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天花粉蛋白的化学

VI. 用激光拉曼光谱研究天花粉蛋白的二级结构

方一行费 朱自莹 何大约 田庚元
(中国科学院上海有机化学研究所p 上海〉

由天花粉蛋白的水和重水溶液的激光拉曼光谱p 测得散股 III 谱带 1240 cm-1 和曹先胶 I

谱带 1632， 1660 cm-1 对 CH2 弯曲模式 1448 cm-1 的强度比值.按 Lippert 等建立的方程组作定

量计算p 求得天花粉蛋白的二级结构含量为 α-螺旋 43.5% ， β-折叠 31.3% 和无序 25.2%，它们与

4λ 分辨率天花粉蛋白单晶X 射线衍射法的结果相一致.同时p 研究了上述禧浓的冻干粉状固体的
二级结构p 经过冻干p 使其中约 10% 的 β-折叠转变成无序构象p 而 α-螺旋含量无明显变化.在水溶

液中p 由测得的 1850/1830 比值计算p 天花粉蛋白中的路氨酸残基约有 80% 呈"暴露式".

激光拉曼光谱应用于蛋白质结构研究，近十余年中已取得了明显成效，它能提供许多结构

信息口，气特别是酷胶 I 和 III 谱带对蛋白质的二级结构构象极为敏感，并已研究成多种定量测

试方法ES435 它适用于多种状态的样品测试，是其他方法不能解决的.天花粉蛋白是我国发现

的一种具有终止娃振作用的植物性球蛋白ES， 91，我们已测得它的粉末固体的激光拉曼光谱，对

有关结构和组成氨基酸的信息谱带作了初步讨论(10) 为了深入研究它的二级结构和不同状态

时的构象变化，再次用激光拉曼光谱对它作进一步的研究，求得的二级结构含量与 4Å 分辨
率 X 射线衍射法U1) 的结果相一致. 经过冻干后的天花粉蛋白显示出约有 10%β一折叠转变

成无序构象的变性现象，而 α-螺旋无明显变化.

实验

试样制备 取 150mg 结晶天花粉蛋白L12) 置于 5mL 离心管中，加入 2.5mL 重蒸水

(或重水)，小心搅拌，使结晶充分分散于溶剂中，放入冰箱过夜.次日离心 (4000 转/min)

25 min，除去不搭物，得无色透明溶液，含量约 3笋， pH6.8. 

将上述水和重水溶液分别放置于小试管中，经真空冷冻干燥，得天花粉蛋白冻干粉状固

体.

光谱记录 使用 Ar+ 激光光源，激发波长采用 5145λ 或 4880Å，测定溶液样品时所
用功率为 180mW; 测定固体样品时所用功率为 80mW. 毛细管装样， 90 00 照射.用 T-800

型激光拉曼光谱仪记录谱图，光子计数，时间常数 10日，扫描速度 20cm-1/min，采集 550....，

1800cm-\ 每谱重复记录五次F 每次测得的有关二级结掬谱带的强度与五次乎均值的差在

士0.05 以内.
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结果与讨论

表 1 为天花粉蛋白水和重水溶液及它们的冻干粉的拉曼光谱数据.在水溶液的谱中，它

的酷胶 I 受到 H20 散射强谱带干扰，但可观察到酷胶 III 宽谱带，其中有表征 α一螺旋的
1275, 1255 cm-1 谱带和表征 β一折叠的 1240 cm-1肩峰.由重水溶液谱，在酷股 I 宽谱带中
出现表征 β-折叠和无序的 1670， 1660 cm-1 谱曲幸和 α-螺旋的 1655cm-1 ì普峰，而原酷胶

III 区域由 D20 强散射干扰，负代的酷胶 III 位移至 930"，9600m-1 范围，呈强的宽谱带，其中
9300m-1 表征 r螺旋构型， 9600m-1 谱带归属为无序的 C-O，，-N 骨架振动.

表 1 天花柑蛋白水和重水溶液及冻干(水)和(重水)粉的主要拉曼谱带给

νmax (cm-1) 
f旨 定

7]<. 重水 冻干(水) 冻干(重水)

1660(7.96) 1667 1660(8.15) Il股 I(声和无序结构)

1650 1655 1655 
歌胶 I(a-螺旋结构)

1632(6.64) 1632 1632(6.09) 

1615 1610 1608 自各主主改残基

1448(10.00) 1岳48 (10.00) 1448(10.00) 1448 (10.00) Cll2 弯曲振动

1332 1335 1335 1335 CH2 弯曲振动

1275 1263 Il陵 III(α 螺旋结构)

1255 1250 1254 
Iílt胶 III(β 和无序结构)

1240(5.90) 1240(5.54) 

1205 1203 

1127 1127 1165 1124 
C-N 振动

11盈8

1095 

1028 1028 1027 1029 

1000 1002 998 1000 苯丙氨酸残基

955 960 956 952 
c--cα-CN骨架振动

924 921 924 

850 850 846 84生

酷氨酸残基
826 826 822 822 

642 640 627 路氨酸残基

622 618 618 苯丙氨酸:残基

·表中括号内的数字为谱带强度，用作二级结构的计算.

用拉曼光谱定量测定蛋白质的二级结构p 自 1976 年以来已创立了多种计算方法胁气其中

Lippert 等人l4J 建立的方法是用聚-L一赖氨酸的三种构象为模型，将 12400皿-1 和 1660cm-1

表征β一折叠和无序构象， 16320m→为 r螺旋构象，列出如下的四阶联立方程组:
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C蜜白质11240蛋白质 =f".112剑a十fsl12Ml+fR11240R 

C擅自/Ji.1163z:蛋白质=1"，11632α十Is11632β十IR11632R

C蛋白质11660蛋白质=1"，11660α十Is116608+IR11660R 

fα十fβ十IR=l

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

其中 ， I124~蜡 (.I163l白!ll!I161o白质〉为被测蛋白质水(重水〉溶液拉曼光谱中 1240 cm -1 (1632 , 1(60) 

谱带的强度与 OH2 弯曲模式 1448cm→强度的比值;1山oa(I1G3~，I1660n) 为聚一L-顿氨酸的三神

构象与 OH2 模式 1448cm-1 的强度比值; la, !E, fn 分别代表被测蛋白质的 α-螺旋， β-折叠和

元序的百分比组成;0蛋白质是被测蛋白质 OH2 模式比例常数.该计算方程组建立后，己对十余

种天然蛋白质进行了二级结柑定量计算，取得了与 X 射线衍射法相一致的结果比13 ， 14l我们认

为该方法虽不如 Williams 等人m 的方法可以定量地鉴别有序、无序螺旋、平行和反平行折叠、

反转等多种构型3 但它是比较简便和基本有效的.表 2 列出聚-L-赖氨酸三种构象的酷胶谱带

(1240, 1632, 1660c皿-1)对 OH2 1448 cm-1 模式的相对强度数据，它是 Lipper也等的修正值[剑，

它切合用于天花粉蛋白，因天花粉蛋白酷股 I 中最高峰值低于模型聚-ι赖氨酸约5cm-1 •

用表 1 数据按 Lippert 等的方程组作定量计算，求得天花粉蛋白的二级结构含 α 螺旋

43.5% ， β一折叠 31.3%，无序 25.2%. 表 8 列出本工作和 X 射线衍射法口气圆二色性

(OD)法(1;;] 对天花粉蛋白二级结构测定的结果，它表明拉曼光谱法与 4λ 分辨率的 X射线衍
射法更为一致.按同理，我们计算了由天花粉蛋白水和重水溶液经真空冻干的固体粉末的二

级结构，它们是 r螺旋 42.3笋， β-折叠 22.2兜， 无序 35.5%. 这是因为，当天花粉蛋白质

榕液经过冻干这个过程显示出它的二级结构发生了部分变化，其中有 1。如 β-折叠转变成元

序构象，而 α-螺旋元明显变化.

在多肤和蛋白质的拉曼光谱中，谱带 850cm-1 和 830cm-1 是黯氨酸残基的对位取代苯的

表 2 聚-L-赖氨酸和天在粉蛋白三种构型的拉是强度对 1448 cm-1 谱带强度的比值

一 水溶液 重水溶液

1240 cm-1 1632 cm-1 1660 cm-1 

聚-L-赖氨酸， (t…螺旋骨 0.00 0.80 0.55 

聚-L-赖氨酸pβ-折叠曾 1.20 0.72 0.88 

聚-L-赖氨酸，无序缔 0.60 0.08 0.78 

天花粉蛋白 0.59 0.6韭岳 0.796 

天花粉蛋白冻干粉 0.554 0.609 0.815 

份数据取自文献 [4J 中的表 II.

表 3 拉曼先谱、×射线衍射、圆二色性法测定天花粉蛋白二级结构的比较

白
蜡
工

拉
溶液

冻干粉

注

X射线衍射 (4 Á) 

圆二色性 (CD)
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有关振动.由于环的呼吸振动和西外弯曲振动倍频之间的费米共振，它们总是成对地出现，而

且这两谱带的强度比，表征着醋氨酸残基所处环境，并定量地表示它呈"暴露式"或"埋入

式"(16l 我们测得天花粉蛋白水榕液的 1850/1830 比值为 1.10，天花粉蛋白中含有 13 个酷氨

酸E1M83，由公式。.5N(埋λ)+ 1.25N(础产1850/[830 计算E153，约有 10 个("，80%)呈"暴露式"状

态
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CHEMISTRY OF TRICHOSANTHIN 

VI. D卫TERMINA'l'ION OF THE SEOONDARY STRUCTUR]1~ OF 
TRICHOSANTHIN BY LASER RAMAN SPEOTROSOOPY 

FANG Yr-XrNG赞 ZHU Zr• YrNG HE DA-JUN TrAN GENG-YUAN 

(Shanghai Institute of Organic Ghemistry, Aω仿佛ia Sinica, Shanghai) 

ABSTRACT 

The Raman speotral intensities of trichosantbin at tbe oonformation sensitive 

frequenoy 1240 om-1 in H 20 (amide III) and 1632cm• and 1660om-1 in D20 (amide 1) ) 

relative to the i旭nt旬ens挝it可Y of 1448c皿-1 methy lene band waωs 皿e侃aSu盯1刀ηr叫. The secondary 

struotural oontent of triohosanthin waS oalculated aooording to tbe metbod developed 

by Lippert et al: 43.5如 for α，-helix， 31.3% for β-sbee也 and 25.2% for disordered. 

Tbose values are in agreement wHh the results of X-ray crystal analysis of 4λ 

resolution. Lyophilized poweder of tbe above triohosantbin solution are measured by 

tbe same method. It i丑dio时倒也hat abou也 10%β-sheet waS ohanged to the disordered 

conformation and a-helix oonten也 remains unohanged. 

In aqueous solution, quantitative treatment of Ra皿an data proved that abou也 80%

tyrosíne residues are ((exposed". 
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