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摘要    利用海藻酸在 pH2.7 的条件下对小分子多肽的吸附作用, 从豌豆种子中分离并纯化出含

37 个氨基酸的小分子肽 PA1b (pea albumin 1b), 它的肽链内具有 6 个半胱氨酸并形成一个胱氨酸

结构模体. 采用荧光显微技术和膜片钳技术, 发现胞外施加 PA1b 在胞外钙离子存在的情况下使

胰腺β 细胞内钙离浓度增加, 该效应被特异性的 L 型钙通道的阻断剂尼莫地平(nimodipine)阻断, 
在零钙外液中 PA1b 对胞内钙离子浓度无影响; 此外, PA1b 使β 细胞膜去极化并使膜电容增加. 
因此推断 PA1b 使原代β 细胞上去极化细胞膜, 使 L 型钙离子通道开放, 细胞外钙离子内流并促

发细胞分泌.  

关键词    植物多肽 PA1b  胰腺β 细胞  细胞内钙离子浓度  L 型钙离子通道  分泌 

多肽作为一种小分子活性物质在任何生命活动

过程中都起着非常重要的作用. 自从 1902 年发现第

一个小分子多肽胰泌素, 紧接着 1922 年发现胰岛素

以来, 多肽作为一种调节生命活动的信号分子已广

泛被人们认可. 现在已经有很多多肽分子在临床上

被使用, 并且对多种重大疾病产生了很好的治疗作

用 [1,2]. 很多研究报道, 豆类种子的某些活性成分能

够刺激胰岛素分泌并对糖尿病患者起到治疗作用 [3], 
进一步分离并鉴定这些活性组分有可能发现新的调

节胰岛素分泌和糖代谢的活性物质. 豆类胰岛素, 一
种从豆类种子中分离出的含 37 个氨基酸的小分子多

肽, 不仅发现其具有促进植物细胞生长和分化的功

能, 还发现其作用机制与胰岛素信号通路类似 [3]. 因

此, 从豆类种子中分离并鉴定能作用于β 细胞的活性

多肽是一个既有基础理论研究意义, 又有实际应用

价值的工作. 采用生物物理和生物化学的方法, 我们

从豌豆种子中分离纯化并鉴定出含 37 个氨基酸的植

物小分子肽PA1b, 它和从大豆种子中发现的大豆胰

岛素(leginsulin)在一级结构上具有 67%的同源性, 并
且 6 个半胱氨酸的位置C3-C20, C7-C22, C15-C32 高

度保守. 肽链内的 6 个半胱氨酸形成一个胱氨酸结构

模体, 胱氨酸结构模体的形成对保持它们的生理活

性起着重要的作用 [4,5]. 更有趣的是, 来自动物的胰

岛素能够与大豆胰岛素的受体(命名为 7S Bg,分子量

为 43 kD的蛋白)相结合, 其结合机制与胰岛素和胰

岛素受体的结合类似 [6].  
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采用荧光显微技术和膜片钳技术, 我们发现植

物多肽 PA1b 能够打开β 细胞电压依赖的 L 型钙离子

通道, 促使细胞外钙离子内流, 并促发细胞分泌.  

1  材料与方法 

1.1  植物材料与多肽提取 

1 kg豌豆(Pisum sativum L)种子室温下浸泡 12 h
后, 在 25℃下发芽 60 h. 发芽后先用 2 L的 0.5 mol/L
醋酸溶液(含 0.1%巯基乙醇, 预冷至 4℃)匀浆, 匀浆

后再加入 10 L的 0.5 mol/L醋酸溶液于 4℃搅拌提取

10 h, 提取液于 3405×g离心 25 min得上清液 [7]. 上清

液用 4 mol/L盐酸调至pH 2.7 后加海藻酸, 搅拌吸附, 
收集海藻酸, 再用 0.2 mol/L的盐酸洗脱被吸附的多

肽, 洗脱液用无水乙酸钠调pH 3.5, 加饱和的氯化钠

(320 g/L)盐析, 抽滤收集盐析物.  

1.2  凝胶过滤层析 

Sephadex G25 (Phamarcia) 凝胶柱(100 cm×1.6 
cm)用 0.2 mol/L 的醋酸平衡后, 取盐析所得的蛋白质

溶于 0.2 mol/L 的醋酸溶液中(0.1 g/mL), 4℃下 3405 × 
g 离心 25 min, 取上清液上柱进行层析, 于 280 nm 检

测波长下按峰收集.  

1.3  丙酮提取 

将按峰收集的层析液冷冻干燥后, 根据膜片钳

测定的不同组分对β 细胞钙离子浓度和胰岛素分泌

的影响来确定活性组分. 活性部分用 250 mL 80%的

丙酮溶解后于 4℃提取 12 h, 然后 10000×g 离心 25 
min, 上清液用旋转蒸发器浓缩后冻干.  

1.4  反向高效液相色谱仪纯化 

冻干后的活性部分溶于 0.1%三氟乙酸  (50 
mg/mL)后, 用半制备反向高效液相色谱仪进行纯化

(Agilent 1100 System), TSK ODS-120T 柱 (7.8 
mm×300 mm, 10 μm). 上样后用线性乙腈 (含 0.1% 
三氟乙酸) 梯度进行洗脱, 50 min 从 10%升至 60%, 
检测波长 214 nm, 流速 1.0 mL/min.  

1.5  化学鉴定 

用基质辅助激光解吸离子化时间飞行质谱仪

(MALID-TOF-MS, Applied Biosystems) 测定分子量, 
加速电压为 20000 V. 氨基酸序列用 Applied Biosys-

tems 477A 气相氨基酸测序仪进行测定.  

1.6  细胞制备与培养 

原代培养制备单个β 细胞的基本方法参见文献

[8]. 将Wistar大鼠的胰腺组织取出, 使用V型胶原酶

(Collagenase V)使胰岛散开, 再用Dispase Ⅱ消化出

单个的β细胞, 贴壁, 加入培养基, 在 5% CO2 的恒温

培养箱中培养, 实验中选择直径为 12~14 μm的细胞

为实验对象.  

1.7  [Ca2+]i显微荧光测量 

将培养 2~4天的细胞转至相应的细胞外液中, 加
入酯化的钙荧光探针Fura-2/AM至终浓度 3 μmol/ L, 
在 37℃下孵育 30 min. 用Zeiss Axiovert 100荧光显微

镜上配置的TILL测量系统进行单细胞的全细胞钙离

子浓度测量, 激发光波长为 340 nm和 380 nm, fura-2
在这两个波长下受激所发射荧光的强度比值

F340/F380 可反映胞内钙浓度([Ca2+]i)的相对变化,计
算公式为: [Ca2+]i = Keff × (R− Rmin)/(Rmax − R), 其中Keff, 
Rmax和Rmin均为校准后得到的参数 [9,10]. 采样频率为 1 
Hz, 实验在(30 ± 2)℃下进行.  

1.8  膜电容和膜电位测量 

膜电容测量采用 EPC-9 膜片钳放大器和 PULSE
＋LOCK-IN 软件(Heka Electronics Lambrecht Ger-
many), 使用传统的全细胞膜片钳记录模式记录和分

析在静息和灌流 PA1b 后β 细胞的膜电容变化. 实验

中所使用的电极电阻值为 3~5 MΩ, 细胞钳制电位为

−70 mV, 给予频率为 1024 Hz振幅为 20 mV的正弦波

以记录细胞膜电容的变化 , 所采集到的信号用 2.9 
kHz 滤波, 采样频率为 15.6 kHz. 膜电位的测量采用

全细胞穿孔电流钳记录模式 . 采集到的信号用 2.9 
kHz 滤波, 采样频率为 15.6 kHz. 膜电容和膜电位的

数据用 IGOR Pro 5.03 (WaveMetrics, Lake Oswego, 
OR)分析.  

1.9  溶液配置 

标准细胞外液含有: NaCl 150 mmol/L, KCl 2.8 
mmol/L, MgCl2·6H2O 2 mmol/L, CaCl2·2H2O 2.5 
mmol/L, Glucose 3 mmol/L, HEPES 10 mmol/L. 标准

无钙外液则在标准细胞外液的基础上去除 CaCl2, 加
入 1 mmol/L EGTA. 2 种外液的 pH=7.4 (用 NaOH 调

节), 渗透压为 310 mOsm. 测量膜电位的电极内液成
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分包括: K2SO4 82 mmol/L, NaCl 10 mmol/L, KCl 10 
mmol/L, MgCl2·6H2O 1 mmol/L, HEPES 10 mmol/L 
(pH 7.4, 用KOH调节, 渗透压为 300 mOsm), 穿孔电

流钳记录实验之前在内液中加入 100 μg/mL 的制霉

菌素 . 胎牛血清 , BSA, DMEM 为 Gibco 产品 ; 
Fura-2/AM 为 Molecular Probe 公司产品, 其他常用试

剂均为 Sigma 公司产品.   

1.10  数据统计分析 

电生理数据均采用 IGOR Pro 5.03 软件分析. 最
终结果用平均值±标准误差的形式表示. 数据差异的

显著性检验采用 SigmaStat 3.11 (Systat Software, Inc, 
Canal Blvd, Suite C Richmond, CA, USA)软件分析, 
根据数据的分布使用 Student’s t test (正态分布数据)
或者 Mann-Whitney Rank Sum test (非正态分布)进行

检验. P < 0.01 表示有极显著性差异.  

2  结果 

2.1  肽的制备 

1 kg 豌豆种子进行提取和洗脱后可获得 40 g 盐

析物. 盐析物溶于 400 mL 0.2 mol/L 醋酸并离心, 上
清液经凝胶过滤层析可获得 2 个完全分离的层析峰

(图 1(a)). 冻干后经活性检测发现峰 2 (9.8 g) 具有明

显的活性. 将峰 2 用丙酮提取并冻干得 5 g 蛋白质干

粉, 最后经半制备反向高效液相色谱仪进行纯化后

共收集到 50 mg 活性多肽, 半制备层析见图 1(b).  

2.2  肽的鉴定 

经质谱仪进行分子量测定表明, 纯化出的多肽

分子量为 3742.3 Da(图 1(c)), 命名为PA1b. 氨基酸序

列测定表明, 纯化出的多肽为含 37 个氨基酸残基, 
其 一 级 结 构 为 ASCNG VCSPF EMPPC GSSAC 
RCIPV GLVVG YCRHP SG. 经计算理论分子量为

3743.4 Da, 这和质谱测定结果相符 . 经比对表明

PA1b和从大豆种子中发现的大豆胰岛素在一级结构

具有 67%的同源性, 并且 6 个半胱氨酸的位置高度保

守 [5].  

2.3  植物多肽 PA1b 通过打开 L 型钙通道引起细
胞内钙升高  

图 2(a)给出了细胞外灌流不同浓度的 PA1b 所引

起的细胞内钙离子浓度升高(Δ[Ca2+]i)的浓度依赖曲 

 
图 1  PA1b 的纯化和鉴定 

(a) Sephadex G25 凝胶过滤层析, 峰 2 含活性成分. (b) 高效液相色谱

纯化 PA1b, PA1b 对应的峰被标记. (c) 质谱测定 PA1b 的分子量, 10 
mg/mL 基质(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid)溶于 70%的乙腈 (含

0.1% 三氟乙酸) 后, 再将 PA1b 溶于其中进行测定 

 
线. 由图可知, PA1b对β 细胞作用的半效浓度值(EC50)
约为 80 nmol/L, 最大效果时的浓度为 1 μmol/L, 后续

的实验中均采用 1 μmol/L的浓度. 图 2(b)给出了对单

个胰腺β 细胞灌流 1 μmol/L的PA1b时细胞内钙离子

的变化结果. 可以明显看出PA1b的刺激明显增加了

细胞内钙离子浓度, 停止加药, 换用正常外液洗脱, 
则胞内钙离子浓度又可以较好地回复到基线水平 . 
为了和胰岛素的效果进行对比, 我们换用 100 nmol/L
胰岛素进行灌流, 发现胞内钙离子出现瞬间快速地

上升, 这和已报道的结果一致 [2,11]. 统计结果显示灌

流PA1b前后细胞内钙离子浓度从(137.6 ± 8.9) nmol/L
升高至(467.9 ± 38.4) nmol/L, 差值为(330.3 ± 26.9) 
nmol/L (P < 0.001, n = 18).  

引起细胞内钙离子浓度升高的因素一般包括胞

外钙离子的内流和胞内钙库的释放. 为了探明 PA1b
的作用方式, 我们首先将正常外液灌流换做零钙外

液, 同时 PA1b 母液也用零钙外液稀释使用. 图 3 的

结果显示在没有细胞外钙离子的情况下 PA1b 不能引
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图 2  PA1b 引起胰腺β 细胞胞内钙离子浓度升高 

(a) 不同浓度的 PA1b引起胞内钙离子浓度升高的浓度依赖曲线, 每个数据点都是 5~10个细胞的测量平均值. PA1b的最大效果浓度为 1 μmol/L. (b) 
PA1b 引起单个β 细胞胞内钙离子浓度升高. (c) 100 nmol/L 胰岛素引起的单个β 细胞内钙离子浓度升高. (d) 1 μmol/L PA1b 引起的胞内钙离子浓度

变化的平均统计分析. ***示 P<0.001 

 
图 3  零钙外液环境中 PA1b 不能引起明显的钙离子浓度升高 

(a) 零钙条件下, 灌流 PA1b, 胞内钙离子浓度没有任何变化, 继而置换成正常外液, PA1b 立刻引起胞内钙离子浓度的升高. 
(b) 零钙和有钙离子条件下 PA1b 的效果对比分析. ***示 P<0.001 

 

起胞内钙离子浓度的升高(钙离子浓度的变化值为

(28.4 ± 5.7) nmol/L, n = 13), 但是当把零钙外液置换

为正常有钙离子外液的时候, PA1b 又可以马上引起

胞内钙离子浓度升高(变化值为(307.3 ± 37.0) nmol/L, 
n = 13, P < 0.001). 我们的结果表明植物多肽 PA1b 引

起的胞内钙离子浓度升高主要是细胞外钙离子内流

所造成, 而并不是通过胞内钙库的释放这一途径促

发的.  
胞外钙离子内流的介导有很多种途径, 包括电

压门控的钙离子通道、非选择性的阳离子通道等等 [12]. 
为了进一步研究PA1b引起的钙离子内流是通过何种

途径进入到细胞内, 我们使用了一种L型钙离子通道

的特异性阻断剂, 尼莫地平(nimodipine), 来看它对

PA1b所引起的钙离子升高的影响. 如图 4 所示, 10 
μmol/L的尼莫地平可以很显著地抑制PA1b所引起的

钙离子升高, 当把尼莫地平用外液洗脱掉以后, PA1b
又可以明显地促发胞内钙离子的升高(由(40.7 ± 18.3) 
nmol/L升高至(511.7 ± 118.6) nmol/L, n = 6, P < 



 
 
 
 

 
284 中国科学 C 辑 生命科学 第 37 卷 

 

 

 

 
图 4  L 型钙通道特异性阻断剂尼莫地平抑制了 PA1b 的作用 

(a) 在正常灌流 1 μmol/L PA1b 的同时灌流 10 μmol/L 尼莫地平, 胞内钙离子浓度没有任何变化. 正常外液洗脱尼莫地平, 再单独灌流 PA1b, 则
PA1b 的效果又可以恢复. (b) 尼莫地平存在和洗脱两种情况下, PA1b 引起钙离子浓度升高的对比统计分析. **示 P<0.001 

 

0.01). 这证明了多肽 PA1b 引起的胞外钙离子内流主

要是通过L型钙离子通道来介导的, 而胞内钙离子库

在这个过程中几乎不起任何作用.  

2.4  多肽 PA1b 使细胞膜去极化并且促发胰腺β细
胞分泌 

上面的结果给我们启发, PA1b是不是可以使细

胞膜去极化进而造成电压依赖的L型钙离子通道开放. 
为了验证该设想, 我们采用穿孔膜片钳的方法, 在全

细胞电流钳的记录模式下, 测量PA1b对膜电位的影

响. 首先在正常情况下测到的胰腺β 细胞的静息膜电

位是(−71 ± 8.8) mV, 与已经报道的结果相一  致 [13]. 
当灌流PA1b的时候可以明显发现细胞膜被去极化 , 
去极化后的膜电位平均值为(−9 ± 1.5) mV (n = 11, P 
< 0.01), 如图 5(a)所示.  

为进一步验证PA1b是否会对 β 细胞的分泌活动

产生影响, 我们采用传统的全细胞膜电容测量方法

测量细胞的膜电容(Cm)变化, 必用该指标来反映细胞

分泌的变化情况. 细胞膜电容与细胞的膜表面积成

正比, 囊泡分泌时囊泡膜与质膜融合, 细胞膜表面积

变大. 所以可以用膜电容的变化来反应细胞的分泌

变化情况 [14]. 对单个β 细胞灌流 1 μmol/L的PA1b, 可
以发现细胞膜电容会有显著的增加, 平均增加值为

(412 ± 37.4) fF (n = 6, P < 0.001), 如图 5(c)所示. 对
应的其他参量, 包括膜电导(Gm)和串联电导(Gs)并
没有明显的变化.  

3  讨论 
使用生物物理与生物化学方法, 我们从豌豆种

子中分离纯化并鉴定出含 37 个氨基酸的植物小分子

肽PA1b, 它和从大豆种子中发现的大豆胰岛素在一

级结构具有 67%的同源性, 并且 6 个半胱氨酸的位置

高度保守 [5]. 肽链内的 6 个半胱氨酸形成一个胱氨酸

结构模体, 胱氨酸结构模体的形成对保持它们的生

理活性起着重要的作用 [15]. 大豆胰岛素是一个从大豆

种子胚根中分离出的含 37 个氨基酸的小分子多肽, 具
有促进植物细胞生长和分化的功能 [16]. 它能与位于细

胞壁的中层或原生质膜附近的受体 7S Bg蛋白结合, 
并向胞内传递调节信号 [11,17,18]. 研究表明, 大豆胰岛

素和 7S Bg蛋白的结合能显著提高 7S Bg蛋白的蛋白

激酶活性, 且 7S Bg蛋白酪氨酸激酶活性大致相当于

大鼠胰岛素受体的 2/3[16]. 更有趣的是, 7S Bg蛋白与

动物胰岛素或胰岛素样生长因子IGF-Ⅰ和IGF-Ⅱ都

具有较高的结合活性 [4,16], 这表明Bg蛋白和大豆胰岛

素在植物体内发挥着类似胰岛素信号通路样的生理

功能, 对植物生长发育起调控作用.  
我们的实验证明从大豆中提取的植物多肽PA1b

能够明显地引起大鼠胰腺β 细胞胞内钙离子浓度的

升高, 和胰岛素所引起的效果相似(图 2(b), (c)). 有报

道证明胰岛素引起的胞内钙离子浓度升高主要是通

过胞内钙库释放的方式实现 [2,11]. 然而我们发现PA1b
主要是细胞外钙离子通过L型钙离子通道的内流实现

的, 这和胰岛素促发胞内钙离子浓度升高的机制是

不同的. 这个结果说明PA1b和胰岛素在胰腺β细胞通

过激活不同的信号通路实现胞内钙离子浓度的升高. 
胰岛素受体介导的信号传导是一个复杂的过程, 包
括蛋白激酶作用和自磷酸化作用. β 细胞中胰岛素分

泌的调节作用可能有很多通路介导 [19~21]. Roper等人

曾经报道胰岛素类似物 L - 7 8 3 ,  L - 2 8 1 激活
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图 5  PA1b 去极化细胞膜并促发分泌 

(a) 灌流 PA1b 使得β 细胞膜电位从正常膜电位(−71 ± 8.8) mV 去极化至(−9 ± 1.5) mV; (b) 膜电位变化的统计分析; (c) 施加 PA1b 促发细胞分泌, 膜
电容增加, 其他参量包括漏电流、串联电阻和膜电导均没有明显变化; (d)膜电容变化统计分析. **示 P<0.01, ***示 P<0.001 

 

IRS-1/PI3-K通路, 动员胞内钙库释放, 使得胞内钙离

子浓度升高并且进一步促发分泌, 其中只有一部分

能够被尼莫地平阻断 [22]. 在本研究中 , 我们发现

PA1b在零钙的环境中完全不能引起钙离子浓度升高, 
并且有钙离子时的效果几乎可以被尼莫地平完全阻

断掉. 进一步的实验发现PA1b可以明显地使胞膜去

极化细和触发细胞分泌, 所以PA1b的作用模式可能

为引起细胞膜去极化, L 型钙离子通道打开, 细胞外

钙离子内流, 进而触发分泌. 这种方式和胰岛素调节

的钙离子的自稳平衡和诱导的胰岛素分泌应该是两

种不同的机制.  
有报道认为缺乏胰岛素受体的大鼠β 细胞对葡

萄糖刺激引起胰岛素释放的敏感程度明显降低, 葡
萄糖的耐受性也受到影响 [23]. 胰岛素受体在胰岛素

分泌过程中起着重要的调节作用, 这也对胰岛素分

泌受损和Ⅱ型糖尿病的胰岛素抵抗之间的关联提供

了潜在的证据. 值得注意的是, 大豆胰岛素这种植物

多肽能够和胰岛素竞争结合同样的受体, 这种受体

类似于植物蛋白Bg[4,5]. PA1b可以显著地增加胞内钙

浓度并且促发β 细胞分泌的发生, 但是PA1b是否也

能够竞争性的结合胰岛素受体还不为人所知, 这也

是我们需要进一步研究的内容.  

致谢  感谢许想平老师制备原代胰腺β 细胞.  
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