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藻胆蛋白的一级结构

与特异位点的修饰

目前 已经对一些藻胆蛋白的

一级结构进行了测定 ∀测定的方法

有两种 一种是直接测定 另一种

是测定相应基因的核苷酸序列再

反推其氨基酸序列 ∀通过对一级结

构的比较分析 发现藻胆蛋白在某

些位点处的氨基酸残基相当保守

并且认为这些位点在保证色基的

构象以及蛋白质分子稳定性方面

具有重要的意义 ∀在一级结构分析

中 还发现了一个相当有意义的现

象 即在所有已测定的藻胆蛋白分

子中 其 Β亚基的 位均为经过

修饰的 Χ2 2甲酰天冬酰胺残基 这

是经蛋白质的转译后修饰而产生

的 而且不论是原核藻类还是真核

藻类的藻胆蛋白 均有这种现象的

存在 ∀经过深入研究分析 认为藻

胆蛋白 Β2 位天冬酰胺甲基化作

用的功能如下

对藻胆蛋白提供一种保护

机制 即在容易接触极性基团的位

置上防止氨基酸残基的去酰胺

基 ∀一般认为 蛋白质分子的天冬

酰胺和谷氨酰胺的去酰胺化作用

会加速蛋白质的周转使蛋白质分

子容易被降解 而且在生物的个体

发育中蛋白质分子的脱酰胺化作

用会控制生物发育的某些过程 ∀有

研究表明酰胺基经过甲酰化作用

后的蛋白质对酸水解的抗性要比

未甲酰化的蛋白质高 ∗ 倍 因

此藻胆蛋白这类古老的蛋白质分

子在进化中获得了这种甲酰化作

用 从而得以保存下来 ∀

与 Β2 位上的色基相互作

用 使其吸收光谱红移 ∀Αγ µενελλυµ

θυαδρνπλιχατυµ 和 Μαστιγοχλαδυσ

λαµινοσυσ的藻蓝蛋白晶体结构解

析结果表明 Β2 位的 Χ2−2甲酰化

天冬酰胺残基的侧链与 Β2 位的

色基的 环间的距离小于 这

说明它可能扰动 Β2 色基使之吸

收光谱红移 ∀已知藻红蓝蛋白 Β2

色基是 /荧光型0 因此 它吸收光

谱的红移有利于分子间的能量传

递 ∀

有利于藻胆体内定向能量

传递 ∀ 比较野生型 Σψνεχηοχοχχυσ

°≤≤ 和不能在藻胆蛋白

Β2 位甲酰化的突变型藻株 发现

野生型和突变型的藻胆蛋白在表

达量以及热稳定性方面均十分相

似 但突变株的藻胆体在体内和体

外不能进行能量传递 ∀分离的藻胆

体如果其藻胆蛋白非甲酰化或甲

酰化不完全 则藻胆体显示较强的

藻蓝蛋白或异藻蓝蛋白的荧光 ∀因

而这种藻胆体与野生型的相比有

较低的荧光量子产率 ∀研究还发

现 突变株产生的藻胆蛋白可以用

分离的野生型 Σψνεχηοχοχχυσ

°≤≤ 株的甲基化酶处理 使之

在体外甲酰化 并恢复天然态藻胆

蛋白的特点 ∀这些结果表明 Β2 位

的甲酰化能增加能量向终端受体

色基传递的效率 ∀

藻胆蛋白高级结构与

色基的光谱特征

目前对藻胆蛋白高级结构的

认识主要来源于 ς2射线衍射法解

析藻胆蛋白晶体结构 ∀现在 已解

析的藻胆蛋白包括 Αναβαενα ϖαρι2

αβιλισ 的 六 聚 体 ≤2 藻 蓝 蛋 白 !

Μαστιγοχλαδυσ λαµινοσυσ的三聚体 ≤2

藻 蓝 蛋 白 ! Αγ µενελλυµ θυαδρυ2

πλατιχυµ 的六聚体 ≤2 藻蓝蛋白 !

Φρε µψελλα διπλοσιπηον 的六聚体 ≤2

藻蓝蛋白 !Μ.λαµινοσυσ的三聚体藻

红蓝蛋白 ! Πορπηψριδιυµ σορ− διδυµ

的六聚体 2藻红蛋白 !Πολψσιπηονια
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υρεχεολατα 的六聚体 2藻红蛋白 !

Πορπηψριδιυµ χρυεντυµ 的三聚体 2

藻红蛋白和 Σπιρυλινα πλατενσισ的三

聚体异藻蓝蛋白 ∀高分辨率的藻胆

蛋白晶体结构解析表明 所有的藻

胆蛋白的晶体结构均十分相似 即

Α亚基和 Β亚基靠静电相互作用形

成有部分重叠的 / 弯月0 形单体

ΑΒ 个单体 ΑΒ 围绕中心轴形

成一个具中央空洞的圆盘形三聚

体 ΑΒ 如果藻胆蛋白是六聚体形

式 ΑΒ ∀则由两个圆盘形的三聚

体 ΑΒ 垛叠在一起形成 ∀每个三

聚体盘厚约为 圆盘的外径为

中央空洞的直径为 ∀Α

亚基和 Β亚基虽然含有不同数量

的氨基酸残基 而且一级结构不

同 但它们的二 !三级结构却十分

相似 均是含有 个 Α2螺旋 每两

个 Α2螺旋之间有不规则转角相连

亚基的三级结构与球蛋白十分相

似 ∀藻胆蛋白晶体结构的解析不仅

需要每个构成晶胞的蛋白质分子

具三重对称性 而且需要每个蛋白

质亚基也具有三重对称性 ∀由于组

成六聚体藻红蛋白 ΑΒ Χ中的 Χ

亚基不具有三重对称性 因而 ς2射

线衍射法很难确定它在晶体中的

位置 ƒ 等在藻胆蛋白晶体的

电子密度图中发现其中央空洞的

电子密度高于四周 因而推测 Χ亚

基可能以无序状态存在于中央空

洞中 后来他们又比较了含 Χ亚基

的 2藻红蛋白和不含 Χ亚基的 2

藻红蛋白晶体的电子密度图 发现

2藻红蛋白中央空洞的电子密度

与外周相同 而 2藻红蛋白中央空

洞的电子密度却高于四周 由此

他们认为 Χ亚基一定存在于中央

空洞中 ∀然而我国学者常文瑞等在

解 析 含 Χ 亚 基 的 多 管 藻

Πολψσιπηονια υρχεολατα 2 藻红蛋

白晶体结构时 发现中央空洞的电

子密度与外周一样高 ∀因而关于 Χ

亚基的存在位置一直未有定论 许

多人都认为它极有可能存在于藻

胆蛋白的中央空洞中 但缺少直接

的实验证据 ∀

藻红蛋白 Χ亚基含量低 分离

困难 因而到目前为止 所有红藻

藻红蛋白 Χ亚基的氨基酸序列均

未见报道 仅 等报道了蓝藻

Σψνεχηοχοχχυσ • 藻红蛋

白 °∞ Χ亚基的氨基酸序列

发现此序列不具有三重对称性 ∀Χ

亚基在藻红蛋白中的功能可能有

两点 一是吸收 ∗ 的光

二是作为连接多肽使藻红蛋白以

稳定的六聚体 ΑΒ Χ的形式存在

于溶液中 ∀至于 Χ亚基在分子中如

何起连接作用 等人认为如

果 Χ亚基存在于中央空洞中 则它

可能类似于 / 钉子0 将两个三聚体

盘/ 钉0在一起 ∀藻胆蛋白晶体结构

解析结果表明 Β2 位的色基伸向

中央空洞中 三聚体盘 ΑΒ 应有

个 Β2 位的色基伸向中央空洞中

因此位于中央空洞中的 Χ亚基应

该影响 Β2 位色基的光谱特性 例

如 Πορπηψριδιυµ σορδιδυµ 的 2°≤在

结合有连接蛋白时 Β2 色基的吸

收峰红移 然而对比分析 2

藻红蛋白 不含 Χ亚基 和 2藻红

蛋白 含 Χ亚基 的光谱发现 Β2

位上的色基以及周围氨基酸残基

的环境并不受 Χ亚基的影响 二者

的主要差别是 2藻红蛋白有

的吸收肩峰 而 2藻红蛋白无

此吸收肩峰 ∀

藻胆蛋白的聚集状态对色基

光谱特点的影响程度随着藻胆蛋

白种类的不同而不同 ∀在 ≤2藻蓝蛋

白中 单体 ΑΒ 和三体 ΑΒ 的吸

收光谱无显著的区别 最大吸收峰

约位于 而且异藻蓝蛋白

单体的吸收光谱与 ≤2藻蓝蛋白单

体的吸收光谱非常相似 吸收峰也

大约位于 然而异藻蓝蛋白

三体 ΑΒ 的吸收峰却位于

∀产生这一现象的原因可能是相

邻色基间的激子相互作用以及色

基构象的改变所致 具体来说就是

在三聚体中 Α亚基和 Β亚基的相

互作用使色基处于特定的蛋白质

环境 而且这种蛋白质环境与单体

ΑΒ 的显然不同 所以异藻蓝蛋白

三聚体 ΑΒ 和单体 ΑΒ 的吸收光

谱不同 ∀

在 ≤2藻蓝蛋白分子中有 个

保守的天冬氨酸残基 Α2 !

Β2 和 Β2 它们分别与

个色基 Α2 ! Β2 和 Β2 相互作

用 Α2 Α Β2 Β2

和 Β2 Β 使色基呈拱形

构型 这种相互作用依赖于藻胆蛋

白精细的高级结构 而且这种作用

在 其 他 藻 蓝 蛋 白 如 紫 球 藻

Πορπηψριδιυµ χυρεντυµ) 的 2藻蓝

蛋白 中也存在 ∀所以藻胆蛋白精

细的高级结构决定色基的构象 而

色基的构象又决定色基的光谱特

征 ∀色基在游离态或者在藻胆蛋白

变性时吸收光谱 ! 荧光光谱 !激发

态的寿命以及光化学特性等与天

然态的藻胆蛋白显然不同 ∀天然态

藻胆蛋白色基有较长的激发态寿

命 大约超过 以便有充裕的时

间将其激发能传至下一个色基 ∀当

藻胆蛋白变性或色基处于游离态

时 其激发态寿命极短 只有

其原因是激发态的能量可以通

过自身无辐射驰豫的方式散失 而

藻胆蛋白在天然态时 色基的无辐
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射驰豫机制受阻 ∀在藻胆蛋白色基

的吸收光谱中有两个吸收区域 分

别位于 ∗ ∂ 和 ∗

∂ ≥ ∀它们吸收值的比值

∂ ≥ ∂ 的大小取决于色基的构

象 ∀在天然态时 此比值大于 藻

胆蛋白变性使色基呈大环螺旋构

象时 比值小于 ∀

现一般认为天然态藻胆蛋白

分子中 蛋白质组分的功能主要

有 它们为色基提供了合适的

环境 使色基保持特定的构象并防

止色基的大幅度运动 它们具

有特定的氨基酸残基使色基保持

质子化状态 色基的质子化状态可

以抑制色基激发态时无辐射驰豫

散失能量 藻胆蛋白聚集态的

形成有利于色基间以及色基与脱

辅基蛋白间的相互作用 这两种作

用影响着色基的光谱特征 ∀≤2藻蓝

蛋白的每个单体 ΑΒ 有 个藻蓝

胆素 分别位于 Α2 ! Β2 和

Β2 ∀这 个色基的化学结构相

同 但由于蛋白环境的不同 因而

有不同的吸收光谱 吸收峰分别位

于 Β2 ! Α2 和

Β2 ∀异藻蓝蛋白的单体

ΑΒ 只含有两个色基 分别位于

Α2 和 Β2 ∀尽管这些色基与 ≤2藻

蓝蛋白的色基相同 均为藻蓝胆

素 但相对于 ≤2藻蓝蛋白来说 异

藻蓝蛋白色基吸收峰红移 ∀

这些结果表明相同的色基结合在

不同的藻胆蛋白 !同一藻胆蛋白的

不同亚基或者同一亚基的不同位

点 其光谱的特征均不同 ∀究其原

因是色基所处的蛋白质环境不同

所致 ∀如上所述 脱辅基蛋白的特

点决定着色基的构象 反过来 色

基的结构也影响脱辅基蛋白的结

构 进而影响和控制着整个藻胆蛋

白分子的聚集态 例如色基的还原

和光致漂白作用可以使藻胆蛋白

不能形成高于二聚体的聚集态 还

原的色基再氧化可以使藻胆蛋白

重新聚合成起始状态 ∀这说明藻胆

蛋白是自定义的 而且是色基蛋白

质系统的最佳状态 ∀现已广泛认为

完整的色基结构是决定藻胆蛋白

四级结构的重要因素 ∀

在藻胆蛋白分子内及分子间

色基间的传能方式一般认为有两

种 如果色基间的距离超过 ∼

传能机制是 ƒ 的无辐射共振

传能 但如果色基间的距离小于

∼ 则传能机制为激子偶联 ∞¬

∏ ∀激子偶联机制认为两个

色基间的距离一旦小于 ∼ 则

色基间的相互作用变得非常强 很

难分清激发态是属于哪一个色基

的 好象两个色基在一起成为一个

/ 超级色基0 ∀现在能量传递机制研

究得较为透彻的三种藻胆蛋白 分

别是异藻蓝蛋白 ≤2藻蓝蛋白和藻

红蓝蛋白 ∀研究的方法主要有两

种 一种是实验的方法 主要应用

时间分辨荧光技术和瞬间吸收技

术 研究色基间的能量传递过程

另一种方法则是以藻胆蛋白晶体

结构的知识作为基础 用理论计算

的方法研究传能过程 ∀但用这两种

方法所得到的结果不太相符 推测

其原因可能是 一般理论计算往往

基于 ƒ 的无辐射共振传能的

原理 而实际上 在藻胆蛋白的三

聚体或者六聚体中 Α2 和 Β2 色

基中心间的距离接近 ∼ 在这

样近的距离内 传能机制是激子偶

联 因而用 ƒ 的理论来计算就

不太合适了 ∀然而用 ƒ 理论来

计算藻胆蛋白单体色基间的传能

往往与实验数据相符 ∀在三聚体或

六聚体中 色基间的传能 也许既

存在 ƒ 的传能机制也存在激

子偶联机制 色基的激发能可能还

有少部分是通过自身的无辐射驰

豫的方法散失 如果这个观点是正

确的话 把藻胆蛋白的色基分为

/ 0型或/ 0型两种类型就没有意义

了 因而色基间的传能机制就变得

非常复杂 ∀

藻胆蛋白分子的进化

根据免疫学特性的不同 藻胆

蛋白进化形成了 个藻胆蛋白家

族 分别是藻蓝蛋白家族 !藻红蛋

白家族 !异藻蓝蛋白家族和将藻胆

体核心与类囊体膜结合在一起的

连接蛋白 ≤ 家族 每个家族内

的各个成员间能发生免疫交叉反

应 但不同家族的成员间则不能发

生免疫交叉反应 家族内每个成员

的光谱特征密切相关 ∀这说明祖先

藻胆蛋白分子的分化是一个非常

古老的事件 自此以后 藻胆蛋白

分子表面的抗原决定簇变化非常

缓慢 ∀异藻蓝蛋白和 ≤2藻蓝蛋白虽

然都共价结合藻蓝胆素 但却不发

生免疫交叉反应 这说明了色基在

很大程度上是被包埋在藻胆蛋白

分子的内部 藻胆蛋白晶体结构研

究也证明了这一点 ∀藻胆蛋白的另

一大类 ) ) ) 藻红蓝蛋白的免疫学

特征与藻蓝蛋白非常相似 而与藻

红蛋白则差距较大 因此 ⁄∏ 等

认为应该将藻红蓝蛋白列为藻蓝

蛋白家族中的一个亚族 ∀

现已对多种藻胆蛋白亚基的

氨基酸序列进行了测定 结果表明

藻胆蛋白的 Α和 Β亚基间的同源

性极高 而且同一家族成员间的同

源性也很高 这些均表明藻胆蛋白

的祖先基因复制并逐渐突变为家

族藻胆蛋白祖先基因 家族藻胆蛋

白祖先基因复制为两个拷贝 于是

就形成了 Α和 Β亚基的基因 ∀
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华东师范大学生物系 上海

王 群 赵云龙 黄 勃 赖 伟 堵南山

甲壳动物十足类精荚的研究概况

ΤΗΕ ΡΕςΙΕ ΩΣ ΟΦ ΣΤΥ∆ΙΕΣ ΟΝ ΤΗΕ ΣΠΕΡ ΜΑΤΟΠΗΟΡΕΣ ΟΦ

∆ΕΧΑΠΟ∆Α , ΧΡ ΥΣΤΑΤΕΑ .

十足类甲壳动物中有重要经

济价值的种类很多 国内许多学者

如林勤武等 年 堵南山等

年 ! 年 ! 年 ! 年

对其进行了多方面的研究 主要集

中于精子和卵子的发生和形态学

方面 而对精荚的研究国内尚不多

见 仅见王群 年 ! 王兰

年 !邱高峰 年的报道 ∀精荚又

称精包 它由输精管上皮细胞分泌

物包被精子而形成 在交配时通过

阴茎或交接器输送到雌体纳精囊

内或腹部的腹板或刚毛上 ∀精荚在

精子被转移到雌体的过程中起到

了一定的保护作用 ∀

早期国内外许多学者曾借助

光学显微镜对十足目精荚形成过

程及形态做了大量研究工作 随着

电子显微镜的广泛应用 许多学者

在此基础上又对精荚的超微结构

进行了深入的研究 ∀
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藻胆体核和类囊体膜连接多肽

≤ 与异藻蓝蛋白的 Α亚基在进

化上是分开的 ∀这种连接多肽可能

代着藻胆蛋白的原始形式 因为它

含有捕光天线系统所必需的一切

要素 例如它含有与类囊体膜相互

作用的区域 一般称为 / 环形区

域0 正是由于这个环形区域的存

在 使藻胆体能精确地与反应中心

进行能量偶联 另外它还具有藻蓝

胆素 估计是作为藻胆体的能量终

端受体 ∀连接多肽的起源以及它们

对藻胆蛋白进化的影响目前尚不

太清楚 这些连接多肽的结构也未

得到测定 ∀推测连接多肽与藻胆蛋

白在进化上是同步的 从而保证它

们在藻胆体中的协调功能 ∀一个非

常有意思的问题是 如果藻胆蛋白

与连接多肽在进化上是同步的 那

么二者的进化模式是否一致

藻胆蛋白的应用研究

目前藻胆蛋白的应用研究主

要集中以下几个方面 取代人

工合成的染料 用作食品和化妆品

的添加剂 以避免人工合成物对人

体的伤害 ∀ 可以作为药物 ∀最近

的一些研究表明 藻胆蛋白可以剌

激人 2淋巴细胞的增殖反应 提高

机体的免疫力 ∀另外还发现 2藻红

蛋白可以和胰岛素抗体产生特异

的免疫反应 这表明 2藻红蛋白的

构象或结构的某些部位与胰岛素

有一定程度的相似 因而它也许对

糖尿病有一定的疗效 ∀ 作为荧

光探针 ∀藻胆蛋白在与其他蛋白如

抗体等共价交联后荧光量子产额

和发射光谱未发生变化 于是 2
和 ≥ 认为藻胆蛋白可以作为

荧光探针 ° ∏ ∀藻胆

蛋白荧光探针的出现为荧光检测

技术注入了新的活力 它克服了人

工合成荧光素价格高 !合成中产生

有毒物质以及长期保存后同蛋白

质结合能力减弱甚至消失等缺

点 ∀具体地说 它的优点如下

藻胆蛋白以溶液或固态保存都很

稳定 在 2 之间 光谱无明显

变化 色基多 对光的吸收能力

强 荧光量子产额高 等测定

2藻红蛋白的荧光强度是荧光素

的 倍 荧光位于橙红光区

∗ 背景荧光干扰少

斯托克位移大 普通的荧光素

一般小于 而藻胆蛋白则高

达 或更高 它的等电点在

∗ 之间 因此在生理溶液

中 它带负电荷 而细胞表面通常

也是带负电荷的 所以非特异性吸

附的可能性极小 天然生物大

分子不淬灭其荧光 藻胆蛋白

表面具有较多的活性基团如 2≥

基 2 基等 因此交联方便 ∀正是

由于藻胆蛋白的这些优点 目前已

被广泛地用作荧光探针 并已有产

品出售 ∀
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