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一、中文摘要

在台灣龜殼花毒蛇的毒液中含有一強
力引發血小板凝集的成份，稱之為
trimucytin。前人的研究認為 trimucytin 引發
血小板凝集的作用與膠原 (collagen)很相
似。然而 trimucytin 作用在血小板何種受體
來引發血小板凝集至今尚未清楚。目前己
知血小板表面的α2β1 integrin 是膠原
( collagen ) 的結合受體,而且α2 次單元上
的 I-domain ( 又稱之為 A-domain ) 是
collagen 結合的主要部位。為了了解血小板
α2β1 integrin 的 I-domain 是否與 trimucytin
的活性相關，我們利用基因工程技術製造
出 I-domain來探討 I-domain對於 trimucytin
引發血小板凝集活性的影響。首先我們從
人類臍靜脈內皮細胞 ( HUVECS ) 抽取
RNA，利用 RT-PCR 我們獲得了 I-domain
的 cDNA ( α2I cDNA )，將α2I cDNA 接
到 pGEX-2T 載体，再送入 DH5α E. coli
中進行蛋白質表達。I-domain 是以α2I-GST
融合蛋白的的型式表達出來。最後使用
glutathione 親和性管柱純化α2I-GST。由 E.
coli 製造出來的α2I-GST 具有防止 collagen
引發血小板凝集的活性，和先前的文獻報
告是相同的。然而，α2I-GST對於 trimucytin
引發血小板凝集的活性則沒有影響。這樣
的結果顯示，trimucytin 對於血小板的作用
與 collagen 有些不盡相同的地方。

關鍵詞：蛇毒、血小板、膠原

Abstract

Trimucytin, a powerful platelet

aggregation inducer isolated from the venom
of Taiwan habu snake ( Trimeresurus
mucrosquamatus ), has been proposed to
mimic the action of collagen. However, the
receptor(s) that mediate platelet-trimucytin
interaction has not yet been defined.
α2β1integrin has been demonstrated to play
an important role in supporting platelet
adhesion to collagen and the I-domain ( also
called A-domain ) of α2 subunit can accounts
for the collagen-binding property. In this
study, we use recombinant I-domain to
elucidate the role of α2β1 I-domain on the
platelet reactivity of trimucytin. We had
cloned the I-domain of α2 subunit (α2I) by
RT-PCR using the total RNA isolated from
human umbilical vein endothelial cells
( HUVECs ). The α2I cDNA was inserted
into pGEX-2T ( a GST vector ) in frame with
the GST for protein expression. Recombinant
α2I-GST fusion protein was expressed in
DH5α E. coli and purified by glutathione
affinity column. In accordance with other
researcher’s observation, our recombinant
α2I-GST fusion protein was found to inhibit
collagen-induced platelet aggregation.
Whereas, it has no significant effect on the
aggregation of platelets triggered by
trimucytin. Our results indicate that there are
some differences between trimucytin and
collagen in triggering platelet aggregation.

   
Keywords:�snake venom、platelet、collagen

二、緣由與目的

Integrins 是一類廣泛存在於各種細胞
表面受體的總稱,它們是由α及β兩個次單
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元所構成的複合体﹝1﹞。利用 integrins，
細胞可以吸附在特定的基質（matrix）上，
也可以和其他的細胞接觸。血小板是血流
中最小的血球，透過 integrins 所進行的細
胞黏著以及細胞之間的交互作用，血小板
才能有效的展現止血的生理功能。血小板
的細胞膜上存在有 5 種 integrins,分別是
α2β1、α5β1、α6β1、αvβ3、αIIbβ3﹝2﹞。
其中α2β1及αIIbβ3對於血小板止血的生理
功能較為重要。當血管有破損時,傷口處會
暴露出 collagen，血小板利用α2β1 integrin
迅速黏著在 collagen 上，隨之血小板活化
變形，同時αIIbβ3 的立体結構改變，血漿
中的 fibrinogen 結合上去，並且在不同的血
小板之間形成橋樑，拉住不同的血小板,引
發血小板凝集。臨床上血小板缺乏α2β1
或是αIIbβ3 的患者有容易出血的傾向
﹝3,4﹞。說明了這兩種 integrins 的重要
性。

目 前 認 為 血 小 板 主 要 是 利 用
α2β1 integrin α2 次單元上一段大約200個
胺基酸所組成的 I-domain (又可稱之為 A-
domain ) 吸附在 collagen 上﹝5﹞。利用基
因工程製造出來的 I-domain 能和 collagen
結合也証實了這樣的說法﹝6﹞。最近透過
立体結構的解析，更從分子層次進一步的
了解到α2β1 integrin 的 I-domain 如何與
collagen 結合﹝7-9﹞。

台 灣 毒 蛇 龜 殼 花 （ Trimeresurus
mucrosguamatus）的毒液中存在有一能引
起血小板凝集的成份，經純化後命名為
trimucytin。先前的研究認為 trimucytin 引發
血小板凝集的作用和膠原（collagen）很像
﹝10﹞。但是至今仍無任何直接証據証明
trimucytin 是經由結合到 collagen 受体來引
發血小板凝集。為了釐清 trimucytin 是否和
collagen 一樣會與血小板α2β1 integrin 的 I-
domain 結合，我們利用基因工程技術製造
出的 I-domain 當作工具來探討 I-domain 與
trimucytin 引發血小板活化凝集的相關性。
  
三、結果與討論
　

利 用 抽 取 細 胞 total RNA 的 kit
( QIAGEN)，我們成功的從人類臍靜脈內
皮細胞 ( HUVECS ) 抽取到 total RNA。依

據 Tuckwell 等人的方法[6]，使用含有
EcoRI 及 BamHI 限制酵素切點的兩個引
子 ( primer ) 進行 RT-PCR。從 DNA 電泳
膠上顯示在 600到 700 bp之間有一符合α2I
cDNA 大小的 DNA 片段。將此一 DNA 片
段定序後我們確定獲得了 I-domain 的
cDNA ( α2I cDNA )。我們從 HUVECs 反
轉錄到的 cDNA 與 1995 年 Tuckwell 等人
從 fibroblast RNA 反轉錄到的 cDNA 雖然
有幾個 neucleotides 不一樣，但是它們所對
應的氨基酸都一樣。

將α2I cDNA 接到 pGEX-2T 載體後，
我們將此載體送入 DH5α E. coli 中進行蛋
白質的表達。由於 pGEX-2T 是一種帶有
Glutathione S-transferase (GST) gene 的基因
融合表現載體，因此α2 I-domain 是以α2I-
GST 融合蛋白的型式表達出來。為了抑制
自發性的蛋白質表達，我們在高濃度
glucose ( 20 mM ) 存在下培養菌體，等到
菌數夠多的時候再加入 IPTG 刺激菌體表
達α2I-GST 融合蛋白。經過 SDS-PAGE 的
分析我們可以看到在 50 kDa的位置有大量
的蛋白出現，從 Western blot 的結果顯示這
就是α2I-GST 融合蛋白。

菌體收集後用高壓將菌體打破，高速
離心後的上清液部分依然有大量的α2I-
GST 存在，顯示大部分表達出來的α2I-GST
並沒有形成 inclusion body。將上清液過濾
後通過 glutathione 親和性管柱，結合在管
柱內的α2I-GST 再用高濃度的 glutathione
沖洗出來。α2I-GST 經過透析濃縮後測試
它對 collagen 及 trimucytin引發血小板凝集
的影響。

隨著 collagen 或是 trimucytin加入濃度
的增加，懸浮在 Tyrode’s 溶液中的血小板
( 3×108/ml ) 凝集的程度越好。Collagen 及
trimucytin分別在 5 µg/ml及 1.0 µg/ml 的濃
度時可以引發血小板凝集達到最大的程
度。我們測定α2I-GST 對於引發血小板凝
集程度達 90%的 collagen ( 3 µg/ml ) 及
trimucytin ( 0.8 µg/ml ) 活性的影響。隨著
α2I-GST 存在濃度的增加，collagen ( 3
µg/ml ) 引發血小板凝集的能力逐漸變
差。在 6.6 µM 的濃度時，α2I-GST 能完全
抑制 collagen ( 3 µg/ml ) 所引起的血小板
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凝集。這和其他研究室所觀察到的是相同
的的結果[11]。然而， α2I-GST 對於
trimucytin ( 0.8 µg/ml ) 所引起的血小板凝
集則完全沒有作用。α2I-GST 對於 collagen
及 trimucytin 引發血小板凝集活性具有差
異性的影響顯示：trimucytin 對於血小板的
作用和 collagen 有一些不完全相同的地
方。

得到這樣的結果令我們很意外，因為
我們的研究發現具有 collagen 結合能力的
蛇毒蛋白 crovidisin﹝12﹞以及結合在
α2β1 integrin I-domain 的單株抗体 6F1
﹝13﹞對於 collagen 及 trimucytin引發血小
板凝集的活性均有抑制作用﹝unpublished
data﹞。這似乎意味著 trimucytin 和 collagen
在結構上有相同的地方，而且對於血小板
的作用和 collagen 應該極為相似。然而，
我們利用基因工程製造出來的 I-domain
( α2I-GST ) 對於 trimucytin 引發血小板凝
集的作用卻沒有影響。我們推測 trimucytin
和 collagen 的結構在某些地方不一樣，
trimucytin可能缺少可以和 I-domain結合的
部位，導致α2I-GST 無法與 trimucytin 結
合。所以 trimucytin 對於血小板的作用，才
不受α2I-GST 的影響。關於 collagen 引發血
小板凝集的過程，目前認為 collagen 先與
血小板 α2β1 integrin α2 次單元上的 I-
domain 接觸，然後再利用其他部位作用到
血小板其他地方，進而活化血小板、引發
凝集[5]。而 trimucytin 引發血小板凝集的
作用可能無需先與 I-domain 接觸，它可以
直接作用到 collagen 活化血小板的受體
上，引發血小板活化、凝集。

四、計畫成果自評

在一年的時間內，我們的研究進展還
算不錯。不僅獲得了α2β1 integrin I-domain
的 cDNA，我們還利用 E. coli 將 I-domain
成功的表現出來，而且是具有下降 collagen
引發血小板凝集活性的 I-domain。同時我
們發現 trimucytin 雖然能模擬 collagen對於
血小板的作用，但是它引發血小板凝集的
作用機轉和 collagen 還是有些不同的地
方。目前我們所使用的是α2I-GST 融合蛋
白，進一步我們將使用 I-domain 進行相關

的研究。
經由蛋白立體結構的分析，目前有關

於 I-domain 與 collagen 之間如何相互結合
的分子機轉已逐漸的清楚﹝7-9﹞。但是
collagen 在與 I-domain 結合之後如何來活
化血小板進而引發血小板凝集的分子機轉
則尚無定論。我們的研究顯示類膠原蛇毒
成分 trimucytin 在無需與 I-domain 結合的
情況下能模擬 collagen 對於血小板的作
用。因此，進一步研究 trimucytin 引發血小
板凝集的分子機轉將有助於了解 collagen
在與 I-domain 結合之後引發血小板活化、
凝集的分子機轉。這些研究結果不僅可發
表在國際學術性期刊，從研究結果所獲得
的一些資料將有助於相關藥物的研發。
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