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从新生小牛血清分离提取胎球蛋白 

生物化学教研室 三 l堕 圭堕堡 何踢料 

f弓．z j 
提 要 本文用_已醇金属离子分级分离法．从新生小牛血清中分离提取抬球蛋白。将分 离 提 

取的胎球蛋白．聚丙烯酰胺凝胶电泳．在 一球蛋白位置．显示一条宽．着色辣的区带．而另有 一 

条移动率慢、窄的、着色极淡的带；Sephadex G-200凝脉过滤测得其分子量为 117．489。去 湿冻 

干的胎球蛋白柑．测得其秀液酸含量为8．85g／100g蛋白质；中性糖含量为 8．07g／lOOg蛋白质。以 

新生小牛血清为原料．分离提取胎球蛋白之产品率Jj3OOmg／lOOml血清 

、／ 

美羹词 瞌韭置自； 煎熊置自 牛： !皇些 
中圈分羹号 Q531．2 

骆球蛋白 (Fetuin)是牛胎儿血 中 的 
一 种糖蛋白，Spiro(1960)” 从屠宰怀孕的 

母牛获取牛胎儿血中，分离纯化胎球蛋白， 

并研究了理化性质。由于我国的饮食习惯， 

很少宰杀怀孕母牛，因而获取胎牛血较难。 

本文试从新生小牛血清中分离提 取 胎 球 蛋 

白，以供研究或临床诊断之用。 

材 料 和 方 法 

1． 新生小牛血j膏 剐出生的小牛，从心脏抽 

血．立即分离血清．一20℃贮存 

2． 胎球叠自的分膏摄取 用乙醇一金属 离子 

分级分离法“ 。小牛血请 于 一5℃加八 2倍体 积 

2g．5嘶乙醇 (含0．03M醋酸锌，．调节pHi6 4． 

放置12—1Bh后．于0—4℃，4．500rpm离心20miⅡ． 

弃击沉淀．保留上清渍。叉子 一5℃。向上清 艘I和 

加入 1 OM醋酸钣和95嘶_已醇．使混台后的溶液台 

0
．
62MBa， 和25嘧乙醇．调节pH6．7．放置2h．于 

上赶条件离心．彝击沉淀。再于一10℃加／kos和乙 

醇于上清液中．使混合后台乙醇40嘶．放置1~-．-16 

小时．于上述条件离心，彝去上簿液，保留沉淀， 

即为纯忧之骀球蛋白。用少量0．02M柠檬酸三钠溶 

解沉淀．再用蒸馏水透析数天．以除去B8抖和Zn̈ 。 

最看冷冻干燥制成冻千蛋白粉。 

5． 囊丙嚆t聩麓腔电诛 垂直平板电诛。凝 

胶板100X110X1．5total 。浓缩胶．PH6．7 凝 胶 

浓度2．5％ 分离胶．pH$．9．凝胶浓度7％．电极 

缓冲掖为pH8_3_Trjs_甘氨酸缓冲液。直流电潦， 

电压 140~230v．电流 7—10mA．功率稳定于1．5 

W。 电泳时间5h。考马斯亮兰R250染色。 

4． 蛋白培台中性麓毳定 按Shields法 涮 

定 以蒸馏水溶解乙醇沉淀之蛋白质，加入 0．2嘶 

蒽酮．92℃ 保温 gm ．波长585nm'~；色 标准糖 

溶液为半乳糖 甘露蓿 (1：lJ混台液 变异系数 

erte~slve group than the coatrol group(P<0．02．<0．O1，<0．01 respectively)．whi 

le t peak ~eloeity of E
．

aad A C．D C were slightly bu zlot significantly decreas 

ed． However
．

there were no differe~ce betwee~ 22 elderly hyperte~slves aud 20 ag- 

e—matched controls
．
Multiple factors aff日ctting LV diastolic functiou were discuss 

ed briefly The results suggosted using the pulsed doppler M V flow spect rum Lo e‘ 

valuated LV diastolic function ia eiderI hype rte~sives w as 1imited 

KE W ORO,$ pulsed—Doppler}Hypertentlon：Loft—Ventricular dfastolic fuaction 
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(c．T啊)为2．a和． 

5． 叠白碧台唾液置 定 按 改 良 Am~noff 

法b 测定。用过碘酸氧化．再用硫代巴比妥酰显色 

被长549nm~L色。变异系数 (c v叻)为1叻 

6． Sephadex G-200凝 胶过滤 定蛋白质分 

子量 Sephadex G一200 (Phsrmacia． 一40— 

120)，柱高 100cm．直径 15toni，洗脱液Tris-- 

Hcl缓冲液，pH7．5台NaC；。 一0．125。标准蛋 

白质：r一球蛋白，胃蛋白酶和牛血清白 蛋 白 均 系 

Sigma产品 

结 果 

1． 小牛血清收集s批， 每 批 15—235 

mI，分批进行分离提取胎球蛋白之产品率为 

每1 00ml血清获得胎球蛋白冻干粉 约 为 300 

m9。 

2． 分离提取的眙球蛋白聚丙烯酰胺凝 

胶 电泳图谱见图1胎球蛋白在 q一球蛋白位置 

显示一条宽、着色深的区带，而另有一条移 

动率慢， 窄的着色极淡的带。 

1 2 3 

图1 胎球蛋白聚两烯酰胺凝胶 电泳 
1

． 正常人血清．上样71*g蛋白质 
2

． 新生小牛血清．上样20 g蛋白质 

3 胎球蛋白．上样301~g 

3． 蛋白结台中性糖诤II定 将分离提取 

之胎球蛋 白，透析去离子后冻干，再放置于 

五氧化二磷真空干燥器 9d (18℃) ，即得去 

湿、去离子蛋白冻于粉。准确称职此去湿去 

离子胎球蛋白冻干粉，测定中性糖，其含糖 

量为8．o7缅 (以去湿去离子蛋白质之百分数 

表示)。 

4
． 蛋白结合唾液酸测定 准确称职上 

述去湿去离子胎球蛋白冻干粉，测得其唾液 

酸含最为8．65％。 

5． Sephadex G~200凝胶过滤测 定 分 

离提取胎球蛋白之分子量 上 样 r一球 蛋 白 

(M W = 1 60，ooo) 6
．5rag、牛血清白蛋 白 

(MW =67，ooo)如1g、胃蛋白酶 (MW = 

35，5oo)6．2rag．胎球蛋 白7．4mg。兰葡聚糖 

2000(Pharmacia Fine Chemicals)测 

定空床体积 Cv o)。l流速：11．4ml／h，波长 

280nm比色检测蛋 白质，连续三次测定，求 

其平均值。以v／v。对 lg分子量作图，计算 

被测蛋白质的分子量 (见 图 2)，结果潮得 

分离提取之胎球蛋 白分子量为H7，489。 

v／v。 

5．0 

Io量井于量 

图2 $ephadex G一200凝胶过滤 

测定胎球蛋白分子量 
1

．

胃蛋白酶 一． 牛血请白蛋白 

3． r一球蛋 白 4． 胎球蛋白 

T 。
． 空床体积 洗聪俸稿 

讨 论 

1
． 

胎球蛋白是存在于反刍动物及猪的 
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胚胎血清中的 q一糖蛋白，其生理功能 尚不 

清楚。它的理 化及免疫学性质已有较多的研 

究，氨基酸和糖的组成 部分氨基酸残基序 

列和寡糖链的部分糖 基 排 列 顺 序 已 有 报 

道 1 4 5 8】。 

2． 分 离纯化眙球蛋白的方祛有：硫酸 

铵分级分离法、低温 乙 醇一金属离子分级分 

离法” 和两步纯化 法 (two-step proce— 

dure)⋯ 即 是先用 CM-纤维索层析，再用 

Sephadex G-2oo凝胶过滤进行分离纯 化。 

以往分离提取的胎球蛋白，均由孕期为4～9 

个月的牛眙血中提取制备而得”、 、 、Marti 

等 亦从胎龄为3—5个月的绵羊胎血中分离 

提取到与牛胎 中的胎球蛋 白性质相同的糖蛋 

白，井命为羔羊眙球蛋白(Lamb fetuin)。 

各种分离方法从牛眙儿血中制备的胎球蛋 白 

和两步纯 化法从羔羊血中所得的羔羊胎球蛋 

白的物理 化学参数，氨基酸组成 己糖、半 

乳糖、甘露糖 氨基葡萄糖．氯基半乳糖 

唾液酸和多肽的含量均相近似u、‘、 、 。牛胎 

球蛋 白的分子量，按Svedberg方程式计算 

为48，400 、 。Marti等⋯用Sephadex G一 

200凝胶 过滤’删定蛋白质分子量。层析柱高 

90cm、直径1 5mm 、洗脱液为0．05M Tris- 

HC1缓冲液(pH7．5，含NaC1， ：0．125)、 

标准蛋 白质为p球蛋 白、胃蛋 白酶和牛血清 

白蛋白。测定结果：牛胎球蛋白的分子量是 

112，0O0J羔羊胎球蛋 白是107，000 c 。 

3
． 硫酸铵分级分离法制备的牛胎球蛋 

白，其纯度较差，不适宜作分子 结 构 的 研 

究，』面乙醇一金属离子分级分离法，可获得高 

纯度的胎球蛋 白 。Marti等认为 ]：乙醇一 

金属离子分级分离所得的制品，仍台有杂质 

两步纯化法可获得纯度更高的胎球蛋 白。 

用若干个 pH 值的电1冰和超速离心检测 

发现，牛胎球蛋白是 均 一 性 的 (Homog— 

eneity) 。Oshiro等 用淀粉胶电泳检 

测发现，乙醇一金属 离子分离制备的牛 眙 球 

蛋白表现为微多相 性 (Microheterogen— 

ei~y)，在电冰谱上出现8个区带，并且指 
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出：以往认为胎球蛋 白是均一性，主要是未 

采用如淀粉胶电泳，聚 丙烯酰胺凝脉电泳或 

DEAE层 析等灵敏的检测方法。该作者的 

研究还发现，胎球蛋 白分子表面唾液酸残基 

的数量和分布不同是导致微多相性的重要因 

素。 

4． 我们用低温乙醇一金属离子分 级 分 

离法，从新生小牛 血清申分 离提 取 胎 球 蛋 

白。此蛋白质在聚丙烯酰胺凝胶电泳谱上， 

显示一条宽而着色深的医带，其位置相当于 

一 球蛋白，另有一条移动率慢．窄的着色极 

淡的小区带。用 Sephadex G-2oo凝胶过 

滤，测得其分子量为117，489， 与 Marti等 

报道 的结果相似 。测得去湿去离子蛋白质 

之唾液酸和己糖的含量，与文献报道相符台 

(见表1)。由此可见，我们巳从新生小牛血清 

中分离提取到纯 的眙球蛋 白。 

表 1 牛胎球蛋白分子 中唾液酸和己糖含 

量 

作 者 

SPirO 1 

OshifO 

M artill~固 

本 文 

唾 液 酸 己 糖 

’ 以去湿去离子蛋白质重量百分数表示 

0 羔羊胎 球蛋白 

过去，分离提取胎球蛋 白，是以牛或羊 

胎血为原料，邀是因为胎球蛋白是牛或羊胎 

血中含量最高 的蛋 白质，而新生小牛血清中 

含量极少。Spiro等“ 用低温乙醇一金属离 

子法，从胎龄为4～9个月的胎牛血清分离提 

取胎球蛋白的产品率是，每looml血清获得 

透析冻干的蛋白质平均为Booing 而，我们 

用同样的方法，从新生小牛血清中分离提取■ 

到高纯度的胎球蛋 白，其产品率为1ooml血 

清获得3OOmg冻干的蛋 白质。由此可见，在 

不易获取眙牛血清时，新生小牛血清亦为提 

取眙球蛋 白较好的原料。 

3  7  

8  7  8  

7  4  5

帖 

8  8  8  8  
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ISOLATION OF THE FE IUIN 

FROM SERA OF NEW BORN CALVES 

W ang X ian fu， et al 

Dept of Biochemi stry 

W e have isolated the fetuin from sera of newborn calves by ethanol fractiona— 

tlon in the pressflc~ of zinc and barium ions
．

Prepared f~tuin w as examined with 

po1yac y1am{de gel e1ectrophoresb at pH 8
．
3 in Tris-HCl buffer，a broad band 

stained strongly was observed corresponding to the ~-globulin position-and another 

small narrow band was appeared，which migrate slowly and was stained ery llgh· 

tly
． Estimated with sephadex G-2oo gel filtration，the apparent molecular weight 

is 117．489
．

The hexose content of letuin is-3
．
07晒 ．and the sialic acids is 8．65晡 as 

expressed by percentage of deionized． moisture-free protein
．

A ll the parameters 

mentioned above were in good agreement with previous reports in the 1iteratures．  

The yield of fetuin after dialysis and lyophilizatlon was 300mg per 190ml of serum 

approxlmately．From this study it is concluded that the fetuin prepared by alco· 

hol-metal ioil fractlonatlon from newborn calf serum is very pure；and the newborn 

calf setttnl is good sollrce for the isolation of fetuin． when the fetal $erBm of calf 

is not avai1able 

KEY WORDS Fetuin；Seru globulins；Cattle；Newborns 
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