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摘要:运用多种光谱法研究PCR定点突变获得的肌红蛋白突变体(D44K、D60K、K56D)与

Cu(Ⅱ)的相互作用.结果表明:Cu(Ⅱ)对突变体的猝灭机理与野生型相同,均为静态猝灭,但
结合常数、结合位点数、热力学常数、结合距离以及三维构象方面发生了一些变化.在相同温

度下,蛋白与Cu(Ⅱ)的结合能力顺序为 Mb(WT)<Mb(D60K)<Mb(K56D)<Mb(D44K),

结合力主要以 静 电 和 疏 水 相 互 作 用 为 主;结 合 距 离 顺 序 为 Mb(WT)<Mb(K56D)<
Mb(D60K)<Mb(D44K).同时,借由多种光谱测定了Cu(Ⅱ)引起肌红蛋白及其突变体的构

象变化情况,得出突变后蛋白更易与Cu(Ⅱ)发生相互作用,α-螺旋含量下降的幅度更大.总
之,肌红蛋白表面44、60、56位带电氨基酸突变后对其构象和功能产生了一定影响.
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0 引 言

蛋白质是生命活动的执行者,在生物体内发

挥重要的生物功能,例如物质的运输、机体免疫防

护、生物催化、营养物质贮存等[1].生物小分子或

金属离子在生物体内往往起到维持或激活某一种

蛋白质生物功能的作用[2].铜离子作为生物体内

分布较广的一种微量金属元素,在生物体内参与

众多的生物过程.它是铁的得力助手,能促进生物

体对铁的吸收、运送和利用,参与造血过程.同时

铜离子还参与多种酶的合成,是生物体内30余种

酶的活性成分,具有提高机体免疫力等功能.但是

生物体内的铜摄入过量会引起中毒反应,例如会

引起血红蛋白变性,导致溶血性贫血,更严重的会

引起神 经 组 织 病 变,最 终 引 起 小 脑 运 动 失 常

等[3-4].因此,研究铜在生物体内的作用意义重大.
肌红蛋白(myoglobin,Mb)是哺乳动物肌肉

细胞中执行贮存和分配氧功能的蛋白质.因为它

具有结构简单的特点,一直被用作血红素蛋白与

各种配体结合动力学和构象改变研究的模型蛋

白.近几年的研究发现蛋白质表面带电氨基酸的

改变 使 蛋 白 结 构 和 功 能 发 生 了 一 定 的 改 变.
Hoffman等[5]将马心肌红蛋白表面44位氨基酸

从Asp突变为Lys后,发现肌红蛋白突变体与细

胞色素b5之间的电子转移速率升高了一个数量

级.本课题组已经探讨过某种肌红蛋白突变体在

去氧能力[6]、与离子型表面活性剂相互作用[7],以
及光化还原方面的问题[8-9].在肌红蛋白与金属离

子的相互作用方面仅有本课题组在野生型肌红蛋

白与各种金属离子相互作用的研究报道[10-13],而
关于金属离子与肌红蛋白突变体相互作用的研究

论文鲜见[14].
本文研究PCR定点突变获得的肌红蛋白突

变体(D44K、D60K、K56D)与 Cu(Ⅱ)的相互作

用.研究蛋白质与Cu(Ⅱ)的相互作用,对于在分

子水平上认识蛋白质与生物活性小分子的作用机

理和规律,以及蛋白质表面带电氨基酸的改变对蛋

白质结构与功能的影响方面意义重大,有利于更好



地了解生命系统内各种生物分子的相互作用.

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

仪器:JascoFP-6500型荧光光谱仪(日本);

JascoJ-810型圆二色光谱仪(日本);JascoV-560
型紫外-可见分光光谱仪(日本);JulaboF-12型

制冷和加热循环器(德国).
试剂:肌红蛋白购自美国Sigma公司,突变

体D44K、D60K、K56D由王静云通过PCR定点

突变 获 得.使 用 时 各 种 蛋 白 配 制 成 5×10-6

mol·L-1的储备液,并置于4℃保存,不要放置

时间过长;所用的溶液CuCl2(分析纯),配制成

1×10-2mol·L-1储备液;缓冲溶液为PB缓冲

液,浓度为0.05mol·L-1,pH7.40;配制试剂所

用水为超纯水.
1.2 实验方法

(1)荧光光谱的测定

移取2.0mL5×10-6mol·L-1的Mb(K56D)

溶液于10mm石英比色杯中,用5μL微量进样

器逐次加入金属Cu(Ⅱ)溶液(每次1μL,累计总

体积小于10μL),298K下保温3min,激发波长

为280nm,记录290~400nm的荧光发射光谱,

再以Δλ=20nm和Δλ=80nm获得同步荧光光

谱.依次测量303K和310K的荧光光谱和同步

荧光 光 谱.再 按 照 相 同 的 条 件 测 定 野 生 型、

Mb(D44K)和 Mb(D60K).
(2)紫外吸收光谱的测定

方法同上,测定温度仅298K.
(3)圆二色光谱的测定

方法同上,参数为波长200~250nm,速度50
nm·min-1,响应时间2s,比色池光径1mm,狭
缝宽1nm,结果累计3次的平均值.

2 结果与讨论

2.1 紫外吸收光谱

由于本实验涉及的谱图太多,就不一一列举,

仅以 Mb(K56D)与Cu(Ⅱ)作用谱图为例进行解

说.本实验中所有蛋白的特征吸收峰均在280nm
附近.它是由蛋白质中芳香族氨基酸的芳香苯环

p-p* 跃迁引起的.图1中 Mb(K56D)的紫外吸收

强度随Cu(Ⅱ)加入量的增加而增强,且波长略微

蓝移,这是因为Cu(Ⅱ)与Mb(K56D)作用后使蛋

白质疏水盒内的芳杂环疏水基团逐渐裸露出来,

致使其处在极性增强的环境,p-p*跃迁能量增

大,进而导致吸收强度增强,吸收峰发生蓝移[15].
上述结果也证明肌红蛋白与Cu(Ⅱ)发生了较强

的相互作用.

图1 不同Cu(Ⅱ)浓度下 Mb(K56D)溶液的

紫外吸收光谱(c(Mb(K56D))=5×

10-6mol·L-1)

Fig.1 UVabsorptionspectraofMb(K56D)with

different concentrations of Cu(Ⅱ)

(c(Mb(K56D))=5×10-6mol·L-1)

2.2 荧光光谱

图2的荧光光谱显示随着Cu(Ⅱ)浓度的增

加,331nm处的 Mb(K56D)荧光强度逐渐减弱,

说明金属铜离子与 Mb(K56D)发生了较强的相

互作用,导致蛋白的内源荧光猝灭.本实验中的3
种突变体的荧光发射峰位置都在330nm,仅野

       

图2 不同Cu(Ⅱ)浓度下Mb(K56D)溶液的荧光光

谱(c(Mb(K56D))=5×10-6mol·L-1)

Fig.2 FluorescencespectraofMb(K56D)withdifferent

concentrationsofCu(Ⅱ)(c(Mb(K56D))=5×

10-6mol·L-1)
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生型的荧光发射峰位置位于323nm.突变后的蛋

白的荧光峰位置均红移,说明表面氨基酸突变后

蛋白内部疏水区外露,这一结果有利于突变体与

金属离子的相互作用.与紫外吸收光谱结果一致,

均说明金属Cu(Ⅱ)与肌红蛋白发生较强的相互

作用.为了证明这种相互作用机理,本文展开下面

的工作.

2.2.1 荧光猝灭机理 在生理温度37℃以下,

肌红蛋白能很有效地保持天然结构.本实验选取

3个不同温度,考察不同温度对Cu(Ⅱ)与肌红蛋

白及突变体相互作用的影响.所选取的这3个温

度,一个是室温(298K,即25℃),一个是生理温

度(310K,即37℃),另一个是在室温和生理温

度中间的一个温度(303K),如果再细分,数据差

距很小.观察在室温至生理温度范围内金属离子

Cu(Ⅱ)与肌红蛋白及突变体之间作用的变化规

律,这一温度范围不受较高温度对蛋白质结构的

影响干扰,通过3个温度的变化,能研究温度对此

类相互作用的影响规律.根据Stern-Volmer[16]方

程(式(1))作图,见图3,得出 Ksv和 Kq 列于表1
中.

F0/F=1+Kqτ0c(Q)=1+Ksvc(Q) (1)

式中:F0 和F分别为未加入和加入猝灭剂(Q)时

荧光物质的荧光强度;τ0 为猝灭剂不存在时荧光

物质的平均寿命;c(Q)为猝灭剂浓度;Kq 为双分

子猝灭常数;Ksv 为动态猝灭常数.

图3 不同温度下Cu(Ⅱ)与 Mb(K56D)相

互作用的Stern-Volmer图

Fig.3 Stern-Volmer plot of Mb(K56D) with

Cu(Ⅱ)atdifferenttemperatures

据文献[17-18]报道各种猝灭剂对蛋白质等

生物大分子的最大扩散猝灭常数为2×1010L·

mol-1·s-1,表1中所列出的不同温度下双分子

猝灭常数Kq 均大于这个常数;在所选取的3个

温度点上,Kq 随着温度升高而呈现降低的趋势,说

明在选取的温度范围内,温度对这类作用的影响是

有规律性的.Kq 随着环境温度升高而降低,说明

Mb(K56D)被Cu(Ⅱ)猝灭的过程是因为分子之

间结合形成了不发荧光的静态复合物所引起的.

表1 不同温度下的双分子猝灭常数(Kq)、动态

猝灭常数(Ksv)及结合常数(Ka)

Tab.1 Thebimolecularquenchingconstant(Kq),the

dynamic quenching constant (Ksv)and the

bindingconstant(Ka)atdifferenttemperatures

T/K Kq/(L·mol-1·s-1)Ksv/(L·mol-1)Ka/(L·mol-1)

298 2.64×1012 2.64×104 3.10×104

303 2.37×1012 2.37×104 2.92×104

310 2.00×1012 2.00×104 2.57×104

如果Cu(Ⅱ)与Mb(K56D)之间是静态猝灭,

则服从Lineweaver-Burk双倒数方程[16]:

(F0-F)-1 =F-1
0 +Ka·F-1

0c-1(Q) (2)

根据式(2)作 图,见 图4,求 得 Cu(Ⅱ)与

Mb(K56D)相互作用的结合常数 Ka,列于表1
中.结 果 表 明 温 度 越 低 越 有 利 于 Cu(Ⅱ)与

Mb(K56D)结合形成复合物.进一步证明二者作

用是属于形成静态复合物的静态猝灭过程.

图4 不同温度下Cu(Ⅱ)与 Mb(K56D)相

互作用的Lineweaver-Burk图

Fig.4 Lineweaver-BurkplotofMb(K56D)with

Cu(Ⅱ)atdifferenttemperatures

2.2.2 结合常数和结合位点数 如果蛋白质上

有n个相同且独立的结合位点,可由双对数公式

(式(3))得出Cu(Ⅱ)与 Mb(K56D)结合常数(K)

和结合位点数(n)[19-20].

lg[(F0-F)/F]=lgK+nlgc(Q) (3)
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根据式(3)作图,见图5.

图5 不同温度下Cu(Ⅱ)与 Mb(K56D)相互

作用的双对数图

Fig.5 Double-lgplotofMb(K56D)withCu(Ⅱ)at

differenttemperatures

表2显示的结合常数数值与 Lineweaver-

Burk法计算出的结合常数Ka 在数量级上基本相

符,低温有利于静态复合物的形成,结合位点数约

为1,表明Mb(K56D)与Cu(Ⅱ)形成静态复合物

是以接近1∶1的比例形成的.

表2 Mb(K56D)与Cu(Ⅱ)相互作用的结合常

数、结合位点数及热力学参数

Tab.2 Thebindingconstants,thenumbersofthe

bindingsitesandthermodynamicparameters

forthebindingofCu(Ⅱ)toMb(K56D)

T/K 相关系数 n K/(L·mol-1) ΔG/(kJ·mol-1)

298 0.996 0.8517 0.57×104 -25.641

303 0.998 0.8431 0.46×104 -25.868

310 0.996 0.8410 0.39×104 -26.185

2.3 作用力类型的判定

生物活性小分子可通过次级键与蛋白质等生

物大分子形成复合物.这些次级键包括氢键、疏水

相互作用、静电引力和范德华力等.根据焓变ΔH
和熵变ΔS的热力学数值,可计算出形成静态复

合物的主要作用力类型[21-22].

lnKa=-ΔH/RT+ΔS/R (4)

ΔG=ΔH-TΔS (5)

根据式(4),以lnKa 对1/T 作图,算出焓变

ΔH(-12.126kJ·mol-1)和熵变 ΔS(45.353

J·mol-1·K-1).根据式(5)计算3个温度下的

ΔG,见 表2.ΔH<0,ΔG<0,说 明 Cu(Ⅱ)与

Mb(K56D)的相互作用是一个自发的发热反应;

ΔH<0,ΔS>0,可判断静电作用力是Cu(Ⅱ)与

Mb(K56D)形成复合物的主要维持力,在温度为

298K 时,ΔG 中有52.7%的贡献来自于熵变

ΔS,因此,疏水作用也是此类作用中不可忽视的

作用力.

2.4 结合距离的计算

为了进一步说明Cu(Ⅱ)与 Mb(K56D)形成

静态复合物的情况,从能量转移的角度来计算二

者形成静态复合物的距离.能量转移有辐射能量

转移和非辐射能量转移两种.图2中的蛋白荧光

光谱没有发生畸变,说明二者的相互作用是非辐

射能量转移.非辐射能量转移有分子内和分子间

能量转移两种.供体和受体形成复合物为分子内

的能量转移,不形成复合物则为分子间的能量转

移[23].通过分析可知,Mb(K56D)与Cu(Ⅱ)之间

的能量转移是分子内的非辐射能量转移.
图6中显示相同浓度下的 Mb(K56D)荧光

光谱和Cu(Ⅱ)吸收光谱,重叠部分即为二者能量

转移部分.K2、N 和Φ 分别按文献取值为2/3、

1.336和0.118,按照Förster非辐射能量转移理

论[24],可计算出供体与受体分子之间的结合距离

r=2.86nm,这一数值小于7nm,符合分子内的

能量转移理论.因此,Mb(K56D)与Cu(Ⅱ)形成

分子内复合物,并将能量转移给受体Cu(Ⅱ),而

使得 Mb(K56D)的荧光发生猝灭.

图6 Mb(K56D)荧光光谱(a)和Cu(Ⅱ)(b)吸

收光谱的重叠图

Fig.6 OverlapofthefluorescencespectraofMb(K56D)

(a)andtheabsorptionspectraofCu(Ⅱ)(b)

2.5 同步荧光光谱

同步荧光光谱可被用来研究芳香族氨基酸构

象变化的信息.Δλ=20nm显示酪氨酸残基荧光

光谱特性,Δλ=80nm显示色氨酸残基荧光光谱
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特性[25].
图7显示酪氨酸和色氨酸残基的荧光均随着

Cu(Ⅱ)加入量的增多逐渐猝灭,且色氨酸变化更

加明显,后者处于更“暴露”的状态中,极性增强,

说明加入的Cu(Ⅱ)主要是与蛋白质中的色氨酸

残基区域发生相互作用.

(a)Δλ=20nm

(b)Δλ=80nm

图7 Mb(K56D)与Cu(Ⅱ)相互作用的同步荧光

光谱(c(Mb(K56D))=5×10-6mol·L-1)

Fig.7 Synchronous fluorescence spectra of the

interaction between Mb(K56D)and Cu(Ⅱ)

(c(Mb(K56D))=5×10-6mol·L-1)

2.6 圆二色光谱

圆二色光谱(circulardichroism,CD)能非常

灵敏地检测处于溶液状态的蛋白质分子的二级结

构信息.不同空间结构的蛋白质或多肽所形成的

CD谱峰位置、峰强度也不同[26].如图8所示,208
和222nm处的两个负吸收峰是典型的α-螺旋结

构的CD特征峰.不断向体系中添加Cu(Ⅱ),两

个负吸收峰的强度逐渐降低,但峰位置和形状未

发生变化,说明 Mb(K56D)中的α-螺旋的比例虽

逐渐降低,但仍占主要部分.通过 Yang方程计

算,Mb(K56D)与Cu(Ⅱ)相互作用后α-螺旋的含

量由72%降低至67.5%,因此,由CD光谱得知,

Cu(Ⅱ)与 Mb(K56D)结合形成复合物后诱导了

蛋白质的二级结构发生了轻微的改变.

图8 不同Cu(Ⅱ)浓度下Mb(K56D)溶液的圆二色

光谱(c(Mb(K56D))=5×10-6mol·L-1)

Fig.8 CD spectra of Mb(K56D) with different

concentrationsofCu(Ⅱ)(c(Mb(K56D))=5×

10-6mol·L-1)

2.7 其他肌红蛋白与Cu(Ⅱ)相互作用的实验数

据比较

所有肌红蛋白与Cu(Ⅱ)相互作用数据见表

3.Cu(Ⅱ)与4种肌红蛋白作用时,展现出多方面

的不同,例如结合常数、结合距离、结合强弱、二级

结构受干扰程度等.在温度为298K下,4种肌红

蛋白与Cu(Ⅱ)结合的能力顺序为 Mb(WT)<

Mb(D60K)<Mb(K56D)<Mb(D44K),这说明

突变之后蛋白更易于与Cu(Ⅱ)发生作用,形成二

元复合物,因此结合能力增强.二者的结合距离排

序为 Mb(WT)<Mb(K56D)<Mb(D60K)<

Mb(D44K).在有效结合距离范围内,即<7nm,

距离越大,两分子间的空间排阻越小,蛋白质与配

体的结合越容易发生.肌红蛋白表面氨基酸突变

之后,二级结构变化更明显,也更有利于与金属离

子结合生成复合物.在肌红蛋白与Cu(Ⅱ)结合

时,主要作用力是静电作用,但疏水作用也不容忽

视,而且疏水作用对于不同蛋白的贡献大小不同.
总之,肌红蛋白表面带电氨基酸Asp变为Lys之

后,对蛋白质的立体结构和功能均产生了一定的

影响.有报道认为[27-28],这是因为氨基酸的变化会

引起相应氨基酸残基带电能力的改变,解离状态

也发生变化,而且与之相邻近的氨基酸残基配位

也发生变化,最终引起蛋白表面或者内部的构象

发生相应的改变.
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表3 肌红蛋白与Cu(Ⅱ)相互作用实验数据比较(298K)

Tab.3 ThecomparisonofexperimentaldataofinteractionbetweenMbsandCu(Ⅱ)(298K)

肌红蛋白
Kq/

(L·mol-1·s-1)
Ka/

(L·mol-1)
n r/nm 结合力 ΔS/(J·mol-1·K-1)ΔH/(kJ·mol-1)

α-螺旋

减少/%

Mb(WT) 4.16×1011 6.07×103 0.9596 2.56 静电和疏水作用力 33.77 -11.60 2.2

Mb(D44K) 7.84×1012 8.69×104 0.9614 3.11 静电和疏水作用力 54.23 -12.04 4.4

Mb(D60K) 1.10×1012 1.50×104 0.9526 2.96 静电和疏水作用力 26.43 -14.03 3.0

Mb(K56D) 2.64×1012 3.10×104 0.8517 2.86 静电和疏水作用力 45.35 -12.13 4.5

3 结 语

上述的研究结果表明:Cu(Ⅱ)能引起肌红蛋

白及其突变体发生荧光猝灭,猝灭机制都为静态

猝灭.突变后的肌红蛋白与Cu(Ⅱ)的结合能力增

强,二级结构受干扰强度增大,结合距离变大,说

明突变后更容易发生与金属离子Cu(Ⅱ)的配位

反应;配位作用力主要以静电和疏水作用为主.吸

收光谱、同步荧光光谱和圆二色光谱都说明肌红

蛋白及其突变体与Cu(Ⅱ)相互作用之后构象发

生了一定的变化.
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InvestigationonmechanismofinteractionbetweenCu(Ⅱ)and
multifoldmutantsofmyoglobinbyspectroscopictechniques

TANG Qian1,2,ZHANG Yue2,CAO Hong-yu2,MA Jing2,ZHENG Xue-fang1,2,WANG Jing-yun*1

(1.FacultyofChemical,EnvironmentalandBiologicalScienceandTechnology,DalianUniversityofTechnology,

Dalian116024,China;

2.KeyLaboratoryofBio-organicChemistry,DalianUniversity,Dalian116622,China)

Abstract:TheinteractionbetweenCu(Ⅱ)andthemutantproteins(D44K,D60KandK56D)which
areattainedbyPCRsite-directedmutagenesisisinvestigatedbymulti-spectroscopictechniques.The
resultsshowthatthefluorescenceofalltheMbsisquenchedregularlywiththeadditionofCu(Ⅱ).
Thequenchingbelongstothestaticfluorescencequenching.Butthebindingconstants,thenumbers
ofthebindingsites,thethermodynamicparameters,thebindingdistanceandthree-dimensional
conformationofmutantsaredifferentfrom wildtype.Atthesametemperature,thesequencefor
bindingstrengthisMb(WT)<Mb(D60K)<Mb(K56D)<Mb(D44K),theelectrostaticinteraction
andhydrophobicpowerplaydominatingrolesinthecourseofbinding.Thebindingdistancesequence
isMb(WT)<Mb(K56D)<Mb(D60K)<Mb(D44K).TheeffectsofCu(Ⅱ)onconformationofMb
andmutantsarefurtheranalyzedbymulti-spectroscopictechniques.Theexperimentalresultsindicate
thatthemutantsofMbbecomeeasiertointeractwithCu(Ⅱ),andα-helixcontentofthemutants
decreasesmoreafterinteractionwithCu(Ⅱ).Inall,mutationinsurface-chargedresidueAsp44,

Asp60andLys56hasaneffectontheconformationandfunctionofmyoglobin.

Keywords:myoglobin;mutants(D44K/D60K/K56D);Cu(Ⅱ);interaction;spectroscopictechniques
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