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摘 要

本文用 se p h ad cx G 一

50 凝胶过滤和 D E A E一 52 离子交换柱层析提纯了电鳗 ( lE ec
-

r r o P人o r u s o l e“ r
t’c u ,

) 肌 肉中的两种微 白蛋 白 ( p
a r v a l bu m in )

.

3 5 0 9 新鲜肌肉可提取

100 一 150 gm 纯的微 白蛋白 I ,

等电点为 4
.

25
.

微白蛋白 n 的含量约为组份 I 的 1 / 5
,

它的等电点为 3
.

85
.

根据胰蛋白酶水解所得肤段和澳化氰裂解片段的氨基酸序列
,

以及微白蛋白一级结构的同源性确定了两种微白蛋白的氨基酸全序列
.

微白蛋白 I

和微白蛋白 n 的序列有 22 个氨基酸残基差异
,

但和 C a + +
离子结合有关的氨基酸残

基并无变异
.

肌肉微白蛋白具有高溶解度
,

低分子量的特点
.

这一类蛋白质至少和另外两类蛋白质即

肌钙蛋白 c[
,一 3] 和肌球蛋白碱性轻链 为氨基酸序列具有同源性

〔,
,

习
.

某些微白蛋白的三度空间

结构已经阐明 L, 一 ” .

一个时期以来曾经认为微白蛋白只存在于低等脊椎动物的肌肉中
,

但最近

报道已从某些羊膜动物的骨骼肌中分离并鉴定出几种微 白蛋白
’ 8] .

上述各点说明利用微白蛋

白这一类蛋白质的一级结构研究系统发育 ( p h y!og en et ic )
,

具有重要意义
.

一
、

材 料 和 方 法

电鳗得自新泽西州 rA dsl ey 的世界科研动物社
.

苯异硫氰
、

三氟乙酸和三乙胺为 iP e r
ce 产

品
.

D E A E一 5 2 纤维素为 w h a t m
a n

产品
, S e p ha

d e x
为 p h a r m , c i a F i n e C h e m i c a ls 产品

.

硅胶铝

箔 60 F 25 ;

为 E
.

M er k 和 aE st m
, n

产品
.

肤和蛋白质的氨基酸分析用单柱法
「9] ,

样品用 5
.

7 N

H CI 在抽真空下封管后 1 10 ℃ 水解
,

通常 2 4 h
.

半胧氨酸转变成 s 一毗睫乙基化衍生物 l0tJ 或半

胧氨磺酸 l1[ ,后测定
.

E dm a n
降解这两种蛋白质不能测出 N

一

末端
,

封闭的 N
一

端残基以 N
一

乙酸丙氨酸为标准对

照
,

经高压电泳后用 1外 特丁基次氯酸显色鉴定
,

并从纸电泳上回收 N
一

端残基
,

常规条件下水

解后做氨基酸分析鉴定
.

本文 19 83 年 9 月 19 日收到
, 19 84 年 7 月 12 日收到修改稿

.
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电鳗肌肉中两种微白蛋白的氨基酸序列

c一

端残基用梭肤酶 Y鉴定
.

取 25 nmo l
e

样品溶于 p H6
.

5, o
.

05 M 磷酸缓冲液中
,

加人

1师 l竣肤酶 Y 溶液 ( 1 0 0 此八 00 川 )
,

37 ℃ 下保温 90 而
n ,

反应混合物直接上氨基酸分析仪
.

等

电点用 v es et r

be gr 和 Sve sn on 1[ ’ 】的等电聚焦法测定
.

微白蛋白溶液的紫外吸收光谱用 aC 即 1 18

型自动记录式分光光度计测定
.

1
.

C N B r
裂解 肤或蛋白质样品溶于 70 并 甲酸中

,

配成 l % 溶液
,

加人等量 C N Br
,

在室温下过夜
,

反应混合物 用蒸馏水稀释 20 倍后冷干
,

冷干样品溶于 0
.

2 M 醋酸中上 Se
p h ad ex

G 一

50 柱 ( 1
.

8 x 95 Cm ) 进行凝胶过滤
.

2
.

酶解 蛋白质或肤溶于 p H 8
.

0
,

0
.

2耐 N H
4
H C O ,

中
,

配成 1务一 2 多 溶液
,

加 T P C K 一

胰

蛋白酶 ( 2 % w /w ) 或嗜热菌蛋白酶 ( 0
.

5务
,

w / 、 )
,

在 37 ℃ 下水解 h6
.

3
.

肤分离 胰蛋白酶水解得到的可溶性肤先 上 S el, h司 xe G 一

25 柱 ( 1
.

25 x 1 50 c m ) 进

行凝胶过滤
,

用 0
.

0 , M N H
4
H C O ,

洗脱 )
,

含有较大的肤的组份用 D E 一

义 纤维素离子交换层析

进一步分离
,

柱长 1
.

8 X 2 0 c m , 0
.

01 M N H
4
H C 0 )

平衡后用 N H
;
H C O ,

梯度洗脱
.

制备性高压

纸电泳在 p H 1
.

8 ( 8 7 m l 冰醋骏和 2 7
.

6 m l 8 8多 甲酸 ) 或 p H 6
.

5 ( 1 0 m l冰醋酸
,

2 0 0 m l 口比咤和

2 7 0 o m ! 水 )下进行
.

除个别肤 (微白蛋白 I 的 T 3 , T l l , T 12
,

T 1 3 ) 用薄板层析分离 (溶剂系统

为丁醇
: 乙酸 : 水~ 4 : l : 2 ) 外

,

大多数肤都用高压电泳分离 (微 白蛋白 I 的 T S和 T g
.

微白蛋

白 H 的所有胰蛋白酶水解肤
,

除 T l 和 T 7 例外 )
.

4
.

序列分析 由于所有酶解肤段相对都比较小
,

因此采用 手 工 操 作 法
〔13] 进行 dE m an

降解
.

常规条件为
:
样品 1 00 一 1 50 m加 lse

,

偶联试剂为 10 外 苯异硫氰
,

30 外 三乙胺和 50 多

毗咤混合液
,

反应后偶联试剂用己烷 /乙酸乙醋 2 : l (
v

/
v
) 洗涤 2 次

,

再用苯洗涤 2 次
.

在冲

氮 条件下用三氟乙酸进行裂解
.

咪哩琳酮衍生物 用苯 /乙酸乙醋 1 : 1 (
、 / v

) 抽提
,

并用 IN 甲

醇
一
H CI 在 50 ℃ 下反应 s m in 转化成 P T H

一

氨基酸
.

P T H
一

氨基酸用 薄板 层析 鉴 定闻
,

并

按 Sm iht ise 法 〔14J 碱水解回转成自由氨基酸上氨基酸分析仪重复鉴定
.

5
.

肚的命名 用胰蛋 白酶和嗜热菌蛋白酶水解得到的肤分别加以前缀 T 和 T h
,

其后的

数字指肤在蛋白质结构中从氨基到梭基端的线性排列顺序
.

二
、

结 果 和 讨 论

电鳗肌肉 ( 3 5 0 9 ) 切碎
,

加 1
.

5 倍体积的抽提溶液 ( 0
.

0 1 M T r i; / H C I缓冲液
,

p H 8
.

5 ,

内含

l m材 K CN 和 1m M C a C 12 ) 置均浆器中打成均浆
.

均浆在 1 0
,

0 0 0 X g 下离心 3 o m王n ,

上清液

加固体硫酸按到 55 %饱和
, 4℃下搅拌 Z h 后离心

,

上清液对抽提缓冲液透析过夜
,

并用 PM 10

超滤膜浓缩到 4 0 m l ,

浓缩液上 S o
p h a d e x G 一 7 5 柱 ( 2

.

5 X 9 5 c m )
,

用抽提缓冲液洗脱
,

结果如

图 1 所示
.

将含有微 白蛋白的组份超滤浓缩后上 Se p h a dcx G 一

50 柱 ( 1
.

8 火 9 0c m ) 分离微白

蛋白和肌红蛋白
,

洗脱条件为 .0 01 M rT is /H CI 缓冲液
, p H 8

.

4 ,

内含 1 0 mM aC 1C
2 ,

结果见图

2
.

收集图 2 中的 3P 组份
,

用 U M
一 2 膜超滤浓缩后上 D E A E 纤维素柱 ( 1

.

8 x 3 0c m ) 进一步

纯 化并分离两种微白蛋白
,

柱子用 p H 8
.

3 ,

内含 l m材 aC 1C
2

的 。
.

01 M T isr /H CI 缓冲液平衡
,

梯

度洗脱
,

两个贮液瓶内洗脱液体积均为 1 00 ml
,

N
a

CI 浓度为 0
.

01 一 0
.

IM
,

结果见图 3
.

起初

实验所用洗脱条件为 N
:

lC 直线梯度 0
.

01 一 o
.

Z M
, E dm a n 降解 , 步的结果证明

,

在此洗脱条件

下微白蛋白 I 中仍杂有少量肌红蛋白
.

因此对 CN Br 裂介后的片段再进一步纯化 (见补充材

料图 2 和图 3 )
.
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1崖

下

矫荆客

分部收集管号

图 l电鳗肌肉抽提液在s ep l、 ad
e xG 一

5 7柱上的典型层析图

[ 浓缩的肌肉抽提液 1 0n r l( 相 当于99 肌 肉 )上s ep h ade xG
一

75柱( 2
.

5% 9 5e , l ,

)
, p H 8

.

5 内含 l
. n

M C a C I
:

的

0
.

o l M
’

r r i s

/H e l 缓冲液洗脱
.

流速 2 0 , n l / h
.

.
·

…… 2 8 0 n , n
处的吸光率

, o

—
0 2 6 On : , , 处 的吸 光率

,

卜一月 表示含微白蛋 白的收集部分〕

表 1 电鳗两种微白蛋白的氨基酸组成

微 白蛋 白 互 微白蛋白 11

A s % *

T h r a

S e r a

G l x

G l y

A l a

V a l b

M C t

1 l
e b

1
』
e U

P h 巴

L y s

H 15

A r g

C y s c

1 6
.

0 0( 1 6 )

4
.

6 0 ( 5 )

5
.

8 1( 6 )

8
.

9 1( 9 )

8
.

80 ( 9 )

18
.

2 1( 18 )

斗
.

9 1( 5 )

0
.

9 3 ( l )

4
.

4 1( 5 )

7
.

9 0 ( 8 )

10
.

2 1( 10 )

1 2
.

7 1( 一3 )

1
.

2 0( l )

1
.

10 ( 1 )

0
.

93 ( I )

16
,

0 0 ( 16 )

5
.

9 1( 6 )

5
.

6 1( 6 )

12
.

4 1( 12 )

9
.

2 3〔9 )
14

.

0 3 ( 14 )

7
.

0 3 ( 7 )

0
.

8 5 ( 1)

3
.

8 6 ( 4 )

了
.

3 0 ( 丁)

9
.

0斗( 9 )

13
.

7 1 ( 1 4)

1
.

] 0 ( 1 )

x
.

0 9 ( 1)

0
.

8 8 ( l )

括号中的数值得自序列测定结果
,

* 氨基酸残基数作为计算时 的参考值
.

a
.

根据 2 4 , 4 8 和 72 h 水解的数据外推到 0 时的数据
.

b
.

72 h 水介的数值
.

` .

测定半眯氨耽酸所得数值
.

电鳗肌肉中两种微白蛋白的氨基酸组成列在表 1 中
,

和其它来源的微白蛋白相同
,

这两种

蛋白质中都不含有脯氨酸
、

酩氨酸和色氨酸
,

苯丙氨酸的比例高而恒定 ( 1 08 个氨基酸残基中

分别具有 9 个和 10 个苯丙氨酸残基 )
,

这一组成上的特点在电鳗肌肉微白蛋白 I 和 n 中是很

典型的
,

这和它们具有典型的微白蛋白紫外吸收光谱
汇8J 是一致的

.

电鳗微 白蛋白 I 和 n 的等电
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卜- - - - - 一- 刁

电 P3

卜- - - - 闷

八 P I

ǐ之ó侧做0 .乙

, /

八”n,̀-

·

哥掀翻

.240120

粼哥哪

0
.

0 4

/ ` 一 - 闷

/ /

八 P Z

10 3 0 50

分部收集管号

图 2 图 l 中的 p 3 在 Se p恤 d e : G 一 , o

柱上的层析图

(浓缩的 p 3 s m l 上 s e p h a d e x G
一
5 0 柱 ( 1

.

8只

9 5e ln )
.

p H S
.

斗
,

内含 10 m M C a (〕l
,

的 0
.

0 1M

I
`

r i s / I IC I 缓冲液洗脱
.

流速 6
,n l /h

,
2 6 0 n m

下测吸光率
.

卜一月表示收集部分 )

0 一 10 20 3 0 4 0

分部收集管号

图 3 D E A E 纤维素分离电鳗肌肉 2 种

微白蛋白的层析图

(按图 2 收集的微 白蛋 白部分浓缩后 上 D E 人E 纤维素

柱 ( 1
.

8又 3 0 e ,。
)

,

柱子用 p H 8
.

4 ,

内含 l m M C a C 1
2

的 0
.

o l M T r i s

/ H e l 缓冲液平衡
, 箭头示 0

.

0 1一 0
.

IM

N a CI 直线梯度开始
.

流速 30
10 1 /h

,每管收集体积为 3
.

8

m卫
.

2 6O n m 下测吸光率 )
一 u 乙 。 J甘 . 叨

八 [几喃 V L N I认 D ll 认、 A L a 、 CKA I刃 SF lD lKA F f E\K七以SKS A

只厂二 !城洲二工凭匕

CN压 1 ! 0

AF S GV I刀O KD ITG义

幻1)八C KA I了 r s r D日义 A F FE K、心 U t SK TS

D D VK KA FA 拓I l x洲〕K叨 F I E E DE以 L F LQN KF 别3A RA】: FL珑

当督烈比
t= 习沈二到二工嗽

万

肥
吮

还更硬鉴;理二
尽二二 1双吮仕丁七习=

CN压 1

如 l的

l刃 K八F M KAG D T以宝以〕 IQ G丫 E〔只认四K A

加
v K KA

礴{
n E n K、 F IE

豁
E LK L v二品

K二 ( ; R* L

牛{、

:誉习少二二愁二二 t二二二工色二二二 1二二万
l

匕七工甘土岌U戈

二忙U写== 叹生
一位三卫攘丝

,`

一一乍二二铿
:

—

叨

E T K名W卜I AQ S D K
、 oG K

品EF sA o K A

二忙二刀扮 :扛几二泣型寻蔽全
,`

图 4 电鳗微白蛋白 I 的氨基酸顺 序

( , 表示用 F山 。 a n 降解确定的残基 ;一表示根据氨

基酸组成估计 的残基 ;十表示 E d , n a n

降解后对剩余

部份氨基酸分析确定的残基
.

食为 e N Br 裂介点 , 个

为胰蛋白酶的作用点 , 杏为嗜热菌蛋白酶 的作用点 )

点分别为 4
.

2 5 和 3
.

8 5
.

图 5 电鳗微白蛋白 11 的氨基酸顺序

(说明与 图 呼相 同 )

两种微白蛋白的氨基酸序列总结在图 、 和图 5 中
.

肤的分离和氨基酸组成见补充材料
.

微白蛋白 n 经胰蛋白酶水解后进行 s e ph a
de

x G 一

25 凝胶过滤可得到 5 个组份 (见附录图

6 )
,

其中之一用高压电泳可分离出 6 个肤
,

其中 T 13 和 T 13
’

(见补充材料表 Iv ) 具有完全相
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同的氨基酸组成
,

但在 p H 6
.

5 下进行电泳
,

相对于酚红的移动度却分别为 。 和 + 40 %
.

一种

可能的解释是肤 T 13 中 A s p 一 9 0 在肤 T 13
’

中是以酸胺形式存在
.

90 到 92 位残基为 顺 序 是

A sP ,。 一 L sy 9 1一 A , p , 2 ,

在这种情况下
,

胰蛋白酶对 91 和 92 之间肤键的水解是很困难的
,

但事实上

胰蛋 白酶却能定量地水解这一肤键
,

这一事实也支持 A s p一 9 0 可能是操作过程中形成的 矫作

物
.

为了证明这一可能性
,

我们避开胰蛋白酶水解
,

直接用 c N B r

片段测定顺序
,

但所得结果

仍显示 90 位残基是 A sP 而不是它的酸胺形式
.

考虑到 90 位残基的保守性 (已知的微白蛋白

顺序这一残基位置都是 A s p ) 和 T 13 的得率是 T 13
’

的 8 倍
,

因此我们的结论仍认为 90 位残

基是 A sP
,

但产生 T 13
’

肤的原因仍不清楚
.

X 光衍射研究已证明微白蛋白具有两个 c a + +

离子结合中心
,

即 lS 和 2S
,

位于两个螺旋

区 ( A 和 B ) 之间的转角上
,

因此具有 A l
一

s卜 lB
一 L 一 A Z一 5 2 一 B Z 这种二单元形式的结构

,

其中 L

是联合区 E,」
.

和钙离子结合的残基涉及 5 1 中的 A s p 一 5 1 , A s p 一 5 3
,

S e r 一 5 5
,

p h e 一 , 7 , G lu
一 5 9 ,

5 2 中的 A s p 一 9 0 , A s p 一 9 2
,

A s p 一 9 4 , L y s 一 9 6 和 G l y一 9 5 ,

所有这些位置上的残基都是 严 格 保

守的
.

构成关键性的疏水接触的残基例 如 lS 中的 leI
一 5 8

,

B1 中的 eL u 一 65
, P h。一 “

,

eL
u 一 6 7

,

P h e 一
7 0

, A Z 中的 T h r 一 8 2 , P he 一 85 (或 v a l )
, 5 2 中的 L e u 一 9 7 以及 B Z 中的 V a l 一 9 9

,

p h e -

1眨
,

L eu
一 1 0 5 ,

和 v al 一 106 在电鳗的两种微白蛋白序列中也都被保留
,

但是 eL
u 一

88 和 T h r -

11) 3 分别被 M et 和 se
r
所置换

关于电鳗肌肉中这两种微白蛋白的氨基酸序列在进化中的意义将在另文中讨论 115]
.

本工作为美国国家科学基金 D E B夕8一 0 4 2 9 1 和 D E B 7 8一 1 4 19 7 所资助
.

美国 W is e o n s i n 大

学生理化学系的 R
.

L
.

N i ec 。
博士和 K

.

M
.

H an
s

on 在氨基酸分析技术上的帮助
,

在此一并

致谢
.

附 录

用 D E A E 一纤维素离子交换柱层析纯化微白蛋白 I

经 se p ha de
x G 一

50 凝胶过滤收集得到的含有微白蛋白的部分用超滤 ( U M一 2 超滤膜 ) 浓缩到 10 m l , 上

D E A E 一 5 2 纤维素柱 ( 1
.

5 x 14 e m )
,

柱子 用 p H 5
.

4 ,
含有 l m M C a C I

:

的 0
.

0 1 M l
`

r i s

/ H C I 缓冲液平衡
.

洗

脱梯度为 2 00 lm rT is/ H cl 缓冲液对 2 。。 m l 0
.

2 M N ac l 溶液 (用相同缓冲液配制 )
.

洗脱图形见图 1
.

卜州标

记为收集部分
,

其中仍含有少量肌红蛋白
,

进一步纯化用嗅化氰裂解片断进行
.

澳化佩裂解电鳗微白蛋白 1

微白蛋白 I (约 30 m g ,
含有少量肌红蛋白 ) 溶于 70 % 甲酸中配制成 1肠 溶液

,

加人等重量的 C N Br 在

室温下反应 16 h
.

冷冻干燥后样品溶解在 。
.

25 “ 乙酸中
,

上 S e p ha d c 、
G
一

50 柱 ( 1
.

8 x 95
c m ) 进行凝胶层

析
,

结果示于图 2 中
.

标记一月为收集部分
.

组份 4 ( C N Br Z) 是 22 个氨基酸残基的纯肤
,

它和 c N Br l 片

段的氨基酸组成列于表 l 中
.

组份 2 用 D E A E 纤维素进一步纯化
,

结果见图 3
.

图 2 中的组份 1 是未裂解

的蛋白质
,

组份 3 来自肌红蛋白
.

酶解

用 p H 5
.

0 , 0
.

2 M N H
4
H C o

,

溶解一定量的 e N B r i 片段或热变性 ( 2 0 ha
n , l 0 0 c0 水浴中 )蛋白质

,

配

成 1% 溶液
,

加人 2% T cP K 一胰蛋白酶 ( w /w ) 或 0
.

5% 嗜热菌蛋白酶 ( w /
,

)
,

37 ℃ 下水解 h6 酶解后的可溶

性肤首先进行 s e p抽d e x

-G 2 5 凝胶 过滤 ( 1
.

2 x i 5 0 c m , 0
.

0 , 肘 N H
;
H c o s

)
,
洗脱图形见图 4 到图 6

.

含有

较大肤段的组份进一步用 DE
A E 纤维素离子交换柱层析分离

,

柱长 1
.

8 x 20 cm
,
用 。

,

。 I M到 0
.

3M N .H H c
o’
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1 2 3 4
卜一叫 卜一 片一一」 曰 卜 -叫闷

n曰

铃长咨

ǎ之à恻说z。
.之 4

住

....叮Jl eeweweseto
esJ
月

\̀

,
|加认

训日日川钊日仆犷且/

川川日餐识春

0 10 2 0 30 4 0 50
`

分部收集管号

图 1 D E一 52 纤维素柱纯化电鳗微白蛋白 I

[正文图 2 中的 p 3 部分上 D E 一 5 2 柱 ( !
.

8丫 l斗e m )
,

柱子用 p H 8
.

斗
,

内含 1 m M C a C 1 2

的 0
.

0 1 M T r i s /

H CI 缓冲液平衡
.

箭头处为 0
.

01 一 O
.

Z M N a CI 直

线梯度开始 (各 ZOl0 n
l)

.

每管收集体积 3
.

0 m l , 流

谏 3 0m / h
。

.
·

…… A
, 。 。 , O 一 O A

, `。
]

分部收集管号

图 2 微白蛋白 I C N Br 裂介肤在
S叩 ha de

x G 一

50 柱上的凝胶过滤图

(每管收集体积为 3
.

6
: 。 l

,

流速 6 m l l h
.

吸光率在 2 3 On m 处测定 )

CN B r l

ǎ之侧口妊八O曰工资山乙

,̀仓

.10.05,

粉米肠

_ 声 沪口 声声 户护户 _ _

二一一 一

分部收集管号

图 3 D E一 5 2 纯化图 2 中的组份 2

〔组份 2 上 D E
一

兑 柱 l(
.

8只 ZOcl l ,

)
.

柱子用 。
.

0 1M N氏 H C o
,

平衡
,

箭头处为直线梯度开始
.

混合瓶中为
0

.

0 2 材 N H
一
H e o

3 , 贮液瓶中为 0
.

3 M N H
一
H C o

,

(各 15 0 m l)
, 流速 3 0 , n l /h

,

吸光率在 2 3 0 n ,、 , 处测定 ]
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表 1 微白蛋白 IC N rB 裂解片段的氨基酸组成
,

括号中的数值得自序列测定的结果

C N B r C N B r Z

G l x

G Iy *

A l合

V 舀 I

入l e t

I l e

L e U

P h e

1
.

外

H 15

A r g

C y s * *

1 2
.

8 1( 1 3 )

3
.

9 0 ( 4 )

4
.

9 2 (弓)

7
.

10 ( 7 )

5
.

0 0 ( 5 )

1斗
.

9 2 ( 15 )

3
·

2 2 ( 3 )

( l )

3
.

2 0 (斗)

7
.

3。 ( 7 )

8
.

8 3 ( 9 )

1 0
.

2 1( 10 )

1
.

3 2 ( 1 )

1
.

10 ( l )

0
.

9 3( 1)

3
.

0 0 ( 3 )

0
.

9 1( l )

1
.

0 3 ( x)

2
.

3 0 ( 2 )

4
.

2 2 ( 4 )

3
.

1 1( 3 )

2
.

2 3 ( 2 )

1
.

0 9 ( l )

1
.

OE( 1)

0
.

9 1 ( l )

3
.

0 2 ( 3 )

氨基酸残基数作为计算时的参考值
.

测 定半耽氨磺绞所得数值
.

2 3 4 5
卜 -一闷 ,- ,、~ ~ 叫 卜 .叫 卜 -闷

1 2 3 4 5
卜 -一刁 卜

-
闷 卜 -

,

~ 闷 卜 `门叫 卜~ , . J

哥嗽彭备来奋

分部收集管号
分郊收集管号

图 月 胰蛋白酶水介 C N B r
z ( 图 3 ) 在 se p ha d e x

G
一

25 柱上的凝胶过滤图

[水解液上 s e p h a d e x
柱 ( 1

.

2 5火 1 5 Oe
· n

)
,

用 0
.

0 5

M N H
一
H C o

,

洗脱
.

每管收集体积 4
.

0
: , 1 1 ,

流速 1 2
,、 1

1 /h
,

吸光率在 2 3 0 n m 处测定 3

图 5 胰蛋 白酶水解微白蛋白 I 在

S
e ph a d ” x

于2 5 柱 匕的凝胶过滤图

(详细说明见图 勺

直线梯度洗脱
.

分离结果见图 , 到图 10
.

大多数肤在 p H I
.

8或 p H 6
.

5下用制备性高压纸电泳分离
.

个另l]肤用纤维素薄层层析分离
,

所用溶剂系统

为丁醇 /乙酸 /水 。 : z , Z v

/
v

)
.
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}”
一

山己 么
一

么么

一芝à侧经f OU 工
.

工乙

斧润 (咨

哥次馨

一 一一 一
` 户

. ..
户

. `. 目.
户 ~`

`
户口

.
创. , 户

`

一 ` 户 甲,
一

.
J

.
`
目

. J . `
`

目 口 , ~ 户 ,
目
户

分部收集管号
分部收集管号

图 6 胰蛋白酶水介微白蛋白 11 在 s eP h ad ex

G 一

25 柱上的凝胶过滤图

(详细说明见图 勺

图 7 D E 一 5 2 纯化组份 I

(见图 5微白蛋白 l)

(详细说明见图 3)

ST
T 10 T 6 J 乞

(芝à娜任确OUH,H乙

,j以

玲软彭

ǎ芝à侧径旧OUH
,
工Z

,ó6,J
众

铃嗽咨

_

沪沪
一 J,

沪 产
_ 口尸

~
. . . . .司户

尹 沪 尹

30

分部收集管号 分部收集管号

图 5 D E 一 5 2 纯化组份 2

(图 4 微白蛋白 l)

(详细说明见图 3)

图 9 D E 一
5 2 纯化组份 3

(图
4 微白蛋白 l)

(详细说明见图劝

氮甚酸分析

肤样品用 5
.

7 N H CI
,

在 1 10 ℃ 下水解 20 h
.

水解液的氨基酸含量用

工作中各个肤的氨基酸分析数据列于表 2 到表 5 中
.

T e e 】功 i c o n T SM 分析仪测定
.

本
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表 2

1 1

微白蛋白 I飞
一

1胰蛋白酶水解状的氨基酸组成

T2 l
一

31 5r7

刁
.

0 0
*

( 4)

1
.

0 1 ( l)州百
1

.

, 斗 ( 2 ) 2
.

0 1 ( 2 )

1 8

1
.

9 8 ( 2 )

0
.

8斗 ( ]) 0
.

9 1 ( l )

1
.

OU
申

( 1 )

G

A

V

M

J

L

F

K

i I

R

C

总残 泣数

位置

在 p H 1
.

8 厂
* *

的移动度

得 率%

1
.

0 5 ( l )

5
.

6 0 ( 6 )

1
.

0 9 ( l )

王
.

0 6 ( l )

1
.

0 0* ( l ) 0
.

5 8 ( I )
.

0 0
*

( l )
.

0 5 ( l )

1
.

0 0*

( l )

0
.

9 8 ( l )

2
.

14 ( 2 )

1
.

10 (
.

)

]
.

9 7 ( 2 )

0
.

9 7 ( l )

1
.

1 0 ( l )

2
.

2 0 ( 2 )

0
,

9 4 ( 1 )

1
.

1 0 ( 1 )

1
.

2 2 ( } )

2
.

2 1 ( 2 )

1
.

3 0 ( 1)
.

0 3 ( l ) 0 0

1
.

2 4 ( 1 )

1
.

斗0 ( l )

0
.

9 0 ( 1 )

l 9

1 一 l 勺 20一 2 7 2 8一 3 2 3 9一 4斗 45 斗6一 5 4

弓O 1q

+ 1 10%

l 9

十 弓0 0% +

2 5

十 1 7%

l0 2 1

T 9 l
一

10 l l 1 2
,

1
’

13 f 1 4 「15 1 16 T 17

D

T

S

E

G

A

V

M

J

L

F

K

H

R

C

总残基数位置

在 p H I
.

8 下* *

的移动度

得率%

0 0
*

( l ) }1 0 0
*

(
)1 1

0
.

8。 ( 1) l一
一

9 I ( 2 )

3
.

0 0 *

( 3 )

0
.

9 1 ( 1 )

0
.

9歹 ( l ) 9 3 ( 1)

2 5 ( 1) 0 0 *

( 1)

3 0 ( l ) 2 0 ( 1) 3
.

3 0 ( 3 )

0 0 *

( l ) 11 97 ( 2 ) 0 0 *

( 1) }l
,

0 3 ( l )

0
.

9 1 ( l )

1
.

8 2 ( 2 )

0
.

8 2 ( l )

0
.

9 4 ( 1)

l
·

9 9 ( 2 )

0 0 ( l )

O
,

8 9 ( l )

2
.

0 1 ( 2 )

0
.

92 ( 1 )

1
·

9 3 ( 2 )

2
.

2 1 ( 2 )

0
.

3 2 ( l )

( l )

( l ) ( 2 ) 9 3 ( l )

( 2 ) 口
.

9 2 ( l )

川乃

9 1 ( l ) 14 ( [ ) }1
.

0 1 ( L 1
.

9 9 ( 1 )

1
.

0 1 ( l )

1
.

0 0
*

( l )

0
.

9 0 ( l )

工
.

0 8 ( 王)

。
.

9 7 ( l )
1

.

0 0
*

( l )

0
.

9斗 ( l )

0
.

9 8 ( l )踩

,.止d`n曰néO自U乃乙
, 1`

9 6 ( l )

l 0 ( l )

5弓一 6 4 6 5一 7 1 7 2 一 7 5 7 6一 8 3 亏斗一 8 7 吕8一 96

1 l

9 7一 10 7 10 8

l 2

9 7一 1 0 8

十 1 50%

弓6

+ 80%

1 8

+ 9 0%

2 0 2 l 10 2 0

+ 7 0%

l 5

+ 4 5 0%

4 0

+ 60%

20

* 这些氨基酸的残基数作为计算时的参考值
.

* *

肤相对于酚红 的移动度
, 十号为碱性肤 , 一 号为酸性肚

,括号中的数值得自序列测定结果
.

T l 和 T月 得自蛋白质
,
其它肪得自 c N Br J 片段

.

T 巧 和
’

r 7I 用 T L C 分离
.

+ p H 6
·

5 下的移动度
.
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T l
卜 - -一闷 皿

ō芝一留逻的O曰工 .工乙

,一O

l

…|州
sese

|州引
ll)

0
.

5

又
.

户创 户口 . . .口 .沪 户甲 r户 ,
户

~

哥粼奋

_ 尹 -

一
、,十
」下

IL、

ù
ù

一
\

_ 尹 一沪 户

l 0 3 0 5 0

分部收集管号

图 1 0 D E一 5 2 纯化组份 I
( 图 6微白蛋白

(详细说明见图 3 )

表 3 微白蛋白 1 T l 肤段的嗜热菌蛋 白酶水解肤的氨基酸组成

T h l T h Z
’

r l
一
3 T l门 l飞5

22222
.

80 ( 3 ))) 0
.

8 9 ( I )))

.

0 0 ( l )

工
.

0 1 ( l )

1
.

0 0
*

( j ) 1
.

0 0*

( l )

1
.

22 ( I )

2
.

10 ( 2 ) 0
.

9 8 ( l )

TE5GAVM

l
,

0 0 *

( l )

L

F

K

H

R

C

总残基数

位 置

移动度

]
奋
1 1 ( l ) 0

.

9 1 ( l )

0
.

9 5 ( l )

10 ( 1 )

0
.

8 2 ( l )

气

一 2 6 0%

( p H 6
.

5 )

2一

;
( p H 6

.

5 )

6

5一 10

一 10 5%

( p 工诬6
.

5 )

4

1 1一 l斗

O

( p H 6
.

5 )

+ 10 2

( p H 1
.

8)

20

15一 19

0

( p H
_

6
`

5 )

得率% 5 0 2 3 1 8 2 6

.
这些氨基酸的残基数作为计算时的参考值

.



表 斗 微白蛋 白11 胰蛋白酶水解肤的氨基酸组成

’

r ,

}
` 之

1
l
`

2 l
一

3 1 斗

I )

T

S

E

G

八

V

M

I

L

F

K

H

R

C

总残基数

位置

2
.

8 2 ( 3 )

0
.

75 ( 1 )

0
.

7 4 ( I )

2
.

0 2
*

( 2 )

2
.

0 2 ( 2 )

2
.

8 0 ( 3 )

0
.

9 8 ( 1)

1
.

86 ( 2 )

0
.

7 0 ( l )

门
.

7 6 ( I )

j
:

.

。 , ( 2 )

-

石生一阵二一 {二生
-

卜竺
一

一

1 1
.

5 9 ( 2 ) 1 2
·

UU ( Z少 1 1
.

16 ( l )

0
.

8 2 ( 1 )

0
.

8斗 ( l )

0
.

8 9 ( l ) 0
.

7 2 ( l )

0
.

9 2 ( l )
0

.

9斗 ( 1 )

1
.

0 0
*

( l )

0
.

8 5 ( l )

3
.

0 0 ( 3 )

1
.

u o*

( 1)

1
.

0 0* ( l ) 1
.

00*

( 1 )

1
.

0 2 ( l )

1
.

0 0*

( l )

0
.

9 3 ( l )

1
.

0 0* ( 1)

0
.

9 3 ( 1 )

2
.

0 0* ( 2 )

1
.

0 1 ( I )

;
.

0 0 ( 1)

0
.

9 1 ( l )

0
.

9 9 ( 1)

1
·

8 3 ( 2 )

0
.

9 7 ( l )

1
.

0 2 ( l )

0
.

7 5 ( 1 )

0
.

8 6 ( l )

1
.

0斗 ( l )

l
·

8 1 ( 2 )

1
.

1 9 ( I )
.

0 0 ( l )
.

0 1 ( l ) 0 0 ( l ) 9 4 ( 2 )

0
.

9弓 ( l )

0
.

9 1 ( l )

0
.

9 5 ( 1)

0
.

9 9 ( 1 )

1
.

0 4 ( l )

1
.

0 4 ( l )

0
.

85 ( 1)

l 9

l一 19

I 0

5 5一 6斗

移动度 ( p H 6
.

5 )

8

2 0一 2 7

一 4 2%

( p H 6
.

5 )

5

2 8一 3 2

0

( p H 6
.

5 )

6

3 3一 3 5

+ 6 0%

( :
,
H 6

.

弓)

6

3 9一斗4

+ 13 0%

( pH 1
.

8 )

4 5

+ 斗0 0%

( p H 6
.

5 )

7

3 9一月5

日一 18 0%

( :
、
H 1

.

8 )

9

斗6一 5斗

一 80%

( pH 6
.

5 )

得率% } 刘 2 2 1 5
.

4 2 1 2斗 2 5 2 0 i 6 4 8

1
.

10 丁 1 1
,

f 12 r 1 3 (
’

r 13
’

)

1
.

0 7 ( l )

f 14 「 l ,
’

f 1 6 T 17

D

T

S

E

G

A

V

M

I

L

F

K

H

R

C

总残基数

位置**

1
.

10 ( l ) 0 9 ( l ) 1
.

15 ( l )

1
.

7 0 ( 2 )

1
.

0 8 ( l ) 2
.

0 9 ( 2 )

1
.

0 0* ( l ) 1 1 ( l )

0
.

8 8 ( l )

1
.

0 0* ( l )

0
.

7 1 ( l )

1
.

0 0*

( l )

2
.

0 0承 ( 2 ) 2
.

0 0*

( 2 )

2
.

0 0*

( 2 ) 1
.

9 7 ( 2 )

0
.

9 1 ( l )

0
.

60 ( 1)

里
.

9 6 ( 2 )

0
.

83 ( l )

0
.

8 1 ( 1)

0
.

8 9 ( 1 )

1
.

9 9 ( 2 )

1
.

0 0*

( l )

0
.

9 6 ( 1 )

1
.

9 8 ( 2 )

0 0 ( l )

0
.

7 8 ( l )

2
.

0 2 ( 2 )

1
.

00*

( l )

2
.

0 5 ( 2 )

1
.

8 9 ( 2 )

1
.

8 5 ( 2 )

1
.

7 1 ( 2 )

0
.

9 9 ( 1)

1
.

0 0 ( l )

.

0 5 ( I )
.

0 0( 1) 0
.

99 ( 1) 0
.

9 9 ( 1 )

0
.

8 8 ( ! )

1一 O ( l )

1
.

0 2 ( l )

0
.

9 8 ( l )

1
.

0 0 ( l )

1
.

0 5 ( 1)

0
.

8 6 ( I )

0
.

9 4 ( l )

0
.

9 9 ( l )

l 2

9 7一 10 8

+ 6 4%

、2口曰
Hp八“

ù
2
.

、,一

移动度

7

6 5一 7 1

+ 斗0%

心x, H 6
.

5夕

斗

72一 7 5

日
一

2 0 0%

( p H 1
.

8 )

8

7 6一 8 3

一斗5%

( p H 6
.

5 )

8

8斗一 9 1

十扣%

( p H 6
.

5 )

5

9 2一 9 6

一 况O%

( p H 6
.

5 )

1 l

9 7一 1 0 7

十 7 5%

( p H 1
.

5 )

王

1 0 8

+ 斗5 0%

( p H I J S )

得率% 2 0 2 0 2斗

8

8 4一 9 1

+ 9 0%

( p H 1
.

8)

O

( pH 6
.

5 )

3 2 2 0 2 0

* 这些氮基酸的残基数作为计算时的参考值
,

* *

肚相对于酚红 的移动度
, 十号为碱性肚

, 一号为酸性肚
.

’

括号中的
一

数值得盲序列测定结果
.

一 ` -



第 斗 期 朱德煦等: 电鳗肌肉中两种微白蛋白的氨基酸序列 多3 5

表 5微白蛋白u I T肤段的嗜热菌蛋白酶水解肤的氨基酸组成

fl h ThZ Th 3
’

l 书 斗

2
.

0 0*
(2) 1

.

0 0*

(1)

0
.

87 (1)

07 (1)

G

人

Y

M

I

L

F

K

H

R

C

总残基数

位置

移动度

1
.

0 0*

(1)

03 (1)

8 9 (1)

1 0 0 (1) 1
.

96 (2)

0 0 (1)

6 9 (1)

0
.

9斗 (1)

0
.

8 9 (l )

1
·

2 0 (1) 0
.

9 5(1)

得率 %

一2 9 0%

(p H6
.

5)

4 2

3

2 一斗

0

(p H6
.

5)

22

6

5一 1 0

一 5弓 %

(p Hb
.

5)

2 3

0
.

7 6 (1)

9

1 1一 9 1

+ 82 %

(p H1
.

8)

2 7

* 这些氨基酸的残基数作为计算时的参考值
.
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