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摘要  神经红蛋白(neuroglobin, NGB)是近期在人和其他脊椎动物脑中发现的一种新颖的血红素蛋白. 
利用远紫外圆二色(CD)光谱的方法, 研究了 NGB的浓度、溶剂性质、溶液 pH值以及温度对 NGB二级
结构的影响. 结果表明, NGB浓度小于10 μmol/L时, 它主要以α-螺旋形式存在, 浓度大于10 μmol/L时, 
随着浓度的增大其α-螺旋含量逐渐减少, 当浓度达到 40 μmol/L 后基本不再变化, 可能是由于 NGB 在
浓度较高时其分子间可以形成二硫键以及蛋白分子间可相互聚集所造成的. NGB 在醇中的α-螺旋含量
比在水中稍有增加, 也表明 NGB对醇类溶剂具有较高的稳定性. 在酸性或碱性溶液中, NGB的二级结
构都有不同程度的破坏. 随着温度的逐渐升高, NGB的α-螺旋含量逐渐减少, 但温度高达 110℃时仍有
16.8% 的α-螺旋存在, 说明 NGB具有高热稳定性.  

关键词  神经红蛋白  圆二色光谱  二级结构  稳定性 

神经红蛋白(neuroglobin, NGB)是一种新颖的脊
椎动物珠蛋白类型,它主要在脑和其他神经组织中表
达[1,2], 在视网膜中具有较高的浓度[3]. 虽然它的氨基
酸序列与血红蛋白(Hb)和肌红蛋白(Mb)的同源性很
低(20%~25%)[4~6], 但它们的空间结构却很相似 [7,8].

在没有外源配体存在的情况下, 无论是低铁(Fe2+)还

是高铁(Fe3+)态的神经红蛋白都表现出六配位(双组

氨酸配位)的血红素结构, 这在脊椎动物中尚属首例
[9]. NGB是一种低氧/缺血条件下诱导的神经组织蛋

白, 当脑缺血时NGB的表达量增加, NGB的高表达
对神经细胞有保护作用[10], 但关于NGB的确切生物
学功能仍不清楚.  

NGB三点突变体 (C46G/C55S/C120S)的三维结
构分析显示[8,11], 突变体NGB的晶体属单斜晶系, 每
个不对称单元中含有 4 条蛋白链, 同Mb和Hb一样, 
每个亚基中的氨基酸链形成三上三下的α-螺旋三明
治结构 [12,13]. 与Mb相比 , 其三维结构中最大的结构
差异在于CD-D区和血红素远侧E螺旋部分的N端, 而
且, 在蛋白血红素远端位点和E, F螺旋转折点区段有
一大的蛋白质基质空腔 , 这可能是其生理功能的关
键所在. 但到目前为止, 野生型NGB的晶体结构还未
得到 . 对于溶液中蛋白质的结构分析和环境因素的
改变所导致的蛋白质结构和构象变化的研究 , 愈来
愈引起人们的极大关注 . 由于蛋白质的二级结构特
征在圆二色光谱的远紫外区(178~250 nm)都有其对
应的特征谱峰, 蛋白质所表现出的CD谱是其所含有

的各种二级结构的光谱叠加之和. 因此, CD 谱是研
究溶液中蛋白质二级结构的非常有用的光谱技术[14]. 
我们已对重组人神经红蛋白及其突变体蛋白进行了

表达、分离纯化和谱学表征 [15,16], 这为进一步研究

NGB的化学生物学性质奠定了基础. 本文利用远紫

外圆二色光谱研究了NGB的浓度、溶剂、温度和溶液
的pH值对NGB二级结构的影响, 加深了我们对NGB
化学生物学基本性质的更进一步认识 , 从而为NGB
生物功能的探讨和与之相关的神经系统疾病的治疗

提供有用的信息.  

1  实验 

1.1  材料试剂与仪器 

带有神经红蛋白基因的 pET3a 质粒由德国
Johannes Gutenberg University of Mainz 的 
Burmester 教授提供. E.Coli BL21(DE3)plys 菌为本
实验室保存 , 酵母提取物和胰蛋白胨 (Oxoid Ltd, 
England), 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG) (Sigma), 
二硫苏糖醇(DTT) (Canada分装), 其他试剂均为分析
纯或生化试剂.  

AKTA Purifier 100 快 速 蛋 白 纯 化 系 统
(Amersham Biosciences, Sweden),  PHS-3D pH计(上
海雷磁), HP8453A 型紫外可见阵列二极管分光光度
计(USA), Jasco J-810 圆二色光谱仪 (Japan).  

1.2  NGB蛋白样品的制备 

将带有神经红蛋白基因的pET3a质粒转入E.Coli 
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BL21(DE3)plys细菌中, 按文献[15,17]的方法进行表
达、分离纯化, 最后得到电泳纯的神经红蛋 白. 神

经红蛋白贮存液的浓度通过测定其在 532 nm处的吸
光度值, 根据其在 532 nm处的摩尔消光系数(ε =10.7 
L/(mmol⋅cm))[18]计算得到.  

1.3  圆二色光谱的测定 

在测定 NGB 的浓度对其 CD 谱的影响时, 用 10 
mmol/L磷酸钠缓冲液(pH 7.0), 分别配制浓度依次为
1, 5, 10, 20, 40, 80, 100 μmol/L的蛋白样品. 在测定
溶剂性质对 NGB 的 CD 谱的影响时, 将蛋白样品分
别溶于水、甲醇和乙醇中, 溶剂浓度均为 95%, 蛋白
浓度为 9.8 μmol/L, 4℃放置过夜. 测定不同 pH溶液
对 NGB 的 CD 谱的影响, 先用二次蒸馏水配制 50 
mmol/L的 Tris碱贮存液, 然后用 HCl和 NaOH溶液
调节其 pH值至所需范围(2.0~12.01), pH值在 PHS-3D 
pH计上用 E-201-C型 pH复合电极测得. 蛋白浓度为
7.09 μmol/L, 4℃放置过夜. 测定 NGB的热变性实验
时, 蛋白样品溶于 10 mmol/L 磷酸钠缓冲溶液中(pH 
7.0), 浓度为 1 μmol/L, 在样品上覆盖一层石蜡油以
防止溶液在较高温度下蒸发 , 测定不同温度

(25.0~110.0℃)下的 CD 谱, 在每个测量温度下温育
15 min, 确保达到平衡状态.  

圆二色光谱的测量在Jasco J-810 圆二色光谱仪
上进行 , 并配备恒温样品池支架和Julabo F12 恒温 
器, 光源系统用氮气保护(流量为 5 L/min), 除热变性
蛋白样品采用 10 mm光径样品池外 , 其他均采用   
1 mm光径样品池, 光谱扫描时均扣除溶液空白的干
扰, 除热变性实验外其他光谱扫描均在 25℃下进行. 
测量参数为: 波长扫描范围 250~190 nm, 扫描速率
100 nm/min, 分辨率 0.1 nm, 响应时间 1 s, 累积次数
3 次. 利用圆二色光谱仪附带的杨氏法二级结构分析
软件对实验数据进行各种二级结构含量的估算 [19]. 
此软件把蛋白质的CD光谱看成是各种二级结构成分
CD谱的叠加, 以杨氏的参考CD谱为依据, 利用最小
二乘法进行拟合计算得到各种二级结构含量 . 杨氏
参考CD谱采用的数据以α-螺旋长度为 10个氨基酸残
基进行校正.  

2  结果与讨论 

2.1  神经红蛋白浓度的影响 

图 1是不同浓度 NGB在 10 mmol/L磷酸钠缓冲
溶液(pH 7.0)中的远紫外圆二色光谱图. 图 2 是用杨 

氏法计算得到的α-螺旋含量随NGB浓度的变化曲线. 
由图 1 可以看出, 当NGB的浓度小于 10 μmol/L时, 
其远紫外区圆二色光谱在 208 和 222 nm处出现双负
峰, 在 193 nm处有一个正峰, 这是典型的α-螺旋结构
特征[14]. 而且, 在这一浓度范围内, NGB的CD谱随浓
度的变化很小 , 说明其二级结构在此浓度区间没有
明显改变, 这可从图 2得到印证. 随着NGB浓度的逐
渐增大, 其CD谱发生明显的变化, 193 nm处的正峰
及 208 nm处的负峰逐渐减小以至消失, 222 nm处的
负峰有所减小并且红移至 224 nm, 最终在 224 nm处
形成一宽负峰. 由图 2 可知, NGB的α-螺旋含量由 1 
μmol/L时的 73.1%下降至浓度为 40 μmol/L时的
30.0%, 但当浓度再继续增大时, 其α-螺旋含量基本
不变. 这些结果说明, NGB的二级结构与其浓度密切
相关 , 这是由于NGB在浓度较高时其分子间可以形
成二硫键及蛋白分子间可相互聚集的缘故[20,21]. 

2.2  溶剂对神经红蛋白的影响 

图 3 是 NGB 在不同溶剂中的 CD 光谱, 表 1 是
在不同溶剂中估算的 NGB 二级结构含量. 由图 3 可
以看出, 在二次蒸馏水中 NGB的 CD谱在 208和 222 
nm有两个负峰, 在 193 nm表现一强的正峰. 在甲醇
和乙醇中 NGB的 CD谱形状相似, 分别在 223 nm处
有一弱负峰和 195 nm处有一强正峰, 208 nm处的负
峰已变得比较平坦.  

 
 

图 1  不同浓度时神经红蛋白的远紫外 CD光谱 
△, 1×10−6 mol/L; □, 2×10−5 mol/L; ●, 4×10−5 mol/L; ▼, 8×10−5 mol/L; 
☆, 1×10−4 mol/L. 图中箭头标示出 208 nm处摩尔椭圆率随浓度增大

的变化趋势 
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图 2  神经红蛋白的α-螺旋含量随浓度变化的曲线 

 

 
 

图 3  不同溶剂中神经红蛋白的远紫外 CD光谱 
 

从表 1中的各种二级结构含量可知, NGB在水、

甲醇和乙醇中的α-螺旋含量依次稍有增加 , 分别为

67.7%, 70.3%和 73.8%, 但在甲醇和乙醇中NGB的无

规卷曲形式消失, 转变为β-转角和α-螺旋形式. 这是

由于高浓度的醇会使蛋白质与溶剂间的氢键作用力

减弱, 导致多肽链内部的氢键相对增强[22], 从而可形

成某些二级结构, 这种作用可稳定蛋白结构. 醇类经

常被看作是诱导α-螺旋生成的溶剂 [23], 并且乙醇对

NGB α-螺旋的这种诱导作用要大于甲醇. 另一方面

也说明NGB对醇类溶剂的高稳定性. 

表 1  不同溶剂中神经红蛋白的各种二级结构含量 
溶剂 α-螺旋/% β-折叠/% 转角/% 无规卷曲/% 总量/% 
乙醇 73.8 0.0 26.2 0.0 100.0 
甲醇 70.3 0.0 29.7 0.0 100.0 
水 67.7 0.0 10.1 22.2 100.0 

 
2.3  溶液 pH值的影响 

图 4是 NGB在不同 pH(2.01～12.01)值溶液中的
CD光谱. NGB在碱性条件下, 208 及 222 nm处的负
峰强度稍有降低, 但 193 nm 处的正峰发生红移, 当
pH 12.01时红移至 196 nm, 并且峰强度随 pH值的升
高而减小. NGB在酸性条件下, 193, 208及 222 nm处
的峰强度都有明显降低. 图 5 为不同 pH 下 NGB 的
α-螺旋含量变化曲线. 由图 5可看出, 在中性条件下, 
NGB 的 α-螺旋含量最高, 而在酸性及碱性条件下则
明显降低, 分别由 pH 7.00时的 68.7%下降至 pH 2.01
时的 28.4%和 pH 9.01时的 32.4%.  

 

 
 

图 4  不同 pH时神经红蛋白的远紫外 CD光谱 
 
这些结果说明, NGB在不同 pH的溶液中, 其二

级结构变化显著 , 酸性及碱性溶液均对其二级结构
造成不同程度的破坏. 蛋白质分子中α-螺旋和β-折叠
的稳定性主要取决于分子内部的氢键 , 显然 , 溶液
pH 值的变化会影响蛋白分子内部氢键的形成, 进一
步导致α-螺旋等二级结构的改变.  

2.4  神经红蛋白的热稳定性 

图 6 是 NGB 热变性过程的 CD 谱. 由图 6 可以
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看出, 随着温度的升高, 208和 222 nm处的负吸收峰
强度逐渐减弱, 当温度超过 90℃时, 这种减弱的趋势
较为明显. 与 208 nm处的负峰相比, 222 nm处的峰
强度降幅较大. 当温度达到 110℃时, 222 nm处的负
峰基本平滑. 这说明, 随着温度的升高, 蛋白的二级
结构逐渐被破坏. 

 
 

图 5  神经红蛋白的α-螺旋含量随 pH变化曲线 
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图 6 不同温度时神经红蛋白的远紫外 CD光谱 
 

图 7为NGB的α-螺旋含量随温度变化曲线. 从该
曲线可以看出, 随着温度的升高, NGB的α-螺旋含量
逐渐减少, 但当温度达到 110℃时, 仍有 16.8%的α-
螺旋形式存在. 这表明NGB是一个高热稳定性蛋白, 
在较高温度下它也能保持相对较高的部分二级结构, 
这与文献报道的结果一致 [24], 可能与NGB的六配位

结构相关. 
 

 
 
图 7  神经红蛋白的α-螺旋含量随温度变化的曲线 

 
总之 , 神经红蛋白的二级结构对其周围环境比

较敏感, 环境的改变将导致其二级结构的明显变化. 
浓度的增加、溶剂性质的改变、溶液的酸碱性和温度

的升高均能导致 NGB 二级结构中α-螺旋含量不同程
度的减少, 使其稳定性降低. 蛋白质的功能与其结构
和构象密切相关, 了解影响 NGB 二级结构的因素, 
对研究 NGB的生物功能具有重要意义.  

致谢  感谢南京大学配位化学研究所郭子建教授的支持与
帮助. 本工作为国家自然科学基金(批准号: 20471025)资助
项目.  
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