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细菌视紫红质/聚乙烯醇复合膜的制备及相关功能研究
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摘要　细菌视紫红质 (bR)是一种独特的光敏蛋白 ,具有光致变色和光驱质子泵功能.将 bR蛋白包埋于聚乙烯醇

(PVA)基质中 ,制备了 bR/ PVA复合膜 .利用紫外 - 可见分光光度计和自制的毫秒级动力学光谱仪 ,检测了样品的吸

收光谱和光循环M中间体在脉冲光激发下随时间的变化 ;同时 ,利用凝胶扫描成像仪及相关分析软件考察了样品

成膜后的均匀程度 .实验表明 :bR/ PVA复合膜具有良好的均匀性、透明性和力学性能 ,而且 bR蛋白保持了原有的

生物活性和光学性质 ,bR与M中间体之间能达到一种光可控制的双稳态 ,M中间体的寿命也得到了显著的延长 ,证

实了 bR可以提供一个用于信息存储的模型材料.
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Abstract　Bacteriorhodopsin (bR) is a photosensitive protein , which acts as a photochromic material as well

as a light2driven proton pump. A bR was embedded in polyvinyl alcohol to prepare for optical films. The

absorption spectrum and the decay of M intermediate in the photocycle of bR were measured. The uniformity of

the samples was detected. The bR/ PVA films exhibit high uniformity , transparence and strength , while bR in

films maintains its biologic activities and optic response. In addition , the measurements support a bistable2state

model between the native state and M intermediate. In comparison with the case of bR in aqueous suspension ,

the decay of M intermediate is prolonged obviously for bR in PVA films , which might be beneficial for

information2storage applications.
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　　细菌视紫红质 (Bacteriorhodopsin ,简称 bR)是存

在于嗜盐菌 ( Halobacterium salinarium)中紫膜 (purple

membrane ,简称 PM)上的跨膜蛋白[1 ] . bR由 248个氨

基酸组成 ,分子量约为 26800 ,属于 G蛋白偶联的 7

个α螺旋跨膜受体蛋白家族.一个 bR分子中含有一

个生色团 视黄醛 ,通过质子化的 Schiff 碱基与

第 216位的赖氨酸相连[1～4 ] .

bR是一种独特的光敏蛋白.当 bR受到光照 ,视
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黄醛分子发生异构化 由 all2trans 变为 132cis [5 ] ,

并引发一系列热反应 ,经过 J , K, L , M , N , O等一

系列中间态 ,在约几十毫秒内又回复到基态 ,从而形

成一个光循环[5～17] .

伴随着光循环过程 ,由于蛋白分子发生了构象

变化 ,调节了不同基团的 p Ka 值 ,在 N端释放一个

质子 ,在 C端接受一个质子 ,即相当于将一个质子

由细胞质传输到细胞外 ,在膜的两边产生质子梯度.

而质子 ATP酶能利用所形成的电化学梯度合成细

胞内的能量“货币" ATP.这就是所谓的光驱质

子泵功能[12 ,13 ] .

为了将来能够实现器件化和产品化 ,应当设法

将 bR制成薄膜样品.但由于蛋白质自身的成膜性

较差 ,所以解决该难题的方法之一是将 bR包埋于

某种合适的聚合物基质当中.其中 ,聚乙烯醇 ( PVA)

是一种合适的基质[14～17 ] .这是基于以下几方面的

因素得出的 :第一 ,PVA膜具有显著的均一性、透明

性和力学强度 ;第二 ,PVA是水溶性聚合物 ,可避免

使用某些可能使蛋白质变性的有机溶剂 ;第三 ,PVA

材料具有较好的生物相容性 ,能使蛋白质保持其生

物活性 ;第四 ,PVA薄膜的制备技术相对成熟 ,工艺

简单可行.

1　实验方法

1. 1　材料及试剂

bR蛋白是按照经典方法从嗜盐菌株 R1M1 中

提取分离出的 ;聚乙烯醇平均分子量为 80000 ,醇解

度为 98 % ,颗粒状 (江苏启东精细化工二厂制) ;生

物缓冲剂 HEPES[ N2(22羟乙基)哌嗪2N′22 乙烷磺

酸 ,缓冲范围 pH 6. 8～8. 2 ,中国医药集团上海化学

试剂公司 ] .

1. 2　bR/ PVA复合膜的制备

称取 3 g PVA颗粒 ,加入 40 mL蒸馏水 ,再加入

0. 48 g HEPES ,在强力搅拌下油浴加热 ,使之呈微沸

状态 ,大约 35 min后 PVA全部溶解 ,得到澄清透明、

粘性较大的溶液 ,且冷却后溶液稳定 ,不发生溶胀.

此时得到的溶液中 PVA 的质量百分含量为 7 % ,

HEPES浓度为 50 mmol/ L.经检测介质 pH为中性.

将厚 1 mm的普通载玻片切割成大小为 60 mm×

16 mm的小块 ,用乙醇洗净 ,干燥备用.量取 250μL

浓度为 0. 224 mmol/ L 的 bR水溶液和 1 mL ,质量分

数为 7 %的 PVA水溶液 ,二者混合后用细玻璃棒沿

容器壁轻微搅拌 ,避免产生大量气泡 ,然后置于

SCQ2526型超声仪中超声 6 min以脱除气泡.静置片

刻后铺展于载玻片上 ,室温下干燥 24 h.得到的 bR/

PVA膜透明、均匀、易于剥离 ,且具有良好的力学强

度 ,其厚度经千分尺估测通常为 20～60μm.

1. 3　仪器及测试方法

样品的 UV2vis吸收光谱由 UV2260型紫外 - 可

见分光光度计测定.

M产物随时间的衰减过程由自制的毫秒级动力

学光谱仪跟踪记录 ,在文献[18 ]的基础上稍作改进 ,

其基本构造如图 1所示 ,用脉冲光使被研究的样品

产生光化学反应 ,并进行实时记录. M中间体的形成

时间小于 0. 1 ms ,而衰减时间一般是几十毫秒.在本

装置中采用了照相闪光灯 ,其脉冲半宽稍小于 1 ms ,

因此本仪器的时间分辨本领在毫秒级 ,只能记录 M

中间体衰减的全过程.分析光与作用光不能有较大

的重叠.从原理上讲 ,激发光的波长应选择在 bR的

特征吸收峰 568 nm左右 ,而测量光的波长应在M中

间体的吸收峰 412 nm左右.实验中 ,激发光路中选

择了透射波长大于 530 nm的截断滤色片 CB535 ,测

量光路中选择了波长 400 nm的滤色片 ZB1.由于闪

光灯光强在每次闪光时可能有所波动 ,因此用该方

法作半定量以上的分析时应多次闪光取平均.对于

薄片或膜状样品 ,应与检测光成 45°夹角放入动力学

光谱仪的样品槽中 ,以便能同时受到相互垂直的脉

冲激发光和持续测量光的照射.

测量光透过样品后进入单色仪 ,经光电倍增管

接收并放大信号后送至波形存贮器中.波形存贮器

是本装置的关键设备.在触发下对输入信号进行采

样.每 2个采样点的间隔时间可在 2μs至 100 ms间

设定 ,每一次触发 ,它就按设定的速率采集 1024个

数据.这些数据存贮后 ,显现于示波器上 ,并可送至

计算机中.定时器控制触发时间 ,使波形存贮器能够

先记录下未发生光化学反应前的信号以作比较 (在

计算机上通过一个自行设计的软件 ,读取波形存贮

器中的采样数据 ,并以后缀名 wsv将数据以 ASCII

码存盘 ,可用数据处理软件如 Origin直接导入) .

复合膜的均匀程度由凝胶扫描成像仪和凝胶分

析软件 Gel WorksTM 1D Software观察.

2　结果与讨论

2. 1　bR/ PVA复合膜的紫外 - 可见吸收光谱

为了探测蛋白质在聚合物基质中是否仍保持其

生物活性以及在聚合物膜中 bR的某些光学性质是

否发生改变 ,本实验首先测量了bR/ PVA复合膜的
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图 1　自制动力学光谱仪示意图
(a) 装置图 ; (b) 激发光和测量光示意图

Figure 1　Schematic presentation of self2made kinetic spectrophotometer

(a) Spectrophotometer ; (b) specific presentation of sample slot

紫外 - 可见吸收光谱 ,并与 bR在中性水介质中的光

谱作了比较.

图 2 中的谱线分别为 bR 蛋白在水溶液、干膜

(即 bR水溶液在玻璃片上经干燥后形成的薄膜)和

PVA复合膜中的紫外 - 可见吸收光谱 ,三者在可见

光区的最大吸收都在 568 nm左右 ,在紫外区也会产

生由芳香族氨基酸引起的吸收峰 (280 nm) .由此图

可以看出 ,用上述方法制得的 bR/ PVA复合膜依然

保留了 bR蛋白的特征吸收峰.

图 2　不同介质中 bR紫外 - 可见吸收光谱比较

a—bR水溶液 ; b—bR干膜 ; c—bR/ PVA复合膜

Figure 2　The UV2vis absorption spectrum of bR in different media

a—bR Aqueous suspension ; b—bR dried film ; c—bR/ PVA film

2. 2　bR/ PVA复合膜的光化学性质

本实验还进一步比较了 bR在水溶液中和在复

合膜中的光化学性质.图 3中的曲线分别为 bR蛋白

在水溶液、PVA复合膜和干膜中的光循环产物 M412

的衰减曲线.在 bR/ PVA复合膜和 bR干膜中 ,M中

间体的寿命得到了显著的延长 ,这对于将来利用 bR

∴M双稳态模型制作信息存储材料是十分必要的 .

图 3　不同介质中M中间体衰减过程的比较

a—bR水溶液 ( t1/ 2 = 4 ms) ; b—bR/ PVA复合膜 ( t1/ 2 = 1130 ms)和 c—

bR干膜 ( t1/ 2 = 1550 ms) .插图 : bR水溶液中 M中间体随时间的衰减

过程

Figure 3　Decay process of M intermediate of bR in different media

a—bR Aqueous suspension ( t1/ 2 = 4 ms) ; b—bR/ PVA film ( t1/ 2 = 1130

ms) ; c—bR dried film ( t1/ 2 = 1550 ms) . Inset : decay process of (a) in

millisecond time scale
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同时 ,上图也表明 ,在水溶液、PVA复合膜和干膜中 ,

bR蛋白均保持了它特有的生物活性和光学特性 ,证

实了这种蛋白质良好的离体稳定性[19 ] .

2. 3　双脉冲激发下 bR ∴M的可逆转变

在 bR的光循环过程中 ,存在一个蓝光效应 ,即

在通过橙色脉冲光将 bR激发到中间体M后 ,再用蓝

紫色脉冲光照射又能回到 bR初态 ,这样 ,bR与M中

间体之间就能达到一种光可控制的双稳态.理论上 ,

通过两种稳定分立状态之间的相互转变即可实现信

息的存储与擦除 ,从而为构建蛋白质存储器提供了

一个良好的模型[20 ,21 ] .

为了探究 bR在 PVA复合膜中是否仍然存在蓝

光效应 ,我们设计了如下实验 :在由图 1所描述的试

验装置中略加改进 ,采用两个闪光灯提供双脉冲触

发光源.第一个闪光灯透过橙色截止滤色片 CB535

( > 530 nm)照射到样品上 ,激发 bR产生光循环 ;在

光循环结束之前 ,用另一个闪光灯透过蓝紫色滤色

片 ZB1 (350～450 nm)再次照射样品.检测光波长同

样是 412 nm ,可以记录下M中间体在受蓝紫光辐照

后的变化 ,如图 4 所示.实验结果表明 ,第二束脉冲

光确实将M产物泵回了 bR基态 ,可见在 PVA复合

膜中 ,bR依然保持了其独特的蓝光效应.

2. 4　bR/ PVA复合膜的均匀性

利用 PVA作为基质制作薄膜的一个很大的优势

就是其均匀性.我们通过凝胶扫描成像仪以及相关

的凝胶分析软件可以方便地观察到复合膜的均匀程

度 ,见图 5所示.

图 4　(a) bR/ PVA复合膜的双脉冲激发实验结果与 (b) bR ∴
M双稳态示意图

Figure 4 　(a) Two2pulsed2light experiment in bR/ PVA film and

(b) simplified model of bR ∴M bistable2state

我们将 bR/ PVA复合膜在暗室内紫外光照下的

CCD成像照片人为地划分为三个区域 ,在每个区域

分别按纵向连续取点 ,而后对每个点的灰度进

图 5　bR/ PVA复合膜均匀性的测试结果

Figure 5　Image of bR/ PVA film and detection of its uniformity

2122 　　　　　　化 学 学 报 Vol. 60 , 2002



行分析 ,并绘制成图线 (纵坐标为各点的灰度值 ,范

围从 0～255 ;横坐标为各点的相对位置) .从图 5中

可以看出 ,三个区域中各点的灰度值基本保持在一

条直线上 ,也就是说 bR在复合膜中各处的分布大致

上是均一的 ,从而体现了 bR/ PVA复合膜的良好的

均匀性.

3　结论

各项检测结果表明 ,利用文中所述方法制备的

bR/ PVA复合膜 ,能很好地保持 bR蛋白原有的生物

活性和独特的光学性能 ,所用的材料、试剂及整个制

备过程均不会导致蛋白质失活.而且 ,在聚合物基质

中 ,bR的光循环产物M中间体的寿命得到了显著的

延长 ,bR ∴M的双稳态模型也有十分明显的体现 ,这

对于未来在光信息存储方面的应用是有利的.同时 ,

bR/ PVA复合膜在均匀性、透明性和力学强度等方面

也具有明显的优势.相信利用 PVA制备 bR薄膜样

品的方法 ,将会为与 bR相关的基础研究以及产品开

发提供一条有效的途径.
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