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钝顶螺旋藻 C 一藻蓝蛋白分子内不同基
团间能量传递的研究

’

王广策 曾呈奎

(中国科学院实验海洋 生物学 开放研究实验室 青岛 26 6 0 7 1)

提要 于 19 96 年 8一 12 月
,

从钝顶螺旋藻中分离纯化 C 一藻蓝蛋白
,

并用荧光光谱法对 C-- 藻

蓝蛋白分子内不同基 团间的能量传递进行研究
。

结果表明
,

C-- 藻蓝蛋白分子内芳香族氨基酸

残基能将能量传至 与脱辅基蛋白共价结合的色基
,

从而使色基产生相应的荧光
;

C-- 藻蓝蛋白

分子 24 0一245 nln 的荧光激发峰产生于二硫键
,

它也能将吸收的能量传至色基
;
同时还发现

,

溶液状态下的 G 藻蓝蛋白分子内
,

色氨酸残基可能位于分子内部的疏水区
,

而二硫键则位于

分子表面的非荷电区域
。

这些均可作为开展 G 藻蓝蛋白分子天然构象研究的结构表征
。

关键词 钝顶螺旋藻 C 一藻蓝蛋白 二硫键 芳香族氨基酸残基 荧光光谱

学科分类号 5 91 7 4

藻胆蛋白存在于蓝藻
、

红藻
、

隐藻和一些 甲藻细胞中
,

它是光合作用反应 中心的捕光

色素蛋白
。

开展藻胆蛋 白的研究对深人探讨光合作用过程 中色基间能量传递以及与脱辅

基蛋白构象之间的关系具有重要的意义 (Gl az er
,

19 8 0)
。

C-- 藻蓝蛋白是主要存在于蓝藻

中的一类藻胆蛋 白
。

在钝顶螺旋藻中
,

C-- 藻蓝蛋 白与异藻蓝蛋白通过联结蛋 白形成藻胆

体 (刘其芳等
,

19 5 8 )
。

e 一藻蓝蛋白是 由 a 和 p亚基组成 的
。

sc hi rm
e r
等 (19 8 5

,

19 8 6
,

19 8 7 )

已对六聚体 (a p)
6

的晶体结构进行了研究
,

但在溶液状态下 c-- 藻蓝蛋白的构象研究尚未

见报道
。

本文报告钝顶螺旋藻 C-- 藻蓝蛋白在溶液状态下不同基团间的能量传递以及这些

基团在分子中的可能空间位置
,

为深人开展溶液中 C-- 藻蓝蛋 白的构象研究提供新的结构

表征
。

1 材料与方法

于 19 9 6 年 8 月进行钝顶螺旋藻 (今iru lin a p la te ns is) 培养实验
。

用简化的 Z泣rr o
uk 培

养基 (za rro
u k

,

19 6 6 ) ”
、

自然光照
、

室温通气培养
。

lod 后以 2 50 0 : / 而
n
转速 (B

e e

枷an
,

JA 一
20 转子 )离心 10 m in

,

收集藻体
,

蒸馏水洗涤藻体两次后
,

加人少量蒸馏水反复冻融
。

然
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后
,

以 3 5 0 0 r / m in 转速 (B e e km a n ,

J午20 转子 )离心 10 m in 去残渣 ; 上清液滴加 至经过

l

~
ol / L 磷酸盐缓冲液 (PH 二 6

.

8) 平衡过的经基磷灰石柱上
,

洗脱过程 中不断增加离子

强 度
,

收 集 有 颜 色 的 组 分
,

其 中最 先 被 洗 脱 下来 的 深 蓝 色 组 分 即为 G 藻 蓝 蛋 白

(C-- Ph yc oc yani n CPC)
,

随后被洗脱下来 的为异藻蓝蛋白 (王广策等
,

19 9 6 )
。

将收集的较

纯 的 e Pe 经 S eph ad e x

0 2 0 0 凝胶 柱 (2
.

sc m x 5 0 em )层析 进一步 纯化
,

平衡洗脱 液为

p H = 6
.

8
,

10 0 m m o l / L 磷酸盐缓冲液
。

轻基磷灰石为 自制
,

SeP h ad
e x

G-- 2 00 为 Pha rm ac ia 公司进 口分装
,

其它化学试剂均为

国产分析纯
。

吸收光谱采用岛津 U V 一2 40 型紫外分光光度计测定
,

吸收池光径为 Ic m
。

室温荧光光

谱用 日立一8 50 型荧光分光光度计测定
,

激发光和发射光的带宽均为 snm
。

2 结果与讨论
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图 1 钝顶螺旋藻 CPC 吸收光谱 ( l) 和荧光发射光

谱 (2 ) ( A
r ,

相对吸收
; I r ,

相对荧光强度 )

R g
.

1 Th
e ab s o rp u o n ( l) a n d fl u o re s e e nc e e m l s s io n (2 )

spe e tra o f 叹 尸la le n s is C一Phy e oc yan i n (CPC )

2
.

1 钝顶螺旋藻 C 一藻蓝蛋 白的纯度

经 过 经 基 磷 灰 石 柱 和 S叩had ex

G 20 0 凝胶柱层析后
,

CPC 的纯度 (凡
2。 /

凡s0) 为 5
,

在 可见光 区 的最大 吸收峰 为

6 2 On m
,

室温荧光发射峰在 6 5 0 n m 处 (图

l)
。

一般认为
,

C p C 的 A 6 2。 / 凡
8

沐于 4 即

达到高纯度的要求 (Gl az er
,

1 9 8 0)
,

因此
,

本研究所分离的 C PC 纯度极高
。

2. 2 钝顶螺旋藻 C 一藻蓝蛋白分子 内基

团间的能t 传递

2. 2. 1 芳香族氨基酸残基与色基间的能

量传递 在藻胆蛋 白溶液的吸收光谱

中
,

2 8 0 n m 的吸收峰被 认为是 酪氨 酸残

基 或 色氨 酸 残基 的吸 收 (C a 们昆l et al,

19 7 6)
。

由于酪氨酸残基能将吸收的能量

传至色氨酸残基
,

使色氨酸残基产生相应的荧光
,

所 以
,

用 2 8 On m 的紫外光激发 CPC 溶液

时
,

应该产生的是色氨酸残基的荧光
,

然而从 图 2a 的 1 中可见在天然态 CPC 时有 35 5nln
和 65 Onm 处的两个荧光发射峰

。

显然
,

前一个荧光发射峰来源于色氨酸残基
,

而后者则来

源于四毗咯结构的色基
,

二者相对荧光强度之比为 1: 1 3
,

说明色氨酸残基的相对荧光强度

极弱
。

将 CPC 用盐酸肌彻底变性 (盐酸肌的终浓度为 sm of / L)
,

然后再用 2 80 tun 的紫外

光激发此变性的 CPC
,

从图 Zb 的 3 中可以发现其荧光发射光谱中有三个发射峰
,

分别位于

3巧nm
,

38 0nln 和 65 0nm
; 三者的相对荧光强度比为

:
30 :37 : 1 1

。

3巧nIn 的荧光发射峰主要

来源于 CPC 的酪氨酸残基
,

38 0lun 的发射峰主要来源于色氨酸残基
,

6 50 nln 则是色基的发

射峰
。

在溶液中
,

CPC 浓度在变性前后是相 同的
,

然而变性前后色氨酸残基的相对荧光强

度之 比为 1 : 9
,

亦即 CPC 变性后色氨酸残基 的荧光强度大幅度升高
。

以上的结果说明
,

天

然态 C PC 的芳香族氨基酸残基能将吸收的能量传给开链四 毗咯结构的色基并使其产生相

应的荧光
。

当用盐酸肌使 C PC 彻底变性时
,

由于此时肤链处于伸展状态
,

芳香族氨基酸残
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基与色基间的能量传递被解除
,

同时酪氨酸残基 和色氨酸残基间的能量偶联也被解除
。
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所以
,

尽管用 2 80 tim 激发天然态的 CPC 并不

产生 3 15 lim 的酪氨酸残基的荧光发射峰
,

但

变性后则出现此峰
。

从图 2a 的 3 和图 Zb 的 3 中还可发现
,

变

性前 的 CPC 色氨酸残基 的荧光 发射 峰位于

35 5lun 处
,

但变性后则红移至 3 80 nln
。

由于蛋

白质中色氨酸残基由非极性环境转移至极性

环境时
,

其荧光发射峰的位置要红移 (陶慰孙

等
,

19 9 5 )
,

所以
,

这个结果表明天然态的 C PC

的色氨酸残基大部分位于 CPC 分子的内部疏

水区域
,

C PC 变性后这些色氨酸残基则处于

极性的水环境 中
。

2. 2. 2 二硫键与色基间的能量传递 从 图

Za 中可见天然态 CPC 的荧光激发光谱 ( l) 的

紫外区中存在有 240 一2 45
n m 的荧光激发峰

。

用 2 4 0lun 的紫外光激发天然态 CPC 时
,

也产

生了 3 5 5 n m 和 6 50 nm 两个发射峰 (图 2a 中的

2)
,

且后 者 与前 者 的相对 荧光 强度 之 比为

16 :l
。

当 在 CPC 溶 液 中 加 人 二 硫 苏糖 醇

(D T T )并使其终浓度为 10 0m m o l / L 时
,

再用

2 4 0nm 的 紫 外 光 激 发 CPC
,

发 现 3 55 nm 和

6 5 0nln 的荧光 发 射 峰全 部 消失 (图 2c 中 的

2)
,

但用 280 nm 激发时
,

荧光发射峰的位置以

及相对荧光强度均未发生任何变化 (图 2c 中

的 3)
。

同 时 在 CPC 的 荧 光 激 发 光 谱 中
,

2 4 0nm 的荧光激 发峰也 消失
,

其它 的荧光激

发峰与未加 D l丁的 CPC 相 同 (图 2c 中的 1 )
。

过量 的 D l丁 主要是使蛋 白质 的二硫键被还

原而断开
。

所以 CPC 的 240 nln 之荧光激发峰

主要来源于二硫键
,

并且二硫键也能将吸收

的能量 传至 色基使 色基 产 生相 应的 荧光
。

Ko ne v( 郭尧君
,

19 8 3) 在研究天然Y一球蛋 白时

发现其存在有 2 4 0一245 nm 的荧光激发峰
,

将

_ 尸
石
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三二袭
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凡/ 11n l

图 2 钝顶螺旋藻 CPC 荧光激发 (l) 和荧光

发射光谱 (2
,

3)

R g
.

2 Th
e fl u o re s e e nc e e x e ita ti o n ( l) a n d

e m i s s io n spe e
加 (2

,

3 ) o f 5 P la te n s is

G p hyc oc y翻
e
(C代)

a- 天然态 CPC 的荧光激发光谱 ( l) 和荧光发射光

谱 (2
,

3 ) ; b
.

变性后的 CPC 溶液 的荧 光发射光谱

(2
,

3 ) ; e
.

含 10 0 m 们n o l/ L D T T的 C代溶液的荧光

激发光谱 (l) 和荧光发射光谱 (2
,

3)

1
.

发射波长
:

6 50 nm
; 2

.

激发波长
:
24 0lun

;

3
.

激发波长
:

2 8 Onm

此蛋白水解为单个氨基酸后
,

则此激发峰消失
,

因此
,

他推测此激发峰来源于蛋 白质的肤

键
。

事实上
,

Ko ne v 在将蛋白水解后
,

相应的二硫键也被破坏
,

因此 240 一 245 nm 的荧光激

发峰 自然也就消失
。

一般情况下
,

如果蛋白质分子的二硫键位于分子的内部
,

则必须先变

性让肤链处于伸展状态以使二硫键暴露出来
,

才能被 D T T 还原断裂
。

但 CPC 分子不需变
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性
,

二硫键就可以被 D T I
,

断裂
,

而且加人 D IT 后
,

CPC 的色氨酸残基和色基同二硫键的能

量偶联也被解除
。

这些均表明
,

二硫键全部分布在 CPC 分子的表面
。

从图 Zb 可以发现
,

CPC 被盐酸肌变性后
,

用 2 4 0 n m 的紫外光激发不能产生 355 nln 和

65 0 nln 的荧光发射峰
。

这说明天然态 CPC 的二硫键能将吸收的能量传至色氨酸残基以及

色基
,

一旦 CPC 变性后
,

肤链处于伸展状态
,

则这种能量的偶联亦被解除
。

2. 2. 3 二硫键在分子中的空间位置分析 为进一步确定 CPC 分子二硫键的位置
,

分别

选用三种荧光淬灭剂心
,

C sO 和丙烯酞胺加人到 CPC 溶液中
,

通过它们对二硫键与色基

间能量传递的影响来更进一步确定 CPC 分子中二硫键的位置
。

研究表明
,

低浓度的 I -

(2 0~
of / L )

,

C s 十

(0
,

4 7m of / L )和丙烯酞胺 (50 ~
of / L) 即可阻滞二硫键与色基间的能

量传递
。

这说明
,

I
一 ,

C S 十

以 及丙烯酞胺均可容 易地与二硫键发生碰撞
,

从而使二硫键受

2 4 0nln 紫外光激发而产生的激发态被淬灭
.

同时也表明
,

CPC 的二硫键是分布在分子表

面的非荷电区域
,

因为只有在此区
,

I
一 ,

Cs 十

以及丙烯酞胺才能接近
。

2. 2. 4 不同基团间能量传递的机理 一般认为
,

在光合作用过程 中
,

色基间的能量传递

主要是按 Fo rs te r 的无辐射共振传能的方式进行
。

这种传能方式要求供体色基与受体色基

间的空间距离在 100 人以 内
,

同时要求供体的荧光光谱与受体色基的吸收光谱有部分重叠

(郭尧君
,

19 83 )
。

但最近发现
,

在藻胆蛋白分子 内还存在另外一种传能方式即激子偶联

(e x e ita ti o n eo
叩lin g )(Ho lz w a ri上

,

19 9 1)
。

根据 C p C 的 x 一射线晶体结构分析结果
,

当 C p C

寡聚体绕三重对称轴排列
,

使色基间的空间距离缩短到 20 人以 内
,

才 出现这种激子偶联传

能方式 (HO lz w a
rth

,

19 9 1 )
。

在本研究 中
,

CPC 分子的色氨酸残基与色基间的能量传递可能是 Fo rs te r 的共振传能

方式
,

因为色氨酸残基的 35 5nln 的荧光发射峰正好与色基 360 nm 的吸收峰重叠
。

当 CPC
分子变性后肤链处于伸展状态时

,

由于色氨酸残基与色基间的距离增大
,

使二者的能量传

递在一定程度上受阻
。

二硫键本身并不能产生荧光
,

所以二硫键与色基 间的能量传递机

制不可能是 Fo rs te r 的无辐射共振传能
,

而更可能是激子偶联传能方式
,

因此
,

一旦 CPC 肤

链完全伸展
,

二硫键与色基间的能量传递则彻底消失
。

3 结论

在钝顶螺旋藻 C-- 藻蓝蛋 白分子 中
,

芳香族氨基酸残基尤其是色氨酸残基与色基一藻

蓝胆素间存在着激发能传递现象
,

这种能量传递的机制可能是 Fo rs te : 无辐射共振传能
。

C-- 藻蓝蛋 白 2 4 0一245 nm 的荧光激发峰来源于二硫键
,

而不是过去认为的是来源于肤键
,

它与色基藻蓝胆素间也存 在着激发能传递现象
,

而且这种传能机制更可能是激子偶联
。

这些实验结果均可作为开展溶液 中 C-- 藻蓝蛋白天然构象研究的新的结构表征
。
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