
简 报 第 45卷 第 23期  2000年 12月  

2511

细胞色素 b5若干表面荷负电残基突变体蛋白的

制备及初步表征

王韵华   王文虎   任 毅   陆君霞   顾少华   谢 毅   黄仲贤 *

( 复旦大学化学系化学生物实验室, 上海 200433; 复旦大学生命科学院遗传学研究所, 上海 200433.

* 联系人, Email: zxhuang@fudan.edu.cn)

摘要  用寡聚核苷酸诱导定点突变方法, 将细胞色素 b5 血红素暴露边周围的负电荷残基用疏水

性丙氨酸残基取代, 得到 7 种双点和多点突变的细胞色素 b5 蛋白. 基因碱基序列测定以及蛋白

质分子量测定结果都表明突变正确. 突变体蛋白的光谱电化学研究结果表明, 它们的表观还原电

位发生了 2∼10 mV的正向移动. 突变体蛋白的整体结构没有明显变化, 为进一步研究蛋白表面电

荷的作用奠定了基础.
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细胞色素 b5 是肝细胞内质网上的一种膜结合血红素蛋白, 普遍存在于哺乳动物及其他生物

体内. 在细胞内质网中, 它参与脂肪酸脱饱和反应, 也是许多细胞色素 P450 水化反应中的电子给

予体. 在血液红细胞中, 细胞色素 b5以可溶性形式存在, 与细胞色素 b5还原酶一起, 还原其中的

高铁血红蛋白(methemoglobin), 以保持血红蛋白的生理活性. 细胞色素 b5 膜蛋白的可溶性部分,

既可以用胰蛋白酶水解获得, 也可以由基因在大肠杆菌 E. coli 中表达产生, 它们均能保持蛋白质

完整的生物活性. 为此, 可以运用基因定点突变技术得到细胞色素 b5 的突变体蛋白, 满足于各种

目的的研究. 所以, 细胞色素 b5也是研究重要生物 化学问题的一个理想蛋白质模型体系.

在生物体内, 现已明确细胞色素 b5 参与的重要反应之一是传递电子. 大量的研究结果表明,

电子传递反应受到两个蛋白金属活性中心的距离 热力学驱动力 分子识别以及中间态的性质

等多种因素的调制. 然而这些因素本质上取决于蛋白质的一级结构和高级结构 蛋白质的溶液构

象以及蛋白-蛋白 蛋白-溶剂分子间的相互作用等. 因此, 生物体内电子传递反应与这些因素之

间的复杂关系的研究, 已受到了人们的高度关注.

从细胞色素 b5的三维结构中可以注意到, 高度保守的 Glu44, Glu48, Glu56, Asp60等残基, 均

匀地分布在血红素暴露边的两边, 在生理 pH条件下, 这些残基构成了蛋白表面的负电荷密集区[1].

已有的 cyt c/cyt b5电子传递反应的实验和理论研究都认为, 细胞色素 b5的这一区域, 在分子识别

和电子传递中发挥了重要作用, 它们主要以静电相互作用的方式, 对电子传递前体络合物的生成

作出了贡献[2, 3]. 但是在这些相互作用中, 每个残基的作用方式和贡献是否相同? 血红素两边的负

电荷分布是否对称? 这一负电荷密集区域在蛋白的识别与结合中是否必需? 血红素暴露边是否是

细胞色素 b5传递电子的惟一通道等等, 是非常有必要阐明的问题. 人们对这一区域中 Glu56 表面

残基在细胞色素 b5与细胞色素 c的电子传递中的作用的认识存在分歧, 我们运用寡聚核苷酸介导

的基因定点突变方法, 将细胞色素 b5 Glu44 和 Glu56 位上的负电荷残基用疏水性残基 Ala 替换,

获得了细胞色素 b5 E44A, E56A 和 E44/56A 突变体蛋白[4]. 首先在 NMR研究结果显示出突变体

蛋白的溶液整体结构和构象未发生明显变化的前提下, 用各种实验证实了 Glu56 残基与 Glu44 残

基一样, 以多种动态的模式也参与了与细胞色素 c 之间的电子传递相互作用[5]. 然而, Glu56 的这

些作用是否受到这一区域其他负电荷的调制? 在血红素暴露于溶剂的负电荷面的静电势是否影响
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蛋白间的电子传递? 电荷的多寡和它们的位点有什么关系? 它们之间是否存在整体的协同作用等

等? 为了进一步阐明这些问题, 我们在以前工作的基础上, 将 Glu48和 Asp60残基再用 Ala取代,

得到多种单点 双点和多点表面荷负电残基突变的蛋白, 然后考察各个负电荷残基在调节电子传

递反应热力学性质和动力学性质中的作用及它们的整体作用, 获取有关细胞色素 b5 电子传递通

道以及反应机制的信息. 本文报道了这些细胞色素 b5 蛋白基因的定点突变及其在 E. coli JM83

中的表达 蛋白质的纯化, 以及突变体蛋白的分子量和条件标准还原电位等基本性质的表征.

1  材料与方法

( ) 材料.  T4 DNA聚合酶 T4 DNA 连接酶 T4 多核苷酸激酶 限制性内切酶 EcoR

和 Hind 等均购自 NEW ENGLAND Biolabs公司. [α-32P]-dATP, [γ-32P]-dATP购自 Amersham公

司. 含有合成细胞色素 b5基因(编码牛肝线粒体细胞色素 b5 82 个残基的水溶性结构域)的 pUC19

质粒由加拿大 British Columbia大学 A. G. Mauk教授惠赠. 其他的生物试剂均购自 Sigma公司,

所有的化学试剂均为分析纯.

( ) 方法.  (1) 基因定点突变. 除特别说明外, 基因的定点突变及其他的 DNA 操作均按

Sambrook等人[6]的方法进行. 我们合成了两个 21 个碱基长的寡聚核苷酸引物, 分别将 E48(GAA)

改变为 A48(GCG); D60(GAC)改变为 A60(GCG). 为了提高效率, 我们将引物等摩尔混合后, 分别

与克隆了野生型, E44A, E56A以及 E44/56A基因的M13噬菌体单链 DNA进行杂交和体外合成,

这一个过程同时得到了 48或 60位单点以及 48和 60位双点突变的基因. 从M13 mp18 RF DNA

中得到目标突变基因, 转接到 pUC19质粒, 并转染 E. coli JM83. (2) 蛋白质的表达与纯化. 蛋白

的表达与纯化按文献[7]的方法进行. 收集 A412/A280 5.7 的组分, 用 Amicon 超滤器浓缩并多次脱

盐, 至磷酸缓冲液浓度小于 1 mmol/L 后将蛋白溶液进行冷冻干燥. (3) 蛋白分子量测定. 固体蛋

白样品用 1 1 (体积比)甲酸和 0.1% 乙酸混合水溶液溶解, 蛋白样品终浓度为 0.01 µg/µL. 用

注射器直接将样品注入 ESI 电离源, 进样速度为 1 µL/min. 测量前用肌红蛋白标准样品做静态和

动态质量校正. (4) 蛋白质氧化还原电位测量. 用光谱电化学方法测定蛋白质的表观还原电位 E0 .

金网光透薄层电极(OTTLE,160 wires/cm)为工作电极,铂电极为辅助电极, 饱和甘汞电极(+242 mV,

图 1  细胞色素 b5 E48A/D60A在 Au-OTTLE上的薄层光谱
曲线 1~9的外加电位分别为: –360, –38, –18, –3, 12, 27, 47, 67, 60 mV (vs. SHE)



简 报 第 45卷 第 23期  2000年 12月  

2513

vs. SHE)为参比电极. 按文献[8]的方法, 用

ZF-3型恒电位仪调节外加电压, 在 HP8452A

型紫外-可见分光光度计上记录每一外加电位

下的吸收光谱(如图 1), 读出 424 nm 处的吸

光度 A, 根据方程 EApp = E 0  
 + RT/nF ln

(AR−A)/ (A−AO) (其中 AR为完全还原态的吸光

度, AO 为完全氧化态的吸光度)进行拟合(如

图 2), 得到表观还原电位 E 0 .

2  结果与讨论

我们在以前工作[7]的基础上, 分别以细

胞色素 b5野生型以及 E44A, E56A, E44/56A突变体的M13 mp18单链 DNA为模板, 用寡聚核苷

酸介导诱变, 将 48 位和 60 位的残基再一次定点突变, 获得了 E44/48/56A/D60A, E44/48/56A,

E44/56A/D60A, E48/56A/D60A, E44/48A, E48/56A, E48A/ D60A, 44A/D60A和 E44/48A/D60A 等

9种突变基因. 突变基因测序结果中的部分碱基序列见图 3. 突变基因在 E. coli JM83中的表达, 在

相同的表达条件下呈现明显的差异. 其一, E44/48A/ D60A和 E44A/D60A基因未能表达得到含血

红素 b 的完整蛋白; 其二, 突变基因的蛋白表达量不同, 大部分突变基因的表达量都明显高于野

生型, 其中 E44/48/56A/D60A为最高, 每升培养基可得到 24 mg纯蛋白, 是野生型细胞色素 b5 (每

升培养基 15 mg)的 1.3 倍左右. 突变体蛋白表达量的增加, 可能与突变后蛋白肽链的疏水自由能

增大有关. 按 Caffrey 等人[9]的方法进行计算, 谷氨酸残基用丙氨酸取代后, 疏水自由能可增加

0.3 kJ/mol; 天冬氨酸用丙氨酸取代后, 疏水自由能可增加 0.9 kJ/mol. 所以当 Glu44, Glu48, Glu56

和 Asp60 四个残基同时用 Ala 取代后, 疏水自由能有较大幅度的增加(约 1.8 kJ/mol 左右), 它们

可能使得蛋白肽链更加稳定, 因而使产量明显增加. 我们在突变体蛋白稳定性研究中得到的结果

与这一理论计算结果一致, 每种突变体蛋白的稳定性均有提高, 但每个位点的突变对增加蛋白稳

定性的贡献可能不等 (未发表的结果). 至于为什么未能获得 E44/48A 和 E44/48A/D60A 完整蛋白

的原因目前尚不清楚, 有待于结合其他实验结果进一步研究.

图 3  9种细胞色素 b5突变基因的部分 DNA序列
从第 44位至 60位, 括号内碱基代表突变碱基

图 2  由图 1数据得到的 Eapp-ln[(AR−A)/(A−AO)]图
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细胞色素 b5 理论计算值 实验测量值 a) 表观还原电位 E0 /mVb) E 

0 (E 

0
WT − E 

0 )

野生型(WT) 9 461.4 9 462.0 5 −

E44/48/56A/D60A 9 243.3 9 244.9 15 10

E44/48/56A 9 287.3 9 287.7 12 7

E44/56A/D60A 9 301.3 9 301.9 8 3

E48/56A/D60A 9 301.3 9 301.5 13 8

E44/48A 9 345.3 9 346.0 10 5

E48/56A 9 345.3 9 344.5 8 3

E48A/D60A 9 359.3 9 359.8 7 2

a) 测量误差均小于 ± 2个质量单位; b) 测量误差 ± 3 mV

用电喷雾质谱方法测得的突体蛋白分子量列于表 1 中. 从中可以看到, 每个突变体蛋白分子

量的测量值和理论值完全一致, 表明我们成功地进行了定点突变和蛋白的纯化. 这些蛋白可以用

于我们设计的各种后继实验研究中.

 表 1还列出了突变体蛋白在 pH = 7.0, 0.1 mol/L磷酸缓冲液, 25 的表观还原电位. 从表中

可以看到, 所有突变体蛋白的电位与野生型相比, 分别向正方向移动了 2~10 mV. 我们曾经总结

过影响细胞色素 b5 氧化还原电位的 4 个主要因素 1), 即血红素 b 的轴向配体以及介质阳离子与

血红素 b 丙酸根的相互作用, 血红素 b 附近的残基与它的相互作用, 血红素 b 暴露边周围的静电

势, 以及血红素 b 疏水袋的疏水性. 然而, 当我们把蛋白表面带电荷残基用电中性的残基取代时,

除了静电势有些改变, 基本上没有涉及上述其他性质的变化, 因此突变体蛋白的氧化还原电位仅

有一个微小的移动. 这些结果与我们以前报道的 E44A, E56A 和 E44/56A 的结果一致[8], 也再次

证实了我们以前的结论是正确的. 在细胞色素 b5中, Glu44, Glu48, Glu56和 Asp60均位于血红素

暴露边的周围, 这些残基的负电荷被中和之后, 可能不利于氧化态蛋白中 +3 价态的铁的正电荷

分散, 比还原态蛋白中+2 价态的铁更不稳定, 因此电位向正方向移动了. 同时, 这些表面的残基

被突变  后, 没有对血红素疏水袋内环境产生明显影响, 仅使血红素疏水袋与血红素之间的疏水

相互作 用稍有增加, 所以电位发生很小的正向移动. 将多点突变(如 E44/48/56A/D60A)和双点突

变蛋白(如 E44/48A, E48/D60A)的氧化还原电位进行比较后可以发现, 表面负电荷对电位的作用

基本上是简单的累加, 与负电荷分布的对称性可能没有明显的关系. 氧化还原电位的改变也经常

是蛋 白结构扰动的有效探针, 这些突变体蛋白氧化还原电位的微小变化表明, 蛋白表面荷负电

残基突变后, 没有引起蛋白的整体结构 特别是血红素疏水袋内环境的变化. 所有突变体蛋白氧

化态  和还原态的紫外可见吸收光谱与野生型蛋白完全相同(图未列出), 也证实了这一结论. 这

些结果都表明, 突变体蛋白除表面电荷数与野生型蛋白有区别外, 它们的结构基本上保持一致,

这为我们进一步研究 阐明各个负电荷残基及其分布与蛋白之间的识别 结合以及电子传递的

关系奠定了基础.
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表 1  细胞色素 b5 及其突变体蛋白的分子量和 25 的 E 0
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