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!

要
!

在基因工程技术中!采用原核表达系统获得的重组蛋白通常都是以包涵体的形式存在&利用圆二

色性光谱.荧光光谱和同步荧光光谱对尿素诱导的重组椰子花粉泛过敏原
)

3%N:&:7

蛋白包涵体的复性过程进

行了系统的光谱学研究!得到了
)

3%N:&:7

蛋白复性过程的光谱学特征'结合生物信息学方法!通过对
)

3%N:&:7

蛋白的二级结构和三级结构的预测!进一步分析了复性过程中
)

3%N:&:7

蛋白构象变化的特点!初步建立了一

种新的检测重组变应原蛋白复性程度的光谱学实验方法!为重组蛋白包涵体复性机理的深入研究进行了有

益的探索&
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椰子是一种热带.亚热带的常见植物!在授粉季节会产

生大量的花粉!是我国华南地区的一种重要吸入性过敏

原"
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&椰子花粉过敏原
C3%N:&:7

还广泛存在于其他花粉和食

物中!导致过敏病人发生变态反应"

*

%

&通过基因工程表达得

到的重组蛋白通常是以无生物活性的聚集体---/包涵体0的

形式存在!近年来发展了许多方法从包涵体中复性重组蛋

白!其中尿素浓度梯度方法已成功用于多种重组蛋白的复

性"

!

%

&

光谱学方法是研究蛋白质高级结构的有力手段!其中

Ŷ

光谱是研究稀溶液中蛋白质构象的一种简单.快速和较

准确的方法!能够定量分析蛋白质中二级构象的含量"

>

%

'荧

光测试中的发射峰特征.荧光偏振.能量转移及荧光寿命等

指标可以对蛋白质分子中荧光生色基团的结构及其微观环境

提供有用信息!且具有方法简便.灵敏性高!选择性强!样

品用量少以及能够提供较多的光物理信息等优点"
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'同步荧

光光谱可以区分荧光发色团色氨酸#
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$和酪氨酸#
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$残

基的特征光谱!具有简化光谱.窄化谱带和减小光谱重叠等

优点!已经广泛应用于蛋白质结构和构象的研究&然而!迄

今为止!在用光谱学方法特别是同步荧光光谱和
Ŷ

光谱来

监测蛋白的复性过程光谱学特征的研究方面!还鲜见报

道"
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本文按文献的方法"
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%表达纯化得到椰子花粉中泛过敏原

肌动蛋白抑制蛋白#
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$的包涵体!用尿素浓度梯度方法

进行复性!通过荧光光谱.同步荧光光谱和
Ŷ

光谱法对
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蛋白复性过程进行光谱学表征!并结合生物信息学

方法!通过对
)
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蛋白的二级结构和三级结构的预测!

进一步分析了复性过程中
)
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蛋白构象变化的特点!初

步建立起一种新的检测重组变应原蛋白复性的光谱实验方

法!并为重组蛋白包涵体复性机理的深入研究进行了有益的

探索&上述研究对于与体内活性蛋白集聚现象有关的疾病治

病机理和体内蛋白质的复性和重折叠机理的理解!以及在分

子水平上设计新型多功能蛋白也具有重要意义&
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重组蛋白的表达和纯化按文献"

.

%的方

法进行&
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椰子花粉重组蛋白的复性实验

将纯化的重组蛋白#浓度为
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缓冲液#

)

M%4

)

M620<ANN0346&:70

!

CU/

$透析
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&隔一定时间

取样!检测复性过程的荧光光谱.同步荧光和
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光谱&
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光谱实验

取复性实验中的椰子花粉蛋白样品!用去离子水稀释为
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G.的溶液!在室温下测定其远紫外区#
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!
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$的
Ŷ

光谱!测量光径为
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!响应时间为
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缝宽度为
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!扫描速度
+""7;
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G.

!灵敏度为
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G.

&每份样品重复扫描
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次!累加得到最后的
Ŷ

谱图!

圆二色性以平均残基摩尔椭圆值#
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$表示!单位为
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G.

&图谱经过仪器本底消除和溶液空白差减!然后利

用
YI(̀ _(

软件分析谱图数据!计算出重组蛋白中
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荧光光谱实验

依次从复性的椰子蛋白溶液中取样!用
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的激发光激发!记录椰子蛋
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之间的发射光谱&激发和发射狭缝均为
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同步荧光光谱实验

分别在固定发射波长间距
$'

R.+7;

和
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R?"7;

的

条件下扫描样品中酪氨酸残基和色氨酸残基的同步荧光光

谱!其他实验条件与荧光光谱实验相同&
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蛋白结构的预测
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法分析
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测定蛋白的生物活性实验+
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G.复性前后的椰子花粉蛋白按照布局加入

到
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孔板中!每孔加入
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!于
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下包被过夜!次日洗

板&每孔加入
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G.硫酸终止显色反应!用

全自动酶标仪测定各孔在
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结果与讨论
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实验测得的复性前后重组椰子花粉
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蛋白

在
>#"7;

的光密度值从
"'!"-

提高到
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!表明复性后的

蛋白活性得到极大的增强!推测其结构接近于天然的椰子花

粉
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蛋白结构&
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椰子花粉
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蛋白的结构

鉴于目前还没有椰子花粉
C3%N:&:7

蛋白的晶体结构报道

数据!我们通过在线工具
/X_//,[Î f]

来预测其三级结

构#结构图未给出$!用生物信息学方法
//CVI

法预测其二

级结构&二级结构预测结果如图
.

所示&
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5
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J

11A[+2(6B4<

!!

蛋白分子中能发射荧光的
!

种氨基酸残基为色氨酸

#

3̀

)

$.酪氨酸#

`

5

3

$和苯丙氨酸#

CM0

$!选择适当的发射波

长!可以忽略
CM0

的荧光&椰子花粉
C3%N:&:7

蛋白序列中含

有
*

个
3̀

)

和
+

个
`

5

3

&三级结构预测结果显示!

C3%N:&:7

蛋

白中的
*

个色氨酸位于相邻的位置!分属
0

C

螺旋和无规卷曲

结构'

+

个酪氨酸散布在蛋白的不同部分!其中
*

个属于
0

C

螺旋结构!

!

个属于
/

C

折叠结构'除了
.

个
0

,

螺旋结构中的

`

5

3

位于蛋白的表面外!其余的
3̀

)

和
`

5

3

均处于程度不同

的疏水环境中&二级结构预测方面!第
!

位色氨酸.第
?

和

.*+

位酪氨酸属于
0

,

螺旋结构!第
!!

位色氨酸和第
??

!

=*

和
."?

位酪氨酸都属于
/

,

折叠结构&比较二级结构和三级结

构中关于二级结构的预测结果!除了
.

个色氨酸在预测的三

级结构中属于无规卷曲而在二级结构预测中为
/

,

折叠外!其

余的色氨酸和酪氨酸的预测结果一致'另外!从三级结构预

测结果看!该无规卷曲的色氨酸与
/

,

折叠结构相邻&

"0"

!

圆二色谱

#*>*

第
#
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蛋白质的二级结构主要有
0

C

螺旋.

/

C

折叠.

/

,

转角和无

规则卷曲!在
Ŷ

光谱中!不同的二级结构吸收峰的位置和

强弱都不相同&

0

,

螺旋结构在
.#*7;

处有一正的谱带!在

***

和
*"-7;

处表现出两个负的特征肩峰谱带!其中
***

7;

附近
7

值的绝对值越大则表示分子中含有更多的
0

C

螺旋

二级结构&

/

C

折叠的
Ŷ

谱在
*.?7;

处有一负谱带!在
.-+

!

*""7;

有正谱带'

/

,

转角在
*"?7;

附近有正
Ŷ

谱带&因

此!测定得到的蛋白质远紫外
Ŷ

光谱!能反映出蛋白质二

级结构的信息"

.!

%

&椰子花粉
)

3%N:&:7

重组蛋白复性过程中的

Ŷ

光谱如图
*

所示&

-.

/

0"

!

-@89bKF*:

5

(=68@47=4=4

5

847.3.>

"

(

V01%;<:762:%71%1%

)

3%N:&:7

'

.,>

(

V01%;<:762:%71%1%

)

3%N&:78:6,

&

5

b086

D

6:742+";;%&

*

]

G.

3̀:4

*

BY&

#

)

B-'+

$

<ANN031%726:7:7

D

!

!

*

!

.

!

"'+;%&

*

]

G.

A30662>kN%3?M%A34304

)

012:a0&

5

!!

由图
*

可见!复性前的蛋白
**-7;

有一负峰!没有出现

正峰'随着复性的进行!负峰逐步变宽!并向
*.-7;

蓝移'

复性完成后!在
*".7;

处出现正峰!并在
*"#

和
*.-7;

处

出现两个负肩峰&上述
Ŷ

光谱特征说明在复性前!

C3%N:&:7

蛋白主要是以无规卷曲和部分
/

C

折叠的形式存在'随着复性

的进行!蛋白二级结构中的
0

C

螺旋逐渐增加!有利于蛋白高

级结构形成的
/

,

转角的含量也明显增加&根据复性后的
Ŷ

光谱曲线!利用
YI(̀ _(

软件计算得到的复性后重组
C3%N:,

&:7

蛋白中各种二级结构的百分比含量如表
.

所示&由表
.

可

见!复性后的
C3%N:&:7

蛋白中
0

C

螺旋含量显著增加!

/

C

转角的

含量也明显增加!而
/

,

折叠和无规则卷曲含量则相应减少&

另外!从平均残基摩尔椭圆度的强度来看!复性后蛋白的

Ŷ

谱的负峰明显增强!也说明复性后的蛋白的二级结构相

对于复性前的显著增加!复性后蛋白折叠的程度更加紧密&

E@C3(#

!

F4>6(>6:47:(=4><@8

J

:68%=6%8(:748<(>@6%8(<

@><8(>@6%8(<8(=42C.>@6.4>=4=4

5

847.3.>

/01%7863

5

423A12A30

0̂762A3081%1%

)

3%N:&:7

)

m

V0762A3081%1%

)

3%N:&:7

)

m

0

,M0&:O .>'! *#'>

/

,4M002 !.'! .!'.

/

,2A37 *.'* *-'=

V678%;1%:& !!'* *-'#

!!

远紫外
Ŷ

光谱还能提供有关蛋白质三级结构的信息&

]0a:22

等报道了
>

种典型的蛋白质的三级结构模型"

.>

%

(#

.

$

全
0

型(

0

C

螺旋含量大于
>"W

!

/

,

折叠含量小于
+m

'#

*

$全
/

型(

/

,

折叠含量大于
>"m

!

0

,

螺旋含量小于
+m

'#

!

$

0

H

/

型(

0

C

螺旋及
/

,

折叠含量均大于
.+m

!它们在空间上是分离的!

且超过
?"m

的折叠链呈反平行排列'#

>

$

0

)

/

型(

0

C

螺旋和
/

,

折叠含量都大于
.+m

!它们在空间上是相间的!且超过
?"m

的折叠链平行排列&

[676a6&67

等进一步报道了这
>

种三级

结构各自不同的
Ŷ

光谱特征"

.+

%

&根据复性后
C3%N:&:7

蛋白

的远紫外
Ŷ

光谱的特征及其二级结构含量!考虑到
Ŷ

光

谱中正.负信号的交叉位置高于
.=*7;

'在
*"#

和
*.-7;

处两个负的肩峰中!

*.-7;

处的
Ŷ

值更大!我们推测复性

后
C3%N:&:7

蛋白的三级结构更接近于
0

)

/

型&

"0)

!

荧光光谱

在蛋白质分子的
!

个荧光生色团中!

3̀

)

的荧光强度最

大!

`

5

3

次之!

CM0

最小&

CM0

的最大激发波长位于
*+=7;

!

由于蛋白质的荧光通常在
*-"7;

或更长的波长被激发!

CM0

在绝大多数实验条件下不被激发&在
*="

!

*#"7;

激发时!

不能忽略
`

5

3

残基的贡献'当激发波长大于
*#"7;

时!可

认为荧光仅仅来自于
3̀

)

残基&以
*-"7;

为激发波长!椰

子花粉蛋白的荧光光谱如图
!

所示&
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!!

由图
!

可知!随着复性的进行!椰子花粉
C3%N:&:7

蛋白

的荧光逐渐增强&蛋白在复性之前!因为维持蛋白三级结构

的疏水键和氢键被破坏!亚基肽链结构趋于松散!含有荧光

生色团的氨基酸大多暴露在溶剂中!故荧光较弱'根据蛋白

三级结构的预测结果!完全复性之后的蛋白中只有
.

个酪氨

酸暴露在蛋白分子表面!其他
*

个色氨酸和
>

个酪氨酸都不

同程度地被包埋在蛋白分子内部!这些荧光生色团因此可以

避免与溶剂分子的碰撞!导致其荧光强度增强&

另一方面!通过考察
&

,

螺旋和
3

,

折叠的结构特征!发现

/

,

折叠往往含较多的非极性残基!并埋在蛋白质内部形成疏

水核心'而
0

,

螺旋通常是两性的!亲水面位于表面!疏水一

侧朝向蛋白质内部"

.?

%

&尽管
Ŷ

光谱的实验结果显示!复性

"!>*
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后的二级结构中!

/

C

折叠明显减少!

0

,

螺旋明显增加!根据二

级结构预测!完全复性后的花粉
C3%N:&:7

蛋白的
=

个主要的

荧光生色团中!

!

个处于
0

C

螺旋结构!

>

个属于
/

,

折叠结构&

因此!从二级结构看!复性后的荧光生色团更多地处于疏水

环境中!也会导致荧光增强&

"0D

!

同步荧光光谱

当选择的发射波长与激发波长差为
.+7;

时!蛋白质的
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'

#

6

$(

$'

R.+7;

'#

<

$(

$'

R?"7;

荧光主要由酪氨酸#

`

5

3

$发射产生!此时酪氨酸的荧光峰基

本不受色氨酸的干扰'当选择发射波长与激发波长差为
?"

7;

时!蛋白质则主要表现为色氨酸#

3̀

)

$的荧光&因为发光

氨基酸残基的最大发射波长的位置及其强度与氨基酸所处环

境的疏水性有关!所以由最大发射波长和发射强度的改变可

判断发光氨基酸残基以及蛋白质构象的变化"

.=

%

&椰子花粉

C3%N:&:7

蛋白复性过程的同步荧光光谱如图
>

所示&

!!

由图
>

可知!酪氨酸残基的最大发射峰波长由复性前的

*#*'>7;

变为复性后
*#.'*7;

!色氨酸残基的最大发射峰

波长由复性前的
*-='*7;

变为复性后
*-+'>7;

!均发生蓝

移!并且色氨酸残基最大发射峰波长蓝移更多'从发射峰强

度看!与复性前相比!色氨酸残基复性后荧光强度增加也较

酪氨酸残基更显著!说明复性后酪氨酸和色氨酸残基所处的

微环境疏水性均增加!并且色氨酸残基附近微环境疏水性的

增加更加明显&

根据
C3%N:&:7

蛋白三级结构预测结果!蛋白分子中的
*

个色氨酸残基分别位于空间位置相邻的
0

C

螺旋和无规卷曲

#在二级结构预测中的
/

C

折叠$结构'蛋白分子中
+

个酪氨酸

残基中的
*

个属于
0

C

螺旋结构!另外
!

个属于
/

C

折叠结构!

且位置彼此分离&尽管色氨酸残基不论是数目!还是其中
/

,

折叠结构的含量均较酪氨酸残基少!但同步荧光光谱实验表

明!色氨酸残基附近构象的变化更大!该现象是否与蛋白质

的活性位点相关联!有待后续实验进一步证实&

!

!

结
!

论

!!

通过对椰子花粉重组
C3%N:&:7

蛋白复性过程的荧光光

谱.同步荧光和
Ŷ

光谱实验研究!得到了
C3%N:&:7

蛋白复性

过程中构象的变化与光谱学特征'结合生物信息学方法对这

些光谱学特征进行了合理的解释&通过上述研究!初步建立

了一种新的检测重组变应原蛋白复性的光谱学实验方法!为

重组蛋白包涵体复性机理的深入研究进行了有益的探索&上

述研究对于与体内活性蛋白集聚现象有关的疾病的致病机理

和体内蛋白质的复性和重折叠机理的理解!以及在分子水平

上设计新型多功能蛋白都具有重要意义&
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