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马槟榔甜味蛋白的圈二色谱

和激光拉受光谱
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+

胡 忠

( 中国科学院昆明植物研 究所 )

摘 要

测定 T 自马槟柳 ( C a p刀 a r 乞5 m a s a王左a f L e , 1
.

) 种子令离的二 种 封 味

蛋 白 M a 工和 M a n 的远紫外区域 圆二 色谱
,

并按 Y an g 和 C he
n 的方法用最

小二乘法计葬了它们的构象单元含童
,

结果表叨
a 稼旋含量最多

:

对 M “ I

f H = 0
.

4 3
、

f , = 0
.

2 4
、

f R = 0
.

3 3 ; 对 M a ll
,

f H = 0
.

3 7
、

f , 二 0
.

3 3
、

f a =

0
.

30 ;
其相关 系数均为 0

.

9 8 7 6 ;
计葬所得理论曲线与实验脚线其本吻合

。

二种柑蛋 白的激光拉受光谱测定结果也表明其主要构象单元为
a
探旋

,

此

外
,

均无 S H 谱带
:

M “ I 的 T yr 残基暴露于分 子 表 面 ;
与 M “ n 相 比

,

M a l 有明显的 5 45 c m 一 ` 和 1 10 cI m 一 ,
谱带

,

这可能从构象 上 说 明 M o
l 与

M
a

ll 对热和变性剂处理表现不 同的原因
。

关扭词
:

圆二 色谱
; 激光拉曼光谱

; 衬味蛋 白

前 古
口

1 9 7 2年
,

M o r r i s 和 C a g a n [`。 ]
,

V a n d e r w e l 等 [ ’ 2〕分别报告 了从 西 非 产 的 二 种 植 物

D i o s c o r e o p h夕l l u m c “ m m ”̀ 5 5 1和 T h a 。 。 a 乙o o o e o s d an `。 111￡的桨果中分离到二种甜味很 强 的

蛋白
,

名称为 M o en ll in 和 T h “ u m “ t in
。

此后
,

许多人对这二种甜蛋白的结构和甜味 活 性 的

关系进行了大量的研究
。

I y e n g a r 等 [ ’ ] ,

J i r g e n s o n s [ 8 ] 及 k o r v e r
等 [ . ] 用 C h血 和 F a s m a n 的

构象预测法及圆二色谱 (C D ) 的测定和计算得出这二种甜蛋 白的主链构象主耍是 刀折 迭
, a

螺旋含量较少的结论 ) 1 9 8 3年本实验室报告 了从我国中药材马槟榔 ( C叩尹ar is m as 成无ia L色以
.

)

种子 中分离到称 为 M a ib ln in 的甜蛋 白 〔 2丁有二个组分
,

分别称为 M a l 和 M o ll
。

其 分 子量各

为 1 1 6 0 0 和 1 0 4 0 0 ;
等电点 1 1

.

8和 1 1
.

3 [ 3 1 。

M a l 和 M a ll 甜味相同
,

但对热和变性剂处 理 的

稳定性显著不同 [ ’ ] 。

M a n 经受 80 ℃ 4 8小时处理不改变甜味
,

而 M a l 经 80 ℃ 30 分钟处理即丧

失甜味
。

为了了解这二种甜蛋 白主链构象的特点及其 与甜味活性稳定裙的关系
,

我们对它们

的远紫外区域圆二色谱和激光拉曼光谱进行了测定和分析
。

* 1 9 8 5属硕士研究生
,

现地址 : 复且大学 生物工程系
于
云 南大学 化学系

本工作承 中国 科学院生物物理所六室协助
。
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材 料 和 方 法

一
、

材料

马槟榔种子自成熟的果实中刹出井干燥后于 8℃储存备用
。

将种子去壳
,

种仁粉碎后 用石

油醚脱脂
。

脱脂于粉用50 %丙酮水溶液提取蛋白
,

通过 C M一
纤维素柱层析分离纯化 后 制 得

M al 和 M o n 冰冻干粉
。

经聚丙烯酞胺凝胶 电泳鉴定
,

达到了电泳纯
〔 3 ]

。

二
、

方法
:

C D谱的制作在法国 J
.

Y
.

D 宜c br o gr a P he lll 型光谱仪上进行
。

样品溶于重蒸馏水 中
,

浓 度

4 m g加 l ,

光程 0
.

01 m m
,

扫描速度 6 0n m / m in
,

灵敏 度 5 x 1 0一
,

所有图谱均经机附 计 算 机

(
a

)
匆1816

4208642.1.. .心.

0246

ùùù
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一 t o

一 1 2

一 , 4
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矛
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(b )

忿
8
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4208
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4202
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矛
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一 , O

一 2
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180 2以 ) 2加 2 4 0 2 6 0 刀 .

脚va
e l e
叮七h

F 19
.

1 C o m P a r i s i o n o
f th

e e x p e r i m e n t a l C D S eP e t r u m cu m
s

(… … ) w it h

叩 m P u t e d e u r v e s (

— )
o

f 亡h e s w e e t p or 亡e i n M a
r (

a ) a n
d M a l l ( b )

累加 4 次井进行 ,tI 滑化处理
。

得到 C D 谱后根据 C h en 和 Y an g 的 方法
,

以 5 个球蛋白的画二色数据为基础
,

用最 小 乘

法在 D u “ 1计算机上计算 出二种甜蛋白 胜链构象单元含量
,

拜用计算得到的回归系数代回原式

求得理论曲线
,

再 与测量曲线进行比较 41[ B1[
。

激光拉曼光谱 由 J
.

Y
.

T一 80 。三单色器光谱仪记录
,

氢离子激光器为光源
,

功率 40 0 ` W
,

激光波长 5 14 5 A
,

灵敏度 1
.

3 x 3 K光子 /分
,

扫描速度 1
.

5波 数 /分
,

用 。溺二 l 液体 池
。

样 品

溶于重蒸水中
,

浓度 S Om g / m l
。

使用前仪器用四氯化碳校正频率在 士 2c 讨
` 之 内

。

谱 仪 配

备 N i cO le t 1 18 0 计算机作信号平均累加
,

M a 工和 M o ll 各果加 6 次和 5 次
。

测定在室温下进

行
。



结 果 和 讨 论

M “ I和 M
“
且远紫外区域圆 几色谱实验曲线 见 F g i l图中纵 标 用 以 e dr g

。 。 mZ dn lo l犷
,

为单位的
j

卜均残基椭圆度值 来表示
。

根据氨基酸分析结果取氨基酸残基平均分子量 M 。 ,

M a l
一

为 1 3 5
.

3
,

M ” 且为 1 19
.

8
。

不J用最小 二乘泪;计 算得到的构象单元 含 量 结 果 为
:

M a l 为 f H 二

0
.

4 3 , f , = 0
.

2 4 , f R = 0
.

3 3 ,

总手Jl关系数为 0
.

9 8了(, ; M a
ll 为 f H = 0

.

3了
,

f , = 0
.

3 3
,

f R = 0
.

3 0
,

总相 关系数 为 0
.

9 8 7 6
。

将得到的回 归系数代回原式
,

川得到的理论 o 值绘出计算的圆二 色理

论曲线
, `

J实验曲线相比较 可见共吻合程度较好 ( 见 iF g 飞 )
。

M a l 和 M a
ll 的激光拉曼谱见 F i g Z

。

其扫捕范围均 为4 5 o c 。 一 ,

一 1 8 0 0 c ` 一 ` 。

另外
,

为了

验证是 否有 S H 基
,

也臂对 M a l 和 M a 且进行了 2 5 0 0 0 m 一`

一 2 6 0 0 o m 一 , 范围内扫描
,

结果 未有

明显峰出现
,

这 与这两种蛋白质 川化学方法测定无 自 l句 S H 基的结果是一致的 [“ ] 。

从 F i g
.

1 C D 谱可看 I H
,

M a
_

[ 和 M
a

且在 Z o g n m
、

2 2 3 n m 和 2 1 0 n m
、

2 2 o n m处均各有二 个

负峰
,

达 友明 二者均有较多量的 。 螺旋
。

与已报道的 M
” “ e

ill
n 和 T ha

u m o t in 相比明显不同
,

后二者在 2 1 5n m 处有明显的负峰
。

M
a

1 C D 谱中 1 8 9n m 处有 一显著正 峰
,

而 M
“

n 在 1 8 8 n m 和 1 9 4n m 处有 二个明 显 的正

165吞
J101



16中 4

( b)

F ;9
.

2Ra ma n s pe et ra of th esw e et po rt e in Ma T (a )a n d Ma l l ( b)
.

峰
,

这种区别尚难解释
。

正峰在热变性时渭失而变为负值 f `」
。

此外
,

将 Z 1 5 n 。 处 e值 进 行

比较
,

M a 且为 一 1 2 9 9 8 ,

M a l 为 一 1 2 2了6 ,

因此 M a ll 比 M a l 可能含 有 更 多 的 刀折 迭 成

份
[ 4 ] [川

。

计算结果表明
a 螺旋含量较高

,

与图谱分析的结果相关性很好
; 而且将得到的各个相关

系数代回原式
,

求得的理论计算图谱 与实际的侧量曲线也比较吻合
。

计算结果中仅
a
螺旋的舍

量较可靠
,

其它的由于多种因素的影响仅能做 为参考 4[] [ 5 ]
。

激光拉曼光谱图的解释见 T a b le l
。

从表征 主链构象的酞胺带来看
,

二者均含有较 多 的
a
螺旋

。

M a l 和 M o
n 表征 a 螺旋的酸胺 I 带 1 6 5枕 m 一 ,

很明显
,

但该带受 H 2 0 的 干 扰
。

较

弱的酞胺 111 带中
,

以 1 2 8 5 o m 一 `
为中心的 士 1 c5 m 一 ,

的一些小峰表明 a 螺旋的存 在
。

此外 93 3

和 9 2 8 C m 一 `
强谱带也表明

a 螺旋结构
。

酞胺 111 带中也表明有 刀反平行折迭 ( 12 4 1 c , 一 , ) 和 无

规卷曲 ( 1 2 4 9 o m 一 `
)

。

上述结果 与圆 几色谱结果基本一致
。

拉曼光谱中 M a 工和 M : n 的 S一 S键的振动频率各为 5 06 和 S O 7 o m 一 , ,

表明二硫键的几何

构象为扭曲
一扭曲一

扭曲式
。

但 M “ I 有较强的 5 4 5 c 二一 `
峰

,

按 s ug et :
理论 [川

,

此中一 部 分

二硫键处于 t r a n s一扭曲一 t ar sn 构型
,

这种构象常常发生在热变性后 的蛋白中
,

因此很可能 这

些二硫键处于肤链的松散部分
。

在 M a l 和 M a n 的拉 曼 光 谱 比 较 中
,

还 可 看 到 M o l 的

1 1 o 3 c m 一 `

峰比 M “ n 要强得多
,

由于认为这条谱带对构象的变化比较敏威
,

为 构 象 标 志 带
[ ” ] ,

因此也为 M , 工较 M : 11 不稳定的事实提供构象上的解释
。

M o l 拉 曼光谱有明显的 82 cI m 一`
和 84 4一 ,

双峰
,

强度比为 1 : 0
.

8 ,

表明分子中 有 T yr 残

基且暴露于分子表面
[
川

’ 3 , 。

M a ll 无 T y r 残基
。

49
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S—
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d e f o r m a t i o n

从氨基酸分析数据可知
[ ” , ,

M a I J乙M a ll 多念 有 6 个 p r o 。

根 据 C h o u 和 F a . , a n 对 各

种氨基酸在各个构象单元中分布作统计处理得到的构象参数来看
〔 6 ] ,

rP
。 易破坏

a
螺旋和刀

折迭
,

但和 lG y
、

A sn 及 A sP 一样
,

易形 成 刀转角
,

若 刀转角和 刀折迭相连
,

则尹转 角往往

得到稳定
。

在含有较多 a
螺旋 的 M a l 中

,

这些擂入 的 刀转角势必破坏部分螺旋的稳定性
,

造

成一些松散的螺旋
,

这部分结构极易在变性条件下被破坏
; 而 M a ll 含 有较多的 尹折迭

, 与

刀转角一起构成稳定的构象结合体而不被破坏
。

以 卜观点均为 M 。 工 较 M o ll 不稳定的事实提

供部分解释
。

参 考 文 献

〔 1 ] 丁鸣
、

胡忠 ( 19 8 6 )
, 《 云 南植 物研究 》

,

8 ( 2 )
, 1 8 1。

〔 2 ] 胡忠
、

何敏 ( 1 9 8 3)
,

(( 云 南植 物研究 》 ,
5 ( 2 )

, 2 0 7
。

[ 3 〕 胡忠等 ( 1 9 8 5 )
,

(( 云南植物研究》 ,
7 ( 1 )

, 1 。

〔 4 〕 普子贤 (l 9 8 2 )
,

《 蛋 白质化学》 ,

87 一 1 13 页
,

科学出版社
。

[ 5 」 C h
e n ,

y
.

H
.

e t a
l

.

( 1 。了2 )
, 刀 i o c

h
。二 滋: t , 少 ,

11
, 4 12 0

.

[ 6 〕 C h
o u ,

P
.

Y
.

a n
d F

a s m a n ,

G
.

D
.

( 2 97珍)
, 刀 i o c h e , i J一,少 ,

1 3
,

2 2 2
。

[ 了〕 Iye n
,

r ,
R

.

B
.

e t a l
.

( x盯 g )
, E 二 r .

J
.

刀 i o e
h 。 ,

. ,
日e , 10 5

.

[ 名〕 J i电 e n s o n s ,

B
.

( 2 9了6 )
, 刀 i o c丙

。 n : .

召 1 0
户h ,

.

A ` z ` ,
4 9 3

,
2 7 5

-

5 0



[9〕

〔 0 1〕

〔 1 1〕

K
or e vr,

0
.

e t a r
.

( 1 0 7 5 )
, 刀 二 , .

J 召 s o t人
e o

. ,
3 5

,

5 5 4
.

M
o r r is ,

J
.

A
. , a n d C a g a n ,

R 一 H
.

( 29 了2 )
, 月滚。 `

h
。 二

.

刀 i。户h , : .

月 ` , 。 ,
2引

,
1 24

.

P a r k e r ,
F

.

S
.

( 1 9 55 )
, 找户夕I s c ` r￡。 , o

f l
,

f
, 奋 , 。 J , R ` , ` : , ` : J R , : o : ` 。 c o R ` , ` 。 s户e c` r o : ` o

户,

刀 1 o c h。 , i了了 r ) ,
p 8 3一 z峨3

,

P l
e n u m P r e s s ,

N
.

Y
.

a n d L o n d o n
.

V a n de r w e l
,

H
.

e t a l
.

( 2 0 7 2 )
, F E 丑夕 毛 。 , t e r ,

2 1
, 8 8

-

v
a n

w ar t ,

H
一 `

它一
e t al

.

( 1 9 7 8 )
, 只 ` 。 ` 刀 。 。

` ; , , 。 : ` , ` 。 , ` . ` ,
s户: ` , r 。 。 。

仰
, ; , :

如
` 。浮 , 。

o考y
,

V
o l

.

x 七z义 ,
p 6 7一1 2 7 ,

A e a
d

e m i c P r e s s
.

Y
a n g ,

G
. ,

C h e n ,
G

.

C
. , a n d J i r g e n s 。 二 ,

B
.

( 1 9 5 0 )
,

i n : C R C h
` ,
浮石

0 0 庵 。

f 月￡o `
h e o i , 君, , ` :

J

刀 ` 0 1 0 名, , 3 r d e d
.

P r o t e i n ,
V o l

.

J J I , p 3一 1 3。

i .

L1 2〕

〔1 3〕 卫月 z , 邢 0 1
-

〔 1 4〕 从 0 1` c . l` 护

C I R C U L A杯 移 I C H R O I S M S P E C T R A A N D L A S E R R A M A N

S P E C T R A O F T H E S W E E T P R O T E I N M A B I N L I N S

F R O M C a P P a r i S m a s a艺瓦a i L e v l

D i n ,
M i n g

( K “ 扮 m 艺几 9 I n s 亡艺乙u t e

M a , Z h o n g一 x i n

o了 B
o ` a 。 犷

,
A e a

d e 机葱a

H u , Z h o n g

厅艺掩坛e “ ,

K “ 介哪 i
几

g )

A B S T RA C T

C D s P e e t r a i n f a r u l t r a v i o l e t r e g i o n o f t w o s w e e t p r o t e i n s ( M a b i n l f n ) M妞 I a n d

M a 11 f r o m t h e s e e d s o f C a P P a r i、 。 a s a ,左a i L e v l w e r e r e e o r d e d a n d a c e o r d i鳍 t o

Y a n g a n d C h e n ` 5 m
e t h o d , t h e e o n t e n t o f d i f f e r e n t e o n f o r m a t i o n a l u n i t s w e r e e s t i -

m a t e d b y l e a s t s 任u a r e m e t h o
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m o l e c u l e
.

T h e s t r o n g e r i n t e n s i t y o f P e a k s a t 5 4 5 e m 一 1 a n d 1 1 0一 e m一 1 o f M a l m a y
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