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要!植物端粒酶以自身的
T@J

亚基为模板!维持着染色体末端端粒的长度!从而使植物细胞可持续分裂$

本研究以西兰花花蕾为材料!采用不同分子量%不同浓度的
MW\

分别提取端粒酶!根据
MW\

吸附蛋白质的原理!从

具有端粒酶活性的组织中分离并富集端粒酶$结果显示&用
MW\K$$$

提取西兰花端粒酶!且用
%$$

)

4

的酶量进行

酶促反应时测得的端粒酶活性最高$以此为参数!经改进的
8TJM

法成功检测到&用
$?!

4

MW\K$$$

'

&$$

)

R

洗脱

液提取出的端粒酶活性很高$这些分离%检测技术为其它植物组织中端粒酶活性的检测和评价提供了新的途径!尤

其对低活性的植物端粒酶检测具有重要意义!为深入研究端粒酶
T@J

的序列及结构奠定了基础$

关键词!西兰花(端粒酶分离(端粒酶检测(聚乙二醇"
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真核生物
]@J

在半保留复制中存在-末端复

制问题.$为了能很好地解决这一问题$染色体末端

形成了一种特殊的结构(((端粒"

<1-(G1*1

#$它由

一些简单的短寡核苷酸串联重复而成%在植物中$

端粒序列主要是拟南芥型$由
&

个碱基"

Cp7887

8J\\\7Bp

#组成&

%

'

%它不是结构基因$不能编码蛋

白质&

!7B

'

%端粒长度随细胞的分裂而逐渐缩短$同时

又在端粒酶的作用下得到延伸%因此$端粒长度的

维持主要靠端粒酶来完成%端粒酶类似于反转录

酶$以自身
T@J

为模板$将
888J\\\

重复序列

加到染色体末端&

#

'

%它包括两个必要的组分&

C
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!端

粒酶
T@J

"
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8WT

#和端粒酶逆转

录酶"
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$

8WT8

#%

目前$在一些动物和人体中$已对端粒酶组分进行了

深入的研究$但在植物中这些方面研究得比较少%

最早是
Z3<F

4

1*,-E

等&

K

'从拟南芥中克隆到了端粒酶

的催化亚基
8WT8

$其开放阅读框为
BB&!`

Y

$编码

蛋白为
%B%a],

%对于植物
T@J

组分$有最新报道

表明在拟南芥中找到
8WT%

和
8WT!

两个不同的

T@J

模板$经体外检测这两个组分都存在于有活性

的端粒酶中&

&

'

%动物端粒酶活性检测的方法主要是

_3G

&

D

'设计的端粒重复序列扩增法"
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8TJM

#以及在此基础

上改良的
8TJM

与荧光定量技术&

"

'和
MUT7WR[5J

法&

%$

'等%由于植物细胞端粒酶的活性远比动物细

胞低$一般方法较难检测%

本文报道了基于聚乙二醇"
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#吸附蛋白质的原理$建立了分离和富集端

粒酶的方法%以西兰花花蕾为材料$选用不同分子

量)不同浓度的
MW\

提取端粒酶$通过
8TJM

法对

酶活进行检测$探究
MW\

对端粒酶提取吸附量的影

响%这有助于对其它植物组织中低活性端粒酶的检

测与研究%
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材料与方法
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材料

!

西兰花花蕾*不同分子量的聚乙二醇"
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MW\%$$$$

#)乙二醇二乙醚二胺四乙酸"

W\8J

#)

聚乙烯吡咯烷酮"
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#)苯甲基磺酰氟"
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硫苏糖醇"
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方法
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西兰花花蕾粗提取液的制备

取
C

4

西兰花花蕾"购自杭州市下沙农贸市场#

放入研钵中加入液氮研磨成粉末$再加入
!$GR

提

取液继续研磨%"提取液成分!
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#待研磨充分后转入
C$GR

离

心管中$

#Q

$

%!"$$*

+

G3+

$离心
%CG3+

$将上清分

装到
!GR

的
WM

管中*分别加入
$?!

4

的
MW\

%$$$

)

MW\!$$$

)

MW\#$$$

)

MW\K$$$

)

MW\D$$$

)

MW\%$$$$

$放入冰盒中$手动搅拌混匀
%0

$使
MW\

分子与样品充分接触$便于吸附蛋白%离心$并探索

不同分子量的
MW\

吸附蛋白后的最佳离心速度$弃

上清*再次加入一定量的提取液$设置最佳
MW\

与

提取液的洗脱比"
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个处理$探索最佳洗

脱比%手动搅拌提取液
B$G3+

$

#Q

$

%!"$$*

+

G3+

$

离心
!G3+

$取上清保存至
AD$Q

%

%?!?!
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粗提取液中总蛋白含量的测定

通过
@J@X]TXM!$$$;

Y

16<*(

Y

0(<(G1<1*

测

定不同
MW\

处理的样品中蛋白质含量$重复
B

次$

取平均值%

%?!?B
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酶促反应产物回收

酶促反应采用以下方法&

%%

'

$设正常酶促反应)酶

灭活后进行酶促反应"

KCQ

$

%CG3+

#和正常酶促反应

后加
T@,;1J

消化三个处理%酶促反应体系为
B$$
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蛋白$加
EEP

!

X

至
B$$

)

R

%反应条件!

%"Q

$

%BG3+

*

"#Q

$加热
%G3+

进行酶灭活处理%加入等体

积的氯仿$通过常规短片段
]@J

回收方法回收反

应物%

%?!?#

!

西兰花端粒酶反应物的检测

方法一!制备接头与回收的酶促产物进行连接

反应*

MUT

扩增结果通过
\W@W\1+3);L3(73G,7

4

3+

4
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凝胶电泳成像进行分析%

方法二!回收酶促反应产物$通过
@J@X7

]TXM!$$$;

Y

16<*(
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0(<(G1<1*

分别测定
B

个处理

的
;;]@J

量$比较正常酶促反应和酶灭活后酶促

反应
;;]@J

的差值%

'
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实验结果

!?%

!

不同分子量
MW\

吸附蛋白后最佳沉降速度

在西兰花花蕾初提取液制备中$加入
K

种不同

分子量的
MW\

%一定转速进行离心$使
MW\

包裹

的蛋白沉降下来%其最佳离心速度的标准是沉淀斜

面平实$贴壁适中$液面没有明显的悬浮杂质"见

表
%

#%

表
!

!

不同分子量
3YS

提取端

粒酶的最佳离心速率
"

*

+

G3+

#

MW\ %$$$ !$$$ #$$$ K$$$ D$$$ %$$$$

离心

力+
%$

B

D?C %$?! %!?% %!?" %B?C %B?&

!?!

!

不同分子量
MW\

提取西兰花花蕾总蛋白含量

从
K

种不同分子量
MW\

提取到的西兰花花蕾

蛋白液中各取
!

)

R

加入
@J@X]TXM!$$$;

Y

167

<*(

Y

0(<(G1<1*

的加样孔中$测定每种粗提取液中蛋

白含量%每个样品测定
B

次$并取平均值"见表
!

#%

表
'

!

西兰花不同分子量
3YS

提取物蛋白含量

MW\

西兰花花蕾总蛋白含量+"
G

4

+

GR

#

[ [[ [[[

平均值

%$$$ ##?$ #"?% #K?! #K?#

!$$$ !B?B !#?C !#?D !B?"

#$$$ %D?& %D?B %D?" %D?K

K$$$ %"?C %"?K %"?& %"?K

D$$$ D?" &?" D?K D?#

%$$$$ !B?K !C?D !#?! !#?C

!?B

!

不同分子量
MW\

分离的西兰花端粒酶活性

用
MW\ %$$$

)

MW\ !$$$

)

MW\ #$$$

)

MW\

K$$$

)

MW\D$$$

)

MW\%$$$$

分别提取西兰花花蕾

中端粒酶蛋白$进行酶促反应并回收产物$制备接头

连接$通过
MUT

扩增及凝胶电泳分析%结果成弥散

状条带$观察到
#

号样品的条带比其他样品中的条

带亮且多$可知在本实验中$用
MW\K$$$

提取的端

粒酶活性最高"见图
%

#%
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阴性对照

图
%

!

不同分子量
MW\

提取西兰花端粒酶活性比较

!?#

!

不同酶量对酶促反应的影响

基于
MW\K$$$

提取的端粒酶活性最好$选取

该
MW\

分子量下提取的端粒酶$按不同的蛋白含量

"

!$$
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%K$
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%B$

)
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D$
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K$

)

#$
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!$
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%K$

)

4

灭活)阴

性对照#进行酶促反应$结果显示!

#

号泳道中的条

带最亮"见图
!

"

,

##$并且
]@J

片段碱基总量达到

了
&$$`

Y

以上$与其它酶量下酶促反应得到的

]@J

量相比达到最高"见图
!

"
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##%因此$在端粒

酶含量为
%$$

)

4

时进行酶促反应$检测到酶的反应

活性最高%
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!阴性对照
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#不同酶量反应后
MUT

扩增结果

"

`

#不同酶量反应后
]@J

总量的测定

图
!

!

不同酶量反应下西兰花端粒酶的活性比较

!?C

!

不同
MW\K$$$

与洗脱液的比值对端粒酶的

洗脱作用

!!

当洗脱液的量不同即
MW\

的浓度不同时$洗脱

下来的端粒酶蛋白浓度不同$导致提取的端粒酶活

性存在较大差异%根据正常酶促反应
;;]@J

量与

酶灭活后酶促反应
;;]@J

量的差值$可判断提取

出的端粒酶活性的有无和高低%经过测定发现!在

$?!

4

MW\K$$$

中加入
&$$

)

R

洗脱液时$西兰花

花蕾提取液中的端粒酶蛋白活性较高"见表
B

#%

表
$

!

不同
3YS"(((

&洗脱液的比对提取的

端粒酶酶活性的影响
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洗脱液量
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#

正常酶促

"
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+
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#

酶灭活

"
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+

)

R

#

酶作用,

"
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+
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#

正常
k
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总
T@J
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"
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端粒酶

合成

]@J

量6

B$$ %K%?K$ "D?C$ KB?%$ %%#?BB #&?!& %?BB

C$$ %D!?D$ %BK?#B #K?B& %#B?C& B"?!B %?%D

&$$ %&D?!& %B"?!$ B"?$& %K"?KD D?C" #?CC
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!酶作用
g

正常酶促
7

灭活酶促*

`

!系统中总
T@J

含量*

6

!合成的
;;]@J

量越高$端粒酶
T@J

所占比例越高

$

!

讨
!

论

动物端粒酶提取液中曾用到
MW\!$$$

%聚乙

二醇是一种非降解性并且具有亲水性的聚合物$它

可以吸附蛋白质作为其外壳沉积下来$具有很强的

稳定性&

%!

'

%它还是一种高分子渗压剂&

%B

'

$对蛋白质

等进行修饰$降低免疫原性$延长循环半周期$从而

保持 蛋 白 质 药 物 的 活 性&

%#

'

%据 报 道$当
P

"

XUP

!

UP

!

#

+

XP

这个重复单位数目不同时$

MW\

的分子量也不同$其粘度)水溶性)对热稳定性都不

同$能够吸附不同分子量的蛋白质%与高分子量的

MW\

相比$低分子量的
MW\

对蛋白质的吸附性和

细胞结合性较强&

%$

'

%实验表明!用
MW\D$$$

)

MW\

%$$$$

提取的端粒酶蛋白反而没有
MW\%$$$

"

MW\K$$$

几个样品提取出的量多$端粒酶的活性

也较低%除了总蛋白量减少外$可能提取的蛋白分

子量也不同%

当用不同分子量
MW\

吸附粗提取液中蛋白后$

对其沉降的最佳离心速率的选择非常重要%由于分

子量不同$

MW\

吸附蛋白质的结构和数目亦不同%

若离心转速较低$

MW\

吸附的蛋白就不能全部沉淀

下来$造成样品的损失*若离心转速过高$吸附的蛋

白沉淀下来$斜面会压在管中较难再次悬浮$这可能

导致洗脱时不够完全%这两种情况都会影响到西兰

花高活性端粒酶的提取$可能还会影响到对端粒酶
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序列的提取及研究等%因此$根据不同分子量

的
MW\

进行了离心速率的优化$使沉淀轻微的贴

壁$溶液中没有杂质时转速为最佳离心速度%

本研究对于端粒酶活性的检测采用了两种方

法%其一是先从西兰花花蕾中提取端粒酶蛋白溶液

并测定含量$进行酶促反应后回收产物%可以通过

制备接头与回收产物进行连接反应*

MUT

扩增$进

行凝胶电泳$用
\W@W\1+3);L3(73G,

4

3+

4

5

=

;<1G

凝胶电泳成像进行分析*其二在进行酶促反应时对

端粒酶进行高温灭活处理作为对照$正常酶促作为

处理%通过
@J@X]TXM!$$$;

Y

16<*(

Y

0(<(G1<1*

测定
;;]@J

含量并比较%第一种方法可以从电泳

图上看出结果$非常直观)方便%但是实验过程中要

进行接头制备)连接反应等$步骤较繁琐$检测时间

较长$准确率下降%第二种方法通过微量
]@J

测

定仪检测得出的数据进行分析$准确率较高$节省了

部分实验时间%

检测端粒酶活性的方法还有很多$大都在

8TJM

法的基础上与
WR[5J

)荧光定量技术等结

合%这些方法目前在动物)人体等临床医学中研究

的比较多%本研究也是在
8TJM

法的基础上进行

了改良和优化$更适合于对植物端粒酶活性较低的

组织进行检测%同时$也为进一步研究植物端粒酶

的特征)其
T@J

模板的结构等打下坚实的基础%
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