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应用荧光光谱法研究植物 LEA3蛋白 11�氨基酸基序的保护功能
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摘 � 要 � 胚胎晚期富集蛋白 ( late embryogenesis abundant , LEA )是增强生物抵抗干旱、低温和盐渍等多种

胁迫的重要功能蛋白, 但其保护机理仍不清楚。本文利用紫外光谱法证实, 含多拷贝 11�氨基酸基序的多肽
(如 PM 2D 和 PM 2E)可较好的保护经冻融的乳酸脱氢酶( LDH)活性。进一步通过荧光光谱法证实, 含多拷

贝 11�氨基酸基序的多肽可通过多位点协同结合模式, 稳定 LDH 酶的结构。而含低拷贝 11�氨基酸基序的多
肽(如 PM 2F 和 PM 2G )与 LDH 酶只有一种结合位点, 二者的结合强度较弱, 因而不能表现出对 LDH 酶活

性的保护作用。此外, 含多拷贝 11�氨基酸的多肽与海藻糖在保护 LDH 酶活性上存在协同作用, 且二者有着

不同的保护机理。
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引 � 言

� � 胚胎晚期富集蛋白( late embryogenesis abundant , LEA )

与生物抵抗多种非生物胁迫(干旱、高盐和低温 )的能力密切

相关。LEA 蛋白一般分为 7~ 9 组[ 1] 。其中第三组 LEA 蛋白

( LEA3)含有高保守、重复的 11�氨基酸基序( TAQAAKEK�

AGE) [1�4] 。LEA3 蛋白广泛分布于植物种子内, 也存在于受

干旱、高盐胁迫的植物营养组织中[ 1] 。大量实验证明, 大麦

HVA1( LEA3)基因的导入可提高转基因水稻和小麦对干旱、

高盐和低温胁迫的耐受性[ 5�7]。生化实验结果证明, 含多拷

贝 11�氨基酸基序的多肽可参与对蛋白质 (酶)、DNA 和细胞

膜的保护作用, 其保护作用好于含低拷贝 11�氨基酸基序的

多肽[2, 8, 9] 。然而, 11�氨基酸基序如何参与生物大分子保护
的分子机理仍不清楚。

海藻糖也是一种胁迫保护剂[ 10] 。过量合成并积累海藻

糖的转基因水稻对干旱、盐渍和冷冻胁迫的耐受性明显提

高[11, 12] 。Goya l等进一步证明, LEA 蛋白与海藻糖可协同保

护柠檬酸合成酶[ 13] 。而体外实验结果显示, 如要获得对

LDH 酶同样的保护效果 , 海藻糖的需要量要比 LEA 蛋白超

出近万倍[ 14] 。最近的研究结果表明, 干旱胁迫下过量表达

LEA 蛋白的转基因烟草叶片可保持较好的光合作用能力和

较高的水势。而积累海藻糖的转基因植物叶片的光合作用能

力和水势呈下降趋势[ 15] 。这些结果预示 LEA 蛋白与海藻糖

对细胞及 LDH 酶的保护机制有差异。

荧光光谱法是研究蛋白质分子构象的一种常用而有效的

方法, 荧光分析能够提供许多物理参数, 包括激发光谱﹑发

射光谱以及荧光强度﹑量子产率﹑荧光寿命﹑荧光偏振等,

这些参数从不同角度反映出分子的成键、结构以及发光特

性。通过对这些参数的测定, 不但可以做一般的定量分析,

而且还可以推断蛋白质分子在各种环境下的构象变化, 从而

阐明蛋白质结构与功能之间的关系[16] 。荧光光谱法具有灵

敏度高、选择性好、操作方便等优点, 在蛋白质的相互作用

研究中应用较为广泛。

大豆 PM 2 蛋白( Genbank 登录号: M 80664)属 LEA3 蛋

白[ 3] , 含 7 个重复的 11�氨基酸基序。本文分别利用紫外光谱
法和荧光光谱法比较了含不同拷贝数 11�氨基酸基序的多肽

对 LDH 酶活性的保护和对酶结构的稳定作用。并进一步分

析了含多拷贝 11�氨基酸基序多肽与海藻糖在保护 LDH 酶

活性中的协同作用。



1 � 实验部分

1� 1 � PM2 系列多肽样品的制备

单拷贝 11�氨基酸多肽由上海生工合成。以本实验室保
存的大豆 PM 2 基因为模板, 通过 PCR 扩增, 构建含不同拷

贝 11�氨基酸基序的 pET28a表达载体, 并转化大肠杆菌。通

过亲和层析技术分离纯化含 H is 标签的目的多肽。

1� 2 � 用紫外分光光度计法检测 LDH酶的活性

将 PM 2 系列蛋白与 LDH 酶配制成不同摩尔比例 (蛋

白: LDH = 0� 1, 1�1, 2� 5� 1, 5� 1, 10� 1)的酶混合液。

按文献[ 3]进行冻融处理和酶活性测定。

1� 3 � 荧光光谱实验
1� 3� 1 � 荧光光谱对 LDH 酶构象变化的检测

在蛋白质的三个荧光生色团(色氨酸、酪氨酸、苯丙氨

酸)中, 色氨酸的荧光强度最大。当激发波长大于 290 nm

时, 可以认为荧光仅来自于色氨酸残基。PM 2 蛋白不含色氨

酸残基。因此, PM 2 系列蛋白与 LDH 混合液的发射光谱可

认为是 LDH 酶的发射光谱。

将 PM 2 系列蛋白与 LDH ( 0� 36 �mol � L- 1 )混合(摩尔

比为 5� 1)。再将该混合液进行 3 次冻融处理。检测在激发

波长为 295 nm 时样品在 300~ 550 nm 的发射光谱。以冻融

前、后的 LDH 酶的发射光谱作为对照。

1� 3� 2 � ANS 荧光标记法对 LDH 酶构象变化的检测

苯胺基萘磺酸( ANS)为特异标记蛋白质疏水基团的荧光

探针。当 ANS 荧光探针与蛋白质的疏水基团结合后, 激发

波长为 380 nm 时, 可在 460 nm 发射波长处检测到荧光峰

值[14] 。本实验将 PM 2 系列蛋白与 LDH 酶 ( 0� 36 �mo l �

L- 1 )按 5� 1 摩尔比混合后冻融 3 次, 加入终浓度为 0� 1

�mol � L - 1的 ANS。采用荧光分光光度计 ( F�4500, 日本

HIT ACH I公司)检测样品。

1� 3� 3 � 荧光光谱法研究 PM 2 系列多肽与海藻糖稳定 LDH

酶活性的协同作用

将 PM 2 系列多肽与 LDH 酶按摩尔比 1� 1 混合, 并添

加终浓度为 75 mg � L- 1的海藻糖。冻融 3 次后, 检测 LDH

酶激发波长为 295 nm 时内源荧光强度的变化或加入 ANS 检

测其在激发波长为 380 nm 时荧光强度的变化, 与对照组(未

加入海藻糖的 PM 2 系列蛋白)进行比较。

上述实验重复 3 次, 利用 student� s t检验法分析。

2 � 结果与讨论

� � 大豆 PM 2 蛋白由 463 个氨基酸组成, 含 7 个拷贝 11�氨

基酸基序(第 296�379 位)。通过人工合成、大肠杆菌体系表

达及纯化分别获得含 1, 3, 7 和 14 拷贝 11�氨基酸基序的

PM 2D, PM 2E, PM 2F和 PM 2G多肽 [图 1( a) ]。SDS�PAGE

电泳检验纯化的目标蛋白均为一条特异条带, 纯度均达 90%

以上(结果未给出)。

2� 1 � 紫外光谱法检测 PM2 系列多肽对冻融的 LDH酶活性

的保护作用

LEA3蛋白多具有 5 拷贝以上的 11�氨基酸基序[1] 。遗传

学实验证明, 大麦 H VA1(具 6 拷贝 11�氨基酸基序)蛋白的

过表达可改善转基因植物的耐旱能力[ 6, 7] 。而复苏植物

pcC3�06 蛋白(具单拷贝 11�氨基酸基序)未能提高转基因烟

草的耐旱性[ 17] 。体外实验也证实, 在 1~ 8 个拷贝间, 含多

拷贝 11�氨基酸基序的短肽对 LDH 酶的保护效果好于低拷

贝的短肽[13] 。本文结果显示, LDH 酶经冻融后的残留酶活

仅为5%。PM 2F 或 PM 2G 多肽的加入( 1� 1, 2� 5� 1, 5� 1,

10� 1)均未显示出明显的对 LDH 酶活性的保护作用。而加

入 PM 2D 或 PM 2E(与 LDH 酶摩尔比为1� 1)时, LDH 的残

留酶活分别为 24% 和 20% ; 与 LDH 酶摩尔比为 10 � 1 时,

LDH 的残留酶活均为 80%左右, 与对照组差异显著。加入

1� 1的溶菌酶 (对照组 )后, LDH 残留酶活性仅为 5%左右

[图 1( b) ]。

Fig� 1 � Schematic illustration and protective eff ect of PM2 pro�
tein series on LDH activity f rom freeze and thaw for 3

times

1: L ysozyme; 2: PM 2D; 3: PM2E; 4: PM2 F; 5: PM2G

2� 2 � 荧光光谱法研究冻融条件下 PM2 系列多肽对 LDH酶

构象的稳定作用

2� 2� 1 � LDH 酶的内源荧光发射光谱

由图 2( a)可见, 冻融处理后 LDH 酶的荧光强度显著低

于未冻融样品。可以认为, 冻融处理后的 LDH 酶结构受到

破坏, 维持其三级结构的疏水键和氢键被破坏, 蛋白结构趋

于松散。含荧光生色团的氨基酸大多暴露在溶剂中, 故酶的

自发荧光明显减弱。而添加 PM 2D或 PM 2E 多肽的 LDH 酶

混合液经冻融处理后荧光强度明显高于对照样品(经冻融处

理的 LDH 酶)。添加 PM 2F和 PM 2G短肽的 LDH 酶混合液

经冻融后的荧光强度仅略高于对照样品。表明 PM 2 系列多
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肽可不同程度的维持 LDH 酶的高级结构, 其中 7 拷贝和 14

个拷贝的 11�氨基酸基序能较好地稳定 LDH 酶的高级结构。

2� 2� 2 � ANS 标记 LDH 酶的发射光谱

由图 2( b)可见, 经 ANS 标记的 LDH 酶在 460 nm 处的

荧光值为 8。冻融处理后其荧光强度为 70。表明冻融使 LDH

酶疏水基团外露并与 ANS 结合产生荧光。添加 PM 2F 和

PM 2G (摩尔比为 5� 1)的酶混合液经冻融后, 荧光强度分别

为 72 和 73。而添加 PM 2D和 PM 2E 的酶混合液冻融后的荧

光强度为仅为 18 和 22。可见 PM 2 多肽可不同程度的减少由

冻融引起的 LDH 酶疏水残基的外露, 其中 7 拷贝和 14 个拷

贝的 11�氨基酸基序的的保护效果更好。这一结果与前述的
LDH 酶内源荧光发射光谱结果一致。

Fig� 2 � Fluorescence emission spectra of ANS targeted and untargeted LDH

The molar rat io of PM2 protein series to LDH is 5� 1� To detect the endogen esis flu ores cen ce emiss ion spect ra of LDH , the excitat ion w ave�

l ength is 295 n m� ( b ) , T o detect the f luorescence emission spect ra of LDH tagged by phenylamino naphthalen esu lfon ic acid ( ANS) , the excita�

t ion w avelen gth is 380 nm � � f t� short for freez e� th aw t reatm ent an d � n� for no t reatm ent

Fig� 3 � Fluorescence emission spectra of LDH in the presence of dif ferent concentration of PM2D and PM2F protein

M olar rat io of PM2D to LDH is f rom 1� 8 to 8� 1 ( a) , and PM 2F to LDH is f rom 10� 1 to 45 � 1 ( b )� Fluorescence emission spect ra w ere

m easured af ter 3 f reeze�thaw ing cycles� In illust ration, the relat ive f luorescence w as set as vertical ax is, the ratio of con cen trat ion of protein ( cP ,

PM2D or PM2F) to LDH ( cL ) w as s et as ab scis sa

� � 综上所述, PM 2D 和 PM 2E 多肽可有效地稳定 LDH 酶

的高级结构、阻止或减少其疏水基团的外露, 这是两种多肽

保护 LDH 酶的分子机理。

2� 2� 3 � 不同浓度 PM 2D 和 PM 2F 多肽对 LDH 酶荧光光谱

的影响

由图3 可知, 随着 PM 2F 浓度的增加, LDH 的荧光发射
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均匀增强, 显示 PM 2F 与 LDH 只有一种相互作用类型。而

随着 PM 2D浓度的增加, LDH 的荧光在结合数分别为 2� 3

和 5� 2 时出现明显的拐点, 说明 PM 2D与 LDH 的相互作用

有三种结合类型。具体地说, 随着 PM 2D 的加入, 该多肽能

有效与 LDH 蛋白结合, 表现为荧光的明显增强;当 PM 2D与

LDH 的浓度之比增加到 2� 3 时, PM 2D 通过第二种结合方

式与 LDH 结合, 荧光的增强更为明显, 说明第二种结合方

式较第一种结合方式更靠近色氨酸发光基团; 随着 PM 2D浓

度的进一步增加, 当 PM 2D 与 LDH 的浓度之比达到 5� 2

时, PM 2D以第三种结合方式与 LDH 结合, 此时 LDH 的结

合位点接近饱和, 荧光的增强不明显。从荧光强度增加的幅

度看, 即使换算成单拷贝的肽链, PM 2D 与 LDH 结合导致

的荧光增强远高于 PM 2F与 LDH 的相互作用引起的荧光强

度的增加, 说明 PM 2D 的多拷贝氨基酸之间存在协同作用,

能有效增强 PM 2D与 LDH 的结合强度, 从而能更有效地维

持 LDH 的疏水构象及其高级结构。

2� 3 � 荧光光谱法研究 PM2 系列多肽与海藻糖保护 LDH酶

活性的协同作用

从图 4( a)可见, 与 PM 2G和 PM 2F 短肽相比, PM 2D和

PM 2E 多肽对 LDH 酶(摩尔比 1� 1)活性有较好的保护作用

(残留酶活分别为 24% 和 20% )。且添加海藻糖可明显增强

PM 2D 和 PM 2E 多肽对 LDH 酶活性的保护(残留酶活分别

为 34% 和 31% )。这一结果证实了海藻糖与含多拷贝 11�氨
基酸基序的多肽对 LDH 酶的保护有协同作用。

Fig� 4 � Synergistic eff ect of trehalose and PM2 protein series on LDH activity

The molar rat io of PM2 protein s eries to LDH is 1� 1, and the freez e� thaw ing cycles is 3 ( a)� Fluorescence emiss ion spect ra of LDH contain ing

PM2D or PM2F w ere determined in the presence or absence of t rehalose ( b, c)� LDH tagged by ANS ( d, e)� � f t� short for freez e� th aw t reat�

m ent and � n� for no t reatm ent
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� � 在 PM 2D或 PM 2F 多肽与 LDH 酶混合液中添加海藻糖

并不影响经冻融处理的 LDH 酶或其 ANS 标记物的荧光强

度, 说明 PM 2D 或 PM 2F 多肽与 LDH 酶结合, 而加入的海

藻糖未能改变与 PM 2D或 PM 2F多肽作用后的 LDH 酶表面

色氨酸位点的疏水环境, 也不影响 ANS 与 LDH 酶内部疏水

基团的结合[图 4( b) ~ ( e) ]。由此我们推测, 海藻糖并不直

接与 LDH 酶相互作用而改变其结构, 而是与 PM 2 多肽�
LDH 酶复合体形成一种类似水晶状的玻璃体结构[ 18] , 从而

稳定其活性。这一结果为前述� LEA 蛋白与海藻糖对细胞及

LDH 酶有着不同的保护机制�的结论提供实验支持。

3 � 结 � 论

� � 结果显示, 冷冻胁迫将破坏 LDH 酶结构或构象, 使其

疏水基团外露, 导致蛋白质酶活性下降。本文还首次报告了

多拷贝 11�氨基酸基序通过多位点协同结合模式, 能有效稳

定 LDH 酶的结构。我们推测多拷贝 11�氨基酸基序可能为
LEA3蛋白的功能结构域; 在胁迫下该结构域形成兼性 ��螺

旋结构, 进一步驱动全长 LEA3 蛋白形成高级结构, 并通过

与 LDH 酶的多位点结合, 稳定 LDH 酶的结构及保护酶的活

性; 而含低拷贝 11�氨基酸基序多肽 (如 PM 2F 和 PM 2G )未

能驱动全长 LEA3 蛋白形成有功能的 ��螺旋结构, 它们与

LDH 酶只有一种结合位点, 其结合强度也相对较弱, 因而不

能保护蛋白质的活性。此外, 海藻糖可能通过与多拷贝 11�

氨基酸多肽和 LDH 酶的复合体形成玻璃体混合物而进一步

增强其活性。上述结果为 LEA 蛋白的作用机理研究提供了

光谱学基础, 对进一步在生产实际中应用 LEA 蛋白具有重

要的指导意义。
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Application of Fluorescence Spectroscopy in Studying the Protective

Function of 11�Amino Acid Motif of Group3 Late Embryogenesis

Abundant Protein

LIU Yun1 , DENG Yin�x ia1 , ZH ANG Yu�qin1 , XU Hong 2 , ZH ENG Yi�zhi1*

1. Co llege of L ife Sciences, Key Labo rato ry o f M icro org anism and Genet ic Engineer ing of Shenzhen Univ ersity , Shenzhen �
518060, China

2. Schoo l o f Chemistr y and Chemical Engineer ing, Shenzhen University, Shenzhen � 518060, China

Abstract� Late embryogenesis abundant pro tein ( LEA) can enhance the tolerance of o rg anisms under drought, low�temperature

and other str ess conditions. However, their prot ection mechanisms are still unclear . In the present paper , t he peptides consis�

t ing o f multi�copies of 11�amino acid motif, such as PM 2D and PM 2E are pro ved to prot ect the activ ity of the lactate dehydrogen�
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ase ( LDH ) fr om fr eeze�thaw by using ultro vio let spectrometry . Furthermo re, the fluo rescence spect roscopic results show that

the pept ide consisting of multi�copies o f 11�amino acid can stabilize t he str ucture o f LDH through syner gy and multi�sites bind�

ing . H ow ever , the peptides consist ing of less copies of 11�amino acid, such as PM 2F and PM 2G bind to LDH through one sit e,

and the binding is w eak. They thus can no t pro tect the activ ity of LDH . In addition, the peptides consisted of multi�copies of

11�amino acid pr otect LDH by acting with t rehalose synerg ically , and the pr otection mechanisms o f LEA and trehalose on LDH

are different.

Keywords� U ltr avio let spectr ometr y; F luor escence spectr oscopy; Late embryogenesis abundant pr otein; 11�amino acid motif;

LDH enzyme pro tective action
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