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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 (Xenopus laevis)的血清中获得了其 68 kDa 

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，180 nmo1／L的非洲爪蟾血清白蛋白能抑制 84％的胰蛋白酶活性 (30 nmol／L)。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 KI 1．44 X 10一mol／L。经 Western blot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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Abstract：Frog albumin(XpA—serum)was purified from senlm of Xenopas laevis by a combination of gel filtration 

and ion exchange chromatography steps．Like Bombina maxima albumin，XpA—serum exhibited trypsin inhibitory activity， 

which was lower than that of B．maxima albumin．XpA—serum at the concentration of 180 nM inhibited 84％ activity of 

trypsin(30 nM)．The equilibrium dissociation constants(KD)is 1．44 X 1 0～ M as determined by Surface Plasmon Reso— 

nance．Western blot analysis revealed that XpA—serum was also distributed in the skin．It is deduced that serum albumin 

of amphibian possessing trypsin inhibitory activity can function directly or indirectly as a de~nsive substance against preda— 

tops． 
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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 (Peters，1996)。 

人血清白蛋白 (human serum albumin，HSA)是研 

究得较为清楚的白蛋白：成熟蛋白由 585个氨基酸 

组成，含有 35个半胱氨酸，形成 17对二硫键。 

HSA由 3个序列相似的结构域 (工一H1)组成一个 

心形的分子，每个结构域又含两个亚结构域 (A和 

B)。其分子内的二硫键以相 同的排列方式重复 3 

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 190个氨基酸 

组成的祖先蛋白通过 3次重复进化而来的 (Sugio et 

al，1999)。 

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 (Follett&Red— 

shaw，1974)。与多数脊椎动物只有一种血清白蛋 

白不同，非洲爪蟾 (Xenopus laevis)血清白蛋白却 

有两个 eDNA序列，并由此推导出 68和 74 kDa成 

熟血 清 白 蛋 白，两 者 的序 列 相 似 度 为 89％ 

(Moskaitis et al，1989)。 

本实验室曾经从大蹼铃蟾 (Bombina maxima) 

皮肤及 血清 中分 离纯 化到 白蛋 白 (BmA—skin， 

BmA—serum)，分子量为67 kDa，是由585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 (Zhang et al，2005)。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。 

1 材料与方法 

1．1 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。Superfine G．75、Resource Q及 Mono．Q柱 

层析介质为Amersham Pharmacia公司产品；生色底 

物 L-Benzoyl-L-arginine-P NA (BAP NA)、P．nitro． 

phenyl-P’-guanidinobenzoate hydrochloride (NPGB) 

为Sigma公司产品；TEMED、丙烯酰胺为 Fluka公 

司产品；其他试剂均为进口或国产分析纯。胰蛋白 

酶 (type I)为 Sigma公司产品，用 NPGB在含有 

0．02 mol／L CaC12的0．1 mol／L巴比妥缓冲液 (pH 

8．6)中进行反应活性滴定 (Chase&Shaw，1967)。 

经测定，具有活性的胰蛋白酶占总酶量的 (97± 

2)％，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 Bio．Rad蛋白质定量试 

剂，以牛血清白蛋白 (bovine serllm albumin，BSA) 

为标准测定。 

1．2 非洲爪蟾的血清制备 

4只成年非洲爪蟾 (平均体重 50～80 g)用乙 

醚麻醉后，剪开腹腔进行心脏取血，血液于 37℃ 

保温 1 h，再于 4℃放置 4 h，1 000 g离心 10 min， 

收集血清，一80℃保存。 

1．3 非洲爪蟾 68 kDa血清白蛋白 (XpA．serum) 

的分离纯化 

1．3．1 AKTA~FPLC Superfine G一75凝胶过滤层析 

1 mL非洲爪蟾血清置于分子量排阻范围为 12～ 

14 kDa的透析袋内，于 50 mmol／L Tris—HC1缓冲液 

(pH 7．5)中4℃透析过夜。将透析后的血清5 000 

g离心 10 min，0．22 m滤膜过滤后上样于用含有 

0．1 mol／L NaC1的 50 mmol／L Tris—HC1缓冲液 (pH 

7．5)平衡的 AKTA~FPLC Superfine G一75凝胶过滤 

柱 (柱体积 200 mL)，流速 1．5 mL／min，同样缓冲 

液洗脱，监测 280 nm光吸收变化及电导检测。SDS 

电泳判断含血清白蛋白组分峰。 

1．3．2 AKTA~FPLC Resource Q离子交换层析 用 

20 mmol／L Tris—HC1缓冲液 (pH 7．5)平衡离子柱 

(柱体积 1 mL)，将 G一75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 2 mL／min，用平衡缓 冲液冲洗 15 

rain，再用0～0．3 mol／L NaC1，25 rain进行梯度洗 

脱。 

1．3．3 AKTA~FPLC Mono Q HR 5／5离子交换层析 

用 20 mmol／L Tris．HC1缓冲液 (pH 8．0)平衡离 

子柱 (柱体积 1 mL)，将 Resource Q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 1 mL／min，用平衡缓冲液冲洗 8 min， 

再用 0．2～0．5 mol／L NaC1，22 min进行梯度洗脱。 

1．4 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

SDS．PAGE 和 Native．PAGE 参 考 Laemmli 

(1970)的方法。SDS．PAGE中，纯化的样品在含 

2．5％ SDS的上样缓冲液 (非还原状态)或在含 

2．5％ SDS和 5％的G一巯基乙醇的上样缓冲液 (还 

原状态)中，100℃处理 5 min。凝胶于含 0．1％考 

马斯亮兰的甲醇：乙酸：水 (3：1：6)中染色或银染。 

1．5 N一末端氨基酸序列测定 

纯化的蛋白质在还原状态下进行 10％ SDS． 

PAGE，电泳完成后，将凝胶上的蛋白质电转移至 

PVDF膜上，考马斯亮兰 R．250稍许染色，剪下对 

应条带用氨基酸自动序列仪 (ABI 476A型)进行 

N一端序列分析。 

1．6 XpA．serum 的胰蛋白酶抑制活性测定 

在含有 1 mmol／L CaC1，的 50 mmol／L Tris．HC1 

(pH 7．8)的 1 mL反应体系中，测定纯化的 XpA． 

Serllm对胰蛋白酶水解生色底物的抑制影响。将不 

同量的纯化 XpA．Serllm (终浓度 10～180 nmol／L) 
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与胰蛋白酶 (终浓度 30 nmol／L)于 25 qC保温 l5 

min，加入 BApNA (终浓度 2 mmol／L)起始反应。 

连续 2 min于 410 nm处监测对 一硝基苯胺的释放。 

XpA—senlm对胰蛋白酶的抑制稳定性测定方法 

同上。30 nmol／L胰蛋白酶分别与反应缓冲液、180 

nmo~L XpA—serum、45 nmol／L BmA—sevIlm 或 1 80 

nmol／L BSA于 25℃保温，时间分别为 0．5、1、4、 

8、12、16、20和 24 h。以未保温的 30 nmol／L胰 

蛋白酶活力为 100％，计算剩余酶活力。 

1．7 XpA．serum与胰蛋白酶结合动力学常数的测 

定 

用 BIA3000(Biacore，Uppsala，Sweden)测定 

XpA—serum与胰蛋白酶结合动力学常数。5／~g／mL 

胰蛋白酶溶于 10 mmol／L NaAc(pH 5．0)中，用胺 

偶联试剂盒固定于 earboxymethyl—dextran CM5蕊片 

的 4通道。方法如下：4通道先用 N—ethyl—N 一(3一 

dimethylamin0pr0py1) carbodiimide HC1／N—hydroxy— 

sueeinimide活化，然后注射溶于 NaAe的胰蛋白酶 

到450 RU，再用 ethanolamine HC1封闭。3通道同 

样被活化后，直接封闭作为对照。实验条件均为 

25℃，流速 35／~L／min，缓冲液为含有 150 mmol／L 

NaC1、3 mmol／L EDTA、0．005％ P20的 10 mmol／L 

HEPES(pH 7．4)。不 同浓 度的 XpA—serum (10 

nmo~L一3／~mol／L)流过通道 3和 4，结合时间 3 

min，解离时间5 min，每一循环后的再生条件为 10 

mmol／L glycine—HC1(pH 3．0)再生 9 S。所得传感 

图用 BIAevaluation分析软件 4进行 1：1 Langmuir结 

合模式拟合。 

2 结果与分析 

2．1 XpA-serum的分离纯化 

非洲爪蟾血清经 AKTA~FPLC Superfine G一75 

凝胶过滤层析共获得两个峰 (图 1A)，经 SDS— 

PAGE发现 68 kDa的 XpA—serum主要分布在第 Ⅱ 

峰，收集第 Ⅱ峰进一步分离。经 AKTA~FPLC Re— 

source Q离子交换层析后，在 0．15 mol／L NaC1梯 

度得到一个主峰 (图 1 B)，收集该峰进行 AKTA㈣ 

FPLC Mono Q HR 5／5离子交换层析，在 0．3 mol／L 

NaC1梯度得到一个主峰 (图 1C)，对该组分进行活 

性分析。对从血清得到的 68 kDa纯化组分进行 N 
一 末端氨基酸序列测定，所得结果与 Moskaitis et al 

(1989)由非洲爪蟾血清 白蛋白的 eDNA序列推导 

的氨基酸序列一致。证明我们得到的是 68 kDa的 

非洲爪蟾血清白蛋白。 
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2．2 胰蛋白酶抑制活性测定结果 

对XpA—serum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。180 nmol／L的 

XpA—serum能抑制 30 nmol／L胰蛋白酶84％的活性； 

而 45 nmol／L的 BmA—serum，就完 全 抑制 了 30 

nmol／L的胰蛋 白酶的活性；BSA则完全无抑制 

一厂1、，LLI—LLIc 0∞ ouc qJ0∞0、， }1 LLIc 0∞ 
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(图 2)。将 30 nmol／L胰蛋白酶同 180 nmol／L XpA． 

serum 保温 15 min时，可以抑制 84％的胰蛋白酶活 

性；当保温时间延长至 24 h时，仍然可 以抑制 

80％左右的胰蛋 白酶活性。而 45 nmol／L的 BmA— 

seI1lm保温 15 min完全抑制了30 nmol／L的胰蛋白 

酶活性，直至保温 24 h。说明 XpA．serum同 BmA． 

serum一样，对胰蛋白酶的抑制具有相当的稳定性。 

BSA对胰蛋白酶的活性则无明显影响 (图3)。 

0 5O lOO l5O 200 

血清白蛋白浓度 Albumin concentration(nmol／L) 

一非洲爪蟾血清白蛋白 XpA—serum；△大蹼铃蟾血清 白蛋 白 

BmA—serum；▲牛血清白蛋白BSA。 

图 2 三种来源的血清白蛋白对胰蛋白酶的抑制活性 

Fig．2 Trypsin inhibitory activity of serum albumin 

from three kinds of animals 

保温时『日j Incubation time(h) 

◆缓冲液 Buffer；▲牛血清白蛋白 BSA；一非洲爪蟾血清白蛋 

白 XpA—serum；△大蹼铃蟾血清白蛋白 BmA—serum。 

图 3 非洲爪蟾 68 kDa血清白蛋白抑制胰蛋白 

酶的稳定性 

Fig．3 Time—stability of the inhibition of 68 kDa seFum 

albumin from X、laevis on trypsin activity 

BmA．serum与一定量胰蛋白酶保温后进行 Na． 

tive．PAGE，可以观察到其与胰蛋白酶形成的复合 

物条带的出现，而 BSA或 XpA．serum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，BSA逐渐被水解，蛋白质条带逐渐减弱，XpA． 

serum则无明显的量变化 (图 4)。用表面等离子共 

振法测定 XpA．serllm与胰蛋白酶的结合动力学常 

数，解离平衡常数为 Kn=1．44×10～mol／L。 

。omp ex —■ n  

free a1b _- _ _ - 一  ◆ 

图 4 三种来源的血清白蛋白同胰蛋白酶保温复合物的 Native—PAGE 

Fig．4 Native—PAGE of the mixture of trypsin and serllm albumin from three kinds of animals 

泳道 1：XpA—serum (2、5 ffmol／L)；泳道2、3、4：XpA—serum (2 5 ffmol／L)与不同量的胰蛋白酶 (分子摩尔比为 1：0、1，1：0、5， 

和 l：1)于 25℃保温 15 rain；泳道 5：BmA—serum (1．85~mol／L)；泳道 6、7：BmA．serum (1．85”mol／L)与不同量的胰蛋白酶 

(分子摩尔比为 1：0．5，和 1：1)于25 qC保温 15 min；泳道 8：BSA(1．85 mol／L)；泳道 9、10：BSA(1．85 m0I／L)与不同量的 

胰蛋白酶 (分子摩尔比为 1：0．5，和 1：1)于25 qC保温 15 min 

Lane 1，XpA—serum (2．5ffM)；lane 2，3，and 4，XpA—serum (2．5 IbM)were incubated with trypsin at different 1310lar rati0 1：0．1． 

1：0．5，and 1：1 for 15 min at 25 qC；lane 5，BmA—serum(1．85 ffM)；lane 6 and 7，BmA—serum (1．85 ffM)were incubated with trypsin 

at different molar ratio l：0．5 and l：l；lane 8，BSA(1．85 M)；lane 9 and 10，BSA(1．85 M)were incubated with trypsin at different 

nolar ratj0 l：0．5 and l：1． 

3 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 68 kDa的血清白蛋 

白。经 N一末端氨基酸序列分析，所得 N一末端与 

文献报道的序列一致。XpA．selRlln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 30 nmol／L胰蛋白酶的量比后 

者要高四倍左右。XpA．serum与胰蛋白酶的解离平 

衡常数 KD=1．44×10～ mol／L，而 BmA seI1lm 的 

KD=1．55×10～mol／L，两者相差 3个数量级，说 

明后者的胰蛋 白酶抑制活力要远大于前者。BmA． 

)̂ 1Î专BIBnpIs。 

一 )̂1Î 罢p1∞。 芒 
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serum通过由一对二硫键 Cys53_Cys 形成的一个暴 

露的活性位点环，以 1：1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 

Arg5 (P1)．His (Pl’)(Zhang et al，2005)。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 XpA．serum、BmA．serum、HSA和 BSA进 

行氨基酸序列比较发现，XpA．serum和 BmA．serum 

序列中的第 58位氨基酸分别为 Lys和 Arg，而在后 

两者中则为 Ser，这可能是它们没有胰蛋白酶抑制 

活性的主要原因。XpA．serum同 BmA．serum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 (Bode& 

Huber，1992)。另外，在 Native．PAGE凝胶上可明 

显观察到 BmA．serum同胰蛋白酶形成的复合物，而 

XpA．serum与胰蛋白酶保温后则观察不到复合物的 

形成，这或许与 XpA．serum的抑制活力较低有关。 

而且 XpA．serum的解离平衡常数比 BmA．serum高 3 

个数量级，观察不到复合物可能也与 XpA—serum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 BmA．skin 
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