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三种海洋浮游甲壳动物T m 的研究
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(厦门大学海洋系 ) (厦门大学生物系)

摘 要

纯化三次的日本毛虾
、

中国毛虾和 中华假磷虾 的T m 含量分别 占其 千 重 的

。
.

86 %
,

0
.

87 肠
,

和。
.

7。%
;

S D S 一PA G E 测定两种毛虾T m 亚基分子量约3
.

3一
3

.

6 x 10
‘ ,

磷虾的约3
.

2一 3
.

5 x 10
‘ ;

等电聚 焦 分 析 出此三种动物T m 的p l约为

p H S
.

o ,
在p H 4

.

8或7
.

2的镁溶液中
,

三 种T m 均能形成针状晶体
,

透射 电镜下可

见到约39
n m 横纹周期及若干细节

, 三种T m 均含有G hi
、

A sp
、

L y s
、

H is
,

A r g
、

S er
、

T h r 、

G ly
、

A la
、

(Cy s )
:

、

V a l
、

M e t
、

Ile
、

L e u
、

T y r 和 Ph e ,

但 都未

测出 Pr 。 和 T r p , 圆二 色性测定指出
,

在远紫外区三种 T m 均显示出峰型极为相

似的典型
a 螺旋双负峰

,

峰极点分别落在2 22 和2 08 n m 处
.

日本毛虾
、

中国毛虾和

中华假磷虾 T m 在 2 08 n m 处的
a 螺 旋 度 分 别 占整 个 肤 链 的 7 6

.

6 %
,

7 4
.

2肠和

6 1
.

6 肠
.

1 8 7 1年
,

L a n s k e s t e r (见 G r e e n 〔‘’

) 首先用光谱法测定 了搔 ( D a p h n ia ) 的血 红 蛋

白
,

被认为是浮游动物蛋白质生化研究的开始
.

此后
,

其蛋白质研究大都停留在总蛋白量

的测定和氨基酸的分离分析
.

1 , 8 1年
,

N is hi ta 等
〔”进 行 了 南 极 磷 虾 (E

“p ha 。 : ‘。 邪-

Per ba ) 的肌动球蛋白(ac to m y os in) 的生化特性等研究
.

迄今
,

还未见有关浮游动物原肌

球蛋白 (T r o p o m yos in 下称 T m )的报道
.

本文对三种浮游甲壳动物T m 的制备
、

结构和生

化特性进行了研究
.

试图通过分析
,

阐明在个体细小的浮游动物中是否也 含 有
,

含 量 如

何
,

为浮游动物的生化研究特别是T m 研究提供一些资料
:

已有资料表明
,

不 同 种 属的动

物
,

T m 的结构及其生化特性有着细微的或显著的差异
〔3 ’

.

因此
,

能否利用这些不 同
,

区

分鉴别一些种属亲缘关系相近
,

形态分类难于辨认的种类
,

将经典的分类提到分子水平上

来探讨
.

一
、

材料与方法

1
.

材料收集处理

本文所用的材料中国毛虾 (A c e te s c h‘n e o s is ) 和 日本 毛 虾 (月
.

ja Po n ic o s
) 分 别

于1 9 8 5年 3月6 日和同年 7月27 日取自厦门曾借按浅海手 操 网 的鲜活 个体
;
中 华假磷 虾

本文于 19 8 了年 2月 6 日收到
,

修改稿于 19 8 8年 2月 5 日收到
.
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p 。。、d 。“p h。。: i。 : 3’n ‘。。) 系 1 9 8 5年3 月 1 9 日在 曾膺按 与语屿之间海面的定置网采集的新鲜

样品
.

标本存放于冰瓶
,

立 即带回实验室冰库中( 十 2
’

C )处理
.

先用。
‘

云m o
i/ ] N a

CI 溶液

洗涤
,

再挑选出所需的纯一种类
.

各取60 只 (分三组
,

每组 20 只 ) 庸滤纸吸干体表的 水
,

称湿重
.

其余纯种动物加适量冰冷的o
.

6 m ol /l N a
CI 溶液 (1/ 5 一班/ 厂 ) 捣碎

,

于冰库中

( + 2
‘

C ) 搅拌5分钟
,

高速离心收集沉淀物
,

用冰冷乙醇和丙酮分步 脱 水 制 干 样 后
,

一 1。
’

C冰库保存
.

2
.

T m 的制备纯化

按B ai ley
〔‘〕

法略作改进抽提
.

在 p H 4
.

8条件 下沉淀和硫酸馁盐析法 纯化 T m 三次
.

除离心室操作外
,

其余均在 + 4
’

C 以下进行
.

3
.

T m 的纯度分析和含量测定

采用十二烷基硫酸钠
一聚丙烯酞胺凝胶 电泳 (5 D S 一PA G E ) 鉴定蛋白纯度

〔”
.

蛋白

样品液含 S D S和疏基 乙醇各1肠
,

蔗糖 40 肠
、

嗅酚蓝。
.

1肠
,

沸水浴中处理5分钟
.

凝胶 浓

度 T = 10 肠
,

交联度
c = 30 肠

.

蛋白样品用量每管约35 件g
,

每管电流2
.

s m A
.

以考马斯 亮

蓝R 一 2 50 染色
.

蛋白含量采用双缩脉法于5 5 0n m 处测定
,

牛血清蛋白 (S ig m a
产品 ) 为 参

比
.

4
.

分子量测定

以标准混合蛋白 (美国Bi
o 一 R a d产品 ) 为参比

,

S D S
一
PA G E 法测分子量

.

胶浓度及

染色同 3
.

待测蛋白直接加入标准蛋白中分析
.

标准蛋白如下
.

磷酸化酶 B Ph o s p h o ry la s e B ”2 5 0 0

牛血清蛋仁1 B o v in e s e r u m A lb u o l io 6 6 2 0 0

卵清蛋白 O v a lb u m in 4 5 0 0 0

碳酸醉酶 C a r b o n ie A n h y d r a s e 3 1 0 0 0

大豆胰蛋白酶抑制剂 S o y b e a 二 T t ry p s in In h i}〕it o r 2 1 5 0 0

溶菌酶 L y s o z y m e 1 4 4 0 0

5
.

等电聚焦分析

以A m p h ol in e
作为两性电解质载体

,

聚丙烯酞胺凝胶作抗对流支持介质等电聚焦
,

测

定三种动物T m 的等电点
.

凝胶 T ~ 4 肠
, c = 2

.

7肠
.

40 肠A m p h ol i二为L K B产品
,

p H 3
.

5

一10 占凝胶的1肠
,

p H 6一8占0
.

01 肠
.

蛋 白样品内含 尿 素 sm ol /l
、

蔗糖 40 帕
、

结 晶 紫
o

,

5 肠
.

直接将蛋白样品加在凝胶顶部
.

每管用量约 38 一45 卜g
,

每管恒压20 V
,

直至结晶

紫出管外
.

6
.

电子显微镜样品处理

S D S 一PA G E 纯的三种T m 样品
,

先对重蒸水透析 6一 s h
,

再对 0
.

05 m ol /l 磷酸冲缓液

(pH 7
.

2) 透析结晶
.

用负染和投影技术制片
.

负染
:

取适当浓度的蛋白晶体液 (1 0林g /

口) 于0
.

3肠 For m v ar 支持膜的铜网上 (膜厚度约15
.

0n m )
,

室温下晾干后立即用 2 肠醋

酸铀 (p H 7
.

。) 染色
.

晾千后置 JE M一 1如C X n 电子显微镜 (日产 ) 下观察
.

投影
:

同上

蛋白样品滴于铜 网上
,

室温下晾干
,

H U S 一SG B真空喷涂仪 (日立 ) 于 tg夕一 1。/ 4喷 自金

丝粉末
,

厚度约 1 1
.

0 n m
.

同上电镜观察
.
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7
.

氨基酸分析

S D S一PA G E 纯的T m 经三氯 乙酸沉淀
,

重蒸水溶解
,

对重蒸水透析
,

按K as p e r “ ’

法

水解
,

8 3 5一50 型氨基酸分析仪 (日立 ) 分析
.

8
.

圆二色性测定

为比较不同种属动物 T m 的主肤链构象特征
,

测定了此三种动物T m 的圆二色性
.

各经

三次纯化的T m 样品
,

再经高速冷冻离心除去杂质后
,

溶解于0
.

o lm ol /l 磷酸缓冲液 (p H

7
.

2 ) 中 (0
.

z m g / m l)
,

于JA S C O 一J2 0圆二色性仪 (日产 ) 的远紫外区 (2 5 0一 lg o o m )

测圆二色性
.

二
、

结 果

1
.

纯度和含量

日本毛虾
、

中国毛虾和中华假磷虾的SD S一PA G E纯度检测
,

结果表明
,

20 一35 肠硫

酸按盐析部分的蛋白
,

呈 电泳单一扫描图谱 (图 1 )
,

而 35 一70 肠部分的物质
,

至少出现

双条或一大团粗谱区带
.

据此可以认为
,

只有20 一3 5肠硫酸按盐析的蛋白属T m
.

这在等电聚焦分析和电镜微细结

构观察中也证实了这一点
.

双缩脉测定结果指出
,

日本毛虾
、

中国毛虾和中华假 磷 虾 的

T m 分别占其千重的0
.

56肠 (0
.

7 3一0
.

9 7肠 )
、

0
.

8 7肠 (0
.

8 1一0
.

9 4 % ) 和 0
.

7 0肠 (0
.

6 2

一0
.

8 0 )
.

可 以看出
,

同属的两种毛虾
,

T m 含量较相近
,

而中华假磷虾的含量较低
.

2
.

分子量 (MW )

待测和标准蛋白经 SD S一PA G E 后
,

明显地看出
,

此三种动物T m 迁移位于标 准 蛋白

卵清蛋 白和碳酸醉酶之间 (图2 )
.

由B e o k m a n D U 一 SB分光光度计
一
扫描仪所得峰 谱

,

计算各种蛋白迁移率
〔”

,

用最小二乘法即可算出此三种蛋白的亚基分子量
:

同属两 种 毛

虾T m 约为 3
.

3一3
.

6 x 1 0
‘ ,

中华假磷虾的约3
.

2一3
.

5 x 1 0 ‘

(图2 )
.

3
.

等电点 (p l )

等电聚焦扫描图谱如图3所示
.

据张法
‘” 计算其等电点约为 p H 5

.

0
.

尚未看出此三种

2
。

00 00 2
.

0 0 00

1
.

1 10

! 1 5
.

4 m m

1 0 0 0 0

划娜奋识

0
.

8 23
! 10

.

s m m

tt1.0000
。
二
:=。。抽曰1

,

00 0 0

Q
.

OD OO
‘乙

山
、。. 一乙

J 0 00 00场日汾
1 10

·

0 0 1 5‘六00 6 0
·

QV

1 胶距 r m 爪 )

1 IU
.

U O

2

立玉
J O

.

0 0 0 0U 宝匕
1 5 0

,

0 0 6 0
.

0 0 王10
.

0 0

3

儿
1 50 0 0

里
三种动物T m 的S D S一P A G E 扫描图谱

中国毛虾 2

—
日本毛虾 3

—
中华假磷虾
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甲
\
弋半 皿 清蛋白

\
二。、二、

大 互筷 蛋白

、酶抑制剂
催

倍菌游

0
.

2 0
.

圣 0
·

右 。
.

3 1
.

。迁 移率
. 6种嗬;准蛋白质 ‘见正文 夕

x 中国毛虾T m

7种蛋白质的分子量对数电冰迁移率

功物T m 的p l有显著的差异
.

存
.

电镜观察

图4 是三种动物 T m 晶体的电子显微镜照

片
.

1耳以看出
,

( 1 ) 低倍镜下
,

它们的晶体

外形呈纺锤型或针叶型
.

高倍镜下
,

则可见

到清晰的横纹周期
,

每周期中又有若干细节
,

但细节相间似乎不完全一致
.

经测定三种动

物的T m 横纹周期约为3 8we 4。哪
.

还没发现

毛虾和磷虾 T m 横纹周期有明显 差 异
.

这或

许 与它们同属甲壳纲
、

种属关系相互亲近有

关
,

抑或 与T m 的横纹周期特性有关
;

(2)

自金丝喷涂投影的照片
,

虽可明显地看到横

纹周期
,

但其界限模糊
,

其中的细节也无法

显出
.

在这一点
_

E
,

负染的观察效果显然比

投影的佳
.

5
.

氮基酸组成

表 1示出了三种动物T 爪的氨基酸组成
.

可以看 出
:

G lu
、

A s p
、

L y s 、

H is 和 A rg

等强极性氮基酸 的含量很丰富
,

占总氨基酸

含量的 5 4肠以上
.

酸性和碱性分别占总量的

叮l汁
l时lre钵|以1
.|“�!ljl“11!
11斗!!
、i鲜
·

!

:
!l

⋯
上

!。洲之卜上

�..压互‘、户铸声户r尸,廿.番

,‘,1,l, t.刁I

l
r

,fl,

1
.2

.

。。。。 : l

敛于
, 6 0

.

sm m
2

.

0 0 0口 2 00 0 0

1 6 1 4

9 6 了m 爪m

7mO�勺6
‘

t

口I

,

1只曰

t皿..,.. 盆, 、日J己r户

例娜穿长

1 0 0 0 0
l

‘

Q0 0 0

洲
、l

。。。。

匕立已
。J

,

峪0 0 U I ko
、 0 0 ! 5 0

.

口O

{又一一

1 胶距 ( n 、m 、

〔O
、

口0 [ l‘,
.

0 0 15 七

产
‘

CO
、

6 Q 工10 0 0 1 50

3

图 3 T m 的等电聚焦扫描图谱
1

一
中国毛虾 2

—
日本毛虾 3

一
中华假磷虾

3 8一41 % 和巧一1t %
.

但是
,

不同种动物 T m 的各种氨基酸含量却不尽相等
.

可以看 出
,

同属的两种毛虾
,

各氨基酸含 量 都 很相近
,

显示出亲缘关系相近的动物 T m 化学组成相

似的特性
.

而不同目的假磷虾一些氨基酸含量与毛虾的相差较大
,

尤其是 M e t 和 L y s ,

分

别低 3
.

7 一 3
.

9 和 1
.

6一 1
.

7 倍
.

但 A r g 的 含量却高于毛虾的 1
.

6一1
.

7倍
.

这些差 异是

否仅仅是由于种属不同的关系引起的
,

不能遴下结果
,

但是代谢途径中处于重 要 地位 的



6 期 苏永全等
:

三种海洋浮游甲壳动物T m 的研穷

A la
、

G lu 和A s p 的含量却很相近
.

卜

图 4A 中国毛虾T m 晶体的电镜形态

上

一
加速电压 6 o k V

,

物镜光网孔径3 0 0 卜m
x (2

.

o 6 o x 10 ‘) 负染
中
一

加速 电压 8 0k V
.

物镜光阑孔径 20 。卜m
x (9

.

‘0 0 x xo ‘) 负染
下
—

加速电压60 k V
,

物镜光阑孔径 30 0 卜m
x (3

.

s9 6 x 一。‘) 投影

图4 B 日本毛虾T m 晶体的电镜形态

拿鳄撇 ::冷罢霎冀霎嚣::::二
狡 (9

.

62 8 x l。‘) 负染
_

_ _
_

_ _ .

_

飞不恐臀黔蛛
物镜光
触

径20 。卜’

图4 C 中华假磷虾T m 的电镜形态

加逮电压 so kV
,

物镜光阑孔径 2 0 。“m

上

—
x (4

.

5 7 2 x 一。‘负染)

下

-
x (,

.

8 6 4 x 一o ‘负染)

6
.

圆二色性

三种动物T m 的圆二色性峰谱于 图5示出
.

它们都呈
a
螺旋型肤链的双负峰

,

而且峰极

点均落在2 22 和召08n m 处
.

据G r e e nf ie ld 法
〔”计算

,

此三种动物 T m 的
a
螺旋度和克分子椭

圆值列于表2
.

可以看 出
,

峰形较高的2 2 2 n m 所计算的
a
值反 比较低峰的ZO8o m 要小

,

此乃

计算方法不同所致
.

但总的来看
,

2 2 2 n m 处的
a
螺旋占整个肤链分子的”肠 以 上

,

208 n m

处的则都超过60 肠
.

如用C h en
‘” 的方法计算

,

则a 螺旋度要高得多
.

由图5
,

表2可看出
, 虽然三种动物T m 的圆二色性峰谱形状相似

,

极点也一致
,

但其
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表 1 三种浮游动物T m 的氨基酸组成

动 物 中 国 毛 虾 本 虾 中

含 量
卜m o l/ l 肠 “m o l/ l 肠 林m o !/ 1 肠

赖氨酸 L ys

组氨酸 H is

精氨酸 A rg

天冬氨酸 A sP

1 1
.

7 9

幻 8 5

4
.

9 6

15
。

9 3

2
,

SQ

2
.

7 3

2 3
.

1了

2
.

3 3

工1 5 3

0
。

玉0 5

0
.

0 0 8

0
.

1 1 9

O
。

26 3

0
。

0 4 8

0
.

0 70

0
.

3 1 3

0
.

0 冷7

0
。

1 7 1

0 0 0 6

0 0 5 了

O
。

0 1 2

0 0 5 5

0
.

1 8 1

0
.

0 2 9

0
。

0 1 8

6 9 9

0
.

5 3

7
。

9 2

1 7
。

5 1

3
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图 5

1

—
日本毛 虾

T m 圆二色性图谱
2

—
中国毛虾 3

—
中华假磷虾

表2 三种浮游动物T m 的螺旋度 (肠 )

动 物 [ 8 1 2 2 2 [6 〕
: . 。

a 2 2 2 口 2 0 .

日本毛虾

中国毛虾

中华假磷虾

一 26 4 50
一 26 2 20 6 5

.

4 7 6
。

6

一 2 5 9 90 一 2 5 53 0

一 2 2 3 1 0 一 2 1 3 5 0

6 4
.

2

5 4
.

9

7 4
。

2

6 1
。

6
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三种海洋浮游甲壳动物T m 的研究

峰高度却有着明显的不同
,

因而所计算的椭圆值和螺旋度也互有高低

较相似
,

而中华假磷虾的椭圆值和螺旋度较低
.

说明动物种属相异
,

不同
.

.

两种毛虾的情况比

T m 的圆二色 性 谱也

三
、

讨 论

浮游动物是种类繁多
、

数量很大的一类小型生物
.

由于体小肉少
,

要对其进行结构蛋

白的生化研究
,

就需挑拣出足够数量的个体
,

确有不少困难
.

看来
,

个体微小
、

取材困难

或许是至今还未见到有这类动物T m 研究报道的原因之一国内外有关 T m 研究的论文不少
,

但所用的材料都是个体较大动物的横纹肌
、

心肌或平滑肌
.

而个体细小的浮游动物的肌肉

是极难甚至无法直接把它分离出来
.

因此
,

本文所用的三种甲充动物的T m 分离纯化就 应

有所改进
.

首先
,

考虑到 以整个个体制备T m 时
,

具有活性的酶 (特别是消化道 的酶 ) 的

影响
.

刚开始时未能注意到这一点
,

以致所获得的T m 量很少 (约。
.

13 肠 )
,

而最 明显 的是

结晶过程中找不到蛋白晶体
,

因为T m 的一个特性是极易解聚和降解或失去结晶能力
( ’ ,

.

因此
,

制成干样时
,

将整个动物体匀浆后离心除酶
.

又在制备纯化时
,

加入适量的E D T -

A N a Z
,

以赘合某些酶中的金属离子
,

从而抑制样品中酶的活性
.

同时注意低温 操作
,

即

使有少量酶存在也难于表现其活性来破坏 T m 的制备纯化和结晶
.

这样
,

不仅T m 含量提高

了6一7倍
,

而且也易于结晶
,

便于制备电镜样品
.

蛋白质的结晶
,

与其纯度
、

浓度
、

环境的p H 值
、

温度及金属离子等因素有 关
.

本 文

三种动物的T m 结晶也是如度
.

在其他因素恒定的情况下
,

p H 的变化对晶体的形成很值得

探讨
.

一般地说
,

蛋 白质在环境的p H 与其等电点接近时
,

晶体易于析出
,

本文的T m 情况

亦然
,

然而
,

当环境的p H 为中性 (p H 7
.

2) 时
,

所形成的晶体外形和电镜下横纹周 期图

案与接近此蛋白p H 值的环境 p H 4
.

8时的情况相似
.

但在p H 6
.

O时却找不 到晶体
;

同 时 还

发现
,

此三种 T m 刚抽提出来即进行透析结晶
,

也较顺利
.

若于0
.

01 m ol /l 磷酸缓冲液 (P H

7
.

2) 保存3一4个月后 (低温环境
,

但不至使 T 。冻结成冰块 )
,

再透析结晶
,

则很困难
.

看来
,

经一段时间后的三种 T m
,

可能由于空间结构上产生某些不可逆的变化而无法 形 成

晶体
.

再者
,

刚抽提出的T m
,

先对重蒸水透析后
,

再于磷酸缓冲液
一M g CI

:

中结晶
,

也较

容易
.

但在其他条件下如。
.

01 m ol /l 磷酸缓冲液 (含0
.

01 m d /l T ri “ ,

p H 7
.

2 ) 透 析后再

行结晶
,

也很困难
,

甚至根本找不到晶体
.

就此现象
,

可能是含有一定量的 T r is 的磷酸

缓冲液中
,

有某些物质 (如离子等 ) 阻碍着T m 结晶前的透析
“

净化
” ,

或许是T : 15 一磷酸

缓冲环境与袋内透析物溶液不能形成足够强的渗透压
,

致使袋中T m 的某些杂质小分子 不

能析出来或环境中的镁离子无法渗透进袋中与T m 形成晶体
.

有关这些 间题
,

尚待 深 入

探讨
.

表1中三种动物 T m 的氨基酸组成中
,

强极性氨基酸 (酸性和碱性氨基酸 ) 的含 量 占

50 务以上
,

而且很相近 (53 一58 肠 )
,

其酸性和碱性氨基酸含量也各相差无儿
.

任梅轩
〔‘ 。’

曾计算了兔
、

猪心
、

鸭腌
、

对虾和乌贼等T m 氨基酸的含量
,

其结果碱性氨基酸含 量 (”

一即外) 与本文的情况相似
·

酸性和极性氮基酸由于计算方法不同而有所差异
.

但就他们
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的计算
,

也都非常接近
,

酸性和极性氨基酸分别占2 5一28 呱和61 一63 呱
.

由此看来
,

不论

是脊椎动物的哺乳类 (如兔 ) 和鸟类 (如鸽子 )
,

还是无脊推动物的甲壳类 (如对虾
、

毛

虾和磷虾类 ) 和软体类 (如乌贼 )
:

不论是动物 的横纹肌还是心肌或平滑肌
,

其 T m 的 一 个

共 同特性是残基性质相似的一类氨基酸含量相近
.

再者
,

从丧 1还可清楚看出
,

极少 甚 至

不含有T 印和Pro
.

值得指出的是Pro
,

它和G I犷一样
,

在蛋 白质的 a 螺旋结构中
,

它 们 都

是肤链螺旋的破坏者
,

肤链 中凡有这两种氨基酸出现的部位
,

螺旋则断裂或转向
,

而T m 的

螺旋度一般都很高(占了7一 7 9 肠 )
仁’ “ 〕 ,

这或许与Pr
。
的微量甚至缺乏和Gl y的低含 量 有

直接的关系
.

但是
,

本文三种 T m 的氨基酸虽有上述的共同特性
,

然而种类不同致使 它 们

的氨基酸组成特性又有着某些细微或明显的差异
.

如 G ly的含量在中华假磷虾 T m 中所占比

例高于两种毛虾
,

这或许是导致它的T m 的a螺旋含量较低 的原因之一 (表2 )
.
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