
植物凝集素固相亲和层析分离胚胎抗原罩

陈才在国 施渭康

(中国科学院上;每细胞生物学研究所)

在细胞生物学研究中固相化的植物凝集素

是一种较有用的亲和吸附剂。植物凝集素能够

识别并结合多脏、和蛋白或糖脂，类似于酶与

底物、抗体与抗原的识别和结合原理。然而，

凝集素与它识别的糖以非共价结合，结合力弱

且可逆。因此，利用凝集素识别一定J!ID1序的糖

链，并与之专一地结合的特性，可用于分离和

纯化含糖大分子物质。前几年，我们证明了人

体肝癌细胞表面存在着与 3-5 个月龄胎人体

肝细胞起交叉反应的膜抗原[l]，并用 3MKCl

洛被和 Ultro-gel 凝胶过滤提取分离了这种胚

胎抗原[2)。在这基础上我们又利用麦胚凝集素

(wheat g巳rm lectin 简称 WGL) 的亲和作

用，再以其识别的相竞争性取代，分离了这种

与肝癌相关的胚胎抗原，制得了阳性的抗血洁。

结呆较为理想，本主;就方法简述于下.

方法步骤

一、人胎肝细胞表面膜抗原的提取租给离

参照施i胃菜等人(1979 )[2)的方法进行。取 3-5

个月新鲜脸儿肝，经去尽血细胞后剪碎，用配子 PBS

的 3MKCl 溶液在 4"C 提取 16-20 小时， 16 ， 000 转/

分，离心 45 分钟，上清液对冷蒸馆水透析后再经

16 ， 000 转/分离心 1 小时，上清液浓缩，冰冻干燥。

将此胎肝细胞 3MKCl 提取物溶于 0.035M 磷酸辑冲

液 (pH8.0) 后上 Ultro-gel AcAs4 凝胶柱，再以同

样援i中浪洗脱， -"S何到四个主要洗脱峰，将第 1 峰各

营合并、透析、浓缩冻干后待用。

二、 WGL-Sepharose 6MB 的交联

取己活化虫子的 Sepharose 6MB (Pharmacia 产

品) 1 克溶于 3 .'兰升 1>< 10-:'MHCl 巾，待其充分溶胀

后再以同」溶液洗涤多次，最后 ~?J( 用 0.1M NaH­

C03 泱，最终压积的 6MB 珠约为 2.2 毫升。另称

WGL 10 毫克溶于 5 毫升 pH8.3 的 U.IM NaHC03-

0.5M NaCl 巾，然后与土述洗好的 Sepharose 6MB 

混合并置于微型振荡器中来回慢慢振括 3.5 小时。反

应毕即装柱收集流出液，继以 O.lM NaHC03-O.5M 

NaCl 洗至 280 毫微米的光密度 (O.D) 为 0.007。攘

i首:以 1M 乙酵胶洗柱以封闭活化 Sepharose 6MB 放

余的活性基团，并依次用 pH1 的 0.lMHAC-0.5M

NaCl 锻冲淡、 pH8 的 0.1 M Borate-O. 5 M NaCl 

缓冲液连续回复洗 3 次。

三、 WGL-Sepharose 6MB 拄分离胚胎抗原抽提

物

将 3M KCl胚肝细胞抽提物经 Ultro gel-AcAs4 

分离的第 H幸产品 8.72 毫克溶于 1 毫升 pH 7.0 的

0.05 M PB-0.2M NaCl 后上桩。以 l司 .PBS 洗脱，

流速控制在 20 毫升/小时。每官'收集 3 ，阜升，并在

紫外分光光度计中检测 280 毫微米处的吸收岭。比&ë

至第 10 背后换用 10% 的 N一乙院萄糖胶 (N ← acetyl­

D-glucosamin巳) (配置于 0.05 M PB-0.2MNaCl 

中)继续流之，待第 2 峰下呈IUI~'再换用 PBS2光宝平衡

止。

四、抗胚胎抗原抗血清的制备

将 t述第 2 峰各管合并，经透析浓缩后免疫家

兔。免疫前，耳静脉取血，血m 冷冻保存，以作对

照。该兔共免疫 4 次，每次剂量为 1 ;主克 fit 白。免疫

部位在背部皮内多点02 点)。首次免应H才加福氏完

全佐剂，末次由耳静脉加强注射。一周后从颈动脉放

血。

五、间接免疫躏荧光染色法

参照施;再康等人(977)凹的方法。操作在小试管

中进行。取培养 72 小时的人体肝癌细胞(BEL-7402)

忌液〈浓度在 2 x 106 -5 x 10 7/毫升) 1 毫升，低速离

心后吸去 PBS 液，加入 0.2-0.3 毫升不同稀释度的

抗胚胎抗原抗血清，轻轻冲匀，细胞，岳液:'u 37 "C, 30 

分钟。在温育过程中振摇数次，细胞用 PBSi先 3-4

来本工作承姚金先生指导，Ffl林同志参加党阶工
作，谨致谢意。
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次，加入 0.05-0.1'i运:1+异氨酸荧光宗 (FITC) 标记

的羊抗兔 γ-球蛋白抗休， 37 ~C 温育 30 分钟，经常J吕

泻。 frf以 PBS 洗儿rÍ\. ， 细胞沉捷加 1-2 ~商磷酸盐绞

冲的聚乙烯醉甘1[8混合液，轻轻ìr!，匀，吸 11商豆、液置

我玻片 l二，覆以盖政片，封片后立即观察。

结果与讨论

利用 WGL-Sepharose 6MB 分离人

胎肝细胞表面膜抗原，得到一个较为典型的洗

脱图谱(图 1 )。月j PBS 洗脱时先下来一个含

正常人血清与正常人肝成分的杂蛋白高峰，接

着用 N-乙眈葡糖胶取代下来的第 2 峰含有胚

胎抗原。用兔疫琼脂扩散i去检测，前者对抗正

常人全血清的抗血清与抗正常人肝的抗血清均

为阳性，而后者则均为阴性。

号‘二
剖

二千

1 日〉

言 1.00

』主必
」

t坦

'" 

i先!悦体积(~撞到〉

图 1 WGL-Sepharose 6MB 柱层析

样212 经 W trogel-AcAs4 分离的 3MKCl 胚

肝抽提物第一峰

洗脱缓冲液10.05 M PB-0.2MNaCl(pH7.0)

取代剂， 10%N-acetyl-D-glucosamine in 0.05 
M PB-O. 2 M NaCl 

柱体积， 9mmx 54mm 
洗脱速度， 20ml/hr 

Sepharose 6MB 是一种大颗位的琼脂糖

珠 (200-300μm)。选择它作基质的优点是细

胞不受损伤而且对细胞或细胞可溶性抽提物的

非特异性吸附也很小，有利于凝集素的亲和层

析. 使用已活化好的 Sepharose 6MB 是较方

便且安全的，但使用前必须用稀酸充分洗涤以

除去添加的稳定剂，在与 WGL 交联过程中既

要使其充分混和又不致因搅拌过届Ij而遭变性，

所以我们采用微型振荡器来;因慢慢振摇，反应

时间宜长些，温度保持在 40C 左右。如操作小

心，交联率可达 98% 以上.

二、用分离到胚胎抗原免疫家兔后制得了

对培养的人体肝癌细胞 BEL-7402 呈膜荧光

阳性反应的抗血清(图 2 )，免疫前兔血清则为

完全阴性反应(阁 3 ).实验组与对照组的血清

稀释度均为 1:3. 在免疫:在三次后已测出兔血

清中有抗体产生。一年后对该抗体再次检测膜

荧光，仍呈明晰的阳性反应。

固 2 亲和层析分离的胚黯抗原免疫东兔后
的抗血清对 BEL-7402 呈膜荧光阳

性反应 x 320 

图 3 兔瘦前的兔血清对 BEL-7402 呈膜荧

光阴性反应 x 320 

三、亲和层析是纯化生物大分子的有效生

化技术之一.它甚至能纯化和被缩微量存在的

物质.在细胞生物学研究方面，它除了能分开

细胞外，对细胞质成分和细胞分泌因子等可溶

性细胞产物的分离以及制备纯的表面受体和经

酶、去污剂处理的细胞膜可溶性表面抗原等方

面，起的作用往往是其他方法所不能达到的.
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近年来，已广泛应用植物凝集素的因相亲和1层

析分离和I纯化各类含糖化合物、抗原、激素、

细胞膜上的糖蛋白或糖脂，也用于分离酶和其

他生物物质。例如:从人血清中纯化血凝乳酶

(haemopexin)[3] ，从甲基胆窟诱发的小鼠肉

瘤中获得部分纯化的 TSTA[4]等。又如2

Lando 等 (1980)[5]用 ConA-Sepharose 柱成

功地从大鼠 D23 肝癌 3MKCl 抽提物中分离出

有活力的抗原，这个抗原对带 D23 肝癌的大鼠

血清细胞毒活力有强的抑制作用。与此相仿，

我们所提取的人胎肝细胞表面膜抗原通过凝集

素的亲和而获得进一步的纯化也说明了这一

点。

为了比较不同的凝集素对胚胎抗原的亲和

作用，在 WGL-Sepharose 6MB 分离的同

时，我们还做了 ConA 柱分离试验，用专一

性的 α-methyl-D-glucoside 去取代时未见有

蛋白 IIr辛流脱 F来，似乎出示这种肝f]fì抗即可能

缺乏 ConA 所能识别的糖分子。这个现象与

Sikora 等人(1.979)闲工作的结果是相类似的。

我们的实验结果证实:凝集素的特异亲和作用

为膜抗原的纯化捉{共了一个相当 fJI便有效的方

法.虽然至今我们尚不清楚这种与肝癌相关的

胚胎抗原分子的蛋白组成， 111至少也表明了它

们是含某些糖的蛋白.
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不同离子对原生质体表面电荷和融合的影响来

王辅德夏镇澳宛新杉宋永根

〈中国科学院上海植物生理研究所〉

原生质体融合的一个先决条件是不同亲本

的原生质体首先发生粘连.有些工作证明原生

质体的表面带有负电荷，其电位从负士几毫伏
到负五十几毫伏不等[s，5]. 这一特性无疑地会

影响原生质体的粘连和融合.此外也有一些结
果表明， CaC1 2 、 NaN03、多聚氨基酸、某些

蛋白质或磷醋可以降低原生质体的表面负电
位:甚至还能将负电荷转变为正电荷.如果这

些物质对原生质体的正常功能没有损害，则将

有助于提高原生质体的融合率。

材料和方法

一、材料芹菜、烟草都是温室栽培、自然光

照，取用平展幼嫩的叶片为试验材料。胡萝卡是六四

栽培，收获后取肉质根的皮层部分为试验材料。

二、原生质体制备 各种材料均用自每法脱培，以

0.5-0.7 M 甘露醇或 cpw 溶液制做渗透压稳定剂

(cpw 溶液的组分为， KH2P04 27.2 , KN03101. 0, 

CaC12 '2H20 1480.0 , MgS04'7H20 246.0 , KI 

0.16 , CuS04'5H20 0.025，毫克/升z甘露醇0.7 M , 

pH5.8)。胡萝卡根和芹菜叶用含有 1% 纤维素酶

<EA3-867) 和lO.2% 果胶酶 (Macerozyme R… 10) 的

酶液(pH5. 们，在 25'C 保温 15-20 小Qj 。 烟草叶片

用含有 0.7% 纤维素酶和 0.3% 葡聚悔硫酸仰的酶

*本工作得到陈季楚、傅婉华同志热情协助，

谨致谢意。
机 cpw 溶液为英 Notting harn 大学用于分离原
生质体的常规溶液。

***原生质体的活力系指用 FDA 染色后能产生

绿色荧光反应，失去生活力的和破碎了的原
生厨体都无此反应。
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