IE F.3 % H/0%0’L2 H3.$.023 C

分析不同结构区域所构建的基因树表明，结构

域重组（I.$%’( E1/FF>’(B）或基因转换（B2(2 D.(8
L23E’.(）在大蹼铃蟾抗菌肽的基因中是频繁发生

的。分析 6M 个抗菌肽编码 D*+, 发现，$%&’$’( 及

$%&’$’( ) 编码区核酸的非同义位点核酸替换平均

数（I+）明 显 超 过 了 同 义 位 点 核 酸 替 换 平 均 数

（I-），同样现象在其他结构区域，如信号肽、酸性

前肽、间隔肽中则未被发现，揭示了大蹼铃蟾抗菌

肽基因中 $%&’$’( 及 $%&’$’( ) 经受着达尔文正选

择驱动的快速进化，是其抗菌肽多样性产生的根本

原因（=22 20 %>，<??6%）。

抗菌肽的作用机制目前认为是在与病原菌结合

之后，通过地毯样或桶穿孔机制破坏病原菌的细胞

膜（-1%’，!NN6；JH%(I O P.B2>，!NNN）。在这一

过程中，抗菌肽亲水和疏水的部分在不同目标的特

殊识别中可能起到了重要作用。进一步分析发现在

$%&’$’( 和 $%&’$’( ) 中，受到正选择的位点分布

在 %>H1% Q 螺旋的不同位点，可能用于解释所观察

到的 两 个 抗 菌 肽 家 族 之 间 微 生 物 选 择 性 的 差 异

（=%’ 20 %>，<??<I，2），同时也暗示了这两种抗菌

肽在与病原微生物膜相互作用中采取不同的机制，

在 $%&’$’( 中可变位点的分布能够使它们对病菌选

择的多样化，而在 $%&’$’( ) 中分布的模式能够改

变它们与细菌膜的结合（=22 20 %>，<??6%）。

! "# $%&’$’( ) 抗菌肽

在大蹼铃蟾中新发现了第三类抗菌肽，命名为

$%&’$’( - 抗菌肽。五种 $%&’$’( - 抗菌肽中，$%&8
’$’( -! 长度较短，只有 !# 个氨基酸残基，其余 #
个（$%&’$’( -< R 6）都由 !S 个氨基酸残基组成，

并且相互间相似度高达 S5 "5T。U%&’$’( - 与 $%&8
’$’( 和 $%&’$’( ) 在氨基酸序列上并没有明显的同

源性。测定人工化学合成的 $%&’$’( -! 及 $%&’$’(
-# 的活性结果表明，$%&’$’( -# 不具有抗细菌及

真菌活性，而显示有抗支原体活性（V%(B 20 %>，
<??6）。

大蹼铃蟾面对着多种微生物，如各种细菌、真
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菌以及支原体的感染，其皮肤中多样化的抗菌肽对

于其保持抗病原微生物的潜能和广泛的抗菌谱是必

要的。病原微生物的多样性驱动了大蹼铃蟾皮肤抗

菌肽的进化，以适应特定的微生物环境。

! 哺乳动物激素和神经递质的类似物

! "# 缓激肽（$%&’()*+*+）及其基因相关肽

! "# " # 结构特征与表达模式 $%&’()*()() +，这

一新的来源于大蹼铃蟾皮肤的缓激肽由 #, 个氨基

酸残基组成，与其他来源的缓激肽类分子在 - . 端

氨基酸序列上有显著的差异。四种编码该激肽的前

体 /0-1 已被克隆，这是第一个得到的低等脊椎动

物编码缓激肽基因的 /0-1 克隆（2*( 34 *5，!66#；

233 34 *5，!667/）。其特征在于前体由 # 8 9 个重复

单元构成，并且与新发现的激肽增强肽（实际是

’%&’()*()() + 的 - . 端变异体）、激肽 $! 受体抑

制剂 :()3;4*4()（<=3) 34 *5，!66>*）和缓激肽基因

相 关 肽 （’%&’()*:()()?@1A） 共 同 表 达。$%&’(?
)*:()()?@1A 是从大蹼铃蟾皮肤分泌物中分离得到

的由 !9 个氨基酸残基组成的一种单链新型多肽，

其氨基酸全序列一级结构与人可卡因相关转录产物

<1BC 中间片段具部分相似性。初步活性测定表

明，’%&’()*:()()?@1A 具 有 抑 制 进 食 的 生 物 效 应

（2*( 34 *5，!66>*）。图 >$ 表示了这些 /0-1 结构

的构造特点。克隆 ##7 编码包含 D 个 ’%&’()*:()()
+ 拷 贝 的 前 体 蛋 白 质；克 隆 ##! 编 码 包 含 9 个

’%&’()*:()() + 拷贝加一个 ’%&’()*:()() +?@1A 拷

贝的前体蛋白质。克隆 7E9 与克隆 77> 相比较，前

者除了缺失一个 ’%&’()*:()() + 拷贝外，序列的差

异性主要表现 ’%&’()*:()() + 变异体的编码区域，

编码新的 ’%&’()*:()() + 变异体中 #7 个变异核苷

酸中有 #F 个是非同义突变，表明了在进化过程中

发生了高度的正选择。

! "# " ! 生物学活性及环境适应意义 与缓激肽一

样，’%&’()*:()() + 具有豚鼠回肠收缩活性（233
34 *5，!667/）。出乎预料的是，新近发现的 ’%&’(?
)*:()() + 变异体单独不具有对豚鼠回肠的收缩活

性，而是表现出了对 ’%&’()*:()() + 的平滑肌收缩

活性的增强作用。值得注意的是，’%&’()*:()() +
中缓激肽片段的第一个精氨酸残基在 ’%&’()*:()()
+ 变 异 体 中 被 异 亮 氨 酸 替 换。 另 一 方 面，

0GCHBCB2I 多肽是依据克隆 7E9 和 77> 相关的前

体蛋白质的串联排列和潜在加工位点的存在而推断

得出的多肽，其天然存在形式还没有得到证实。有

趣的是，0GCHBCB2I 多肽表现出与 ’%&’()*:()()
+ 变异体 - . 末端的明显序列同源性（图 >1）。活

性测定表明，它对 ’%&’()*:()() + 具有明显的抑制

活性，而对缓激肽却没有抑制作用。

缓激肽介导了多种不同的生物学活性，包括降

低 血 压、 平 滑 肌 收 缩、 疼 痛 等 （B3J%5( 34 *5，
#,,E）。在前体蛋白质中 ’%&’()*:()() + 的多拷贝

是大蹼铃蟾为抵御捕食而大量合成和释放这种“毒

性”物质的有效方式。可以推测，在某种特定应急

条件下，’%&’()*:()() + 拷贝数的增加，通过 9 个

碱基（C@<@@@C1）插入而开启具有抑制食欲功能

的 ’%&’()*:()()?@1A 的翻译，以及 ’%&’()*:()() +
变异体对 ’%&’()*:()() + 生物活性的增强都可以增

加大蹼铃蟾对捕食者的对抗作用。但另一方面，这

些“毒性”物质的大量合成释放可能也会对蛙自身

造成伤害，尤其是在皮肤裸露的情况下。因此，

0GCHBCB2I 多肽与 :()3;4*4() 拮抗剂的存在可能在

保护自身免遭这些“毒性”物质伤害中起到关键性

的作用，正如它们的 /0-1 组合所揭示的一样，这

些多肽生物合成模式提示一种精确的分子机制———

抵御捕食者与自身保护的调节和平衡。

比较不同实验 室 对 大 蹼 铃 蟾 ’%&’()*:()() +
/0-1 结构测定结果的差异进一步揭示了环境因素

对这 类“毒 性”物 质 表 达 模 式 的 影 响。$%&’(?
)*:()() + 的上述 F 种 /0-1 的类型是从新近捕获

的野生大蹼铃蟾构建的 /0-1 文库中鉴定出来的。

<=3) 34 *5（!66>*，’）报道了两种 ’%&’()*:()() +
的 /0-1 结构，其一包含 ’%&’()*:()() + 的 F 个串

联重复；另一个包含 ’%&’()*:()() + 单拷贝加一个

:()3;4*() 单拷贝，这种差异可能是在 &B-1 提取之

前，这些蛙的生存环境不同而引起的。我们实验中

所用的动物是刚刚从野外捕获的，而 <=3) 等利用

的动物是在良好生存环境下生活了很长一段时间

（实验室饲养 F 年）。实验证据显示，与抗菌肽分子

多样性相似，生存于野生环境的大蹼铃蟾中缓激肽

相关多肽多样性和复杂性显著大于长期饲养的动

物，反映出在某种生存环境中生物适应性的分子基

础。揭示 ’%&’()*:()() + 的基因结构将有助于进一

步阐明两栖类动物缓激肽相关多肽环境适应过程中

分子调节机制及其生物学意义。

! "! 铃蟾肽（$,-$./*+）及其基因相关肽

最早从欧洲铃蟾皮肤中分离得到了十四肽铃蟾
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图 ! 大蹼铃蟾皮肤缓激肽和基因相关肽结构（"）及其 #$%" 不同组成类型（&）
（引自 ’(( () *+，,--./）

012 3 ! （"）&4#516*71616 8 *69 1): 2(6( *::4/1*)(9 ;(;)19(:，*69（&）#$%": (6/49162
5<*9=71616><(+*)(9 ;(;)19(: 16 !"#$%&’ #’(%#’ :716（/1)(9 ?<4# ’(( () *+，,--./）

肽。铃蟾肽的研究导致了其哺乳类类似物促胃酸分

泌素释放肽（@$A）和神经调节素 &（6(B<4#(916
&）的发现。@$A 和 %(B<4#(916 & 在胃肠道（@C）
和中枢神经系统（D%E）中广泛分布（8*<)16(F G
H*/I(，,---），介导了各种各样的生物学活性，包

括平滑肌的收缩、其他 @C 激素的分泌和中枢自我

平衡机制的调节（食欲、取食行为和体温调节）

等。从大蹼铃蟾的皮肤分泌物中分离得到一新的铃

蟾 肽 相 关 多 肽， 其 一 级 结 构 是 ;JKKAA$A>
ALM"N@O08>%O,，包含有 P 个脯氨酸和 ! 个碱性

氨基酸残基的氨基末端（% Q 末端），与其他来源

的铃蟾肽有广泛的差异。因此，把这一多肽命名为

富含脯氨酸铃蟾肽（A$>54#5(:16）。研究发现 A$>
54#5(:16 对鼠胃底组织肌肉条具有收缩作用，且与

’(BR!>54#5(:16 相比较在强度和内在活性方面都有

显著提高（’*1 () *+，,--,?），为其独特的片段所

发挥的重要功能提供了第一证据。不同的铃蟾肽拥

有不同生理作用和独特性铃蟾肽受体亚型（8449=
G 8(<*+1，,--P），更加详细的分析 A$>54#5(:16 在

铃蟾肽不同受体亚型上的作用效果将是非常有意义

的。

在对大蹼铃蟾皮肤 /S%" 文库的大规模测序

中，发现了另一类编码 A$>54#5(:16 的 /S%"（克

隆 .TU，图 P），根据可能的双碱基加工位点推测了

一个由 !P 个氨基酸残基构成并含有一对二硫键的

新的活性肽（54#5(:16>@"A）。比较序列同源性，

没有发现任何肽与其同源。人工合成的 54#5(:16>
@"A 对 鼠 胃 肌 肉 条 具 有 收 缩 作 用， 但 活 性 比

’(BR!>54#5(:16 低 到 原 来 的 RV （ EI(6 () *+，
,--.）。是否 54#5(:16>@"A 作用于铃蟾肽受体，以

及作用于鼠胃肌肉条的机制还需要进一步的研究。

编码 A$>54#5(:16 加 54#5(:16>@"A（克隆 .TU）和

单独编码 A$>54#5(:16（克隆 R,U）的 /S%" 结构分

析后，发现 54#5(:16>@"A 的翻译是通过一个 RPU
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个碱基的复制来启动的；有趣的是，插入的 !"# 个

碱基的片段是两段 $%&’ 都具有的 (!) * +,, 位碱

基的完全重复拷贝。因为非正确的翻译阅读框架，

-./-012345’6 在克隆 !(# 类型的 /7&’ 中不能被

翻译。这同样反映了在两栖类皮肤中生物活性肽表

达调节的精确分子机制。目前所要解决的问题是

674-./-0123 和 -./-012345’6 的 基 因 结 构，以 及

-./-012345’6 的天然存在形式，及其确切生物学

功能和作用靶点。

! "# 神经调节素 $
神经调节素 8 最初是从猪的脊髓中分离得到

的，并因其子宫收缩活性而命名（923:/23. 0; :<，
!=>,）。神经调节素 8 的生物学功能包括刺激子宫

平滑肌收缩，调节肠系膜血流和肠道的离子转运。

它还可以影响激素系统，包括对腺垂体前叶和肾上

腺紧张相关调节剂的释放作用。最近，有两个结构

相关的 5 蛋白偶联的受体被确认为神经调节素 8
的受体，其中一个优先表达于外周组织；另一个主

要表达于中枢神经系统（?@2AB;.3 0; :<，())"）。从

大蹼铃蟾的皮肤分泌物中分离到一种新的神经调节

素 8 类似物 ?/4&/84!C。它由 !C 个氨基酸残基组

成， 一 级 结 构 确 定 为：%DD5EF576GGHG767&4
&I(，其 & 末端的部分与其他来源的神经调节素 8
相比，序列上有明显的变异（H00 0; :<，()),J）。

?/4&/84!C 具有大鼠子宫角平滑肌浓度依赖性收

缩作用。目前需针对 ?/4&/84!C 对神经调节素 8
不同受体亚型的作用进行进一步深入的分析。

! "% &’( 样肽

从大蹼铃蟾皮肤分泌物中分离得到两种由 CC
个氨 基 酸 残 基 组 成 的 生 物 活 性 肽 （H:2 0; :<，
())+-）。用 G’DK’ 同源序列搜索软件在数据库中

进行搜索，发现它们和 ?L> 肽序列具有 >)M左右

的同源性（9.<<:N 0; :<，!===）。因此，将它们分

别命 名 为 ?L> 样 肽 !（?L>4H6!）和 ?L> 样 肽 (
（?L>4H6(）。?L> 肽 的 一 级 结 构 和 黑 色 树 眼 镜 蛇

（!"#$%&’()*( )&+,+")*( )&+,+")*(）毒液的组成成分蛋

白质 ’ 高度同源。用分离的豚鼠回肠检测纯化的

?L>4H6! 和 ( 的活性，这些 ?L> 样肽在 39 浓度时

就能刺激平滑肌的收缩，而且 ?L>4H6! 对平滑肌标

本的收缩活性比 ?L>4H6( 更强。?L> 样肽的序列比

较揭示有若干氨基酸残基的替换发生。在第 #( 位

发生了一个明显的替换，’13 替换为 HN1，这与两

者间的活性差异可能有重要关系。?L> 的哺乳动物

类似物 O54FO5G，与 ?L> 样肽一样具有相同的 &
P 末端序列和半胱氨酸分布方式，目前已证明在体

内具有促内皮细胞分裂的作用。作为组织选择性的

血管生成因子，它们作用于 5 蛋白偶联受体，该

类受体与神经肽 Q 受体同源（H0R.S;0@ T G0@@:@:，

())+）。

# 三叶型蛋白———新型血小板激动剂

在哺乳动物中，三叶型家族（;@0U.2< U:$;.@ U:/4
2<N，KGG）蛋白涉及黏膜的维持和修复作用，且它

们也涉及到肿瘤抑制和癌症发生。KGG 蛋白的生物

学机制一直不完全了解，推导的 KGG 受体或识别

位点还没有得到确切的证实（D:3J1 T 6.J.<1VN，

!==#；O/:/2 0; :<，())"）。从大蹼铃蟾皮肤分泌

物中纯化和克隆得到一个新的有两个结构域的 KGG
蛋白（?/4KGG(）。目前的研究显示 ?/4KGG( 具有

整合素!EE-"+ 依赖性血小板活化活性（WB:3A 0; :<，
()),）。与由 1;0X3S<Y23（一个血小板糖蛋白 56EF
激动剂，H00 0; :<，())+）活化引起的血小板聚集

不同，6HR#( 在 ?/4KGG( 诱导的血小板聚集中不

被磷酸化。?/4KGG( 是第一个被报道的具有人血

小板活化活性的 KGG 蛋白质。初步研究结果表明，

?/4KGG( 激活血小板的作用机制不同于以往的血

小板激动剂，将作为一种有用的分子探针在研究血

小板活化和其信号传导通路中起作用，?/4KGG(
也为研究相关的 KGG 蛋白质结构 P 功能之间关系

提供一种新的可能。

% 小分子蛋白酶抑制剂

丝氨酸蛋白酶抑制剂在蛋白酶生理功能的调节

中具有重要作用，还参与机体的天然免疫应答和癌

症发生（?.J0 T IS-0@，()))）。在对 # 种两栖类

皮肤分泌物所做的生物学活性初步检测中，我们发

现胰蛋白酶抑制活性普遍存在于所有测定的物种分

泌物中（H:2 0; :<，())(-）。一些蛋白酶抑制剂已

经从两栖类的皮肤分泌物中鉴定和分离出来，如来

自多彩铃蟾的皮肤分泌物的 ?DKE（92A3.A3: 0; :<，
!==#），从华西蟾蜍（ -./& ’#$%"0(*）的皮肤分泌

物中分离得到的 (( V%: 的竞争性抑制剂和 ,) V%:
的 10@Z23 类不可逆抑制剂（WB:. 0; :<，()),:，-）。

从大蹼铃蟾的皮肤分泌物中鉴定和纯化了一种新的

胰蛋白酶抑制剂，并命名为 ?9KE，由 #) 个氨基酸

残 基组成（H:2 0; :<，())(A）。它与?DKE有>! [ C M
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图 ! 两种编码 "#$%&’%()*+ 的 ’#,- 比较（引自 ./(+ (0 12，3445）

6*7 8 ! ,9:2(&0*;( )(<9(+:( &= "#$%&’%()*+ >29) %&’%()*+$?-" :@,- 1+; >A(;*:0(; 1’*+& 1:*; )(<9(+:( &= 0/( "#$%&’%()*+
>29) %&’%()*+$?-" >A(:9A)&A >A&0(*+ 1+; :&’>1A*)&+ B*0/ 0/&)( &= "#$%&’%()*+ 12&+( =A&’ !"#$%&’ #’(%#’（:*0(;
=A&’ ./(+ (0 12，3445）

的序列一致性，表明它们是铃蟾属不同物种的同源

物，但与 C.DE 不同，CFDE 不具备凝血酶抑制活

性。目前，蛋白酶抑制剂在两栖类皮肤分泌物中大

量存在，其生物学功能还不清楚，推测可能在皮肤

分泌物其他生物活性肽加工过程中起到了调节的作

用；另一方面，这些皮肤的蛋白酶抑制剂可能直接

或间接地参与抵御外界生物的入侵，类似于植物中

的很多蛋白酶抑制剂具有的防御功能，如通过抑制

昆虫的蛋白酶，以抵抗害虫的侵袭（G1)H&B)H* I
J1)*’，3444）。

! 皮肤白蛋白

! "# 白蛋白的皮肤表达

白蛋白（12%9’*+）是血液循环系统中各种内

K4LL 期 张 云：两栖类动物皮肤分泌物及其生物学适应意义———大蹼铃蟾皮肤分泌物蛋白质多肽组的启示



源和外源复合物的运输蛋白和储存蛋白。这些复合

物包括金属、脂肪酸、氨基酸、代谢物和许多药物

复合物。因此，白蛋白最重要的生理作用是将这些

血流中的溶质运到靶器官，并维持血浆的 !" 和渗

透压；在哺乳动物中，白蛋白由肝脏细胞合成并分

泌 到 血 液 中（#$%$&’，())*；+&,-./",0’$0 $% ,1，
2332）。从大蹼铃蟾中首次确认了白蛋白在皮肤中

的大量表达（4.,0- $% ,1，2335,，6）。免疫组化实

验表明，大蹼铃蟾皮肤白蛋白广泛分布在外皮层细

胞膜上和真皮海绵层内。随后，在其他种类蛙的皮

肤中，如非洲爪蟾（ !"#$%&’ ()"*+’）和 华 西 蟾 蜍

（, - )#./"0’+）（4.,7 $% ,1，23358），也观察到了白

蛋白的表达。有理由相信，这些白蛋白在皮肤的广

泛分布，尤其是在表皮的广泛分布将极大地作用于

从其生活的环境中摄取生存必须的物质。目前的研

究还发现了一个有趣的现象，与血清白蛋白不同，

大蹼铃蟾皮肤白蛋白含有血红素 6 辅基（3 9)5 :71 ;
< 蛋白质）。皮肤呼吸在两栖类动物中占有重要地

位（=>$11:,0 ? @&>$6，()A*），大蹼铃蟾皮肤白蛋

白的血红素是否结合氧气及其在蛙类皮肤呼吸中的

相关功能还在研究中。阐明两栖类皮肤中白蛋白的

表达和积累，对了解两栖类皮肤的生理功能包括皮

肤呼吸、水分保持、代谢物交换、渗透压调节等都

有重要的意义。

! "# 白蛋白作为丝氨酸蛋白酶抑制剂

以往的文献中，还没有关于白蛋白直接作为丝

氨酸蛋白酶有效抑制剂的报道。研究发现大蹼铃蟾

白蛋白是一种新型有效的蛋白酶抑制剂，其通过由

一对二硫键 BC’5D—BC’*2形成的一个暴露的活性位

点环，以 ( E ( 分子摩尔比同胰蛋白酶（%&C!’F0）形

成稳定的非共价结合的复合物，反应活性位点为

G&-5A（#(）—"F’5)（#(H）。大蹼铃蟾白蛋白代表了

一个胰蛋白酶抑制剂新家族的第一个成员，将成为

研究蛋白酶 I 抑制剂相互作用的有用工具。研究中

发现，纯化的非洲爪蟾（! - ()"*+’）*A J=, 血清白

蛋白也有显著的胰蛋白酶抑制活性，但是该活性要

比大蹼铃蟾白蛋白低了 K5L（4.,0- $% ,1，23358）。

由于具有胰蛋白酶抑制剂活性，大蹼铃蟾白蛋白可

以直接或间接地作为防御性物质来抵抗天敌，暗示

了物种对特定环境的适应性。

$ 小 结

以中国产大蹼铃蟾所进行的两栖类皮肤分泌物

蛋白质多肽组研究表明：（(）两栖类皮肤分泌物蛋

白质多肽是自然界中进化生成的一类既与哺乳动物

蛋白质多肽相似，又存在相当程度上的结构与功能

分化的生物分子。在长期的进化过程中，形成了特

定的蛋白质多肽家族，其特点在于结构新颖，分子

多样性丰富。（2）为开拓和适应广阔的栖息地及多

样的生态条件，两栖类皮肤分泌物功能基因组具有

多样性丰富、快速重组突变的特征，是探讨生物适

应的基因基础、基因形成机制和进化特性等生物学

基本问题的优秀模型。（D）两栖类皮肤分泌物功能

蛋白质多肽发现与确立，以及结构与功能的研究都

为探索对应的哺乳类动物类似蛋白质多肽结构与功

能提供模板分子，同时也为生物医学研究，探讨特

定细胞群（如血小板、血管内皮细胞、免疫细胞、

神经细胞等）、膜受体分子和特定蛋白质分子在生

理、病理过程中的功能提供了专一性强的分子探

针。（M）两栖类皮肤分泌物功能蛋白质多肽在有关

神经系统、心血管系统疾病、抗肿瘤、抗病毒、减

肥与新型抗生素等创新药物的开发研究中都具有相

当的潜力与良好的应用前景，为新药物靶点的发现

与确立、新一代创新药物开发、新的临床诊断试剂

研制等提供了坚实的理论基础及先导结构和单体。
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《动物学研究》第六届所内编委扩大会在昆明召开

秉承“开放获取”的办刊理念，《动物学研究》第六届编委会第二次所内编委扩大会于

766R 年 57 月 77 日在昆明动物研究所召开。所内编委、信息中心全体人员及相关部门的负

责人应邀出席了会议。

会议由副主编蔡景霞研究员主持。会议主要议程为：5）由编辑部主任单访同志汇报本

届编委会的工作；7）听取与会者对本届工作的意见和今后工作的建议；U）商议下一届编委

组成原则。

会议在完成既定议程的同时，就《动物学研究》的定位、方向和目标展开了热烈讨论，

与会人员一致认为：本届编委会力量较强，在《动物学研究》的学术质量和网络版建设方面

相当努力；目前，《动物学研究》的发展呈稳定的态势，在国内外享有一定的声誉。然而，

其发展也正处于十字路口，期刊原先的定位和方向随着动物学研究领域的不断拓展和世界生

命科学研究的发展，其窗口作用已经减弱，而仅仅作为国内科技创新和成果交流平台的作

用，也已不能适应当代动物学研究发展的要求。面对国内期刊正处于重新“洗牌”时期，

《动物学研究》也面临着何去何从以及更加严峻的挑战。大家认为，这需要进行系统、认真、

谨慎的调研和决策，并从长计议。目前的压力，既是挑战，但同时也是一种机遇，编辑部应

调研和借鉴一些期刊的运作方式，探索新的路子。与会学科组长和职能部门也表示，应通过

编委职责及所内政策给予积极支持，共同携手并进。

会议对下届编委的遴选原则也提出了一些具体可行的指导性意见和建议，大家还集思广

益，探讨了不少期刊发展的新思路及切实发挥编委组稿和学术指导作用的措施和办法。相信

这些意见和建议对《动物学研究》未来发展将起到极大的推动和促进作用。

本刊编辑部
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