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高速离心2同位素示踪法分析核糖体2mRNA 复合物①

程林丽 　李重九
(中国农业大学 理学院 ,北京 100094)

摘　要 　本实验全面改进了用于蛋白质起始翻译阶段研究的传统介质梯度离心法。以32 P2( TMV - RNA) 为供试

mRNA 在麦胚离体翻译系统中形成核糖体2mRNA 复合物 ,在 100μL 蔗糖垫上 (含蔗糖、Hepes、KAC、Mg(AC) 2 和肝素

钠 ,pH7. 5) ,1. 5 ×104 r·min - 1离心 150 min 即可分离该复合物与游离 mRNA。测定沉淀物的 cpm 值可对其定性定量

分析。该方法简便快速、准确安全、成本低。
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Analysis method of ribo some2mRNA complex
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Abstract 　The traditional sucro se gradient centrifugation for protein initiation translation analysis was improved greatly.

1μg 32 P2(TMV - RNA) was reacted with 25μL wheat germ extraction , then the mixture was centrifuged for 150 min

at 1. 5 ×104 r·min - 1 through 100μL sucro se cushions ( sucro se 0. 5 mol·L - 1 , Hepe s 25 mmol·L - 1 , KAC 80 mmol·
L - 1 , Mg (AC) 2 1 mmol·L - 1 , heparin sodium 0. 1 mmol·L - 1 , pH7. 5) . The sediment included ribo some2(TMV2RNA)

complex and analyzed by liquid scintillator. The method was proved to be sample , quick , sensitive , cheap and safe .

Key words 　ribo some2mRNA complex ; sucro se cushions ; centrifugation2liquid scintillation counting method

　　生物化学、病毒学、药学研究经常涉及到蛋白质

翻译起始阶段的核糖体2mRNA 复合物的形成和分

析 ,这在核糖体构成因子、蛋白质结构分析以及一些

以核酸为靶标的药物研究中有重要意义[1 ] 。多年来

的研究致力于发现快捷灵敏的分析方法 ,主要有 :电

泳法[2 ] 、凝胶色谱法[1 ] 、超速介质梯度离心法[1 ,3 ] 、

间接免疫沉淀法[2 ]和引物延伸分析法[1 ,2 ] 。但以上

各方法都比较复杂 ,操作难度较大。本研究利用生

物体 mRNA 的沉降系数、化学组成的共性 ,以 TMV2
RNA 作为 mRNA 材料 ,对最常用的介质梯度超速离

心法进行改进 ,以期能找到一种快速简便分析该复

合物的方法。

1 　材料与方法

1. 1 　材料

麦胚提取物参照 Kairt M. 方法提取 [4 ] 、TMV2
RNA 参照 Sean N. C. 方法提取[4 ] 、去酶水参照 Robb

K.方法处理[4 ] 。ATP、GTP、磷酸肌酸、肌酸激酶、

1 mmol·L - 1氨基酸标准液购于北京原平皓生物公

司。KAC、Mg(AC) 2、DTT、Hepes、放线菌酮、超纯级蔗

糖、电泳琼脂糖、溴化乙锭、核酸点样缓冲液购于北

京毕龙 - 毕特博公司。T4 激酶体系购于大连宝生

物公司。[γ232P]2ATP 购于北京福瑞公司。

1. 2 　仪器

Mikro 22R 台式高速冷冻离心机和 Max18 000 r·

min - 1转子 ( HITACHI 公司) 、DYY2III26 型电泳仪 (北

京六一仪器厂) 、LKB 液闪计数器 (BECKMAN 公司) 。

1. 3 　实验方法

1. 3. 1 　核糖体2mRNA 复合物的形成 　用麦胚提取

物和 TMV2RNA 建立麦胚离体翻译系统 (参照 Louise

O. 方法略作改进[4 ] , 其中 TMV2RNA 加入量为

8μg) ,加入放线菌酮将翻译控制在起始阶段。用

1 %琼脂糖凝胶电泳 (简称电泳法) 检验确定核糖体2
(TMV2RNA)复合物 (简称复合物) 的形成[4 ] 。实验

设核糖体对照 (反应液中不加 TMV2RNA) 和 mRNA

对照 (反应液中不加核糖体) 。

1. 3. 2 　核糖体2mRNA 复合物的分离 　将上述复合

物样品分别与 200μL 待试 A 液 (蔗糖 0. 5 mol·L - 1) 、B

液 (蔗糖 0. 5 mol·L - 1 、Hepes 25 mmol·L - 1、KAC 80 mmol·

L - 1 、Mg(AC) 2 1 mmol·L - 1 ,pH7. 5) 、C液 (蔗糖 0. 5 mol·L - 1 、
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Hepes 25 mmol·L - 1 、KAC 80 mmol·L - 1、Mg(AC) 2 1 mmol·L - 1、

肝素钠 0. 1 mmol·L - 1 ,pH7. 5) 混合 ,置于 4 ℃过夜。用

电泳法分析复合物样品在 A、B、C 液中的稳定性 ,选

择合适的蔗糖垫溶液。然后用不同体积 (50、100、

200 和 500μL) 所选蔗糖垫分别对样品在 4 ℃下离

心 1. 5 ×104 r·min - 1 不同时间 (15、30、60、120 和

150 min) ,用电泳法检验样品。根据分离情况选择

合适的蔗糖垫体积和离心时间。实验设完整反应和

核糖体 + mRNA 对照 (反应液中不加能量物质和激

酶) 、mRNA 对照、核糖体对照。

1. 3. 3 　核糖体2mRNA 复合物的检测 　用32 P 标记

TMV2RNA ,再用非标记 TMV2RNA 稀释后 ,取 1μg 按

照上法使其与核糖体形成复合物。采用以上优化条

件对游离 TMV2RNA 与复合物进行分离 ,离心后沉淀

用液闪计数器检测。实验设完整反应及核糖体 +

mRNA 对照、mRNA 对照、核糖体对照、试剂空白对照。

2 　结果与讨论

在麦胚离体翻译系统中 TMV2RNA 与核糖体形

成的复合物用蔗糖垫高速离心法与游离 mRNA 分离

后 ,用同位素标记法检测复合物含量提高了检测灵

敏度。为了优化分离条件 ,探讨了蔗糖垫高速离心

法中各种影响因素。

TMV2RNA 在麦胚离体翻译系统中反应后的混

合样品电泳图谱在游离核糖体 2 个亚基条带位置出

现了高亮度连续拖尾条带 ,而 2 个对照图谱未出现

任何拖尾条带 ,说明样品中已经形成复合物。

将上述样品分别与 A、B、C 3 种溶液混合过夜

后经电泳分析可见 :只有在 C 液中反应物和产物均

未降解 ,可用作离心介质。用不同体积的 C 液作为

蔗糖垫对样品离心 ,100 和 200μL 蔗糖垫都能分离

复合物和 TMV2RNA ,且前者所用时间短。离心时间

对样品的分离也有重要影响 ,在 100μL C 液蔗糖垫

上 ,离心 150 min 时核糖体沉降完全而 TMV2RNA 仍

未沉降。因此确定复合物的分离方法为 :以 100μL

C液为蔗糖垫 ,1. 5 ×104 r·min - 1离心 150 min。

由于电泳法灵敏度低 ,因此改用同位素标记法

监测复合物。将 1μg 32P2(TMV2RNA)加入麦胚反应

体系进行反应 ,离心分离复合物与游离的 TMV2
RNA ,沉淀用液闪计数仪检测 (表 1) 。完整反应的

cpm值与各对照差异显著 ,据此可检测与核糖体结

合的32P2(TMV2RNA) 。虽然对照的游离核糖体亦产

生了沉淀 ,但它不含32 P2( TMV2RNA) 不会产生干扰。

该方法检出 RNA 下限可达 0. 2μg。10 次重复试验

中 9 次的相对标准差为 1 %～3 % ,1 次为 5 % ,实验

准确度高于其他方法。

表 1 　离心沉淀物 cpm数据
Table 1 　cpm value of sedimentation after centrifugation

处 　理 cpm平均值 　1 %差异显著水平

　完整反应 4 868 　　 a

　核糖体 + TMV2RNA 对照 287 　　 b

　TMV2RNA 对照 261 　　 b

　核糖体对照 70 　　 c

　空白对照 68 　　 c

　　复合物分析难度在于 mRNA 容易分解 ,以及一

条 mRNA 与数目不等的多个核糖体结合而成的产物

分子量范围很宽 ,这使它与游离核糖体不易分离。

为解决这 2 个问题 ,目前报道的分析方法均需复杂

的程序和特殊试剂及设备。改进后本方法优于目前

常用的介质梯度超速离心法 :无需制备介质梯度柱、

介质 (蔗糖液)体积为超速离心法的 1/ 50、上样量减

少到 1/ 10、采用普通的高速离心代替了昂贵的超速

离心、离心后无需检测梯度柱中各个部位的紫外吸

收值和放射性强度而只需测定沉淀的放射性强度即

可区分复合物与游离的 RNA 及核糖体 ,而且放射性

强度仅为前者的 1/ 20、离心时间亦缩短了 1/ 2。

综上所述 ,本研究确立了蔗糖垫离心2同位素示

踪检测法。在麦胚离体翻译系统中形成核糖体2
mRNA 复合物 ,反应物在 100μL 蔗糖垫上 (含蔗糖

0. 5 mol ·L - 1、Hepes 25 mmol ·L - 1、KAC 80 mmol ·

L - 1、Mg (AC) 2 1 mmol·L - 1、肝素钠 0. 1 mmol·L - 1 ,

pH7. 5) ,4 ℃,1. 5 ×104 r·min - 1离心 150 min 即可将

复合物与游离 mRNA 分离。测定其沉淀物的 cpm 值

可确认该复合物的形成并分析其数量。该方法具有

简便、快速、准确、安全、成本低的特点 ,使得蛋白质

起始翻译阶段的研究更加方便准确。
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