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细胞质体尾部乳糖 -6-磷酸受体
及其被酶磷酸化的特点

沈　辉　　　　　　　 Thomas Braulke

(无锡轻工大学食品学院 ,无锡 214036)　 (德国哥廷根大学分子生物学 -生物化学研究所 )

摘要　研究了大白鼠 L-细胞质体尾部“ 300 k D乳糖-6-磷酸受体 ( M PR 300-CT)”

在细胞内及细胞膜上的分配、分子结构及其被酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化的特点。“ M PR

300-C T”由抗“ M PR 300-CT”体免疫沉淀、分离 ,并被纯化为均一体。采用 SDS-

PAGE测定“ M PR 300-CT” ,结果显示: 其分子结构是单一的多肽 ,磷酸化分子的

分子量约为 23× 10
3
～ 25× 10

3
.在细胞自然生长和实验状态下 ,“M PR 300-C T”能

被酪蛋白激酶Ⅱ有效磷酸化。放射性同位素
32

P标记显示:在细胞内及细胞膜上的

“ M PR 300-CT”的比率是 1∶ 1. 3,而且“ M PR 300-CT”中的丝氨酸 (可能还有苏氨

酸及酪氨酸 )被酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化。
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0　前　　言
　　细胞质体“乳糖 -6-磷酸受体 ( M PR)”是一种生物蛋白质 ,与“胰岛素样生长因子Ⅱ

( IGF-Ⅱ )”相似。 在人类 IGF-Ⅱ受体的分子结构中有 80%与 M PR的部分 CDAN序列相

同 [1, 2 ]。 而且 ,表达在卵母细胞的人类 IGF-Ⅱ受体能被 M PR抗体所承认 ,人肝脏 M PR与

IGF-Ⅱ可特异结合 [1, 3 ]。细胞质体“ 300 kD乳糖 -6-磷酸受体 ( M PR-300)”存在于生物体内高

尔基体网 ( TGN)和内质体之间 ,在细胞膜与内质体之间循环 ,这样可将含有腺体的 M PR从

T GN及细胞膜输送到内质体
[4 ]。

M PR由 4个区域组成 [5 ]: 1) 44个氨基酸残基的胺基末端单一序列 ; 2) 2 269个残基的

外质体区域 ; 3) 23个残基的转移膜区域 ; 4) 163个残基的羧基末端质体尾部区域。

尤为重要的是 ,质体尾部 M PR-300( M PR 300-C T)是 M PR-300在细胞内循环所必需

的 [6 ]。“M PR 300-CT”是一个大分子量的蛋白复合物 ,它与细胞浆中一种 35 kD的蛋白质相

互作用 ,而且这种作用依赖于酪蛋白激酶Ⅱ ( CK-Ⅱ )催化的“ M PR 300-CT”的磷酸化作



用
[7 ]
。

为了研究“ M PR 300-CT”在细胞内及细胞膜上的分配、分子结构及其在自然和实验状

态下被 CK-Ⅱ磷酸化的特点 ,作者以大白鼠 L-细胞“ M PR 300-CT”为研究对象 ,并采用来源

于微生物 Escherichia coli的 CK-Ⅱ对其磷酸化修饰。

1　实验方法与材料
1. 1　实验材料

[32 P]-正磷酸 , [γ-32 P]-ATP,“彩色标准蛋白质”　 AM ERSHAM公司 ; 纤维素簿板　

M ERCK公司 ; 蛋白 A( Panso rbin)　 PHARM ACIA公司 ; 牛血清白蛋白　 SIGM A公司 ;

胰蛋白酶　 SIGM A公司 ; 纯品“ M PR 300-CT”　制备 [8 ]。

1. 2　 CK-Ⅱ的制取

CK-Ⅱ来源于微生物 Escherichia coli ,制取方法见文献 [13, 14 ].

1. 3　大白鼠 L-细胞
32
P-标记及培育

L-细胞在 135mm培养皿中培育 ,培养液为: Eagle最少必需培养液 ( M EM ) ,外加 5%

(体积分数 )小牛血清、青霉素、链霉素 ,在 37℃培养。

L-细胞
32

P-标记 ,是在不含磷酸的 M EM中加入放射强度为 8. 88× 10
7

Bq的 [
32

P ]-磷酸

和 0. 5% BS A,在 37℃培养 6 h.

1. 4　大白鼠 L-细胞磷酸化“MPR 300-CT”免疫沉淀、分离、纯化

实验方法见 [8 ].

1. 5　大白鼠 L-细胞膜上磷酸化“MPR 300-L”测定

清洗
32

P-标记的 L-细胞后 ,再加入含有 3%抗 “ M PR 300-C T”体和 0. 5% BS A的

M EM ,在 37℃培养 90 min.方法见文献 [7, 8 ]。

1. 6　大白鼠 L-细胞内磷酸化“MPR 300-CT”测定

同 1. 5方法 , L-细胞膜上“ M PR 300-C T”免疫沉淀、分离、纯化后 ,再免疫沉淀、分离、纯

化 L-细胞内“ M PR 300-C T” .

1. 7　 CK-Ⅱ对“MPR 300-CT”的磷酸化

CK-Ⅱ以“ M PR 300-C T”和 ATP及具有放射性的 AT P( [γ-32
P]-A TP)为底物 ,在温度

30℃ p H8的缓冲液中催化“M PR 300-C T”磷酸化。示踪物——放射性同位素
32

P由闪烁测

定仪测定。放射量以“ C PM”表示。

1. 8　磷酸化“MPR 300-CT”的电泳及电泳区带图谱显示

采用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶 (簿板 )电泳 ( SDS-PAGE, 4%～ 10% polyacrylamide)测定

磷酸化“M PR 300-C T”分子结构和分子量。标准蛋白混合溶液为: M yosin　 220 k D; Pho s-

pho rylase b　 97 kD; Bovin Serum Albumin　 66 k D; Ovalbumine　 46 kD; Carbonic An-

hydraes　 30 kD; Try psin Inhibi tor　 21. 5 kD; Lysozm e　 14. 3 k D.

电泳结束后 ,真空烘干电泳簿板胶 ,再采用 Kodak X-Oma t胶片在暗盒、 - 70℃条件下

对其放射区带进行自显影 ( 2～ 8 h ) ,胶片经冲洗便得“ M PR 300-CT”的电泳区带图谱。

1. 9　磷酸化寡肽的酶法制取及纯化

将电泳胶上磷酸化 “ M PR 300-CT”区带切割下来 ,溶于 50 mol /L碳酸氢铵溶液

( pH8. 5)中 ,并用胰蛋白酶 ( 0. 1 g /L )将磷酸化“M PR 300-CT”消化、水解、切割成寡肽。水
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解液经超速离心 ( 45 000 r /min)、清洗、冷冻 ( - 70℃ )、低温真空干燥等 ,便得到磷酸化寡肽

纯品。

1. 10　磷酸化寡肽的指纹图谱

纤维素薄膜双向电泳—层析 ,参照文献 [8]及 1. 8方法。

1. 11　磷酸化寡肽的高效液相色谱 ( HPLC)分析

选用“ U RPC C2 /C18 SC 2 /10”柱 ( Pharmacia LKB) ,用紫外双波 ( 210, 280 nm)检测器监

测 ;流动相为 20 mol /L H3 PO4-Na H2 PO4 ( p H3. 1) ,梯度洗脱液是 Acetoni t rile(梯度洗脱 0%

～ 100% ) . HPLC流速是 200μl /min,每 400μl搜集一管。用闪烁测定仪对被分离、收集的

磷酸化寡肽的放射量进行测定 ,并结合紫外检测器的测定结果 ,确定来源于磷酸化“ M PR

300-CT”的被磷酸化的寡肽。

2　结果与讨论
2. 1　纯化并经磷酸化的“MPR 300-CT”分子特性

大白鼠 L-细胞经32
P-标记及培育 (自然状态下的磷酸化 )后 ,“ M PR 300-C T”经免疫沉

淀、生化分离、纯化成纯品。选用 SDS-PAGE( 4% )法对其分子结构和分子量进行研究 ;对经

提纯而非磷酸化的“ M PR 300-C T” ,先采用 CK-Ⅱ对其磷酸化 ,再采用 SDS-PAGE( 10% )对

其分子结构和分子量进行平行研究。 结果见图 1和图 2.

　

“ M PR 300-C T”在天然条件下被酶磷酸化

　图 1　 SDS-PAGE: “MPR 300-CT”
　　　　　的纯度及分子结构

　　
A
B, C, D
→

　
标准蛋白混合溶液
磷酸化“ M PR 300-C T”
电泳方向

　　　　　　

“ M PR 300-C T”在实验条件下被酶磷酸化

　图 2　 SDS-PAGE: “MPR 300-CT”
　　　　　的纯度及分子结构

　　
A
B, C, D
→

　
标准蛋白混合溶液
磷酸化“ M PR 300-CT”
电泳方向

　　据图 1结果 ,大白鼠 L-细胞经 32 P-标记及培育后 ,“ M PR 300-C T”经免疫沉淀、生化分

离 ,被纯化为均一体。 “ M PR 300-CT”分子在 4% SDS-PAGE中仅显示为一条多肽的区带 ,

无任何亚基 ;其分子量约是 23× 10
3
. 这与 Olaf等以来源于人的皮肤细胞的“ M PR 300-CT”

为对象的研究结果
[7 ]
相近 ,但与从来源于大白鼠 L-细胞的“ M PR 300-C T”为对象的研究结

果
[8 ]
略有差异。

28　　　　　　 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 16卷



由图 2可知 ,实验条件下 ,非磷酸化的“ M PR 300-CT”被 CK-Ⅱ磷酸化后 ,其分子在

10% SDS-PAGE中也显示为一条多肽的区带 ,无任何亚基 ;其分子量约是 25× 103 . 这与

Olaf等人的研究结果 [7, 8 ]接近。

2. 2　“MPR 300-CT”在细胞内及细胞膜上的分配特点

　　经测定 ,“ M PR 300-C T”

在细胞内及细胞膜上的分配情

况见表 1.

　　由表 1可知 “ M PR 300-

CT”在大白鼠 L-细胞内及细

胞膜上的分配是不均匀的 ,细

表 1　“M PR 300-CT”在细胞内及细胞膜上的分配

“ M PR 300-CT”
数量

( C PM )

占总体
“M PR 300-C T”

(% )

细胞内与细胞膜上
“ M PR 300-CT”比率

细胞内

细胞膜上

3 884

5 015

43. 64

56. 36
1. 0∶ 1. 3

胞膜上的“ M PR 300-CT”明显多于细胞内的“ M PR 300-C T” .

2. 3　“MPR 300-CT”被 CK-Ⅱ磷酸化的特点

“ M PR 300-C T”磷酸化混合寡肽的指纹图谱和高效液相色谱分离图谱见图 3,图 4,图

5,图 6.

　图 3　天然条件下磷酸化“MPR 300-CT”
寡肽的指纹图谱

Ⅰ D　第一电泳方向
Ⅱ D　第二层析方向

　图 4　实验条件下磷酸化“MPR 300-CT”
　　　　　　寡肽的指纹图谱

　　　　　　Ⅰ D　第一电泳方向
Ⅱ D　第二层析方向

　图 5　 HPLC: 天然条件下磷酸化

　　　　“MPR 300-CT”的寡肽
1- AU　 CV 210 nm下吸光值 ;

2- C PM　同位素 32 P的放射量值 ;

3-梯度洗脱线。 收集部分为 42

时梯度洗脱浓度达到 60%

　图 6　 HPLC: 实验条件下磷酸化

“MPR 300-CT”的寡肽
1- AU　 CV 210 nm下吸光值 ;

2- CPM　同位素 32 P的放射量值 ;

3-梯度洗脱线。 收集部分为 42

时梯度洗脱浓度达到 60%
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　　众所周知 ,胰蛋白酶能从蛋白多肽“N-末端”起始 ,专一性地切割、水解蛋白多肽中赖氨

酸与其它氨基酸相连结的酰胺键 ,并专一性地切割、水解蛋白多肽中精氨酸与其它氨基酸相

连结的酰胺键。在作者的实验中 ,胰蛋白酶将“ M PR 300-C T”切割、水解成 (按“ N→ C”末端

序列 ): E TV ISK, SSNV SYK, YSK, SVK, ALSSLHGDDQDSEDEV LTIPEV K, V HSGR,

GAGAESSHDV R, N AQSN ALQER, SSSAQQK, TV SSTK, LV SEHDDSDEDLLHI共 11

种含有丝氨酸的寡肽
[8 ]
。

　　据图 3和图 4,“M PR 300-C T”在自然条件下和实验条件下被 CK-Ⅱ磷酸化后 ,磷酸化

混合寡肽的指纹图谱基本相同——都各为两个指纹斑点。这与 Olaf的“ M PR 300-CT”在自

然条件下被磷酸化的实验结果不同 ,但与其在实验条件下被 CK-Ⅱ磷酸化的结果基本相

同 [8 ]。 但是 , Olaf认为
[8 ]这两个指纹斑点是仅有的两个被磷酸化的寡肽 LV SEHDDS

157

DEDLLHI和 ALSSLHGDDQDS82 EDEV LT IPEV K的放射性指纹图谱 ,即“M PR 300-CT”

在被胰蛋白酶切割、水解后生成的寡肽中 ,仅有这两个寡肽——寡肽中 Ser ( S)
157
和 Ser ( S)

82

被磷酸化了。

但作者认为 ,在此实验条件下用纤维素薄膜双向电泳—层析的方法很难将磷酸化混合

寡肽完全分离。这是因为 ,胰蛋白酶将“ M PR 300-CT”切割、水解成的 11种含有丝氨酸的寡

肽其分子量小 ,且彼此间差距不大 ,用纤维素薄膜双向电泳—层析的方法很难将它们分离。

必须采用高效液相色谱来分离、测定 ,并辅以闪烁测定仪对标记上的放射性同位素
32

P进行

测定。

　　据图 5和图 6, L-细胞“ M PR 300-C T”的磷酸化混合寡肽完全被高效液相色谱分离开

了 ,而且紫外检测 ( CV-210 nm )结果与放射性同位素 32 P测定结果吻合。因此可认为这 11种

“ M PR 300-C T”的寡肽中的 Ser或 Thr或 Ty r被 CK-Ⅱ磷酸化了 ,这与 Chardot等
[9 ]及作

者以前的研究结果 [10 ]一致。“ M PR 300-C T”在自然条件下除了被 CK-Ⅱ磷酸化外 ,还有可能

被 PKA(蛋白激酶 A) , PKC(蛋白激酶 C)和 CM K(依赖于钙离子的激酶 )磷酸化
[7, 8 ]
。因此 ,

“ M PR 300-C T”在自然条件下和在实验条件下被酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化的结果 ,表现在图谱

中稍有差异。
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The Cytoplasmic Tail of the Mouse L-Cell 300K. Da Mannose

6-Phosphate Receptor and it′s Enzymatic Phosphorylation

Shen Hui　　 Thom as Braulke

( Sch ool of Food Science& Tech nology, W uxi University of Ligh t Indus try, W uxi 214036)

Abstract　 The Cy to plasmic Tail of the Mo use L-Cell 300K. Da Mannose 6-Pho sphate Re-

ceptor ( M PR 300-CT) , i ts cont ributio n bo th on and in the cell membranes, as w ell as the

m olecular st ructure and the enzy matic phospho ry latio n hav e been studied. In o ur study, i t

has been separated and purified to a ho mog enei ty by the imm unoprecipitatio n of “ M PR

300-CT” a ntibody w ith “ M PR 300-C T” . The resul ts of SDS-PAGE sho w that i ts molecular

st ructure is a po ly-peptide, and the phospho ry lated molecular w eighht is ca. 23～ 25 kDa.

By the　
32

P-labeled, the ra tio of the“ M PR 300-C T” on and in the cell membranes is 1∶ 1.

3. M oreover, the“ M PR 300-CT” has been sucessfully phospho rylated bo th in vi tro and in

viv o by a casein kinaseⅡ . The resul ts show that the serines, perhaps wi th the Threonines

and the Ty ro sines in the“M PR 300-C T” , hav e been phospho ry lated.

Key words　 ma nnose 6-pho spha te recepto r; phospho rylatio n; casein kinaseⅡ ; oligo-pep-

tides; serines; th reonines; ty ro sines
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