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摘要　利用衰减全反射( At tenuated T otal Reflect ion, ATR )傅立叶变 换红外光

谱研究了脂肪酶在不同非水有机溶剂中的构象变化。结果表明, 各种溶剂均能使

酶的二级结构发生一定程度的变化,极性愈强效果愈明显。这种构象变化是一动

态过程, 且具有一定的可逆性。另外,两亲分子也能 导致酶构象的改变。
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0　前　　言
酶的功能和特性与其结构密切相关。研究非水介质中酶的结构,不仅可以弄清有机溶剂

对酶结构和功能的影响,而且可以通过与水相酶结构的比较, 认识水在维持蛋白质空间构象

中的重要作用
[ 1]
。然而, 由于蛋白质在无水溶剂中呈不溶状态, 因而大多数研究均采用水和

溶剂的混合介质, 在无水溶剂中的红外光谱研究甚少 [ 2]。衰减全反射红外光谱无需蛋白质呈

溶解状态, 因而使非水介质中酶结构的研究成为可能[ 3]。在本文中,我们将脂肪酶从水溶液

沉积到 AT R晶体片表面,然后置于不同种类的有机溶剂中,获得酶与各种溶剂作用不同时

间的红外光谱,并与水溶液中的光谱相比较,得出有机溶剂导致脂肪酶二级结构变化的某些

规律性认识。

1　材料与方法
1. 1　材料

1. 1. 1　主要试剂　脂肪酶 CSL ( Candida sp. lipase) , 粗酶由中国科学院微生物研究所提

供,纯化后平板梯度凝胶电泳检测呈单一带 [ 4] ; 两亲分子 A(结构见图1) ,由东北师范大学化

学系提供;其余试剂均为国产分析纯。

1. 1. 2　主要仪器　傅立叶变换红外光谱仪, Bruker(德国) IFS- 66V 真空型。采用硅碳棒光



图1　两亲分子 A结构示意图

源, KBr 分束器, 液氮制冷 M CT 检测器。仪器扫描次数200,分辨率4cm- 1 ,扫描范围1590～

1800cm
- 1. 配用 PE 公司的 AT R装置, AT R片为单晶硅, 30°入射角。

1. 2　方法

1. 2. 1　傅立叶变换红外光谱测定　将4m g CSL 溶于0. 3ml 磷酸盐缓冲液 ( 0. 01mol / L

pH 7. 5)中,均匀铺展于 AT R片表面,置于4℃干燥器中干燥, 酶以均匀薄层吸附于 AT R片

上,测定其红外光谱(水溶液中)。然后将此 ATR 片置于不同种类的有机溶剂中, 一定时间

后取出置于干燥器中除去溶剂, 再测定其红外光谱(有机溶剂中)。

1. 2. 2　红外光谱数据处理　利用红外光谱傅立叶退卷积技术,对所得光谱进行退卷积后,

得到酰胺 I 键振动区( 1500～1800 cm
- 1

)范围内的几个振动峰,各峰峰位与对应的蛋白质二

级结构之间的关系为
[ 3, 5, 6]

:

1)　1626±1cm
- 1

: 异常 �折叠( disordered �-sheet ) ;

2)　1636±1cm
- 1

: 正常 �折叠( nat iv e �-sheet )组分一;

3)　1651±2cm
- 1

: �螺旋(�-helix ) ;

4)　1672±2cm
- 1

: 正常 �折叠( nat iv e �-sheet )组分二;

5)　1710～1720cm
- 1 :无规卷曲(和 �转角)。

根据上述关系, 在1590～1800cm
- 1范围内选用5条 Gauss曲线,利用统计学的曲线拟合

公式, 对各种情况下获得的红外光谱进行拟合。每条曲线固定中心峰位(峰位由退卷积结果

确定) ,自动调整曲线的半峰宽和峰高(黑点表示实验原始点, 实线为拟合后的曲线,虚线为

Gauss曲线)以达到与原始曲线拟合的目的, 由曲线峰面积计算出各构象组分的百分含量。

2　结果与讨论
作者曾利用圆二色光谱( CD)对含大量水的有机溶剂中 CSL 的二级结构作过研究,结

果表明其 �-螺旋含量明显增加[ 7]。那么在无(微)水有机溶剂中蛋白质的二级结构会发生怎

样的变化呢?两种情况下的结构变化有无内在的联系?为了解决这一问题,实验中利用衰减

全反射( AT R)技术对各种条件下 CSL 的红外光谱作了研究,结果示于图2至图7中。利用傅

立叶退卷积技术处理谱图, 得到各种条件下 CSL 分子内各基本构象单元的百分含量(将正

常 �-折叠结构的两种组分合并处理) ,结果见表1.

图2为 CSL 从缓冲液中干燥后的红外光谱, 该酶天然构象中各种二级结构单元的大致

含量为:异常 �-折叠, 14. 6%; �-螺旋, 16. 2%; 正常 �-折叠, 49. 3%; 无规卷曲(和 �-转角) ,

19. 9% . 异常 �-折叠( disorder ed or distorted �-sheet )的吸收峰位于1626±1cm - 1附近(图2

～7) ,它是一种在不同分子之间或同一分子内部的不同肽链之间所形成的�-折叠结构,与正
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常的 �-折叠( native �-sheet )相比,其结构比较松散, 规律性较低
[ 3, 6]
。

表1　根据 FT-IR 计算出的 CSL 在不同介质中的二级结构单元百分含量

作用介质与时间
含　量 ( % )

D�-s heet ( 1) �-helix �-turn �-sh eet( 2)

　� 缓冲液 　　14. 6 　　16. 2 　　19. 9 　　49. 3

　� 二氧六环中10min 10. 6 18. 4 8. 5 62. 6

　� 二氧六环中4h 8. 4 43. 1 13. 0 35. 6

　�二氧六环中4h后
　　重新暴露于缓冲液中

22. 0 16. 7 9. 6 51. 6

　� 环己烷中4h 10. 6 15. 8 14. 5 59. 1

　�含两亲分子 A 的
　　　环己烷中4h

3. 1 27. 9 17. 9 51. 1

　　　　　注: ( 1) 异常 �-折叠; ( 2) 组分一与组分二之和。

图2　CSL暴露于缓冲液时的红外光谱

图3为 CSL 与二氧六环作用10m in后的

红外光谱。可以看出在二氧六环的作用下,酶

的二级结构中有少量异常 �-折叠和部分无规
卷曲转变为正常 �-折叠,使正常 �-折叠的含量
增加了13. 3%, 而 �-螺旋的含量则无明显变
化。

图4为 CSL 与二氧六环作用4h 后的红外

光谱,与图3的结果不同,此时酶的�-螺旋含量
发生了变化,较缓冲液中提高了26. 9% , 而正

常 �-折叠的含量却减少了13. 7%.

由图3及图4可以推测: 二氧六环在开始

图3　CSL与二氧六环作用10min后的红外光谱　　　图4　CSL与二氧六环作用4h后的红外光谱

时使少量的异常�-折叠和部分无规卷曲转变为正常 �-折叠,随着作用时间的增加,新产生的

正常 �-折叠及一部分原来存在的正常 �-折叠又转变为 �-螺旋,即二氧六环最终诱导产生了

新的 �-螺旋。
图5为CSL 与二氧六环作用4h后,又重新暴露于磷酸盐缓冲液中( 10min) 的红外光谱。

可以看出尽管暴露的时间较短,酶的 �-螺旋与正常 �-折叠的含量已基本恢复到了在缓冲液
中的水平; 但无规卷曲及异常 �-折叠的含量却未恢复, 有可能两者之间发生了某些转化。上
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述现象说明, 二氧六环诱导酶分子构象发生变化的过程具有部分可逆性。

图6为 CSL 与环己烷作用4h 后的红外光谱,其 �-螺旋含量基本未发生变化, 其它各种

构象单元变化亦不明显,推测环己烷只是使少量异常 �-折叠和无规卷曲转变为正常�-折叠,

但没再继续诱导 �-螺旋的产生。

图5　CSL与二氧六环作用4h后又重新暴露于缓冲液中的红外光谱　　图6　CSL与环己烷作用4h后的红外光谱

图7　CSL与含两亲分子 A的环己烷溶液

　　　作用4h后的红外光谱

图7为CSL 与含1. 0mg / ml两亲分子A

的环己烷溶液作用4h 后的红外光谱。其中

异常 �-折叠含量降低11. 5%, �-螺旋含量增
加11. 7% , 而另外两种构象单元无明显变

化。上述变化应该是两亲分子A 与环己烷共

同作用的结果, 前已述及环己烷能将少量

异常 �-折叠和无规卷曲转变为正常 �-折叠,

因而可以推测两亲分子 A 的作用可能是使

新产生的(或原有的)正常 �-折叠又继续转
变为 �-螺旋, 即两亲分子 A 可能也会诱导

�-螺旋的产生。总的结果是正常 �-折叠基本
无变化, 而 �-螺旋含量增加。

3　结　　论
综合上述结果可以得出如下结论: 1) 二氧六环和环己烷均能使 CSL 的二级结构发生

不同程度的变化。2) 二级结构变化的程度与有机溶剂的种类有关,极性较强的有机溶剂更

容易导致酶的构象发生变化。环己烷仅使少量的异常 �-折叠和部分无规卷曲转变为正常 �-
折叠, 不能继续诱导 �-螺旋的产生。而二氧六环不仅能使少量的异常 �-折叠和部分无规卷
曲转变为正常 �-折叠, 还能继续诱导 �-螺旋的产生。这可能是因为极性较强的溶剂较易溶
于水,因而能越过酶分子周围的“必需水”层而与酶分子直接发生作用;而对于极性较弱的溶

剂,实现这一过程的阻力较大。3) 有机溶剂诱导酶分子构象发生变化是一动态过程,与作用

时间密切相关。4) 有机溶剂导致酶分子发生的构象变化具有一定的可逆性。5) 两亲分子也

能使酶分子构象发生变化。

刘红兵等在研究有机溶剂对缢圣碱性磷酸酯酶分子构象的影响时, 也发现二氧六环对
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该酶的 �-螺旋的含量有明显影响 [ 8]
。而 Ry u和 Dordick 在利用 CD谱研究有机溶剂对辣根

过氧化物酶构象的影响时发现, 该酶的二级结构基本不受有机溶剂的影响 [ 9]。可见有机溶剂

对不同种类的酶之结构影响有很大差异。另外, 有机溶剂及两亲分子 A 导致 CSL 二级结构

所发生的变化,可能正是 CSL 在有机溶剂及两亲分子 A 存在时所表现出的许多新的催化

性质(包括催化活性和选择性) [ 7]的内在结构原因。
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Conformational Studies of Lipase in Nonaqueous Solvents

by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
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Abstract　An infrared/ attenuated total r ef lect ion ( ATR ) technique has been ut ilized to

study the co nform at ional changes of lipase induced by nonaqueous solvents, w ithout the

need o f disso lving the pr otein in the nonaqueous solvent . Dioxane and cyclohex ane both in-

duced chang es in the secondary st ructure of the lipase. Ho wever, the ef fect o f dio xane w as

mor e so und because of it s higher hydr ophilicity. The conformat ional chang e of the enzy me

induced by or ganic solvents w as a dynam ic pro cess and w as reversible to som e extent . In

addit ion, it w as found that an amphipathic com po und could also induce an increasement in

the �-helixcontent of the enzyme.

Key-words　fo urier tr ansfor m inf rared; attenuated to tal reflectio n; lipase; st ructur e; o r-

ganic solvent
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