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在高等植物中核心天线CP43是由叶绿体psbC基因编码

的Mr 43×103蛋白结合叶绿素a构成的蛋白复合物，由6个跨膜

的α-螺旋和5个膜外亲水环组成 [1]. CP43是PSⅡ放氧核心复合

体 功能行使不可缺少的组分，对维持和调节 PSⅡ行使电荷

分离、光合放氧功能具有重要的作用. 最近，对于PSⅡ的X-

衍射结构分析表明，CP43中Glu354氨基酸残基是除D1蛋白

外，与放氧Mn4Ca簇配位的基团 [2~4]. Service等通过对CP43中

Glu354突变分析结合谱学技术提出Glu354与Mn离子配位，

同时被裂解的水分子底物与Mn离子配位结合的模型 [5]. 最近

对PSⅡ的2.9 Å分辨率X-衍射图谱解析[3]，进一步证实CP43跨

膜螺旋间外亲水环的结构性. 然而，目前还没有盐酸胍诱导

的apo-CP43的去折叠行为的相关研究报道. 我们通过色氨酸

荧光和ANS（8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid）荧光对纯化

的脱辅基蛋白CP43的去折叠行为进行了研究. 

  1  材料与方法

1.1  材 料
已纯化的apo-CP43. 
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摘  要   膜蛋白生物合成与色素组装中蛋白的稳定性可以通过去折叠条件与过程分析得到. 利用色氨酸荧光光谱和

ANS荧光光谱研究了apo-CP43在盐酸胍条件下的稳定性. 色氨酸荧光光谱观测到apo-CP43在盐酸胍作用下去折叠进

程的主要特征：荧光强度先是逐渐降低，之后再逐渐升高，而最大荧光发射峰位置则一直持续红移. 盐酸胍处理后

apo-CP43的F360 nm/F335 nm比值逐渐增大，表明荧光最大发射峰逐步红移. 当盐酸胍浓度约为5.5 mol/L时，去折叠比例趋

于相对稳定状态，说明此时apo-CP43已经基本完成去折叠. 荧光相图法结果显示盐酸胍诱导apo-CP43变性的过程符合

三态模型. ANS荧光测定数据显示盐酸胍处理之后最大ANS荧光发射峰位置红移，并且荧光强度逐渐降低. 以上数据

表明在盐酸胍条件下apo-CP43是一个相对比较稳定的蛋白. 图6 参18
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1.2  方 法
1.2.1  色氨酸荧光发射光谱测定    采用Hitachi F-4500荧光分光

光度计测定处理后蛋白的色氨酸荧光发射光谱，样品池光径

1 cm，激发和发射狭缝分别设置为5 nm和10 nm. 激发波长为

295 nm，波长测定范围300~400 nm，测定至少6次，并计算平

均值 [6]. 样品光谱均扣除了同样浓度盐酸胍溶液的背景光谱. 

样品处理：首先配制6 mol/L的盐酸胍储存液，用缓冲

液稀释后，分别加入20 μL重组蛋白apo-CP43，使得盐酸胍终

浓度为0、0.25、0.5、0.75、1.0……6.0 mol/L，蛋白质终浓度为

0.4~0.7 μmol/L. 样品配制好后，室温放置2~3 h. 

采用F350 nm-F335 nm比值法，对apo-CP43变性的中间过程进

行分析[7]. 

采用如下方法对蛋白的去折叠比例进行计算 [8]：

                              (1)

其中，fu是某盐酸胍浓度下蛋白质去折叠的比例，Fn是蛋

白质处于天然状态下的荧光强度，Fobs是该盐酸胍浓度下蛋

白质的荧光强度，Fd是蛋白质完全变性状态下的荧光强度. 

采用荧光相图法来检测盐酸胍诱导apo-CP43去折叠过

程中有无部分折叠中间态存在 . 荧光相图法的原理是将发

射波长分别为λ1和λ2时不同实验条件下蛋白质结构发生变化

（去折叠/折叠）时所测得的相应荧光强度I（λ1）对I（λ 2）作图

（称为荧光相图）. 从原理上说，λ 1和λ2可以是荧光发射谱上

的任意波长，但实际上用荧光发射峰2个斜面上斜率最大的

点所处的2个波长获得的荧光相图更精确，并可提供更多的

结构变化信息. 本文中λ1和λ2分别取320 nm和365 nm [9].

1.2.2  ANS荧光光谱测定[9]    测定仪器同上，激发和发射狭

缝均置为10 nm. 激发波长为380 nm，波长测定范围400~600 

nm，测定3次，并计算平均值. 重组蛋白apo-CP43浓度采用0.5 

μmol/L，盐酸胍终浓度为0、0.25、0.5、0.75、1.0……6.0 mol/

L，ANS浓度采用20 μmol/L，缓冲液为Tris-HCl，pH 7.0~7.5. 

将ANS与apo-CP43的混合溶液室温平衡处理1~2 h后，记录光

谱. 样品光谱均扣除了缓冲液的背景光谱. 

  2  结 果

2.1  盐酸胍条件下apo-CP43的荧光光谱
通过盐酸胍变性，研究了apo-CP43的去折叠行为，荧光

光谱见图1. 从图中可以看出，不同盐酸 胍浓度处理的apo-

CP43的去折叠过程中，随着盐酸胍浓度的增大，由于盐酸胍

的作用导致了荧光淬灭 [10~11]，同时最大荧光发射峰位置也逐

渐红移. 当盐酸胍浓度约5.5 mol/L时，它的最大发射峰红移

至约358 nm，接近游离色氨酸的最大荧光发射峰位置，标志

着它的去折叠进程已完成. 

盐酸胍诱导的去折叠行为，使得蛋白质有序的折叠结构

逐渐被破坏，色氨酸等残基也逐渐暴露于溶剂中，荧光光谱

主要的特征则变现为最大荧光发射峰位置逐渐红移 [12]. 图1

为apo-CP43去折叠过程的内源荧光发射图谱. 从图中可以看

出，溶液中盐酸胍浓度从0逐渐增加到2.0 mol/L时，apo-CP43

的荧光光谱并未显示明显的变化，溶液中盐酸胍浓度继续

增加到3.0 mol/L时，apo-CP43最大荧光发射峰发生了明显红

移，且因盐酸胍的作用导致了荧光淬灭 [12~13]. 随着盐酸胍浓

度继续增加到5.0 mol/L时，荧光强度也升高，并伴随着最大

峰位置的逐渐红移. 此结果表明，随着溶液中诱导剂盐酸胍

浓度的逐渐增加，apo-CP43分子的空间结构发生了序变，从

而引起其分 子内色氨酸残基所处微环境的变化，使它们逐

渐由apo-CP43分 子内部过渡到其分 子表面. 当盐酸胍浓度

约5.0 mol/L时，它的最大发射峰红移至约355 nm，接近游离

色氨酸的最大荧光发射峰位置，标志着它的去折叠进程已

完成. 值得注意的是，盐酸胍浓度为3.0 mol/L时，可能出现了

一个过渡态的、结构相对稳定的apo-CP43分子折叠中间体. 

2.2  盐酸胍条件下apo-CP43去折叠的中间过程分析
参考蛋白去折叠行为分析的相关研究，选择了F360 nm/F330 nm

研究盐酸胍条件下apo-CP43的去折叠的中间过程，对其变性

进程作了进一步分析，该方法在分析蛋白变性过程中最大荧

光发射峰位置移动时精确度较高，且可能发现变性过程中稳

定的中间状态 [7]. 从图2可以看出，经过盐酸胍的处理之后，

apo-CP43的F360 nm/F330 nm比值是逐渐增大的，说明随着盐酸胍

浓度的增加，荧光最大发射峰位置逐渐发生了红移，即蛋白

的空间结构随之发生了一定的变化. 但是可以看出F360 nm/F330 

nm比值的结果并未显示出apo-CP43在经过盐酸胍诱导变性后

的去折叠的过程中有出现明显的中间状态. 由sigmoidal拟合

得出曲线，并计算出cm值（蛋白变性一半时的变性剂浓度）

为(2.62 ± 0.3) mol/L. 

2.3  盐酸胍条件下apo-CP43的荧光相图分析
荧光相图法可应用于检测蛋白质去折叠过程中有无部

分去折叠中间态存在. 若蛋白质去折叠过程符合“全或无模

型”或“二态模型”，则荧光相图表现为一条直线；若蛋白

质去折叠是一个序变过程，即符合“三态模型”或“多态模

型”，则荧光相图分别表现为两条直线或多条直线 [9]. 为了进

图1  apo-CP43在不同浓度盐酸胍条件下的荧光光谱图
Fig. 1  Fluorescence spectra of apo-CP43 at different 

concentration of GdnHCl
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一步探讨盐酸胍诱导的apo-CP43的去折叠过程，我们进一

步分析了盐酸胍诱导的apo-CP43去折叠过程的荧光相图（图

3）. 由图3可以看出，盐酸胍诱导的apo-CP43去折叠过程的荧

光相图由两条斜率不同的直线组成，它们相交于盐酸胍浓度

约为3.0 mol/L处. 与去折叠过程的内源荧光发射光谱相似，

这个结果也表明，盐酸胍诱导的apo-CP43去折叠过程是一个

序变过程，且在溶液中盐酸胍浓度约为3.0 mol/L时存在一个

apo-CP43部分折叠中间态. 盐酸胍诱导apo-CP43变性的荧光

相图表现为2条直线，说明盐酸胍诱导apo-CP43变性的过程

符合三态模型，为序变过程. 盐酸胍浓度由0到3.0 mol/L时，

apo-CP43从天然态转变为部分折叠中间态，盐酸胍浓度为

3.0~6.0 mol/L时，apo-CP43从中间态转变为去折叠态. 

2.4  盐酸胍条件下apo-CP43的去折叠效率
按照公式(1)计算了apo-CP43在盐酸胍处理下发生的去

折叠比例，见图4. 从图中可以观 察到，随 着盐酸 胍浓度增

大，apo-CP43逐渐发生了去折叠. 当盐酸胍浓度为2.0 mol/L

时，apo-CP43去折叠比例大概为20%，即蛋白质的结构只发

生了较小的变化，而当盐酸胍浓度从2.0 mol/L上升到3.0 mol/

L时，蛋白的去折叠比例则达到了80%左右，说明此期间蛋白

的结构大部分被变性剂所破坏，随后去折叠比例缓慢增长，

当盐酸胍浓度约为5.5 mol/L时，去折叠比例趋于相对稳定状

态，说明此时apo-CP43已经基本完成去折叠. 

2.5  盐酸胍条件下apo-CP43的ANS荧光光谱
8-苯胺基-1-萘磺酸（ANS）为一种外源荧光探针分子，

能够与蛋白质分 子中疏 水区域以较 强的疏 水力相结合，因

此已经广泛地应用于表征和探测蛋白质的构象的变化、去

折叠等. ANS一旦结合蛋白质的疏水区域后的显著特征是荧

光强度增大，最大发射峰位置蓝移，说明结合区域的极性降

低，疏水性增大 [14~16]. Apo-CP43经过不同浓度盐酸胍处理之

后，以激发波长为380 nm时测定了ANS荧光. 图5为不同盐酸

胍条件下，apo-CP43的ANS荧光最大发射波长的变化情况 . 

可以看出，随着盐酸胍浓度增加，ANS最大发射波长值也逐

渐增大，发射峰位置逐渐红移. 0~2.0 mol/L盐酸胍浓度时，

apo-CP43的ANS荧光峰的位置在495 nm处，未发生位移；随

着盐酸胍浓度的增加，荧光峰逐渐红移. 当盐酸胍浓度达到

5 mol/L左右时，基本趋于稳定状态.

图6为盐酸胍条件下apo-CP43的ANS荧光荧光强度的变

化情况 . 可以观察到，随着盐酸胍浓度的增大，apo-CP43蛋

白的ANS荧光强度逐渐降低. 当盐酸胍浓度约为4.0~6.0 mol/

L，apo-CP43的荧光强度趋于一个相对稳定时期，说明此时

蛋白基本完成了去折叠. 由于apo-CP43是膜蛋白，在天然状

态下，可以与ANS结合，并且具有较高的ANS荧光，去折叠后

图2  F360 nm-F330 nm比值法分析apo-CP43盐酸胍变性的中间过程

Fig. 2  Unfolding process of apo-CP43 monitored 
by F360 nm-F330 nm ratios

图3  盐酸胍诱导apo-CP43去折叠过程的荧光相图
Fig. 3  Fluorescence phase diagram representing the unfolding 
apo-CP43 induced by an increase in guanidine hydrochloride 

concentration

图4  在不同盐酸胍浓度下apo-CP43去折叠比例

Fig. 4  Fraction unfolding of apo-CP43 at different concentration 
of GdnHCl

图5  盐酸胍诱导apo-CP43去折叠的ANS荧光峰位变化

Fig. 5  Changes of ANS fluorescence peak in the GdnHCl-
induced unfolding of apo-CP43
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反而具有较低的ANS荧光，这表明ANS可能与apo-CP43跨膜

螺旋区疏水部位结合，盐酸胍诱导apo-CP43去折叠后，丧失

了与ANS结合能力. 

  3  讨 论

变性一直是研究蛋白质折叠特性的有效手段. 而盐酸胍

是一种强电解质，能破坏分子晶体结构的表面，作用于内部

的氨基酸残基，通过正离子（胍离子）效应减弱维持蛋白质

三级结构的静电相互作用 [17]. 色氨酸荧光受其周围环境即蛋

白质三级结构的影响很大，当色氨酸被包埋在蛋白质内部疏

水环境时，其荧光强度较大，波长较短；当色氨酸因为蛋白

质变性或其他原因引起的构象变化而暴露在极性环境中时，

其荧光强度降低，峰位置红移. 因此色氨酸荧光变化是研究

蛋白构象变化的一个比较灵敏的手段 [18]. 

本文中我们借助色氨酸荧光和ANS荧光研究了脱辅基

蛋白apo-CP43在盐酸胍条件的稳定性. 研究显示，通过荧光

光谱法分析，apo-CP43在盐酸胍条件下，其最大荧光发射峰

位置逐渐红移，荧光强度逐渐降低. 这些说明在盐酸胍诱导

的去折叠过程中，蛋白的空间结构也发生了连续的变化，位

于蛋白内部的色氨酸残基也逐渐由其分子内部暴露于分子

表面 [12]. 通过对去折叠中间过程的研究也发现，随着盐酸胍

浓度的增加，F360 nm/F335 nm比值显示apo-CP43的色氨酸荧光

发射峰逐步红移，但是并未发现明显的中间状态. 而荧光相

谱图结果显示盐酸胍诱导apo-CP43变性的过程符合三态模

型，即盐酸胍浓度为3 mol/L时存在一个折叠中间状态. 可以

看出，荧光相谱图检测apo-CP43在变性剂盐酸胍条件下的去

折叠中间态的灵敏度相对于F360 nm/F335 nm比值的检测较高. 这

些说明，基于荧光强度和最大发射峰位置分析蛋白质的去

折叠过程，进行不同方法的分析可以检测到不同的结构中间

体. ANS荧光测定数据显示apo-CP43经过盐酸胍处理变性之

后ANS荧光强度逐渐减小，并且光谱的最大发射峰逐步红

移，说明结合区域的极性增大，疏水性降低. CP43具有6个跨

螺旋膜区，并被5个膜外环分开（即A-E环）[3, 13]. 推测可能与

apo-CP43为膜蛋白相关，而CP43与类囊体膜相嵌的跨膜螺旋

区的疏水部位可能为ANS的结合位点，随着盐酸胍浓度的增

加，蛋白的结构相继发生变化，疏水簇显示更不易于与ANS

结合. 但是具体机制尚不清楚，还有待进一步研究. 后续我们

将进一步采取更多的方法来研究apo-CP43在其它外界条件

下的稳定性. 
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