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用荧光相图法研究胃蛋白酶的去折叠过程
3
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[摘　要 ]　蛋白质折叠机理的研究是基因重组蛋白质高效生产的前提条件 ,对于工业化生产重组蛋白以及治疗

与蛋白集聚密切相关的疾病都有重要意义。为了探索一个统一的蛋白质折叠机理 , 用荧光相图法分别对脲和盐酸胍

诱导的胃蛋白酶的去折叠过程进行了研究。结果表明 ,无论变性体系中有无还原剂 22巯基乙醇存在 ,当脲浓度为0～

8. 0 mol/ L 时 ,脲诱导胃蛋白酶的变性过程都符合“二态模型”;而无论变性体系中有无还原剂 22巯基乙醇存在 ,当盐

酸胍浓度为 0～6. 0 mol/ L 时 ,该蛋白的变性过程均符合“三态模型”。
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Abstract : The research of t he mechanism of t he protein folding is t he p recondition of highly efficient

p roduction of genetic recombinant p roteins ,which has important significance to t he indust rial p roduction of

recombinant p rotein and t reat ment of those diseases clo sely related to t he protein aggregation. To explore a

unified mechanism of protein folding ,t he unfolding of pep sin induced by urea or guanidine hydrochloride

has been studied by“p hase diagram”met hod of fluorescence. The experimental result s show t hat whet her 22
mercaptoet hanol exist s in the denat urant solution or not ,when urea concent rations are changed under t he

range of 0 to 8. 0 mol/ L ,t he unfolding procedures of pep sin obey a typical“two2state model”;while wheth2
er t he 22mercaptoet hanol exist s in t he denat urant solution or not ,when guanidine hydrochloride concent ra2
tions are changed under t he range of 0 to 6. 0 mol/ L ,t he unfolding of pep sin obey a typical“t hree2state

model”.
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　　蛋白质的变性过程实际上是一个序变过程 ,在

其变性过程中蛋白质有 3种存在状态 :天然态、中间

态和去折叠态。若在变性过程中 ,蛋白质从天然态

直接转变为去折叠态 ,则符合“二态模型”;若在变性

过程中 ,蛋白质从天然态转变为部分折叠中间态 ,并

最终转变为去折叠态 ,则符合“三态模型”。新生的
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多肽链经过一系列折叠才能形成具有特定三级结构

及生物学功能的天然构象。蛋白质三级结构的信息

与多肽链的物理化学性质有关 ,与单个氨基酸残基

的结构特征关系并不紧密[1 ]。蛋白质的变性并非总

是伴随着完全去折叠 ,在蛋白去折叠过程中存在着

不同的部分折叠中间态 ,这些部分折叠中间态在蛋

白质的自组织、功能和错误折叠中扮演一个重要角

色[1 ]。变性态 (即去折叠态)是蛋白质独特的三级结

构瓦解而丧失相应生物学功能的一种存在形式 ,蛋

白质的变性作用若不过于剧烈 ,其变性过程则是一

种可逆过程[1 ]。蛋白质在体外的变性和复性过程是

解释蛋白质自组织的一个基本步骤 ,作为从分子水

平上阐明生命奥秘的中心课题之一 ,蛋白质的变性

和复性机理研究一直是生物界的热点问题之一。因

此 ,对蛋白质去折叠过程的研究一直受到生物化学、

生物物理学和结构生物学领域研究工作者的关

注[2 ]。

胃蛋白酶是由 326 (7)个氨基酸残基组成的单

肽链单体酶 ,含有 2个构象相似的结构域、2个活性

位点 (asp32和 asp215)和 3 对二硫键 ,分子质量约

为 34. 5 ku。在胃蛋白酶分子内含有 6个半胱氨酸

残基、5个色氨酸残基、16 个酪氨酸残基和 14 个苯

丙氨酸残基 ,最适 p H在 2左右[325 ]。因为它与 H IV

蛋白酶同属于天冬氨酸蛋白酶家族 ,近年来又重新

成为研究热点[1 ]。本文用荧光相图法对脲和盐酸胍

诱导的胃蛋白酶变性过程进行了研究 ,以期直观地

获得胃蛋白酶在变性过程中结构变化的信息。

1　材料与方法

1. 1　试　剂

猪胃蛋白酶 (比活为 1∶3 000)为 BBI公司产品 ,

脲 (纯度 > 99 %)、盐酸胍 (纯度 > 99 %)和 22巯基乙醇
(纯度 > 99 %)为 Amresco 公司产品 ,其余试剂均为国

产分析纯。试验中所用的水均为去离子蒸馏水 ,缓冲

液为柠檬酸2磷酸氢二钠缓冲液 (p H 2. 6)。

1. 2　试验方法

利用荧光相图法检测在脲和盐酸胍作用下胃蛋

白酶的变性过程。荧光相图法是基于在不同发射波

长λ1 和λ2 下 ,蛋白质结构发生变化 (去折叠/折叠)

时所测得的相应荧光强度 I (λ1 )和 I (λ2 )而进行测

量的[ 122 ]。由于荧光强度是一种广度性质的变量 ,因

此这两个变量间存在以下简单关系 :

I (λ1 ) = a + bI (λ2 ) 。 (1)

其中

a = I 1 (λ1 ) -
I2 (λ1 ) - I 1 (λ1 )
I2 (λ2 ) - I1 (λ2 )

I1 (λ2 ) ,

b =
I2 (λ1 ) - I 1 (λ1 )
I2 (λ2 ) - I1 (λ2 )

。 (2)

式中 : I1 (λ1 )和 I2 (λ1 )分别表示发射波长为λ1 条件

下 ,蛋白质结构发生变化时始态和终态的荧光强度 ;

I1 (λ2 )和 I2 (λ2 )分别表示发射波长为λ2 条件下 ,蛋

白质结构发生变化时始态和终态的荧光强度 ; a和 b

分别为 I (λ1 )对 I (λ2 )作图所得直线的纵截距和斜

率。对于蛋白质的去折叠过程 ,若关系 (1)表现为线

性 ,则表示由于环境的改变 ,蛋白质的去折叠过程符

合“全或无模型”或“二态模型”;若荧光相图表现为

两条或多条直线 ,则其中的每一条直线都描述一个

“全或无”的蛋白质结构变化过程 ,即蛋白质的去折

叠过程符合“三态模型”和“多态模型”,表示蛋白质

的去折叠过程是一个序变过程。原则上说 ,λ1 和λ2

可以是荧光发射谱上的任意波长 ,但如果分别用处

于荧光发射峰 2个斜面上的 2个不同波长获得荧光

相图 ,其结果将更精确 ,并能提供更多的结构变化信

息[122 ]。因此 ,一般λ1 和λ2 分别取 320和 365 nm。

1. 3　胃蛋白酶去折叠荧光相图的测定

将胃蛋白酶溶于含不同浓度脲或盐酸胍 (脲和

盐酸胍的浓度标注于对应试验点附近)的柠檬酸2磷
酸氢二钠缓冲液 (p H 2. 6)中 ,使蛋白终质量浓度为

10μg/ mL (如果进行还原变性 ,还原剂 22巯基乙醇
的浓度为 15 mmol/ L ,非还原变性则不加还原剂 ,其

余条件与还原变性相同) ,4 ℃放置过夜 ,使其不同

程度变性。对照体系除不含胃蛋白酶外 ,其余条件

与变性酶溶液完全相同。试验用 Hitachi F24500 型

荧光光谱仪的激发波长为 295 nm ,激发狭缝和发射

狭缝宽均为 10 nm ,扫描范围 300～420 nm ,扫描速

度 1 200 nm/ min ,试验温度 25 ℃。测定其内源荧光

发射谱时 ,在扣除对照体系的内源荧光发射谱后读取

320和 365 nm的内源荧光强度 I320和 I365 ,然后根据

式 (1) ,以 I320为横坐标 , I365为纵坐标分别做出脲和盐

酸胍诱导的胃蛋白酶去折叠的荧光相图。

2　结果与分析

2. 1　无还原剂存在时脲和盐酸胍诱导胃蛋白酶的

去折叠过程

图 1和图 2分别给出了无还原剂存在时 ,胃蛋

白酶在脲溶液和盐酸胍溶液中去折叠的荧光相图。

图 1表明 ,当无 22巯基乙醇存在时 ,脲诱导胃蛋

白酶的去折叠荧光相图由 1 条直线组成 ,这表明当
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变性体系中无还原剂存在时 ,胃蛋白酶的脲变性过

程符合“二态模型”,即胃蛋白酶从天然态直接转变

为去折叠态 ,其间不形成部分折叠中间态。由图 2

可见 ,无 22巯基乙醇存在时 ,盐酸胍诱导胃蛋白酶去

折叠的荧光相图由 2 条直线组成 ,这表明当变性体

系中无还原剂存在时 ,胃蛋白酶的盐酸胍变性过程

符合“三态模型”,即胃蛋白酶首先从天然态转变为

一个部分折叠中间态 ,并最终转变为去折叠态。

图 1　无还原剂存在时胃蛋白酶在脲溶液中

去折叠的荧光相图

脲浓度 (单位 :mol/ L) 标识在相应数据点附近

Fig. 1　Fluorescence phase diagram of pepsin induced

by urea in the absence of 22mercaptoethanol

Urea concentrations (mol/ L) in denaturation solution

are indicated in the vicinity of the corresponding symbol

图 2　无还原剂存在时胃蛋白酶在盐酸胍溶液中

去折叠的荧光相图

盐酸胍浓度 (单位 :mol/ L)标识在相应数据点附近

Fig. 2　Fluorescence phase diagram of pepsin induced by

guanidine hydrochloride in the absence of 22mercaptoethanol

Guanidine hydrochloride concentrations (mol/ L) in

denaturation solution are indicated in the

vicinity of the corresponding symbol

2. 2　有还原剂存在时脲和盐酸胍诱导胃蛋白酶的

去折叠过程

图 3和图 4分别给出了在 22巯基乙醇存在时 ,

胃蛋白酶在脲溶液和盐酸胍溶液中去折叠的荧光相

图。

图 3　22巯基乙醇存在时胃蛋白酶在脲溶液中
去折叠的荧光相图

脲浓度 (单位 :mol/ L)标识在相应数据点附近

Fig. 3　Fluorescence phase diagram of pepsin induced

by urea in the presence of 22mercaptoethanol

Urea concentrations (mol/ L) in denaturation solution

are indicated in the vicinity of the corresponding symbol

图 4　22巯基乙醇存在时胃蛋白酶在盐酸胍溶液中
去折叠的荧光相图

盐酸胍浓度 (单位 :mol/ L) 标识在相应数据点附近

Fig. 4　Fluorescence phase diagram of pepsin induced by

guanidine hydrochloride in the presence of 22mercaptoethanol

Guanidine hydrochloride concentrations (mol/ L) in

denaturation solution are indicated in the vicinity

of the corresponding symbol
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　　由图 3可见 ,有 22巯基乙醇存在时 ,脲诱导胃蛋

白酶去折叠的荧光相图也由 1条直线组成 ,表明当

变性体系中有还原剂存在时 ,胃蛋白酶的脲变性过

程同样符合“二态模型”,即该蛋白从天然态直接转

变为去折叠态 ,其间不形成部分折叠中间态。由图

4可见 ,有 22巯基乙醇存在时 ,盐酸胍诱导胃蛋白酶

去折叠的荧光相图由 2条直线组成 ,表明当变性体

系中有还原剂存在时 ,胃蛋白酶的盐酸胍变性过程

符合“三态模型”,即该蛋白也是首先从天然态转变

为一个部分折叠中间态 ,并最终转变为去折叠态。

3　讨　论

本研究结果表明 ,用脲作变性剂时 ,无论有无还

原剂存在 ,胃蛋白酶的变性过程均符合“二态模型”,

也就是说 ,当脲浓度为 0～8. 0 mol/ L 时 ,胃蛋白酶

一步直接由天然态转变为去折叠态 ;用盐酸胍作变

性剂时 ,无论有无还原剂存在 ,胃蛋白酶的变性过程

都是序变过程 ,均符合“三态模型”,当盐酸胍浓度从

0～2. 5 mol/ L 时 ,胃蛋白酶由天然态首先转变为部

分折叠中间态 ;当盐酸胍浓度从 2. 5～6. 0 mol/ L

时 ,胃蛋白酶再由部分折叠中间态转变为去折叠态。

脲和盐酸胍诱导胃蛋白酶的去折叠过程不同 ,

这可能与两种变性剂诱导蛋白质去折叠的机制不同

有关。虽然脲和盐酸胍都能与蛋白质的多肽链竞争

氢键并增加非极性侧链在水溶液中的溶解度 ,进而

破坏蛋白质的二级结构并降低维持其三级结构的疏

水相互作用 ,但由于盐酸胍是一种电解质 ,而脲是一

种非离子型变性剂 ,因此盐酸胍能通过正离子 (胍离

子) 效应减弱维持蛋白质三级结构的静电相互作

用 ,而脲不能 ,这就导致了盐酸胍诱导蛋白质的去折

叠能力明显高于脲[627 ] ,这也可能是造成胃蛋白酶在

盐酸胍溶液和脲溶液中去折叠机理不同的原因。

与溶菌酶和细胞色素 C等分子质量较小的蛋

白质相比 ,胃蛋白酶是一个由 326 (7)个氨基酸残基

组成的单肽链单体酶 ,分子中含有 3对二硫键 ,是一

个结构比较复杂的蛋白质。但从本研究的去折叠结

果来看 ,其差别并不像想象的那样大 ,这可能从一个

侧面验证了蛋白质三级结构决定于其一级结构的论

断 ,也就是说 ,蛋白质的去折叠性质主要决定于其一

级结构 ,而与其分子本身的大小和几何结构关系不

大[8210 ]。
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