
小牛胸腺 mRNA 的提纯与翻译活性
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胸腺 i'!(J 多种功能是通过自身分泌的一类胸

腺素组分完成的。 这些)]句腺素'组分是由不同种

类在l数量的氨基酸分子所组成的小分子多肢。

目前国内 [' ， 2 )外 [3 ， 7] 已报道了从小牛或猪的胸

腺提出习、同的胸腺素细分 ， 进行了氨基酸组成

与结构 、 理化性质 、 生物活性和临床应用等切|

究 [8 )。 水研究室也从小牛胸腺提出一种多肤，

其氨基酸组成与文献报道的有所不同 [9 )。

最近 ， Preire 等[ ~ 0 ，川证明从小牛胸腺提出

的 mRNA 翻译产物 (分子量 16 ， 000)是 胸腺素

叭的前身物。 本工作研究胸腺r:þ mRNA 存在

的情况及其翻译活性。

材料和方法

材料

小牛胸JßR(北京红星公社 ) ， 房;檐( 分析纯 ) ， Seph

arose 4 B ( Ph armacia) ， 寡 (dT)纤维素(上海生化试剂

二厂 ) ，DNase ( 电 Ìliz纯 ， 无 RNase 活性 )， 农大 139 麦

利，(北京东北旺公社 )， 20 种氨基酸(AR ) ， [ 3日子DL

亮氨酸(5 7 Ci / mmo l , 1m Ci /ml ) (j 海 原子 核所) ，

ATP-Na , GTP-Na ( Sigma) , 磷酸肌酸纳( 电泳纯 ，

上海东沟厂 ) ， 磷酸肌酸激酶(本室制备 ) ， 其他 Hepes 、

Tri s 、无机盐均为分析tl~ 。

方法

1. 小牛JJ句腺聚核糖体核糖核酸(pRNA )的制备

(1) 钱离子沉淀法按 Freire 等的方法进行。

(2) 超迷离心法 [ 12 ] 按 (1)法制备胸腺匀浆上清

液， 铺在缓 ì<l'液 (50 mMTris-HCI ， pH7. 5 , 2.5mM 

NaCl , 100 mMMgCI20 1 M f.嘿糖 )液面上(1.。一 1. 5 : 1) , 

在 105 ， OOo x g ， 4 'C离心 90 分钟 ， 得聚核糖休。

从上述两法所得聚核糖休 ， 用水溶解， 分装 ， 保

存在- 40 'C冰箱内 ， 科J 用 。

(3) pRl叫A 的提取将聚核糖体恪于 Tris-HCI 缓

冲液中 [ 11] ， 加盼与氯仿ii'5合液提 11)( RNA ， 用无水乙

醉沉淀， 经声空干燥后 ， 用:在蒸水自己成 20-40 A川 单

位 Iml ， 也(r - 40 rC;;;j(1,j'j 111o 

2 . 小牛胸腺 mRNA 的制备[ 13] 

j钱: Av i v 及 Leder 的方法 [ 13 ]及」海实验生物所三

:主方法 [ 1 4 ]进 ，厅。

3. Sepharose 4 B 桩层析按 Goldstein 等方法 [ IS]

进行 。

1 . mRNA 愤极阴性的测在

(1) 交胚提取物的制备 参照 Roberts 等方法 [1 6]

;j ， IJ 备。

(2) mRNA 模板活性的测定[17]友 胚翻译体系的

总体积为 50 ml ， 含有 28 mM Hcpes , pH7. 5 , O.lM 

乙酸仰 ， 3mM 乙 酸 馁 ， 1 mM DTT , 1 mM ATP , 

0 .0 2 mMGTP , 8 mM 磷酸肌酸 ， :1 iJ,g 磷酸肌酸激酶 ，

19 种氨基酸(无 亮氨酸〉各 24 iJ-M , 3 μCi( 1μCi lμ1) 

[ 3HJ亮氨峻 . 0 . 5-2 . 0μg mRNA ， J. 2 -- 1. 6A '6o 单

位麦胚液。

汩1)注:管台上述翻译体系的所有组分 ， 对照宦台上

述翻译休系 ， !i.(t缺外j保险 mRNA ， 小;以管合上述翻译

体系 ， IIff 缺放射性亮氨酸。 于 25 0C水浴 "1' 保 tffil 90 分

钟 ， 在冰活叫:1 终止反应 ， 分别以U:J 1 0 μ 1 ， 点D:新华三

让徒;纸片上 ， 以干 ， 加闪烁液在l FJ-353 液闪计数仪

出脉;<1'数。

5 . 翻译产物的分1JÎ

SDS 聚丙烯肤胶凝胶li织 I l!. i>ì、 [1 8] : 将翻译反应终

11:后的测定营和对照宙中的液体 .分另1)取其1体积与 1→

2 体和、样品缓 ìt:I:1 液混合 ，在 90 0C水浴jJ口热 5 分钟 ， 然后

分别加在 0. 2 % SDS 聚 |习烯额;胶凝胶组织 ( O. 6 x 8 . 5cm) 

的上端， 每管电流 8 mA ， 也'ì--j: 6 -- 9 小时 ， 常规固运 ，

;二旨马斯佳染色。

将抖， 品I{I，协凝胶 LJ 对 !1i:ll也泳ì~ JL支分别切成小片

(3 mml片 )70 'C烘干 ， 冷却] }，::i- 加 H ，O， 0''] 0. 3 ml ， 置

65 'C 水汹l-j 1 3 小时 ， 1,') Ì;疑胶完全溶解 ， 力fI入闪烁液 ，

测其脉冲数。 以样品胶片的每分钟脉冲数减对照胶片

每分钟脉冲数绘图。
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3Ò 细胞 坐 物 学杂志、 198 5 年

每 10 0 g 组织可得授核糖 体 14 00-1786

A 2ô O 单位， 平 均为 156Ú A26 0 单位。 芦t. A 

260 / A280 值 :h 1. 7] --1 . 84 ( 以 SDS 液 为介

质) ， 民 1. 22-- 1 . 4 8 (U.水为介 J1Jn。钱离子沉

淀?去超 J勾心法所括:聚核糖体得卒无明显差别。

从聚核黯体提取 pRNA ，每 100g 组织可碍。

160-820 A260 单位 pRNA ， 其 A ~ 6 0 /A2S0 为

2 .02-2 . i 6 c 其 中最大紫外吸收伯位于260 nm , 

最小吸收值位于 230 nm 。

pRNA 经寡 (dT )纤维素亲和层析分成两部

分(因 1 )。 第二部分为 mRNA ，占 pRNA 的

0.7 -'-0 .4 % ， 其中 A26 0 /A28 0 为 1. 97一2 .06 ，

A260/A 2 3 0 为 1 . 6 11- 1 . 80 。

5.[1 

5.0 

4.5 

4 .0 

3.5 

图 1 pHNA 的寡( dT)纤维素亲和层析

由 j二T1i" ífi mRNA 进行 Sepharose 4 B 层析 ，

又可分为两个峰(田 二 )。附岭均Jfl 乙醇沉淀，

经在麦胚翻译体系 lJl示有' mRNA 的翻译活性 ，

第一部分的活性较高于第二部分。 (数据从略〉

1.7,:S 

6-一才 一 立一i宁寸r-~'O兰，.i;'一交-t了
~:\~、 1'\' rr-

回 2 胸腺 mRNA 的 Sepharose 4 ß 层析

2 . 胸躁 mRNA 的翻译活性

按"方法" 4 市1J备的麦胚液 ， 每 ml 的 A2 60
值为 80-- 126，平均 102 0 A~8 0/ A26 0 平均为

1. 44 。下歹iJ表显示加!有 }J~ð服 mRNA 的测定管与

不加胸腺 mRNA 13'0别照管 相 比较所表现的翻

译活性。 前者 比较后者提高平均为四信。

表 1 小牛胸腺 mRNA 的翻译活性

批次
测定管 对照信- A 
(A )cpm ( B)cpm B 

3890 [015 3.8 
2 2335 1445 1.6 
3 17 70 1180 3. 7 

7680 1.77 5 ,1. 3 
5 2635 430 6.1 
6 25 40 ï OO 3.6 

3. 胸腺 mRNA 的浓度对其翻译活性的影

晌

从图 3 可以舌出不同浓 度 的 mRNA 在麦

胚翻译体系中翻译活性陋 mRNA 的浓度增加

而上升，以 1μg 左右为最适当 ， 超过此范围的

mRNA 浓度 ， 翻译活性反而下降。这可能由于

mRNA ，i;IJ 品中所 含的盐肖子的影响。

图 3 胸腺 mRNA 浓度对你外翻译活性的

影响(A 、 B ， C表示三次实验结果 J

4. 翻译严物的放射活性及相应分子量

JJ句 JJ束 mRNA 的制 i科二 物约r'i~ SDS 聚丙烯

酣;胶凝胶 i也沁j后 ， 可 :J'号 í:Ji" ;则的 fj'f.圳市性兰 1111J如

囱 4 ， 主安为分子}~: 14 , 000 TrJ 18 ， 000 两个部
/ \. 
7J 。
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11[见 10 条有Ji。由于台量及技术上的困难，尚未

刊每条句 -，丘行翻详 i[ï，t~t测定。
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翻译严物的放射活性(三次实验结果)

小牛j向眼 ρ;有大量的 DNA ， 而 RNA 含章'

相对地少 ， mRN .A. lìl l ] 见少 。 因此采用从 l肉眼13

RN A 41 乡~{t mRN人 的方法则提取损失很大 。

本实验用 fl !l) 备核楷体 RNA ， 再:ì{t-- j;提 m

mRNA , 可大大减少 mRNA 的损失。 木实验

用寡(dT)纤维素柱和1 Sepharose 4 B 柱层析纯化

mRNA ，可达到较满意的效果。参考 ROSfl1 等方

fj，、 [ 1 9JmRNA 亘 在 11-- 5 mg 以上 !Jj f-fj 较纯 的

mRNA ， l omg 以 _ 1二则达不到纯(七目的 。 经纯

化的 mRNA 进行尿素一琼脂 情凝般电泳[ig] ，

论讨

图 4

(上接第 34 页 )

Tlle Journal of Heredii y . 72 ( 1 ): 62 一 - 63 .

r ~ J f>a thak , S. , 1979 J. Reprod. Med. 17 (1) : 

25-- 26. 
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