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膜蛋白相互作用研究及其在
医学和农业上的应用

杨福愉 黄 芬
(中国科学院生物物理研究所 生物

大分子国家重点实验室 )

仁摘要】 膜脂
一

膜蛋白相互作用是生物膜研究的中心环节
。

我们分别从线粒体膜
、

支原体膜
、

叶

绿体膜
、

红细胞膜及人工膜研究这一重要问题
,

并联系农业
、

医学实际研究植物抗冷性和细胞衰

老的分子机制
。

通过五年的工作
,

发现膜脂能影响和调节线粒体 H
十 一

A T P 酶
、

莱氏衣原体 A T P 酶

和叶绿体捕光色素复合体构象及活性
;
非双层脂

、

非双层脂结构对膜蛋白功能有明显影响 ; 提出

鉴定水稻抗冷性的有效指标
,

筛选出水稻育秧抗寒剂及中药抗衰老药物
。

一
、

研究意义

生物膜的研究是当前分子生物学
、

细胞生物学十分活跃的研究领域之一
。

其基本任务是

探讨生物膜的能量转换
、

信息识别与传递
、

物质转移和分配等基本生命现象的分子机理
,

并

在阐明其原理的基础上
,

结合新兴技术
,

为改革与创立新兴工
、

农
、

医技术与产业开辟途径
。

生物膜是由蛋白质
、

脂类以及碳水化合物等组成的超分子体系
。

研究生物膜的结构与功

能不仅需要对膜脂
、

膜蛋白等单一组分进行研究
,

更重要的还应对构成生物膜各组分之间的

相互关系进行探索
。

膜脂是生物膜的基本骨架
,

膜蛋白是膜功能的主要体现者
,

因此膜脂
一

膜

蛋白相互作用的研究
,

可以说是生物膜结构与功能研究的一个中心环节
。

近年来
,

随着学科相互渗透的加强
,

多种物理技术的不断改进和完善
,

生物膜研究持续

迅速发展
。

在生物膜的结构方面
,

早在 1 9 7 2 年 is gn er 等提出的
“
流体镶嵌模型

” ,

不但证实

膜脂双分子层是生物膜的基本特征
,

.

而且证明膜脂和膜蛋白的运动和膜流动性的概念
,

为生

物膜的结构奠定了理论基础
。

19 7 9年
,

荷兰学者 V er kl iej 等提出膜脂的多型性
,

即生物膜上

脂质除以脂双层为其基本结构外
,

还有六角型 I ( H
;

)
、

六角型 I ( H
,

) 等非脂双层结构
,

为

生物膜结构的研究提出新课题
。

约占线粒体膜
、

叶绿体类囊体膜
、

莱氏衣原体膜等膜脂 50 %

的非双层脂 (如 P E
,

M G I X奋) 的生理意义
,

及其在一定条件下转变为非双层脂结构的重要性
,

日益引起人们的注意
。

最近
,

有人根据 H
.

相的 P E 为抗原可产生 P E 抗体的发现
,

提出脂多

型性调节免疫抗原性的间题
,

因而脂多型性 已成为生物膜结构研究的一个重要 内容
。
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在膜蛋白结构研究方面
,

随着分子遗传学有关技术及其手段的应用与改进
,

阐明一级结

构的膜蛋白的数量迅速增长
,

这些膜蛋白在膜上定位分布 ( T 叩ol og y ) 也较过去有较深入的研

究
。

西德 M ihc el 由于使细菌光合反应中心的结晶获得成功
,

通过 X
一

射线晶体衍射技术
,

首次

建立了分辨率 3
.

5人的膜蛋 白三维结构
,

从而获得 1 9 8 8 年诺贝尔化学奖
。

在生物膜功能方面
,

如物质运送
,

各种离子通道的一级结构及其作用的分子机制研究都

有 明显的进展
。

蛋白质跨膜运送是当前膜生物学研究的一个热点
,

尤其对导肤的研究更是方

兴未艾
。

在信息传递方面
,

多种受体以及它们活化后的信息传递途径和第二信使的研究
,

都

不断有新的发现和发展
。

我国的生物膜的研究主要集中于线粒体呼吸链酶及氧化磷酸化
、

叶绿体光能转换机制等
。

70 年代以来
,

对质子腺三磷酶结构与功能
,

M g Z十
离子对线粒体 H + 一

A T P 酶重组
,

支原体膜上

A T P 酶
、

膜与疾病
、

药物对生物膜的作用
、

生物膜与农作物抗冷性等等都进行了不少工作
,

为

开展膜脂
一

膜蛋 白相互作用奠定了基础
。

二
、

重大项目立项经过

“
六五

”

期间
,

生物膜的研究就 已是 国家科委和中国科学院支持的重点项 目
。

1 9 8 7 年
,

“

膜脂
一

膜蛋白相互作用及其在医学和农业上的应用
”
正式列为国家自然科学基金重大项 目

,

由

中国科学院生物物理研究所
、

植物研究所
,

中国医学科学院基础医学研究所
,

清华大学生物

科学与技术系和北京医科大学共同承担
。

杨福愉
、

黄芬为项 目主持人
,

分七个子课题开展研

究工作
:

1
.

二价金属离子与膜脂
一

膜蛋白相互作用 深入研究 M g Z + ,

通过调节膜脂
一

膜蛋白相互作

用
,

提高重建 H 卜一 A T P 酶活性的作用机理
;
跨膜 C a +2 离子浓度梯差对 H 十 一

A T P 酶
,

C a “ + 一

A T P

酶脂酶体酶活性及构象的影响
;
非双层脂对膜蛋 白活性与构象影响等

。

2
.

支原体膜蛋 白及膜脂分子性质的研究 研究莱氏衣原体膜上的 M g , + 一

A T P 酶的分离

及纯化
,

膜脂 (特别是非双层脂 ) 对重组 M g Z + 一

A T P 酶活性及构象的影响
,

猪肺炎支原体膜

蛋 白与致病性的关系等
。

3
.

捕光色素蛋 白在叶绿体类囊体膜上的横向迁移与膜脂关系 研究叶绿体膜上捕光色素

蛋 白复合体在膜脂中横向迁移的机理
,

探讨横向迁移与膜脂和膜流动性的关系以及对激发能

分
一

配的影响
。

4
.

膜蛋白对脂多型性的影响及其生物学意义的研究 探讨外源与 内源蛋 白对脂多型性转

变的条件与规律
,

从线粒体内膜电子传递过程与层粘连蛋白受体与脂质体相互作用
。

5

膜脂
、

老化红细胞膜脂
、

膜蛋白的变化及抗衰老药物的作用机制 研究红细胞在衰老过程中

膜蛋白的结构变化及相互作用以及抗衰老药物的筛选
。
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6
.

膜脂和膜蛋白的相互关系与植物抗寒性的研究 从膜脂
一

膜蛋 白的相互关系
,

探讨抗寒

机理
,

寻找鉴定作物品种抗寒新指标
,

筛选提高作物抗寒的物质
。

7
.

脂与蛋白的相互作用的近代生物物理方法研究 应用小角 X 光衍射
、

圆二色谱
、

激光

拉曼
、

核磁共振以及 M os sb au e r
等技术研究膜脂结构与膜蛋白构象

。

三
、

研究工作进展

本项 目在 1 9 8 7一 1 9 9 1 年五年中
,

共发表论文 n g 篇
,

其 中在 国际刊物发表 37 篇
,

在

《中国科学 》 发表 3篇
,

《科学通报 》 14 篇
,

学报 65 篇
,

大大超过预订 目标
。

同时
,

还培养出

青年科技人才 72 人
。

研究成果有的获国家或部级奖励
,

有的经过专家鉴定并 已推广应用
。

现

将比较突出的成果介绍于后
:

1
.

二价金属离子影响线粒体 H
十 一

A T P 酶重建的研究

线粒体内膜 H + 一

A T P 酶是进行能量转换的关键
“

装置
” 。

研究发现 M g , 十
离子在 H + 一

A T P

酶重建于脂质体过程中具有重要作用
,

从而从膜脂
一

膜蛋白相互作用研究其作用机理
,

提出

M g Z + 主要通过膜脂物理状态的改变间接影响重建 H 匕 A T P 酶活性的模型
。

之后
,

又运用多种

生物化学和生物物理方法使模型得到进一步确证
。

除线粒体 H + 一

A T P 酶外
,

M g
, 千
对其它一些

膜蛋白在脂质体的重建也有明显促进作用
。

该工作揭示 M g Z于
及其它二价金属离子通过膜脂

-

膜蛋白的作用来影响调节蛋白质的功能是很重要的
,

引起 国际同行重视
。

这项研究成果获

1 9 8 9 年国家 自然科学奖三等奖
。

2
.

莱氏衣原体膜脂及膜上 A T P 酶分子性质的研究

支原体是最小的原核微生物
。

莱氏衣原体是一种支原体
,

定位于它膜上的 A T P 酶是与膜

紧密结合的内部蛋 白
。

20 多年来无人能将这种具有活性的酶分离纯化
。

我们采用非离子去污

剂提取膜蛋白
,

用梯度凝胶电泳分离具有活性的 A T P 酶
,

此酶有五个亚基
。

这项工作结果是

与加拿大学者分别
、

独立地 同时完成的
,

并为国际上认可
。

1 9 8 7 年获 中国科学院科技进步奖

二等奖
。

3
.

色素蛋白质复合体的结构
、

功能及其调控

叶绿体膜上的各种色素蛋白复合物组成了结构和功能不同的两个光系统
,

调节和控制光

合作用中光能的吸收
、

传递
、

分配和转化
。

我们研究发现
,

M g
Z+

离子能使光系统 亚捕光叶绿

素蛋白质复合体从富含光系统 I 的间质膜区横 向迁移到光系统 亚的基粒膜区
,

增加了光系统

亚的捕光截面
,

调节了激发能
,

有利于向光系统 l 分配
。

这项工作具有自己特色
,

研究成果

于 1 9 9 0 年获中国科学院科技进步奖三等奖
。

4
.

抗衰老药物抗活性氧的氧化损伤及其机制的研究

细胞老化是机体衰老的基础
,

研究细胞衰老的分子机制是当前国际上瞩目的课题之一
。

在

探讨红细胞老化分子机制过程中
,

发现红细胞膜脂
、

膜蛋 白均有明显变化
。

活性氧自由基是
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促进红细胞老化的重要因素
。

从中草药中筛选出某些清除 自由基的药物
,

离体和动物实验表

明
,

这类药物对红细胞膜脂
、

膜蛋 白均有保护作用
。

该成果获 1 9 9 2 年卫生部科技进步三等奖
。

5
.

抗寒剂的研制及其在水稻育秧中的应用

减轻和 防止农作物寒害是农业生产中急待解决的重要问题
。

我们的工作是从膜脂
一

膜蛋白

相互关系上来探讨植物的寒害和抗寒机理
。

研究出一种水稻育秧抗寒剂
,

用于水稻浸种处理
。

经过从实验室
、

盆栽到大田的系统试验
,

确证在防止水稻烂秧
,

提高成秧率及增加产量方面

均有明显效果
,

首次为解决我国水稻早春育秧中长期存在的低温烂秧问题提供了一种有效措

施
。

1 9 9 0年经过专家鉴定
,

现 已开女邵准广应用
,

效果良好
。

6
.

水稻抗冷性检测方法 ( A T P 含量发光法
、

体内叶绿素
a
荧光诱导动力学的研究 )

选育高抗寒性农作物新品种对发展我国农业生产具有重要意义
。

以不同抗冷性水稻品种

为材料
,

通过线粒体膜的氧化磷酸化的产物—
A T P 含量和叶绿体膜上叶绿素

a
荧光动力学

的测定
,

获得了较理想的结果
。

经过三十几个水稻品种测定
,

无论是梗稻或釉稻
,

不抗冷品

种的幼 芽在低温处理后 A T P 含量明显降低
,

而抗冷品种经同样处理后
,

A T P 含量或者有不同

程度的增加
,

或者没有变化
,

与多年田间测定结果相 比
,

符合率达 90 %左右
。

通过叶绿素
a
荧

光动力学的检测
,

也获同样的结果
,

得到了相互验证
。

这两种方法均快速简便易行
,

适于在

农业生产中推广应用
,

1 9 9 2 年通过专家鉴定
。

四
、

几点体会

1
.

选题是关键 国家 自然科学基金委员会要求重大项 目必须针对我国科学技术
、

国民经

济和社会发展 中的一些重大科学技术问题
,

组织跨学科
、

跨单位
、

跨部门的联合研究
。

根据

这 个要求
,

我们选定了生物膜研究的中心环节
“

膜脂
一

膜蛋白相互作用
”
这一重要课题

,

并结

合我国农业和医学实际开展基础和应用基础研究
。

七个子课题中四个为基础研究
,

两个为应

用基础研究
,

一个侧重研究新技术
。

由于选题的覆盖面较广
,

参加的单位原有基础 比较雄厚
,

这样就能既发挥各单位原有的特色
,

又分工协作取长补短形成一个整体
。

研究材料包括哺乳

动物线粒体膜
,

植物细胞质膜及叶绿体内囊体膜
,

微生物支原体膜
,

人红细胞膜以及人工膜

等
,

从不同角度进行研究双层脂
、

非双层脂与膜蛋 白的相互作用
,

所获得的系统结果是任何

某一个单位单独研究所难以完成的
。

而且
,

通过定期交流与协作
,

在学术思想和实验技术方

法上都有很多收获
。

因此
,

重大项 目是否成功的关键在于选题
。

选题既要考虑某一领域前沿

的问题
,

又要选择综合性强
、

目的性明确的 目标
,

才能将我国在这一领域的有限而又较强的

力量组织起来
,

集中优势在短期内获得较显著的成果
。

2
.

管理制度化 本项 目在批准立项以后
,

制定了必要的规章制度
,

即每年至少组织一次

以学术活动方式进行的课题计划完成情况检查评比会
。

项 目学术领导小组对各子课题完成计

划 的进度
、

质量等进行评分
,

对完成计划好的子课题
,

从机动费分配上适当增加额度
,

以资

鼓励
,

起到较好的作用
。
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3
.

加强国际合作与学术交流 本项 目制订计划时
,

就重视国际合作与国际学术交流
,

曾

计划 1 9 9 1 年在北京召开膜脂
一

膜蛋白相互作用的国际学术讨论会
,

后因故中止
。

在执行计划期

间
,

1 98 9年 5 月由国家自然科学基金委员会生命科学部组织的生物膜学术考查组 (4 人 ) 赴

加拿大进行考查和学术交流
,

与加拿大同行科学家增进相互了解并建立合作关系
,

收获不小
,

反映很好
。

各子课题组成员每年都有人参加国际学术会议
,

五年来出席国际学术会议 20 次
,

参加人数 53 人
。

通过参加国际学术会议
,

掌握了国际科学最新信息并与同行专家交流了经验
,

对工作有较大促进作用
。

4
.

狠抓培养青年科技人才 我们的经验认为
,

出成果
、

出人才是一致的
。

五年期间在取

得一批重要成果的同时
,

也培养出一批青年科技人才
。

原计划培养博士生 8名
,

硕士生 1 0一

15 名
,

实际上共培养各类人才 72 人
,

其中博士后 1 人
,

博士研究生 13 人
,

硕士研究生 58 人
。

在这批青年科技人员中有 20 %为各种成果奖获奖者
,

有的获 国家自然科学基金青年基金或中

国科学院青年科学基金资助
,

有的获中国科学院院长奖或国家教委光华奖等等
。

个别人已获

副教授职称
,

成为研究工作中的骨干力量
。
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