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影响血清中 GPI-PLD活性检测的因素

X

龚　隽,余明琨
(中国科学技术大学 研究生院生物学部,中国北京　100039)

摘　要: 采用在碱性条件下正丁醇抽提的人胎盘膜上的碱性磷酸酶( A L P )作底物, 检测血清

中糖基磷脂酰肌醇- 特异性的磷脂酶 D ( GP I-P L D) 的活性水平. 这种 A L P 含疏水的 G PI

锚定膜结构( ancho r) , 与血清保温后能被其中的 G PI -PL D 降解成亲水的不含 G PI-锚定的

A L P. 采用 T r it on X -114 二相分离法和梯度凝胶电泳法来分离含 GP I的 A L P和不含 G PI 的

A L P, 计算出转化率( % ) , 用来表示 GP I-P L D酶活性. 对这两种方法进行比较后, 表明在

一般实验室条件下, 二相分离法更为简便, 并对其影响因素进行了全面探讨.
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Factors Affecting the Glycosylphosphatidylinositol-
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Abstract : A reproducible substr ate for the assay o f phosphatidylino sitol -specific phospho -

lipase D ( GPI-PLD) w as prepar ed by ex t ract ing alkaline phosphatase ( ALP) fro m human

placental tissue w ith n-butanol under alkaline condit ions. The ALP thus retained its

hydr ophobic gly can phosphatidylinositol ( GPI) anchor. Incubat ion with serum ALP w as

hydr olyzedthe GPI l inkage by GPI -PLD act ion , producing a hydrophilic isofo rm . The degree

of conversio n of the two iso fo rms can be taken as a criterion for m easur ing GPI -PLD act iv -

ity of the serum sample . T he resultso f tw o m ethods -T rito n X -11 4 phase part itio ning system

and gradient - gel elect ropho resis w er e compared , giving cor respo nding and repr oducible

GPI - PLD act ivity in serum . H ow ev er , the phase part it ioning metho d is preferred for
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ro ut ine analysis. Factors affect ing the est imat io n are thoroughly discussed and the assay is

reliable and suff icient ly precise.

Key words : GPI-PLD; ALP; T rito n X-114 phase part itioning ; gradient-g el

elect rophor esis

80 年代中期, 糖基化磷酯酰肌醇( Glycosy lphosphat idylinositol , GPI-)锚定( Anchor )

结构的膜蛋白已成为近年来生物膜研究中的热点. 目前已知大量的不同种类和来源的蛋白

质分子是以这种特殊的形式锚定于细胞表面, 包括补体衰败因子( DAF)、神经细胞粘附因

子( N -CAM )、乙酰胆碱酯酶( AchE)以及碱性磷酸酶( ALP)等. 研究发现, GPI-锚定结构

在真核生物体中具有重要的生物膜功能.随着 GPI-锚定蛋白的发现, 在哺乳动物及人的血

清中鉴定出了一种广泛存在的高活性的 GPI 特异性磷脂酶 D( GPI-PLD)
[ 1, 2]

.在体外条件

下有去污剂存在时该酶能降解 GPI-锚定膜蛋白及蛋白多糖. 应用含疏水的 GPI-锚定膜蛋

白或酶作底物, 测定经 GPI-PLD 作用后疏水性底物到亲水性底物的转化率, 可以用来表

示 GPI-PLD的酶活水平. 目前国际上所用的测活方法均基于此原理[ 3～6] , 但不同的方法所

得结果的可比性差, 同样的方法重复性和稳定性也不理想, 从而影响了对该酶活性水平的

病理意义的深入研究. 本文对影响测定血清 GPI-PLD活性的因素进行了探讨.

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　试剂　T riton X-114,顺丁烯二酸, 对硝基苯磷酸酯( p-NPP) , 乙基酚聚乙二醇醚

( NP-40) , 脱氧胆酸( DOC) ,磷酸钠 A-萘酯,丙烯酰胺, N, Nø-亚甲双丙烯酰胺,过硫酸铵,

乙二醇双乙胺醚-N, Nø四乙酸( EGT A)是 Sigm a 公司的产品; 速染兰 BB 盐购自 Schmid

Gmgh+ CO; N, N, N , Nø-四甲基乙二胺( T EMED)购自 Koch-Lig ht Laboratories L td. ; 其

它试剂均为国产分析纯试剂.

1. 1. 2　血液标本及胎盘　正常人血清取自中国人民解放军 307医院血库及 402医院生化

室; 制备 ALP 的胎盘来自 402医院正常分娩的健康产妇; 大鼠血清取自军事医学科学院动

物场提供的健康成熟的雌性大白鼠( 350 g) .

1. 2　方法

1. 2. 1　底物的制备　采用碱性条件( pH 8. 0)正丁醇抽提[ 7] , 从匀浆的新鲜人胎盘细胞粗

膜中得到疏水性的含 GPI-锚定 ALP.

1. 2. 2　Triton X-114 分相法　按文献[ 8]操作: 取以缓冲液 C ( 0. 15 mol / L NaCl, 0. 1

mm ol/ L M gCl2, 0. 01 mmo l/ L Zn( Ac) 2, 10 mm ol/ L Tr is-顺丁烯二酸, pH 7. 0)稀释的血

清 25 LL, 加入 25 LL 含有一定浓度的 NP-40 (用缓冲液 C 配制) 的 ALP 于 37 ℃保温 20

min, 然后加入 450 LL 用缓冲液 C配制的 0. 5% T rito n X-114在 0 ℃终止反应. 混匀, 取

出 100 LL 用于测定具疏水基团和切去了疏水基团的 ALP 总活力(记为 At) . 剩余部分于

37 ℃保温 3 min后 12 000 r / min离心分相, 疏水性 ALP 随 Tr iton X-114凝聚于管底, 而

水相在其上. 取水相(上相) 100 LL, 测定切去了疏水基团的 ALP 的活力(记为 As) . 用缓

冲液 C 代替血清样品在同样条件下操作作为对照. 将样品的 As/ At 值减去对照值, 所得

的百分率则是 GPI-锚定疏水基的降解率, 以此表示 GPI-PLD 的活性水平. 本文中每个样
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品的测定值均为 3个平行实验的均值.

1. 2. 3　梯度凝胶电泳　按文献[ 9]进行. 取 40 LL 样品, 分别含未加入血清未保温的

ALP、加入一定量血清并于 37 ℃保温 20 min的 ALP 以及未加入血清于 37 ℃保温 20 min

的 ALP, 用 0. 25 mol/ L T ris-硼酸盐缓冲液C( pH 9. 0)终止反应. 再加入 1/ 4 V ( 40% 的蔗

糖 + 0. 02% 溴酚蓝) , 分别进行质量浓度为 25～250 g / L 的聚丙烯酰胺的梯度电泳( 200 V

约 3 h, 0. 09 m ol/ L Tris, 0. 08 mo l/ L 硼酸盐缓冲液, pH 8. 4) . 然后取胶, 在染色液( 50

mg 磷酸钠 A-萘酯, 70 mg 速染兰 BB 盐溶于100 m L Tris/硼酸盐液, pH 8. 4)中染色 1 h,

离子水冲洗, 将胶复印,用光密度计扫描测定.

1. 2. 4　ALP 的活性测定　以 100 mL 25 mol/ L 的 P-NPP 作底物, 在pH 10. 5的 1 mol / L

二乙醇胺( DEA )中于 37℃反应, 用1 m ol/ L 的NaOH 终止反应, 在 405 nm 测定对硝基酚

的生成量, 计算活性.

2　结果和讨论

2. 1　GPI-PLD 的两种测定方法

采用含 GPI-锚定的碱性磷酸酶( GPI-ALP)作底物, 分别用梯度凝胶电泳法和 T riton

X-114二相分离法测定了 10例健康人血清 GPI-PLD活性. 用从疏水性底物到亲水性的转

化率来表示 GPI-PLD的活性. 统计测定结果, 前者的 x
-±s(均数±标准差)为 33. 1±4. 6,

后者为 37. 5±10. 6. 对这两组数据进行 t 检验, 结果 S d-= 5. 78, t= 0. 76( < t 0. 05= 2. 26)

(图 1) . 用两种方法测定同一人的不同血清量降解 ALP 的活性图谱, x-±s 分别为 23. 83±

10. 7, 33. 8±12. 2, Sd
-= 6. 88, t= 1. 45( < t0. 05= 2. 26) (图 2) . 以上结果说明, 依赖于分子

大小的梯度胶电泳分离法与依赖于疏水性质的分相分离法的测定结果之间无显著差异, 是

图 1　梯度凝胶电泳与 T r it on X-114二相分离法测

定 10 例健康人血清酶活图谱

Fig. 1 　 T he co mpa riso n of two met ho ds of

measuring t he serum GP I-P LD activit y

in 10 healthy subjects

图 2　梯度凝胶电泳与 T r ito n X -114 二相分离法测

定不同剂量的血清降解一定量 A LP 的活性

图谱

Fig. 2　Effect o f one serum sample w ith differ ent

v olumes o n the co nver sion o f AL P

o bser ved by g radient g el electr ophor esis

and T r ito n X-114 phase part ito ning system
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一致的. 我们认为在一般实验室条件下, 采用二相法, 其消耗的试剂比较便宜, 且仅需常

规仪器, 易于在国内推广.

2. 2　影响二相分离法的因素

2. 2. 1　胎盘 ALP 提取的纯度　采用碱性条件正丁醇抽提可使绝大部分杂蛋白被清除
[ 10]

,

梯度胶电泳显示, 制备的 ALP 中不含锚定膜蛋白的比例也低于 5% , 从而 GPI-PLD 的活

性不会受到其它杂质的干扰.浓的A LP 酶液 4 ℃保存, 其活性及疏水的 GPI-锚定膜蛋白可

稳定存放 30 d 以上.

2. 2. 2　酶与底物反应的时间曲线　我们分别用人及大白鼠血清作酶与底物反应的保温时

间曲线 (图 3) . 当血清在 37 ℃保温时, ALP 的锚定膜蛋白降解率在 0～25 min范围内与

时间呈线形关系.

2. 2. 3　血清剂量与酶活性的关系　由图 4可见, 无论是人还是大白鼠,锚定膜蛋白的降解

率均随着血清量增加而增加. 血清量在 35 LL 以下时, 曲线基本呈线形关系.

图 3　不同的温育时间对人和大鼠血清酶活的影响

Fig. 3　Co nver sion of t he hydro pho bic A L P to the

hy dro philic iso for m fo llow ing incubation

with human serum and W est rat ser um at

37 ℃ for different periods o f tim e

图 4　不同剂量的人和大鼠血清降解 A L P 的活性

比较

Fig. 4　Effect of human and W istar rat ser a ( 200×

and 100× ) w it h differ ent vo lumes o n the

conver sion o f the hydro pho bic A LP to the

hydro philic iso for m follo w ing incubatio n at

37 ℃ for 20 min

2. 2. 4　去污剂浓度　由于底物的疏水性质, 去污剂的存在对酶活性的测定是至关重要的.

我们分别用了不同的非离子型去污剂( T r iton X-100, NP-40 )和两性去污剂( SB-14) , 测

定了不同去污剂浓度对酶活力的影响, 发现这几种去污剂对活性的影响具有相同规律. 我

们用 0%～0. 92%终浓度的 NP-40( ALP 与血清混合后)测定发现: NP-40 浓度为零时,

GPI-PLD几乎无活性; NP-40为 0. 02%时活性为67%. 随着 NP-40浓度的增高, 活性达最

高值. 当 NP-40浓度继续增高, 则活性受抑制(图 5) . 因此选择不同的去污剂浓度是造成

测定结果差别的主要原因. 我们通过在稀释底物时选择一定的 NP-40 浓度( 0. 08% ) , 使

GPI-PLD活性检测的重复性好, 而不会在含较多其它成分(如脂蛋白)时出现极低的活性.

2. 2. 5　分相系统中的去污剂浓度　用于测活的分相系统是一种非离子型去污剂 T riton X-

114的缓冲液系统, 故 T riton X-114的浓度是否会象 NP-40一样或同 NP-40 一起影响

GPI-PLD 活性的测定是一个值得考虑的因素. 我们的实验发现, 0. 5%～1. 0%的 T riton
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图 5　不同浓度的 N P-40 对人和大鼠血清 G PI -PL D 活性的影响

Fig. 5　G PI -PL D a ct ivity as a functio n of N P -40 in the assay . T he

subst rat e, A L P , in a buffer w ith 2% N P -40, w as diluted by

1: 12. 5 in a solutio n containing incr easing amo unts of N P-40

fo llo wing incubat ion w ith human ser um ( 200×) and W est rat

ser um ( 100×)

X-114均可用于分相而不影

响测活, 并且也很适宜. 因

为浓度太稀会使分相不完

全, 太浓又不便于分相. 我

们一般采用 0. 5%的 T riton

X-114就能够完全分相. 另

外, 我们分别对不加 NP-40

和加入 2% N P-40 的 ALP

进行了分相处理, 两组结果

几乎没有差别. 说明在一个

系统中这两种去污剂是互不

干扰的, 不会影响活力测定

的准确性.

2. 2. 6　反应温度　据文献

报道
[ 6]

, 酶与底物若在 0 ℃

下进行保温反应, 92%的底

物仍保持含锚定膜蛋白的状

态;在 37 ℃时, 锚定膜蛋白

降解率达 62% . 故可以用冰水来终止反应, 并且底物短时间保存在 4℃也是适宜的.

2. 2. 7　血清的保存　不同的存储时间和温度对血清中 GPI-PLD 活性有影响. - 20℃保存

的血清即使在两周后仍然保持活性, 而室温下和 4℃下短期的保存( 24 ～48 h)并不影响酶

活, 但长时间保存后酶活性明显下降.

目前 GPI-PLD的检测方法不断发展, 但依据的原理都是利用水解时底物和产物之间

物理性质的差异. 在现有的报道中, 由于测定条件尚不统一, 影响到测定值的可比性, 也

影响到对 GPI-PLD 功能的研究. 我们通过对影响血清 GPI-PLD 活性检测的因素进行分

析, 旨在寻求一个稳定、可靠、简便的测活系统, 从而能对 GPI-PLD进行全面、深入的研

究, 并期望应用于临床.
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