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摘要! 为研究日本蟾蜍
6#(" ,&7"%-8#3 ("$9"3#3

皮肤中多肽类有效成分! 通过菌落聚合酶链式反应%

BC*

&对日本蟾蜍

皮肤
=DEF

质粒文库进行筛选! 克隆到
!

条
8'&#:-%!+

全长
=DEF

序列 %

G56H/6I

登录号为
JK+$,L)'

和
JK+$,L)%

&!

并对它们进行生物信息学分析' 日本蟾蜍
8'&#:-%!+

的
!

条
=DEF

全长分别为
, )") MN

和
, %L) MN

! 开放阅读框均

为
%(& MN

! 其中虽有
'

个碱基不同! 但编码的
!&L

个氨基酸完全相同' 两者的
'$

端非翻译区域序列长度不同! 前

者为
'& MN

! 后者为
+, MN

!

($

端非翻译区域则分别为
, &!) MN

和
, &!% MN

' 氨基酸序列同源性分析显示! 日本蟾蜍

8'&#:-%!+

与非洲爪蟾
;+%"7#3 '&+2-3

的同源性最高! 为
$$%

! 与其他
)

种动物的同源性介于
%'OP)!O

' 克隆到
!

条

日本蟾蜍
8'&#:-%!+

基因的
=DEF

序列! 为今后研究日本蟾蜍
C1/4Q06!+

生物学功能奠定了基础' 图
'

参
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关键词! 动物学( 日本蟾蜍(
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=DEF =1:606>d S5T456=5 /6/13S0S

C1/4Q06!+

属于
C1/4Q06

家族成员' 是一种膜蛋白' 是细胞紧密连接的重要成分之一 +

,

,

' 参与细胞间

离子和溶质的渗透( 同时
C1/4Q06!+

还是产气荚膜梭菌肠毒素
B'"34$-:-#9 7+$($-%.+%3 +%4+$"4"C-%

%

CB-

&的

受体+

!&(

,

(

C1/4Q06

分布于皮肤) 脑) 神经系统) 内脏组织中' 具有组织表达分布特异性+

+

,

( 机体的多种

病变常伴随有
C1/4Q06

蛋白的异常表达' 尤其是在癌组织中 +

+

,

(

C1/4Q06!+

在某些肿瘤中表达下调' 如胃
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癌!

'

"

# 胰腺导管腺癌!

(

"

$ 但在某些肿瘤中表达上调% 如卵巢癌!

)

"

# 乳腺癌!

%

"

# 胰腺癌!

*

"

& 增强癌细胞的扩

散和转移!

+"

"

' 因此&

,-./012!3

可作为检测和诊断肿瘤的生物标记之一!

'

"

& 成为近年来肿瘤治疗研究的新

热点之一( 近年来& 蟾蜍制剂抗肿瘤作用受到人们的关注 !

##

"

( 本研究利用菌落
456

聚合酶链式反应

)

78-9:;<.=; >?.12 <;.>@182

&

A,B

*从蟾蜍皮肤
>456

质粒文库中筛选具有完整开放阅读框的全长
>456

序

列& 以探索蟾蜍皮肤中含有的可能与肿瘤发生及扩散相关的多肽类有效成分' 本研究获得了
!

个日本蟾

蜍
!"#$ %&'$()*"+ #$,-$+"+

编码
,-./012!3

全长
>456

序列)已登录
C;2D.2E

+

FG3%#*)'

和
FG3%#*)(

*& 并

运用多种软件对其进行了生物信息学分析& 为进一步研究
,-./012!3

的生物学功能提供参考'

#

材料与方法

!"!

主要材料和试剂

日本蟾蜍皮肤
>456

质粒文库通过材料转让协议日本产业技术总合研究所)

6HIJ

&

J=/E/K.

&

F.7.2

*授

权浙江农林大学使用 )作者杨仙玉在日本
6HIJ

博士后工作期间制备*' 该文库使用的载体为
7I4(3JB

)

$ !'& K7

*& 克隆位点分别为
.*$B H

和
/0$ H

& 载体上游, 下游引物为
IA(

)

'"!6JJJ6CCJC6,6,J6J6!

C66!$"

*和
IL4L6L

)

'"!JJ6JCJ6C,JJ6C6C6,J,!$"

*&

>456

的长度介于
'&&M! &&& K7

'

大肠埃希菌
.+102,)*0)3 1$4)

感受态细胞
4N'!

& 聚合酶链式反应)

A,B

*反应试剂盒&

! # A,B

预混试

剂等购自天根生化科技有限公司&

456 O.00;<

和质粒小量抽提试剂盒购自碧云天生物技术研究所' 引

物合成与
456

测序委托上海生工生物技术有限公司或上海桑尼生物科技有限公司'

!"#

方法

#L!L#

日本蟾蜍皮肤
>456

质粒文库转化 将
>456

质粒文库
&L! "O

电击转化到
.5 *$4) 4N'!

感受态

细胞中)

3&L& "O

*& 然后迅速加入
$) $

预热的
#(&L& "O OD

培养液&

$) $

恒温振荡复苏
3' :12

& 取
!L&

"O

转化液均匀涂布于
OD

平板)含
6:7

P

+&& :Q

-

O

%+

*& 并在
$) $

恒温培养
+!M+' ?

(

+L!L!

全长
>456

筛选 从平板上随机挑取单菌落接种于
+&L& "O

的
OD

液体培养基中& 以此菌液为模

板进行菌落
A,B

( 引物是载体上游引物
IA(

和自行为设计的含
7-89

)

J

*的
>456

下游引物
G?8JJ

)

'"!6!

C6J,J,J,C6CJJJJJJJJJJJJ!$"

*( 反应体系+ 菌液
&L' "O

&

! # A,B

预混试剂
'L& "O

&

IA(

和
G?8JJ

引物)

! ":8-

.

O

%+

*各
+L& "O

& 加灭菌超纯水至
+&L& "O

& 在反应体系中补加矿物油
+&L& "O

' 反应条件为+

*3 $R' :12

& )

*3 $R$" =

&

'" $R$" =

&

)! $R+!" =

*

#$"

循环&

)! $R% :12

&

3 $R&

'

A,B

结束后& 取
'L"

"O A,B

产物经
+"L" Q

.

EQ

%+琼脂糖凝胶电泳分析& 将扩增出介于
'""M! """ K7

的
A,B

产物的菌落确定

为阳性'

+L!L$

质粒回收!

456

测序与序列分析 将通过菌落
A,B

确定为阳性克隆的菌液
"L! "O

接种于
$L' :O

OD

培养液中)含
6:7

'

+"" :Q

.

O

%+

*&

$) $

恒温振荡培养
+!M+' ?

& 然后使用试剂盒进行质粒回收 !

+!

"并进

行
6*$B H

和
/0$ H

限制性内切酶消化)酶切*& 进一步确定阳性克隆及质粒浓度' 首先委托公司将阳性

克隆质粒使用载体上游引物)

IA(

*对
>456

进行正向测序' 对具有合理开放阅读框的克隆继续委托公司

使用载体下游引物)

IL4L6L

*进行反向测序'

+L!L3

序列分析 利用
456=@.<

寻找开放阅读框)

87;2 <;.012Q S<.:;

&

TBU

*& 推导其编码蛋白的氨基酸序

列并分析其理化性质& 运用生物序列分析中心)

,DI

*的在线工具)

?@@7VRRWWWL>K=L0@/L0ER=;<X1>;=R

*预测其结

构功能域和潜在的磷酸化位点& 运用
,-/=@.-G !L&

和
YZC6 'L+

软件进行同源性分析& 构建系统进化树'

!

结果

#"! $%&'

的筛选

将日本蟾蜍皮肤
>456

质粒文库转化
67 *$4)

感受态细胞
4N'!

获得的菌落& 以
IA(

和
G?8JJ

为引

物实施菌落
A,B

'

A,B

产物经
+&L& Q

.

EQ

%+琼脂糖凝胶电泳分析显示& 有
!

个菌落
A,B

产物大小在
+ )&&

K7

左右)图
+6

*' 将此菌液进行扩大培养, 质粒回收及其
81$B H

和
90$ H

双酶切和
+&L& Q

.

EQ

%+琼脂糖凝

胶电泳' 结果显示除约
$ !&& K7

载体的条带外& 得到长度约为
+ 3&& K7

和
$&& K7

的
!

个条带)图
+D

*&

两者之和与菌落
A,B

产物大小吻合& 表明目的基因片段应该含有
.1$B H

或
90$ H

识别位点' 将此质粒

委托
456

测序公司进行正, 反双向测序' 结果表明+ 在目的
>456

的
$!! K7

处确有一个
.1$B H

识别位

'(!



第
!"

卷第
#

期 阮佳佳等! 日本蟾蜍皮肤
$%&'()*!# $+,-

的克隆与序列分析

点 "图
.

中方框示出#$

!"!

序列分析

././0

测序结果分析及其编码蛋白的理化

性质
+,-

测序结果表明! 克隆
1

序列全

长为
0 2"2 34

% 含
5" 34

的
5"

端非翻译区

域
678

"

'*9:&*;%&9<( :<=)>*

&%

0 ".2 34

的

!"678

和
?!" 34

的开放阅读框'图
.

&$ 克

隆
11

序列全长为
0 ?@2 34

% 含
#0 34

的
5"

678

%

0 ".? 34

的
!"678

和
?!" 34

的开

放阅读框"图
!

&$ 两者在
!"678

均有
#

个

A8,-

不稳定信号
-777-

和
0

个
A8,-

4>%B-

加尾信号
--7---

$ 除了克隆
1

比

克隆
11

在
5"678

多
@

个碱基外% 两者之间还有
00

处不同"图
!

&$ 开放阅读框中有
5

个碱基不同% 但都

位于密码子的第
!

位% 属于同义突变% 没有影响编码的氨基酸% 因此%

.

个
$+,-

克隆编码完全相同的

蛋白质$ 在
5"678

和
!"678

各有
0

个和
5

个碱基不同$

根据该
$+,-

编码蛋白的推导氨基酸序列在
C<*D&*E 3%&;9

同源性分析表明% 与其他物种的
F%&'()*!

#

具有同源性% 故将这
.

条
$+,-

克隆定为日本蟾蜍
!"#$%&'!#

全长
$+,-

并进行
C<*D&*E

登录"登录号!

GH#I0@25

和
GH#I0@2?

&$ 日本蟾蜍
F%&'()*!#

的分子量为
../!5 E+

% 等电点为
I/!I

% 其中正电荷氨基酸

残基"

J

%

8

&

0!

个% 负电荷氨基酸残基"

+

%

K

&

0"

个% 疏水性氨基酸"

-

%

1

%

L

%

M

%

N

%

O

&

@5

个% 极性

氨基酸残基"

,

%

F

%

P

%

Q

%

R

&

5#

个$

图
.

日本蟾蜍
!"#$%&'!#

克隆
1

的
$+,-

序列及其推导氨基酸序列

M)=':< . $+,- ;<S'<*$< &*( 9T< (<('$<( &A)*> &$)( ;<S'<*$< >U 9T< $%>*< 1 >U !"#$%&'!# >U ($)* +#,*'&!$- )*./*-$-

././.

结构预测
7VWVV ./"

工具预测日本蟾蜍皮肤
F%&'()*!#

具有
#

个跨膜螺旋区 "

5X.2

%

I!X0".

%

002X0!@

和
0?"X0I.

&%

0

个胞内侧环"

0"!X00?

&和
.

个长度不等的胞外侧环"

.IXI.

和
0#"X05@

&% 与人同

源蛋白结构相似$ 第
0

个细胞外环含
55

个氨基酸( 第
.

个细胞外环含
."

个氨基酸(

,<9YT>; ./"

工具预

测其含
#

个潜在的磷酸化位点!

Q<:!00.

%

Q<:!0!2

%

Q<:!0@#

和
7B:!."I

% 与人同源蛋白比对具有保守性$

././!

氨基酸序列同源性分析和邻近相连法构建进化树 日本蟾蜍
F%&'()*#

氨基酸序列在
,FD1

中同源

性分析发现 % 与非洲爪蟾
01'*,$- "#12&-

)

,YZ""0"I@5I!/0

&的相似性最高 % 为
II#

( 与斑胸草雀

3#1'&*,45&# 5$66#6#

"

HYZ"".0II50@/0

&% 安乐蜥
7'*"&- !#.*"&'1'-&-

"

HYZ""!..2.0@/0

&% 斑马鱼
8#'&* .1.&*

"

,YZ520I!I/0

&% 鸭 嘴 兽
9.'&6:*.:4'!:$- #'#6&'$- HYZ""050"I!#/0

&% 猕 猴
;#!#!# /$"#66#

"

,YZ""00I0#@!/0

&% 小鼠
;$- /$-!$"$-

"

,YZ"!#"!!/0

&和人
W>A> ;&4)<*;

"

,YZ""0.@?/0

&

2

种动物的同源

性为
?5[X2.[

"图
#

&$ 通过
VKC- 5/0

软件构建氨基酸序列系统进化树"图
5

&% 发现日本蟾蜍与同属两

图
0

菌落
YF8

产物!

-

"和重组质粒酶切产物!

D

"的琼脂糖

凝胶电泳

M)=':< 0 -=&:>;< =<% <%<$9:>4T>:<;); >U $>%>*B YF8 4:>('$9;

"

-

&

&*( <*\BA<

()=<;9)>* 4:>('$9; >U :<$>A3)*&*9 4%&;A)(

"

D

&

V 0 . V 0 .

!

5?!
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" # 缺失碱基$ !

'

" # 相同碱基$

"

# 不同碱基

图
$ !

个蟾蜍
!"#$%&'!( )*+,

克隆的比较

-./012 $ 345671.8.49 4: ;<4 !"#$%&'!( )*+, )=4928 4: ($)* +#,*'&!$- )*./*-$-

栖类的非洲爪蟾处于
#

个分支内$ 与鸟类汇于
#

个分支$ 人和猕猴处于
#

分支$ 与鸭嘴兽的同源性比小

鼠高$ 鱼类和爬行类各占
#

个分支%

图
(

日本蟾蜍与其他物种
3=70>.9!(

氨基酸序列的比对

-./012 ( ,=./9529; 4: 3=70>.9!( 75.94 7).> 82?029)28 @2;<229 ($)* +#,*'&!$- )*./*-$- 79> % 4;A21 862).28

$

讨论
本研究通过菌落

B3C

从日本蟾蜍皮肤
)*+,

质粒文库中克隆到
!

条
!"#$%&'!(

全长
)*+,

序列$ 虽

DE(



第
!"

卷第
#

期

图
$

日本蟾蜍与其他
%

种动物
&'()*+,!#

系统进化树

-+.)/0 $ 123'4.0,05+6 5/00 47 &'()*+,!# (84,. !"#$ %&'$()*"+ #$,-$+"+ (,* % 4520/ 9:06+09

然两者编码蛋白的氨基酸序列完全相同! 但存在
#

处碱基缺失和
%

处碱基替换 "图
;

!

!

#$ 同源性分析

表明! 日本蟾蜍
&'()*+,!#

含有
#

个跨膜螺旋区和
;

个胞外环! 在第
<

个细胞外环 "

;%=%;

% 上的
>!!"

!

>!#?

!

&!$#

和
&!@#

! 第
;

个细胞外环"

<#"=<$A

%上的
B!<#A

! 以及
C0/!<<;

!

C0/!<!?

!

C0/D<A#

和
E3/!;"%

等
#

个磷酸化位点在不同物种间高度保守"图
#

%$ 这些说明日本蟾蜍
&'()*+,!#

与人类同源蛋白可能具

有类似的生物活性$

&'()*+,!#

除了作为细胞紧密连接复合物的主要成分之一! 第
<

个胞外环上的这些氨基酸位点参与

细胞离子转运& 第
;

个胞外环上的
B!<#A

与
&1F

结合! 参与细胞凋亡的调节'

;

(

&

;

个磷酸化位点能与一

些蛋白的特殊结构域相互作用! 从而参与信号转导'

<!

(

$ 此外!

&'()*+,!#

的表达上调与多种肿瘤的发生)

发展联系密切'

<#

(

$ 有研究表明! 在
&'()*+,!#

表达上调的癌组织中! 产气荚膜梭菌肠毒素
&1F

对癌细胞

的毒性与剂量有关 '

<#

(

$

&1F

含有
;

个功能结构域!

&

端结构域可以与
&'()*+,!#

结合! 阻断它介导的细

胞间紧密连接! 从而增强药物的吸收! 可作为调节药物吸收的靶点! 但它不具有细胞毒性! 不能杀死癌

细胞 '

<$

(

&

B

端结构域不与
&'()*+,!#

结合! 但可以使细胞膜上产生小孔导致细胞凋亡 '

<@

(

$ 因此! 利用

&'()*+,!#

的特性可能为人类治疗肿瘤提供有效方法$

那么! 在日本蟾蜍中
;

种
*./"0)(!# 6GBH

的存在是否是在实验操作过程中的一些人为因素导致的

呢* 实际上! 编码同一蛋白的基因呈现多样性的现象在两栖类及爬行类中均有报道'

<?";"

(

$ 首先! 本研究

使用的质粒文库在制备过程的反转录阶段对
8IBH

进行了高温变性处理! 以消除其可能形成的二级结

构$ 其次! 在
6GBH

筛选过程中!

1&I

只是筛选阳性菌落的手段! 其产物没有用于后续
6GBH

的克隆$

第三! 上述
;

个序列都进行了正向) 反向测序! 并确认
;

条链是完全互补的$ 此外! 在上述
%

处碱基替

换中!

$

处位于开放阅读框! 但均发生于密码子的第
!

位! 没有引起对应编码氨基酸的改变! 没有引起

与
&'()*+,!#

生物学功能密切相关的氨基酸残基发生变异! 属于同义突变! 这与编码蛋白质的基因密码

子第
!

位点进化最快! 第
;

位点最保守的规律相一致'

;<

(

$ 上述这些分析结果均支持
1./"0)(!# 6GBH

多样

性的客观存在! 该多样性很可能是两栖类在复杂多变生活环境中长期适应进化的结果$

#

结论

本研究首次克隆日本蟾蜍
1./"0)(!# 6GBH

! 其编码的蛋白质具有与人类同源蛋白相似的结构特征$

为以蟾蜍为基原的蟾酥) 蟾衣) 蟾皮等中药材用于癌症的治疗提供理论依据! 为进一步研究
&'()*+,!#

的生物学功能及其治疗肿瘤的药物研发提供参考$
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