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电喷雾质谱研究甲醇诱导的溶菌酶构象变化
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摘要!为了研究甲醇诱导对溶菌酶构象的影响$用电喷雾质谱",BG$AB#结合圆二色性光谱"?H#在CI!9"
的条件下测定不同甲醇浓度的溶菌酶构象%在甲醇浓度上升到("J前$溶菌酶的,BG质谱图中电荷状态分

布没有太大的变化%然而$当甲醇浓度超过(+J$以%*K为中心的高电荷态分布开始出现$并可以观察到

两簇离子峰$表明溶菌酶的三级结构已发生变化%与此同时$圆二色性光谱显示溶菌酶的螺旋变性态的百

分率明显上升$其二级结构也部分发生变化%由此可见$当甲醇浓度超过(+J$溶菌酶构象将会由折叠态

转变为非折叠态%差示扫描量热曲线 "HB?#结果显示$固体溶菌酶溶解于+J甲醇溶液后$峰顶温度!-
将由固体的()9*L上升到#%9#L$表明固体溶菌酶溶解于水后$热稳定性略有升高%
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!!在极端CI 值&变性剂&有机溶剂和高温条
件下#具有紧密折叠构象的天然球形蛋白质会
发生变性#导致其紧密的结构展开成非折叠的
构象’%()有机溶剂诱导蛋白质变性之所以引起
人们的兴趣#是因为有机溶剂诱导变性的蛋白质
与细胞膜附近变性蛋白质的性质很相似#其CI
值和介电常数都很低)近年来#甲醇诱导蛋白
质’!$&(#诸如肌血球素等构象变化的研究一直为
人们所关注#并且已经取得了较大的进展)

[.-.D.>/等’’(用小角度 \ 射线散射法
!BN\B"等技术研究表明#在CI为!9"#溶剂组
成中的甲醇浓度高于*"J 时#溶菌酶可以由天
然态转变为螺旋变性态 !2:0/1.0@D.D:")由

S3/8/:>曲线可得#溶菌酶螺旋变性态的回旋半
径!@;"为!’9)]#明显地高于天然态的%+9(
])[>.DZ4曲线可以用来测量蛋白质肽链的球
形完整性和随机性#溶菌酶螺旋变性态的[>.D$
Z4曲线中没有出现清晰的峰形#表明该结构缺
乏完整的球形状态)由此可以看出#*"J以上
的甲醇浓度会使溶菌酶由天然球形的折叠构象

转变为较为展开的非折叠构象#三级结构被彻
底破坏)然而#A.=等’+(采用 I*H 交换结合

,BG$AB比较天然的溶菌酶和甲醇诱导变性的
溶菌酶两种溶液在气相中的构象#发现对相同电
荷态的两种溶菌酶来说#它们 I*H交换的水平
很相近)此外#用串级质谱测定碰撞截面积
!1>=@@@:1D/=8"实验揭示#甲醇诱导螺旋变性的
溶菌酶在气相中的回旋半径!@;"与紧密结构溶
菌酶的半径相接近)综上#可以推测天然的和甲
醇诱导变性的两种溶菌酶溶液在气相中的构象

没有明显的差别#但甲醇诱导溶菌酶变性前后的
构象变化还是值得作进一步的研究)
在过去数十年中#许多分析技术先后被应

用于检测蛋白质在溶液中的构象变化#其中包
括分光光度法&粘度法&荧光法&圆二色谱!?H"&
小角度\射线散射法!BN\B"&核磁共振等)凭
借其快速&高灵敏度&以及较低的样品使用量#电
喷雾质谱已被广泛地应用于蛋白质构象的检测)
近年来#差示扫描量热法!HB?"被广泛应用于

生物大分子的研究’*(#其主要原因是因为它可
以提供大量与蛋白质热变性有关的信息#包括
蛋白质空间构象的变化与其热稳定性的关系等)
最近#潘婷婷等’((报道了用电喷雾质谱结

合圆二色谱和荧光光谱等技术研究乙腈诱导对

溶菌酶构象的影响#发现在酸性条件下#随着
乙腈浓度的上升#电喷雾质谱的谱图中溶菌酶
电荷状态分布会变宽#即由天然构象转变为部
分非折叠构象)本工作拟采用上述技术进一步
探索和研究在CI!9"#不同浓度甲醇诱导的溶
菌酶的构象变化#并且用HB?研究甲醇的加入
对溶菌酶热变性温度的影响)

A!试验部分
ABA!主要仪器与装置
装有B1/:U离子喷雾界面的三重四极杆串

级质谱仪!;*A!’"""#质谱仪的质量由聚丙二
醇!̂ Ŝ"校正%̂IB$&? 精密CI 计$上海林达
仪器厂产品%<$%(+圆二色光谱!?H"仪$日本

<.@1=公司产品%TN$_%""差示扫描量热仪
!HB?"$美国TN公司产品)

ABC!主要材料与试剂
鸡蛋清溶菌酶$购于B/;-.公司!‘*#(*#

BD9‘=3/@#AM"%甲醇!Na"和盐酸$购于国药集
团化学试剂有限公司%H‘$二硫苏糖醇!HTT"$
购于瑞士b03Z.公司)

ABD!试验条件
电喷雾质谱通过石英毛细管喷射样品溶液

产生不同浓度甲醇诱导的多电荷溶菌酶离子#
喷雾器加’#""E电压#正离子模式检测)HB?
扫描速率&L+-/8c%#扫描范围为%"!%*"
L)"9"!--=0+‘c%天然溶菌酶在!% L的

HTT!%--=0+‘c%"溶液中孵化过夜)

C!结果与讨论
R.X3等’!(的实验结果显示#在蛋白质水溶
液中加入一定比例的甲醇会对其构象产生明显

的影响)甲醇诱导的溶菌酶电荷状态分布和构
象变化的,BG质谱图示于图%)由图%可以看
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出!溶菌酶水溶液中加入&"J甲醇后!质谱峰呈
现出一定的变化规律!即随着甲醇浓度的增大!
离子峰变高!峰宽变窄!这是因为加入甲醇后!
溶液的介电常数变小!表面张力变小!有利于
从T.40=>锥体的尖端喷出更细的雾滴!使灵敏
度有所提高"当甲醇浓度从&"J增加到("J!
除了溶菌酶的最高峰从%"K 改变到)K!其质
谱图没有明显的变化"然而!值得注意的是!当
甲醇浓度到达(+J时!以%*K为中心的高电荷
离子簇开始出现"当甲醇浓度达到#"J时!溶
菌酶的质谱图出现明显的两簇离子峰!高电荷
离子峰簇#%&K!%’K!%+K!%*K!%(K!%#K$的
强度也变得更大!表明溶菌酶由紧密折叠构象
转变为非折叠构象!其三级结构被彻底破坏"

图A!在;ECBF下!甲醇诱导的溶菌酶溶液电荷

状态分布和构象变化的:=<质谱图
甲醇浓度#.$"%#X$&"J%#1$("J%

#7$(+J%#:$#"J

G%’BA!:=<4,666;)1*",#34)*+,&#-.%&/01)/

1+,"’)6*,*)/%6*"%$0*%#&,&/1#&3#"4,*%#&

H,"%,*%#&63#"-86#984),*;ECBF
A:D2.8=01=81:8D>.D/=8@#.$"%#X$&"J%

#1$("J%#7$(+J%#:$#"J

由此可见!尽管 A.=等&+’采用串级质谱测
定碰撞截面积 #1>=@@@:1D/=8$的实验显示!甲醇
诱导螺旋变性的溶菌酶在气相中的回旋半径

#@;$与其天然结构的半径差别很小!但在,BG
质谱图中仍然可以检测出两者构象之间的细微

差别"R.X3等&&’用氢氘交换结合 ,BG$AB技
术!检测了细胞色素?和乳球蛋白等其他蛋白
质的电荷状态分布#?BH$变化!并且提出在酸
性条件下!随着甲醇从中浓度(高浓度到很高浓
度的递增变化!天然蛋白质的构象转变也会经
历过渡态#G$(螺旋变性状态#I$和最后的螺旋
变性保护态#I1$"这种紧实的受保护结构仍然
会同那些完全变性的蛋白质一样产生高电荷

状态"
用,BG$AB研究蛋白质构象变化的实验中!

在溶液中由酸诱导会产生两簇离子峰#X/-=7.0$
的天然蛋白!即使是那些含有二硫键的蛋白!诸
如!$乳球蛋白等!在气相中仍然可以检测到较
为展开的螺旋变性态#I$%而象溶菌酶这样靠’
个分子内二硫键来维持的结构相当稳定的蛋白!
酸诱导实验中没有出现两簇离子峰现象!在气相
中也很难检测到螺旋变性态"其主要原因可能
是在酸诱导实验中!质子被加到蛋白质的碱性
氨基酸的氨基上面!在电喷雾去溶剂以后!仍然
能保持其在溶液中的构象%而甲醇诱导蛋白质在
溶液中的螺旋变性态!在,BG去溶剂后!既可
以保持原来较为伸展的螺旋变性态#如细胞色素

?$!也可以在气相中由螺旋变性态重新转变为
紧密的状态#如溶菌酶$"
由于蛋白质的圆二色光谱#?H$在远紫外

#%)"!!+"8- $主要为肽键吸收!近紫外#!+"
!&&"8-$为酪氨酸残基和色氨酸残基等吸收"
因此?H谱既可以有效地在远紫外区探测蛋白
质中主链二级结构的含量和变化!又能在近紫
外区提供一些三级结构!包括芳香性残基侧链环
境及二硫键的信息等&#’"溶菌酶水溶液在CI
!9"的环境下!由不同浓度甲醇诱导的远紫外

?H光谱示于图!"在甲醇浓度从&"J增加到

+"J的过程中!?H光谱中没有观察到明显的改
变!表明加入少量甲醇后溶菌酶的二级结构基
本不变"然而当甲醇浓度达到(+J以上时!?H
光谱在!"#8-和!!!8-附近显示出两个强度
很大的负峰!这些光谱最小值是蛋白质"$螺旋的
特征峰!这个现象表明溶菌酶二级结构发生了明
显改变"根据圆二色光谱的数据!在不同浓度甲
醇的存在下!溶菌酶所含"$螺旋的百分率从

%)d+#&"J甲醇$(%)9##+"J甲醇$上升到!!9+
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!(+J甲醇"#!’9*!#"J甲醇"和!(9%!)"J甲
醇"$不难发现%随着甲醇浓度的升高%溶菌酶
中螺旋变性态的百分率上升$

图C!不同浓度甲醇!;ECBF"下的
溶菌酶水溶液2I光谱图

甲醇浓度!."&"J&!X"+"J&!1"(+J&

!7"#"J&!:")"J

G%’BC!2I6;)1*",#3*+)-86#984)%&/%33)")&*
1#&1)&*",*%#&6#34)*+,&#-,*;ECBF
A:D2.8=01=81:8D>.D/=8@!."&"J&!X"+"J&

!1"(+J&!7"#"J&!:")"J

如果分子中不对称原子能级的跃迁产生反

常色散%则溶液发生1=DD=8效应$在%)+8-附
近产生的1=DD=8效应可以认为是溶菌酶中的肽
键吸收发生变化引起的$随着甲醇含量的增加%
可以观察到在%)+8-区域%先是正吸收峰增加
!+"J甲醇"%然后又变为负吸收峰!#"J甲醇"%
这是由于甲醇的诱导作用使得溶菌酶由紧密折

叠转变为非折叠构象以后%它的肽键吸收也发生
明显的变化%即发生由正1=DD=8效应向负1=D$
D=8效应转变$由于甲醇溶剂的极性大于纯水%
因此甲醇量增加后%由于甲醇的诱导作用%导致
溶菌酶正负吸收峰均向长波方向移动%即发生极
性红移现象$
溶菌酶固体%溶菌酶+J甲醇溶液以及

HTT还原后的溶菌酶+J甲醇溶液的差示扫描
量热曲线 !HB?"示于图&$图&!."为典型的
固体溶菌酶的HB?曲线%由图可见%当温度达
到&!9*L 后%样品开始快速吸热%形成峰顶温
度!- 为()9*L%焓变#I 为!&*9#<’;c%$
由图&!X"可见%溶菌酶+J甲醇溶液%当温度
达到++L后%温度发生快速变化%在#%9#L
达到峰值&而HTT还原后的溶菌酶甲醇溶液峰
顶温度!-达到#’9’L%说明溶菌酶溶液的热
稳定性更高%这种热稳定性的提高可能与固体

溶菌酶溶解于甲醇和水的混合溶液以后%部分
形成氢键有关%HTT还原后的溶菌酶可能有更
多氨基酸残基参与形成氢键$

图D!溶菌酶固体#溶菌酶溶液和还原后的
溶菌酶溶液的I=2曲线

!N"溶菌酶固体&!R"溶菌酶溶液!."

和还原后的溶菌酶溶液!X"

G%’BD!I=210"H)63#"6#-%/-86#984)#-86#984)
6#-0*%#&,&/")/01)/-86#984)6#-0*%#&
!N"@=0/704@=V4-:&!R"04@=V4-:@=03D/=8!."

.87>:731:704@=V4-:@=03D/=8!X"

D!结!论
电喷雾质谱结合圆二色谱对CI!9"%不同

浓度甲醇!"J!)"J"诱导溶菌酶构象变化进行
研究$结果表明%在甲醇浓度达到("J以前%
溶菌酶的结构没有明显的变化&然而%当甲醇浓
度超过(+J%,BG谱图中出现两簇离子峰%高
电荷离子峰!%&K#%’K#%+K#%*K#%(K#%#K"
的强度也相应地变得更大%表明溶菌酶的构象
将会由折叠态转变为非折叠态%其三级结构也
被完全破坏$
差示扫描量热曲线结果表明%固体溶菌酶

溶解于+J甲醇溶液以后%峰顶温度将由固体的

()9*L上升到#%9#L%而HTT还原后的溶菌
酶+J甲醇溶液的峰顶温度达到#’d’L%这表
明固体溶菌酶溶解于甲醇和水的混合溶液以后%
热稳定性略有升高%而且在HTT还原后%溶菌
酶热稳定性变得更高$
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