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Seph aroL C s e
一

ZB 柱分离变形

杆菌核糖体亚基芍 05

张廷璐 杜凤范

化学教研室

我们应用 SP eh ar o s eL C
一

ZB 柱分离变形杆菌核糖体亚基55 0获得满意结果
,

为该亚基制备性分

离提供了一简便而适用的新方法
。

S e p h a r o s e C L
一
ZB柱 (内径 Zo m m )床高 4 6 e 瓜

,

核糖体亚基上柱量 2 2 5m g ( 湿重 ) ,

平衡液及洗

脱液均为含M g Z + 0
.

o o i M和 K C I o
.

I M的 T r i s
一

H C I 缓冲溶液 ( p H 7
.

5 ) ,

流速 1 2 m l / h
,

部分收集
,

测各流分的 OD : 。 。 。

洗脱曲线呈现两个峰
,

其结果与样晶超速离心分析结果一致
,

按 蛋 白质含量

粗略计算
,

核糖体亚基回收率为91 写
。

原核细胞核糖体亚基 50 5和 30 5的分离通

常借助于蔗糖密度梯度离心
。

可是密度梯度

离心法不仅需要超速离心设备
,

而且程序复

杂
,

除区带转子 ( Z o n a l r o t o r ) 外
,

一次离

心所能处理的样品量也很小
,

不适用于制备

性分离
。

核糖体亚基的分子量 约为 10
。 ,

因

而具有适当分离范围的琼脂糖凝胶应可作为

分离核糖体亚基的分子 筛
,
L ur q巨 n 等 ( ’ )曾

用 S e p h a r o s e 4 B分离植物细胞 D N A ; R i n s k e

Go n g g r i j p等 (“ )用 S e p h a r o s e C L
一

ZB 纯 化绿

脓杆菌核糖体
。

但 eS p h旦 r o s e
应用 于 核糖体

亚基的分离则尚未有报道
。

我们用
s e p h ar os e

CL
一 ZB柱分离变形杆菌核糖 体亚基 5 05 获得

满意结果
。

一
、

材料与方法

1
.

变形杆菌核糖体亚基提取液的制备

我们参考 B a ca 等 (“ )对立克次体核糖体的

研究结果
,

修改 T时雪 iT
o n S 。 n

等 (’) 提取变

形杆菌核糖体方法
。

降低M g
“ 十

浓度 ( 0
.

00 1M )

从菌体直接制备核糖体亚基提取液
。

变形杆菌O X
: 。

株
,

菌体由微生物学教研

室提供
。

菌体堆集爆彭 5
.

69
,

用缓冲溶液 A

〔0
.

0 0工M T r呈s
一

H C I
, p H 7

.

5 , o
.

o o 1 M M g

( AO c
)

2 ,

0
.

IM K C I〕洗涤两遍
,

然后悬浮于

1 2 0m l 缓冲溶液 B〔o
.

0 0 1M T r i s
一
H C I

,
p H

7
.

5 , o
.

o o i M M g ( O A e
)
:

〕中
,

液氮反复冻融 8

次 (
一 1 9 3一 3 7℃ )

,

i 7 0 0 o r p m离心 3 0 分钟以除

去细胞碎片 (温度 4℃ )
,

共离心 三 遍
。

上清

液于 4℃
、

6 0 0 0 0 r p m离心 2小时 ( 日本H宝t a e h i

P r e p a r a t i v e U l t r a e o n t r i f u g e R p 8 0 T
一
3

or ot
r )

,

得沉淀
,

湿重。
.

6 9 ,

将沉淀悬浮

于 8 0 1缓冲溶液 A 中
,

用超声波振 荡 器作

用 30秒使匀化
,

标志为R s
样品

。

置冰箱中过

夜
, 一 20 ℃保存

2
.

超速离心分析

超速 离 心 分 析 系 使 用阳 本 H i t aC ih

P r e p a r a t i v e U l t r a e e o t r i fu g e
,

该机备有分析

转头 R A 6 o 一 11及 S e h l i e r e n
光学系统

。

样品 R s

经 4 0 0 0 r p , n离心 3 0分钊
。 ,

保持澄明
,

无可 见沉

淀
。

取 R s
及其两倍

、

四倍稀释液作为分析样



33 4

品( 用同样缓冲溶液稀释 )
。

样品浓度( C%
,

湿重计 )
:

(一 ) 1 x 7
.

5 %
,

(二 ) 十 x 7
.

5% ;

(三 )% X 7
.

5 %
,

仪器温度20 ℃
,

棒角 6 5
“ ,

转

速 3 400 0r p m
,

每个样品共拍照片四张
,

按该

仪器所附计算式进行计算
,

测得各样品的沉

降系数 S实验值
,

经浓度校正
,

得S
。 。 , . w值

。

5
.

s e p h : r o 一e c L
一
ZB柱分离亚甚

S e Ph a r o s e C L
一
ZB ( P h

a r m a e i a F i
n e

Ch e m i e a l
s A B U p p s a l a

,
S w e d e 。 )经漂洗

、

除

气后装柱 (内径 20 m m )
,

放置48 小时
,

用

双蒸馏水充分洗柱
,

然后用缓冲溶液 A 进行

平衡
,

室温 8 ℃
,

取样品 R
s 3 m l上柱

,

并开

始收集
,

用同一缓冲溶液进行洗脱
。

床高 46
c m

,

流速 z Zm l / il
,

部分收集
,

每 管 4 m l
。

测各管收集液在 2 5 8 n m的光密度
。

4
.

盆外光讼分析系使用国产箱 20型分

光光度计

5
.

蛋白质检洲采用 L o w r y 试脸

光讼分析及 L
o w r y 试脸

样品 R s于4 0 0 o r p m离心 3 0分钟
,

溶液保

持澄明
,

取 0
.

6二 1用同样缓冲溶液稀释至 4 m l
。

测得OD
: 。 。 = 0

.

9 3
,

O D : 。 : = 0
.

6 3 ,

O D : 。 : :

OD
: 3 : = 1

.

4 5
。

样品 R
s
在 25 8 n m有最大吸收值

,

在 2 3 8 n m

有最小吸收值
,

具有核酸紫外吸收谱特征
。

样品 R
s
对 L o w yr 试验显蓝色

,

呈阳性

反应
。

2
。

超速离心分析

R
s
样品的离心沉降界面图象显示两个峰

一 A 和 B
。

A 峰经测定为 50 5峰
。

二
、

实验结果

.

变形杆菌核特休业签提取液的萦外
图 l 核糖体亚基提取液离心沉降界面

A 峰的 S 实验值见表 1
。

表 1

核搪体亚基液样品 (一 ) (二 ) (三 )

C % (湿重 )

A峰 S实验 x 10 二a

1 x 7
。
5%

1 6
。
8 5

i / 2 x 7
。
5 %

3 3
。

8 5

1 / 4 x 7
。
5%

4 1
。

3 0

A 峰的 S 值经浓度校正
,

得 S
。 : 。 , w = 50

科
盆,内

、岌
.

切

气

.

」

—一
_

_
_

一
一

~

-一」

笼
’

e义

图 Z A峰 S值浓度校正
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由于 R。四倍稀释液所显示的 B峰图象不

清
,

故 B 峰的 S
。 : 。 ,

w 值未能测定
。

3
.

s e p h a r o s e c L
一
ZB柱分离 50 5

样品 R s 经S e p h a r o s e C L
一
ZB柱的洗脱曲

线见图 3
。

刀场璐》

1.补l!兮l硅, |砖J!叮|昨l
班外|
铭

:

甘扣

3
。

盆

3
。

口

垂
总

C
.

容

图 3显示洗脱曲线有两个峰一 I和 亚
。

与 R s
超速离心分析结果一致

。

合并 26一 32管
,

为 I 峰区的合并液 ; 合

并 3 3一 38 管
,

为 l 峰区的合并液
。

分别进行

紫外光谱分析和 L o w r y试验
,

结果见表 2 ,

均显示具有核蛋白体性质
。

可 以看出 I

峰和 I 峰是两种大小不同的核蛋 白体粒

子所形成的峰
。

同一样品一 R s在同一组成的缓冲溶

液中经超速离心和经 S e p h a r o s e C L
一 ZB

洗脱均获得两个峰
,

而且仅两个峰
。

根

据这两种方法分离原理的不同及核糖体

亚基物理性质的差异来进行分析 (见讨

论 )
,

可 以论断 A 峰和 I 峰是样品中同

一核蛋白体粒子在不同条件下某种性质

的反映
。

A 峰经测定为 50 5峰
,

故 I 峰可

推断亦为 5 0 5峰
。

0
.

6

三
、

讨 论

0
。
4

\
. _ _

3 4 3 6 3 8 4 0 4 2

图 5 S e ph a r o s e C L
一
ZB柱的洗脱曲线

1
.

样品 R s
超速离心分析未发现核

糖体单体或二聚体的图象
,

说明在 M g “ 十

浓度为 o
.

00 1M 条件下提取液中变形杆

菌核糖体仅以亚基的形式而 存在
,

同

B ac a
等 (“ )对立克次体核糖体研究的结果

一致
。

故采用降低M g
“ 十

浓度方法
,

可以

表 2

收 集 液 O D : 。 s OD : s e O D Z s o O D Z。 s / O D : 。 a

2 6一 32管 ( 5 0 5 )

3 3一 3 8管

0
。
7 4

0
。
4 5

。
4 7

。

32

。
3 9

。
2 5

L伽
r y

试验

阳性

1
.

41 阳性

从菌体直接制备核糖体亚基提取液
,

较之首

先制备核糖体再经透析使分解成亚基的方法

简化了程序
。

2
.

R s
的O D

。 。 。
和O D

: 3 。比值为 1
.

4 5较

B ac
a
等 ( “ 》所测得的立克 次体 核 糖体的比值

1
.

67 为低
,

可能是核糖体单体的 比值同核糖

体亚基的有所不 !司
。

3
.

超速离心的分离原理主要是根据粒

子质量的差异
,

分子筛分离原理主要是根据

粒子体积的不同
。

我们知道 50 5 亚基的分子

量和体积均较 30 5亚基的为大
。

因 此对同一

样品而言
,

在超速离心沉降界面图 5 05 先出

峰
,

则在 S o p il a r o s 。
柱的洗脱曲线 上先出峰

者亦应为 50 5亚墓
。

所以入峰和 I 峰都 是样
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品 Rs
中0 5 5亚基的峰

。

至于B 峰和 亚峰
,

它们也应是 R s
中同一

核蛋 白体粒子相应的峰
,

但 因B峰的 S
“ : 。 ,

\),

值未能测定
,

故 亚峰亦不能肯定
,

不过从它们

紧接着 50 5亚基峰而出现这一特点来 看
,

它

们可能是 30 5亚基的峰
。

4
.

我们在实验 中同时使用两支eS p h a
-

r os e C L
一 ZB柱

,

一支上柱量为R s 3m l
,

另一支

上柱量为 R s 2 m l
,

在同样条件下进行洗脱
,

均获得具有两个峰的类似洗脱曲线
,

说明本

方法有较好重现性
。

从洗脱曲线两峰的重叠

程度来看
,

分离效果是比较好的
。

5
.

S e

曲
a r o s e C L

一 ZB z 4 5m l (床体积 )

一次可处理核糖体亚基 2 25 m g (湿重 )
。

粗

略计算
,

核糖体亚基回收率为 91 % (按蛋 白

质含量计 )
。

(表 3 )

近似计算式
:

〔P〕 = 1
.

4 5O D
。 。 。 一 0

.

7 4

O D
。 。 。 ( 5 )

〔P 〕:

蛋白质浓度 ( m g /m l )

表 3

毫升 O D Z o o

0
。
5 2

`

0
。

3 9

O
。
2 5

O D Z o s .

蛋白质 ( m g)

0
。
9 3

0
。

7 1

O
。
吐5

1
。

3 1 6

0
。

5 0 1 2

0
。

6 9 7

9 1%

32824R s 样 品 液

核糖体亚基洗脱浓
26 一 32 管
3 3一 3 8管

回 收 率

说明
: 带 样品的最大吸收仇在 2 5 8 n m

,

故在计算中改用 O D : 。 。

帝 朱 R s样品 。
.

6m l稀释至 遭 m l 所测得光密度

6
.

本报告所提出的方法较之蔗糖密度

梯度离心法具有如下优 点
:

( 1 ) 不需要特殊贵重设备 ;

( 2 ) 程序简单
,

操作方便
;

( 3 ) 一次处理样品量较大
。

由于它具有上述优点
,

同时又具有较好

分离效果和重现性
,

故对核糖体亚基 50 5 的

制备性分离是一较为适用的新方法
。

( 微生物教研室朱红阳同志为本实验提供变形

杆菌材料
,

并协助完成液氮反复冻触操作 ; 仪器中

心室李才安
、

孔容同志对超速离心给与大力支持
,

谨致忱谢
。

)
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