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人工神经红蛋白的亚硝酸盐还原酶活性研究

董　 硕,董　 钥,孔祥君,林英武,杜可杰∗

(南华大学 化学化工学院,湖南 衡阳 421001)

摘　 要:为更好地探究神经红蛋白血红素铁配位情况改变对亚硝酸盐还原酶活性的

影响,以神经红蛋白作为血红素蛋白模型分子,在其远端引入甲硫氨酸。 通过紫外-
可见光分光光度计动力学以及电子顺磁共振波谱等方法研究,其亚硝酸盐还原酶活

性的二级速率常数 knitrite 从 0. 44 L / (mol·s)提高到 487 L / (mol·s)。 结果表明,血
红素口袋结构对蛋白的亚硝酸盐还原酶活性有较好的调节作用。
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Rational Design of Neuroglobin to Regulate Nitrite Reductase Activity

DONG Shuo, DONG Yue, KONG Xiangjun, LIN Yingwu, DU Kejie∗

(School of Chemistry and Chemical Engineering, University of South China,
Hengyang, Hunan 421001, China)

Abstract: To better understand the effect of the heme coordination state for nitrite
reductase activity, this study used neuroglobin as a model heme protein by introducing one
distal methionine. UV-vis kinetic studies, combined with EPR studies, showed that rate
constant knitrite increased from 0. 44 L / (mol·s) to 487 L / (mol·s). Thus, the results
show that the heme pocket may regulate nitrite reductase activity of neuroglobin.
key words:nitrite reductase;neuroglobin;methionine

0　 引　 言

一氧化氮(NO)在哺乳动物各种生理和病理

过程中起着关键作用,这些过程大多涉及细胞间

信号传导和细胞-母体响应[1-2]。 在体内主要由

NO 合成酶进行合成[3]。 对于哺乳动物来说,在
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缺氧条件下,NO 合成酶活性下降,则依赖亚硝酸

盐还原酶(nitrite reductase,NIR)将亚硝酸盐还原

为一氧化氮(NO) [4-7]。 NIR 广泛存在自然界中,
天然的 NIR 主要分为铜类亚硝酸盐还原酶(Cu-
NIR)和血红素类亚硝酸盐还原酶( cd1NIR)两大

类[8-9],其中,血红素类蛋白中血红蛋白(Haemo-
globin)、肌红蛋白(Myoglobin)、细胞色素 c(Cyto-
chrome c)、细胞色素 bc1(Cytochrome bc1)以及线

粒体电子传递链的细胞色素 c 氧化酶(Cytochrome
c oxidase)等都有相关亚硝酸盐还原酶活性的报

道[10-11]。 例如在人体中,通过血红蛋白的亚硝酸

盐还原来调节血压、缺氧血管舒张、血小板活化和

细胞对缺氧状态的适应等[12-13]。
人的神经红蛋白(neuroglobin,Ngb)是本世纪

初由德国科学家 T. Burmester 等人[14] 发现,作为

一种典型的血红素蛋白,近年来其体外生物活性

研究得到广泛关注[4,15]。 该蛋白拥有六配位 b 型

血红素,轴向配位为 His64 / His96,其中 His64 可

以被 NO、O2 等小分子取代,因此展现一些如亚硝

酸盐等生物活性。 M. T. Gladwin 等人[10]发现 Ngb
血红素配位情况的改变会调控 NIR 活性,蛋白中

心血红素位点空腔的变化会直接关系到 NIR 活

性强弱,通过对 46 位点和 55 位点的人工设计形

成稳定的五配位血红素中心,其 NIR 活性比野生

型六配位活性中心的神经红蛋白要快近 2 000
倍。 随后,该课题组对神经红蛋白突变体进一步

研究发现[12],将 64 位点进行突变为丙氨酸,得到

具有更大活性空腔的五配位血红素中心的 Ngb,
其 NIR 活性远远高于之前报道过的 Ngb。 因此,
Ngb 的血红素中心的配位构型及其活性空腔对其

生物活性起了较大的影响。 通过理性设计将 Ngb
的 64 位点的组氨酸 ( His64) 突变为甲硫氨酸

(Met64)得到五配位 Ngb[16],同时为了减少 Ngb
分子间的二聚,将 120 位点突变为半胱氨酸

(Cys),最终突变得到 H64M / C120S Ngb,并对其

亚硝酸盐还原活性进行了研究。 结果表明,突变

体 H64M / C120SNgb 在低氧条件下同样表现出比

WT Ngb 更优秀的 NIR 活性。

1　 材料和方法

1. 1　 试剂和仪器

试剂:BL21(DE3)大肠杆菌、XL10 Gold 菌质

粒提取试剂盒(QIAGEN,德国)、连二亚硫酸钠

(阿拉丁,上海)、亚硝酸钠(阿拉丁,上海)。 实验

所用试剂均为分析纯。
仪器:紫外-可见分光光度计(UV-Vis,Aglient

8453)、 液相色谱-质谱联用仪 ( LC-MS, Waters
Xevo G2-XS QTof)、电子顺磁共振波谱仪(EPR,
Bruker A300)等。
1. 2　 蛋白的表达与纯化

野生型神经红蛋白 (WT Ngb) 通过将包含

Ngb 基因的 pET3a 质粒导入到 BL21(DE3)大肠

杆菌中表达获得。 其突变体 H64M / C120S Ngb 蛋

白表达过程与前面过程一致。 蛋白表达和纯化步

骤参照之前的实验方法[16],并作出适当调整,蛋
白浓度通过吸光度计算得到,WT Ngb 和 H64M /
C120 Ngb 摩尔消光系数分别为 ε413 = 129 L /
(mmol·cm)、ε405 =150 L / (mmol·cm)。
1. 3　 质谱表征

突变体蛋白质谱数据在电喷雾电离质谱仪上

测得。 将 H64M / C120S Ngb 样品脱盐处理后,与
1%的甲酸(体积比为水 ∶ 甲酸 = 99 ∶ 1)混合,蛋
白混合溶液转移到样品室,在正离子模式测量。
使用软件 MaxEnt1 将多电荷峰处理得到蛋白质分

子量。
1. 4　 NIR 活性研究

通过紫外-可见分光光度计检测在定量蛋白

酶(10 μmol / L)存在并加入还原剂后的亚硝酸盐

光谱变化,来表征蛋白酶的亚硝酸盐活性。 该反

应体系在常温(25 ℃)无氧条件下进行,缓冲体系

采用磷酸盐缓冲液(pH=7. 4, 100 mmol / L),所有

溶液使用前均充分除氧,并充入高纯 N2 进行保护

备用。 将 Ngb 加入密封比色皿中除氧,用密封注

射器依次添加 2. 5 mmol / L 连二亚硫酸钠和适当

浓度梯度的亚硝酸钠溶液,立即监测亚硝酸盐还

原前后的光谱变化。 表观速率常数( kobs,s
-1 )由

脱氧神经红蛋白 Q 带的吸光度和时间拟合得到

式(1)。
y = y0 + ae -kt (1)

　 　 亚硝酸盐还原的分子速率常数 ( knitrite, L /
(mol·s))由表观速率常数和亚硝酸盐浓度线性

拟合得到。
1. 5　 电子顺磁共振波谱研究

还原态下 WT Ngb 及其突变体 H64M / C120S
Ngb 波 谱 通 过 Bruker A300 电 子 顺 磁 共 振

(electron paramagnetic resonance,EPR)波谱仪进
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行检测。 该反应在专用石英 EPR 管中进行,将
WT Ngb 或 H64M / C120S Ngb(0. 15 mmol / L)与连

二亚硫酸钠(30 mmol / L)混合,彻底除氧后通入

高纯 N2,再加入除氧 NaNO2(15 mmol / L),在 90 K
下检测其电子顺磁共振波谱图。

2　 结果与讨论

2. 1　 突变体蛋白纯化及表征

　 　 为了对突变体蛋白 H64M / C120S Ngb 进行明

确的表征,对其纯化后的样品进行了质谱测试。
结果显示其分子量为 16 909. 5 Da(图 1),与脱辅

基蛋白计算值相吻合,可以确定纯化所得蛋白即

为目标蛋白,同时也说明采用的纯化方法适用于

本突变体蛋白的纯化。 在之前我们组的研究中发

现,H64M / C120S Ngb 突变体蛋白相较于 WT Ngb
和 Cyt c,64 位点组氨酸(His)被蛋氨酸(Met)取
代后自氧化形成 SO-Met,并进一步自氧化生产

SO2 -Met[16]。 不同于野生型神经红蛋白的六配位

情况,H64M / C120S Ngb 由于 Met 的引入,形成五

配位结构,该五配位结构形成了一定的蛋白空腔,
并且为蛋白活性中心的血红素铁中心结合外源氧

化还原试剂或底物提供了条件。

图 1　 H64M / C120S Ngb 质谱图

Fig. 1　 Mass spectrum of H64M / C120S Ngb

2. 2　 亚硝酸盐还原酶活性研究

和其他血红素蛋白一样,神经红蛋白在厌氧

条件下具有一定的亚硝酸盐还原酶活性。 为了研

究突变体蛋白 H64M / C120S Ngb 构象的改变对其

亚硝酸盐还原酶活性的影响,在准一阶条件下测

定了不同浓度 NaNO2 下的蛋白 NIR 活性研究。
在过量 Na2S2O3 存在下,在加入 NaNO2 后,蛋白

将亚硝酸盐还原,产生的 NO 结合到血红素铁中

心,即还原状态的 Ngb 紫外-可见光谱由脱氧形式

转变为 NO 结合状态。 紫外-可见光谱图显示,无
论是 WT Ngb 还是 H64M / C120S Ngb 在 557 nm
处均出现不同程度的降低(见图 2(a),(c)),WT
Ngb 蛋白在 557 nm 处出现明显的下降。 H64M /
C120S Ngb 由于亚硝酸盐活性过快,因此,加入

NaNO2 测定立即测定,其在 557 nm 处的紫外吸收

峰已经大幅度降低,这与 J. Tejero 等人之前的研

究结果一致[12]。 这说明六配位活性中心 WT Ngb
的活性依赖 His 的解离速率,而五配位 H64M /
C120S Ngb 的不存在配位中心的解离,大大的提

高了其亚硝酸盐还原速率。 其亚硝酸盐的还原可

以通过方程来表示:
Ngb-FeⅡ+NO-

2 +H
+ →Ngb-FeⅢ+NO·+OH-

(1)
Ngb-FeⅡ+NO· →Ngb-FeⅢ-NO (2)
通过对表观速率常数 kobs 和 NaNO2 浓度进行

线性拟合得到该蛋白还原亚硝酸盐的二级速率常

数 knitrite。 计算结果显示,突变体蛋白 H64M /
C120S Ngb 的 knitrite 达到了 487 L / (mol·s),远远

高于天然神经红蛋白(WT Ngb)所显示的活性

(0. 44 L / (mol·s)),与文献中报道的数据(0. 52
L / (mol·s))非常接近。 结果显示通过对神经红

蛋白血红素活性中心构象的改变,使 NIR 活性提
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高了超过 1 000 倍(见图 2(b),(d))。 对目前报

道的类似蛋白及其突变体的亚硝酸盐还原二级速

率常数 knitrite 以进行横向对比(见表 1),通过对比

发现,双突变体 H64M / C120S Ngb 具有较高的活

性,这说明五配位结构及 64 位的蛋氨酸的引入,
能够显著增强其亚硝酸盐还原酶活性,但是由于

反应太快,导致 NaNO2 加入后紫外-可见光谱的

迅速变化,而且所有的反应是在无氧密闭的条件

下进行,对反应紫外检测的速率提出来较大的挑

战,目前快速停留分析光谱仪器不能进行无氧操

作,如何精准测量无氧条件下的紫外-可见光谱变

化是今后需要解决的重要问题。

图 2　 WT Ngb 和 H64M / C120S Ngb 的亚硝酸钠反应紫外-可见光谱图以及

表观速率常数与亚硝酸盐浓度的线性拟合图

Fig. 2　 UV-vis spectra of WT Ngb and H64M / C120S Ngb reacting with sodium nitrite and linear fitting
diagram of apparent rate constant and nitrite concentration

2. 3　 EPR 研究

为了进一步提供 Ngb 及其突变体的亚硝酸

盐还原的信息,对蛋白结合 NO 的复合物进行

EPR 研究。 电子顺磁共振波谱图可以证明顺磁

性物质亚硝酰基血红素铁的存在(见图 3)。 低温

条件下(90 K),H64M / C120S Ngb 在还原亚硝酸

盐时,形成了亚铁血红素结合 NO 独特的超精细

的峰。 H64M / C120S Ngb-NO ( g⊥ = 2. 037, g∥ =

1. 981)和 WT Ngb(g⊥ = 2. 034,g∥ = 1. 980)均是

A 型裂分峰信号,即 NO 与蛋白中心 Fe 的键合方

向是与卟啉分子平面垂直的。 这与 M. Tiso 等

人[18]观察到的人的神经红蛋白亚硝酰基血红素

铁 EPR 峰形一致。 研究结果说明在还原条件下,
H64M / C120S Ngb 中心铁原子可以与 NO 进行较

好的结合。
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表 1　 各血红素蛋白亚硝酸盐还原酶活性的

kNitrite 比较

Table 1　 Comparison of kNitrite of heme protein nitrite

reductase activity

单位:L·(mol-1·s-1)

Protein kNitrite

WT Ngb 0. 44±0. 03(本工作);0. 52±0. 19④

H64M / C120S Ngb 487±23(本工作)

H64W Ngb 7. 6±1. 3④

H64Q Ngb 387±21④;267±16②

H64L Ngb 259±8②

Horse heart Cyt c 0. 073①

Cardiolipin-bound Cyt c 2. 6①

Horse heart WT Mb 5. 5①

WT Mb 6. 1±0. 4②

H64A Mb 1. 8±0. 3②

F43H / H64A Mb 49. 8±1. 5③

　 　 ①报道于 Ref. [17] 。

②报道于 Ref. [18] 。

③报道于 Ref. [19] 。

④报道于 Ref. [12] 。

图 3　 0. 15 mmol / L 还原态下的 WT Ngb 和

H64M / C120S Ngb 与 15 mmol / L NaNO2 反应得到的

电子顺磁共振波谱图

Fig. 3　 EPR spectra of NaNO2(15 mmol / L) reduction

by WT Ngb and H64M / C120S Ngb(0. 15 mmol / L)

3　 结　 论

本实验以人的 Ngb 为模型,在其轴向配位引

入一个 Met,构建得到突变体蛋白 H64M / C120S
Ngb,结果显示其亚硝酸盐还原速率常数 knitrite 为

(487 ± 23) L / ( mol· s),比 WT Ngb 提高了近

1 000 倍。 EPR 结果显示,NO 与血红素中心 Fe

以垂直于卟啉分子的方向进行结合,同时表明五

配位血红素中心相对于六配位活性中心的血红素

蛋白,在亚硝酸盐还原酶活性表达过程中,不需要

经历配位点的解离,有利于亚硝酸盐还原酶的活

性提高。
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