
!!!!!!!!!
!

!!!!!!!!!
!

"

""

"

研究快报

高碱性6N诱导紫膜片层表面结构变化的
原子力显微镜直接观测!

陈德亮!!#李#辉"!#韩宝善"!#徐#兵!!#胡坤生!!$$
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摘要#报道了在高碱性?X下#紫膜中细菌视紫红质 !]’"表面结构变化的直观信息*紫外可见光谱实验发现#
当?X上升到!"WJ#]’分子上的生色团视黄醛脱落#分子完全变性$原子力显微镜实验观测到在此?X下#紫膜
片层的晶格结构瓦解#]’分子在紫膜上无规则聚集#同时出现非特征 %岛屿&结构和特征 %岛屿&结构*
关键词#细菌视紫红质#紫膜#?X#%岛屿&结构#原子力显微镜
学科分类号#+J%$$

##细菌视紫红质 !P:<&319617656?K94#]’"是嗜
盐菌 !K#$*)#."!+1/76#$*)1/7"质膜上发现的一
种光驱动的质子传递蛋白’!(*]’含有"HC个氨基酸
残基#其基本结构是,个"螺旋#2端在细胞膜内
侧#(端在细胞膜外侧’"(#生色团视黄醛通过希夫
碱基和"!J位的赖氨酸残基相连’$(*在天然状态下#
每三个]’分子会在细菌质膜上形成一个结构单元#
从而构建成六角型的晶格片层体系#称为紫膜’H(*
在紫膜中的]’分子十分稳定#耐酸碱)高温等极
端条件#加上其独特的结构功能#使]’在光电转
换)光信息存储以及非线性光学等领域有广泛的应
用*
]’分子的生理功能是跨膜传递质子*在这一过
程中#质子扮演了双重身份*一方面#它作为被]’
蛋白传递的物质#十分类似于酶促反应中的底物角
色$另一方面#它又可作为环境因子#调节]’的功
能#改变]’的结构*到目前为止#人们在功能研究
方面已经知道了?X可以调节]’分子中视黄醛构型
的转变’I(#质子传递通道内部质子受体的状态’J(#以
及]’光循环各中间体的性质’,(等等*而作为]’领
域的两个重要实验室-&63<E349DK’C(和U0\1>0’O(小组#
系统地报道了在不同?X条件下]’的光循环性质和
动力学特性#并且认为在碱性条件下光循环的路径和
机制可能与经典的模型并不一致*至于在结构研究方
面#人们一直并不清楚在碱性环境下#]’变性过程
中结构变化的具体信息*
本实验主要采用原子力显微镜#对高碱性?X

诱导的紫膜片层上]’分子的表面结构变化进行直
接观测#得到了 %岛屿&结构的表面特征形貌*

&#材料与方法

紫膜的培养和纯化沿用传统方法’!#(#纯化后的
样品溶解于去离子水中并保存于Hj冰箱中*
紫外可见吸收实验中的]’样品溶液 !含有!##

;;68+GR28#!#;;68+G甘氨酸"#通过加入 R̂ X
溶液来调节?X值#R̂ X溶液体积要小于样品总体
积的!+!###准备好的样品要在Hj冰箱中平衡至少

!"7*其特征吸收光谱在 X9&:<79Z%"#!#分光光度
计上测定*
原子力显微镜实验中#先将紫膜溶解于中性

R28%甘氨酸缓冲液中#浓度一般在!%I*;68+G左
右*取适量 !I%!#*8"的紫膜溶液#滴于新解离
云母上*静置!#;94左右#让紫膜膜片吸附在云母
表面#然后用不同?X 的缓冲液冲洗若干次#并且
平衡"7以上#再进行原子力显微镜实验*
仪器为原子力显微镜 !(:46-<6?3&:#AA%

)MA#.F"#我们使用液体池下的<64&:<&模式*使
用-9$(H 制 成 的 (B%- 短 窄 针#弹 性 系 数 Ck
#W$J(+;*使用中没有用 %̂ &形密封圈*通过参
量设置#使扫描时针尖对样品的作用力尽可能地小$
通过力曲线#可以测得针尖对样品的作用力*在我
们的实验中#针尖的施力可以控制到#W$4( 以下#
以得到]’清晰的周期性结构形貌图*
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##所有实验操作若无特殊说明均在室温下进行*

9#结##果

9<&#紫外可见吸收光谱实验
在碱滴定过程中!]’的特征吸收发生了蓝移*

图!中可以看到!随着?X的升高 "JW!J%!!WO$#!

]’特征吸收峰的波长从I,#4;红移到IJJ4;!吸
收值也逐渐下降!当?X 为!"W$#时!特征吸收值
进一步下降!值得注意的是在$J#4; 处开始出现了
新的吸收峰*当?X 大于!"WJ的时候!]’在I##
%J##4;区域的特征峰完全消失!而在$J#4;处
出现了十分明显的吸收峰*说明此时]’的结构发
生了巨大的变化!视黄醛和"!J位赖氨酸连接位置
的希夫碱基被水解 "I##%J##4;吸收消失#!从而
释放出视黄醛分子 "游离的视黄醛分子在$J#4;
处有特征吸收#*

9<9#原子力显微镜实验
天然紫膜中性?X 条件下原子力显微镜的实验

结果已经有了多篇报道$!!!!"%*我们的结果和他们的
相同!可以清晰地看到平均直径在#WI*;呈椭圆
或长圆型紫膜片层的整体形貌结构 "图"#!大尺度

I*;下的膜平面显得十分平整!在小尺度!##4;
下的紫膜平面上!组成二维六角型晶格结构的]’
三体单元清晰可见 "图$#*当缓冲液?X 上升为

!"W#时!紫膜的整体形貌以及精细结构都和图"及
图$的结果相似!这里不再给出*

>1.<9#:348D,?B24"-6-.,B637-?AB"1E46D,6C4
545M,BA4DA@4,"34A4D",BC6N

>1.<*#:349!Q2,78"BCC1A45B",1S8",D2"D,4
-?AB"1"E46D,6C4545M,BA4DA@4,&++A582BC4

##当注入?X为!"WJ的缓冲液并且平衡后发现!
紫膜片层的结构发生了巨大的变化*从图H中可以

>1.<F#:348D,?B24"-6-.,B637-?6D,6C4545M,BA4
DA@4,6N&9<G
I*;K<:83*

看到紫膜的整体形貌并没有改变!但膜上出现了新
的结构变化*有的区域膜平面依旧平整!但更多的
区域出现了凹凸不平的膜平面结构*取图H中上部
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的一个紫膜片层进行放大观测!在C##4;尺度下
"图I#可以清晰地看到$这种特殊凹凸不平的现象
其实是]’蛋白在紫膜片层上形成了无规则不定型
的聚集体!我们称之为脂双层上的 %岛屿&结构*
在$##4;尺度下的结果显示紫膜的特征二维晶格
体系已经消失!]’分子的确是以一种无规则方式
发生了聚集*

>1.<J#:34"7612BC%T8CBA@&8",D2"D,4"-6-.,B637
-?6D,6C4545M,BA4DA@4,6N&9<G

C##4;K<:83*

##但当我们对图H中表面平坦的紫膜样品进行观
测!结果显示$这部分样品虽然在大尺度下没有形
成明显的特征 %岛屿&结构!但在高分辨尺度下可
以看到二维六角型的晶格体系消失!]’ 分子同
样在脂双层上无规则地聚集"图J#*因为这种聚

>1.<G#:34A-A!"7612BC%T8CBA@&8",D2"D,4"-6-.,B637
-?6D,6C4545M,BA4DA@4,6N&9<G

!##4;K<:83*
集的面积尺度远小于特征 %岛屿&结构中的聚集尺
度!所以我们称之为非特征 %岛屿&结构*

*#讨##论

随?X的上升!]’的光循环以及质子传递会被

抑制*而在结构方面!AD8831小组’!$(已经证实$视
黄醛的脱落和]’分子进入变性态!是伴随着紫膜
晶格体系的瓦解而协同进行的*图!说明当?X 大
于!"W$!]’开始进入变性态!此时视黄醛开始脱
落)而?X达到!"WJ时!]’就完全变性!特征吸
收峰完全消失*虽然人们曾推测在极端?X条件下!

]’分子会发生聚集效应!但我们利用原子力显微
镜!首次直观地观测到这种聚集现象存在两种不同
的结构形式*:W特征 %岛屿&结构$紫膜中的二维
六角型晶格完全瓦解!]’分子在膜上无规则聚集
形成 %岛屿&结构! %岛屿&的突起高度约为"WI
4;左右 "图I中未给出#!聚集面积大而显著!在
大尺度分辨率 "I*;#下都可观察到*PW 非特征
%岛屿&结构$紫膜中的晶格也完全破坏!]’分子
无规则排列并且也发生聚集!由于这种聚集的突起
高度仅为#WO4;左右!接近天然紫膜上]’的突起
高度!所以在一般尺度上观察不出和天然紫膜的差
别!同时这种聚集的面积很小 "平均直径约小于"#
4;#!所以称之为非 %特征&岛屿结构*
然而!我们并不清楚$为什么高碱性?X 会诱

导紫膜上的]’发生聚集而形成两种不同的结构形
式*比较两者的结构特点并结合 AD8831的观点!我
们推测$高碱性?X 可能先导致连接视黄醛希夫碱
基的水解!释放出视黄醛分子!从而破坏紫膜上

]’和脂分子共同形成的二维晶格体系!此时无规
则排列的]’分子很容易和相邻的几个]’发生聚
集!从而先形成非特征 %岛屿&结构*而这些小面
积的聚集体之间可能会发生进一步的融合!不仅在
突起高度还是聚集面积上都会发生明显的提高!从
而形成特征 %岛屿&结构*
实验中还发现$在有的紫膜片层上!非特征

%岛屿&结构和特征 %岛屿&结构是同时共存的*我
们今后的工作将进一步研究为什么两种结构会共存

于同一个紫膜上!又是什么因子促使非 %特征&岛
屿结构向特征 %岛屿&结构的转变等问题*
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