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生物物理新技术在犃犜犘合成酶超分子结构中的应用

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（西北农林科技大学理学院，陕西 杨凌７１２１００）

摘　要：现代物理技术与方法的发展为腺苷三磷酸（ＡＴＰ）合成酶分子的研究提供了丰富而有效的

手段。介绍了ＡＴＰ合成酶研究中常用的物理技术与方法如质谱技术、核磁共振技术、Ｘ射线衍射

技术、红外光谱和紫外光谱技术的物理原理及其在ＡＴＰ合成酶研究中的应用，并重点介绍了新兴

非常规手段如原子力显微镜、荧光共振能量转移技术在ＡＴＰ合成酶研究中的最新研究成果；通过

对比诸多技术与方法近年来在国内外研究中的进展情况，对各种技术与方法的优缺点进行了阐述。
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１　引言

蛋白结构可分为链式和聚集态结构，其中链式

结构包括一级结构和二级结构，即高分子链的组

成、构造、构型、分子大小和尺寸、构象与形态；聚

集态结构是由多肽链聚集在一起形成的蛋白内部结

构，即蛋白的非晶态、晶态、液晶及多相态结构等。

蛋白生物物理研究主要是用现代物理技术表征蛋白

的一级至三级和聚集态结构（四级结构）及各级结构

与蛋白功能间的关系［１］。２０世纪５０年代以来，蛋

白结构的研究受到各相关领域研究人员的高度重

视，并取得了丰硕的成果。ＡＴＰ合成酶是广泛存在

于线粒体、叶绿体和细菌中的能量转化核心酶，它

利用呼吸链电子传递产生的质子跨膜转运势能来驱

动二磷酸腺苷（ＡｄｅｎｏｓｉｎｅＤｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ，简称

ＡＤＰ）和无机磷 Ｐｉ合成腺苷三磷酸（Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

Ｔｒｉｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ，简称 ＡＴＰ），也是线粒体氧化

磷酸化和叶绿体光合磷酸化偶联的关键器件，是生

命体能源物质合成不可或缺的一种蛋白［２］。到目前

为止，通过生化手段对该酶复合体进行了精心的分

离与纯化，已基本确定了该酶的主要组成及其催化

ＡＴＰ合成的事实
［３］；但功能总决定于特定的物理

结构，因而人们总是尝试用物理的技术与方法对酶

的空间构象和晶体结构进行研究，以期从结构上解

释ＡＴＰ合成酶的功能基础
［４］。各种生物物理技术

与方法诸如质谱学、光谱学、波谱学、电子显微术、

原子力显微术和荧光共振能量转移技术等在 ＡＴＰ

合成酶结构的研究中已取得了显著成功，并极大地

推动了该酶的研究［５—４０］。本文综述了相关技术在

ＡＴＰ合成酶结构与功能研究中的应用。

２　质谱技术

　　质谱方法（ＭＳ）是通过测定蛋白分子量而进行

蛋白鉴定、蛋白修饰和蛋白相互作用来开展研究

的。电喷雾电离质谱和软激光解吸电离质谱是研究

蛋白分子较为常用的质谱方法。电喷雾电离原理可

按电荷残留模型予以描述：带电液滴蒸发，液滴变

小，液滴表面相斥的静电荷密度增大。当液滴蒸发

到某一程度时，液滴表面的库仑斥力使液滴爆

炸［５］，产生的小带电液滴继续此过程。随着液滴的

水分子逐渐蒸发，就可获得自由徘徊的质子化和去

质子化的蛋白分子；软激光解吸是指从激光脉冲中

获得能量后，样品蛋白分子以完整的低电荷分子离

子释放。而后质谱仪通过加速电场测定离子化蛋白

分子的质荷比便可得到蛋白分子量信息。目前占主

导的方法是基质辅助激光解吸电离。这一方法是将

样品掺入一种低分子量的结晶基质，基质的最大吸
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收与激光脉冲波长匹配，其产生的是低电荷的完整

气相大分子，可检测纯度不高的生物分子。基质辅

助激光解吸电离与飞行时间联合已经成为鉴定蛋白

组分不可或缺的研究手段［６，７］。

　　叶绿体 Ｈ
＋ＡＴＰ合成酶是高等植物和绿藻能

量供给的关键器件，经证实，其亚基Ⅲ的低聚体在

引导电化学质子梯度向旋转运动的转化中起主要作

用，但有关质子转运与旋转运动的化学计量是否受

有机体新陈代谢状态的影响及不同物种之间的异同

在学术界还未取得一致意见。Ｊｕｒｇｅｎ等
［８］用基质辅

助激光解吸电离飞行时间联用研究了菠菜、绿藻

和Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ叶绿体亚基Ⅲ的理化特性。他们将

亚基Ⅲ的低聚体以０．１５ｍｇ／ｍｌ的终浓度溶于

ＤＤＭ（含有７５％左右的４，４′二氨基二苯基甲烷和

２５％左右的多苯基多氨基甲烷的混合物）作为测试

样品，同时将溶于５０％氰化甲烷／０．１％三氟乙酸的

饱和２苯甲酰酸作为制备干燥蛋白带电微粒的靶基

质，并用线性延时提取模式获得质谱。研究发现，

Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ的亚基Ⅲ没有被遗传翻译后修饰，同

时质谱数据也表明绿藻ＡＴＰ合成酶亚基Ⅲ的化学

计量与其它高等植物有一定的分歧。进一步的质谱

分析发现，对亚基Ⅲ的低聚体进行热处理或丙酮处

理都会导致低聚体分解成单聚体。其中，Ｃ．ｒｅｉｎ

ｈａｒｄｔｉｉ的亚基Ⅲ的质荷比８１２５与氨基酸序列的计

算值８１２０Ｄａ有很好的相关性，菠菜的亚基Ⅲ的质

荷比８００３与理论值８００２Ｄａ则具有更好的统一

性；而亚基单体在分子量上的区别主要是由菠菜和

Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ的不同蛋白多肽链长决定的
［９］。

３　光谱技术

３．１红外光谱技术

　　红外光谱（ＩＲ）能提供分子的近程结构、分子链

构象、链间相互作用及链的取向状态和参数等信

息，因而在蛋白结构研究中发挥着重要作用。蛋白

二级结构的酰胺Ⅰ带、Ⅱ带伸缩振动在红外光谱图

谱上表现为特征性的吸收峰。傅立叶自卷积和二阶

导数光谱的应用大大提高了ＩＲ的分辨率，从而能

有效地用于蛋白变性和化学修饰、配基结合及氨基

酸残基替换所引起的微小构象变化的分析。和其他

方法相比，傅立叶变换红外光谱法（ＦＴＩＲ）不受分

子量大小、光散射的影响，适于研究生理状态下的

蛋白结构［４］。Ａｎｓｇａｒ等
［１０］利用ＦＴＩＲ证实了高纯

化的菠菜叶绿体ＡＴＰ合成酶亚基Ⅲα螺旋二级结

构的存在；当亚基Ⅲ的单聚体经十二烷基磺酸钠

（Ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＳＤＳ）可溶性层析柱

洗脱时，该蛋白的构象会发生大的改变，但在相同

条件下的低聚体构象却没有改变，这也反映出亚基

Ⅲ在高级聚集状态有更高的稳定性。在没有 Ｍｇ
２＋

离子存在，且 ＡＤＰ和ＡＭＰＰＮＰ处于饱和状态的

条件下，Ｇｉｏｖａｎｎａ等
［１１］用ＦＴＩＲ分别研究了蛋白

抑制剂二环己基碳二亚胺（Ｎ，Ｎ′ｄｉｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌｃａｒ

ｂｏｄｉｉｍｉｄｅ，简称ＤＣＣＤ）和ＮｂｆＣｌ对Ｆ１ＡＴＰａｓｅ的

影响。结果显示，上述处理不破坏酶的二级结构，

但却改变了酶结构的紧密性和热稳定性；其中Ｎｂｆ

Ｃｌ处理明显增加了酶的热稳定性，而ＤＣＣＤ的影

响则较小；相应的高效液相色谱分析显示，不论是

在催化位点还是在非催化位点，ＤＣＣＤ对 ＡＤＰ和

ＡＭＰＰＮＰ交换率的影响皆不明显；而ＮｂｆＣｌ则能

选择性地降低紧密结合催化位点处ＡＤＰ交换的酶

化学能力。这也显示了ＤＣＣＤ的作用是与 Ｍｇ
２＋的

存在息息相关的。

３．２　紫外光谱技术

　　蛋白的结构单元是α氨基酸，常见的２０种α

氨基酸中只有芳香族氨基酸，如色氨酸、酪氨酸、

苯丙氨酸和含硫氨基酸，在２３０—３１０ｎｍ波长范围

内有吸收，因此利用紫外光谱法可以考察芳香族氨

基酸的残基在蛋白分子中的位置、环境及数量，以

及在物理和化学因素的影响下，蛋白二、三级结构

的变化。蛋白的紫外吸收光谱中，一般２１０ｎｍ处

的峰是肽键的强吸收峰，２８０ｎｍ处的峰是酪氨酸、

色氨酸以及苯丙氨酸残基中共轭双键的吸收峰。若

小分子配体与生物大分子结合前后的吸收光谱有一

定差异时，可在不经分离的情况下用吸收光谱研究

配体与蛋白分子的相互作用［１，４］。蛋白的定量常用

小分子作为光谱探针，如染料探针可用于辨别蛋白

分子中氨基的状态、蛋白分子的活性区，可检测

ｐｍｏｌ量级的蛋白；稀土离子探针可用于研究蛋白

分子与金属离子结合部位的结构类型，给出蛋白分

子构象及构象动力学信息。Ｈａｎｓ等
［１２］将新合成的

光亲和性标记物８Ｎ３３ｂｉｏｔｉｎｙｌＡＴＰ 与嗜热菌

ＰＳ３的Ｆ１ＡＴＰａｓｅ（ＴＦ１）发生反应，用以测试该标

记物的有效度。标记后的ＴＦ１经紫外辐射会导致
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非催化亚基ａ和催化亚基ｂ类似物的核苷依赖性结

合，这也说明了该合成物可作为一种有潜力的光亲

和标记物。当此标记物与Ｖ１ＡＴＰａｓｅ反应时，却使

得它标记于亚基Ｅ，从而说明了Ｖ１ＡＴＰａｓｅ亚基Ｅ

与ＦＡＴＰａｓｅ亚基ｇ的同源性。

４　核磁共振波谱技术

　　核磁共振（ＮＭＲ）技术是以 ＭＨｚ电磁波作用到

原子核上，使原子核吸收电磁能发生共振跃迁，从

而得到 ＮＭＲ谱线。迄今为止，使用最多的 ＮＭＲ

法是１ＨＮＭＲ，１３ＣＮＭＲ，３１ＰＮＭＲ和１９ＦＮＭＲ。

ＮＭＲ可测定溶液中接近于生理状态的蛋白构象和

蛋白作用的动力学过程；也可测定蛋白可变形尾部

的构象，它往往与蛋白的活性功能紧密相关；通过

对ＮＭＲ谱峰的解析，人们可绘出所研究分子的三

维图像，ＮＭＲ方法已发展成为研究蛋白溶液三维

结构的独立方法［１３，１４］。由于生理条件下分子间的

相互作用均在溶液中发生，因此利用ＮＭＲ研究生

理条件下蛋白分子的相互作用有特殊的优势［１５］。

　　Ｊｏｎｅｓ等
［１６］通过ＮＭＲ研究了Ｆ０ＡＴＰａｓｅ亚基

聚合体ｃ１２的空间结构。结果表明，Ａｓｐ６１羧基不在

易受油脂双层脂酰基链影响的ｃ１２圆柱体的表面上，

而是位于ｃ１２单聚体中以“前对后挤压”方式形成的ｃ

亚基的质子禁锢点上，从而免受了油脂双层的影

响。而ｃ亚基的载质子羧基则位于ｃ１２单聚体上以

“前对后挤压”方式形成的两个ｃ亚基的质子禁锢点

之间。载质子的Ａｓｐ６１被吸入亚基间并可被利用，

这是因为经过可供选择的进、出口通道的质子化和

去质子化作用要求有受挤压的ｃ亚单元形成的旋转

通路，另外还需要与不同的ａ亚基渗透膜的螺旋线

进行逐步结合［１７］。其中，ｃ１２单聚环的旋转方向取决

于质子是从膜的哪一侧通道进入。如果从膜的内侧

通道进入，那么从Ｆ０的底部看，ｃ亚基环是顺时针

旋转的；当膜内外ｐＨ浓度差相反时，环向相反的

方向旋转；因而可以说ｃ１２单聚体环的旋转是靠跨

膜的质子动力势推动的。Ｒｏｄｒｉｇｏ等
［１８］用ＮＭＲ技

术研究了牛心线粒体ＡＴＰ合成酶外周轴（ｐｅｒｉｐｈｅ

ｒａｌｓｔａｌｋ）上含有７６个氨基酸残基的亚基Ｆ６的结构

特点。该亚基在质子电动势和催化作用间的偶联上

起重要作用。游离的（纯化的）亚基Ｆ６高度的柔性结

构由通过一个松弛的疏水和连接在一起的两个螺旋

组成。化学移位分析结果指出，亚基Ｆ６在ｎｓ—ｓ这

样较宽的时间范围内都有较高的柔性。Ｄｍｉｔｒｉｅｖ

等［１９］将来自大肠杆菌ＡＴＰ合成酶的高纯化亚基ａ，

ｂ，ｃ及磷脂重组装成具有质子传输功能的聚合体，

然后利用 ＮＭＲ 技术研究了聚合体中的亚基ａ，

ＮＭＲ谱显示了较好的化学位移值，并指出此方法

可解决亲脂性膜蛋白的研究难题。

５　同步辐射犡射线衍射技术

　　Ｘ射线波长小于原子间距和分子间距，但又基

本在同一量级，可用于了解原子和分子的排布及其

有序度等信息。Ｘ射线衍射方法不但可以确定晶体

中烃链的组合状态，而且可以确定二级结构的晶型

和晶格维度，其测定分子量可大于几百万。相对于

常规Ｘ射线源，同步辐射能产生高强度的Ｘ射线，

在短时间内就能收集到所需的实验数据，因而不至

于造成晶体损伤；同时，根据同步辐射波长可任意

改变的特性，可以利用多波长反常散射技术直接确

定蛋白和核酸结构中的相位参数的测定；另外，高

强度的同步辐射可使微小晶体的结构分析成为可

能。所以，利用同步辐射光源测定蛋白分子的结构

更有优越性［３，４］。

　　自建立化学渗透学说以来，科学家们已基本阐

明了把将呼吸作用和光合作用偶联起来并实现

ＡＤＰ和Ｐｉ合成ＡＴＰ的跨膜电动势产生的原理，但

对催化ＡＴＰ合成的 ＡＴＰ合成酶的结构却一直未

得到较为直观的表征。１９９４年，Ａｂｒａｈａｍｓ等
［２０］利

用同步辐射Ｘ射线衍射技术，得到分辨率为２．８０

?的Ｆ１ＡＴＰａｓｅ晶体的三维结构，该酶呈扁球体

状，高约８ｎｍ，宽约１０ｎｍ，是由３个α亚基与３

个β亚基按六边形交替排列而成的一个对称的桔瓣

状结构，并在中心围成一凹陷，γ，ε和δ等亚基则

位于其中。晶体结构表明［２１，２２］，在催化循环中，Ｆ１

上的３个β亚基不是对称的，而是分别处于不同的

构象状态。从此结构中可以很清楚地看到，Ｆ１中的

３个β亚基分别含有不同的核苷酸和同时具有不同

的构象。为深入理解催化机制，Ｋｅｒｓｔｉｎ等
［２３］利用

分辨率为２．５?的Ｘ射线衍射技术研究了三氟化

铝和 Ｍｇ
２＋ＡＤＰ抑制的牛心线粒体Ｆ１ＡＴＰａｓｅ的

空间结构，实验发现经处理的Ｆ１ＡＴＰａｓｅ的结构与

结合ＡＭＰＰＮＰ和ＡＤＰ的原始结构稍有差别。只

有当结合 ＡＤＰ 的核苷结合位点结合氟化铝和

Ｍｇ
２＋ＡＤＰ时才会导致α与β亚基核苷结合能力的
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改变，而氟化铝只在少量辅酶存在时才会起作用。

很显然，核苷一旦结合于催化位点β亚基时，蛋白

催化功能的实现并不需更多的结构改变。Ｘ射线衍

射技术的发展促进了Ｆ１ＡＴＰ合成酶完整空间结构

的建立，并借以逐步解释了该酶的催化合成机理。

Ｄａｎｉｅｌ等
［２４］的研究得到了Ｆ０亚基ｃ聚集体的电子

密度图，该成果为深入研究该蛋白膜区部分的功能

提供了较为可信的证据。

６　电子显微镜技术

　　Ｋａｒｒａｓｈ等
［２５］和 Ｒｕｂｉｎｓｔｅｉｎ等

［２６］利用负染电

镜技术研究了牛心线粒体ＡＴＰ合成酶和在体外经

抗生物素蛋白修饰的酵母菌ＡＴＰ合成酶寡霉素敏

感相关蛋白（ＯｌｉｇｏｍｅｒＳｅｎｓｉｔｉｖｅＣｏｎｆｅｒｒｉｎｇＰｒｏ

ｔｅｉｎ，简称ＯＳＣＰ）。研究发现，连接的抗生物素蛋

白位于Ｆ１部分，电镜图片显示 ＯＳＣＰ的Ｃ端位于

Ｆ１部分的表面，而ＯＳＣＰ的 Ｎ端则与膜上Ｆ０部分

亚基ａ的Ｎ端区域相互作用；其中ＯＳＣＰ沿着Ｆ１

表面向Ｆ０拓展将近１０ｎｍ，直至与其末端与亚基ｂ

的Ｃ端相连为止。而亚基ｈ是酵母菌ＡＴＰ合成酶

外周轴区域的一个重要组成部分，它同牛心线粒体

ＡＴＰ合成酶的亚基Ｆ６有较高的同源性，其中Ｆ６可

在酵母菌中替代亚基ｈ并行使其功能。亚基ｈ的Ｃ

端在体内可被生物素衍生化，这便使得抗生物素蛋

白可显著连接于体外纯化的酶复合体。Ｒｕｎｓｗｉｃｋ

等［２７］利用负染电镜研究了ＡＴＰ合成酶———抗生物

素蛋白复合体中亚基ｈ的Ｃ端在外周轴上的位置，

图像显示亚基ｈ的Ｃ端十分靠近 ＡＴＰ酶的Ｆ０部

分。Ｈｅｎｄｒｉｋａ等
［２８］通过电子显微镜在六角形结构

的中间还观察到了第７个区域，主要是γ亚基。电

镜技术还发现３个α亚基之间的距离要比３个β亚

基之间的距离大０．９ｎｍ，这种差别可能是由于Ｆ１

ＡＴＰａｓｅ分子下面部分的小亚基的存在而引起的，

这些小亚基接近于膜表面，而α亚基在膜上的位置

比β亚基低，因而小亚基的位置可能位于α３β３结构

的中间。反过来说，这可能正是决定α亚基和β亚

基位置关系的直接原因。蛋白结晶的电镜研究显

示，Ｆ０ＡＴＰａｓｅ酶的直径为７．５ｎｍ左右，ａ亚基和

ｂ亚基位于ｃ多聚体（ｃ１２）的外侧
［２９］。其中，ｃ１２是轮

形的多聚体，可由亚基ａ提供的质子流驱动。亚基

ａ位于ｃ亚基的外边，而ｂ亚基则处于连接ａ亚基

和δ亚基的位置。在线粒体Ｆ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅ中，其连

接轴部分包括 ＯＳＣＰ，ｂ，Ｆ６，ｄ和γ，δ，ε；另外，

亚基ｅ，ｆ，ｇ的具体位置至今还不太清楚
［３０］。

７　原子力显微术

　　原子力显微镜（ＡｔｏｍｉｃＦｏｒｃｅＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，简

称ＡＦＭ）是新颖且有效的显微操纵工具，在ｎｍ范

围内，它对生物过程的研究起着非常重要的作用。

它可以在分子水平上进行力测量和力操纵，得到表

面形貌，还可研究样品的粘弹性、电荷和磁畴分布

等物理特性。ＡＦＭ 在生物大分子结构研究中具有

明显优势，可在空气或者在接近生理条件下进行直

接观测，这是其它化学和物理分析方法所无法比拟

的。通过控制成像力的大小，采用合适的成像模式

不会引起样品分子的漂移和损坏，图像的可重复性

较高；现场操作性好，能够研究监测整个生化反应

的动力学过程［３１，３２］。ＡＦＭ 的出现为 ＡＴＰ合成酶

结构的认识提供了广阔的空间。ＡＴＰ合成酶能在

脂膜上形成二维晶阵，适于用 ＡＦＭ 研究。高信噪

比的 ＡＦＭ 可以直接对膜上ＡＴＰ合成酶在分辨率

ｎｍ级时清晰成像，还可使ＡＴＰ合成酶在接近生理

状态的溶液中成像，成像分辨率可达到０．１ｎｍ。

Ｍüｌｌｅｒ等
［３３—３５］，Ｍｅｉｅｒ等

［３６］和Ｓｅｅｌｅｒｔ等
［３７］利用

ＡＦＭ在溶液中对磷脂膜组装的大肠杆菌和叶绿体

ＡＴＰ合成酶的Ｆ０部分进行了研究，从清晰的原子

力显微图像可见ｃ亚基的个数分别为１１和１４，这

对理论上的１２个ｃ亚基的模型提出了挑战。目前

的研究显示，重组成Ｆ型ＡＴＰ合成酶离子转运转

子的亚基ｃ数目依赖于生物进化的差异性。Ｍüｌｌｅｒ

等的系列研究发现，对于同一物种而言，无论是完

整转子还是有缺陷的转子都会有同一半径，这暗示

了转子半径与亚基化学计量决定于亚基的外形及其

外周相邻的相互作用。Ｔｈｏｍａｓ等
［３８］将纯化的细菌

（Ｉｌｙｏｂａｃｔｅｒｔａｒｔａｒｉｃｕｓ）ＡＴＰ合成酶的轮状转子部

分重组成二维晶阵，ＡＦＭ 图像显示，轮状转子的

中心部位有一塞子样的凸起物（ＰｌｕｇＰｒｏｔｒｕｄｉｎｇ）。

当将蛋白质置于磷脂酶Ｃ中培养时，塞子样的凸起
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物会消失，但外周的亚基ｃ聚合体却不受影响。这

一现象表明，凸起物主要由磷脂组成，而外周经离

子去垢剂纯化的ｃ环则基本上没有磷脂，它们主要

在重组过程中形成中空的轮状结构。

８　荧光共振能量转移

　　一对合适的荧光物质可以构成一个能量供体

受体对，而偶极相互作用则会将激发供体分子的光

子能量传递至受体，而后受体通过发出光子而弛

豫，这就是荧光共振能量转移（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＲｅｓｏ

ｎａｎｃｅＥｎｅｒｇｙＴｒａｎｓｆｏｒｍ，简称ＦＲＥＴ）理论。能量

传递的效率和供体的发射光谱与受体的吸收光谱的

重叠程度、供体与受体的跃迁偶极的相对取向、供

体与受体之间的距离等有关［４］。由于发生ＦＲＥＴ将

改变供体的去偏振程度、荧光寿命及荧光强度，而

能量受体也有相应参数的变化，测定这些参数值就

可以得出能量传递效率。利用时间分辨荧光共振能

量转移（ＴＲＦＲＥＴ）可测定供体荧光强度随时间衰

减的动力学曲线犐（狋），并由此得到供受体距离分

布函数犉（狉）。ＦＲＥＴ技术可以分析生物大分子三维

结构及特定位点间的距离，研究大分子内部波动、

多亚基蛋白的装配或直接测量分子的大小。

　　Ｓｔｅｉｇｍｉｌｌｅｒ等
［３９］为了观察酶反应底物在 ＡＴＰ

合成酶上的结合状态，将荧光供体ＴＭＲ选择性地

标记于大肠杆菌 ＡＴＰ合成酶亚基ｇ的 Ｔ１０６Ｃ位

置；经标记的酶可通过脂质体重组技术组装成可催

化ＡＴＰ合成的复合体结构；然后将底物 ＡＴＰＡｌ

ｅｘａＦｌｕｏｒ６４７（Ｓ６４７）作为受体用于研究分子间的

ＦＲＥＴ。在分子检测中发现，根据分子间不同

ＦＲＥＴ效率，酶上结合的Ｓ６４７有５个清晰可辨的

稳定态。这一实验现象暗示了Ｓ６４７在酶上存在不

同的结合位点。另外，随着过量 ＡＴＰ的连续水解

也会导致ＦＲＥＴ效率的逐步改变。由此可见，亚基

ｇ在催化过程中的运动直接受控于荧光受体Ｓ６４７

在酶上的结合位点。在线粒体 ＡＴＰ合成酶（ｍｔ

ＡＴＰａｓｅ）催化ＡＴＰ合成或水解的过程中，定子能

有效地阻止Ｆ１催化部位的无效转动。尽管人们一般

认为ｍｔＡＴＰａｓｅ的外周轴足以抵挡转子旋转时产

生的力矩，但到目前为止人们还未找到这一观点的

直接证据。Ｐａｕｌ等
［４０］用ＦＲＥＴ对 ＯＳＣＰ和亚基ｂ

与外周轴的相互作用进行了研究。他们用不同含量

的天冬酰胺酸（Ｇ１６６Ｎ）对天然 ＯＳＣＰ的Ｃ端进行

置换并形成了亚稳态的复合物；研究发现，相对于

含有天然ＯＳＣＰ的酶复合体，包含 Ｇ１６６Ｎ复合体

的ＦＲＥＴ效率明显下降，这直接表征着 ＡＴＰ合成

酶ＡＴＰ水解活性的降低。他们考虑了ＯＳＣＰ和亚

基ｂ在阻止Ｆ１无效转动的效果后认为ＯＳＣＰ和亚

基ｂ可作为定子的一部分。

９　结论

　　上述技术与方法是研究ＡＴＰ合成酶结构的基

本手段，它们都有各自的长处和局限性。质谱可较

为精确地了解到蛋白分子的种类和分子修饰及分子

间的相互作用，但对分子的空间构象却无能为力；

ＮＭＲ与Ｘ射线衍射技术可从不同的侧面描述分子

结构，是研究分子空间构象的有力手段，但对某些

蛋白它们无法给出相同的结果，但其解谱过程需要

较强的专业知识和繁琐的数学处理，不利于普及；

各种光谱技术能详细地给出蛋白多肽链的状态，但

这些谱学方法却无法给出直观的结构表征［２，３］；电

子显微镜技术则可给出直观的物体表面图像及物质

密度分布情况，但其制备样品的过程十分繁琐，而

且也无法在近生理状态下进行观察，很难反映样品

的真实状态。

　　ＦＲＥＴ技术对蛋白分子结构的分析是在溶液中

进行的，无需复杂的结晶等样品处理步骤，因而快

速、灵敏，其测定结果不仅能反映蛋白分子结构与

功能间的关系，更能体现蛋白反应的动态过程，这

是Ｘ射线晶体学和电镜技术等所不能解决的问题，

其难题在于荧光探针的制备。而 ＡＦＭ 不仅拥有原

子级的高分辨率，还可以观察活的生命样品，同时

也能够对样品进行力行为加工，这些独特的特性使

ＡＦＭ在单分子研究中占据着独特的地位。ＡＦＭ能

给出直观的蛋白图像；对单个蛋白分子的操纵，可

以得到分子水平上的许多有用的信息。利用单分子

力谱技术可研究蛋白分子折叠和解折叠的过程；但

到目前为止，ＡＦＭ 的特异识别功能还有相当的局

限性。若要全面了解蛋白分子的结构和性能，单一

技术手段是无法完成的，而必须依赖于多种仪器的

综合使用。
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