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蛋白印迹法人血清D N A结合蛋白的测定
`

许道松 马涧泉

(生物化学教研室 )

提 要 利用蛋白印迹法 (W es te nr b lot )原理建立了检测人血清 D N A 结合蛋 白的一种较特异

性方法
,

发现在成人血清中有 7 种 L a m b d a D N A 结合 蛋 白
,

分 子量 为
: g o kD a 、

6 7 k D a 、
4 3 k D a 、

3 0k D a 、
2 4 k D a 、

2 2 k D a和 z 7k D a 。

在婴儿血清中没有 3 0 k D a 、
2 4 k D a和 2 2 k D a 这 3 种 L a m b d a D N A 结合蛋

自
。

在人的血清中有二种小牛胸腺 D N A 结合蛋白
,

分子量为
: 理3 k D a 和 1 k7 D a 。

血清中有四种与正常

成人血浆 D N A 结合的蛋白质
,

分子量分别为
:

6 7 k D a 、

43 k D a 、
3 0 k D a和 2 4 k D a ,

其中 3 0 k D a 的这种蛋

白质与正常成人血浆 D N A 的结合力较弱
,

并在一些正常个休中未见到此带
。

关盆询 蛋白印迹法 人血清 D N A 结合蛋白

在真核细胞核外
,

存在着多种 D N A
,

其中

有些在物理性质
,

细胞周期中的合成时间等方

面与核内 D N A 不同 〔 ` 〕 。

这类 D N A
,

的来源

目前仍不清楚
,

有人认为是来 自退化
、

死亡的

细胞
。

淋 巴样组织细胞不仅可以分泌 D N A
,

也

可摄入外源性的 D N A 〔’ 〕 。

在细胞核外
一

也存在

着D N A 结合蛋 白
。

B en en tt 等发现在人的白细

胞上有一种可与 L a m b da D N A 结合的蛋白质
,

被称为 D N A 受体的这种蛋白质与 D N A 形成

的复合物可被细胞内在 化 ( i n t e r n a l i s e )
。

在

一些 自身免疫性疾病患者及其部分亲属中这种

受体出现功能性缺陷
〔 ” ` 〕 。

在人的脑脊液和血

清中有多种小牛胸腺 D N A 结合蛋白
,

在肿瘤

和炎症等病理情况下会出现异常的 D N A 结合

蛋白
〔5 一 , 〕 。

现有文献中
,

研究 D N A 结合蛋白多采用

D N A 纤维素柱亲和层析法
。

作者利用蛋 白 印迹

法 ( W
e s t e r n b l o t )的原理

,

对人血清中的 D N A

结合蛋白作初步研究
,

建立了一种较新的
,

特

异性较强的方法
。

材 料 与 方 法

材 料

1
.

血清标本 正常成人血清标本取 自献

血员
。

正常婴儿血标本取自在医院体检的年龄

在 1 岁左右的婴儿
。

肿瘤患者的血标本
,

取自经

临床表现和病理检查诊断为肿瘤
,

未经治疗或

治疗效果不好者
。

2
。

试 剂 D N A 标记试剂盒
, L a m bda 噬

菌体 D N A 以及小牛胸腺 D N A 均为 B o e h r i n g e r

M a n n h e im公司产品
;
硝酸纤维素膜 ( 0

.

4 5件m )

为 s e h l e i e h e r & s e h u e l l公司产品
; 〔 a 一 3’ p 〕 -

d c T P 为 A m er s h a m 和 福瑞公司产品
, S D S -

p A G E蛋白质分子量标准 ( 9 4 k D a 一 z 7
.

s k D a )

为上海生物化学研究所产品
。

方 法

1
.

血清蛋 白经 S D S刃A G E 分离和 电转移

用 3 %浓缩胶
, 9 %分离胶电泳分离血清

蛋白
,

然后采用电转移法把电泳分离的血清蛋

白各组分转移至硝酸纤维素膜上
。

含有蛋白质

分 子量标准的硝酸纤维素膜用氨基 黑 10 B 染

色
。

2
。

D N A 的标记以 及标记D N A 与蛋白质的

杂交 采用缺 口翻译法用
`

〔 a 一 3 2 P 〕一 d C T P 对

D N A 进行标记
,

标记反应混合物经
s e p h a d e x

G 50 柱 分离得到标记 D N A
。

硝酸纤维素膜室

温下于标准结合缓冲液中浸泡 30 分钟后
,

放入

杂交袋中
,

加适量标准结合缓冲液 和 标 记 的

D N A至终浓度为 10
5

cP m /m l ,

室 温 下杂交 1

小时
。

用漂洗缓冲液 ( l om m o l / L T r i s一 lI e l ,

p H 7
·

4 ,
s o m m o l /N a C I ) 室温振荡洗膜 2小时

。

洗膜完成后室温凉干
,

压片后于 一 70 ℃曝光24

小时
。

长
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A n o v e l m e t h o d f o r
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-
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D E T E C T S E R U M D N A B I N D I N G P R O T E I N S

B Y WE S T E R N B L O T

X u D a o s o n g M a J i a n q u a n

(D e P a r t m e n t o f B i o c h e m is t r y )

A m e t h o d b a s e d o n W
e s t e r n b l o t w a s d e s i g n ed a n d u s e d f o r d e t e e t i n g D N A 一 b i n d i n g

P r o t e i n s i n h u

ma
n s e

ar
.

S e
ve ar l D N A 一 b i n d i n g P r o t e i n s i n h u m a n s e r a

we
r e d i s e o ve

r ed
.

T h e r e a r e s e v e n k i n d s o f L a m b d a P h a g e D N A b idn i n g P r o t e i n s i n h u m a n s e r a
.

T h e i r

m o l e e u l a r w e i g h t s a r e a s f o l l o w s : 9 0 k D a ,

6 7 k D a ,

4 3 k D a ,

3 0 k D a ,

2 4 k D a
,

2 2 k D a

a dn 1 7k D a
.

T h r ee k i n d s o f D N A一b i n d i n g P r o t e i n s w i t h MW 3 0 k D a 2 4 kD a a n d

2 2 k D a w e r e n o t d e t e e t e d i n b a b y s e r a
·

T
wO k idn

s o f ca l f t h y m u s D N A 一 b i n d i n g

P r o t e i n s w e r e d e t e e t e d i n h u m a n s e r a
.

T h e i r m o l e e u l a r w e i g h t s a r e 4 3 k D a a n d 1 7 k D a
.

F o u r k i n d s o f h u m a n P l a s m a D N A b i n d i n g P a o t e i n s e a n b e d e t e e t e d i n h u m a n s e r a
.

T h e

m o l e e u l a r w ie g h t s a r e 6 7 kaD
,

4 3 k功
,

3 0 kaD
a n d 2 4 k D a

.

T h e P r o t e i n s w i t h

MW 3 0 k D a

ha
s a w e a k b idn i n s t o h u m a n b l o o d P l a s m a D N A

,
a n d i n s o m e h e a l t h y

i n d i v id u a l s t h i s P r o t e i n 15 a b s e n t
·

K e y w o r d s W
e s t e r n b l o t n H u m a n s e r u m D N A 一 b i n d i n g P r o t e i n s


