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将会更迅速地发展。
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核E疆共振(NMR)技术在生物膜中的应用

ERIC OLDFIELD 

前 室主
= 

jlÎ四 、 五年来 ， 我们研究完整膜结构的能力大大

地加强了， 其主要原因是在膜的研究领域中引入了固

相核磁共振( nuclear magnetic resonance , NMR)的技

术(Davis 等， 1 976;Haberkorn 等 ， 1978) 。 现在已经

可以利用样品快速旋转 技术(rapid sample rotation 

techn iques ) 获得非声处理的类脂膜的高分辨的波谱

(Haberkorn 等 ， 1978)或借助于同位素标记和四极-囚

1皮脉冲技术(quadl叩ole-echo puIse technique)详细地

研究类脂分子中几乎所有原子的运动速率及运动类型

(Davis 等 ， 1976 ; 日uang 等 ， 1980) 。 此外，现在已经

研究了磷脂中所有其他稳定的核υ啊， 170 , 31P)(Sim-

inovitch 等 ， 1980;Rajan 等 .1 98 1.及文中所列的文献 z

Tsai 等， 未发表的资料) .这就使研究者可以把精力集

中于他们所希望研究的关脂双层膜系统中的任何部

分。以下主要介绍某些有代表性的研究。至于研究中

所用的仪器设备及一些技术性的问题 ， 有兴趣 的读者

可参考其它有关的文献。

除了类脂双层动力学和固醇、 多肤及蛋白质对动

力学影响的相当详细的研究工作外， 最近又有许多报

道表明， 有可能在完整的生物膜中获得蛋 白质本身的

国态波谱(Kinsey 等. 1981a, Kinsey 等 . 1981b; Rice 

等 ， 1981 的。从 Halobacterium halobium(一种极其嗜

盐性的细菌). Escherichia coIi， 和 Thermus thermop­

hilus(一种专性喜温种类)的研究结果， 可以预料 ， 在
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不久的将来 ， NMR 方法学可能被用于确定那些最令人

感兴趣的脑中荫的动态和静态的~~I~ ~与 (Jost 等 ， 197 31 

Warren 等 ， J974;S toek enius 等 ， 1979 ) 。

膜中蛋白质的 NMR

尽管在生物脱中的蛋白质的 NMR 是一项在实验

技术上急待解决的任务， 这是由于个别种类的氨基酸

的浓度极低的缘故(单个氨基酸共振更 是如此) ， 但是

人们对在完整的细胞膜中获得蛋白 质的 NMR 波 Wi仍

然很感兴趣。 因为蛋白质是一种前性催 化剂， 作为酶

它参与膜所进行的一切重要的反应， 如呼吸、 光合作

用、 视觉、 神经脉冲传导及细胞与细胞的识别作用。

在完整的细胞膜巾的蛋白质的 NMR 的 研究最近

已经有所报 道(Oldfield 等 ， 1981 a，问 Kins町 等 ，

1981 a , b; Sch ramm 等 ， 1981; Rice 等 ，1981的。尽管有

不同的看法 ， 我们已经证明 ，在完怒的生物肢'中， 获得

个别类型氨基酸残基分辨率好的高信I操比的波谱是比

较容易的。首先，我们以及其他作者研究了 Halobac­

terium h alobium 矶 的紫膜。这种脱具有特殊的可兴

奋性 ， 它只有一种蛋白质 ，细菌视紫红质 ( bacteriorho­

dopsin) ， 这种蛋白质的排列顺序已经清楚(Gerber 等 ，

1979; Ovchi nnikov 等 ， 1979; Walker 等 ， 1979) ，其分

子盘相对比较低， 大约为 27 ， 000 ， 而且对其二维结构

也有所了解(Henderson 和 Unwin ， 1975;Engelman 和

Zaccai , 1980) ，故它适合于供 NMR 波谱的研究。

图 1 表示在 H. ha lobium 的紫胶中一个典型的颊

氨酸甲基的 2H-NMR 波谐。在这种 情况下， 样品量

大约是 0 . 8 cm3 ， 相当于干重~50mg ，其中 80%为紫膜

蛋白 ， 细菌视紫红质。必须注意， 图 1 所示 的波谱是

在比较短的时间周期 260 毫秒中获得的 ， 最近 我们使

用更为先进的仪器， ，用 1 毫秒也获得了 类似的结果。

遗憾的是 ， i皮谱所表示的是在紫胶中 26 个领氨酸所有

共振叠加的结果! 不过 ， 紫膜可借助于电场方法 ( Kes一

zthelyi , 1980)和陇场方法 ( Neugebauer 等 ， 1977; Rice 

等 ， 1981 的或借机械样品调整的方法(Henderson 和

Unwin ， 1975)来确定方位。因此有充分理由相信，在将

来随着在膜蛋白 rl~各个位点的伴随物 的分辨， 有可 能

获得这种定向排列的"单一"结品的波谱。

我们研究组已经用 H. halobiurn 紫膜。得到各种经

过重氢处理的氨基酸的 2H-NMR 的结果 ，包括甘氨酸 、

丙氨酸 、 ?顿氨酸 、 亮氨酸、苏氨酸 、 苯丙氨酸 、 路氨酸 、

色氨酸和甲硫氨 酸( Kins町 等， 1981 a , b; Schramm 

等 ， 1981; Oldfi eld 等 ， 1981 a ，的 。 从在这种膜蛋白

中所得到的氨基酸动力学的综合图象看来， 蛋白质具

有相对较强的刚性的结构。 (1 : 空温时 ， (E 所有的情况

中的甲基都迅速地旋转 ( 1010-_ lQ ll 秒- 1 ) 。在所有的例

子中(除了丙氨酸外 ) ìf\ c a-Cß 轴的旋转运动按 NMR

实验的时间级来看是较慢的， 即 :< 10 ' ;[::[、- J 。 在小侧链

苏氨酸和领氨酸的情况中由于甲基 的旋转， 沿 o-Cγ

轴运动又快起来。 但是， 对于具庞大残基的苯丙氨酸

和酷氨酸， 沿 Cß-Cγ 轴的运动是慢得多 ， 在生长温度

37 0C时为主10 6一 108 秒 - ， 。另 外， 也象芮部(过程一样 ，显

然发生了这么一种运动， 在这种运动中苯环在一个平

面结构和另一个平商结构之间不停翻转(Schramm 等 ，

1981; Kins町 等 ， 1981b; Oldfield 等 ， 1 9 8 1 a , b; Ri ce 

等， 1981 肘，即象一个硬币在"正面"和"反而"两个构

型之间翻转一样。这种迅速翻转的过和以前在溶液中

蛋白质的 NMR 波谱由 WilI ians 及其合作者 ， Wuth­

rich 及其合作者提出过， 而其他学者则做过牛蛋白质

的膜腺蛋白的酶抑制剂(Wagner等 ， 1976 ) ，细胞色素

C 和溶茵酶( WiIIians ， 1978)的研究 ， 他们也提过这种

现象。 在固态中 ， 2H-NMR 波谱( 图 2 )的分析表明 ，

重新取向的过程无疑是一个双位点 ( two-site) 之间的

翻转过程，用来完成翻转过程的时间是比实际逗留在

指定的结构状态的时间少得多。 Karplus 及其同事已经

研究过这种"不频繁"( "infreq uent ")运动的理论 ， 而对

其结果也有所评论(McCammon 和 Karplus ， 1980) 。

图 1

乓妇 。 ω 
千赫

在 Halobacterium haJobium R，的紫腹中

[r_ 2H6J绩氨酸重氢标记的细菌视紫红质在
260 毫秒所记录的 55. 3MHz重氢傅里叶变
换 NMR 波谱

从苯丙氨酸到色氨酸， j曾 t走了烧似IJ链，所增加的

体积妨碍了任何快速的大振幅的侧链运动。其结果，

在色氨酸但!IJ链 jf'ï Cß-C" 轴的运动可以忽赂不计， 在紫

膜蛋白质中色氨酸的 ca-Cß 和 cP-Cγ 键可以被看作具

有"刚 f生气

当 我们研究天然的， 指定的膜蛋白时， 有能力在
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合理的时间周期内(通常大 约为 10 分钟 〉获得各个种

类氨基酸残基的高质量波谐，这就意味着我们能够很

详细地研究膜中所含的酶的静态和动态的结构。

苯丙氨民主
游离氨基般
23.C A 

200 100 0 -100 -200 
千赫

图 2 [ ö"Ö2' Cp E" ~-2HsJ苯丙氨酸的55 .3 MHz 
重氢傅里叶变换 NMR 波谱

(A)在 23 0C游离的氨基酸1 (趴在-30 0C标记的紫

膜 1 ( C )在 37 0C (生长温度 )标记的紫膜。 (C)中的反对

称参数是-0 . 66 ， 表明苯 |苟氨酸环正在进行快速 2"""' :J'斤
的"翻转"运动(2-fold "flipping"motions) 

在将来的研究工作中 ， 一个特别令人注目的领域

是涉及剖析类脂对脂蛋白的动态结构的影响的实质，

例如测定类脂不饱和度、 极性端基 的结构和胆固醇的

存在对习、同的氨基酸侧链运动的速率和运动类型的影

响。这种资料也有助 于解释在晶态 的蛋白质中氨基酸

侧链的动力学性质。

蛋白质对膜结构的影晌

有关生物脱中平日在重建的类脂-蛋白 质体系中蛋

白质-类脂相互作用的本质 ，在过去的十年中有很大的

争论。蛋白质-3是 1旨在生物膜中的相互作用的基本构想

是由 Jost 等 ( 1973)提出的。这些作者利用电子自旋共

振(ESR) 自议标记技术证明 ， 至少在蛋白质/类脂比率

高的情况下， 类脂自旋标 i己物被固定在不同的膜蛋白

的表面上不动。在这种情况下被固定不动的意思就是

说 ， 在~ 1 0 - 9 秒的时间级上不发生快速的犬振幅的运

动。 对 ESR结果的解释是认为类脂分子滞附在蛋白质

的表面。关脂j商定法和综合 的强度实验指出， 只有接

近蛋白质的第一层类脂以这种方式完全固定不动。许

多理论家根据蛋白质对类脂双层 的界面脂的"指令"

( "ordering勺或"定取向" ( "orienting勺效应来解释这

些实验。理论学家把蛋白质看作是一种插入类 脂双层

的刚性棒 (a rigid rod )或六角形柱体 ( hexagonal cyli­

nder) ， 因此阻碍了液晶相磷脂所特有的类脂炬链的正

常折曲。也就是说 ，蛋白质被认为能象胆固醇那样对类

脂双层结构有"凝集效应 (condensing effect) 。 但是，

最近对这些体系所做的 2H-NMR波谱学研究( Oldfield

等 ， 1981b; Seelig 和 Seelig ， 1978)表明 ， 没有证据认

为以下任何一种蛋白质如髓磷脂的含蛋白脂质的脱辅

基蛋白 (myeline proteolipid apoprotein) ， 细j血色素氧

化酶， 细胞色素 bs ，噬菌体外衣蛋白或肌浆网 ATP 酶

能对磷脂短链起ïlj上述指令的作用。 在 几乎所有的例

子中所观察到的蛋白质-类脂重组的波谱实际上是与

纯类脂双层的波谱一样的 ， 而类脂-胆固醇体系中类脂

烧链接受的指令是它在纯类脂双层的两倍， 或是一种

蛋白质/类脂(2: 1 W jW)的复合体。这自然导致提出一

个认为类脂-蛋白质之间基本上没有强烈 的相互作用

的模型。应特别强调蛋白质表面没有对类脂炬链发出

强的指令。当然， 如果没有实例说明膜蛋白是类似于

一种六角棒 ， 这倒似乎是一个合理的解释。

在许多体系中 ， 在游离的双层类脂和与蛋白质表

[团结合的类脂之间可能存在着快速 的 交换(Seelig 和

Seel毡， 19781 Kang 等 ， 1979 a , b; Bloom , 1980) ， 与

蛋白质表面邻接的类脂炬链的结构与在纯类脂双层的

类脂炬链的结构之间可能只有微小的差别。如果有不

同的话， 那是与蛋白质表面相结合的类脂在某种程度

上受到蛋白质表面粗槌和不规则的性质 扰乱所产生的

结果， 而蛋白质表面的粗糙和不规则是由在膜双层内

部所发现的类型繁多的不同的氨基酸所造成的。不过 ，

应该指出，至今对类脂『蛋 白质体系的研究相对来说还

是很少的。毫无疑义 ，进一步的研究将表明蛋白质对特

殊种类的类脂有明显 的选择性。另外也将证明 ，强烈的

相互作用 〈特别是包括在类脂端基和蛋白质 表面的带

屯的基团之间的库伦(Coulombic)作用力)在某 些膜蛋

白的作用机制上具有重大的意义。尽管 Oldfield 等〈未

发表的资料)在细胞色素C氧化酶存在的条件下曾经

获得非常宽的心脂( Cardiolipid)的波谱 ，并指出在这种

特殊的体系中有强烈的相互作用 ， 但是迄今为止这种

相互作用的证据还是很少的。有趣的是， 这种强烈的

相互作用在磷脂酸/细胞色素C 氧化酶 体系中 并 没有

发现。

由 2日-NMR 波谱技术所获得的最新资料表明 ， 在

大多数研究工作中 ， 在膜蛋白和膜脂之间并没有强烈

的相互作用。的碗， 从物理学的观点看， 很难知道这
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样的相互作用到底是什么力。 似乎还没有令人信服的

证据使人相信， 在一 个类脂和另 一个类脂之间或一个

类脂和一个蛋白质表面之间的范德华作用力会有明显

的差异。因此在类脂-蛋白质之间的强烈相互作用中

起决定性作用的力可能性最大的是库伦力， 或是以上

所讨论的心脂/细胞色素C氧化酶体系中极性端基-蛋

白质之间的作用力 。

某些作者认为 ， 在高浓度蛋白质中类脂的陷阱作

用 (trapping of Iipids)对类脂短链的动力学有巨大的影

响(Chapman 等 ， 1979) 。但是在大多数生物膜系统中 ，

得到的蛋白质/类脂比率大约是 1: 1 ， 从 1 : 1 蛋白质/类

脂比率的 lH-NMR波谱看， 平均起来， 蛋白质对类脂

炬链组成的影响相对来说是较小的。总之，根据用NMR

波谱技术研究有关蛋白质类脂相互作用 的结果，目 前

认为蛋白质对类脂怪链或极性端基结构的影响是很小

的。所看到的主要影响是表现在 2H 和 31p 波谱中有轻

微的峰形加宽及在 31p 和 2H-NMR 谱中 自 旋-晶格弛

芳、时间有所减少。这两种过程可 以解释为个别基团的

运动速率低，但运动振中昌基本上没有任何的变化。

居、结和展望

在这篇短文中 ， 我们试图指出 ， 在研究模式的和

生物膜系统中的类脂和蛋白质的静i态和动态结构方面

应用 NMR 波谱学技术所获得的最令人兴奋和最新的

进展。 大部分的进展是由于 NMR波谱设备的改进而

取得的。 随着新的超高场的超!导E兹体的设i计和建造，

这个领域将来的发展是极有v前途的。对于质子来说，

超导磁体最终将达到 800-1000 MHz o 尽管这种非常

高的频率可能给质子 NMR 波谱学家提出许多问题，

但是在膜的 NMR领域中留下的问题却并不多(如果有

的话) 1 最近经常选择的核是 2H 和 1吧 ， 它们在~23 T

时的共振频率将大约是 15 0 MHz 和 250 MHz ， 从射频

设备的观点 来看， 所涉及自频率是比较简单的频率。

近二、 三年来，令人感兴趣的生物化学的主要进

展有以下几个方雨。在蛋白质-类脂相互作用的领域

- ~. 

(上接第 129 页 )

tissue cuIture and tumor culture and tumor 
line by celI fusion. Eur. J. ImmunoI. 6: 
511-519. 

[ 7 ] Erskine, A. G. and Socha , W. W. : 1978. 
The principles and practice of blood grou­
ping. The C. V. 如fosby company. 

中 ， 已经提出蛋白质对类脂结构的影响的新模型。 在

NMR 领域工作的大多数学者现在同意z 与 小的固醇

类胆固自享不同 ， 类脂分子并没有接受蛋白质大量的指

令。随着发生在双is'!.点的偏-反异构化过程基本被证

实，目前对凝胶态的磷脂及糖脂的运动也有更深入的

认识。 在膜蛋白本身(和在其他凝聚祀的蛋白质〉的

NMR 领域中 ， 近一、 二年来有几个小组研究得相当

活跃。对于许多天然存在的于胶蛋白巾发现的氨基酸

的动力学问题，我们已有一个初步的认识。 这些结果

正在进行分析并与在结晶态的蛋白质(Schramm 等，

1981 及未发表的资料〉及在溶液中的蛋 白质所获得的

结果进行比较。这样， 将来就可以在溶液中的，膜中

的及在结昂的固态中的蛋白质动力学之间进行详细的

比较。

由于在单个蛋白质晶体的动力学过程 的研究工作

中引入了X射线结晶学方法的最新成就( Frauenfelder 

等， 1974;Artymiuk 等 ， 1979)很可能在今后 五年内

将能得到有关在各种各样环境中 ， 包括生物膜甲蛋白

质静态和动态结构的最详细的知识。

最后 ， 我希望再次强调 ，只有引入(并提供资金〉新

的离场的超导磁体才有这些令人兴奋的新进展。以下

的事实可以充分证明这一点 2 在.: 1971 年我们得到第一

个类脂的 2H-NMR 波谱(Oldfield ， 1971) ， 这些i波谱是

在 8MHz 获得的 ， 所以需要大量的完全重氢化的磷脂

(~ 100 mg) ， 我们只能得到中等水平的信l操比利波谱

分辨率。相比之下 ，十年之后我们在 198J 年只用 1 毫秒

就得到特殊标记的膜蛋白波谱， 而这只有在高得多的

操作场强下才能做到，在这种情况下是 8 . 5T( 360 MHz 

的 咀 共振频率〉。很明显，若能得到甚至更高场的仪

器设备就能得到时间分辨诙谐数据。这样就能进行诸

如闸明光合作用膜结构变化的研究以及可能对某些体

系中膜所存在的酶的各个氨基酸基团在能 化过程中运

动的实际速率和运动类型进行研究。

(厦门大学生物系 洪水根

胡友川译 汪德耀佼 )

本实验得到刘尔翔副教授、 吴安然副教授的支持 ，

我师谢少文教授的指导。 材:加友大夫帮助鉴测单克隆

抗体类型。浙医大张继秀、 史贻君和顾文祥老师协助

检测染色体， 陈中凡大夫帮助血情与，!~检测 ， 在此一-并

致谢。
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