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[摘 要] 该试验旨在研究大鲵(Andriasdavidianus)皮肤水溶性蛋白成分及其活性,揭示

大鲵皮肤黏液的蛋白组分,鉴定具有潜在功能活性的蛋白质。通过物理和化学刺激的方法收

集大鲵皮肤黏液,制备大鲵皮肤黏液水溶性蛋白样品,并通过SDS-PAGE垂直电泳、细菌凝集

试验、氧化物清除效率试验以及蛋白质谱Label-free分析大鲵皮肤黏液水溶性蛋白的成分以

及活性。结果表明:大鲵皮肤黏液中含有多种水溶性蛋白,分子量介于10~300kDa之间,其

中50kDa分子量以上蛋白条带较为丰富,在100kDa分子量以上含有较多蛋白,14kDa以下

蛋白含量较少。大鲵皮肤黏液水溶性蛋白对1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)和2,2-联氮-
二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐(ABST)2种自由基具有清除能力,说明其具有一定的抗

氧化活性。大鲵皮肤黏液水溶性蛋白对大肠杆菌和嗜水气单胞菌2种细菌具有较强的凝集作

用,暗示大鲵皮肤水溶性蛋白具有一定的抗菌活性。蛋白质谱Label-free分析表明这些蛋白

是由66种蛋白质组成;通过分子注释有20种蛋白与免疫抗病功能相关,2种蛋白与抗氧化活

性相关。研究揭示大鲵皮肤黏液水溶性蛋白含有66种蛋白,分子量介于10~300kDa,活性

鉴定结果显示大鲵黏液水溶性蛋白具有抗氧化活性和抗菌活性。
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  大鲵(Andriasdavidianus)是中国特有的两栖

类动物,属于两栖纲有尾目隐鳃鲵科。大鲵体长可

达1.5m,最大体重可超过50kg,是世界上现存最

大的两栖类[1]。由于环境污染和过度捕捞,致使野

生大鲵数量急剧下降,被列为国家二级保护动物,
并列入濒临绝种野生动植物国际贸易公约(CITES)
附录 Ⅰ 中[2]。大鲵具有极高的食用价值,其肌肉

富含水分,肉质鲜美,肌肉中总氨基酸含量18.64%,
并且其中含有大量必需氨基酸,符合人体需求[3]。
从大鲵肌肉提取出的大鲵油中含有2种多不饱和脂

肪酸,具有抗氧化活性,能够提高机体免疫力,对人

体具有保健功能[4]。大鲵作为药材具有悠久的历

史,其药用价值在《本草纲目》早有记载。大鲵身体

多个部分均可入药,包括皮肤及其分泌的黏液。中

医认为,大鲵具有生血、明目等功效;现代医学认为,
食用大鲵可以清除体内自由基、减少对机体造成损

伤,还能够促进人体抗癌因子的产生,提高免疫力从

而降低癌症发生几率[5]。
大鲵皮肤具有辅助呼吸、调节水分、抵御捕食

者、抵抗微生物入侵、排泄、生殖等功能,是保护大鲵

免受伤害、适应生存环境的重要器官。大鲵皮肤上

的黏液主要由2种腺体分泌。一种是黏液腺,可分

泌粘糖蛋白,这是大鲵皮肤黏液主要成分。黏液覆

盖在皮肤表面,形成一层天然的护盾,维持皮肤水平

衡,从而保护皮肤不受外界环境伤害[6]。另一种是

颗粒腺,能够分泌出药理活性物质,抵御微生物和捕

食者[7],被称作“毒腺”。皮肤黏液有多种作用。有

研究表明,腹腔注射大鲵皮肤分泌物能够使小鼠死



亡,低剂量注射黏液到小鼠皮肤也能够导致水肿和

疼痛,说明大鲵皮肤分泌物具有复杂的毒性作用[8]。

此外,大鲵皮肤黏液具有抗氧化[9]、促进伤口愈

合[10]、保护肝脏免受酒精[11]以及四氯化碳[12]等物质

的损伤以及抗菌[13]、抑制癌症[14]等功能。此外,大鲵

皮肤具有抗氧化、促进伤口愈合、保护肝脏免受酒精

和四氯化碳等物质损伤、抗菌、抑制癌症等功能。

1 材料与方法

1.1 材料

供试大鲵购自陕西省留坝县,所有样本均为人

工养殖的大鲵第二代。体重为508.4±10.5g。试

验大鲵在室内水箱中暂养,水箱内水面略低于大鲵

背部,以保证大鲵可顺利浮出水面呼吸;水箱内放少

量泥鳅供大鲵自由采食;试验期间定期换水,保持大

鲵生存水质良好。在采集皮肤黏液样品期间大鲵身

体状态良好,体质健康,无任何异样。

1.2 黏液的采集

轻轻取出大鲵置于操作台上,待大鲵稳定下来,
用沾湿毛巾或纱布盖住大鲵头部。用消毒针管吸

75%酒精1mL,轻轻喷洒于大鲵背部,喷洒2~3
次,待大鲵背部皮肤产生白色分泌物并发出刺激性

气味时,用消毒的移液枪头轻轻刮取分泌物,然后将

枪头与分泌物一同放到15mL离心管中,收集的分

泌物用灭菌水进行溶解,充分混匀。在4℃条件下,

12000r/min 离 心 15 min,收 集 上 清,保 存 于

-20℃。同一只大鲵不宜连续多次收集分泌物,以
防造成损伤。

1.3 黏液样品水溶性蛋白质含量测定

配置1mg/mL牛血清白蛋白标准溶液,用PBS
稀释至0、20、40、60、80、100、120μg/mL。添加5倍

体积的考马斯亮蓝蛋白显色液混合,室温静置5min,
检测595nm波长处吸光值,重复测量3次,取平均

值,建立标准曲线和回归方程,计算样品浓度。

1.4 细菌凝集反应

采用大肠杆菌(E.coli)和嗜水气单胞菌(A.hy-
drophlia)检测大鲵皮肤黏液蛋白细菌凝集活性。

37℃条件下培养大肠杆菌、嗜水气单胞菌至对数生

长期。6000r/min离心保留沉淀,使用无菌PBS
稀释细菌至3×107CFU/mL。将细菌与终浓度为

150μg/mL的样品混合均匀涂布到无抗固体培养

基中。对照组添加等体积PBS缓冲液。培养6h后

使用光学显微镜观察细菌凝集情况。

1.5 大鲵皮肤黏液水溶性蛋白质样品抗氧化活性检测

1.5.1 DPPH 清除能力检测 将1mL浓度为1
mmol/L的DPPH与不同浓度的样品混合,加入蒸

馏水定容至5mL,使样品终浓度分别为10、50、

100、200和400μg/mL。在室温下静置30min后,
测定其在515nm下的吸光值。添加等体积的PBS
作为对照组。并使用公式(1-试验组/对照组)×
100%计算DPPH清除率。

1.5.2 ABTS清除能力检测 准确称取0.384g
ABTS与0.134g过硫酸钾于试管中,加入蒸馏水,
定容至100mL。轻轻摇晃混匀,在避光处放置过

夜。取10mL该溶液,用分光光度计测量其在734
nm下的吸光值,加入蒸馏水进行稀释,将其稀释为

吸光值为0.7左右的溶液,记为 A。取0.5mL、1
mL、2mL、4mL浓度为400μg/mL的大鲵皮肤分

泌蛋白溶液样品,加入3mL溶液A,加入蒸馏水定

容至10mL。室温静置15min后,用分光光度计测

定在734nm下的吸光值。添加等体积PBS作为对

照组。大鲵皮肤黏液蛋白对 ABTS的清除率计算

方式为(1-试验组/对照组)×100%。

1.5.3 NO清除能力检测 准确称取0.2980gSNP
溶于纯水中并定容至10mL。量取1mLSNP溶

液,分别加入0.5、1、2、4mL浓度为400μg/mL的

大鲵皮肤黏液蛋白样品溶液,加入蒸馏水定容至5
mL,在25℃水浴锅中保温2.5h,取出后立即加入

等体积的 Griess试剂,在540nm 下测定吸光值。
添加等体积的PBS作为对照组。最终计算的清除

率=[(A-B)/C-1]×100%。其中,A为SNP与

样品共存时的吸光值,B为样品在540nm下的吸光

度,C为SNP在540nm下的吸光值。

1.6 蛋白质谱分析

将大鲵黏液水溶性蛋白质样品送至北京邦菲科

技有限公司进行质谱鉴定。使用 GeneOntology
(GO)数据库对基因的分子功能(MolecularFunc-
tion,MF)、以 及 参 与 的 生 物 过 程 (Biological
Process,BP)进行鉴定和分析。随后使用 KEGG
PATHWAY数据库进行分析确定蛋白质参与的最

主要生化代谢途径和信号转导途径。

2 结果与分析

2.1 SDS-PAGE电泳结果

电泳结果显示大鲵皮肤黏液样品中含有多种蛋

白质,样品在14~100kDa分子量范围内得到一定

的分离,其中在50kDa分子量以上蛋白条带较为丰
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富,100kDa分子量以上有可见的较高丰度的蛋白

条带,小于14kDa的蛋白质含量较低(图1)。

2.2 大鲵皮肤黏液水溶性蛋白质样品活性检测

2.2.1 细菌凝集试验结果 试验结果表明,与对照

组相比,大肠杆菌和嗜水气单胞菌在大鲵皮肤黏液

水溶性蛋白质作用下发生明显的凝集反应(图2),
表明大鲵皮肤黏液水溶性蛋白质对大肠杆菌及嗜水

图1 大鲵皮肤黏液样品SDS-PAGE电泳结果

M.BluePlusProteinMarker(14kDa-100kDa);

1.大鲵皮肤黏液样品

Fig.1 SDS-PAGEresultsofskinmucussamples
fromChinesegiantsalamander

M.BluePlusProteinMarker(14kDa-100kDa);

1.skinmucussamplesofChinesegiantsalamander

气单胞菌具有抑制作用。

2.2.2 对NO、DPPH和ABTS清除结果 大鲵皮

肤黏液水溶性蛋白质对 NO、DPPH 和 ABTS清除

结果见图3。大鲵皮肤黏液蛋白质对 DPPH 与

ABTS具有较强的清除能力,且清除率随大鲵皮肤

黏液蛋白质的浓度升高显著升高,到浓度增加到

200μg/mL后,清除率升高趋于平缓,到400μg/

mL其清除率已经接近100%;样品对NO也有一定

的清除能力,但效果并不理想,当蛋白质浓度为400

μg/mL时清除率接近40%,并且浓度进一步升高

清除率却没有显著变化。

2.3 蛋白质谱结果

大鲵皮肤黏液水溶性蛋白质经Q-ExacitveHF
质谱仪分析,共鉴定出66种蛋白质,其中分子量最

大的是蜷曲受体-8相关多区域蛋白(Frizzled-8),达

277.5kDa,分子量最小的是动力蛋白轻链(Dynein
lightchain),分子量仅10.3kDa(表1)。以上蛋白

经GO功能鉴定,共发现20种免疫相关蛋白,包括

热休克蛋白70、硒结合蛋白、泛素、钙调蛋白、泛素

结合酶、钙结合蛋白、小泛素化改性剂、Rab(Ras-
likeinratbarin)蛋白、泛素结合酶E2、泛素碳末端

图2 细菌凝集试验结果

Fig.2 Resultsofbacterialagglutinationexperimentbetweensamplesandcontrolgroup

图3 大鲵皮肤黏液水溶性蛋白质对NO、DPPH、ABTS的清除效果

Fig.3 TheNO,DPPHandABTSscavengingactivity
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表1 大鲵皮肤黏液蛋白鉴定结果

Table1 Identificationresultsofskinmucouswater-solubleprotein

蛋白名称
Nameofprotein

登录号
Accession

分子量/kDa
Molecularweight

等电点
PI

热休克蛋白70HSP70 Q6AZH8 71.3 5.58
延长因子1α(片段)Elongationfactor1-α(fragment) A1L3K0 50.9 9.13
延长因子1α卵母细胞形成Elongationfactor1-α,oocyteform P17508 50.2 9.16
肌动蛋白 Actin P53505 41.8 5.48
硒结合蛋白1SBP-1 Q6DCH7 52.5 5.81
α心肌肌动蛋白1Actinαcardiacmuscle1 P04751 42.0 5.39
LOC100036902 A1L2N5Q 42.1 5.49
泛素Ubiquitin 6GMC1 18.0 9.64
L-乳糖脱氢酶L-lactatedehydrogenase Q9W5Z7 36.4 8.06
精氨琥珀酸裂解酶 Argininosuccinatelyase Q66J94 49.4 7.99
甘油醛-3-磷酸脱氢酶L型Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenaseLhomeolog Q8AY70 35.9 8.25
钙调蛋白Calmodulin P62155 16.8 4.22
甘油醛-3-磷酸脱氢酶 Gapd-provprotein Q7ZY52 35.8 8.05
α-烯醇酶Alpha-enolase P08734 47.5 6.24
GTP-结合蛋白 GTP-bindingnuclearprotein P52301 24.4 7.88
泛素结合酶 Ubiquitin-conjugatingenzyme Q4QR35 17.8 8.66
磷脂酰肌醇转移蛋白PITP Q5XHE1 31.0 7.77
核苷二磷酸激酶 Nucleosidediphosphatekinase P70010 17.5 6.57
膜联蛋白A12S同源 AnnexinA12Shomeolog Q7SZ98 37.6 6.60
果糖二磷酸醛缩酶FBPA O12975 39.4 8.29
钙结合蛋白Calcium-bindingprotein Q6PAB4 39.2 8.40
谷胱甘肽转移酶 Gstm2-provprotein Q7SZ23 25.4 7.83
角蛋白I型 KeratintypeI P05782 29.9 5.06
磷酸丙糖异构酶 TPI Q7ZWN5 26.7 7.36
钙依赖膜结合蛋白CopineIIILhomeolog Q3B8L6 59.3 6.73
小泛素化改性剂Smallubiquitin-relatedmodifier Q6GPW2 10.9 5.50
精氨基琥珀酸合成酶 Argininosuccinatesynthase Q7ZWM4 46.7 7.69
膜联蛋白A4S同源 AnnexinA4Shomeolog Q6GND2 36.0 8.21
角蛋白18Keratin18 Q3KQ13 43.0 5.20
腺苷高半胱氨酸酶BAHCYB O93477 47.7 6.40
Rab蛋白(片段)RAB35protein(fragment) A3KNC5 27.9 8.59
异柠檬酸脱氢酶IDH Q640H5 46.8 6.14
蜷曲受体-8相关多区域蛋白Frizzled-8associatedmultidomainprotein Q6EHH9 277.5 6.30
过氧化物酶2Peroxiredoxin2 G3GBS3 22.4 7.01
西梅脱寡肽酶 Thimetoligopeptidase Q9PTV2 78.1 6.38
锚蛋白 Asb15-provprotein Q6DCL0 65.7 5.19
F-肌动蛋白F-actin Q6PA24 32.1 5.67
磷酸甘油酸激酶PGK Q6DD48 44.6 7.06
泛素结合酶E2Ube2n-provprotein Q7SZ88 17.1 6.57
乙醇脱氢酶 ADH Q6DKD6 40.1 7.49
泛素碳末端水解酶 Ubiquitincarboxyl-terminalhydrolase Q3B8B3 24.8 6.00
膜联蛋白A7S同源 AnnexinA7Shomeolog Q66J40 54.8 7.96
晶体状蛋白Crystallin Q6GR36 36.2 5.96
微管可折叠辅助因子AMicrotubulefoldableauxiliaryfactorsA A1L2W4 35.8 5.60
乳酸谷胱氨肽裂解酶Lactoylglutathionelyase Q6DFI5 21.6 5.81
ADP核糖基化因子 Arf-1protein A1L3K6 20.7 6.80
肌动蛋白轻链 Dyneinlightchain Q5M781 10.3 7.37
g32066-prov蛋白质g32066-provprotein Q8AVE9 36.8 6.25
金属蛋白酶抑制剂2MPI2 Q66IW0 24.7 6.71
角蛋白62Keratin62 A1L2T3 60.7 5.72
α-氨基脂肪半醛脱氢酶α-aminofatgallicdehydrogenase Q66J16 55.1 6.68
延长因子 Elongationfactor Q52MA1 95.3 6.83

95第10期      宋为嘉,等:大鲵皮肤水溶性蛋白质成分分析及活性鉴定



(续表1)

蛋白名称
Nameofprotein

登录号
Accession

分子量/kDa
Molecularweight

等电点
PI

晶状体丝状蛋白Lensfilamentousprotein Q6DKC1 74.7 5.16
天冬氨酸转移氨酶 Aspartateaminotransferase Q7ZTK9 46.0 7.44
NEDD8-泛素缀合酶 NEDD8-conjugatingenzyme Q6DCZ9 20.9 7.27
泛素缀合酶 Ubiquitin-conjugatingenzyme A5PKP9 16.7 7.37
RabGDPα分离抑制剂RabGDPdissociationinhibitoralpha Q642Q8 50.7 5.03
过氧化氢酶CAT Q5PPT1 29.9 6.54
丙酮酸激酶Pyruvatekinase Q92122 57.5 6.99
S-(羟甲基)谷胱甘肽脱氢酶S-(hydroxymethyl)glutathionedehydrogenase Q4V813 40.0 7.05
丝状肌动蛋白成帽蛋白CapZ-β A1DPL0 30.7 6.01
白介素增强子结合因子3-AInterleukinenhancer-bindingfactor3-A Q2TAV5 98.2 8.59
6-磷酸葡萄糖异构酶 Glucose-6-phosphateisomerase Q6GP33 62.1 7.47
ATP合成酶催化亚基 ATPSynthesisenzymescatalyzesubgroups Q4KLX0 68.5 5.74
细胞分裂周期23LCelldivisioncycle23LhomeologQ6AZH8 Q7T0N9 67.4 7.40

表2 大鲵皮肤黏液水溶性蛋白参与的生物学过程

Table2 Biologicalprocessofskinmucouswater-solubleprotein %

生物学过程BiologicalProcess 比例Proportion
糖酵解 Glycolyticprocess 15.91
小GTP酶介导信号转导SmallGTPasemediatedsignaltransduction 9.09
钩端肌动蛋白丝加帽Barbed-endactinfilamentcapping 4.54
蛋白质泛素化Proteinubiquitination 4.54
蛋白转运Proteintransport 4.54
糖异生 Gluconeogenesis 4.54
葡萄糖代谢过程 Glucosemetabolicprocess 4.54
尿素循环 Ureacycle 2.27
核糖体大亚基核出口 Ribosomallargesubunitexportfromnucleus 2.27
核糖体小亚基核出口 Ribosomalsmallsubunitexportfromnucleus 2.27
眼睛发育 Eyedevelopment 2.27
糖代谢过程Carbohydratemetabolicprocess 2.27
乙醇氧化磷酸戊糖-分流 Ethanoloxidationpentose-phosphateshunt 2.27
三羧酸循环 Tricarboxylicacidcycle 2.27
异柠檬酸代谢过程Isocitratemetabolicprocess 2.27

GTP合成过程 GTPbiosyntheticprocess 2.27

UTP合成过程 UTPbiosyntheticprocess 2.27

CTP合成过程CTPbiosyntheticprocess 2.27

RNA聚合酶II启动子转录调控 RegulationoftranscriptionfromRNApolymeraseIIpromoter 2.27
细胞蛋白翻译检测过程 Tanslationcellularproteinmodificationprocess 2.27
泛素依赖-蛋白质代谢过程 Ubiquitin-dependentproteincatabolicprocess 2.27
细胞的氨基酸代谢过程Cellularaminoacidmetabolicprocess 2.27
精氨酸合成过程 Argininebiosyntheticprocess 2.27
脂肪酸代谢过程Fattyacidmetabolicprocess 2.27
单碳代谢过程 One-carbonmetabolicprocess 2.27
细胞内蛋白质运输Intracellularproteintransport 2.27
微管基本过程 Microtubule-basedprocess 2.27
微管蛋白复杂装配 Tubulincomplexassembly 2.27
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水解酶、ADP核糖基化因子(ADP-ribosylationfactor,

ARF)、金属蛋白酶抑制剂2、NEDD8-泛素缀合酶、

GTP(三磷酸鸟苷)-结合蛋白、泛素缀合酶、白介素增

强子结合因子、蜷曲受体-8相关多区域蛋白 Friz-
zled-8、钙依赖膜结合蛋白、RabGDPα分离抑制剂,
占蛋白总数的30.3%;以及2种抗氧化相关蛋白,包
括过氧化氢酶和过氧化物酶2等,占蛋白总数的

3.03%。
以上蛋白经蛋白GOBiologicalProgress注释,

发现66种蛋白参与30种生物学过程。其中参与糖

酵解和小GTP酶介导信号转导的蛋白最多,分别

占总蛋白的15.91%和9.09%(表2)。KEGG 注释

结果显示,66种蛋白主要参与30种生化代谢途径

和信号转导途径,其中主要包括氨基酸的生物合成

(9.9%)、糖酵解(9.9%)、碳代谢(8.9%)、泛素介导

的蛋白水解(7.9%)。

3 讨 论

3.1 大鲵皮肤黏液水溶性蛋白的免疫功能

许多鱼类及两栖类皮肤具有一种非特异免疫系

统,能够抵御外来病原体的入侵,并且具有一定的广

谱性,可以对很多病原体起到抑制或杀灭的作用。
大鲵皮肤是抵抗外源入侵的第一道防线,在抵抗病

原体入侵中发挥重要功能[15]。大鲵皮肤中含有大

量的活性物质,包括生物胺、生物碱、类固醇、蛋白质

和多肽等[16],这些物质在皮肤功能发挥上扮演着重

要角色,是宝贵的生物资源。
本试验发现大鲵皮肤黏液水溶性蛋白能够凝集

大肠杆菌和嗜水气单胞菌,可能具有抗菌功能。在

大鲵皮肤水溶性蛋白的质谱结果中发现了20种免

疫相关蛋白,很可能与大鲵皮肤抵御病原微生物入

侵的功能有关。这些蛋白包含有很多泛素化相关蛋

白,包括泛素、泛素结合酶、泛素碳末端水解酶、

NEDD8-泛素缀合酶、泛素缀合酶等。蛋白泛素化

是由泛素激活酶、泛素活化酶和泛素连接酶3种酶

通过活化、结合和连接3步级联反应对靶蛋白进行

修饰进而降解靶蛋白的过程[17]。有研究显示,当机

体受到细菌等病原体侵袭时,泛素可以通过介导促

凋亡蛋白Bcl-2的降解从而抑制巨噬细胞的凋亡,
进而维持机体的免疫应答[18],巨噬细胞会释放泛素

连接酶激活下游 NF-κB信号通路促进炎症因子的

表达,从而清除病原微生物[19]。大鲵皮肤黏液中也

有多种与小 GTP酶信号转导相关蛋白,包括 Rab
蛋白、ADP核糖基化因、GTP-结合蛋白、RabGDPα

分离抑制剂。小GTP酶包括Ras(Ratsarcomavi-
raloncogenehomology)、Rho(Rashomologgene
family)、Arf、Ran(asmallnuclearGTP-binding
protein)和Rab等五个家族,参与调节细胞和细胞-
基质的相互作用、调节动态肌动蛋白重排、细胞内转

运等多种功能[20]。中性粒细胞作为先天免疫系统

的一部分,是抵御病原体的第一道防线[21],多种小

GTP酶能够调节其粘附、传播、极化、趋化、富集、吞
噬以及自噬[20]等多种功能。有研究表明,Rab27蛋

白使中性粒细胞快速向感染处富集,释放炎症因子

杀死病原微生物[22],Rab5能够调节中性粒细胞的

吞噬活性清除入侵的细菌[23]。除此之外,热休克蛋

白在诱导先天免疫和适应性免疫都发挥着重要作

用[24-25]。硒结合蛋白与口臭、癌症和精神分裂症的

疾病有关[26],钙结合蛋白与肿瘤细胞迁移[27]、血管

生成以及炎症[28]有关。

3.2 大鲵皮肤黏液水溶性蛋白的抗氧化性能

大鲵皮肤黏液水溶性蛋白表现出显著的氧化物

的清除能力。本研究发现大鲵皮肤黏液分泌蛋白对

DPPH、NO、ABTS等物质具有较好的清除效果,说
明其具有良好的抗氧化作用。根据蛋白质谱结果,
抗氧化性很可能是由过氧化氢酶和过氧化物酶2发

挥的。除了这2种抗氧化酶,大鲵皮肤黏液水溶性

蛋白中可能还有其它的抗氧化物质,例如HSP70能

够抑制氧化后的蛋白积累并促进氧化蛋白质的降

解[29]以减少机体氧化损伤。有研究表明大鲵皮肤

炮制酒能够提高谷胱甘肽的含量及SOD活性,从而

提升机体抗氧化能力,降低过度饮酒引起的氧化应

激反应[30]。从不同育龄大鲵的皮肤黏液中提取出

的低聚糖肽也具有良好的抗氧化性,对羟自由基和

DPPH具有较高的清除率[31]。抗氧化活性物质去

除的自由基等氧化物是机体代谢过程中产生的[32],
此外当机体收到病原体感染发生炎症时,也会产生

自由基[21],这些自由基会对机体正常组织造成损

伤,延缓组织愈合。大鲵皮肤黏液中的抗氧化物质

能够清除这些自由基,这可能对大鲵伤口愈合和机

体代谢有着重要作用。例如在红瘰疣螈皮肤中发现

一种短肽能够促进伤口的愈合[33],涂抹大鲵皮肤制

作的药膏能够促进小鼠背部烧伤愈合[10],这些都说

明两栖类有尾目的黏液能够促进伤口愈合,而这些

很可能与皮肤中的抗氧化活性物质有关。

4 结 论

本试验发现大鲵皮肤黏液水溶液中含有66种
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水溶性蛋白,其中20种蛋白与免疫抗病功能相关,2
种蛋白与抗氧化活性相关,参与免疫和代谢在内的

多种生理过程,并且具有明显的抗菌活性和抗氧化

活性。
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Abstract:Tostudythecomponentsandactivitiesofwater-solubleproteinsoftheskinmucusinChi-
nesegiantsalamander(Andriasdavidianus)andprovideareferenceforthefurtherdevelopmentofbio-
logicalresourcesofskinmucus,inthisstudy,theskinmucuswascollectedbyphysicalandchemicalstim-
ulationmethodstopreparesamplesofwater-solubleproteins.Thecompositionandactivityofwater-solu-
bleproteinsintheskinmucusofthesalamanderwereanalyzedbySDS-PAGEverticalelectrophoresisas-
say,bacterialagglutinationassay,oxideremovalefficiencyassay,andLabel-freeproteinspectrum.Re-
sultsshowedthemucusofChinesgiantsalamandercontainedvariouswater-solubleproteins,withmolecu-
larweightrangingfrom10~300kDa.Amongthem,proteinbandsformolecularweightabove50kDa
weremoreabundant,thatabove100kDahadmoreproteins,andthatbelow14kDacontainedlessprotein.
Thewater-solubleproteinfromtheskinmucusofAndriasdavidianushasthescavengingabilityto1,1-di-
phenyl-2-trinitrophenylhydrazine(DPPH)and2,2-binazo-bis(3-ethyl-benzothiazole-6-sulfonicacid)dia-
mammoniumsalt(ABST),indicatingthatithascertainantioxidantactivity.Besides,theskinmucuswa-
ter-solubleproteinofAndriasdavidianushasstrongagglutinationeffectonEscherichiacoliandAero-
monashydrophila,suggestingthattheskinwater-solubleproteinofSalamanderhascertainantibacterial
activity.Label-freeanalysisofproteinspectrumshowedthattheseproteinsarecomposedof66proteins,

and20proteinsarerelatedtoimmuneresistance,and2proteinsarerelatedtoantioxidantactivitythrough
molecularannotation.Thewater-solubleproteinsintheskinmucusofthesalamandercontain66kindsof
proteinswithmolecularweightsrangingfrom10-300kDa.Theresultsofactivityidentificationsuggest
thatthewater-solubleproteinsintheskinmucusofthesalamanderhaveantioxidantandantibacterialac-
tivities.

Keywords:Chinesegiantsalamander(Andriasdavidianus);skinmucus;water-solubleprotein;ac-
tivityidentification;antioxidantactivity
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