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与快紫 ∃ 作用形成亮红色区带
,
以鉴定 %& %∋ 在凝胶

上的分布位置
(

)∗ ) 凝胶用考马斯亮蓝染色
(

∀ 结 果 与 讨 论

∀ 一 +
 ,

∋
, ,

+ , − 植物 . & . ∋ 亚基分子盆 用

)∗ )一. , / & 方法测定显示 +
(

玉米和 + , − , , 0 1 2 3 1 4

亚基分子量均为 55 6 ∗ 7 ∋
,

小麦 % & %∋ 亚基分子量

为 0 8 6 ∗ 9图 :;
(

∀
·

< ∋
一 ,

+
, ,

+ , − 植物叶 . & . ∋ 分子聚体 用原

性凝胶电泳结合快紫 ∃ 活性染色测定
,

显示 ∋
7

玉米

叶 %& %∋ 聚休分子量为  5 56 ∗
,

由于亚基分子量 为

: 8 8 6 ∗ ,

为四聚体
(

∋ , − 植物 , = 0 1 2 , 。4 . & . + 分子

量为 ∀ 55 6 ∗ ,

由于亚基分子量为 55 6 ∗ ,

为二 聚 体
(

∋ ,

小麦叶 % & %∋ 聚体分子 量 一 为 >5 6 ∗ ,

一为 #5

6 ∗ ,
由于亚基分子量为 #5 6 ∗

,

故为二聚体和单体两

种形式
(

上述结果说明在光照条件下
,
叶 . & % + 分子

具活性的聚体有单体
、

二聚体
、

四聚体多种形式
,

不同

光合型植物具有不同形式
(

∀
·

. ? 对 +
一,

+ , − 植物叶 . & . + 分子聚 合

状态的影响 用原性凝胶电泳结合快紫 ∃ 活性 染 色
,

比较 ∋
(

玉米在不同 .? 时叶 %& % ∋ 分子聚合状态
(

在分子量约 , 6 ∗ 处有微弱的活性染色
,
这种现象尚

难解释
(

用同样的方法显示 ∋, − 价0 。川“ 在光照

下 ∀ ≅ ,

叶 . & . ∋ 具活性的聚体其分子量 为 <8 8 6 ∗
,

为二聚体 7而在黑暗下 ∀≅
,
具活性的聚体其分子量 也

为 ∀5 8 6 ∗ 左右
,

亦为二聚体
(

但从多次实验看出,= 0 卜

。“ 在  55 6 ∗ 位置上有微弱的染色
(

看来其四聚体

可能是一种不稳定的状态
,

较易解离为二聚体
(

− 4 3 ) Α 8 6 4
等

〔”曾发现 + 水稻 . & . ∋ 在亚基上

有光激活和暗激活两种类型
, ∋

7

玉米仅为一种受光激

活的类型
(

结合我们的资料分析可以 认 为 Β ∋ ,

向

∋人− 和 ∋
(

进化的过程中
,
光激活亚基加强

,
暗激活

亚基退化发展为 ∋
(

%& %∋
(

而 ∋ 人− 植物 %& %+ 则

保留了 ∋
,

%& % ∋ 的二种类型亚基
,

在白天由光激活

亚基聚合成具活性的二聚体 7 在夜晚由暗激活的亚基

聚合为另一种具活性的二聚体或四聚体
‘”

(

综上所述
,

由于植物光合型和环境条件的 不 同
,

% & %∋ 聚体形式呈多样性
,

这在代谢功能的调节上无

疑地具有十分重要的作用
,

进一步研究 % & %∋ 分子聚

体形成和调节机理是今后值得探讨的问题
(

参

,二,当不显示  !
∀

。 时分子聚体为 # ∃∃ % & ,

为
∋

四 聚 体
,

( 为 )
∀

。或 !
∀

∗ 时
,

活性染色大大减弱
,

说明  

∃
,
+ , − ∋. / 0

∀

才移 1
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∀
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,
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∀

8 8 #

0− ? ? 4 − ≅ Α :
∀

( 3− ” 6 (4 .? = ; 3
, 5∗ ! Β 7 凳

适
,
聚体介离大于聚合状态

∀

用同样的方法研究 Χ : /

植物 : ∋< 。
‘,− ,

显示最适  为 )
∀

∃ ,
呈二聚体

∀

 

,
∀

! 或 !
∀

∃ 时活性染色能力减弱
,  #

·

Β 时活性染色

消失
∀

6
∀

# 光 Δ暗对 Ε 一, Ε : / 植物叶 Φ Ε 分子聚体

的影响 用原性凝胶电泳结合快紫 0 染色
,

显示 Χ 7
玉

米在光照下 5 64
,

叶 (Φ ( Χ 具活性的聚体其分子量为

钧。% & ,
为四聚体 7而在黑暗下 5 64 活性染色消失

,
但

0 − ? ?4 − ≅ Α :
∀

(3− ” Γ ( 无. 二5∃ 5
,
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9
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,
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∀
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Ο
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∀

: ∋ Ε 人 0 = ; Ε 人口≅ 0玄; (4 . ?
,

5∗ ! Β 7 6 # ∃ ϑ 6Κ
9 Ρ Β Β

> − ∋ 1 2 Χ
∀

0 = ; Ε 人= ≅ 0 = ; (几, Β : Ε 不− ,

5 ∗) 8 7 6∗ 8 9 Β Ρ )

/ − Σ ? Μ ; % − /
,
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∀

(3 − ” 9 Χ 口33 (汤. ? = ; 3
,

5∗ ! ∗ 7 8∃ ϑ # Κ
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商陆毒蛋白与蓖麻毒蛋白:链作为免疫
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关桩词 免疲毒素
,

商陆毒蛋 白
,

蓖麻毒蛋 白
,

单克隆杭体

免疫毒素系由具有导向能力的载体和具有杀伤能

力的毒素或药物偶联形成的复合物
∀

单克隆抗体的问

世使载体的高度特异性得到解决
,
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一

Χ
(

即成为免疫毒素制备的重要因素
(

我们将商陆属两种

植物中提取的商陆抗病 毒 蛋 白 9 . 8 6 1 Δ 8 1Ε Β 2 3 ΦΓ Φ= Β !

. = 8 , 1 Φ2 Η = “口 ) 1 1 Ε ) ,
. , . 一 ) ; 与国外在免疫毒素中最

常用的弹头药物蓖麻毒蛋白 , 链 9
= Φ+ Φ2 , ; 进行了比

较研究
。

材 料 和 方 法
(

材料

美洲商陆抗病毒蛋白 %, %一 ) 9
。 Ι2 ;

,

从美洲商陆属

植物 . 五, Ι 8 :4 + + 4 4

“
户￡1 4 , 。

种子中提取 7 中国商陆抗

病毒蛋白 %, %一 )9
4 ‘

;
,

从云南分 布 的 商 陆 属 植 物

.无, 3 8 :4 + + 4 4 + Φ ” 8 ) 4
种子中提取和纯化 7 蓖麻毒蛋白 ,

链 =Φ 8
Φ2 , ,

购自美国 )Φ 0 ϑ 4

公司7 ’
‘
∋ 一
亮氨酸

,

为英国

, ϑ 。‘“

≅4 ϑ 产品 7
’

? 一
亮氨酸

,

为中国科学院上海核伎

术开发公司产品 7 Κ 一

唬拍酞 胺
一 一

9∀ 一二硫毗咤;丙酸

9) %∗ %;为第四军医大学生化教研室和美国 Λ Φ0 ϑ Β

公

司产品 7抗人 Μ 细胞单克隆抗体 Δ ΑΝ 和 ΟΙ Μ ∋ 一

兔抗

鼠 坛/ 为卫生部武汉生物制品研究所史良如教授 提

供
(

为 Ι0 / Ι 亚类单抗
,

相当于 ∋ ∗ , ,
识别全部人外

周血 Μ 细胞及慢性 ∃ 淋巴细胞性白血病细胞
,
相应的

抗原分子量为 Π Ν 6 ∗=
‘

(

细胞株 Β 人 Μ 淋巴细胞白血病 1 & − 细胞株
,

人 ∃

淋巴细胞白血病 Θ 8 ΡΦ 细胞
(

·

∀ % , % 一) 的提取及其理化性质测定

详见另文 〔∀
(

(

蚀斑抑制法检测 %, % 一

)9 二二; 和 %, % 一)

94 。; 的抗病毒活性
【, , 书’

健康猴肾细胞以 5
(

∀Χ 肠 胰酶液灌注肾脏
,
使成单

个细胞
,

以营养液悬浮细胞成 < Σ :8
,

Τ ϑ : ,

接种于 Χ 5ϑ:

小方瓶
,
”℃ 培养 ΝΕ

,

使成单层
,

取 川 型脊髓灰质

炎病毒
,
以爱尔氏液稀释 Σ 5  

倍
,

装小管内
,

每管

。
,

#创
,

加人用爱尔 氏 液 稀 释 的 %, % 一 ) 9
4 :2 ;

,

或
%, % 一) 94+ ; 5

·

:32 : ,
对照加人 。

(

‘: 爱尔氏液
,

以

%∃ ) 洗细胞一次后
,

接种于致密单层细胞上
,
吸附 Χ5

ϑ Φ2 ,
加蚀斑营养液 , ϑ : ,

Ν ℃ 避光培养 Ε 后观 察

蚀斑数
,
计算结果‘

(

 无细胞蛋 白质合成系统测定 % , % 一Λ94 ( ;,

% , % 一

)9 41 ; 和 =Φ Ε “ , 抑制无细胞蛋白质合 成 的

活性

参照文献 「, , Π Υ 的方法
,

建立一个可用于分析蛋

白质毒力的兔网织红细胞蛋白质合 成 体 系 9共 # 。川

反应液
,

含 ς ∋Ι , − 0 ∋ Ι
Β , # 种氨基酸及 Π 拜+ Φ

’
? 一
亮氨

酸 ;
(

取反应液 > #川
,
对照组加人 闪 双蒸水

,

反应组

分别加人 . , % 一 )9
4 。;

, . , . 一)9
4 +

; 和
, Φ+ Φ2 , 溶液

”: ,

使其终浓度为 : Σ 一5 一
, 8

ϑ 8 :Τ Ω Ν℃ 反应 : ≅ 后
,

取 , 川 反应液在 Δ ≅4
, ϑ 8 2

号滤纸上
(

进行液体闪

烁计数
(

一 Χ Ξ Α Ν Β . , . 一) 和 Δ Α Ν 一Β = Φ8 Φ, , 免痰毒素

的制备及其测定

Δ ΑΝ Β %, %一 ) 的制备
,

详见文献 Ω月
(

Δ Α Ν Β = Φ+ 她 , 的偶联方法相似
,
制成抗体

一

钟∗ ,

衍生物后用二硫苏糖醇 9∗ Μ Μ ; 还原通过 ) ? 基与
一 ) 一) 一交换反应

,

将抗体与
=让抽 , 连接起来

(

抗体 Β毒素偶联物用伺接免疫荧光检测抗休活性
(

常规免疫制备兔抗 %, % 抗血清
,

用免疫双扩散检测

抗体和毒素的抗原性
,

用 )∗ ) 一%人/ & 检测其组 成
(

(

Π 细胞毒作用测定

方法见文献 〔Ν〕
,

在 #Π 孔板 上 无 亮氨 酸 培 养

液中培养的 ∋ & − 细胞中加人 不 同 浓 度 的 %, %一 ),
= Φ+ Φ2 , 或 Δ

Α Ν Β . , . 一Λ
,

Ξ
Α Ν Β = Φ1 Φ2

(

, , Ν℃ 培

养 ∀ 5≅ 后加人 “∋ 一

亮氨酸
,

继续培养 ) ≅ ,
微孔滤膜抽

滤
,

液闪测量
(

∀ 结 果

∀
(

%, % 一
94 , ; 和 % , % 一

9
。,

; 的理化性质

)∗ )一 . , 1 & 测得 . , . 一) 9
4 ϑ ; 和 ., .

一
) 9

4 1

; 的

分子量均为 56 ∗ ,

与凝胶过滤层析结果一致
(

盘 状

电泳测得 % 人%一 )94 ϑ ; 和 % , % 一 )94+ ; 均 为碱 性 蛋

白
,

等电点为 >
(

 
(

氨基酸测定表明 %, % 一 )9
4 ϑ ; 和

%, %一) 9
。 ‘

; 的氨基酸组成相近
,

富含天冬氨酸和 赖

氨酸
,
与文献报道 的 %, % 一Λ 氨 基 酸 组 成 相 符3( ’(

&Ε ϑ 8 2
降解法分析 Κ 端氨基酸

,

高压液相层析结果显

示 %, %一 )9
Β ϑ ; 和 % , %一 ) 9

。。
; 的末端氨基酸均为异

亮氨酸
,

与文献报道的 %, % 一 ) 一致
『”

(

∀
(

∀ %, % 一) 的抗病毒活性

蚀斑抑制试验9表 :; 显示
, %, % 一

)9
8 ϑ ;和 %人% 一 )

9
Β

+; 均有很强的抗病毒作用
,

在猴肾细胞培养液中加

人浓度为 。一
4
ϑ 8

:Τ Ω 的 %, %一 ) 94 。 ; 和 %, %一 )9
4 。

;

分别能抑制 # Ν
(

Ψ 和 # Ν
(

∀ Ψ 的 型脊髓灰质炎病

毒增殖
,

二者抗病毒活性无显著差异
(

表 蚀斑抑制试验检测%, % 一
)9 4 ( ;

和 % , %一 Λ 94 。 ; 的抗病毒活性

毒毒素素
」维灵 】月岔 又、 & :::

蚀斑数数 蚀斑形成单单 抑制卑卑

ΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖΖ 士 Λ∗∗∗ 位 Τ ϑ ::: ΨΨΨ

气气气奋系 己 虽虽虽虽虽
ϑϑϑϑϑ 8 :Τ ΩΩΩΩΩΩΩΩΩ

%%%人%
一 ΛΛΛ

(

Ζ Ι[ 一 >>> Ν
。

5 5 ∴
(

5 555 ∀
(

ΝΠ 冰 5 ,, # Ν
。

999
4 ϑ ;;;

(

义 分一 ,,  #
(

十
(

Χ ∀
(

 Ν 火 5 ΠΠΠ Ν #
。

:::

(

Ζ 5 一
盆555 (

5 Ν 十
(

Χ ∀∀∀ Χ
(

Π # 火 5 ΠΠΠ
Χ ∀

。

555

%%%人%
一
ΛΛΛ

(

Ζ 5一一 Π
(

Π Ν土
(

5 555
(

Ζ 5
,, # Ν

(

∀∀∀

999
4 1 ;;;

(

又 心
一 ,,

Π Χ
(

勺5土 Χ
(

Χ ΝΝΝ
(

∀ Χ丫 5 乙乙 Ν ∀
(

,,

。

Ζ 5 一 Β 。。
Χ

(

5 5士 5
(

    Π
(

ΝΧ 火 5 ΠΠΠ  
。

555

病 毒对照蚀斑数 ∀ Π
(

Ν土 ∀
。

: ,
,

细胞对照蚀斑数 5
(

55 ,

( 二
。

∀
·

. , % 一Λ 和
= Φ“ Φ” , 在无细胞系统中抑 制

蛋白质合成的作用
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八ς八甘八ΩΞ1‘ς#

∀

拼Ψ似撇契毓

(: ( 一? ϑ
− ≅ Κ 和 : (一 ? ϑ

− Ε

Κ 抑制无细 胞 蛋 白

质合成的 Ζ &
, ∀

分别为 6
∀

Β 5 1 < Δ ”5 ϑ !
·

8‘Γ 5 ∃ 一
= ‘
≅ ; 3Δ

+ Κ 和 6
∀

‘) 1 <
加 3ϑ Β

∀

∗ 6 Γ 5 ∃ 一
, ’

, ∃ 5 Δ + Κ
,

与文献报 道

的 : 一? 抑制活性 一 5 ∃ ∗ Δ ≅ 3 ϑ 8
∀

‘Γ 5 ∃ 一“ ≅ ∃ 5 Δ + Κ相

近“ ,
∀
∋ = , = , , : 抑带55无细胞蛋白质合成的 Ζ &

, 。

为 6
∀

# ∗ 1 < 3
≅ 3ϑ !

·

8 Γ 3。一“ ≅ ;3 Δ + Κ
,
三者活性无统计学差异

∀

6
·

# Ο Μ ) 5 9 : 和 Ο ; ) ∋ 9 ∋ = , =“: 对完整细胞

蛋白质合成的抑制作用

完整细胞中
’#
Χ 一

亮氨骏掺入蛋白质合成抑制实 验

ϑ 图 3 Κ 显 示 Λ
Μ ) 5 9 : 一? ϑ − ≅ Κ 在 5 ∃一 , , ∃ 5Δ + 时

对蛋白质合成抑制 率 为 )6
∀

# [
,

在 5 ∃ 一
, ”
≅ ;3 Δ + 时为

# 6
·

8 ! [
∀

Λ Μ ) 5 9 ∋ = Ε = 1 : 在 5 ∃ 一
<
≅ ; 3Δ + 时对蛋白质合成率

为 ) 6
∀

) [ ,

在 5 ∃ 一
‘;
≅ ; 3Δ + 时为 # ,

∀

∗ [
∀

细胞与靶细胞的杀灭均有显著性差异 ϑ图 6 Κ∀

图 6 乡痉

∀
∴ ∴ 一 ∀

▲一一
一

▲

丫

—
只

Ξ

—
Ξ

5∃ 一 5〕 5∃一 5 6∃刁 5∃∴∴ )

免疫毒素
,

≅ ; 3Δ +

攀素对 Χ Φ / 和 2 可畏细胞的杀灭作声

Λ
Μ ) 5 9 : (

一
? ϑ − ≅ Κ 作用 Χ Φ / 细胞

Ο
Μ ) 5 9 ( : (

一
? ϑ

− ,
Κ 作用 Χ Φ / 细胞

Λ
Μ ) 5 9 ∋ = , = 1 : 作用 Χ Φ / 细胞

Λ
Μ ) 5 9 (:

一
? ϑ − ≅ Κ 作 用 2 − == 细胞

求
肠

赞代物越骊溅
5

∃甘工

免疚毒素
∀ ≅ ∃5 Δ +

图 5 免疫毒素对蛋白质合成的抑制作用

—
一Λ

Μ ) 5 9 (: (
一
? ϑ

− ≅ Κ
∴ ∴ ∴

一Λ
Μ 夕3 9 ∋ = , = 1 :

6
∀

Β 游离 ( : ( 一] 和 川 Π ; : 的细胞毒 作 用

游离 : 一? ϑ − ≅ Κ 和 : 一? ϑ − Ε Κ 在较低浓度下

对白血病细胞无明显杀伤作用
,

浓度为 5丁
,
≅ ;3 Δ + 时 ,

(: (∴ ?ϑ − ≅ Κ 可杀伤 5 ∃
∀

∗[ 的 Χ Φ / 细 胞 和 5 5
∀

6 [

的 2 −⊥ = 细胞
,
二者无明显差异

∀

(: ( 一 ?ϑ − Ε

Κ 可杀伤

∗
∀

∗[ 的 Χ Φ / 细胞和 5 ∃
∀

# [的 2 − ⊥= 细胞
,

与 : 一?

ϑ
。≅ Κ 基本一致

∀

游 离
∋ = Ε = 1 : 在 5 ∃ 一

,
, ∃ 5 Δ + 时 !

∀

∗ 肠 的 Χ Φ /

细胞和 ∗
∀

。[ 的 2 −
⊥= 细胞

∀

6
·

Ρ Ο Μ ) 5 9 : 和 Ο Μ )一9 ∋ ‘, 注1 : 对白血病

细胞 Χ Φ/ 的特异杀灭作用

处理 ) 6 4 后
,

Λ
Μ ) 5 9 : 一 ? ϑ

− ≅ Κ
, Ο Μ ) 5 9 : ∴

? ϑ
− ,
Κ 和 Λ

Μ ) 5 9 ∋ = Ε = 1 : 对Χ _ / 细胞的杀灭率分

别为 ) Ρ
∀

呜[
,
) 6

∀

6肠和 ) !
∀

5[ 7 对于非靶细胞 2 − ⊥= ,

三种免疫毒素的 杀 灭 率 分 别 为 5 5
∀

6 肠
, !

∀

) [ 和

5 8 #[
∀

三三种免疫毒素之间无 显著性差异
,
而对非靶

8 讨 论

∋= Ε= 1
由 : , 0 两条链组成

,
二者间靠二硫键连

接
∀

: 链单独存在时毒性极低
,
但 : 链的分离十分困

难
,

很易带有 0 链成分而表现非特异性杀伤” 。’∀

植物界中存在的单链核糖体失活蛋 白 ϑ2Ζ (Κ 的

结构和作用机制等都与
∋ =Ε =1 : 相 似

,

这 类 双 (在

无细胞系统中对蛋白质生物合成的抑制活性 不 亚 于
∋ =Ε =1 : ,

但因其不具备细胞结合能力
,
对动物毒性很

低
, (: ( 即其中一种

∀

值得注意的是云南广泛生长

的另一种商陆属植物 4 . Ι ; 3; Ε Ε − − , = 1 ; ? −
种子中提取

的 (: ( 一?ϑ 9

ΕΚ 在分子量
、

等电点和氨基酸组成上均

与 (: (一?ϑ
。二 Κ 相同 ,

其抗病毒作用
、

细胞毒作用及

对兔网织细胞合成系统的抑制作用等生物 活性 也 与

(: ( 一?ϑ 9 Ζ1 Κ 一致
∀

尤其是用 (: ( 一? ϑ
。≅ Κ 制备兔 坑

血清
,
在琼脂免疫双扩散中可见 (: (一 ?ϑ

9 ≅ Κ 和 (: (∴

? ϑ
9 。

Κ 均与兔抗血清发生沉淀反应
,

表明它们具有共

同的抗原性
∀

提示可以用其代替 (: , 一 ?ϑ
− ≅ Κ 制备免

疫毒素
∀

这在开发植物资源利用上有重要价值
∀

用 (: (一? ϑ
。≅ Κ 分别与抗人 Θ 细胞单抗 Ο Μ) 5 组

成免疫毒素
,
结果显示 ) 64 可杀灭白血病 Θ 淋巴细胞

Χ Φ / 的 ) Ρ
∀

# [ 和 ) 6
∀

6 [
,

这应考虑到 Χ Φ/ 细胞仅

有 Β ∃一 Β ) [ 表达 Ο
Μ ) ∋ ϑ Ε & , Κ抗原

〔‘,

川
,
至于靶细胞

的进一步杀灭
,
可以通过多种单抗制备的混合免疫毒

素来解决
∀

这种混合免疫毒素不仅可以解决肿瘤细胞

的异质性问题
,

也有助于迅速杀死肿瘤细胞而避免抗

药性的产生
∀
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Ν
·

稳定性的检测表明两种 %, % 及其与单抗的偶合

物均比 =Φ +Φ 2 , 及其偶合物稳定
(

实验结果 表 明
,

%, % 在抗病毒
、

体外系统抑制蛋白质合成
,
与单抗偶

联制备免疫毒素等方面均可与
= Φ+ Φ2 , 媲美

,

由于 %, %

的应用绕开了复杂的
=

Φ+Φ
2 , 纯化间题

,

我们 支 持
%, % 可能成为免疫毒素制备中

“
弹头

”
药物更好的 选

择的提法
【‘∀ ’

(

参 考 文 献

: 史良如
(

Λ 1 ≅ 2 1 ΦΕ 1 = −
,

< Φ1 0 :1 = 。 , 4 :
(

中华微生物学

和免疫学杂志
, # >  7  Β 一斗!

∀ 朱晓梅
,

胡忠
(

云南植物学研究
,

#> # 7 9 ; Β ∀

Ι = Γ Φ2 ⊥ ∗
(

%≅ 4 = 仍4 ∋ ≅ ‘邢
,

# > 7 ∀ Β Ν

 ∗ Α 0 0 4 = ∃ −
,

, = ϑ ) 3 = 8 2 0 ⊥ ς
(

, 俘绍 − 8 ∃ 8 了 / = 4 Ε
,

# ∀ Χ
,

∀ Β Χ # ,

Χ − 4 2 Φ4 3 Φ ) Μ
(

衬 8 :1 + ‘ :4 = ∋ :8 介 Φ” ,
,
口 :口_ 8 = 4 盆8 = , 叨 口!

” “4 :
(

Κ 1 Δ ⎯ 8 = 6 Β ∋ 8 :Ε Λ% = Φ2 0 ? 4 = _ 8 = Ω 4 _ 8 = 4 3 8 = α
,

# > ∀ Β Ν 一 ΝΧ

Π 申庆祥
, 郭礼和

(

实验生物学报 , , >  7 Ν Β #

Ν 褚嘉佑
,

杨爱德 , 王辨明等
(

同济医科大学学报
,

# > , ,

9 ; Β Χ ∀

> ∃ 4 = _ Φ1 = Φ Ω
,

, = 8 2 / −
,

β = Γ Φ2 ⊥ ∗ 1 Σ 4 :
(

∃ Φ8 + ≅ 口用 ⊥
,

# > ∀ 7 ∀ 5 Β Χ Χ

# ? 8 ) 3 8 2 Ω Ω
(

Θ
益
ϑ 4 6 = Φ)≅ 2 4 2 )

,

? 1 = ϑ 8 Ε ) 8 2 − ,
(

⊥

∃ Φ8 ∋人己用
, # > 7 ∀ Χ > Β # Π 5

5 χ Φ3 1 3 3 4 & Λ
,

ς = 8 :Φ1 6 ς ,
,

Ι2 4 _ 4 − −
,
口3 4 :

(

Λ + 了巴
2 + 亡 ,

# > 7 ∀ # Β Π   
!

− + ϑ Φ+ ≅ 4 1 : , ⊥
(

Ω 亡Α + 口 +夕Ι于 3 α%萝月 0 川
Β

砰≅ Φ3 亡 + 君

Ε ΦΡΗ1 = 1 , = Φ4 3 Φ8 2 4 2 = Φ0 ‘ , Χ
(

8 Σ Η8 = Ε δ 2 ΦΓ 1 = ) Φ3丫 % = 1 ) ) ,

# > Ν
Β

Χ Π一 Π 5

∀ Θ 4 ϑ 4 6 = Φ)≅ 2 4 2 Λ
,

? 8 ) 3 8 2 Ω
(

∋ 。丹 1 ‘ = Θ 1‘ ,

# >  7   Β

∀5

猪血浆 4: 一抗胰蛋白酶的分离纯化

周 昂
ε

郑远旗
9四川大学生化教研室

, 成者卜Π 5 5 Π  ;

关键词 4:
一

杭胰蛋 白酶
,

猪血 浆
, ∋82 , 一 ) 1 . ≅ 4= 8 )1  ∃ 亲和层析

,

纯化

“ , 一
抗胰蛋白酶 9“

Β 一, 2 3 Φ3 = α . ) Φ2 ,

简称 二 Β 一, Μ ;

是由肝细胞分泌的一种塘蛋白
,

是存在于动物血液中

的一种重要的蛋 白酶抑制剂
,
它能抑制多种丝氨酸类

蛋白水解酶
,

占血浆胰蛋白酶抑制总活力的 #5 Ψ 以

上
〔‘,

”
(

4 Β 一, Μ 通过调节蛋白水解酶的活性而参与机体

的一系列生理活动
,

如血液凝固
、

纤维蛋白溶解
、

组织

激肤释放
、

细胞融合
、

大分子装配和免疫反应等过程
,

对防止组织过度损伤有重要作用
。
目前国际上对人的

。 Β 一, Μ 研究较多
,

而对猪 “ Β 一, Μ 的研究甚少
,
仅见

Θ
(

/ 1
咭

1 = 〔”有纯化猪 “ Β 一, Μ 的报道
,

但他所用的方法

较复杂
,

步骤较多
,

不适于简便快速地纯化猪 “ Β 一, Μ
(

本文采用了 自制的 ∋ 8 2 , 一 ) 1 . ≅ Β Β 。 。。  ∃ 亲和层析柱

成功地纯化出猪 二 Β 一, Μ 9经初步研究 猪 二 Β 一, Μ 与人
二 Β 一 , Μ 有相似的理化性质

,

详见另文;
,

为拓宽 “ Β 一人Μ

的新来源
,
为将猪 “ Β 一, Μ 和人 “ Β 一, Μ 作比较研究以

及代替人 4 Β 一, Μ 作理论研究和临床应用研究打下了

基础
。

材 料 与 方 法
(

材料和试剂 取屠宰猪血经抗凝后离 心 得

血浆
(

+ 8 2 , 为 Χ # 二4

产品
,

) 1. ≅ Β = 8 )1  ∃ , )1 . ≅ 4 !

Ε 1 Σ / 一Ν , 为 . ≅ 4 = ϑ 4 + Φ4
产品

,
∗ & , & , Β 1 1 ::Α : 8 ) 1

为

Ξ ≅ 4 38 4 2

产品
,
胰蛋白酶为 ∃ 8 1 ≅ = Φ2 0 1 = − 4 2 2 ≅ 1 Φ2

/ − ∃ ? 产品
,

苯甲酚
一 Ω 一

精氨酸乙酚 9∃ , &助 为上海

生化所产品
,

其余所用试剂均为国产分析纯或优级纯

试剂
(

·

∀ 蛋白质含量测定 按 Ω8 Δ =α φ’法
(

Φ
·

4 Β 一, Μ 活力测定 按文 献 〔Χ
,

以 ∃ , & &

为底物
,

将 “』一, Μ 与一定量的胰蛋白酶作用
,

测胰蛋

白酶被抑制的活力大小表示为 “ Β 一, Μ 的活力
,

即 抑

制 : 个胰蛋白酶活力单位 9∃ , & & 单位;所需的 4 Β 一, Μ

的量定为抑制剂的 : 个活力单位
,

用 ∃人& &单位表示
(

比活以每 ϑ 0 。 Β 一, Μ 所具有的活力单位数来表示即

∃ , & & 单位Τ ϑ 0(

(

 1 8 2 , 一 ) 1 . 卜4 = 8 Β 1  ∃ 的制备 按文献 〔Π
(

(

Χ 聚丙烯酸胺凝胶电泳 按文献 【Ν Υ
(

(

Π 分离纯化步骤
〔’一 , 。’

(

Π
(

硫酸按分级沉淀 取猪血浆 Χ5 二
,

加人

等休积的饱和硫酸铁溶液
,

混匀静置后于  ℃
、

, 。5。

=Τ 32 Φ2 离心 ∀5 ϑ Φ2 ,

取上清液加人硫酸铁达 Ν Χ Ψ 饱

ε 现在南充市四川师范学院工作
(
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