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摘　要　采用圆二色谱（ＣＤ）和 核 磁 共 振 波 谱（ＮＭＲ）方 法 研 究 了 大 豆Ｅｍ（ＬＥＡ１）蛋 白 保 守 基 序Ｅｍ－Ｃ和

Ｅｍ－２Ｍ多肽在不同环境中的结构及聚集行为。研究表明，在水和ＤＭＰＧ溶 液 中，两 种 多 肽 主 要 以 无 规 结 构

形式存在。在５０％ ＴＦＥ溶液中，Ｅｍ－Ｃ多肽折叠结构增加，含疏水残基的部分区域可能形成α－螺旋 结 构，且

分子以二聚体形式存在；而Ｅｍ－２Ｍ则以单体形式存在，且有序结构较少。以上结果表明，环境变化可能导致

两种多肽的空间结构和聚集行为改变，这有助于理解Ｅｍ蛋白在不同环境中的结构特点，及其重要 区 域 在 全

长蛋白中所起的作用。
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１　引　言

晚期胚胎发生富集（Ｌａｔｅ　ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａｂｕｎｄａｎｔ，ＬＥＡ）蛋白是一类与植物抗逆反应相关的重要

蛋白质。根据其表达模式和序列特点，可将其分为７组［１］。其中第一组ＬＥＡ蛋白（简称为ＬＥＡ１）全长

序列高度保守，富 含 甘 氨 酸 和 带 电 氨 基 酸，且 在 氨 基 端、中 部 和 羧 基 端 分 别 存 在 不 同２０氨 基 酸 基

序［２～４］。ＬＥＡ１蛋白主要存在于植物界中，在一些细菌和甲壳纲动物，如丰年虾等生物体中也发现了此

类蛋白［１］。已有研究表明，小麦ＰＭ１９５９、大豆Ｅｍ和小麦ＴａＥｍ蛋白（ＬＥＡ１）的表达可以提高多种生

物（如转基因植物、酵母和大肠杆菌重组子）对干旱、高盐和渗透等胁迫的耐受性［５～８］。体外实验证明，
小麦Ｅｍ和大豆Ｅｍ等（ＬＥＡ１）可保护乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）或柠檬酸合成酶免于因高温、干燥和冰冻胁

迫所引起的酶活性丧失［９～１１］，ＬＥＡ１蛋白可能具有多重保护功能。因此，揭示ＬＥＡ１蛋白的保护功能，
理解其作用机理，可为有效利用ＬＥＡ基因，培育抗逆植物新品种提供重要的基础资料。

在天然状态下，ＬＥＡ蛋白为无规结构蛋白［１２］。Ｔｕｎｎａｃｌｉｆｆｅ等［１２］指出，ＬＥＡ蛋白结构的可塑性可

能是实现多功能的重要基础。在水溶液中，ＬＥＡ１蛋白多以自由卷曲和少量α－螺旋结构存在。当遇干

燥胁迫或在醇溶液中，ＬＥＡ１蛋白的α－螺旋含量增多，预示着ＬＥＡ１蛋白的α－螺旋结构将参与对细胞的

保护作用［１３～１５］。小麦Ｅｍ蛋白（ＬＥＡ１）Ｎ端的α－螺旋结构对经干燥胁迫的酶活性的保护作用是必需

的［１０］。因此，研究ＬＥＡ１蛋白和其重要结构域的结构及其随环境的变化，有助于揭示在各种环境胁迫

下ＬＥＡ１蛋白与其它分子间可能发生的相互作用，及保护生物大分子等过程。
大豆Ｅｍ蛋白属ＬＥＡ１蛋白，可编码１０５个氨基酸，其中的第４４～６３位氨基酸为保守的中部２０－氨

基酸基序（Ｅｍ－Ｍ区），该基序前面有４３个氨基酸片段（Ｅｍ－Ｎ区），基序后面有４２个氨基酸片段（Ｅｍ－Ｃ
区）。本课题组最近报告，大豆Ｅｍ蛋白全长蛋白、Ｅｍ－Ｃ、Ｅｍ－２Ｍ（含２个Ｍ区）和Ｅｍ－Ｎ片段的表达均

可赋予重组大肠杆菌对高盐的耐受性，而且还可以通过稳定ＬＤＨ酶蛋白结构、阻止其聚集而保护冻融

胁迫下的ＬＤＨ酶活性［１１］。
为了认识Ｅｍ蛋白和其保守结构域的结构，及其随环境变化的特点，并为进一步理解其重要区域在

全长蛋白中所起的作用提供有用的结构信息，本研究采用圆二色谱（ＣＤ）和核磁共振波谱（ＮＭＲ）方法研

究了Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ多肽在水、５０％ ＴＦＥ溶液和阴性脂质体（ＤＭＰＧ）等不同环境下的结构和聚集行

为。
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２　实验部分

２．１　材料

多肽Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ（表１）的表达、纯化及鉴定参见文献 ［１１］。氘代三氟乙醇（ＴＦＥ－ｄ２；９８％，

Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公 司）；二 肉 豆 蔻 酰 磷 脂 酰 甘 油（ＤＭＰＧ，Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ　Ｉｎｃ公

司）；氯仿和甲醇（东莞市东江化学试剂有限公司）。

表１　多肽氨基酸序列（５０个氨基酸）
Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ（５０ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ）

Ｍ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ　ｓｏｙｂｅａｎ　ＬＥＡＩ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｍ（Ｅｍ－２Ｍ）
ＧＳＨＭＡＳＧＧＱＴＲＫＥＱＬＧＴＥＧＹＱＥＭＧＲＫＴＳＧ－
ＧＱＴＲＫＥＱＬＧＴＥＧＹＱＥＭＧＲＫＴＳ

Ｃ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ　ｓｏｙｂｅａｎ　ＬＥＡＩ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｍ（Ｅｍ－Ｃ） ＧＳＨＭＡＳＧＧＬＳＴＶＤＫＳＧＥＥＲＡＱＥＥ－
ＧＩＧＩＤＥＳＫＦＲＴＧＮＮＫＮＱＮＱＮＥＤＱＤＫＴＳ

２．２　分析方法

２．２．１　远 紫 外 圆 二 色 谱（Ｆａｒ－ＵＶ　ＣＤ）　（１）样 品 制 备　Ａ．水 溶 液 中 样 品：将 适 量 肽 直 接 溶 于２０
ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ　７．４）中，使肽的终浓度为７!ｍｏｌ／Ｌ；Ｂ．ＤＭＰＧ中样品：将适量磷脂溶于

氯仿－甲醇（２∶１，Ｖ／Ｖ）混合溶剂中，待磷脂完全溶解后，向其中加入预先配制好的多肽溶液，摇匀后用氮

气将管内的有机溶剂吹干，真空干燥过夜。向管中加入适量２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ　７．４），使

肽的终浓度为７!ｍｏｌ／Ｌ，磷脂与肽的浓度比为１００∶１，混合溶液在３５℃水浴中超声１ｈ。（２）仪器　
Ｊａｓｃｏ　Ｊ－８１５圆二色谱仪。石英比色皿光程为０．１ｃｍ，波长范围１９０～２５０ｎｍ；带宽１．０ｎｍ；所有实验均

在２０℃进行。每个样品扫描２次，每张谱图取２次的平均值。所有肽膜体系的谱图均为经过扣除单独

的磷脂膜（背底）后的结果，以平均残基摩尔椭偏率θ表示：

θ＝θｏｂｓ１０ｌｃｎ
（１）

θｏｂｓ是实验所测的椭偏率（ｍｄｅｇ），ｌ是石英比色皿的路径长度（ｃｍ），ｃ是肽的浓度（ｍｏｌ／Ｌ），ｎ是多肽所

含氨基酸个数。
蛋白 质 二 级 结 构 是 通 过 ＣＤＰｒｏ软 件 进 行 分 析 得 到 的。软 件 由３个 常 用 的 程 序 ＳＥＬＣＯＮ３，

ＣＤＳＳＴＲ和ＣＯＮＴＩＮ组成。以４８个参考蛋白对ＣＤ谱进行分析，并取３种程序计算结果的平均值。

２．２．２　核磁共振波谱　样品制备：将适量的Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ 多肽分别溶于５０％ ＴＦＥ－ｄ２ 溶液，使多

肽的终浓度为２．８８ｍｍｏｌ／Ｌ。
用于结构测定的核磁实验均在布鲁克ＡＶＡＮＣＥ　６００ＭＨｚ核磁共振波谱仪上完成，探头为配备了

Ｘ，Ｙ，Ｚ梯度线圈的５ｍｍ三共振反式探头。选用ＴＳＰ－ｄ４作为内标。实验温度为２９８Ｋ，所有二维１　Ｈ
谱均采用了压水峰技术。ＴＯＣＳＹ和ＮＯＥＳＹ实验采用仪器自带的标准脉冲序列进行采样，混合时间

分别为１００和２００ｍｓ。采 样 数 据 矩 阵２０４８ ’５１２，累 加９６～１６８次。采 用 标 准Ｂｒｕｋｅｒ软 件（ＸＷＩＮ－
ＮＭＲ　３．５版本）进行谱图处理，处理后的谱图用ＳＰＡＲＫＹ软件进行分析。

扩散排序（ＤＯＳＹ）核磁共振实验在配备有Ｚ轴梯度场的三共振反向检测探头的布鲁克ＡＶＡＮＣＥ
５００ＭＨｚ核磁共振波谱仪上完成，实验温度为２９８Ｋ。肽扩散系数的测定采用了含有 ＷＡＴＥＲＧＡＴＥ
压水峰技术的ＢＰＰＳＴＥ（Ｂｉｐｏｌａｒ　Ｐｕｌｓｅ　Ｐａｉｒ　Ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ　Ｅｃｈｏ）脉冲序列。水或ＴＦＥ扩散系数的测定采

用不含压水峰技术的ＳＴＥ（Ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ　Ｅｃｈｏ）脉冲序列。重要的实验参数设置如下：扩散时间（&）为５０
ｍｓ，梯度脉冲持续时间（δ）为１０ｍｓ（Ｅｍ－２Ｍ样品）或１１．６ｍｓ（Ｅｍ－Ｃ样品），扫描８次；当测定水扩散系

数时，Ｅｍ－２Ｍ和Ｅｍ－Ｃ样品&均为５０ｍｓ，δ为２．６ｍｓ，扫描次数为８。

２．２．３　聚集计算　利用公式（２）计算肽的表观分子量Ｍ（假设肽分子或聚集体为扁长椭球形状）［１６］：

Ｍ＝ ｋＢＴ
６πη（ ）ＤＦ

３　 ４πＮＡ

３（Ｖ２＋δ１Ｖ１）
（２）

式中，ＮＡ是阿佛加德罗常数，ｋＢ是玻尔兹曼常数，Ｖ２ 和Ｖ１ 分别为每克肽及每克溶剂所占体积，δ１ 是结

合到肽上的溶剂的量（即每克肽结合多少克溶剂），Ｆ是形状因子。本研究中Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ 所用Ｖ２
值分别为６．９４×１０#４和７．０４×１０#４　ｍ３／ｋｇ［１７］，δ１ 为０．４，Ｖ１ 为８．２×１０#４　ｍ３／ｋｇ［１８］，η为１．６４×１０#３　Ｎ　Ｓ
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ｍ２［１９］。Ｆ是分子与拥有相同质量和体积的硬球间的摩擦系数比（ｆ／ｆ０）。对 具 有 长 椭 球 形 状 的 肽 分

子，长半轴和短半轴比例戏ｐ＝０．５５，根据公式（３）［１６］，可计算出Ｆ＝１．０３５。

Ｆ＝ｆ／ｆ０＝
（１－ｐ２）１／２

ｐ２／３　ｌｎ１＋
（１－ｐ２）１／２

ｐ

（３）

３　结果与讨论

３．１　结构分析

ＣＤ光谱是测定蛋白质或多肽二级结构信息的重要手段。具有不同二级结构的蛋白质或多肽所产

生ＣＤ谱带的位置、吸收的强弱都有其明显特征。分别测得了Ｅｍ－２Ｍ 和Ｅｍ－Ｃ多肽在水和ＤＭＰＧ（脂

质体）溶液中的ＣＤ谱图。如图１所示，在水溶液中，两种肽均在１９７ｎｍ附近 出 现 负 的 最 低 峰，表 明

Ｅｍ－２Ｍ和Ｅｍ－Ｃ多肽主要以无规结构形式存在，这与大豆Ｅｍ全长蛋白及其它ＬＥＡ１蛋白在水溶液中

的结构表现相似［１１，１２］。阴性脂质体ＤＭＰＧ在水溶液中可形成囊泡，其两亲性磷脂双层膜通常可以用

来模拟细胞膜环境。因此，可通过考察ＤＭＰＧ与蛋白或多肽的作用方式间接推测细胞膜与蛋白或多肽

的作用。由图１可见，Ｅｍ－２Ｍ和Ｅｍ－Ｃ在ＤＭＰＧ中的ＣＤ谱与在水溶液中的类似，主要表现为无规结

构形式，说明脂质体的存在没有引起明显的结构改变。此结果与在大豆ＧｍＤＨＮ１（ＬＥＡ２）蛋白中的结

果［２０］类似。为了进一步评估其有序结构的含量，利用ＣＤＰｒｏ软件的３种程序ＳＥＬＣＯＮ３、ＣＤＳＳＴＲ和

ＣＯＮＴＩＮ计算得到了各二级结构要素所占含量。如表２所示，两种肽在水溶液中主要以自由卷曲形式

存在，有序二级结构含量非常低。

　图１　Ｅｍ－２Ｍ和Ｅｍ－Ｃ多肽在水和ＤＭＰＧ溶液中的ＣＤ谱图

Ｆｉｇ．１　ＣＤ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｅｍ－２Ｍａｎｄ　Ｅｍ－Ｃ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｎ　ｗａｔｅｒ　ａｎｄ　ｄｉｍｙｒｉｓｔｏｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｇｌｙｃ－
ｅｒｏｌ（ＤＭＰＧ）ｓｏｌｕｔｉｏｎ

　　ＴＦＥ被认 为 是 一 种 可 促 使 蛋 白 形 成 螺 旋

结构的诱导剂［１，２０］。本研究组曾报告Ｅｍ－Ｃ和

Ｅｍ－２Ｍ多肽在５０％ＴＦＥ水溶液中的α－螺旋含

量分别为４５．３％和２９．９％［１１］。为进一步确定其

三维结构，检测了Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ多肽在５０％
ＴＦＥ溶液中的ＴＯＣＳＹ和ＮＯＥＳＹ谱图，期望通

过对谱图的全归属来获得更多结构信息，进而进

行结构计算。然而在谱图解析过程中发现，Ｅｍ－
Ｃ的 部 分 ＮＯＥＳＹ 谱 图 重 叠 严 重，Ｅｍ－２Ｍ 的

ＮＯＥＳＹ信号

表２　Ｅｍ－２Ｍ和Ｅｍ－Ｃ多肽在水和ＤＭＰＧ中二级结构要素含
量

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｅｍ－２Ｍａｎｄ　Ｅｍ－Ｃ　ｐｏｌ－
ｙｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｎ　ｗａｔｅｒ　ａｎｄ　ＤＭＰＧ

螺旋
Ｈｅｌｉｘ
（％）

折叠
Ｓｈｅｅｔ
（％）

转角
Ｔｕｒｎ
（％）

自由卷曲
Ｒａｎｄｏｍ
（％）

Ｅｍ－２Ｍ

Ｅｍ－Ｃ

Ｈ２Ｏ　 ２．２　 ８．７　 ５．４　 ８３．７
ＤＭＰＧ　 ７．９　 ９．３　 １０．９　 ７３．１

Ｈ２Ｏ　 ４．１　 １４．５　 ８．８　 ７１．５
ＤＭＰＧ　 ５．８　 ８．７　 ８．１　 ７８．０

太少，难以对两种多肽的谱图进行全归属。尽管如此，依然可以从部分ＮＭＲ谱图中获得一些有价值的

结构信息。如图２Ａ和图２Ｂ所示，Ｅｍ－Ｃ的ＮＯＥＳＹ谱峰数量明显多于Ｅｍ－２Ｍ，即距离约束较多，表明

Ｅｍ－Ｃ结构更加有序。Ｅｍ－Ｃ序列中带有较长烷基侧链的疏水残基Ｌ９，Ｖ１２，Ｉ２５，Ｉ２７因其特殊的谱图
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特征（ ＣＨ ３ 化学位移在高场位置，约１．０×１０#６附近）较易辨认。由Ｅｍ－Ｃ的ＮＯＥＳＹ谱可见，包含这

些残基的区域存在多个ＮＯＥ交叉峰，部分为具有螺旋特征的ＮＯＥ连接，如隔３，４个残基间的ＮＯＥ
连接：Ｖ１２ＨＮ－Ｌ９Ｈα，Ｇ１６ＨＮ－Ｖ１２Ｈα，Ｉ２５Ｈα－Ｄ２８Ｈβ２，Ｉ２５Ｈα－Ｄ２８Ｈβ３；相邻残基间 ＨＮｉ－ＨＮｉ＋１产生

的ＮＯＥ连接：Ｌ９ＨＮ－Ｓ１０ＨＮ，Ｔ１１ＨＮ－Ｉ１０ＨＮ，Ｔ１１ＨＮ－Ｖ１２ＨＮ，Ｄ１３ＨＮ－Ｖ１２ＨＮ，Ｉ２５ＨＮ－Ｇ２４ＨＮ，

Ｇ２６ＨＮ－Ｉ２５ＨＮ，Ｉ２７ＨＮ－Ｄ２８ＨＮ，Ｅ２９ＨＮ－Ｄ２８ＨＮ有Ｓ３０ＨＮ－Ｅ２９ＨＮ等。这表明包含 疏 水 残 基Ｌ９，

Ｖ１２，Ｉ２５，Ｉ２７的部分区域形成了螺旋结构。Ｅｍ－Ｃ的部分 Ｈα化学位移偏差（ＣＳＤ＝δｏｂｓｅｒｖｅ－δｒａｎｄｏｍ）结

果也证实了以上观点［２１］。如图２Ｃ所示，在Ｌ９至Ｋ３１区域内，Ｅｍ－Ｃ多个残基的ＣＳＤ值接近或小于－
０．１×１０#６，表明这些残基可能参与了螺旋结构的形成。

３．２　聚集研究

ＤＯＳＹ实验可以测定分子的扩散系数（Ｄ），将分子的扩散系数结合Ｓｔｏｋｅｓ－Ｅｉｎｓｔｅｉｎ公式可以近似

求出分子的表 观 分 子 量。这 种 核 磁 共 振 技 术 已 广 泛 用 于 检 测 分 子 的 聚 集、配 体－受 体 相 互 作 用 等 研

究［２２，２３］。
图３是Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ多肽在５０％ ＴＦＥ溶液中的ＤＯＳＹ谱图。Ｅｍ－Ｃ和 Ｅｍ－２Ｍ 的扩散系数

分别为９．６’１０#１１　ｍ２／ｓ和７．８９’１０#１１　ｍ２／ｓ，存在明显的差异。溶液中溶剂ＴＦＥ和Ｈ２Ｏ大量存在，相
对于两种多肽而言ＴＦＥ和 Ｈ２Ｏ的数目和质量占主体，因此可以认为溶剂的分子尺寸在Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－
２Ｍ样品溶液中基本相同。从图３可见，ＴＦＥ和 Ｈ２Ｏ的扩散系数在两种样品中完全相同，根据Ｓｔｏｋｅｓ－
Ｅｉｎｓｔｅｉｎ公式判断，两种溶液具有相同的粘度。Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ均由５０个残基构成，两者的分子量接

近，约为５．４ｋＤａ，在粘度一致的情况下，两种多肽在相同溶液中扩散系数的差异说明两种多肽存在着

不同的聚集状态。为了确定两种多肽的聚集数目，我们假设肽分子或聚集体为扁长椭球形状。利用公

式（２）对Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ的 表 观 分 子 量 进 行 估 算，结 果 显 示，Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ 的 表 观 分 子 量 分 别 为

１０．７和５．９ｋＤａ，说明在５０％ ＴＦＥ溶液中，Ｅｍ－Ｃ以二聚体形式存在，而Ｅｍ－２Ｍ以单体形式存在。

３．３　讨论

ＬＥＡ１蛋白是一类天然的无规蛋白。这种无规亲水蛋白的结构常具有可塑性，其行使功能的过程

中也往往伴随着环境而变化的结构。本研究结果表明：Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ 多肽在水溶液中主要以无序

结构形式存在。ＤＭＰＧ的存在也未使Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ 多肽的结构发生明显改变，即这两种肽仍主要

表现为无规则状态，表明ＤＭＰＧ与两种肽间可能不存在相互作用，或者是即使存在相互作用也未能引

起这两个多肽的结构变化。此外，从ＮＭＲ数据的分析中发现，ＴＦＥ的加入可诱导这两种多肽结构发

生改变，表现在Ｅｍ－Ｃ多肽中含疏水残基Ｌ９，Ｖ１２，Ｉ２５，Ｉ２７的部分区域形成了螺旋结构；而Ｅｍ－２Ｍ
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图３　Ｅｍ－２Ｍ和Ｅｍ－Ｃ在５０％ＴＦＥ水 溶 液 中 的ＤＯＳＹ谱 图。ａ，ｂ，ｃ，ｄ四 条 线 分 别 代 表ＴＦＥ－
Ｈ２Ｏ，ＴＦＥ，Ｅｍ－２Ｍ，Ｅｍ－Ｃ的扩散系数，其中ＴＦＥ－Ｈ２Ｏ为ＴＦＥ的 ＯＨ 和 Ｈ２Ｏ交换产生的

信号

Ｆｉｇ．３　ＤＯＳＹ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｅｍ－２Ｍａｎｄ　Ｅｍ－Ｃ　ｉｎ　５０％ＴＦＥ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｌｉｎｅｓ　ａ，ｂ，ｃ，ｄ　ｒｅｐｒｅ－
ｓｅｎｔ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ　ｏｆ　ＴＦＥ－Ｈ２Ｏ，ＴＦＥ，Ｅｍ－２Ｍａｎｄ　Ｅｍ－Ｃ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴＦＥ－Ｈ２Ｏ　ｒｅ－
ｆｅｒｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｅｘｃｈａｎｇｅ　ｓｉｇ ｎａｌ　ｏｆ　 ＯＨ　ｆｒｏｍ　ＴＦＥ　ａｎｄ　Ｈ２Ｏ

多肽的ＮＯＥＳＹ谱图中数目较少的交叉峰表明其中有少数原子空间相对位置固定，即存在少量有序结

构。这一结果与文献［１１］的结果一致，即在５０％ＴＦＥ溶液中Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ 多肽的螺旋含量增加，

其中前者在５０％ＴＦＥ水溶液中螺旋结构含量多于后者［１１］。由此可推测：Ｅｍ－Ｃ多肽自身形成螺旋的

能力可能强于Ｅｍ－２Ｍ。在环境发生某些变化时，Ｅｍ－Ｃ基序可能更容易由无规则状态形成螺旋结构。
脂质体ＤＭＰＧ囊泡的内表面和外表面都是阴性亲水面，两表面之间是由长烷基链形成的疏水区域。这

两种多肽在ＤＭＰＧ水溶液中首先接触的ＤＭＰＧ部位是带负电的亲水面，通过一定的作用后才能接触

到ＤＭＰＧ疏水区域。在５０％ＴＦＥ水溶液中，ＴＦＥ独特的疏水特性可能有利于肽的疏水部分与之发生

相互作用，促使肽形成更为有序的构象。Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ 在水、ＤＭＰＧ及５０％ＴＦＥ溶液中的结构性

质表明两种肽的结构可能随着环境的变化而改变，即体现了其结构的可塑性。关 于Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ
多肽结构的转变对Ｅｍ全长蛋白的影响正在研究之中。

Ｔｕｎｎａｃｌｉｆｆｅ等的研究表明，小麦Ｅｍ蛋白（ＬＥＡ１）在脱水情况下可保护其它蛋白［１２］。本课题组最

近的研究表明，大豆Ｅｍ蛋白及其保守基序在体外可稳定ＬＤＨ酶蛋白结构，阻止ＬＤＨ酶发生聚集，

且Ｅｍ－Ｃ表现出比Ｅｍ－２Ｍ多肽更强的保护作用［１１］。本研究结果表明，５０％ ＴＦＥ中Ｅｍ－Ｃ基序可聚集

形成二聚体，而Ｅｍ－２Ｍ基序则仍以单体形式存在。这一结果表明，在５０％ ＴＦＥ溶液或类似环境中，

Ｅｍ－Ｃ基序自身有序结构的增加使得该蛋白分子之间具有较高的聚集能力，并可能进一步通过形成的

聚集体与其它蛋白质分子发生相互作用，对蛋白质分子起保护作用。
综上所述，本 研 究 通 过 核 磁 共 振 技 术 及ＣＤ方 法 测 定 了 大 豆ＬＥＡ１蛋 白Ｅｍ 重 要 区 域Ｅｍ－Ｃ和

Ｅｍ－２Ｍ在不同环境中的结构及聚集行为。虽然两种多肽在水溶液及脂质体ＤＭＰＧ中都以自由卷曲为

主，但在５０％ＴＦＥ水溶液中Ｅｍ－Ｃ和Ｅｍ－２Ｍ折叠都有所增加，且Ｅｍ－Ｃ形成螺旋的趋势强于Ｅｍ－２Ｍ。
此外，在５０％ＴＦＥ水溶液中，Ｅｍ－Ｃ表现出较强的聚集能力，其分子间相互作用可能与其包含疏水残基的

区域形成螺旋结构有关。Ｅｍ－Ｃ的这些结构特征及聚集行为可能在全长蛋白的功能中起到重要作用。
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