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细胞核内非组蛋白蛋白 质 (non-histone

prot eins , 以下简称非组蛋白) 是染色质结梅

的重要组分， 影响染色质的结构与功能[1]。在细

胞周期变化过程中对染色体结构的变化非组蛋

白也起至关重要的作用 (2 ]。此外，非组蛋白还

可以调控核内基因的表达[气所以提取核内非

组蛋白用以研究上述诸方面的作用是很有意义

的 。 提取单一种类的非组蛋白一般需多种技术

的配合使用 ， 特别是层析技术的反复使用 ， 步

骤尤为复杂( 4]。本人在加拿大研修期间参考与

比较以往方法的优劣，建立了一种简化提取细

胞核单一种类非组蛋白的技术。应用该技术所

提取的非组蛋白用于氨基酸顺序分析、 市IJ 备抗

体等多方面研究，效果很好。鉴于国内有关非组

蛋白功能及提取研究报道的较少，特介绍如下。

材料 与方法

, . 材料
雄性天空鼠重 180-200 克 ， 取自加拿大多伦多大

学儿童医院动物室。苯甲基磺耽氛(PMSF) 、自- ZFL基

乙醇购自美国 Sigma，尿素 f超纯)氯仿、 盐酸和氯化

钱系美国 J . T. Baker 公司产品z 十二炕基磺酸 铀

(SDS ) 、 乙二胶凹 乙 酸铀 (EDTA-2 Na)为 Schwarz/

Mann 公司产品F 两性载体 Ampholine 系 Pharmacia

公司产品z 三瓷基氨基 甲皖 (Tris ) ， Boehringer 

Mannheim 公司产品。其余试:剂皆为分析纯， 购 自

BDH。仪器 : cþ 34 pH 计， Unican sp 1800 紫外分光

光度计， Beckman Model J -6 B 型离心机， Beckman 

Model L 5-50 型超速离心机及 Pharmacia 公司出产

电泳装置等。

2. 方法

(1) 鼠肝细胞核提取 大鼠实验前禁食一夜，

断头取肝 60 克，剪碎，子溶液 A (0.25 mmol/L 蔚

糖、 1 0 mmol/ L Tris-HCl pH 8. 3 , 3 mmol / L Mg-

C1 2 、 0 . 1 mmol/ L PMSF)中匀浆。纱布过滤除去粗

残渣、。 - 4 "C离心 2000 x g 10 分钟，弃上清。重复

上述步骤， 获取沉淀。沉淀悬浮于溶液 B[O .l % (v/v) 

Triton-X 100 的溶液 A] ， 1昆匀 ， 。一 4 "C离心如

前，弃上清。再于沉淀中加入溶液 C( 2 .2 mol/L 黑糖、

10 mmol/ L Tris-HCl pH 8.0 、 3 mmol j L MgClh 

0.1 mmol j L PMS酌 ， j昆匀。此为肝细胞核悬浮液。

取数支超速离心管， 每支管底垫溶液 C 1ml。然后将

细胞核悬浮液小心导入上层。重量平衡后， 0- 4"C 

113000 x g 离心 1 小时， 弃上清。于白色沉淀中加入

溶液A， 搅拌均匀， 0- 4"C 2000 x g 离心 5 分钟，弃

上清， 沉淀即为纯的细!胞血核[山5盯]

(2 ) 细胞核核.盼溶 性非组蛋白提取 用 0ι. 144 

molν/LNaCl 液(内含 0 ② 1% PMSF凹)悬浮细胞核沉淀，

冰浴磁力搅拌拌ó 20 分钟。0-4 0C 2000 x g 离心 10 分钟 ，

弃上清。 继用。 .2 5 mol / L HCl 液悬浮沉淀，冰浴磁

力搅拌 20 分钟 。 0-4 0C 2000 x g 离心 10 分钟，弃上清。

于沉淀中加入氯仿-甲醇口: l(v/v)] 液，冰浴磁力搅

拌 10 分钟。。一 4 "C离心 10000 x 10 分钟，弃上清。
继用氯仿-甲醇[2 : l(V/V )】液重复以上步骤。再用乙

隧重复上述步骤。将沉淀悬浮于溶液 D(O . l mol/ L 

Tris pH 8 . 4 、 0 . 01 mol/ L EDTA-2 Na , O.l(mol / L 

任蔬基乙醇)中 ， 室温下加入溶液D 的饱和百分液进行

盼抽提。 小心吸取下层盼相， 将盼相液导入透析袋内

对缓冲液 1 (0 . 1 mol/L 醋酸、 0 .14 mol/L 萨就基乙

醇)透析。 至袋内盼相为原体积 1/4 时终止透析。除去

透;析袋内上层水液。 再对缓冲液 II (9 mol/L';尿素、

0. 05 mol/L 黯酸、 0 . 14 mol/ L 萨就基乙醇)透析过

夜。 最后对缓冲液皿 (8 . 6 mol/L 尿素、 0.01 mol/ L 

EDTA-2~Na ， 0. 14庐mol/L ß~蔬基乙蹲、 0. 1 mol / L 

Tris pH 8. 4 )透析 2 小时。

(3) 非组蛋白双向电泳 将自给抽提全非组蛋白

浓缩适当体积进行双向电泳。 第一向等电聚焦电泳，

总胶浓度 10 . 5%含)H 3.5-10 的两性载体，胶内尿素

浓度为 8.3_mor /L。控制每管电流 1mA ， 电压 400V，

电泳 5 小时。 第二向 SDS-10% PAGE 平板电泳，参
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照 Laemmli 方法 [61进行。

( 4) 胶内单一种类非组蛋白提取 将不 同板胶

内同一位点的非组蛋白切下，用蒸馆水洗涤几次， 然

后切碎， 继用缓冲液 (0 . 05 mol/ LTris pH 7. 9 、 1%

SDS、 0 . 1 mmol/ L EDTA、 1%统基乙醇)室 温 浸泡

24 小时。 离心 2000 x g 1 5 分钟。将上 清 转移至 4%

硅油处理过的干净试管内 ，加 4 倍体积丙酣于 -70 0C沉

淀蛋白 30 分钟。离心 ]0000 x g 15 分钟 ， 弃上清， 继

用 80%冷丙酣将沉淀下来的非组蛋 白转移至 1. 5 ml 

eppendorf 管内， 15000 x g 离心 1 5 分钟 ， 倾弃上清，

真空干燥后子 -70OC储存备用 。

结果与 讨论

本文报道的单一种类非组蛋白提取包括细

胞核纯化、盼j容性非组蛋白抽提、 双向电泳以

及胶内单一种类非组蛋白的提取等步骤。 照片

系酷抽提后非组蛋白的双向电泳图谱。 盼溶性

非组蛋白电泳图谱重复性极佳见图版。 从不同

胶内同一位点切下点非组蛋白 ， 即为同一种类

非组蛋白。继用缓冲液浸泡洗脱下来， 最后用

丙酣低温沉淀。经本法提取的非组蛋白用于氨

基酸顺序分析及其他研究证明确为同一种类非

组蛋白 。 应用此法近曾提纯了过去加用柱层析

过程提取的定名为 B2 & 的磷蛋白 [ 7 ]，制备了相

应的抗体 IgG2a ， 该磷蛋白经 CNBr 降 解 获得

两个多肤分别为 28 kd 及 14 kd ， 部分氨 基酸

序列测定分别是 gly- ile-his-gly -asp-lys-ser­

gln-gln-glu-gly - asp-ly s- val-leu-asn-glu-pro 

-ser-tyr 及 val-gly-val-ala-gln-thr- gly- ser­

gly-val-thr-lys-ser-tyr-lys 。 并以此氨基酸顺

序为基础进行了基因的研究 (文章待发表)。与

此同时也用此法纯化了其他 6 种非组蛋白 ， 常IJ

备了其中 2 种非组蛋白的相应抗体。 只有用纯

一种类的非组蛋白才能更好地进行氨基酸顺序

分析[町 、 磷酸化、 制备抗体[ 9 )及对基因调控 (1 0)

的研究。迄今有关单一种类非组蛋白提取方法

的报道较少， 一般都采用层析技术， 且需多次

层析。因为柱层析费时耗工， 而本方法省去层析

步骤， 在获取核内酷溶性非组蛋白后用双向电

泳分离，再切点蛋白获得所需的单一种类非组

蛋白可用于蛋白氨基酸序列分析、 审IJ备抗体等

研究，因为这种分离单一种类非组蛋白的方法

具有简便可行、 重复性好的特点， 一般实验室

都可 以进行， 有利于非组蛋白结构与功能的研

究。

摘 要

本文报道了一种提取单一种类染色质非组

蛋白的简化方法。 在获得核内盼溶性非组蛋白

后进行双向电泳。 切下胶内点蛋白于缓冲液漫

泡抽提， 离心得到上请， 继用丙酣低温沉淀蛋

白。

关键词 : 染色质非组蛋白 双向电泳
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THE EXTRACTION OF SINGLE KIND NONHISTONE 

PROTEIN FRO岛1 NUCLEUS 

LIU Qing Y ing 
(Depar tment 01 Biochelηtry DaUan Medical University . 116027) 

ABSTRACT 

This paper describes a simple method for extracti ng single kind chromatin nonhis tone 
protein. After obtaining the phenol-soluble nonhistone proteins , the proteins were subjected to 
two-dimensional gel electrophoresis . The gel containing spot protein was cut off soaked and 
extracted in the buffer solution . Through centrifuge the supernatant was obtained and then 
precipitated with acetone at low temperature. 

Key words: Chromatin nonh istone protein Two-dimensional gel electrophoresis 
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RT-PCR 法检测大鼠脑组织及 C6 细胞中

自-APP 的表达

马品舒 宁谢昌平陈小爱陈素珍赵寿元

(复旦大学遗传学研究所遗传工程国家重点实验室 2004 33) 

阿尔茨海默氏病 (A1zheimer's disease ， 简

称 AD)是一种常见的老年性痴呆， 它的特征性

病理改变主要是z 脑组织中出现老年斑 (senile

p1aque)和神经纤维缠结 (neurofibrillary tan­

gles )及造成神经元细胞死亡 (neurona1 cell 10-

ss)。老年斑的主要组分是 自-淀粉样蛋白 (ß­

am y10id protien ， 简称 自-AP)o AD的发病与

日-AP 的代谢存在着直接的联系。自-AP 是 自一

淀粉样前体蛋白 (ß-amy10id precursor protein , 

简称自-APP)剪切后的产物，长度在 40 个氨基

酸左右。自-APP 在哺乳动物细胞中广泛表达，

它是一个膜结合蛋白 ， 由一段很长 的胞外 N

端片段， 一个跨膜区及一段很短的胞内 C 端组

成，分子量约 100-140 KDa o ß-AP 是自-APP

近膜的一小段，它 2/3 是胞外部分， 1/ 3 是跨

膜部分 [ 1] 。

陆-APP 在体内的表达方式很特别，它的转

录物要经过多种方式的剪接，形成至少五种不

同长 度的 mRNA， 其中最主要的 3 种为

自-APP77 0 ，自一APP75 1> ß-APP695 (数字表明相

应蛋白质所含的氨基酸数目)。它们 3 者的区

别是 Kunitz 丝氨酸 蛋白酶抑制区(Kunitz

Protease inhibitor domain，简称 KPI)编码序

列的存在在l缺失。 自由APP770 保留了 225 个核苦

酸的 KPI 编码区2 日-APP75 I 经部分剪接保留

了 1 68 个核苦酸的 KPI 编码区Fβ-APP695贝。完

全不含此编码区[ 2 - 4] 。大量文献表明 :自-APP则

主要表达在正常哺乳动物中枢神经系统中，而
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