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� � 鱼精蛋白( Protamine)是一种常与 DNA结合 ,存在于鱼类成熟精巢中的碱性蛋白。由于其生化组成的特

点,鱼精蛋白不仅具有促使细胞发育繁殖的作用,而且一旦将其分离出来, 能有效抑制多种食品腐败菌的生长

和繁殖[ M iller 1942]。同时,这种鱼精蛋白还有降血压、助呼吸、促消化、抗菌消毒、抑制肿瘤的生长等多种作

用[ Sharifa等 1993]。

目前,已有从鲑、乌鱼、鲤等鱼种中分离到鱼精蛋白的报导 [ Uyttendaele和 Debever e 1994, 张文重 1992,

高桂庭 1995] ,其中鲑鱼鱼精蛋白在日本等国已成功用于食品贮藏保鲜[ Nakamura 和 Kato 1994, Yajima 等

1996]。鉴于我国沿海水产资源的特点,本研究以鱿鱼( Squid)作为提取原料。鱿鱼, 学名枪乌贼, 属头足纲,

枪乌贼科,我国南北沿海均有分布, 且产量相当丰富,但目前国内外尚未见到有关鱿鱼鱼精蛋白的研究报导。

采用已报导的鲑、乌鱼 、鲤等鱼精蛋白提取方法对提取鱿鱼鱼精蛋白经实验证实并不适用。经反复试验, 找

到了一种提取鱿鱼鱼精蛋白的较好方法。该方法的特点是:手续较简便, 提取得率较高。用经过纯化的样品

进行了等电点和相对分子质量的测定等鱿鱼鱼精蛋白的研究 ,以期为鱿鱼精巢组织的综合利用, 开拓一条新

途径。

1 � 材料和方法

1. 1 � 实验材料和主要仪器

鱿鱼精巢组织(中外合资舟山兴业有限公司鱿鱼加工厂提供) ;鲑鱼鱼精蛋白硫酸盐( Sigma试剂) ;组织

捣碎机( DS- 1, 上海标本模型厂) ; 高速冷冻离心机( GL- 21, 湖南仪器仪表总厂离心机厂) ; 凝胶电泳槽(北京

六一仪器厂) , 核酸蛋白检测仪( MP- 92, 中科院上海生化所) ; 自动部份收集器( BS- 100A, 上海沪西分析仪

器厂) ; 稳流稳压电泳仪 ECP- 3000(北京六一仪器厂) ; Sephadex G- 25,两性电解质, 低分子量标准蛋白样品

(上海生物化学试剂公司)。

1. 2 � 实验方法

1. 2. 1 � 鱿鱼鱼精蛋白提取方法



成熟鱿鱼精巢组织
4~ 5倍量 0. 1M 柠檬酸

匀浆
匀浆液

1. 5M H 2SO4, 40 �

酸解 1hr

0. 15M NaCl抽提 80目滤布过滤
上

清液
95%冷乙醇 冷冻离心

上清液
30~ 50% TCA 冷冻离心

10 000g � 20分, 0 �
鱼精蛋白沉淀

1. 2. 2 � 鱿鱼鱼精蛋白的纯化
在鱼精蛋白的提取过程中,可能会混入杂蛋白,核酸等其它物质, 因此必须对提取物进一步纯化。本试验

采用葡聚糖凝胶柱层析法分离纯化蛋白质[张龙翔 1997]。

层析条件: SephadexG- 25(上海化学试剂厂) , Pharmacia( 进口分装)。样品液: 鲑鱼鱼精蛋白硫酸盐

( Sigma试剂) 5mg/ mL, 提取的鱿鱼鱼精蛋白硫酸盐 5mg/ mL。层析柱: 1. 8cm � 16cm。洗脱液: 0. 05M Tris-

HCL, pH 6. 7, 0. 1MKCl液。洗脱速度: 40mL/ h。检测波长: 280nm。

1. 2. 3 � 鱿鱼鱼精蛋白纯度鉴定
经柱层析化后的样品,采用聚丙烯酰胺等电聚焦电泳法对其进行纯度鉴定。

� � 电泳条件:凝胶浓度 7. 5% , pH 梯度范围( pH 3. 5~ 10)。样品: 鲑鱼鱼精蛋白( Sigma试剂, 2. 5mg / mL ) ,

提取的鱿鱼精蛋白( 2. 5mg / mL )。

粗品经柱层析纯化后的第二峰( 2. 5mg/ mL )。

上样量:均为 10�L。

1. 2. 4 � SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳测定相对分子质量
� � 电泳条件:凝胺浓度 10% , 采用垂直平板电泳槽。

低分子量标准蛋白样品: 磷酸化酶 B( 94 000) , 牛血清白蛋白 ( 67 000) , 肌动蛋白( 43 000) , 碳酸酐酶

( 30 000) ,烟草花叶病毒( 17 500) , (上海生物化学试剂公司)。

鲑鱼鱼精蛋白( Sigma试剂) 20�L。

纯化的鱿鱼鱼精蛋白 20�L。

� � 电泳方法:样品上样进行电泳, 结束后,测定染料迁移距离及各样品迁移距离。由公式相对迁移率= 样品

迁移距离染料迁移/距离, 求得各相对迁移率,并制得标准曲线, 然后依据标准曲线求得鱿鱼鱼精蛋白的相对

分子质量,标准曲线见图 3。

2 � 结果与分析

2. 1 � 柱层析结果

葡聚糖凝胺 G- 25柱层析对鱼精蛋白的纯化结果见图 1。

图 1 � 葡聚糖凝胺 G- 25 柱层析对鱼精蛋白的纯化结果

F ig. 1 � Sephadex G- 25 column chromato graphy of protamine prepration

a.鲑鱼鱼精蛋白( Sigma) � b.鱿鱼鱼精蛋白(提取)
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图 2 � 鱼精蛋白聚丙烯酰胺等电聚焦电泳结果

F ig. 2� PAGE-lsoelectric focusing pattern

of protamine sample

� � � a. NaCl抽提后,直接三氯乙酸沉淀; � b. NaCl 抽提后,先用

乙醇后用T CA沉淀; � c. 沉淀 b经凝胶柱层析收集�峰; � d. 鲑

鱼鱼精蛋白

2. 2 � 鱼精蛋白纯度鉴定

� � 在鱿鱼鱼精蛋白制取过程中,沉淀鱼精蛋

白时,采用先冷乙醇, 后三氯乙酸的分级沉淀。

若氯化钠抽提后, 直接采用三氯乙酸沉淀, 则

会同时沉淀大批杂蛋白,如图 2a。先用冷乙醇

沉淀, 则可使大批杂蛋白沉淀, 同时鱼精蛋白

几乎不沉淀, 再用三氯乙酸处理,则可得较纯

净的鱼精蛋白样品,如图 2b。

在图 1b 中,收集�号尖峰部分, 其与标准

鲑鱼鱼精蛋白出峰体积接近, 对其进行电泳,

如图 2c 中, 其等电点靠近碱性端 , 且条带单

一,纯化效果较好, 与鲑鱼鱼精蛋白标准样品

完全一致。

在鱿鱼鱼精蛋白等电聚焦测定中, 经三次

测定, 求得鱿鱼鱼精蛋白的等电点分别为

8. 90、9. 0、9. 16,数值接近取平均值 PI= 9. 02。

� � 图 3� 鱼精蛋白 SDS-PAGE 电泳图示

Fig. 3 � SDS-PAGE pattern of protamine

� � ( 1) 磷酸化酶 B ( 0. 073, 4. 973 ) ; � ( 2 ) 牛血清白蛋白

( 0. 183, 4. 862) ; � ( 3) 肌动蛋白 ( 0. 322, 4. 633) ; � ( 4 ) 碳酸

酐酶 ( 0. 512, 4. 477) ; � ( 5) 烟草花叶病毒 ( 0. 688, 4. 243)

�鱿鱼鱼精蛋白 � � � 鲑鱼鱼精蛋白

2. 3 � 鱿鱼鱼精蛋白的相对分子质量

鱿鱼鱼精蛋白相对分子质量测定,由 SDS

- PAGE 图示(图 3) 及计算可知, 提取的鱿鱼

鱼精蛋白由两部分组成,其在电泳图上非常相

似,不能分开, 这两部分分子量分别为 11000

和 9300。

3 � 讨论与结语

( 1)采用本研究提供的鱿鱼鱼精蛋白提取

方法, 即先抽提、水解, 再分级沉淀的方法, 经

电泳结果分析,可制得纯度较高的鱿鱼鱼精蛋

白,得率约为 2. 1%。

( 2)在鱼精蛋白纯化过程中, 经葡聚糖凝

胶柱层析时, 由于葡聚糖中的羧基基团呈酸

性,它与呈碱性的鱼精蛋白会发生吸附作用,

影响洗脱效果,经添加盐类, 使盐离子强度在 0. 05M 以上,就会减弱吸附作用[王重庆 1994] , 本实验选用 0.

1M KCl液,效果较好。

( 3)在聚丙烯酰胺等电聚焦中发现鲑鱼鱼精蛋白电泳结果处于电极端,且 P I比报导数值偏低这是由于实

验采用的两性电解质载体为 PH3. 5~ 10 之缘故,而鱿鱼鱼精蛋白在 PH 梯度胶上扩散较充分, 其 PI 较低, 推

测与其分子结构有关。

( 4)在 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳时,发现鱿鱼鱼精蛋白有两部分,其在等电聚焦上形为一致, 推测其由

两部分组成。而且所得鱿鱼鱼精蛋白相对分子质量有差异, 这是由于它们在精氨酸含量或蛋白质肽键排列顺

序以至空间结构不同所致,有关问题仍需进一步探讨。
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