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表 3 胡萝 b根原生质体的活力〈存活%) 果表明凡是 FDA 染色为E反应的细胞都有胞

和呼吸强度的关系 质环流和质壁分离，并能在洋菜培养基上进一

1舌)J % 
O2 吸收 (μM/万 步生长。用物理或化学的方法杀死细胞，无论

、 1 1 原生质体/小时〉 是 FDA 染色或上述其它反应都是负的[7..因

处中 ',> '--;8-1;- r…ll577{ 此从上述的实验结果可以认为用川染色
。 I 94.9 94. 9 I 0.07 I 0.07 来反映原生质体的活力是一个简单易行的方

刀再--肌-6-i-- 84. 3 厂tii|007 法-

M 小时 I 73.5 个别 I 0.16 I 0.05 参考文献

一致的。 37"C培养的呼吸强度虽不断下降，到

24 小时原生质体的活力几乎全部丧失，但观察

到呼吸过程并未全部衰竭。这种活力与呼吸之

间的不一致，可能由于原生质体脂酶活性和呼

吸是彼此独立的体系:也可能是 FDA 染色法

反映原生质体的活力比用呼吸强度来反映原生

质体的活力更为灵敏.据报道 FDA 染色法已

被广泛地用于观察花粉、悬浮培养的细胞和原

生质体等的活力 [6). Widholm 将此法与胞质

环流、质壁分离和生长等方法进行了核对，结

[ 1 ] Larkin , P. J. , 1976. Planta , 213-216. 
[ 2 ] Orndorff , W.R. & He rÍ1 mer , A. 上， 1927. 

J. Am. Chem. Soc. , 49:1272--1280. 
[ 3 ]李德耀、叶济字. 1980 ，植物生现学通讯

1:35-40. 
[ 4 ]王辅德、宛新杉、夏镇澳. 1981，植物生

理学通讯 1: 59-60. 
[ 5] P. Morris , J. F. Thain , 1980. J. Exp. 

Bot. 31 :83-95. 
[ 6 ] Heslop-Harrison，上， Heslop-Harrison , 

Y. , 1970. Stain Techno l., 45: 115-120. 
[ 7 ] Widholm , J. M. , 1972. Stain Technol. , 

47: 189-194. 

用挂基磷灰石柱分级洗脱法纯化小牛胸腺

末端脱氧核苦酸转移酶和 DNA聚合酶东

未心良陈乐容冯锦明

〈中国科学院上海细胞生物学研究所〉

苏国富

(车事医学科学院)

DNA 分子体外重组一般有两种方法。 一

种是限制性核酸内切酶一DNA 连接酶方法

[1圳，此法缺点是要求克隆的DNA和载体DNA

都必须具有粘性末端，如无粘性末端，必须加

大 DNA 连接酶的酶量才能重组:另一种方法

为末端转移酶法，其优点是任意的两种 DNA

分子在末端转移酶存在下，分别加单链互补"尾

巴"后，经过退火都可以送进受体细胞中连

接起来.此法经过多次改进，提高了"加尾"

效率l31叫，解决了克隆 DNA 片断的回收[5 叫，

因而在 DNA 分子重组方面也是重要手段之

一。末端转移酶法的关键是末端转移酶. Yo
neda 和 Bollum(7)从小牛胸腺中纯化小牛胸腺

末端脱氧核音酸转移酶 (TDT) 虽然已有近二

*申晓珠同志、文IJ金富同志和复旦大学召阿青同志
曾参加部分工作P λDNA 由居其达同志提供多
钱者兰同志参加了 pBR322 制备 I {riJ(舍时I问 dtu
也提供了部分 pBR322. 均在此致谢。
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十年历史了，但改进很少.址、牛胸腺既是 TDT

的丰富来源，也是 DNA 聚合酶的丰富来源，

因此我们认为有必要改进抽提两种酶的方法，

以满足 DNA 合成和重组等工作的需要.

材料和方法

1. 材料

dATP、 dCTP 和 dGTP 为 Boehringer Ma-

nnheim 产品。 dTTP 为 Merck 产品。 [3HJdATP 和

[3HJdCTP 为 Amersham 产品。活化小牛胸腺 DNA

按 Setlow 法[8]制备， oligo(dT )， [9) 和 λDNA 均为本

室制备。 pBR322 采用 Birnboim 和 Colman 等人方

法[10"1] 制备。磷酸纤维素 (Pll)、二乙氨乙基纤维素

<DEll) 和二乙氨乙基纤维素滤纸<DE8D均为 Wha

tman 产品。

2. 活力测寇

50 微升 TDT M~ì舌反应液中含 0.2M 二甲脚酸纳

pH7.2/1mM 就基乙醇/4mM MgClz/10μM oligo 

(dT) ，/0.5 微居里[3HJdATP，在 37 'C温育 2 小时。

50 微升 DNA聚合酶测活反应液中含 50mM 三经甲基
氨基甲;民一盐酸(Tris-HCl) pH8.3/80 mM MgC12 / 

10mM 二硫苏糖醇<DTT)/dCTP 、 dGTP 和 dTTP

各 0.5mM/0.5 微居里俨HJdATP/0.03% 活化小牛

胸腺 DNA， '在 37 'C温高 1 小时。在确定酶活力单位

时，上述两种反应液中补加 0.2mM dATP. 温育后

取样 40 微升， 点于 DE81 滤纸片上。滤纸片用冷的

5%K2HP04 洗三次，每次 T 分钟，然后经过 95% 乙

醇和无水乙酷处理并烘干。纸片置于 0.4%2 ， 5一二

苯基恶I坐/0.02%1 ， 4一双口'-(5' 苯基恶哇)J一苯的

甲苯闪烁液中用 NSE813 闪烁计数仪测定计数。在上

边测活条件下，一小时中能将 1 纤克分子(nanomole)

dATP 合成为多聚物的酶量定为一个酶活力单位。每

毫克蛋白所含的酶活力单位为该酶的比 1舌。蛋白按

Layne 法[叫测庄。

3. 杂酶撞董

10 单位 TDT在 25 微升 0.2M 二甲肺酸铀 pH

7.2/1mM ì就基乙醇/4mM MgC12 反应液中分别与

pBR322 或 λDNA 在 37'C温育 2 小时。 2 单位 DNA

聚合酶在 25 微升 50mMTris-HCl pH8. 3/8mM 

MgClz/10mM DTT反应液中分别与pBR322或λDNA

在 37'C温育 1 小时。反应结束， S5'C水浴处理 2 分钟，

加入 6 微升 50%照糖、 0.15% 澳盼蓝溶液。上样于

学杂志 19 

0.7% 琼脂糖凝肢电泳上电泳检定。 电泳缓冲液:

0.04M Tris/O. 02M 醋酸铀/1mM 乙二践四乙酸二锅

<EDTA)pH8.0 (以醋酸调节 pH)。琼脂糖用电泳缓

冲液配制，并补加澳乙镜使达 0.4 微克/毫升。

4. 租酶液制备

所有抽提纯化实验均在 4'C冷室中进行。新鲜小

牛胸腺1. 9 公斤，剥去脂肪和结缔组织后，切碎，每

100 克胸腺加入 40{l毫升 40mM 磷酸饵缓冲液 pH7.4

/40mM NaCl/1mM 蔬基乙醇/1mM EDTA 溶液，用

高速组织捣碎器匀浆破碎 2 分钟。匀浆液以二层纱布

过滤，倒入浅盘中，置- 20'C冰箱冻结过夜。第二天

取出待其融化后，经离心 2 ， 800 转/分， 30 分钟。用

10%醋酸将上清液调节到 pHS.5，放置过夜。离心

5000 转/分， 30 分钟。弃沉淀得抽提液 7000 毫升(F1 ) 。

5. 用 Pll 吸附酶

Pll 经过 0.05M 磷酸饵缓冲液 pHS.5/1mM

EDTA/1mM 蔬基乙醇溶液平衡后，倒入旦中，缓慢

搅拌。放置 30 分钟待 Pll 下沉，以虹吸法弃上清液。

用平衡液 18 ， 000 毫升分三次漂洗吸附过酶的树脂。漂

洗后的树脂装入下面有 10 厘米高经过平衡，但没有吸

附过酶的新鲜 Pll 树脂上。柱为 5 x 110 厘米。用 6 ， 000

毫升 0.1M 磷酸饵缓冲液 pH7.2/1mM EDTA/ 

lmM 疏基乙醇淋洗树脂。最后以 0.2M 磷酸饵缓冲液

pH7 . 2/1mM EDT A/1mM 蔬基乙醇洗脱。流速为

15 毫升/分。将粉红色溶液合并，共 2870 毫升 (Fa ) • 

6. DEll 处理在硫酸镶分级

将 F2 全部通过事先用 O.2M 磷酸锦缓冲液 pH

7.2/1mM EDT A/1mM就基乙醇溶液平衡的 DEll

柱(5x43.5 厘米〉。流速为 15 毫升/3 分钟.根据 A2ßO

毫微米光吸收得合并液 2870 毫升。加入 600 克固体

硫酸续使达到 35%饱和度，经离心 3400 转/分， 30 分

钟。得上清液 3140 毫升.加入 S34 克固体硫酸钱使达

55%饱和度。再经离心 13 ， 000 转/分.20 分钟。取沉淀

溶手 25mM 磷酸钢缓冲液 pH7. 2/1mM EDT A/1mM 

统基乙醇/10%甘?由中，体积为 10.5 毫升<F3 ) 。

7. 葡骤糖报障过.. (Sephadex G-100) 

将 F3 上柱，除测定凝胶过滤洗脱液 A2吨毫微米

光吸收外，同时测定 DNA 聚合酶和 TDT 活力.}f:分

别合并两种酶的活力峰 I 和 1 ，各为 188 毫升(Fρ 和

82.5 毫升<Fs )。加入固体硫酸钱，使各部分达 70%

饱和度。

8. 握基藕葳右桂层析

层析过程中所有磷酸缓冲液均为 pHS.8. 并含
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1mM EPT A/1mM 疏基乙醇/10% 甘油。柱先以

50mM 拧擦酸主饷处理，再以 O.lM 磷酸卸缓冲液平

衡。 DNA 聚合酶纯化: 40 毫升 1 经离心 10 ， 000 转/

分， 15 分钟。沉淀溶解于 O.lM 磷酸饵缓冲液中，透

析过夜，上柱(1. 7x21豆米〉后，经 0.125M 磷酸饲缓

冲液淋j先后，以 0.17M 磷酸饵缓冲液洗脱。活力i部分

用 O.OlM 磷酸绅缓冲液pH7. 2/1mMEDT A/1mM 疏

基乙醇/50%甘油透析浓缩后，贮于一 20 "C o TDT 纯

化: 5 毫升 Fs 离心得到的沉淀溶解于 O.lM 磷酸仰缓

冲液中，透析过夜， _I二柱 (0.5x3.2 厘米〉后，经 1 个

柱体积的 0.14M 磷酸仰缓冲液淋洗后，以 0.2M磷酸

仰缓冲液洗脱。活力部分用。 .1M 磷酸仰缓冲液 pH

7. 2/1mM EDT A/lmM 疏基乙醇/50%甘油透析浓缩

后，贮于- 20 "C。

9. 酶特性试验

测定 DNA 聚合酶和 TDT 最适温度、 pH、二价

阳离子浓度、时间曲线和酶量曲线时，其试验条件与

测活条件基本一致，但相应地改变温度、缓冲rf是 pH、

二价阳离子和离子浓度、 [3H]dCTP 和反应时间等。

在所有试验中，除酶量试验改变酶量外，其他反应中

分别含 DNA 聚合酶 4 单位和 TDT 6 单位。

结果和讨论

小牛胸腺是 TDT 和 DNA 聚合酶的丰富

来源。但是，首先由于胸腺细胞靠常规匀浆技

术不能完全破碎;第二，在祖酶液中由于大量

核酸及 DNA 聚合酶的存在，抑制了 TDT 活

力，而 DNA 聚合酶活力又受 TDT 的影响，因

此既测不到 TDT 活力， DNA 聚合酶活力也

测不准[12 ， 14]; 第二，在最后纯化步骤中 TDT

活力极不稳定;第四，几种核酸内切酶在葡聚

糖凝胶过滤 (Sephadex G-100)、寡聚脱氧胸

腺核昔酸纤维素、肝素-葡聚糖和 Cibacron

blue F 3GA 亲和层忻中与 TDT 层析行为一

致;因此给分离和纯化带来了困难。

1.粗酶灌制备

我们采用 Okamura ll5 ] 等击1]备抽提液的方

法，将胸腺匀浆液经过 -200C冰凉后融化，促

使胸腺细胞进一步破碎.此时经过离心很方便

地去除约占胸腺总重量一半的 DNA 纤维等杂

质.继而以 10%醋酸调节~J PH6.5，又可除去

约 2/3杂质酸不i容性蛋白。 Johnson 丰1] Mor

gan [1 4j采用乙键荧光(Ethidium Fluorecence) 

法检测粗酶液中和 TDT 一起纯化的 DNA 聚

合酶以追踪 TDT。我们在 Pl1吸附过程中，合

并粉红色恪液。而 DEll 处理后，合并 A280 毫

微米光吸收部分，就不会丢失 DNA 聚合酶和

TDT o 减少了纯化周期中耗费在测活上的时

间。租抽提浓用 Pll 吸附后，树脂经过读洗、

淋洗，除去了大量杂蛋白，提高蛋白纯度 43 倍。

随后抽提液用 DEll 处理和 35-55% 硫酸按

分级使蛋白纯度又提高了 3 倍，而且 A280 毫微

米光吸收/A260 毫微米光吸收达到 1. 7 以上，

基本上除去了核酸类物质(表 1 )0 

表 1 DNA 聚合酶和 TDT 的纯化

Z 蛋白 :E ì舌力 比活〈单位/活力回
(mg) 单位 毫克) 收%

pH6.5 上清液 94021

P11 吸附 2215 
DEl1处理 1761 
35-55%硫酸 739 
饺沉捷

葡聚糖 G-100

过i虑
DNA 聚合酶

TDT 
泾基磷灰石
纯化

DNA 聚合酶

TDT 

474 40012 
130 23348 

50.4 41490 
17.4 22774 

84.4 100 
179 100 

848 103.6 
1300 97.5 

2. 葡聚糖凝胶(SephadexG-l00)桂分离

随着葡聚糖凝胶柱的加高，完全能将 DNA

聚合酶和 TDT 分开，结进一步纯化打下基础

〈图 1 )。

3. 酶的纯化

去除产品中污染的脱氧核背酸酶是很重要

的。我们早期曾以 Okamura[15]等寡聚脱氧胸

腺核背酸一纤维素亲和层析法纯化 TDT ，此法

对酶活力无明显影响，但对去污染的内切酶活

力却是有疑问的。鉴于肝素-~京脂糖(Heparin

Sephorose)和 Cibacron blue 已用于纯化多

种原核生物来源的限制性核酸内切酶l16d710E.
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酶活力回收分别达到 97.5% 和 103.6% 。将这

两种酶分别与 pBR322 和 ìDNA 一起温育后，

用。.7%琼脂糖凝胶作电泳检查，无论 pBR322

或 ÀDNA 的荧光带都依然存在，表明已检查不

到污染的脱氧核背酸酶。结果见表1.

4. 酶特性试验

DNA 聚合酶和 TDT 活力随温度升高而

逐渐增加，到 37'C时活力最高.继续增加温

度，则活力很快降低(图 2). DNA 聚合酶在

pH8-9.5 范围内活力都很好， 而 TDT 最适

pH 为 7.2( 图 3 )。两种酶在反应时都需要二阶

阳离子.在反应体系中无论加入 MgZ+， Mn2 + 

或 C02+ ， DNA 聚合酶活力都比较高，而 MgZ+

更优于 Mn2+ 及 C02+ ，其最适浓度的范围广(8

-16mM) 。在 Mn2+ 存在的情况下酶活力虽高

于 C02+ ，但最适浓度范围(0.5-2mM)比 C02+

(2-5mM)窄(图 4 ).TDT 与二阶阳离子的关

系还和加上嘿岭还是暗览核昔酸"尾巴"有

关.当 TDT 用于加上嗦岭核音酸时，二阶阳

离子作用是 Mg2+>Co2+>Mn2+ .Mg2+ 最适浓

;:::r--一-一←→一一 呻

TDTopmxlG-' 
DNA聚合酶cp酬10-'

U A280毫~海 a
g厂--------，- 一一f

E仨-_.)• -('"二二.二?二.二?二了二-- 一 一
一一口i~_二._.二._.'二主

产-r o-. 一-一

嗡 r f 
.... I ,

a ‘ 

母f

(' 

葡裹黯摆眩过. (Sephadex G-100) 
拄(3.3 x 14511米〉

以 25mM 磷酸绅缓冲液 pH7 . 2/1mM EDT A/ 
1mM 蔬基乙醇/10%甘油平衡。 F3 上柱后，以
柱平衡液洗脱，流速 I 5 毫升/20 分。 A280 毫
微米光吸收-; 1 为 DNA 聚合酶活力…… Z
I 为 TDT 活力·一·一·一。

圄 1

DNA 骤合酶和 TDT 活力与温度关系

? 
如

LI\ 

___ _DNA .. 
, 'F 飞、二聚合酶

、.

1 
! / 

.1..- .... ' 

T
O
H
X
目
血
。

DNA 黯舍酶和 TDT 活力与 pH 羔系固 3

coli DNA 聚合酶和 T4DNA 聚合酶[18]. 因此

我们分别以肝素一琼脂糖和 Cibacron blue 对

TDT 作亲和层析。虽然它们对 TDT 浓缩效应

是非常高的，而且大多数活力都能回收，但对

于 DNA 聚合酶、 TDT 和核酸内切酶之间的

分辨力却很差. Deib怡和 Coleman (1 9)曾以竣

甲基一纤维素纯化了高分子量人的末端脱氧核

背酸转移酶.竣甲基一纤维素是一种阳离子交

换树脂，对小牛胸腺 DNA 聚合酶、 TDT 和几

种未知蛋白的分辨力虽很好，可惜 TDT 和核

酸内切酶之间仅达到部分分离.而且 TDT 经

过竣甲基一纤维素层析后，活力回收仅达到

10%. 若以二甲肺酸沉淀杂蛋白的方法纯化

TDT，虽能获得高比活的酶，但 DNA 聚合酶

也随着杂蛋白一起被去除，因而不能同时拿到

DNA 聚合酶[ 13). 用拧穰酸纳或 EDTA 处理

瓷基磷灰石以整合有害重金属离子，再经梯度

洗脱纯化 TDT，因纯化时间长， 酶活力回收

仅达 20%。最后我们采用瓷基磷灰石分级洗

脱法代替梯度洗脱，纯化后 TDT 比活低于文

献，但 DNA 聚合酶活力高于文献[71. 在这一

步中几乎没有损失活力， TDT 和 DNA 聚合

固 2
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DNA 黯合酶和 TDT 活

力与反应时间关系
固 7DNA 骤合酶活力与 Mg2+ 、

Mn2 + 和 C02+ 关系
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DNA.合酶和 TDT 活力与酶量关系

12: 8 4 D 

圄 8
B 

来端加上瞟岭核曹酷时. TDT 活
力与 Mg2+ ， Mn2 + 和 COI+ 关系

。

固 5
核苦酸时用 2mM C02+ 为宜(图 6 )。从 DNA

聚合酶与反应时间的关系中可以看出，在 90 分

钟内活力与反应时间接近于直线关系，随后就

逐渐缓慢. TDT 在反应初期，反应速度略为

迟缓一些，随后与时间完全呈直线关系〈图 7λ

DNA 聚合酶和 TDT 与酶量均呈直线关系(图

8 ). 

综上所述，从我们所纯化的 TDT 及 DNA

聚合酶的活力、杂酶去除及反应最佳条件来

看，这两种酶的酶反应正常，均可用于 DNA

体外合成.固 B 末躏加..1:嘈睫攘誓酷时. TDT 活
力与 Mg2+ ， Mn2 + 和 C02+ 提系

献
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度范围为 õ-12mM ， 8mM 时活力最高。 C02+

和 Mn2+ 最适浓度为 O.õmM. 因此在末端加

上瞟岭核音酸时使用 8mM Mg2+ 是适宜的(图

6 )。在用于加上唔览核苦酸时， Co2+>Mn2+, 

C02+ 最适浓度为 2mM， Mn2+ 最适浓度为

lmM.Mg2+ 几乎不起作用.因此末端加上略览
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