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上皮桥粒的提取及其蛋白组份初步分析

刁庆春 刘荣卿 叶庆价 (第三医大学西南医院皮肤科 ) 6 3。。 38

提 要 上皮细胞中含有一种细胞连结结构一桥粒
。

我们从牛鼻表皮组织中初步将桥粒成

份提取出来
,

桥粒结构保存较好
。

提取的桥粒成份作 s sD
一
P A G E

,

初步认为 DP I 可能有 3种成

份
,
D P I a 、

I b
、
I 。 ,

分子量分别为 Z s sk d
、
2 2 6k d 和 2一s kd ;

DP 一可能有 D P l a 、
I b

、
I 。
三种成

份
,

分子量分别为 Zo 6k d
、
i g sk d 和 l s 6k d ,

加
一有两种成份 D P l a 、

一 b
,

分子量为 s 7 kd 和 s 6 k d
。

其它蛋白成份与文献报道相似
.

关键词 桥粒 ;蛋白质 ; 电泳

桥粒是一种细胞连结结构
,

主要位于上

皮组织中
。

我们初步将桥粒分离出来
,

并用

S D S
一

P A G E法作初步分析
。

现将结果报告如下
。

1 材料和方法

1
.

1 上皮组织处理及梯度离心

取新鲜水牛鼻皮肤
,

经含 Zm M E D T A 的 P B S

处理后分离出表皮
.

去掉角质层
,

得到主要由基底细

胞和棘细胞组成 的上皮组织
,

剪碎后浸入 p H 2
.

3

0
.

IM 柠檬酸缓冲液中 (含 0
.

o zm M D T E
,
0

.

o s m M

PM S F
,

简称 C A 液 )
,

用 V ir T is
“
4 5 ”

超速匀浆器匀

浆处理后过滤
,

滤液用 c A T 液 (含 0
.

1% T irt on

X l o o 的 C A 液 )稀释后 1 0 0 0 0 9 离心 一s m i n
,

沉淀用

40 %蔗糖溶液 (C A 液配制 )稀释
,

研磨制成悬液
。

将

该悬液加于预先准备好的 50 %
、

55 %与 60 %蔗糖梯

度溶液上
,

80 。。 g0 离心 3 h
,

收集 40 写~ 50 %界面

物作电泳
。

1
.

2 电镜观察

收集三部分沉淀物
: ( 1 ) 4 。% ~ 50 % 蔗糖界面悬

浮物
,
( 2 ) 5 5% ~ 60 %蔗糖界面悬浮物 , ( 3 )密度梯度

离心后管底之沉淀物
。

将此三部分物质常规制成超

薄切片作电镜观察
.

1
.

3 S D S
一

P A G E

采用 5% ~ 15 %垂直板连续梯度凝胶电泳
。

样品处理
:

将粗提的桥粒成份 (即 40 写~ 50 %

蔗糖界面之悬浮物 )超声粉碎后电泳
、

染色及测蛋白

质分子量
。

2 结果

2
.

1 密度梯度离心及电镜观察结果

2
.

1
.

1 40 % ~ 50 %蔗糖梯度界面物质在电镜下观

察
,

见大量桥粒
。

桥粒周围为一些细纤维状物质
,

另

外可见少量散在的电子密度较高的无定形物质 (见

图 i )
。

在 4 0 0 0 0一 6 0 0 0 0 倍观察桥粒的结构
,

见致

密斑结构清楚
,

厚约 1 5n m
,

致密斑与周围的张力细

丝相连
。

桥粒间隙宽约 30 ~ 40
n
m

。

桥粒间隙的中线

结构可见
,

电子密度较低 (见图 2 )
。

薰馨碳徽ù
初提桥粒电镜观察结果 只 1。 。 。。

E M
r e s u l t o f is o l a t e d d es m o s o m e s X 1 0 0 0 0

提取桥粒电镜观察结果 丫 40 0 00

E M
r e s u l t o f i s o l a t e d d e s m o s o m e s X 4 0 0 0 0
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2
.

1
.

255 %~ 60 %蔗糖界面为少量细颗粒状物质

悬浮
,

电镜下观察该部物质未见桥粒结构
。

2
.

1
.

3

碎片中
。

离心管底物仅有少许桥粒散在分布于细胞

2
.

2 S D S
一

P A G E 结果

参考蛋 白
: ( 1 )德国 OB

e h r in g e r M
a n h e

im 公司

产品
:

分子量 1 7k0 d
一

20
.

I k d
。

(2 )上海东风生化试剂

厂产品
:

分子量 9 4 k d
一
1 7

.

s k d
。

初提桥粒蛋白电泳结果可见有约 22 条带
.

D l :

MW 约 2 8 0 k d
。
D Z

:

MW 约 2 3 5 k d
。

D 3 和 D 4 为很细

的带
,

M w 约 2 2 6 kd 和 2 1 sk d
。

D S
一
7

:

三条带很均一
,

MW 分别约为 Z o 6 kd
、
i 98k d 和 i 8 6 k d

。

D S
一
1 0 :

这三

条带宽
,

染色 浅
,

M w 分 别约 为 1 5 o k d
、
1 3 5 k d 和

1 1k8 d
。

D ll
:

实际为两条相距极近的两条带
,

MW 约

为 s 7k d 和 8 6 kd
。

D i Z
:

M W 约 s Zk d
。

D i 3
一
1 7 :

带宽而

染色深
,

MW 介于 6 7 kd 至 4 7 k d 之间
。

D i s
:

MW 约

4 2 k d
。

D 1 9
:

M W 约 3 I kd
。

D 2 0
:

MW 约 28 k d
。

D Z I
:

MW 约 2 2k d
。

D 2 2
:

MW 约 1 7 k d
。

3 讨论

3
.

1 土皮桥拉的提取方法及结构

我们从牛鼻表皮组织中提取桥粒
,

组织

匀浆后作不连续密度梯度离心
,

采用 40 %
、

5 0%
、

5 5%和 6 0%的蔗糖梯度
, 8 0 0 0 0 9 离心

3 h
,

结果发 现 55 %一 60 %梯度 界面物 无桥

粒
;
而在 40 %一 50 %界面之间物质有丰富的

桥粒
。

离心时间由 3 h 改为 l h
,

结果不变
。

这

与文献报道桥粒成分位于 55 % ~ 60 %
“ )

蔗

糖界面不同
。

根据我们的试验结果
,

我们认为

用 E D T A 分离得到的表 皮组织易被匀浆粉

碎
,

可延长匀浆器刀具的使用寿命
。

提取桥粒

时梯度离心时间可由 3 h 缩短为 l h
,

蔗糖梯

度 只需 40 %和 50 %
,

这样既缩短了离心时间

也减少了制备梯度的时间
,

使得提取桥粒的

方法较为简便
、

快速且不影响结果
。

电镜观察
,

提取 的桥粒致密斑清楚而完

整
,

但中线结构较细且电子密度较低
,

说明我

们初步提取的桥粒结构保存较好
,

但提取的

桥粒 不够纯
,

除与 T F 相连外还 混有少量其

它杂质
。

3
.

2 桥拉蛋白成份

用 S D S
一

P A G E 法分析桥粒蛋白组份
,

根

据现有资料
,

可分为两类蛋 白
。

一组为致密斑

的蛋白成份
,

称为 D e s m o p la k i n s (桥斑蛋白
,

D P )
,

一 般认为 有 4 种
` 2 , 。

D P I
,

分子 量

2 3o k d ; D P I
,

分子量 Zo s k d ; D P I
,

8 6 k d ; D P

N
,

8 2k d
。

另一组蛋 白为桥粒中心蛋白成份
,

称为 D e s m o g l e i n s (桥糖蛋白
,

D G )
,

该组蛋白

为糖蛋白成份
。

D G I
,

分子量 1 5 k0 d
,

为一三

体带 ( T r i p l e t ) ; D G I a 、

I b
,

分 子量 1 1 5k d
、

1 0 0k d ; D G 皿
,

分子量 2 2 k d
。

不同作者报道的

桥粒蛋 白分子量之间有一定差异
。

如 F ar n
ke

等
` , ,
报道的结果为 D P I 分子量 2 5 o k d

,

D p l

Z 1 5k d
,

D P 1 8 3k d
,

D P VI 7 5 k d
,

D G 1 1 6 4一

1 7 5 k d
,

为 一很宽 的带
,

D G I a 、

I b 分别为

1 3 0 k d
、

1 1 5k d
。

我们对初提的桥粒用 s D s
一

P A G E 法分

析
,

D Z分子量为 2 3 5k d
,

D S分子量为 Zo 6 k d
,

这与 G or b s k y 等报道的 D P I
、

l 分子量相

吻合
。

但与其它作者报道的结果有不同之处
,

在 D Z 的蛋 白带下面还有两条带即 D 3
、

D 4
,

分子量分别为 2 2 6
、

2 1 5 k d
,

这与 D P I 的分子

量亦很接近
。

在 D S 下面有 D 6
、

D 7
,

分子量分

别为 19 8 k d 和 1 8 6k d
,

而这又与 D p l 的分子

量基本一致
。

此结果提示 D P I 和 D P I 可能

均由三条多肤链组成
。

D n 实际由两条相距

极近的带组成
,

分子量为 s 7 k d
、

s 6 k d
,

与 D P

皿分子量相吻合
。

D S 分子量 15 Ok d 左右
,

带宽而染色浅
,

可能是 D G I
。

D g 分子量 1 3 5 k d
,

D l o 分子量

1 1 8 k d
.

染色浅
,

推测为 D G I a 、

I b
,

根据 D G

l
、

I 两种成份染色均淡的观象
,

提示我们采

用的提取方法对桥粒中心有一定破坏
。

D 1 3
一

D 1 7 :

分子量 6 7 k d 至 47 k d
,

这部分
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蛋白已被证实是角蛋 白
,

即是在 电镜下观察

到的附着在桥粒上的 T F 成份
“ , 。

D 1 8
、

D 1 9
、

D Z o
、

D 2 1 和 D 2 2 均为小分子

量蛋 白
,

可能为细胞质 内的小分子蛋白质
` 5 , 。

以上只是我们对粗提桥粒蛋 白成 份用

SD S
一
P A G E 法初步分析后得出的初步结论

,

要进一步证实桥粒成份 中各种蛋 白质 的性

质
,

特别是要最终证实 D P I
、

I
、

l 三种成

份的构成
,

尚需对这几种蛋白成份的氨基酸

组份
、

等电点
、

肤图以及免疫学性状等多方面

进行全面的分析
、

比较
,

才能最终得出比较肯

定的结论
。
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