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在采用亲和层析'
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聚丙烯酰胺凝胶电泳#

.Q.,J8]d

$对原核表达的赤霉酸诱导的富含半胱氨

酸蛋白#

U2O,]0]8.8

$进行纯化'鉴定的基础上!运用稳态荧光光谱手段研究了二硫苏糖醇#

QUU

$'氧化型

谷胱甘肽#

]..]

$'过氧化氢'盐酸胍#

]76IV&

$对
U2O,]0]8.8

内源荧光及变性过程的影响!发现#

-

$在中

性缓冲体系中融合蛋白的内源荧光以
!"C6H

的酪氨酸的荧光发射为主%#

#

$伴随着二硫键还原!融合蛋白中

色氨酸和酪氨酸的相对荧光强度比值从
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变化至
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倍左右%#
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$经过
"'CHH%&

-

W
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CHH%&
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G-过氧化氢处理后!酪氨酸和色氨酸的荧光强度下降约
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$无论是否采用
-HH%&
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G-
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处

理!

@H%&
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W

G-盐酸胍均不能诱导融合蛋白彻底变性%#
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$二硫键的存在与否影响了盐酸胍诱导的变性过程"

通过两态模型拟合获得
U2O,]0]8.8

变性过程
]9;;3

自由能变化
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约为
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-

H%&
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"相关工作不仅为

深入研究融合伴侣
U2O

对
]0]8.8

变性热力学'动力学及复性过程影响奠定了基础%同时!也为通过光谱

手段获取
]0]8.8

的结构信息提供了基础的数据"
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抗氧化(
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)等过程中发挥重要作用的蛋白!它由
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端信号肽!

中间不同长度的亲水区域!及含有
-#

个保守半胱氨酸的
V,

端区域组成(
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"在本文的前期工作中曾从藏医学和蒙医学

的重要药材手掌参#
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$幼芽
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文库中

筛选到了该类基因
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"通过与携带硫氧还蛋白#

UM9%2/,

7%O96

!

U2O

$基因的原核表达载体
)

dU,!#

#
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$构建重组质粒!

目标基因在大肠杆菌宿主菌
RW#-

#

Qd!

$中实现了水溶性'高

效表达!表达获得的融合蛋白称为
U2O,]0]8.8

(

-#

!
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"通过

分析融合蛋白的氨基酸序列#图
-

$!发现
U2O,]0]8.8

融合

蛋白由
#!?

个氨基酸组成!其中包括
#

个
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#分别位于第
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和第
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#其中
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个残基位于
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区域$

和
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个
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残基#仅有
-

个位于
]0]8.8

区域$"除上述芳香

类氨基酸残基外!融合蛋白中还含有
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个半胱氨酸!其中
#

个分布于融合伴侣中!其余
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区域"在这

些半胱氨酸中存在
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和
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序列分布#
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为其

氨基酸残基$!它们通常在体内具有氧化还原活性!那么在

体外原核表达获得的
U2O,]0]8.8

融合蛋白中!这些半胱

氨酸残基的氧化或还原形式#即二硫键或巯基$对于蛋白内源

荧光究竟有什么影响呢7 它们是否影响蛋白的变性过程呢7

围绕上述问题!在采用亲和层析'
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对融合蛋白进

行纯化'鉴定的基础上!运用稳态荧光光谱手段研究了融合

蛋白在
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'氧化剂'盐酸胍存在下的内源荧光!并初步比

较了
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对于盐酸胍诱导的变性过程的影响!为深入研究
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的变性'复性动力学及结构等奠定了基础"
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融合蛋白的纯化*
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鉴定及处理

融合蛋白的诱导表达见参考文献(
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"对于细胞破碎后

的上清!首先通过
R257N%27

法检测蛋白浓度!然后采用

:JWV

快速蛋白纯化系统对目标融合蛋白进行纯化!分离柱

为
I93U25
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亲和层析柱!检测波长为
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"操作时平衡缓
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$!然后采用
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检测"

在获得足够纯度的样品后!通过
R257N%27

方法检测蛋白

浓度约为
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%然后采用
#"HH%&
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G-
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缓冲液

稀释至浓度约
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$
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-
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在室温下孵育
C"H96

分别获得还原型'氧

化型样品"在蛋白变性实验中!采用不同浓度盐酸胍与融合

蛋白在
?i

下处理过夜的方法获得变性蛋白%对于变性还原

的蛋白在处理过程中加入
-HH%&

-

W

G-

QUU

共同孵育"
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白对照为
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浓度控制在
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为
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和
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!扫描速度为
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-
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%此外!所有试
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滤器过滤处理"
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实验结果与讨论
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融合蛋白的纯化

如图
#
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$所示!当原核表达细胞破碎后的上清经过
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亲和层析柱后!通过梯度洗脱在
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对应的

流出曲线上除了穿透峰外#不能跟
(9

#D结合的组分$!还检测

到
!

个主要的流出组分
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!
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和
V

!它们的
.Q.,J8]d

结果

见图
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#

;

$"从图中可知!流分
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和
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中的蛋白经过
.Q.

变

性及
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巯基乙醇还原处理后!在分子量约
#>cQ

附近出现类

似的蛋白条带#图中箭头所示$"此位置比预期融合蛋白分子

量#

!

#C'CcQ

$偏高!这主要是由于融合蛋白中
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的

存在导致外源蛋白在
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"鉴于非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测到样品
V

可能

是
R

的聚集体!因此本文中仅手工收集了样品
R

!并采用脱

盐柱进行了纯化#图未显示$"

"*"

!

不同激发波长下
,0H/N8NPLP

融合蛋白的内源荧光

图
!

显示了
U2O,]0]8.8

融合蛋白在
)

I>'"

的磷酸缓

冲液中不同激发波长下的荧光发射谱"如图所示!当激发波

长为
#@"6H

时!体系中
JM/

!

U

4

2

和
U2

)

同时被激发!融合

蛋白的最大荧光发射峰出现在
!"C6H

左右!它与中性缓冲

体系中酪氨酸的荧光发射接近"同时!

U2O,]0]8.8

在
!!"

!

!?"6H

范围内还有一个不显著的肩峰!它归属于色氨酸

的荧光发射"至于
?""

!

C""6H

范围内出现的弱的宽峰主要

来源于酪氨酸磷光发射的贡献"在此激发波长下!虽然
JM/

同时被激发!但由于存在
JM/

#

U

4

2

的荧光共振能量传递!

因此未检测到
JM/

的荧光发射"当激发波长红移至
#*"

和

#*C6H

时!体系中色氨酸和酪氨酸同时被激发!色氨酸的相

对荧光强度显著增强"当激发波长进一步红移至
#+"6H

时!

体系中仅有色氨酸被激发!色氨酸的最大荧光发射峰出现在

!!*'C6H

附近!这反映出色氨酸处于部分疏水的微环境中"

随着激发波长在
#+"

!

!""6H

范围变化!

.H5O

发生了微弱变

化#见图
!

插图$!这与体系中不同
U2

)

残基处在不同的微环

境有关"
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)

*@

!

'3720.18.98..-(11(291

?

.8:0=26,0H/N8NPLP(9"F

--23

-

J

D+

?

;21

?

;=:.C766.0

#

?

#U*F

$

7

?

29.H8(:=/

:(29=:"EF9-

#

3(9.+

$!

"UF9-

#

3(9."

$!

"̂F9-

#

3(9.@

$!

"̂B9-

#

3(9.A

$!

"cF9-

#

3(9.B

$!

"c"9-

#

3(9.E

$!

"cB9-

#

3(9.U

$!
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!!

上述酪氨酸荧光发射占主导地位的现象在
U2

)

和
U

4

2

共存的体系中鲜见报道"推测一方面是由于在原核表达获得

的融合蛋白
U2O,]0]8.8

中!发射荧光的
U

4

2

与
U2

)

之间

的空间距离较远!不利于发生
U

4

2

#

U2

)

的荧光共振能量传

递%另一方面!融合蛋白中色氨酸的荧光可能受到诸多因素

影响而严重猝灭"

"*@

!

$,,

对
,0H/N8NPLP

融合蛋白内源荧光的影响

为了探讨上述现象是否与该体系富含二硫键有关!可采

用
-HH%&

-

W

G-

QUU

对蛋白样品进行了处理!发现当激发

波长为
#@"

或
#*"6H

时!伴随着二硫键的还原!酪氨酸在

!"C6H

附近的荧光强度变化不大!但色氨基酸在
!

!!>6H

附近的荧光强度却显著增加!最终导致两者的相对荧光强度

比值
3

!!>

*

3

!"C

约为
-'*

!

-'+

左右(见图
?

#

5

$!

?

#

;

$和表
-

)"

究竟如何解释上述现象呢!经分析认为主要是由于色氨酸的

吲哚环与二硫键在空间上靠近!因此其荧光容易被二硫键强

烈猝灭!这导致在氧化条件下色氨酸的荧光强度低于酪氨

酸%而伴随着二硫键被还原成巯基!色氨酸的荧光显著增强

变成优势地位"至于酪氨酸荧光强度变化不大的现象可能是

由于发射荧光的酪氨酸残基与二硫键距离较远所致"

!!

当激发波长固定在
#+C6H

时!可观察到色氨酸的最大

荧光发射峰出现在
!?#6H

左右!它的位置几乎不随
QUU

处

理而改变!这表明融合蛋白中色氨酸所处的微环境在还原前

后变化不大"至于图
?

#

0

$中色氨酸荧光强度增加了约
!'?

倍

的现象主要是由于二硫键被还原所致"

"*A

!

不同氧化剂对
,0H/N8NPLP

融合蛋白内源荧光的影响

!!

如图
C

#

5

$和
C

#

;

$所示!当融合蛋白经过
"'CHH%&

-

W

G-

]..]

处理后!酪氨酸和色氨酸的荧光强度分别降低了约

-+T

和
-#T

左右"与此类似!伴随着
CHH%&

-

W

G-过氧化氢

处理!融合蛋白中酪氨酸和色氨酸的荧光强度均有所降低!

但降低程度几乎一致#

-+T

!

#-T

!见图
C

#

0

$和图
C

#

7

$"鉴

于氧化型谷胱甘肽
]..]

和过氧化氢是常用的氧化剂!它们

在适当条件下均能氧化游离巯基形成二硫键!因此分析在融

合蛋白中可能存在部分游离巯基!它们在上述氧化剂作用下

能被氧化成二硫键!进而导致酪氨酸和色氨酸的部分荧光被

猝灭"

"*B

!

盐酸胍对
,0H/N8NPLP

融合蛋白内源荧光的影响

图
@

#

5

$显示了
#+"6H

激发下融合蛋白的内源荧光随盐

酸胍浓度的变化"从图中可知!当盐酸胍浓度
)

#H%&

-

W

G-

时!

.H5O

位于
!!*6H

附近%当盐酸胍浓度从
#H%&

-

W

G-变化

至
!H%&

-

W

G-时!

.H5O

从
!!*6H

突变至
!?@6H

左右%随着

盐酸胍浓度进一步增加至
@H%&

-

W

G-

!色氨酸的最大荧光发

射峰位置无显著变化"这表明盐酸胍能够诱导融合蛋白变

性!导致色氨酸从部分疏水的微环境暴露于更加亲水的表

面!但由于
.H5O)

!C"6H

!因此蛋白质并未彻底变性"为了

验证此现象是否与体系富含二硫键有关!则将样品采用

QUU

和
]76IV&

同时处理!获得了类似结果(见图
@

#

;

$)!这

说明二硫键的还原对于融合蛋白的稳定性没有显著影响!由

此初步推断融合蛋白的结构紧密!不易受变性剂进攻"

!!

在此基础上!可选择了
!?@'#6H

作为检测波长!研究

了其荧光强度随盐酸胍浓度的变化!获得图
@

#

0

$所示的去折

叠平衡曲线"对于融合蛋白
U2O,]0]8.8

!当盐酸胍浓度低

于
#H%&

-

W

G-时!色氨酸在
!?@'#6H

处的荧光强度几乎不

变%当盐酸胍浓度增加至
#

!

!H%&

-

W

G-之间时!荧光强度

发生突变!这主要是由于各种荧光猝灭因素被削弱或远离所

致%当盐酸胍浓度进一步增加时!荧光强度变化不显著"上

述变化规律与+两态模型,基本相符!由此可初略计算出该蛋

白变性的
#

MP!'>cZ

-

H%&

G-

"对于还原型蛋白!其变化趋

势与氧化型截然不同"当盐酸胍浓度低于
-H%&

-

W

G-时!随

着盐酸胍浓度增加!色氨酸荧光强度显著增加%当盐酸胍浓

度继续增加至
!H%&

-

W

G-时!荧光强度出现降低的趋势%此

>+!
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后变化规律与氧化型类似"

在上述变性过程中!还观察到当激发波长为
#@"

和
#*"

6H

时!伴随着
@H%&

-

W

G-盐酸胍处理融合蛋白!色氨酸和

酪氨酸的相对荧光强度发生了变化#见图
>

和表
-

$!其中色

氨酸荧光增强的原因同上"至于酪氨酸荧光的增强主要是由

于蛋白变性后!肽链伸展!芳香类氨基酸残基之间的距离增

加!

U

4

2

#

U2

)

的荧光共振能量传递效率下降所致(

-C

)
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U2O,]0]8.8

5

U2O,]0]8.8DQUU

5

U2O,]0]8.8,QUUD@H%&

-

W

G-

]76IV&

;

U2O,]0]8.8DQUUD@H%&

-

W

G-

]76IV&

;

#@"6H "'> -'* -'@ -'@

#>"6H "'> -'> -'# -'?

#*"6H "'* -'+ -'! -'@

!

!

结
!

论

!!

本文运用稳态荧光光谱学方法研究了富含半胱氨酸的

U2O,]0]8.8

融合蛋白的内源荧光及其影响因素!发现在经

过宿主菌
-'@QB*RW#-

#

Qd!

$原核表达'纯化的
U2O,]0]8.8

中蛋白质的内源荧光以
!"C6H

对应的酪氨酸的荧光发射为

主%伴随着二硫键的还原'蛋白质的变性'还原!色氨酸和

酪氨酸的相对荧光强度发生了改变%此外!通过检测氧化剂

对融合蛋白内源荧光的影响!推测融合蛋白中存在游离巯

基!这与宿主菌
-'@QB*RW#-

#

Qd!

$的胞质空间含有大量硫氧

还蛋白还原酶有关"同时!

I

#

K

#

与
U2O,]0]8.8

在体外的

反应也为解释该类蛋白的抗氧化机理提供了一些初步的数

据"此外!通过研究盐酸胍诱导的变性过程!获得了一些初

步结果!为后续深入研究去折叠'重折叠热力学'动力学等

奠定了基础"
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