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摘要 从兔膀脆上皮细胞中分离纯化 了不对称单位膜 ( A UM )
,

拍摄了负染样品的

电子显微像
,

用计算机对数字化像作了 oF
u ir e r

滤波
,

校正 了晶格畸变
,

首次得到了兔

膀胧 Au M 蛋 白 2
.

o lnn 分辨率的二 维投影结构
.
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生物膜在细胞的生命活动中起着十分重要 的作用
.

生物膜的基本组成单元是脂类和蛋白

质
,

其中蛋白质在膜功能发挥方面起着主导性的作用
,

而膜脂则为膜蛋 白功能的发挥营造了适

宜的环境条件
.

与膜脂相接的膜蛋 白表面多呈疏水性
,

因而不易形成结构 良好的三维晶体
,

限制了利用 X

射线晶体学的方法测定其结构
.

同时
,

膜蛋 白的分子量一般都较大
,

目前的核磁共振 (N MR )波

谱法对于测定其结构也有一定困难
.

但是
,

若能将纯化的膜蛋 白在一定的外界条件下重组到

脂双层 中而形成二维蛋 白质晶体
,

就可以利用电子晶体学的方法确定它们的空间结构
.

另外
,

有少数膜蛋白在天然状态下即形成小块 的二维有序 阵列
,

可以直接用来进行结构分析
.

本文

中涉及的不对称单位膜 ( as ”
l u n e ticr un it m e

btn ,
e ,

UA M )就是其中的一种
.

哺乳动物膀胧上皮表层细胞中存在一种特殊 的膜结构
,

其腔面质膜及细胞质 内的梭形小

泡的腔面的大部分区域覆盖着一种扇贝形的斑块结构
,

使腔面一侧增厚 ( s nln )
,

而细胞质一

侧则维持通常的厚度 ( 4 lnn )
,

两侧在厚度上呈不对称性
.

19 65 年
,

iH ck S
首先观察到这一现象

并将此种 细胞 膜命名 为不对称 单位膜 〔`〕
.

已经 表 明
,

Au M 中的斑 区 是 由 A u M 蛋 白 (
u or

-

禅ak isn )颗粒向外延伸形成的
,

每个星形的蛋白复合体 由 6 个 内部和 6 个外部的结构域组成
,

所

有的星形颗粒形成一个 p 6 对称的平面阵列
.

这样的一个天然二维晶体很适合用电子 晶体学

方法研究其中的膜蛋 白结构川
.

事实上
,

目前 已发表的 Au M 蛋白的结构数据基本上都是用电

子晶体学 的方法得到的
,

所用材料来源于牛膀胧〔2
,

3〕或猪膀胧闭
,

采用负染制样
,

分辨率约 2
.

2

urn
.

本文从兔膀胧 中成功分离了 A UM 并拍摄 了其负染样品的电子显微像
,

在此基础上进行

了初步的图像处理
,

第 1次得到了兔膀胧中 A UM 蛋白 2
.

o lnn 分辨率的投影结构
.
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1

实验与数据处理方法

AU M的分离纯化

采用 v e笔 r aa等人仁, 一 7〕的方法
,

并做了适 当改动
.

在实验室里将兔子宰杀后迅速取 出膀

胧
,

将膀胧翻转
,

用预冷至 4℃ 的 p H 7
.

4 的磷酸盐缓冲盐水 ( BP s) 浸洗 3 次
.

然后用钝的手术

刀轻轻刮取上皮细胞
,

悬浮于适量 P BS 中
,

在 4℃
,

4 6( X〕r/ 而 n 下离心 10 而
n

.

同样条件下用

BP S 洗涤沉淀之后
,

将其重新悬浮于 p7H
.

5 的 10
~

F L H EPE S缓冲液中
,

其中含有 1

~
F L

氟化苯甲磺酞 (户
e yn lm

e

断 l
一

su ior yn l flu ior de
,

MP SF )
,

l im l l o l / L E l )T A 和 l im l l o l / L E《; l
,

A (缓冲

液 A )
.

用玻璃匀浆器破碎细胞后
,

4℃下离心
,

弃去上清液
.

沉淀在同样的条件下用缓冲液 A

洗涤 3 次
.

收集沉淀并将其重新悬浮于缓冲液 A 中
,

置于 1
.

6 mo F L 蔗糖溶液上面
,

在 4℃
,

17 X( X) r/ m in下离心 20 而 n ,

收集位于两溶液界面处 的粗膜
,

用缓冲液 A 洗涤 2 次
.

沉淀用 2 %

的月桂酞肌氨酸钠在室温下处理 10 ha n
.

4 ℃
,

17 (】叉〕 r/ m in 下离心 30 m in
,

弃去上清液
,

同样

条件下用缓冲液 A 洗涤沉淀
.

然后用 25
~

F L N ao H 在室温下处理沉淀 10 m in
,

离心后洗涤

沉淀
.

最后收集纯净的 AUM
,

悬浮于适量缓 冲液 A 中
, 一

70 ℃下保存备用
.

1
.

2 电子显微镜样品制备与显微像拍摄

先挑选载有碳膜 的铜网
,

碳膜应均匀平整
,

完好无损
.

碳膜需预先进行辉光放电处理
,

以

增加样品悬液在碳膜表面的附着力
.

取适量样品悬液
,

用缓冲液 A 稀释至约 1
.

0 拌岁mL
,

充分

混匀
.

取约 5 拜L 样 品悬液滴于镀有碳膜 的铜网上
,

30
5 后用滤纸吸去多余样 品

,

迅速滴加约

10 匹 1% 的醋酸双氧铀溶液
,

经 30
5
负染后用滤纸吸去残留溶液

.

室温下干燥
.

好的样品在

电子显微镜下易观察到较多的 UA M 膜片
,

而且膜之间不太重叠
、

堆积
.

在筛选负染色剂时
,

除

了 l % 一 2 % 的醋酸铀水溶液外
,

还 尝试过 1% 的醋酸铀的乙 醇溶液 以及 1% 的磷钨酸水溶液

( p H 7 )
,

但染色效果均比不上前者
.

制备好的样品在 EJ M 200 C x 型电子显微镜上进行观察拍

照
,

加速电压为 200 kV
.

1
.

3 数据处理

利用光学衍射方法挑选衍射斑明锐
、

对称性好和分辨率高的负 片〔“
, ” ]

,

使用线状照 明的显

微光密度计
,

玩
a fs c an 45 〔̀ “ 〕对选定的底片进行数字化

,

扫描步长为 10 脚
.

数字化像的计算机 图像处理应用美 国 B ay lo r 医学 院 sc俪d 等人【川 编制 的计算机程序

S ep ct ar 在 SGI 工作站上进行
.

2 结果与讨论

图 1是兔膀胧 AU M 的电子显微像
.

对数字化像作 oF iur
e r 变换后

,

对一些强斑点作指标

化
,

再用这些强斑点作最小二乘法精修
,

得到以象素为单位的倒空间晶胞参数
.

根据像的放大

倍数和底片数字化时的扫描步长
,

计算出兔膀胧 A UM 蛋白二维晶体的点阵参数如下
: a = b =

16
.

5 n m
,

了 = 120
0 .

晶体点阵畸变的校正是数据处理中最重要的一个步骤
.

先用孔径适中的掩模对数字化像

作 oF
u ir er 滤波

,

从得到的滤波像上选取一个较完整 的区域作为参考 区
,

通常参考区 选在像 的

中心部位
,

作像与参考 区 的卷积
,

得 出互 相关函数 及相应 的互相关 图 ( c c M )仁
’ 2 1 (图 2 (

a
) )

.

C CM 上斑点的峰高反映了晶体的畸变程度
,

峰愈高表示相关性愈好
,

畸变小 ;峰较弱则说明相



自然科学进展 第 0 1卷

图 1用于数字化图像处理的兔膀肤

A UM的电子显微像

关性差
,

畸变大
.

随后搜寻 c c M 上的峰位置 ls[ i
,

用

最小二乘法精确测定峰的重心 〔’ 4 〕
,

用矢量制 图描绘

出每个 晶胞偏 离理想 位置 的方 向和距离〔’ 5伙图 2

( b) )
.

借助 孙h en 函数用若干个参量来描绘像的畸

变
,

从而可计算出像上每一点所需作的校正量 (图 2

(
。
) )

,

然后再用图表示出校正后的晶胞位置 的畸变

量 (图 2 ( d) )
.

可以看出它比校正前的图明显改善
.

经过二次校正后
,

畸变量 已经很小
.

接下来应该是

修正衬度传递函数 (
c on astr

t t la l l

sfe
r if 川 e it on

,

简写为

CFT )
,

由于负染样 品分 辨率较低
,

此时 CTF 的影响

并不明显
,

所以一般并不做 C吓 修正
.

图 3 ( a) 是经

过各项校正之后 的像的 Fou ier
r
变换

.

图 3 ( b) 是放大输出的 2
.

o lnn 以内的各衍射斑

点的 10 值 〔’ 5 }
.

若根据 IQ 值小于或等于 3 的斑点

来判断像的分辨率
,

则可以看出分辨率至少可达 2
.

0 二
.

图 4 是根据图 3 ( a) 计算出的 UA M 蛋

白的 2
.

o mn 分辨率的二维投影结构图
.

从图中可以清楚地看出 A UM 蛋 白复合体的 6 个结构

「「
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\…
:

一…
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、
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、
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兰燕,

’

(咬下
、

`

:
、

:

图 2 二维晶体点阵的畸变校正

( a) 根据互相关函数得到的互相关 图 ; ( b) 以矢量表示 的每个晶胞的畸变量 ; ( c ) 像上每一点所需做的校

正量 ; ( d) 校正后晶胞的畸变量
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,

o u li e r
变换 ( a) 及放大输出的 2

.

o run 以 内

各衍射斑点的 QI 值 ( b)

图 4 兔膀胧 A UM 蛋白 2
.

o xnn 分辨率的投影结构图

域
,

每个结构域分为内
、

外两圈
.

这与从牛
、

猪
、

老 鼠等哺乳动物膀胧中所得到的结果是一致

的【’
一 4 〕

,

从而进一步证实了 A u M 结构在哺乳类动物中的高度保守性
.

由于 目前所得的只是一

个较低分辨率的投影结构
,

仅靠它还难以清楚阐明 AU M 的生物学功能
.

只有在得到 了高分辨
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率 (原子或近原子分辨率 )的三维结构数据之后
,

才有可能从分子水平上对 AUM 这一特殊的膜

结构的生物学功能及其功能发挥的机理进行详尽的分析和研究
.
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