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摘 � 要 � 包涵体中的重组蛋白经抽提后可以在变性状态下纯化, 而纯化后的复性过程是基因工程下游处理

的重要环节。通过对变应原 Bla g 2 蛋白复性前后荧光光谱的比较和分析、变性剂(尿素和 SDS)对复性后 Bla

g 2 蛋白的荧光滴定实验、以及复性后 Bla g 2 在不同 pH 下的荧光光谱分析, 推断出 Bla g 2 蛋白分子在不

同环境下构象的变化及其光谱学特征, 初步建立了一种新的检测重组变应原蛋白变复性的光谱实验方法。
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引 � 言

� � 德国小蠊变应原 Bla g 2 蛋白是一种天冬氨酸酶, 是引

起致敏性疾病如过敏性哮喘、过敏性鼻炎、过敏性皮炎及过

敏性结膜炎的主要致敏变应原之一。Bla g 2蛋白由 352 个氨

基酸残基组成, 分子量为 38558 道尔顿, 含有 3 个 N 末端糖

基化位点。但通过原核表达载体获得的重组蛋白以包涵体的

形式存在, 并不具备生物学活性。为获得有活性的蛋白, 需

使用变性剂将包涵体溶解, 但同时也破坏了蛋白的构象。由

于蛋白质的生物学功能在很大程度上取决于其空间结构和构

象, 一个伸展开来或随机排布的肽链是没有生物活性的, 因

此需对变性后的蛋白重新进行折叠, 以得到正确构象及具有

生物学活性的蛋白。对重组变应原蛋白复性过程中的构象分

析, 可检测变应原的复性程度, 了解变应原蛋白结构与其免

疫学活性之间的关系。目前对 Bla g 2 蛋白结构的研究主要

集中在其晶体结构的分析方面[1] , 对于 Bla g 2 在溶液中的

复性过程及其伴随的构象变化和光谱学特征尚未见系统报

道。

光谱学方法和生物活性检测是目前重组蛋白折叠研究的

主要实验方法[2]。其中荧光光谱是 20 世纪 70 年代发展起来

的用于研究溶液中蛋白质构象的一种有效方法。该方法通过

对蛋白质中色氨酸和酪氨酸等发光残基的内源荧光或荧光标

记物的外源荧光随自身微环境的改变而变化来推断蛋白质分

子构象和结构的变化, 从而进一步阐明蛋白质结构与功能之

间的关系[3]。荧光分析法能提供包括激发光谱、发射光谱以

及荧光强度、量子产率、荧光寿命、荧光偏振等许多光物理

信息, 从各个角度反映样品分子的成键和结构情况。该方法

具有灵敏性高, 选择性强, 用样量少, 方法简便以及能够提

供较多的光物理信息等优点, 已经广泛用于生物大分子的构

象研究中[ 4, 5]。

本文采用基因工程技术, 在大肠杆菌中表达德国小蠊的

重组变应原, 通过亲和层析纯化得到不具有生物学活性的蛋

白, 再通过透析复性得到活性 Bla g 2 蛋白。通过荧光光谱进

一步来研究 Bla g 2 蛋白变复性前后及其在加入变性剂和不

同的酸碱度等不同微环境中的光谱学特征及其变化规律, 初

步建立起一种新的检测重组变应原蛋白变复性的光谱实验方

法。

1 � 实 � 验

1� 1 � 主要试剂与仪器

蛋白质定量试剂盒 ( Pr otein assa y) 购自 Bio�Rad 公司,

其他所用试剂均为分析纯。F�4500 荧光分光光度计(日本日

立公司) , P erkin�Elmer LS 50B 荧光分光光度计。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � Bla g 2 蛋白的提取和纯化

用基因工程的方法 , 采用质粒 pET24a( + )为表达载体,

大肠杆菌 BL21 star ( DE3)为宿主菌, 诱导表达 , 得到含有

Bla g 2蛋白的包涵体。包涵体经过分离回收, 变性溶解, 用

亲和层析纯化, 得到复性前的 Bla g 2 蛋白, 再通过梯度透析

复性, 得到具有生物活性的 Bla g 2蛋白。



1� 2� 2 � 荧光实验
将 1 mL 浓度 50 �g � mL - 1的变复性前后 Bla g 2 蛋白溶

液置于比色皿中, 以 280 nm 激发光激发后记录 Bla g 2 蛋白

在 300~ 500 nm 之间的发射光谱。激发和发射狭缝均为 5

nm。缓冲液体系是 1 mol� L - 1 , pH 7� 0 的 PB 缓冲液。

2 � 结果与讨论

� � 蛋白质分子中, 含有荧光生色团的氨基酸有色氨酸

( T rp)、酪氨酸( T y r)及苯丙氨酸( Phe)。其中 T rp 的荧光强

度最大, T yr 次之, Phe最小。Bla g 2 是荧光较强的一种蛋

白质大分子, 每个分子中有 2 个T rp, 12 个 Ty r残基和 22 个

Phe残基, 这 3种生色基团都有自己的特征荧光峰 , 由于在

蛋白质大分子内, 由 Phe到 Ty r或 T rp 的能量转移可能是非

常有效的, 因此含有这些基团的蛋白质的吸收和发射性质不

是这些单体组分光学性质的简单加和, 往往 T rp残基的荧光

占优势地位[6]。T rp, T yr 及 Phe由于其侧链生色基团的不同

而有不同的荧光激发和发射光谱。其中 Phe的最大激发波长

位于 257 nm, 由于蛋白质的荧光通常在 280 nm 或更长的波

长被激发, 因此 Phe在绝大多数实验条件下不被激发, 所以

很少能观察到 Phe的发射光谱。这样蛋白质的内源荧光主要

来自 T rp 和 Ty r残基。当在 270~ 290 nm 激发蛋白质时, 不

能忽略 Ty r残基的贡献, 当激发波长大于 290 nm 时, 可认

为荧光仅仅来自于 T rp 残基。

蛋白质中 T rp, Phe和 Ty r三种芳香氨基酸残基与其他

氨基酸残基相比疏水性较强, 其中 T rp和 Phe残基是高度疏

水的非极性基团, T yr 残基是中度疏水基团[7]。蛋白质分子

的表面常被一层亲水残基所包围, 带有疏水侧链的残基原则

上处于分子内部。蛋白质结构的特征是疏水�亲水间的平衡,

其结构的稳定在很大程度上有赖于分子内的疏水作用。蛋白

质变性的过程就是其内部的疏水性氨基酸逐渐向外暴露的过

程, 所以可以借助于疏水性较强的 T rp和 Phe残基的微环境

变化来预测蛋白质表面疏水性的变化以对其变性过程进行动

态研究[8]。

2� 1 � Bla g 2 复性前后的荧光光谱

Bla g 2 复性前后的荧光光谱如图 1 和图 2 所示。

Fig� 1� Fluorescence spectra of denatured Bla g 2

excited at diff erent wavelength

1: 280 nm ; 2: 295 nm

� � 实验结果表明, 当激发波长为 280 nm 时, 复性前 Bla g

2 蛋白的荧光发射峰波长为 350 nm, 而复性后 Bla g 2 蛋白

的荧光发射峰波长为 343 nm, 与复性前相比发生了明显的

蓝移, 这说明复性前后 Bla g 2 蛋白中的 T rp 残基所处微环

境有较大变化。复性前 Bla g 2 蛋白中的 T rp 残基的裸露程

度较复性后大, 其极性相应地比复性后明显增强, 导致复性

后 Bla g 2 的荧光光谱的最大发射峰波长的明显蓝移。当激

发波长为 295 nm 时, 蛋白质分子中仅有 T rp 残基被激发并

产生荧光。T rp 的荧光发射光谱对周围介质的极性十分敏

感, 当极性减弱, 疏水性增强时 , 会产生明显的蓝移。实验

测得复性前 Bla g 2 蛋白的荧光发射峰波长为 360� 5 nm, 而

复性后 Bla g 2 蛋白的荧光发射峰波长为 334 nm, 较复性前

T rp 的发射峰位相对蓝移 26� 5 nm。根据 Brr stern 提出的 3

种基本 T rp 残基微环境的特点[ 9] , 即: ( 1) �max = 330 ~ 332

nm, 埋藏在非极性区域内, ( 2) �max = 340~ 342 nm, 固定在

蛋白质分子表面, 且与水的接触受到限制, ( 3)�max = 350~

352 nm, 彻底暴露于水中( �max为荧光发射光谱的峰位)。可

以看出在 Bla g 2 复性后, 分子中 T rp 残基与水的接触受到

限制, 蛋白质分子的构象向更高级的折叠和卷曲转化, 对应

于其复性的蛋白质结构和构象。

Fig� 2� Fluorescence spectra of renatured Bla g 2

excited at dif ferent wavelength

1: 280 nm; 2: 295 nm

2� 2 � 尿素和 SDS对复性后 Bla g 2 蛋白的荧光光谱的影响

为了进一步研究 Bla g 2 蛋白在变复性过程中荧光光谱

的变化情况, 我们采用变性剂对复性后的 Bla g 2 蛋白进行

变性处理, 通过对 Bla g 2 蛋白的荧光光谱随变性剂的加入

而变化情况的分析, 进一步研究 Bla g 2 蛋白变复性的荧光

光谱特征。蛋白质的变性剂有多种, 其中常用变性剂盐酸胍

对蛋白质荧光光谱的影响已经有文献报道[8, 10] , 本研究采用

的是另外两种常见的变性剂, 尿素和十二烷基酸钠( SDS)。

2� 2� 1 � 尿素对复性后 Bla g 2 蛋白的荧光强度的影响

尿素通过离子间的相互作用, 打断包涵体蛋白质分子内

和分子间的各种化学键, 使多肽伸展。相对于 SDS, 尿素是

一种较弱的变性剂。低浓度的尿素(对于 Bla g 2 来说, 低于

1 mol � L- 1)对蛋白的变性能力很小, 当去除尿素后, 蛋白可

以复性, 随着尿素浓度的增加, 它对蛋白的变性能力也会增

强, 因此不同浓度的尿素对 Bla g 2的变性程度不同。

图 3( a)为不同浓度梯度的尿素对 Bla g 2 蛋白荧光光谱

的影响。实验结果表明蛋白的荧光强度随着尿素浓度的升高

而逐渐降低, 当尿素的浓度达到 4 mol � L- 1时, 荧光强度趋
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于稳定; 到达 7 mol � L- 1时, Bla g 2 蛋白完全变性, 相对荧

光强度由不加尿素时的 12� 73 降到 6� 973。说明经过尿素变

性后, 多肽链的结构松散。发射峰的荧光强度逐渐下降, 说

明 Bla g 2 复性后形成的结构趋于更加稳定的状态, 而加入

变性剂后, 使蛋白的疏水部分处于运动不定的状态, 即三维

结构仍然没有序化, 在完全去折叠的基础上又开始折叠, 因

而荧光强度发生动态猝灭[11]。从荧光发射光谱与尿素浓度

的关系[见图 3( b) ]来看, 尿素对维系 Bla g 2 蛋白的空间结

构的次级键的破坏是一个弱协同的过程, 基本符合蛋白质变

性的 二态模型! [12]。另外, 变性后蛋白荧光发射峰的波长发

生明显的红移, 由不加尿素时的 338 nm 红移到 345 nm。

Fig� 3 � Effects of various urea concentration
( a) : Dif ferent fluores cen ce spect ra of renatured Bla g 2, urea concen�

t rat ion( mol� L- 1 ) , 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8, from top to bot tom,

resp ect ively(�ex= 280 nm) ; ( b ) : Ef fect s of urea concent ration on th e

f lu or escence intens ity of Bla g 2

2� 2� 2 � SDS 对复性后 Bla g 2 蛋白的荧光强度的影响

SDS 是一种表面活性剂, 具有很强的变性能力。在蛋白

溶液中, SDS 的带电荷基团与蛋白质表面所带相反电荷结

合, 破坏蛋白质分子内的疏水作用, 使蛋白发生去折叠, 非

极性基团暴露于介质中, 从而引起蛋白三、四级结构解体。

图 4( a)为不同浓度梯度的 SDS 对 Bla g 2 蛋白荧光光谱

的影响。实验结果表明蛋白的荧光强度随着 SDS 浓度升高而

降低。当 SDS 浓度在 0� 001% ~ 0� 01% ( )之间时, 荧光强度

缓慢降低, 而当 SDS 浓度升高至 0� 02%时, 荧光强度骤然大

幅度降低。当 SDS 浓度达到 0� 03%时, 蛋白已完全变性, 蛋

白的发射峰已检测不到。

图 4( b)表明, SDS 使 Bla g 2 蛋白变性的过程与尿素不

同。在高浓度尿素的强碱性环境下, 蛋白处于完全去折叠状

态。而用 SDS 作为变性剂时, 当变性剂浓度较低时蛋白处于

一种不完全变性的中间体状态, 而在变性剂浓度很高时达到

完全变性, 处于肽链完全展开的状态。图 4( b)中出现的缓变

区(荧光强度在 11 左右 )即对应于蛋白折叠过程中出现的中

间体。

因此, 通过蛋白变性过程中的荧光光谱发射峰的位置及

其强度的分析与比较, 可以初步判断蛋白在变性过程中的构

象变化, 并进一步判断蛋白折叠的途径与程度。

Fig� 4� Effects of various SDS concentration
( a) : Different fluores cen ce spect ra of ren atured Bla g 2� SDS concen�

t rat ions ( mol� L- 1 ) , 0; 0� 001; 0� 005; 0� 008; 0�01; 0� 02; 0� 03;

0� 05, f rom top to bot tom , respect ively( �ex= 280 nm ) ; ( b) : Ef fect s of

SDS concent ration on the f luorescence intensity of Bla g 2

2� 3 � 复性后的 Bla g 2 在不同 pH条件下的荧光光谱实验

复性后 Bla g 2 蛋白在不同 pH 条件下的荧光光谱强度

如图 5 所示。当溶液 pH 偏酸或偏碱时, 蛋白质的荧光强度

都下降很快, 这是由于Bla g 2 蛋白的活性降低引起的, Bla g

2 蛋白溶液的最合适的 pH 值在 6� 0 左右, 此时蛋白质的结

构最为稳定。

随着 pH 值降低, Bla g 2 的荧光发射峰位发生蓝移, 表

明 T rp 微环境的疏水性增加, 荧光强度的下降是酸诱导蛋白

质分子伸展, 降低了芳香氨基酸残基间的能量传递, 使 T rp

残基荧光强度降低。在实验范围内, pH 6� 0 左右, BSA 的荧

光强度最大, 且比较稳定, 这是由于在等电点附近, 蛋白质

分子结构相对紧密, 由 Phe残基和 Tyr 残基向 T rp 残基的能
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Fig� 5� Fluorescence spectra of renatured
Bla g 2 at different pH

(�ex= 280 nm; �em= 338 nm)

量转移是非常有效的。提高 pH 直到大于 8 时, 荧光发射强

度显著减弱, 主要是由于解离后 T yr 残基自身的荧光消失,

且阴离子状态的 Ty r残基猝灭了 T rp 残基的荧光[ 7]。

3 � 结 � 论

� � 通过对变应原 Bla g 2 蛋白复性前后荧光光谱的比较和

分析、不同变性剂(尿素和 SDS)对复性后 Bla g 2 蛋白的荧

光滴定实验、以及复性后 Bla g 2 在不同 pH 下的荧光光谱分

析, 得到了 Bla g 2 蛋白分子在不同环境下构象的变化及其

光谱学特征, 以及 Bla g 2蛋白结构保持稳定的最适 pH 值。

反之, 可以通过 Bla g 2 蛋白荧光光谱的特征判断重组变应

原蛋白变性过程中的构象变化以及变复性的程度。初步建立

了一种新的检测重组变应原蛋白变复性的光谱实验方法。
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Study of Fluorescence Spectra of Blattela Germanica Allergen, Derena�
tured and Renatured Bla g 2

ZHU Jian�qi1 , L IU Zhi�gang 1* , HUANG H ai�zhen2 , ZHU Yong�feng1 , XU H ong1

1. Co llege of L ife Science, Shenzhen Univer sity , Shenzhen � 518060, China

2. Changchun Institute of Applied Chemistr y, Chinese Academy of Sciences, Changchun� 130022, China

Abstract� Recombinant pro teins ex tr acted from inclusion body remain in denaturation status. Renaturat ion in v itr o after initial

purification is a key step o f dow nstr eam processing. A common method o f r enatur ation of r ecombinant proteins is the dilut ion

met hod. Wit h Bla g 2 as a model pr otein, the conformational changes of denatured and renatur ed Bla g 2 were investig ated by

applying f luorescence spectr a. T he effects o f differ ent urea concentr ations, differ ent SDS concentrat ions and differ ent pH on the

fluor escence int ensity of renatured pro tein were also investigat ed. T he reasons for these w ere studied w ith the know ledge of mo�
lecular str ucture.
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