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H+对溶菌酶热变性过程的促进机制
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摘要:利用自发拉曼光谱方法研究了 H+ 在溶菌酶热变性过程中对其起始变性温度的影响,分析

了H+在溶菌酶变性过程中与其分子上氨基酸残基相互作用的动力学过程.在变性过程中同步记

录并分析了所有的拉曼谱带.研究表明,H+ 加速了溶菌酶的热变性过程,在此过程中,H+ 削弱了

溶菌酶分子残基间形成的氢键,该氢键是维持蛋白质稳定三级结构的次级键的组成部分之一.此
外,在此过程中,溶菌酶更靠近分子内部的氨基酸残基的起始变性温度表现出低于外层氨基酸残基

的变化.这直接揭示了溶菌酶热变性过程在H+的作用下遵从由内到外的变性机制.本研究不仅揭

示了H+在溶菌酶热变性过程中的促进机制,还说明了同步拉曼分析是研究离子对促进蛋白质变

性机理的有力方法.
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Abstract:Inthisstudy,Ramanspectroscopywasemployedtostudythekineticmechanismoflysozyme
denaturationathightemperaturesinducedbyH+.AlloftheRamanbandsweresynchronouslyrecorded
andanalyzedduringthedenaturationprocess.Itwasfoundthatthedenaturationprocessoflysozymewas
acceleratedinthepresenceofH+.ItwasdemonstratedthatH+reducedtheinfluenceofhydrogenbond
thatisoneofthesecondarybondstomaintainthetertiarystructureoflysozyme.Morever,itwasfound
thatthesidegroupsremotetothelysozymemolecularsurfacechangedbeforethoseonthesurfaceduring
thedenaturation.Itdirectlyrevealstheinside-outmechanismcausedbyH+inlysozymedenaturationwith
increasingtemperature.Thisstudynotonlyprovethatlysozymedenaturationwasacceleratedinthe
presenceofH+,butalsoillustratethissynchronousRamananalysisasapowerfulmethodtostudythe
denaturationmechanismsofotherproteinscausedbyavarietyofions.
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0 引言

蛋白质的物理和化学性质与其特殊的分子结构

密切相关,因此,蛋白质的错误折叠和聚集会直接导

致其变性和纤维化等现象,诱发众多人类疾病.大量

的研究表明:老年痴呆症、帕金森症和Ⅱ型糖尿病等

都源于蛋白质错误折叠和聚集形成的不溶性β淀粉

样原纤维[1-2].因此,蛋白质变性相关的研究一直以

来都是生物物理和生物化学研究的热点.
蛋白质的特异性空间结构主要由二硫键的交联

以及次级键共同作用实现[3].在不同的溶液pH值、
离子强度和共溶剂的影响下,这些分子间作用力能

够促进蛋白质的展开,增强疏水相互作用,减少离子

键的数量,削弱氢键作用,破坏二硫键等[4-6].其中,
pH对蛋白质变性的影响主要通过静电作用和氢键

作用体现,例如,水环境中pH对丝素蛋白的二级和

三级结构有较大影响,在酸性条件下(pH =4~5.
2),丝素蛋白链内的氢键被破坏,蛋白质结构从无序

卷曲状转变为舒展状态,并且在伸展过程中形成链

间氢键,最终形成不溶性的纤维状蛋白[7].
鸡蛋清溶菌酶作为一种较简单的蛋白质分子,

常常被用作模型蛋白研究相关的变性过程.1963
年,Canfield[8]测定了鸡蛋清溶菌酶分子的化学成分

和相应的氨基酸序列,证实其分子量为14307.之后

的研究进一步确认了鸡蛋清溶菌酶分子是由129个

氨基酸组成的多肽链,其中主要是4个二硫键交联

半胱氨酸残基64-80、76-94、6-127和30-115构成的

α-helix构象[9-10].作为水溶性球蛋白,鸡蛋清溶菌酶

分子不具有纤维状蛋白质一样的重复序列,在水溶

液中主要靠疏水相互作用和氢键保持结构的稳定

性,并且它是一种少数可以在酸性环境中保持高度

稳定性的酶分子,仅在pH<2时才会发生明显的变

性.前人的研究表明:溶菌酶分子保持稳定结构的最

适合pH值范围为5~6,在该范围内其变性温度最

高,不易发生变性[11].
以往,人们已经采用多种实验技术手段开展了

溶菌酶分子在各种诱导作用(加热、酸性、金属离子

等)下变性过程的研究,如核磁共振、圆二色光谱、傅
里叶变换红外光谱、差热扫描法等,获得了许多重要

的微观结构和动力学信息[11-14].最近,本实验室通

过检测各特征结构(如α-helix和β-sheet等)的拉曼

光谱指针变化,确认了溶菌酶分子在热变性和化学

变性过程中的多步动力学变化机制[12].在此基础

上,本实验室完整地获得了溶菌酶分子在酸性热孵

育条件下变性直至生成淀粉样纤维的动力学过程,
提出了四阶段分步变性模型[15],以及澄清了金属铝

离子对溶菌酶分子变性的独特作用[16].尽管酸性条

件是已知的重要蛋白质变性诱导因素,能够有效加

快蛋白质变性速率,但是对不同的蛋白质结构来说,
其作用方式必然有所不同.以溶菌酶分子为例,
Venkataramani等[11]在酸性条件下的傅里叶变换

红外光 谱 中,发 现 其 二 级 结 构 的 特 征 谱 带———
AmideI谱带存在明显的位移和强度变化.其中,对
应反平行β-sheet结构的1613cm-1 谱峰逐渐蓝移

至1617cm-1,且 强 度 显 著 增 加;α-helix 对 应 的

1654cm-1 谱峰强度则相应减弱;此外,随着pH 值

的不同,其变性温度亦有所改变.Lewis等[17]通过

差热扫描和拉曼光谱等实验手段也研究了溶菌酶分

子二级结构α-helix、β-sheet、β-turn和无序卷曲结构

等对pH值变化的响应,他们证实在酸性条件下,随
着pH值的降低,α-helix向β-sheet结构转变的变性

温度也逐渐降低.然而,上述研究均忽略了三级结构

对pH的响应,这显然不足以完整反映酸性条件中

溶菌酶的多步变性机制.
为了澄清pH 对溶菌酶分子变性温度的影响,

本文采用自发拉曼光谱方法实时记录了其在热酸变

性过程中,不同二级和三级结构对应的特征拉曼谱

带的动态变化.考虑到溶菌酶分子的酸稳定性,本文

仅考察了pH =2、3、4条件下的热变性过程.通过

对比不同pH 条件下的变化趋势,讨论了pH 值对

溶菌酶二级和三级结构变性温度的影响,从而在微

观尺度上描绘了氢键作用在溶菌酶变性过程中的动

力学机制.

1 实验方法和材料制备

鸡蛋清溶菌酶(活性:22800U/mg)购买自圣工

生物工程(上海)股份有限公司,使用时未进行进一

步的提纯.实验过程中,溶菌酶在水溶液中的初始质

量浓度均为10%.溶剂采用盐酸水溶液,由99.9%
的浓盐酸稀释得到不同pH 值,最终的溶液pH 值

由pH计测定.
实验中,溶菌酶盐酸溶液被分别装入若干长方

体石英比色皿中(1mm×1mm×3mm),置于冰箱

保存.热孵育变性在恒温加热槽(THD-2006;宁波)
中进行,从25℃到85℃,间隔取5℃或2℃,每改变

一次温度后,重新取样并置于预设温度的加热槽中
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恒温30min后立刻进行拉曼光谱测量,如此取样过

程可以避免将样品池直接放入恒温槽连续升温测量

带来的叠加效应.
自发拉曼光谱系统与之前的实验研究系统相

同[12,15-16,18-23],这里仅做简单地描述.本实验采用了

自主搭建的背向散射拉曼光谱检测系统,激发光源

为4W 功率的准连续激光器(532nm,VerdiV5;
Coherent).输出的线偏振532nm激光经透镜聚焦

在样品池上,散射光由收集透镜和偏振系统选择汇

聚,其中,仅选择与入射光偏振方向平行的散射光,
即本实验中所采集的偏振拉曼光谱为平行光谱.线
偏的拉曼散射光经三重单色仪(TriplePro;Acton
Research)分 光 后,由 液 氮 冷 却 的 CCD 相 机

(Spec10:100B;PrincetonInstruments)记录.实验

利用汞灯的标准谱线校准了散射光的波长,所得拉

曼光谱的光谱分辨率为1~2cm-1.单一温度下的

光谱采集时间约为40~50min,且每个温度下光谱

采集所用时间相同.
实验中,我们主要采用了溶菌酶分子二级结构

和三级结构对应特征拉曼光谱谱带的拉曼频移和半

高全宽(full-widthhalf-maximal,FWHM)作为光

谱指针,其谱带的中心拉曼位移和半高全宽由高斯

函数拟合得到.峰参数与温度的关系可由前人研究

文献中得到[24-27],符合sigmoid曲线.在本实验中,
我们只需对sigmoid曲线的上升沿做拟合,因此可

以由如下函数(1)进行拟合:
S=S0+A·exp (T-T0)/ΔT  ) (1)

式中,S 和S0 是光谱指针在不同pH时待测温度T
和中 性 25℃ 条 件 时 的 峰 参 数 (拉 曼 频 移 或

FWHM);T0 为未加热时的初始温度;A 为由pH
引入的、对由温度影响峰参数改变的调制,当T =
T0 时,S =S0+A 是单纯由pH的改变导致的峰

参数的改变;1/ΔT 是速率常数,表征指针增长的快

慢.考虑到本实验主要关注各指针在不同pH 作用

下出现明显变化的先后顺序,为此,本文近似以曲线

斜率具有明显变化时的温度作为该曲线条件下的起

始变性温度点.

2 结果与讨论

2.1 溶菌酶分子的自发拉曼光谱

图1为实验记录的25℃下,700~1750cm-1 范

围内溶菌酶分子盐酸溶液(pH=2)的自发拉曼光

谱.显然,其中包括了大量的官能团振动峰,参考以

往的光谱标识结果[28-37],我们主要选取了若干常用

的拉曼光谱指针,用以分别表征溶菌酶分子骨架振

动(与二级结构密切相关,以红色标注)和侧链基团

振动(与蛋白质三级相关,以蓝色标注).不仅如此,
这些指针在图1中也相对独立,受附近的振动峰影

响较少,能够较为准确地描述溶菌酶分子在不同温

度和不同pH条件下的分子结构变化趋势,从而反

映出溶菌酶分子的变性程度.

图1 25℃时,溶菌酶盐酸溶液的自发拉曼光谱

Fig.1 RamanspectraoflysozymeinHClat25℃

表1列出了以上光谱指针的具体振动模式描

述.其中,935cm-1 的振动带由蛋白质分子中处于α
螺旋结构的N—Cα—C基团伸缩振动引起,其拉曼

位移和强度与N—Cα—C基团的构象和布居密切相

关[28,30-31,35,37].位于1640~1685cm-1 区域的宽带

为酰胺I(AmideI)谱带,中心位移在1658cm-1 附

近,主要振动模式对应羰基C=O和C—N键的耦

合伸缩振动以及少量N—H面内弯曲振动[29,35].以
往的大量拉曼光谱研究[30,35]已经得到共识:不同蛋

白质二级结构中 AmideI谱带的中心位置略有差

异,α-helix主要位于1640~1654cm-1,高度有序的

β-sheet则处于1665~1680cm-1,而包括β-turns和

疏松的β-strands等无序结构(randomcoil)则处于

两者之间(1654~1665cm-1).这样,随着蛋白质二

级结构由α-helix向β-sheet的转变,该谱带的中心

拉曼位移必然发生一定程度的蓝移.由于以上两个

拉曼谱带均是由肽链骨架结构的振动形成的,因此,
常常作为蛋白质二级结构的敏感光谱指针,用以反

映蛋白质变性过程中的二级结构变化.
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表1 溶菌酶分子各特征拉曼振动指针的标识和相应的振动模式描述

Tab.1 ParametersandtheassignmentsofRamanbandsoflysozyme

GroupsFrequency/(cm-1) Assignment Parameters

skeletons
N—Cα—C 935 stretchingofN—Cα—Csegmentinα-helix[30,35,37] Peakposition

Amide 1658
AmideImodeasthecouplingmodeoftheC=OandC—Nstretching
vibrationandasmallamountofN—Hin-planebendingvibration[29,35]

Peakposition

Sidegroups

Trp 759 coupledvibrationsofin-phasebreathingsofbenzeneandpyrrole[28,36] FWHM
Trp 1554 stretchingofC2=C3segmentinbenzene[30,33] Peakposition

Tyr 837/857
doubletofFermiresonancebetweentheringbreathingmodeandovertone
ofout-of-planeringdeformation[30,34]

Peakposition

Phe 1005 ringbreathingofbenzeneinPheaminoresidue[35,37] FWHM

  蛋白质的三级结构在其变性过程中同样会发生

显著的改变,而这些三级结构主要是由肽链在二级

结构的基础上进一步盘绕、折叠形成的.三级结构的

维持主要依靠氨基酸侧链之间的氢键、疏水相互作

用、范德华力和静电作用,因此,它们的振动频率显

然对氨基酸周围环境极其敏感.在拉曼光谱中,带芳

香基侧链基团的氨基酸常常具有较为突出的光谱贡

献,如图1所 示.这 里,我 们 主 要 选 取 了 色 氨 酸

(Trp)、酪氨酸(Tyr)和苯丙氨酸(Phe)作为代表,用
以研究溶菌酶蛋白在变性过程中的三级结构变化.
位于759cm-1 处拉曼谱带对应Trp中苯环和吡咯

环的同相呼吸振动[28,36],而其苯环的C2=C3 伸缩

振动则位于1554cm-1 处[30,33].Tyr中芳香环呼吸

和平面外环振荡变形之间的费米共振导致出现位于

837cm-1 和857cm-1 处的双峰结构[30,34].Phe的

苯环呼吸则位于1005cm-1 附近[35,37].
图2显示了溶菌酶蛋白质在不同pH作用下孵

育30min后二级结构变化导致拉曼光谱指针谱带

变化的细节图.显然,随着温度从25℃逐步增加至

84℃,N—Cα—C和 AmideI谱带均表现出明显的

蓝移,并且不同pH条件下蓝移程度不同.935cm-1

附近的 N—Cα—C伸缩振动模的中性频率位移由

pH为4时的1cm-1 增大至2cm-1(pH =3)和
3cm-1(pH =2).类似的,AmideI带的谱峰也发

生了蓝移,分别从1658cm-1 变化至1667cm-1

(pH=2)、1663cm-1(pH=3)和1664cm-1(pH=
4).这些谱峰位移表明溶菌酶蛋白质的二级结构由

α-helix向无序结构和β-sheet结构转变,这与以往

利用量热法和拉曼光谱手段对热酸诱导蛋白质变性

过 程 中 二 级 结 构 构 象 变 化 的 研 究 结 论 完 全 一

致[38-39],并且与Venkataramani等[11]利用红外光谱

对蛋白质热酸变性的研究结论相符,均表明随着

pH的降低,蛋白质的二级结构变性程度加深并呈

现出对pH响应的非线性变化趋势.

不同颜色表示不同孵育条件,黑色为25℃、pH=2.0;红色为

85℃、pH=4.0;蓝色为85℃、pH=3.0;绿色为85℃、pH=2.0
图2 溶菌酶蛋白二级结构的光谱指针

在热酸性条件下孵育变性的拉曼光谱图

Fig.2 TheRamanspectraofdenaturationoflysozymesecondary
structureundertheconditionofhightemperatureandacid

对Trp、Tyr和Phe为代表的三级结构光谱指

针而言,类似的变化也可以清楚地被观测到(图3).
当溶液pH为4.0时,随着热孵育的温度增加,759
cm-1 处Trp谱峰的FWHM由7cm-1(25℃)逐渐
加宽至9cm-1(85℃),而当pH降低至2.0时,这个
增宽更为明显,其FWHM 增长至11cm-1(85℃).
这种加宽反映了溶菌酶蛋白在变性过程中侧链Trp
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残基的构象更为复杂无序,即随着水解的发生,蛋白

三级结构逐渐松散,Trp基团的侧链对应C2=C3—
Cβ—Cα 二面角增大[40-41].此外,随着pH值的降低,
更宽的Trp基团FWHM意味着其水解的程度进一

步增大.Trp基团的另一振动谱峰(位于1553cm-1

处)也表现出类似的动力学行为,其中心位置发生了

红移.在pH为4的条件下,由1553cm-1(25℃)微
弱红移至1552cm-1(85℃),而当pH降至2时,红移

进一步加强至1551cm-1(85℃).
对Tyr残基而言,图3(c)中清楚地显示出溶菌

酶蛋白水解展开时,Tyr在837cm-1 和857cm-1

处的费米共振双峰发生了红移.在pH为4时,两峰

分别从836cm-1 和855cm-1 红移至832cm-1 和

854cm-1,在pH 为3时,则分别红移至830cm-1

和854cm-1,当pH进一步降为2时,则红移至829
cm-1 和853cm-1.考虑到Tyr残基和水分子间的

作用力越强,红移越明显[34,42],因此,实验观察到的

Tyr基团的谱峰红移与溶菌酶蛋白的水解密切相

关,随着三级结构的破坏,越来越多的 Tyr残基暴

露在水环境中,相互作用加强.图3(d)显示了残基

指针Phe的FWHM的变化,从图中可以看出,在溶

液初始pH 值由4降低至2的过程中,其FWHM
由3cm-1 分别增长至4cm-1、4cm-1 和5cm-1.
这些溶菌酶分子的侧链基团的变化表征了溶菌酶在

变性过程中的三级结构的变化,并且表明了pH 值

越低,其变性程度越高.

不同颜色表示不同孵育条件,黑色为25℃、pH =2.0;红色为85℃、pH=4;蓝色为85℃、pH=3;绿色为85℃、pH=2
图3 溶菌酶蛋白三级结构的光谱指针在热酸性条件下孵育变性的拉曼光谱图

Fig.3 TheRamanspectraofdenaturationoflysozymetertiarystructureundertheconditionofhightemperatureandacid

2.2 溶酶菌变性温度随溶剂pH的变化

图4是各溶菌酶分子氨基酸残基随温度以及

pH值变化的曲线图,在较低温度下,各残基几乎不

随温度的变化而发生改变,且各指针随pH 减小其

拉曼频移或FWHM变化不大.此外可以看到随pH
值的降低,溶菌酶的起始变性温度降低,与前人研究

溶菌酶热稳定性对pH响应的结论相符合[11],这主

要是由于溶液中 H+ 浓度增大后,侧链基团间形成

的氢键被削弱.
图4显示了溶菌酶二级结构指针N—Cα—C和

AmideI谱带在不同pH值溶剂中孵育时由温度变

化导致的谱带位置的改变,显然溶菌酶在pH 值为

2时的二级结构变化早于pH值为3和4的盐酸溶

液,分 别 为 60℃、75℃、75℃ (N—Cα—C),60℃、

67.5℃、67.5℃(AmideI).可以看到在本实验的结

果中,溶菌酶蛋白二级结构在pH 为3和4的溶液

中显露出几乎同步的变性过程,但是在pH 值为2
的溶液中,无论是N—Cα—C谱带还是AmideI谱

带,都显示出了明显快于在高pH 值溶液中的变性

速率.这表明溶菌酶二级结构的变性速率随着pH
值的降低呈现出非线性增长.

显然,溶菌酶蛋白三级结构指针的变性程度同

样显示出随pH值变化的非线性增加.图5(a)为位

于759cm-1 附近的 Trp环同相呼吸振动谱带的

FWHM随pH值以及温度的变化趋势图,可以看到

在不同pH值溶液中,其起始变性温度不同,分别为

47.5℃、62.5℃和62.5℃,对应于pH=2、3和4.图

5(b)中另一位于1554cm-1 附近的 Trp苯环上
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C2=C3 伸缩振动谱带拉曼频移显示出与其一致的

变化.图5(c)和图5(d)分别对应于由费米共振导致

的位于837cm-1 和857cm-1 附近的Tyr拉曼双峰

位置,随着溶液pH值的降低,其起始变性温度显示

出递减趋势,分别为70℃(pH=4)、65℃(pH=3)和
55℃(pH=2).图5(e)为位于1005cm-1 附近的

Phe苯环呼吸振动谱带FWHM 随pH和温度的变

化曲线图,其在pH=3和4的溶液中显示出几乎重

合的变性过程,当pH值减小至2时,其变性起始温

度骤减至55℃.表2列出了各残基发生变性时的起

始温度.

表2 各溶菌酶分子中氨基酸残基在各pH条件下的

起始变性温度

Tab.2 Theinitialdenaturationtemperatureoframan
bandsoflysozymeunderdifferentpH

pH 2 3 4
N—Cα—C(α-helix) 60℃ 75℃ 75℃

AmideI 60℃ 67.5℃ 67.5℃
Trp-FWHM 47.5℃ 62.5℃ 62.5℃
Trp-1553 47.5℃ 62.5℃ 62.5℃
Tyr-837 55℃ 65℃ 70℃
Tyr-857 55℃ 65℃ 70℃

Phe-FWHM 55℃ 65℃ 65℃

不同颜色表示不同孵育条件,红色为pH=4,蓝色为pH=3,绿色为pH=2
图4 85℃孵育条件下溶菌酶蛋白二级结构的光谱指针随盐酸溶液pH值变化的函数(1)模型图

Fig.4 ThemodelgraphsofdenaturationoflysozymesecondarystructureinthehydrochloricacidwithdifferentpHvaluesat85℃

不同颜色表示不同孵育条件,红色为pH=4,蓝色为pH=3,绿色为pH=2
图5 85℃孵育条件下溶菌酶蛋白三级结构的光谱指针随盐酸溶液pH值变化的函数(1)模型图

Fig.5 ThemodelgraphsofdenaturationoflysozymetertiarystructureinthehydrochloricacidwithdifferentpHvaluesat85℃
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3 结论

从实验数据中可以看出,随着pH值的降低,各
氨基酸残基侧链基团都表现出了起始变性温度降低

的特性,说明溶液中 H+ 的加入使得溶菌酶分子变

性进程加快,原因是 H+ 的加入使得溶菌酶分子的

各残基间形成的分子内氢键作用减弱.可以注意到,
在溶菌酶分子变性过程中,Trp侧链基团的开始变

性温度较另两个残基Tyr和Phe低,究其原因,是
Trp侧链基团中存在吡咯环(图6),容易与溶菌酶

分子中其他残基形成分子内氢键,而Tyr与Phe为

非极性氨基酸残基,并不易与其他残基形成氢键.

图6 酪氨酸Tyr(红色)、苯丙氨酸Phe(绿色)、色氨酸Trp(蓝色)
在溶菌酶分子中的位置和其原子平面结构图

Fig.6 ThepositionofTyr(red),Phe(green),Trp(blue)

inlysozymeandthemodeloftheiratomicstructure

当H+靠近溶菌酶分子上的极性氨基酸时,削
弱了其形成的分子内氢键作用,当达到一定温度时,
这些极性氨基酸率先发生变性,随后使得其他氨基

酸残基周围微环境发生改变,导致连锁反应,使蛋白

质进一步发生变性.有趣的是,可以形成分子内氢键

的极性氨基酸大部分都处于靠近溶菌酶分子内部的

位置,随着这些极性氨基酸基团周围环境先行改变,
外围三级结构的溶液环境也随之发生改变,因此溶

菌酶在热酸条件下的变性遵从由内而外的机制.该
实验不仅揭示了H+在溶菌酶分子变性进程中的作

用,还证明了对所有拉曼谱带数据的同步分析是研

究离子对蛋白质变性机理的有力方法.
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