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舶  3 关键词结蛋白。鸡骖。蛋白质纯 、 ( 躲 

结蛋 白是肌 肉型中间丝[1]，特异地存在 

于肌肉细胞和肌肉起源的肿瘤细胞 中，是一 

种 良好的肌源性肿瘤标志物口 。提取和纯化 

结蛋白是制备结蛋白特异性抗体、进而利用 

免疫组化技术进行肿瘤细胞结蛋白定位工作 

的首要前题；同时，它对于深入研究结蛋白的 

生物学特性亦有重要意义。本文参照文献、予 

以改进，建立了一种高教简便的结蛋 白提纯 

方法 。 

材料与方法 

L．提纯 参照Gelsler法 】．并予以改进。酥层 

析 在室温下完成外 ，其余操作均在 4℃下进行。其步 

骤 为 (1)取 40g鸡膀 (新鲜或 一70℃冻存品)，尽量 

去除非肌肉组织 充分剪碎，在冰浴下以500ml缓冲 

液 A(40ram 盐 酸一眯 唑 pH6．9，0．6M 氯 化钾 ， 

lmM卜 巯 基 乙醇，0．5 曲 拉 通 x—LD0)匀 浆 

(2s83～L型内切式组织匀浆器，上海兴华电子仪器 

厂产)30win，充分粉碎细胞(镜检破碎效果)砖％后高 

速离心 12，000r／mln×10rain，去除上清 沉淀用缓 

冲液 A(不加 衄拉通 x一100)洗 涤两次I(2)收集 的 

沉 淀物重 新 溶解 于 600ml碘 化钾 萃 取缓 冲 液 中 

(10raM盐酸一咪唑 pH6．9，0．6M 碘化钾，1raNt乙 

二醇双[卜 氮基乙基]四乙酸．0．5 曲拉通 x一 

1DO，0．5raM二硫代苏糖醇-0．2raM 三磷酸腺昔)， 

搅拌 6h后，离心 5，000r／min×lOmin-去除上清，收 

获沉淀物，该过程再重复两次I(3)沉淀物溶解于 

150ml尿素一磷酸盐缓冲液中(6M 尿素，100mM 磷 

酸钠缓冲液PH7．5，5raM 乙二醇双D一氨基z‘基] 

四乙酸，o．1 琉基 乙醇)，于 37c下搅 拌 2h 离 

心 4．O00r／mln×10mln．去 除不搭性沉淀物，保 留上 

清液 {(4)上清液分装于透析袋 ，置 3．000ml重蒸馏 

水中，在 4c搅拌条件下透析 48h脱盐，每 4—6h换 

水一次，收集悬浮白色絮状物液，离心 4，000r／min 

×15mln-收集沉淀物．沉淀物溶解于约 30mi尿素一 

磷酸盐缓冲液内-此为结蛋白粗提物{(5)粗提液经 

DEAE52(whatman)纤维 索柱层析 (z．5×10cm)纯 

化 ，以尿素一磷 酸盐 缓冲液平衡 ，用含 0—0．2M 氯 

化钾的尿素一磷酸盐缓冲液 200ml进行线性梯度洗 

脱，分部收集(LKB2070 Ultro Rac l型分部收集 
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器)，用 751型分光光度计在波长 280nm 下检测各 

部光密度 (0．D)值 ，DDs— llA型 电导仪测定 电导 

率，描记层析分离图谱，分高、低浓度组收获结蛋 白 

提纯 品，分装后贮存于一2o℃冰箱 

2．鉴定 

(1)十二烷基硫酸钠 聚丙烯酰胺梯度凝胶 电 

泳(SDS--PAGE)测定分子 量 ．参照 Tsang氏法。‘]。 

采用夹心垂直板式电泳仪，LKB恒功率 电源。 s— 

l8 分离胶、3 浓缩胶制成凝胶板。使用低分子量 

标准蛋白(上海生物制品研究所 ．组份及分子量见表 

1)。结蛋 白提取物与标准蛋白均分别加入二倍 电泳 

样品缓冲谊 (含 2o 蔗糖 ．4．6 SDS，1．5％三羟甲 

氨基甲烷，l0 巯基乙醇 ，0．o2 溴酚兰)沸水潜 

处理 3mln。标准蛋白上样浓度 为 0 5．ug， 高、低浓 

度组结蛋白提取物、结蛋 白粗提物及标准 蛋白上样 

量均为 2o ／样品槽 。电泳功率 5一 low ．时问约 2h． 

常规 固定染色。测量指示剂、标准蛋白及结蛋白提取 

物泳动距离，计算相对迁移率 ，根据蛋白质相对迁移 

率与分子量对数值间的函数关系推算结蛋白提取物 

分子量。 

(2)负染电镜观察结蛋白重聚体的形态结构 

参照 Geisler法0] 将结蛋白提取物置于 ]0raM 

三 羟 甲基 氨 基 甲烷 醋 酸 缓 冲 {戎(pH8．2，含 

0．。1MB—琉 基乙 醇 )中透 析，然后 加入 氯 化钠 到 

杯 

(3)蛋白质浓度测定 采用考马斯亮兰 G 250 

法0 尿素一磷酸盐缓冲液配制 o．2一lm ／m1系 

列浓度牛血清白蛋 白(BSA)溶液 ，作为蛋白标准液 

取 蛋白标准{戎及高 、低组结蛋白提取{戎各 0．1m!(高 

浓度组样品作对倍稀释)，加考马斯亮兰 G一250蛋 

白染色剂 5m1．混匀后在 s一 60m n内用 721型分光 

光度计、波长 595nm下比色 ．测定光密度值 ，采用试 

剂空白对照 根据光密度值与标准蛋白浓度间函数 

关系，计算结蛋 白提取物的蛋白浓度。 

结 果 

1 提纯 结蛋 白粗提物在透析脱盐过 

程中(除去了尿素)，显示出中间丝 自行聚合 

成丝的特点，丝状物可再次溶于高浓度尿素 

溶液。粗提物经 DE52阴离子纤维素交换层 

析，呈现二个洗脱峰，两峰完全分离、无交叉 

重叠 第 1峰是尿素一磷酸盐缓；巾液洗脱峰． 

为杂蛋白峰；第 1峰是经氯化钾线性梯度洗 

脱峰，峰位于氯化钾浓度 5raM一60mM 段， 

峰形窄而高尖 ，此为结蛋白洗脱峰，收集该峰 

洗脱液获得纯度和浓度较高 的结蛋 白提取 

物。层析图谱见图 1。 

绀 

警 
^  

管号 

图 1 结蛋白粗提物的 DE52纤维素柱层析图谱 

o．3M 浓度，使结蛋白重聚成丝。采用悬滴法制标 2．鉴定 

本t0．7 醋酸铀染色，H 600超高分辨透射电镜观 (1)SDS--PAGE结 果 SDS--PAGE 

察并摄影 图谱(图 2)可见粗提物有多条杂蛋白区带和 
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一 条主带，经柱层析纯化后提取物则呈现清 

晰的单一区带 ，与粗提物主带相平行 ，高组样 

品该区带较低组样品更粗浓。标准蛋白各组 

份和结蛋 白提取物泳动距离及相对迁移率如 

表一。标准蛋 白各组份相对迁移率(x)与其 

分子量对数值(y)间呈直线相关 ，相关系数 r 

⋯ 0 997，直线回归方程 Y一5．46—1．57x， 

结蛋白提取物分子量为 51，232D。 

_- 一 

硝酸化麓B 

牛■清白爱白 

巍动爱白 

碳酸舯饷 

～

堰单~m-I-病 

毒，卜壳爱白 

图 2 结蛋白提取物 sDs—PAGE图谱 

l 结蛋白提取物(低浓度组)I 2 结蛋白粗提物I 

3 结蛋白提取物(高浓度组)I 4 标准蛋白 

(2)负染电镜观察 ，可见直径 8rim 左右 

的丝状结构重聚体(图 3)。 

图 3 结蛋白提取物重聚体负染电镜图 

像 

(丝直径 8nm) 12．0。0X 

(3)蛋白质浓度测定 测得系列浓度标 

准蛋白植及高低浓度组结蛋 白提取液 O．D 

值，结果见表二。标准蛋白浓度(x)与其 O．D 

值(y)间相关系数 r一0．999，直线回归方程 y 
一 0．82x一0．Ol 7，结蛋 白提取物高组浓度为 

1．28mg／ml，低组浓度 为 O．39mg／ml。总收 

获量约 45rag 

讨 论 

由于中间丝种属特异性低而组织特异性 

高 ，故可选 用富含肌肉细胞的鸡胗为提取 

结蛋白的材料，所提结蛋白能够作为制备抗 

表 1 标准蛋白，结蛋白提取物的分子量与 SDS--PAGE泳动距离 

蛋白浓度 
(mg／m1) 
o．D值 

0．20 0．4(2 0．6o o．80 1．00 

0．14 o．3(2 0．47 O．63 0．82 

o．64× 2 O．39 

0．54 o．3o 
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人结蛋白抗体的良好抗原。根据中间丝不溶 

于中性生理盐水而溶于 6—8M 尿素溶液 的 

特性 ，使 用含有高离子强度的氯化钾和碘 

化钾 的缓冲液 ，除去肌凝蛋 白(myosin)、肌 

动蛋 白(actin)和其它可溶性蛋 白，不溶于上 

述缓冲液的结蛋白提取物溶于 6M尿素一琉 

基 乙醇中萃取 ，利用结蛋白具有较强的重聚 

成丝能力的特点“]，以透析方式脱盐后，收集 

到结蛋白粗提物。在萃取过程中，注重保证材 

料破碎效果，采取反复提取 、不断更换新鲜溶 

剂以及适当延长提取时间的方法 ，以加速扩 

散 减少溶液粘度，从而提高萃取效果。粗提 

物采用 DE52纤维素柱层析、氯化钾一尿 素 

一 磷酸盐缓冲液线性梯度洗脱纯化。通过适 

当提高氯化钾线性梯度洗脱的上限和斜率， 

使结蛋白充分洗脱且峰形窄而高尖。这种提 

纯方法较 之用 1M 醋酸或其它 一些用不同 

pH值酸性溶液反复溶解、沉淀的方法 提 

高了效率和纯度 ，解决了通常难以解决 的去 

除肌动蛋白污染的问题0 本实验所获结蛋 

白提取物，其层析图谱、SDS--PAGE表现均 

符合结蛋白的理化性质，并显示有较高 的纯 

度和浓度 负染电镜从形态学证实其中间丝 

结构特点。分子量测定为 51，232D，与文献报 

导一致。据此 ，可以确认得到较高浓度的结蛋 

白纯化物。在提取过程中，我们利用溶于尿素 

溶液中的中间丝多肽链单体经去除尿素后可 

重聚成丝状不溶物的特点 ，对溶于尿素溶液 

中的粗提物改用透析 、离心收集代替过去文 

献中的 乙醇 沉淀、凝胶层析，简化了提取步 

骤，减少了蛋白质的破坏和丢失。 

结蛋白作为脊椎动物肌细胞骨架中的第 

三种细丝成份，在肌细胞中不仅起到细胞骨 

架的结构作用，更主要的功能与调节钙离子 

内流入细胞及核酸的转录和翻译有关 。 

目前，对其结构、功能、遗传特点和理化性质 

的探讨正不断深入 。结蛋白作为鉴定肌组织 

和肌源性肿瘤组织的一种良好标志物，已经 

得到充分证实和广泛研究。制备结蛋 白特异 

性抗体，结合高敏感的免疫组化技术 ，以建立 

中间丝分类系统，对在常规病理诊断中难以 

确定组织来源的肿瘤提供组织发生学上的依 

据，是现代肿瘤病理诊断和鉴别诊断的有 力 

手段。高效简便的结蛋白提纯方法无疑为此 

奠定了必备的基础 。 
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