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摘要 研究了二价铜离子对牛肮蛋 白的二 级结构的影响
.

牛阮蛋 白 ( B
o P r样 )的小

分子 ( oB P r P s) 和大分子 ( B
o P r P )L 经初步纯化后

,

在含 C了
十

的碱性溶液 中氧化
,

用反

相柱进行氧化态和还原态的 B o P rF
C

L 和 B o P r P
〕

S 的分离
.

质谱分析证 明氧化态的 B o -

P r P L 和 Bo P r P S 分子质量分别为 二其刀麟
,

巧
.

81 9 ku
.

用远紫外圆二色谱 ( aF 卜 UV C D )

分析显示
,

B o
rP p S 在 20 8 和 22 2 nr n

处出现两个负峰
,

为典型的
a 一

螺旋型结构 ; 而 B o -

P r P L 在 22 2 lun 处负峰减小
.

与未经氧化的 BO P r p L 的质谱和 c D 结果比较后发现
,

氧化后的 Bo l、 ,p c L 在八肤重复区结合了 6 个 c了
十 ,

其卜折叠含量明显增加
.

而 c矛
+

对 Bo p r P S 二级结构基本无影响
.

B o l、 p L 结合 c了
十

的特性及其二级结构的相应变

化可能与细胞内抗 C矛
十

毒性与氧化压力有关
.

关键词 牛阮蛋 白 二价铜离子 氧化还原型 二级结构

致病性阮病毒引起可转移性神经退化疾病
,

例如 :
羊痰痒病

,

牛海绵状脑病 (俗称疯牛病 )
,

人库鲁病和克雅氏病
.

肮病毒导致一类非常特殊 的疾病
,

每一种哺乳动物的基因组 中都有肮

蛋白 ( P
r样 )基因

,

所表达的 PrP 是不致病的
,

只有当大量 P尹 发生错误折叠形成致病的阮病毒

( P
I尹

“

)时才发病
.

但 P r P 的生理功能还不清楚
.

最近实验表明 P r P 具有超氧化物岐化酶的

活性
,

在体内有抗氧化作用
,

其活性与 P r p 络合 C了
+

密切相关
,

并且推测络合 C了
+

的位点在

P r P 的八肤重复区川
.

本研究在以前工作基础上凤
” 〕成功地亚克隆

.

表达和纯化了缺少 N
,

c 端信号肤和大部

分八肤重复区的 oB l、 p s 及已报道的 oB p r P L〔3〕
.

利用飞行时间质谱和远紫外 c D 谱分析了两

种分子络合 C矛
十

的特性及 C了
+

对其二
`

级结构的影响
.

1 材料和方法

1
.

1 B o rP 拼 S 亚克隆的构建

根据 oB p r P S 的 DN A 序列川设计 引物
: 5

`

c“ C AT C c c A TA T G (男 TG ( ; TA c c c A c GG T C从 T
,

3
`

以; GA ATTC TA TT AA c

珊
c CC c cT GTT ( ;GT A

,

以 p u c lg B o

rPP 质粒圈为模板
,

进行 cP R 扩增
,

反

应条件
:
第 l 步 94 ℃ 3 m i n ; 第 2 步 94 ℃ 3 0 5 ,

印℃ 30 5 ,

7 2℃ 30 5 ; 3 0 个循环 :第 3 步 7 2℃

2X() 1一 3
一

oo 收稿
,

2侧 ) 1
一

05
一

08 收修改稿
*
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or m in
.

cP R 产物与质粒 p U C 19 同时用 B a m H I 和 2弓i” R 工酶切
.

含有 目的基因的酶切片段经

回收
,

与 p u c lg 连接
,

转化 E
.

co il DH a5 后所得 的克隆用 PC R 检测
.

阳性克隆经测序鉴定
,

称

谓 p u e l g B o P尹 5
.

1
.

2 表达载体的构建与表达

质粒 p U C 19 B o l〕 r P S 和 p E T
一

3 0 a
(本室保存 )

,

经 八七众 工和 cE
o R I 酶切

,

目的片段与 p ET
一

3 o a

连接
,

转化 E
.

co il DH a5 后所得克隆为 p E” oa oB P少
、

5
.

应用转化贮存液 (仆S )制备感受态的

君
.

e o li B皿 l ( D E3 )
,

将质粒 p E” o a B o

尸
s 和 p E” o a B o R P x

J

断3」转人其中
.

然后用异丙基书
一

D
-

硫代半乳糖昔 ( 11
y r G )诱导蛋 白表达

,

诱导方法
,

菌体破碎和包涵体的洗涤方法见文献「3〕
.

1
.

3 B o rP 拼 S 和 B o P丫拼 L 的纯化

阳离子交换层析
:
洗涤后 的包涵体溶解在起 始缓 冲液 ( 20 m m ol / L 醋酸钠

,

8 m d / L 尿 素
,

0
.

lmo F L D件 p H S
.

6 )中
,

离心并过滤 除去不溶解物
.

利用 iB o 一 C AD 灌柱层析 系统 的 OP RO S

20 H S 阳离子交换柱纯化 B o】) r l , 5
.

洗脱缓 冲液是在起 始缓冲液 中加 人终浓度为 1 mo F L 的

N a
CI

.

层析条件
: 流速 3 m U m in

,

洗脱体积 35 m L
,

洗脱梯度为 O 一 500 ~
l/ L NaC I

,

纯化后蛋

白经 SD S
-

PAG E 检测
.

氧化
:
将纯化的 oB l、 ) l

)
S 溶液的 p H 调至 8

.

0
,

浓度稀释为 800
111
岁 L

,

加人 c us 仇 使 c了
+

的

终浓度达 1 1丈11 10 1/ L
,

暴露于空气中搅拌 16 h
.

将样品溶液过滤 除去沉淀
,

利用 iM ill oP er 公 司的

iB

一
一

5 浓缩
.

反相层析纯化
:

上述浓缩样 品利用反相介质 l,o R o s凡 在 i(B
)一 C A D

一

L作站上分离氧化型和

还原型 oB l、尹 5
.

洗脱体系的 A液为 0
.

1% 三氟乙酸水溶液 ;B 液为含 0
.

09 % 三氟乙 酸的乙睛

溶液
.

洗脱时 A液和 B液混合
,

进行 O 一
60 % B 液的连续梯度洗脱

.

S D S
一

以 GE 检测产物
.

oB l、 P L 的纯化过程同 oB l
〕 r P S

,

在阳离子交换层析 中使用 p H6
.

0 的醋酸钠缓冲液
,

1
.

4 B o rP 拼 S 和 B o rP .PC L 的复性

将纯化得到的氧化型 Bo P r l) S 和 Bo l〕 I尹 I 用含 8 Io l/ L 尿素的 20 ~
l/ irT

s 一H cl ( p H S
.

0) 缓

冲液调整浓度至 100
11 19 / L

.

在 20 ~
l/ irT

s 一H cl p H S
.

0 的透析液 中透析过夜 ;更换透析液
,

继

续透析 s h
,

然后用 PE 2G 0以X) 反透析浓缩
.

样品冻干备用
.

未经 C u Z +

氧化获得的 BO I〕 1
.

1, L 的

纯化与复性方法见文献「3 〕
.

1
.

5 质谱分析

取冻干样 品溶于基质溶液 (含
a 一

氰基肉桂酸和二羚 基苯 甲酸的氯仿 )
,

1 拌L 样品溶液加在

BI F LEX lll 型 M A DL I
一

oT F 质谱仪的样品靶上
,

待溶剂挥发后送入质谱仪进行质谱分析
,

加速电

压为 19
.

5 kV
,

反射器电压为 20 kV
,

延时引出电压为 14
.

5 一
16

.

5 kV
,

延迟时间为 50
一 2X(j

n s
.

累加 10 一 5 0 次单次扫描信号得到质谱图
.

1
.

6 圆二色谱分析

冻干前将反透析所得样品经 1 2以x〕 r/ m in 离心 30 m in
,

用 0
.

22 拜m 滤膜过滤去除沉淀
,

稀释

至终浓度 4仪卜 刀
岁 L

.

样品在 Jas co 7 巧 型圆二色谱仪上测试
,

扫描范围为 19 0 一 2 50 nln
.

2 结果

2
.

1 B o P份拼 S 的纯化

p E竹 ao oB l〕 r P S 表达 产 物 oB P lxr s 为包 涵 体形 式
,

经 计算 机计 算 其 等 电点 为 8
.

6
.

经
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OP RO S 20 HS 阳离 子 柱洗 脱 收 集 的 oB P r P
Z

S 经

SD S
一

PA GE 检测确定纯度为 80 % 左右
.

反相层析

时氧化型 的 oB p r P s 在 40 % B 液 洗脱 时开始 出 盲
现

,

还原 型 的 B o p r P s 在 42 % B 液 洗脱 时 流 出 呈
(图 1 )

.

骂
经 s D s

一

以GE 检测氧化 型 oB crPP
s 的纯化产 澎

物纯度达 90 % 以上
,

见图 2
.

.2 2 质谱分析

根据质谱结果 oB P尹
二

S 的分子质量为 巧
.

81 9

k u
(图 3 (

a
) )

.

经 Cu Z 十

氧化获得的 B o P r P L 分子质

4 5 %

B 洗脱液

图 1 B
o
rP P S 的反相层析洗脱图

lP 为氧化型 B 〕1、尹 S
,

凡 为还原 型 B o l
〕r P S

2 4

18
.

4继
ù
ÙùI曰,尹64今

凡j

图 2 B
o rP P S 反相纯化后 SD -S PAG E 电泳结果

量为 24
.

(X湃 ku( 图 3 ( b) )
.

未经 C了
十

氧化获得的 B O -

P r P
,

L 分子质量为 23
.

630 ku
,

与文献仁3] 报道相符
.

2
.

3 远紫外圆二色谱分析

在 Jas
c o7 巧 圆二色谱仪上

,

氧化型的 oB P r P S 经

190
一 25 0 lnn 远紫外扫描显示

,

在 20 8 和 2 22 urn 附近

出现两个负峰
,

为典型的
a 一

螺旋型结 构 (图 4 ( a) )
.

经 anY
g
一

c h en 氏公式 s[] 计算
,

含 55
.

7% 。 一

螺旋
,

8
.

4%

件折叠
,

20
.

6% 无规卷曲
,

巧
.

3 % 转角
.

未经 c价
十

氧

化获得 的 oB p r P
三

L 含 36
.

1% 。一

螺旋
,

n
.

9% 归
一

折叠
,

19
.

0 %无规卷曲
,

33
,

0 %转角川 ;而经 c了
+

氧化获得

的 BO P r l
)
L 远紫外圆二色谱结果显示 Bo P r P

竺

L 在 20 8

nnI 处有一负峰
,

2 22 llrn 处负峰变小
,

含 28
.

8% a 一

螺

旋
,

35
.

6% 俘
一

折叠
,

35
.

6% 无规卷 曲
,

没有转角 (图 4

( b ) )
.

l 蛋白分子质量标准 ; 2 一 3 反相纯化后的 BO Prj严S

3 5 00

3 00 0

2 50 0

2 0 0 0

15 0 0

10 0 0

5 0 0

12 18 1

1 5 8 19
2 4 0 6 4

C卜

巳
以二

织赵摹韧

900800700600500400200300100

刘摹,伙职

6 8 1 0 12 14

荷质比

)一一巴
.

16 18 X 10
一 3

4 7 73 1

10 15 2 0 2 5 3 0 飞气 4 0 4 5 50 5 5

荷质比

(b )

6 0 X 10
一 3

图 3 质谱分析图

( a )经 C u Z十 氧化后 的 B o l、 P S ; ( b )经 CuZ
+

氧化后的 B O I、 p L
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。卫。赵区缪伟杀

图 4 远紫外圆二色谱扫描结果

( a )经 CuZ
干

氧化后 B o

片 P S ; ( b )经 C了
+

氧化的 B
O
P

r p咬 L

3 讨论

金属离子在生物的正常生命活动 中扮演着重要角色
.

在许多酶的活性 中心存在着低量的

金属离子
,

例如
:
超氧化物歧化酶 ( SOD )中的 c u Z 十 ,

z n Z 十 ,

固氮酶中的 M矛
+

.

c矛
+

的缺乏和紊

乱可引起人类和动物中枢神经系统 的疾病
.

例如在 M en ke S 和 W ll s on 病 中
,

因为 C了
干

的代谢

异常引起 中枢神经系统神经元的降解陈
7弓

.

用 c uP irz (,n 。 处理的小鼠可出现像羊痉痒症 中的神

经元海绵状降解和星形细胞胶质化 〔8
, ”〕

.

有实验表明
,

c u Z +

可结合于直接从动物脑 中提取的

或体外重组表达的 P I尹
,

并与其中的组氨酸鳌合 仁’ 。
,

” }
.

在优化纯化条件后
,

用 p H S
,

6 的醋酸钠缓冲液在 阳离子交换柱 oP R o s 20 H s 上 Bo l ) r l y s 可

得到较好 的纯化效果
.

利用含 C了
`

的碱性溶液氧化
,

可使部分二硫键键合
.

利用反相层析的

方法
,

一方面除去盐
,

另一方面可将氧化型与还原型的 B oP 尹 S 分开
,

有利于透析复性
,

减少沉

淀生成
,

形成正确的折叠产物
.

将未经 uC
Z +

氧化和氧化获得的 oB l〕1
.

1) 1
二

复性样品分别进行质谱分析
.

未经 Cu Z 十

氧化获

得的复性样品 B o P r l
)

`

L 分子质量为 23
.

6 30 ku
,

计算机推算分子质量为 23
.

6 87 ku
,

两者数值很

接近
.

而 C u Z +

氧化获得的 oB l〕 r l) L 复性样品分子质量为 24
.

0 64 ku
,

比预测的分子质量要高得

多
.

实验中也发现将冻干的经 C u Z +

氧化获得的 oB l 、 I洲
、

l 直接溶解在含 E DT I、 的溶液中比直接

溶解在不含 E l y FA 的同样溶液中要更 易出现沉淀
.

可能 E D
r

rA 络合金属离子而使蛋白沉淀
.

对 oB P r P L 分子上结合的 uC
Z +

的数 目
,

通过分子质量的差异计算 可知氧化后的 oB l H
, L 大约

结合 了 6 个 c了
十

.

这与文献报道相吻合〔’ 2】
.

质谱测 试 c u Z +

氧化获得的 oB l〕 I」)
,

s 的分子质量

为 巧
.

sl g ku
,

与计算机预测分子质量 巧
.

8 83 ku 基本相符
.

可见末络合 C u “ +
.

说明 Cu Z +

主要

结合部位在八肚重复区
.

uC
Z 十

对 oB P尹 L 二级结构 的影响 可通过远 紫外 圆二色谱 分析得 出
.

未经 uC
Z +

氧化获得的 oB p r P L 复性样品的远紫外 圆二色谱显示
,

在 2 08
,

2 22
n m 处有双负峰

,

为典型的高
。 一

螺旋含量的谱型
.

经 Y an g
一

c h en 公式 计算 含
。一

螺旋 36
.

1%
,

与文献报道 40 % 的
a 一

螺旋接近
.

而经 Cu Z +

氧化获得的 oB P r l洲 I 复性样 品的远紫外圆二色谱与之有很大的不同
,

从 图 4 ( b) 上看到 2 22 urn 处的负峰变小
,

20 8 n m 处的负峰依然存在
,

说 明其
a 一

螺旋 含量减少
.

计算与比较后得出
, a 一

螺旋含量减少了 8%
,

转角消失 r
,

而 各折叠 含量却升高了将近一倍
,

这

说明 uC
Z 十 的结合更有利于 件折叠的形成

.

同样条件经 c u Z +

氧化获得 的 oB l、 P S 的远紫外 圆
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_ 二色谱显示
,

在 20 8
,

2 22 mn 处有双负峰
, _

且 222 mn 处的峰没有向上抬升
,

oB P r P S 为典型的高
a 一

螺旋含量的蛋白
,

与报道类似片段
。 一

螺旋含量相似 〔̀ ,〕
.

c u Z十

氧化对 B o p r p
〕

s 二级结构无大

影响
.

由以上 B OP r P L 和 oB P r P S 的质谱
,

远紫外圆二色谱结果证明 oB P lr平L 氧化后结合了大约 6

个 C了
干 ,

并且络合部位在八肤重复区
.

S m iht 等利用 CD 对 so
一 89 位氨基酸残基的八肤区重

复片段的研究表明
:
八肤区采用一种无规则的延伸型构象

,

缺少确定的二级结构 [ ’ 4 J
.

我们的

结果说明 c了
十

结合于八肤重复区后
,

稳定了结构
,

同时也改变 了二级结构
,

使 件折叠增多
.

二

级结构的变化可能与 R P 的生理功能有关
.

有实验证明 R 砰 有 s o D 活性〔’ 〕
.

这些结构上的

变化有可能为其活性所必须
.

这需要实验进一步证实
.
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