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是拟康氏木霉
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$产生的一种含有
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个氨基

酸的
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类抗菌肽"采用圆二色谱法研究了不同极性溶剂体系和膜拟态环境对
U290M%c%696

.

的二级

结构的影响!

U290M%c%696

.

在不同有机溶剂体系中具有典型的螺旋结构特征!而在水溶液体系中螺旋明显

减少!不超过
!"T

的三氟乙醇可以随浓度增加而诱导螺旋结构的增加"

U290M%c%696

.

在磷酸缓冲液中峰的

强度随浓度增加而增强!具有浓度依赖性"

.Q.

浓度的增加可以诱导螺旋含量的增加"与非拟态环境相比!

膜拟态环境可以明显增加
U290M%c%696

.

的螺旋含量!表明
U290M%c%696

.

可以和脂膜相互作用"

关键词
!

U290M%c%696

.

%

)

/

)

159;%&3
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是一类由非核糖体合成酶#
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$合成的富含
2

,

氨基异丁酸

#

89;

$'具
2

,

螺旋结构!对细菌'真菌等有拮抗作用的一类特

殊的肽类抗生素的总称(

-

)

"

J/

)

159;%&3

主要来源于木霉属及

其相近的属并表现出了多样的生物学活性!可以促进儿茶酚

的分泌'使线粒体氧化磷酸化的解偶联'溶血活性'免疫抑

制活性等"通过对
)

/

)

159;%&3

序列组成分析发现在所有已知

序列中含有
?"T

的
89;

残基(

#

)

"

89;

残基的存在有利于形成

2

,

螺旋结构!所有现在已知的
)

/
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159;%&3

都是高度螺旋化的!

脯氨酸#

J2%

$和羟脯氨酸#

I

4)

$则促使螺旋的弯曲#

;/673

$或

拐点#

c96c3

$的形成"谷氨酸#

]&<

$是唯一的强极性氨基酸残

基!其位置和数量与其作为离子通道的功能特征有关"芳香

族氨基酸主要集中在末端!有利于
)

/

)

159;%&3

在双层膜中的

稳定(
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)

"一般认为
)

/

)

159;%&3

的作用机制与其对膜的作用相

关"
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类抗菌肽!其

具有广谱的抗菌活性!可以有效地抑制革兰氏阳性细菌和多

种真菌的生长(

?

!

C

)

"圆二色#

VQ

$谱法是研究蛋白质和肽在溶

液中二级结构的有力工具!尤其适用于分析在不同环境中的

构象变化"由于
U290M%c%696

.

的结构中含有
*

个非手性的
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氨基异丁酸#

89;

$!因此基于常规氨基酸分析建立起来的

各种分析方法并不适用于
)

/

)

159;%&3

的结构分析!本文采用

###6H

单一峰值比较研究了不同溶剂条件对
U290M%c%696

.

的二级螺旋结构的影响!为其结构与功能的研究提供了科学

依据"

-

!

材料与方法
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试剂
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采用所建立的高效液相色谱法纯化得
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司!其他溶剂均为国产色谱纯试剂#天津四友公司$"去离子

水#电阻
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主要仪器

Z,*-"

园二色光谱仪#

Z530%

!日本$!可控温循环水浴装

置#
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!德国$"
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圆二色性的测定

VQ

光谱的测定在
Z530%Z,*-"VQ3

)

/012%

)

%&529H/1/2

分

光偏振仪上进行!光谱仪上装备有
J/&19/2

型温控系统"数据

摩尔椭圆率:
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$计算!
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表示肽的摩尔浓度!

B

表示比色杯的厚度

#
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$"检测波长
N52,f$VQ

从
-+"

!

#@"6H

!检测步长为
#

6H

!狭缝宽度为
?6H

!扫描速度为
#""6H

-

H96

G-

!石英杯

径
#HH

!每个样品都是扫描
!

次的平均值!除去
U290M%c%,
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.

以外的相同溶液作为背景扣除"除去温度试验!检测

均在室温#

#"i

左右$进行"

+*A

!

溶剂条件对
,0(8;2Q29(9

%

结构的影响

采用水'甲醇#

\/KI

$'乙醇#

d1KI

$'三氟乙醇

#

U:d

$'乙睛#

\/V(

$!

JR.

缓冲液#

-"HH%&

-

W

G-

!

)

I
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$作为溶剂!测定
U290M%c%696

.

在不同溶剂体系中的
VQ

谱特征!
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的终浓度为
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浓度对
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结构的影响

采用含不同浓度
U:d

#
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!

-"T

!

#"T

!

!"T

!

C"T

和
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$的
JR.

缓冲液#
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-

W

G-

!

)
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$配制
C"

$

H%&

-

W

G-的
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溶液进行
VQ

谱测定"
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!
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浓度对其结构的影响

采用
JR.

缓冲液#

-"HH%&

-

W
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!

)
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$配制不同浓

度的
U290M%c%696

.

溶液#

C

!
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!
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!
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H%&
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$后

进行
VQ

谱测定"
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膜拟态环境对
,0(8;2Q29(9

%

结构的影响

采用
JR.

缓冲液#

-"HH%&

-

W
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!
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$配制含有不

同浓度的
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#

"

!
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和
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$的溶剂体系!
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的浓度为
C"

$

H%&

-

W

G-

!

VQ

谱测定膜拟态环境条件下
U290M%c%696

.

的构象

变化"

#

!

结果与分析
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!
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%

在水和不同溶剂中的
M$

谱特征

将
U290M%c%696

.

溶解于不同的有机溶剂!磷酸盐缓冲

液#

JR.

!

-"HH%&

-

W

G-

!

)

I>'?

$和水中!测定不同溶剂条

件对
U290M%c%696

.

二级结构的影响"

U290M%c%696

.

在

I

#

K

!

JR.

!

d1KI

!

\/KI

!

\/V(

和
U:d

的从
-+"

!

#C"

6H

的远紫外
VQ

谱见图
-

"从图
-

中可以看出在除了
U:d

的有机溶剂中!

U290M%c%696

.

的
VQ

谱在
-+?6H

附近有一

个正峰!在
#"*

和
###6H

左右有
#

个负峰"这是螺旋的典型

特征峰"这些峰分别代表
)

0

)

"平行跃迁!

)

0

)

"垂直跃迁

和
%

0

)

"跃迁"在
U:d

中
VQ

谱的峰形与其他有机溶剂相

似!但是其
#"*6H

左右的峰蓝移!其强度也明显降低"这说

明在
U:d

中
!

-"

,M/&9O

!

4

,1<26

和无规则卷曲的含量增加"在

水和
JR.

中!其
VQ

谱特征相似!但其
#"*6H

的峰强度较

弱!表明更多无规则卷曲的出现"
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)
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!

M$1

?

.8:0=26:0(8;2Q29(9

%

(95(66.0.9:1234.9:1

"*"

!

,'G

浓度对
,0(8;2Q29(9

%

结构的影响

由于其溶剂分子和肽的疏水基团的相互作用!醇类!尤

其是三氟乙醇可以有效地诱导螺旋结构的形成"为了得到有

机溶剂对
U290M%c%696

.

的二级结构的效果的详细信息!采

用不同浓度的三氟乙醇水溶液来研究有机溶剂对
U290M%c%,

696

.

的二级结构的影响!结果见图
#

"从图
#

可以看出
U:d

可以有效地诱导螺旋结构的形成!并随着
U:d

浓度的提高!

其峰的强度也增强!即其螺旋的含量增多"但超过
!"T

的

U:d

对其峰的强度并没有明显的增加"

U:d

能够改变非极

性侧链间相互作用形成聚体(

>

)

!也影响极性侧链间的
I

G键

的形成(

*

)

"这可能是
U:d

影响
U290M%c%696

.

溶液中螺旋含

量的原因"
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)
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!

M$1

?

.8:0=26:0(8;2Q29(9

%

(9

5(66.0.9:8298.9:0=:(2926,'G

"*@

!

,0(8;2Q29(9

%

浓度对其构象的影响

不同浓度的
U290M%c%696

.

在
JR.

中的
VQ

谱特征见图

!

"由图
!

可以看出!

U290M%c%696

.

的
VQ

谱在低浓度下随

着浓度的提高峰形和强度的变化并不十分明显!但是高于
C"

$

H%&

-

W

G-

!其峰的强度明显增强!在
-""

$

H%&

-

W

G-的浓度

下!

###6H

左右的负峰显著增强!要强于
#"*6H

的负峰"

因此!在低浓度条件下!

U290M%c%696

的聚集不明显!而在高

浓度的条件下!

U290M%c%696

.

以多聚体的形式存在"

U29,

+C?

第
#
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0M%c%696

.

分子内有
*

个
89;

残基!

!

个
8&5

残基和一个
J2%

残基!其疏水性非常强!因此在
JR.

溶液中具有浓度依赖

性"

'(

)

*@

!

M$1

?

.8:0=26:0(8;2Q29(9

%

=:5(66.0.9:8298.9:0=:(29

"*A

!

L$L

浓度对
,0(8;2Q29(9

%

的二级结构的影响

去污剂提供了和膜相似的一个简单的亲水和疏水界面!

比有机溶剂更能代表膜的环境(

+

!

-"

)

"为了进一步研究膜拟态

环境对
U290M%c%696

.

构象的影响!测定了含不同浓度的

.Q.

的
JR.

缓冲液中
U290M%c%696

.

的
VQ

谱!

U290M%c%696

.

的构象变化见图
?

"由图
?

可以看出!在含
.Q.

的溶液中

U290M%c%696

.

具有
2

,M/&905&

#

2

,

螺旋$的典型特征"随着
.Q.

浓度的提高!在
-+?6H

左右的正峰和
#"*

及
###6H

左右的

负峰的强度都明显增强!但是当去污剂的浓度在
-'@

!

#'"

HH%&

-

W

G-时其峰值变化很小"因此当
U290M%c%696

.

大多

连到了去污剂颗粒上后!再增加其浓度!并不会有
VQ

谱的

明显变化"

.Q.

可以形成带负电的泡囊!可作为细菌细胞膜

中带负电的疏水性磷脂层的模拟"

.Q.

泡囊诱导多肽分子形

成
2

,

螺旋结构可能是因为这种两亲性的结构有利于
U29,

0M%c%696

.

在膜介质中的稳定存在"
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)

*A

!

M$1

?

.8:0=26:0(8;2Q29(9

%

(9

5(66.0.9:8298.9:0=:(2926L$L

!

!

结
!

论

!!

J/

)

159;%&3

是一类能够在脂双层膜上形成离子通道的真

菌抗菌肽(

--,-@

)

"研究最深入的是
5&5H/1M9096

(

->

)

"

U290M%c%696

.

含有较多的
89;

!因此其主要采用
2

,M/&905&

构象"

U29,

0M%c%696

.

的二级结构对环境的变化特别敏感"虽然目前还

缺少
U290M%c%696

.

的
(\[

数据!但
VQ

谱特征表明!

U29,

0M%c%696

.

在
\/KI

!

d1KI

和
\/V(

中主要以螺旋结构存

在"在极性更强的有机溶剂中!其螺旋的含量比在其他有机

溶剂中降低!可能转化为
!

-"

,M/&9O

!

4

,1<26

或者无规则结构"

随着
U:d

在溶液中含量的增加!螺旋的含量增加!但太高的

浓度并不能使螺旋进一步增加"

VQ

光谱无法从
2

,M/&9O

中区

分出
!

-"

,M/&9O

!但是这种变化可能有利于分子的伸展!使其

分子间疏水面和亲水面的相互作用!从而插入膜或形成通

道(

-*

)

"

U290M%c%696

.

的螺旋结构具有浓度依赖性!高浓度

的条件下可以诱导螺旋的增加"在去污剂颗粒中!

VQ

谱具

有
2

,M/&9O

的典型特征!因此膜可能是
U290M%c%696

.

的作用

位点"
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