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提要 三崎柱头虫副肌球蛋白溶解在 0
.

6 m ol /L K CI (含 0
·

。l m ol / L 磷酸缓冲液
, p H

7
.

0 ) 中
,

然后分别对 o
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l m o l/ L K C I(含 。
·

o l m o l/ L 磷酸缓冲液
, p H 6
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.
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2 ,
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Z ,

Ba CI
:

(后三者均含 。
·

o , m ol / L T ris
一
H CI

, p H S
.

0) 透析
。

副肌球蛋白的类晶体由于碱土

金属离子不同而形成的形状亦有所不同
。

在电镜下观察到其类晶体或团聚体的轴周约 72 入
。

从 S
Ds

一

聚丙烯脱胺凝胶电泳图形表明柱头虫副肌球蛋白与紫贻贝 /脚tiI
“ ,
“

“

lit ) 副肌球蛋

白的迁移率基本一致
。

肌肉收缩蛋白之一的副肌球蛋白与其他几种收缩蛋白的分布范围不尽相同
。

自 H 。-

d ge [ll1 首先从软体动物 中分离出副肌球蛋白以来距今已整整三十年
,

后来相继从环节
、

节

肢
、

线形和棘皮等 7 个无脊推动物门类中分离出并对某些物化特性进行了比较研究
〔14 乃, 。

国外有关学者
〔的
认为副肌球蛋白广泛分布在无脊椎动物之中

。

头索
、

尾索和半索动物门位于无脊椎动物和脊椎动物之间
,

在动物进化上居于特殊的

地位
。 Flo o d 〔‘。,等利用电子显微镜从矛形文昌鱼 (B r a , c hio s , o m a la o c e o la zu m ) 的脊索中观

察到有副肌球蛋白 1朽入的横纹周期以来
,

邹永水等
〔, , 5] 已从头索动物的青岛文昌鱼 ,(Br 阴

-

‘hio“o m 。 b
e zc入e r i , si n g t a o e , 万, T e ha n g e : K o o

) 肌肉和尾索动物的玻璃海鞘肌肉中分离

出副肌球蛋 白和类副肌球蛋白
。

而半索动物门
,

可能 由于实验材料较难获得加上它们的

肌肉系统又不发达之故
,

至今未见有关报道
。

本文初步报道了从三崎柱头虫 中分离出副

肌球蛋 白并对它在不同阳离子环境中形成的结晶和细微结构进行 了 观察
,

对该蛋 白在

sD s一聚丙烯酞胺凝胶电泳的行为做了初步测定
。
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一段时间让其吐出泥沙
,

然后用冷的 0
.

0 1m ol / L 磷酸钾缓冲液 (p H 7
.

O)
, o

.

01 m ol / L 乙二

胺四乙酸二钠
, o

.

0 0 1m ol / L 氯化镁
,

o
.

0 0l m ol 压 叠氮钠洗两次或用冷的重蒸水洗两次
。

然

后 浸泡于 95 多 乙醇
,

隔 日切成长约 Zc m 的小段
,

制成酒精干制剂放干燥器里
,

并置于冰

箱保存待用
。

2
.

副肌球蛋白的分离

基本按 B ull
a

rd [9] 等的方法
。

每次用 50 条左右的柱头虫酒精干制剂
,

经石磨磨碎
,

然

后将其浸泡于约 10 倍体积 (v / w )的 lm ol / L 氯化钾
, o

.

ol m ol / L 磷酸钾缓冲液 (pH 7
.

5 )
,

内含 0
.

o lm ol / L 夕
一

琉基乙醇
, o

.

o 0 1m ol / L 叠氮钠 (以后所有制备溶液中都含有此浓度的叠

氮钠 )的冷提取液内
,

放冰箱过夜
,

第二天再用组织捣碎器
,

巧
,

o o or / m in 匀浆 1 分钟
,

抽提

两次
。

经 14
,

0 0 0 9 离心 30 分钟
,

上清液对 0
.

lm ol / L 氯化钾
, 0

.

o lm ol压 磷酸钾缓冲液(PH
6

.

0) 透析
,

直至平衡
。

离心收集沉淀
,

将其溶于 o
.

6 m ol 压 氯化钾
, 0

.

01 m ol/ L 磷酸钾缓冲液

(p H 7
.

斗)
,

并对同样溶液透析过夜
。

经东德 v A C一 6 0 2 型超离心机 3 4
,

0 0 0 r
/ m in

(约 1 0 0
,

0 0 0

g ) 离心 30 分钟
,

上清液再对上述 p H 6
.

0 溶液透析
。

反复纯化三次以上
,

每次离心为

1 00
,

0 0 0 9 1 小时
,

最后一次纯化蛋白溶于 0
.

6 m ol / L 氯化钾
,

o
.

o lm ol / L 磷酸钾缓冲液 (州
7

.

0 )
。

在 紫外分光光度计(国产 7 5 1 一 G )下测得 2 78 和 2 60 的比值为 1
.

5 左右
。

3
.

结晶的形成与观察

经三次以上纯化的蛋白溶液分别对 o
.

lm ol / L 氯化钾 (含 o
.

Olm ol / L 磷酸钾缓冲 液
,

p H 6
.

0 )
, 0

.

o sm ol/ L 氯化镁
、

氯化钙和氯化钡 (后三者均各含 。
.

o sm ol / L 三经甲基氨基甲

烷
一

盐酸
, p H S

.

0) 透析
,

获得的结晶在相差显微镜下观察
。

电子显微镜的观察与样品的制备基本同前
‘6] ,

用2 多醋酸铀负染
,

在 日立 H
一

5 00 型电

子显微镜下观察
。

4
.

十二烷基硫酸钠(S D S)
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳

按 B u lla r d 等改进的 w
e be r & O sb o r n

方法
‘, , 。

蛋 白样品解聚处理后
,

对含有 1多sD s

的 o
.

o lm ol / L 磷酸钠缓冲液透析
,

加等体积的保温液 (3 多S D S , o
.

o 3 m ol压 磷酸钠缓冲

液
, p H 7

.

0 , 2
.

6 m ol / L 尽
一

琉基乙醇
,

12 外 甘油
, 0

.

00 7外澳酚蓝 )
,

在 1 00 ℃ 水浴里保温

5 分钟
,

冷至室温
,

每根胶管加 20 至 5 0 拌g 蛋白的样品
。

电泳后
,

凝胶条用 50 并 甲醇内含

7多 醋酸溶液固定 30 分钟以上
。 0

.

25 多考马斯蓝 R
一

25 0 染色
。

在 刊℃ 左右的脱色液里

脱色
。

实验全过程所用的试剂都用玻璃重蒸水配制
。

除甲叉双丙烯酞胺
,

夕
一

疏基乙醇
,

考马

斯蓝 R
一

25 0 等进 口外
,

其余均为国产分析级试剂
。

蛋白浓度测定用双缩脉法
。

样品制备

和离心的温度在 0一4℃
。

结 果

从柱头虫的酒精干粉中抽提的副肌球蛋白
,

最后一次纯化溶解于 o
.

6 m ol / L 氯化钾
,

0
.

o lm ol / L 磷酸钾缓冲液(pH 7
.

o )
,

蛋 白浓度约 3m g /而
,

分别对 0
.

0 5 m ol / L 氯化钡
、

氯化钙

或氯化镁各含 0
.

0 5 m ol / L 三经甲基氨基甲烷
一

盐酸 (p H S
.

0) 的溶液透析
。

在氯化钡溶液里

形成的结晶在相差显微镜下观察到短而粗的针状结晶(图版 I : :

)
,

在 电子显微镜下可以见

到很多分又的针状结晶 (图版 n : a
); 在氯化钙溶液里却形成蜘蛛网状的结晶 (图版 I : b) ;
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而在氯化镁溶液里则可以聚合成松树枝状的结晶(图版 I :
O

。

从以上结果说明
,

在碱土金

属离子环境里
,

由于介质不同
,

类结晶聚合的形状和大小也有所不同
。

在碱土金属离子的盐溶液里形成的类晶体较大
,

不太适合用作电镜观察样品
,

故我们

用于观察细微结构的样品主要是在 0
.

lm ol / L 氯化钾
, 0

.

0 1m ol / L 磷酸钾缓冲液 (p H 6
.

0)

条件下形成的结晶
。

其细微结构可以较为清晰地呈现横纹周期为 72 一 7 3 入的图象 (图版

n : b)
。

图版 n : c
是高倍下拍摄经放大的横纹周期照片

,

但没有观察到象软体动物
〔61 、

节肢

动物图等 7 25 入左右的大横纹周期
。

我们的观察结果和一般软体动物副肌球蛋白结晶中

的 7 0 入基本横纹周期相近
。

图版 I : d 为紫贻贝和柱头虫副肌球蛋 白以及兔横纹肌原肌球蛋 白同时进行的 S D S
一

聚

丙烯酞胺凝胶电泳图形
。

从图版 I : d
一

2 中可以看出柱头虫副肌球蛋白主带的迁移率与软

体动物紫贻贝的副肌球蛋 白(图版 I : d
一

l) 基本一致
,

故我们推测它的亚单位分子量与紫

贻贝副肌球蛋白的亚单位分子量大致相同
。

但从图版 I : d
一

2 可以明显看出在其主带下方

有一条比兔原肌球蛋 白(图版 I: d
一

3 )分子量大的染色带存在
。

讨 论

副肌球蛋白又称为
“

不溶性
刀
原肌球蛋白

〔7] 。

在 p H 值 6
.

0一 7
.

5
,

离子强度 0
.

05 一 0
.

45

的范围可以形成结晶
。

但 M els on 和 C o w g ili L121 亦在高离子强度
、

低 p H 值下纯化副肌

球蛋白
。

我们从柱头虫酒精干粉中分离出副肌球蛋 白
,

对有机溶剂稳定
,

在低离子强度

(l ~ 0.1 5 ; pH 6. 0) 的条件下不溶解
。

这一特性与典型副肌球蛋白类同
。

副肌球蛋白的横纹周期不尽一致
,

较为典型的象软体动物
〔61 、

昆虫‘9J 等的副肌球蛋白
,

既有 72 5入左右的横纹周期又有 1 4 5 入左右的横纹周期
。

但海胆助却只有平均 1 54 入 的

轴周期
。

从 w in ke lm a n 〔151 对 7 个无脊椎动物门 12 种动物的比较研究中可以看出
,

即使同

一个纲而不同属的海参
,

其类结晶横纹周期亦不一样
,

如瓜海参属的 C
.

la ct 。 副肌球蛋

白既有 7 2 5 入又有 14 5入
,

而海参属 H
.

fo 。和li 却只有 1朽入的横纹周期
。

最近陈明等 [41

报道在蜜蜂间接飞翔肌里所分离的副肌球蛋白观察到 1 30 入
, 6 91 入和 36 2 入左右的横纹

周期
,

而柱头虫副肌球蛋白在 0
.

lm ol / L 氯化钾
、 0

.

D lm ol / L 磷酸钾缓冲液 (p H 6
.

0) 或在

0
.

O5 m ol / L 氯化镁
、 0

.

0 5 m ol / L 三轻甲基氨基 甲烷 (p H S
.

0) 的条件下观察到只有平均横纹

周期 7 2一 73 入
。

从以上分析的结果是否可以说横纹周期不一致是由于种属不同而产生

或是反映
“ ,

户副肌球蛋白之故[l4 , ,

值得继续探讨
。

副肌球蛋白的分子量一般在 2 0 0
,

0 0 0一2 2 0
,

0 0 0 道尔顿(D a lton )
〔‘, , 。

我们从 sD s
一

聚丙

烯酞胺凝胶电泳所得到的图形可以看出
,

柱头虫副肌球蛋 白的主带与双壳类的紫贻贝中

制得副肌球蛋白的主带迁移率基本一致
。

但其主带下方尚有一条占蛋白量较大 的 染色

带
,

该成分在第一次粗提取液所制备的电泳胶带上就出现
,

直至经多次超离心纯化样品所

制备的电泳胶带上的位置和染色带的比例基本不变
。

它的成分是否是副肌球蛋白的亚基

或其他蛋白组分
,

有待于进一步澄清
。

副肌球蛋白分布在无脊椎动物 中
,

而在低等的原生动物
、

海绵动物和腔肠动物中至今

尚未见到报道
。

然而在文昌鱼的脊索中已发现它的存在
。0J 。

我们在文昌鱼未受精卵子 中

发现原肌球蛋白
,

它主要分布在植物性半球Ll] 。

最近
,

我们又在海胆未受精卵子 中发现类
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副肌球蛋 白的存在
〔3] 。

近几年研究结果说明
,

副肌球蛋白广泛分布在头索动物及其以下

的低等动物 中
,

至于比头索动物更高等动物的组织或器官中是否亦存在
,

我们正在进一步

研究
。
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