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配
珠蛋白 mRNA 的分离及其在麦胚无

细胞系统中指导珠蛋白的合成本

4长 基 增 钱若兰

(中国科学院上海细胞处物学研究所)

哺乳动物红细胞成熟过和巾，在;G核 iEFJ | 叶

织红细胞阶段储存着大量的 r+:蛋白mRNA ， 它

指导的珠蛋白合成进行得很旺盛，加之成熟的

红细胞的功能蛋白绝大部分是血红蛋白 ，故|列

织红细胞为提取珠蛋白mRNA的极轩材料。

体外麦胚无细胞蛋白合成系统能够忠实地

翻译各种mRNA的信息 ， 方法简便、 H;ú备快速 ，

而且具有内源信息含量低、对外游、RNA的反应

明显等优点 ， 所以被广泛用于蛋白质的翻译和

调节的研究。

本工作采用本实验室制备的Oligo ( dτ) 

纤维素树脂分离纯化兔珠蛋 白 ITlRNA，结合升

温和降低离子强度的 方法，提 高 了珠蛋白

mRNA的分离纯度 ， 它在麦胚无细胞系统中共

有明显的促进标 i己氨基酸参入蛋 白质的功能，

并观察了饵离子、温度、 时间、 mRNA浓度及

麦胚提取液泼皮与参入的相互关系，对体外合

成的蛋白质电泳分析表明 I mRNA编码的珠蛋

白被忠实地翻译出来了 。

材料和方法

一、兔网织红细胞mRNA的制备( 1 ) 

选取健康的大白兔 (体重约2一5公斤 ) , 

按下述方法使之贫血: 第一天肌肉注射B 12-叶

酸溶液( 0.01 %B l1 平r1 0.1 % ut酸的生理溶液 )

1 毫升，皮下注射 2 . 5% 苯 )lJU在被(按每公斤

体重0 .25毫升计 ) J 第二天至第六天注射相同

量的苯胁洛液。 贫JÚl ' 1悖圳经 甲酣亮蓝染色后用

显微镜检查 ， 当 网织红去111 月创数 1=1 ，凶过 50 % ，民jJ

可取血用于RNA的制备。

分离总RNA啊!芋阁解如 !专| 示 。

二、 mRNA的分离

使用本实验室制备 的 Ol i go ( dT) -纤维

素树脂 〔吸附Poly ( A ) 的能力为 706毫克/克

树脂]进行柱层析分 离 。 树脂 装 入夹套柱

(O "C) ，用 0.5 M KCl , O. OlM Tris-HCl (pH 

7 . 5 )液充分平衡，上样后分部洗脱条件如下z

(1) O OC 0. 5M KCl、 O. OlM Tris - HCl (PH 

7.5) J (2) 54 "C 0.5M KCl、 O .OlM Tris

HCl (pH 7 .5 ) J (3) 54 "C O.O l M Tris-HC1 
( pH7.5) 。洗脱的第 三 峰为 mRNA，经

Sephadex G-25脱盐和冰凉干燥后保存。

三、麦胚无细胞蛋白合成系统( 3)

麦种为"农大 139" ， 反应体积 1 00!d，内

含 : Tr ís 醋 酸 (2 .5mMpH8 . 0); KCl(70 

mM) ; MgAc 2 ( 2 . 5mM ) ; ~在基 乙醇( 2.2 

mM) ; ATP ( 1 mM): GTP ( 0.025mM); 

YtRNA (6μg ) ; PEP ( 50p,g ) 或PC( 200μg) I 

PK ( 2.5μg ) 或 PCK ( 4 ~Lg ); 19种非标记氨

基酸(各 0.03mM ); 14C __ L -亮 氨酸( 1. 25 

铃 本文缩写:

mRNA-信使 RNA SDS- -t- 二炕基硫酸纳 Ol i go (dT)-

荔缤脱氧胸腺lI\'f:院核 臼二酸

PC-磷酸肌酸 PEP-~得股烯自'HJj附酸

PCK-磷酸且IL酸激前 PK- JÁj桐酸激酶

YtRNA-酵母转移核糖核酸

Po l y( A)…多骂毛以嚷吟核 'r ~主

S 2 6-麦胚匀浆经2 GgOOg离心的 1二 i ， 'lìl'i.

麦胚无约1)J@蛋白合成系统的应由得到中国科学阮微 生 物

研究所病毒复制组的指导和帮助， 特此致谢 !
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兔血(抗凝剂肝素 3毫克/100毫升血)

|离心州转/分 16分钟
↓生理盐水洗涤三次

红细胞

|在 0_1mM EDTA、 2mM MgCb、叫础乙酬溶液中
t (pH7.0) 溶血 1 小时 4600转/分 20分钟

上清液

| 加入等体积苯盼-1'1同甲自由-8-莫ER量琳 (600ml: 70皿1: 0.6g)混合液

↓振摇 10 分钟 3000转/分 15分钟

•• 
自由相和中间相 水相

• 
残渣
(弃去 )

11Jr1 0.1M Tris-HC1(pH 9.0) 
↓ 振娼 10 分钟离心同上

• 
水丰目

|合并水恼，加入等体识苯盼e间甲削阶林混合液，
↓ 振摇离心同上

上清液

I 5 倍体积乙醇沉淀过夜 30附/分 1附中
↓ 乙障洗三次真空干燥

，总RNA

操作均在 4 "C条件下进行，总 RNA 的得率约为 1 毫克/毫升血

μci 312 mci j mM )或 3H-L-亮氨酸( 5.0μCl ， 

22cijmM) ; RNA (0.150.D 260 ) l S26 (50 

μ1) 0 23 cC温育60分钟。

四、聚丙烯醺服;疑胶电泳

( 1 ) RNA 电;示:胶浓度为 3% ，电极缓

冲液( 0.04M Tris 、 0.02M NaAc , 0.001M 

EDTA 二讷， pH7. 4 ) ，电泳 5 mAj臂，电泳

时间 2 小时10分钟，电泳毕胶柱用次甲基蓝染

色，染色带给扫描记录。

( 2 )蛋白电;，jr.. : 胶含7.5%丙烯眈腊、

1 %SDS ，电极梅掖( 0.01M 磷酸缓忡液 pH

7.0 、 0.1% SDS) ，电泳时间二小时，电泳后

用氨基黑染色，胶柱经扫描记录，切片 i奋战

(每片 2.5mm厚，加0.5ml H 20 2溶解)后测定

放射性同位素。

结果和讨论

-、 mRNA的分离鉴定

真核细胞绝大部分的mRNA3' ←末全市均情

有 Poly A结构(除组蛋 白mRNA外) ，因此可

利用碱基配对原理进行亲和层析，把mRNA专

一地从总RNA中分离出来。

我们采用了化学合成方法 制备的 oligo

(dT) 纤维素树脂，经鉴定表明，它吸附 Poly

A 的能力良好，从小牛肝、大鼠肝和兔网织血

球等不同材料均能分离出显著促进氨基酸参入

的mRNA，说明此树脂性能良好，为分离纯化

mRNA的极好工具。

在洗脱条件方面，结合降低离子强度和升

祖的方法在第二步中仅升温而保持离子强度不

变，而第三步一举除去 KCl，使绝大部分mRNA

集中地洗脱下来，峰形集中，回收率高(图 1 )。

鼠肝总 RNA 中 mRNA 约占 2% ，兔网织血球

mRNA约占 2.4% ( 2 ) 。

丙烯酷股凝胶电泳分析说明，分离

的mRNA为单一谱带，纯度较高(图 2 )。

二、 mRNA对氨基酸参入的促进作用

mRNA的信息作用主要是作为蛋白质合成
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三、氨基醺参入的反应功力学

( 1) mRNA ;:'u主 在最适条件下 100微升

反应体积中 mRNA 最适浓度为 0.15 O.D260 , 

反应最初呈直线上升，而后达到最大值，若再

增加浓度参入也不再增加，反而有下降的趋势

(图 3 )。
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( 2 )反应时间 温育 30 分钟参入达最大

惶， 延长掘育至 150 分钟仍保持原来水平

(图 4 )。

?ß 

mRNA的浓度对多入的影响
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的模板，指令一定的氨基酸相互连接形成多肤

链， I主l此在合适!可条件下， rnRNA能极大地促

进氨基酸参入。 我们分离纯化的mRNA促进氨

基酸参入高达儿十借到一百多倍(表 1 )。

图2

01igo ~ dT)-纤维素佳层忻分离三个岭

的时间穿入曲线

因4

( 3 )混 度 麦 !坯无细胞系统对温度敏感，

在23 "clt在 ::>7 C有更大的参入 (用 5 ) ，可能

是由于蛋白质，@始因子容易受热失活的缘故。

( 4 )匆离子浓度 二是 rø~无细胞系统对仰

离子 1[1敏感，放度过高时则极大地降低参入沼

力，最适浓度为 70mM ( !至: ô )。我们左;现柱

1( +70 mM . 温度~ 23t

Oligo ( dT )-纤维素柱层分离的 RN八

对氨基占全多人的促进

"'C一亮或政参入长 |促进倍 3H-亮M参入H ! 促进倍
(CPM/0.150.D26o l数 I (CPM/O . 15 O. D2óO I 数

对照 1 44 ' - i 对照 ! 2210| 一

t..J:. ;车总R心 1 38-7 ， 8. 8 I --1'上挝、R川 44 削川

I 1 1 川 2.9 峰 1 17 叫 8.9
峰Il ! 330 I 7 . 5 I 峰 II 1 7.0831 3.2 i ""_ 1 ' . " T .. ! ' . ___1 

峰 III 4 960 ; 112 . 7 峰 III 123.868' 56. 0 

悸 PEP和 P I( 手统 忡 PCK ;f~PC f，.统

表 I
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pH 7.5-8.0) 在研钵里应碎后经过 26000g 离

心 20分钟，吸出上请被通过Sephadex G- 25 性，

分部收集乳白部分 ， 测定各部分的活力， !{!，表

2 和阿 7 。从固了是中可看出麦胚提取班的浓度

和活力曲线不相一致， ?击力 ;二;瓦部 分 偏向 !ìtr

Ill j" 

第一卷第一期

表2 麦胚、j，1\F仅液的浓度和:查工人活力的关系
，._-…---，_. ...._. …-_.~-，-ω-… 一-~"- '-… . ~-_._~ .._.. -一-

4主 J~ 吓分 | 门， D" iJ 怜 Q , D 28')" 孚八舌力 ('=PM )

1 0. 35 0 .:4 36 . 472 

78 627 

37'0 

_-1..一一_L一一___t一一一-
02~ . O~亏。，075 丁。

光 密度 260

|
|
卜|
|
|
广
|
OI
L
-
-
-
r
i
-
-』l
i
l
t


mu

-v

m

N

H 

(
的O
H
X
〉
到
ι
口

O.5(j o 'J 5 2 
因5 温度对乡人的影响

K +70mM. 时间6日'

42 672 103 i.3[, 3 

4 

5 I 
6 

7 0 .G5 0. 40 1.0 ~6 

8 l 0 .19 0.15 1.167 

铮 稀释 1 00 倍

3 2 , 437 

22 , 523 

17 . 026 

! 13 

106 

O. 'i4 

1. ,16 

1. :n 

1. Oll 
70mM 

仨 -
我们采用 SDS 导 丙烯毗Jl安凝胶电泳 对休外

合成的产物进行了定性鉴定 ( 图 8 和图 9 ) 0 

M入mRNA，同位素标记的蛋白质与标准游蛋

白电泳位置相同，染色带扫描峰与同位亲凶:D定

峰重迭， 证明标记的蛋白 质为就蛋白 ， Î:'l万之 1m

mRNA !J!tl无峰出现。

rnRNA擂导的珠蛋白的合成囚、

毛Ijl离子强空对参入的澎响

层洗脱峰未经 Sephadex G-25脱盐几乎无活力

表现，推测其原因即在于含有多量的悍离子。

( 5 ) 走胚提取 ì1是浓度 麦月在 用 提取攘

( 0.05M KCI 、 1 mM MgA町、 2 mMC" CI 2 

因日
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图9 胶柱扫描(550mm)和同位素测定因

小结

1. 本实验采用自己化学合成的Oligo(dT)

-纤维素树脂， 结合升温和降低离子强度的方

哇，分离得到呈单一电泳带的珠蛋白mRNA 。

2. 在体外麦胚无细胞蛋白合成系统中，

此珠蛋白的mRNA高效率地缸边标记氨基酸参

197 9 年

入，最适温度23"C而非 3 7"C ，并发现参入活力

曲线与麦胚提取液浓度不一致的现象。

3. 对体外合成的蛋白质进行分析鉴定表

明，珠蛋白被忠实地翻译出来了。
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定量估价自身免疫的机能障碍等。

综上所述，定量多参数流式细胞分析和分

类技术作为一种崭新的技术进入生物学、生物

医学和临床医学的领域。 它以高速率对单个细

胞进行分析，获得多参数的信息，并且进行高

地度的分类为特点，引起人们对它的极大注

意。这种技术的进-步改进和应用需要生物学

家、 11市床工作者、工程技术人员和生物物理学

家的进一步协作，这就要求进一步改进样品1M

备的技术，扩大应用的范畴和仪器的改进。有

人预言 ， 在本世纪末流式细胞光度术，在研究

作和临床医学中将象液体闪烁仪和自动分析

仪一样重要，看来这种估计并不夸大。
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