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摘要 嗜酸嗜热古菌腾冲嗜酸热两面菌(Acidianus tengchongensis)来源的域型伴侣素 ATcpn茁已获得晶体结构解析，其顶端结
构域突触下端相应于玉型伴侣素 GroEL的重要底物结合位点处的氨基酸多为极性氨基酸，将其突变为疏水性氨基酸时，突
变体对变性底物的捕获能力显著增强．表面等离子共振研究表明，ATcpn茁对于化学变性底物的再折叠中间体的其捕获作用
不依赖于 Mg2+/ATP．前期对该伴侣素冷冻电镜观察和结构解析表明，ATP的存在并不能驱动 ATcpn茁从开放构型向闭合构
型转变，但是表面等离子共振研究表明，ATcpn茁 对热变性过程中已经聚集的底物的捕获作用依赖于 Mg2+/ATP，说明
Mg2+/ATP可以介导 ATcpn茁顶端结构域一定的构象变化，引起顶端结构域疏水残基的进一步暴露，从而能够与大分子聚集体
紧密结合．两个方面的研究均表明，伴侣素蛋白与变性底物的结合仍然以疏水相互作用为主，并且伴侣素蛋白与变性底物的

结合受Mg2+/ATP的结合调控，与伴侣素蛋白疏水面的暴露程度相关．
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伴侣素 HSP60(chaperonin)是通过水解 ATP帮
助蛋白质折叠的多亚基双环复合物[1]．根据其结构

特点和序列同源性将其分为两个亚型(玉型和域型)[2],
Ⅰ型伴侣素来源于真细菌 [3]、线粒体和叶绿体 [4]，

Ⅱ型伴侣素来源于古菌(thermosome)[5]和真核细胞

的细胞质(CCT/TRiC)[6-7]．在古菌中的Ⅱ型伴侣素

由于其较高的温度耐受性和热诱导性，又被称为热

源体(thermosome)．
玉型伴侣素尤其是来自于 E援 coli 中的伴侣素

分子 GroEL，其底物结合特性被研究得比较透彻，
结构和功能实验均表明，底物结合的疏水表面位于

GroEL赤道结构域面向中央空腔的两个 琢螺旋 H
和 L处[8-11]．决定底物亲和力的关键氨基酸绝大部

分为疏水性氨基酸[8]．冷冻电镜的高分辨率结构解

析表明，GroEL的至少三个相邻的有功能活性的顶
端结构域，对核酮糖 -1, 5-二磷酸羧化酶 /加氧酶
(Rubisco)或猪心线粒体苹果酸脱氢酶 (malate
dehydrogenase，MDH)折叠是必需的 [12-13]．此外，

在麦芽糖结合蛋白的双突变体(DM-MBP)与 GroEL

结合后与 ATP进一步结合的过程中底物会发生一
定程度的去折叠变化以释放更多的疏水区域，从而

与 GroEL形成更紧密的结合[14]．

与 GroEL需要辅分子伴侣 GroES来关闭腔体
完成促折叠循环不同，域型伴侣素依靠顶端结构域
上的突触来关闭中央空腔，并进一步完成促进底物

折叠的作用．目前古菌伴侣素蛋白的天然底物尚不

确定，且其底物结合位点也不清楚 [15]，有研究表

明，对于 Thermoplasm acidophilum的伴侣素多聚体
来说，其底物结合区域一个位于顶端突触，一个位

于顶端突触的下端[16-17]． Iizuka等[18]对 Thermococcus
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KS-1的 琢亚基顶端突触的全部和部分截短突变体
的研究表明，顶端突触对于伴侣素结合热变性的柠

檬酸盐合酶和酸变性的绿色荧光蛋白不是必需的，

但对于伴侣素蛋白完成 ATP依赖的促蛋白折叠循
环过程是必需的．域型伴侣素与底物的结合是否完
全依赖 ATP以及是以疏水性氨基酸为主还是存在
极性相互作用，目前还是未知的．

本研究通过将我们先前解析的古菌 Acidianus
tengchongensis 来源的伴侣素蛋白 ATcpn茁 的晶体
结构[19]与 GroEL晶体结构进行比较，将其相应于
GroEL底物结合位置处的氨基酸突变为疏水性氨基
酸，发现突变体蛋白体外结合酸变性绿色荧光蛋白

(GFP)和热变性柠檬酸盐合酶(citrate synthase，CS)
的能力增强． 进一步通过表面等离子共振实验发

现，该伴侣素蛋白对不同变性底物结合过程对于

Mg2+/ATP的依赖性有所不同，这一现象表明该类
古菌伴侣素蛋白对于不同变性程度的蛋白质中间体

可能存在不同的结合特性：ATP的存在对于伴侣
素分子 结合化学变性下可逆复性的折叠中间体不

是必需的，但是对于伴侣素分子结合热变性的聚集

体是必需的．

1 材料和方法

1援1 材料

增强型绿色荧光蛋白 EGFP的表达质粒由中国
科学院生物物理研究所杭海英老师惠赠；鸡卵清溶

菌酶 (lysozyme)、猪心线粒体柠檬酸盐合酶 (CS，
EC 2.3.3.1)和来自于黄色栖热菌 Thermus flavus 的
嗜热苹果酸脱氢酶(MDH)购自 Sigma公司．
表面等离子共振实验的材料包括：氨基偶联试

剂盒 (Amine Coupling Kit，Biacore AB)，缓冲液
HBS-EP (10 mmol/L HEPES pH 7.4， 150 mmol/L
NaCl，3 mmol/L EDTA，0.05% Tween 20)和 CM5
传感芯片(sensor chip CM5，Biacore AB)，所有溶
液均用去离子水配制，用 0.22 滋m滤膜过滤，使用
前超声除气；表面等离子共振检测所用的仪器为

BIAcore X Biosensor System (Biacore AB)．
1援2 实验方法

1援2援1 古菌伴侣素蛋白的重组表达、纯化和体外组

装．含有伴侣素基因 ATcpn茁-pET23b的质粒转入
E援 coli Rosetta-gamiTM B(DE3) pLysS菌株中进行重
组表达．对细胞粗提物进行 75℃热处理 30 min
收集上清，之后利用 Resource Q (GE Healthcare)离
子交换层析分离得到单体，单体在 20 mmol/L

Tris-HCl, pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2, 2 mmol/L ATP
存在下 37℃温育 5 h获得聚合体———即伴侣素．聚

合体通过 Superdex 200(GE Healthcare)分子筛层析
进行纯化, 缓冲液为 50 mmol/L Tris-HCl, 25 mmol/L
MgCl2，100 mmol/L KCl，含有多聚体的组分通过
超滤管(Millipore，Amicon Ultra，MWCO 30 ku)进
行浓缩[20]．

1援2援2 顶端结构域特定氨基酸位点的突变体构建．

通过重叠延伸 PCR构建位点特异性突变体，获得
双突变体 ATcpn茁-m1(G236Y/M237F)，ATcpn茁-m2
(D288L/A295V)，单突变体 ATcpn茁-m3 (D288L)以
及 ATcpn茁-m4 (A313V/K314V)，突变体基因分别
构建到 pET23b表达载体中在 E援 coli Rosetta-gamiTM B
(DE3) pLysS菌株中重组表达．纯化方法同上．
1援2援3 伴侣素蛋白抑制酸变性绿色荧光蛋白(GFP)
复性的实验．10 滋mol/L 增强型绿色荧光蛋白
EGFP 在 20 mmol/L Tris-HCl， 0.125 mol/L HCl，
0.3 mmol/L EDTA，1 mmol/L DTT 缓冲液中 25℃
变性 1 h 以上，之后稀释 100 倍，稀释缓冲液为
25 mmol/L Tris-HCl pH 7.4，0.3 mmol/L EDTA，
1 mmol/L DTT，稀释之后立即加入 0.1 滋mol/L伴
侣素蛋白及其突变体，利用荧光分光光度计

FLUOstar OPTIMA(BMG LABTECH)在 25℃下监测
30 min，激发光波长 485 nm，发射光波长 520 nm.
取等量的 0.1 滋mol/L未变性绿色荧光蛋白的荧光
值为 100%进行数据归一化．
1援2援4 伴侣素蛋白抑制热变性柠檬酸盐合酶聚集的

实验．取 0.1 滋mol/L猪心线粒体柠檬酸盐合酶(CS)
在 45℃下温育 20 min，CS发生热变性聚集．在加
热温育前加入等摩尔数的伴侣素蛋白能够抑制 CS
的热变性聚集． 通过荧光分光光度计 F-4500
(Hitachi，Japan)测定光散射(激发光和发射光波长
均为 500 nm，滤光波长宽度为 2.5 nm)来检测 CS
的热变性聚集．

1援2援5 表面等离子共振法(surface plasma resonance)
测定伴侣素蛋白与变性底物的结合实验．将 CM5
传感芯片通道 1设为对照通道，25℃下保持恒定的
流速，使 HBS-EP缓冲液连续流过芯片表面 5 min，
待基线平稳后分别进样一定体积的不同 pH 值
(3.6，4.0，4.5)，包含 ATcpn茁 (50 mg/L)的醋酸钠
(10 mmol/L)缓冲液，通过传感图谱判断吸附情况
选取合适的 pH值，采用氨基偶联法固定 ATcpn茁
至芯片．将 100 nmol/L的 CS (20 mmol/L Tris-HCl，
pH 8.0)在 45℃下温育 20 min后， 12 000 r/min离
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Fig. 1 Dominant residues relevant to peptide鄄binding ability in the apical domain of GroEL and thermosome ATcpn茁
(a) Key residues of peptide-binding site in apo-GroEL shown in the trans-ring of GroEL-GroES7-ADP7 crystal structure. (b) Key residues of

peptide-binding site in GroEL-(GroES)7- (ADP)7 complex shown in the cis-ring of GroEL- (GroES)7- (ADP)7 crystal structure. In (a) and (b), residues

203Y and 204F are colored in blue, 234L in red, and 237 L and 263V in green. (c) Corresponding residues of the superposed peptide-binding sites from

the ATcpn茁 crystal structure. Residues G236 and M237 are colored in blue，D288L in red，and A313 and K314 in green. (d) Sequence alignment of

the apical domains among several thermosomes (AT: Acidianus tengchongensis, T. KS1: Thermococcus KS-1, TTA: Thermoplasm acidophilum). Blank

triangles point to the residues which we suggest as the key residues for substrate binding above.

心 5 min,直接进样或者在进样前加入ATP(2 mmol/L)
或 MgCl2 (25 mmol/L) / ATP (2 mmol/L)，分别检
测 ATcpn茁对其结合信号，监测 120 s后，用缓冲
液 50 mmol/L Tris-HCl pH7.4， 10 mmol/L MgCl2,
100 mmol/L KCl或 50 mmol/L NaOH洗脱．测定通
道的 RU值减去空白对照通道 1的 RU 值(非特异
性相互作用)即为待测样品的信号．100 nmol/L溶
菌 酶 (lysozyme) 在 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.4,
105℃下处理 15 min，重复上述实验．20 滋mol/L
苹果酸脱氢酶 (MDH)在 6 mol/L盐酸胍下变性 1 h
以上，100倍稀释复性后，重复上述实验．

2 结 果

2援1 结构比对和定点突变研究揭示古菌伴侣素

ATcpn茁结合底物的相关氨基酸残基
对 GroEL中与底物分子结合相关的关键氨基

酸进行突变———199Y/E、203Y/E、204F/E(图 1a或 b
蓝色)、234L/E(图 1a或 b红色)、237L/E、259L/S、

263V/S、264V/S(图 1a 或 b绿色)，会导致 GroEL
丧失与盐酸胍变性的人源鸟氨酸氨甲酰基转移酶相

结合的能力[8]．我们之前解析了古菌伴侣素蛋白

ATcpn茁的晶体结构[19]，通过比较 GroEL与该伴侣
素蛋白顶端结构域的序列和结构，相对于 GroEL
中与底物分子结合的关键氨基酸位置，ATcpn茁多为
极性或中性氨基酸 G236/M237(图 1c 蓝色)、D288
(图 1c红色)、A313/K314(图 1c绿色)，这几个氨基
酸处于顶端结构域的突触末端，恰位于顶端结构域

环内间隙处，这些氨基酸残基与其周围保守疏水残

基[19]很可能与变性底物结合并介导其进入中央空腔

有关．为检测这些氨基酸的极性对其底物亲和力的

影响，我们对其进行了突变研究———将极性或中

性氨基酸突变疏水性氨基酸，构建了 ATcpn茁-m1
(G236Y/M237F)， ATcpn茁-m2 (D288L/A295V)，
ATcpn茁-m3(D288L)和 ATcpn茁-m4 (A313V/K314V)
4种突变体．

2援2 ATcpn茁顶端结构域突触末端的疏水性增强
能够促进其捕获酸变性GFP的能力

GFP在 0.125 mol/L盐酸中变性(pH < 1.5)，去
折叠为完全舒展的肽链，其荧光立刻消失．当稀释

100倍恢复中性 pH值后，GFP迅速自复性，25℃
下自复性率比较高，能在 5 min以内达到天然态荧
光强度的 50%．当伴侣素蛋白以等摩尔比例加入
后，野生型蛋白略微抑制 GFP的自复性，复性率
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2援3 ATcpn茁顶端结构域突触末端的疏水性增强
能够提高其抑制柠檬酸盐合酶的热变性聚集的能力

伴侣素蛋白在体外与变性底物的结合另一个显

著的证据是它们能够捕获热变性中间体，抑制底物

蛋白热变性过程中大分子聚集体的产生．猪心线粒

体柠檬酸盐合酶 (CS) 在 45℃下会发生热变性，
分子间相互聚集(尚未产生不溶沉淀)，能够引起
500 nm处的光散射增强．当以等摩尔比例(聚合体
与底物单体摩尔量相当)加入伴侣素蛋白 ATcpn茁
后，CS的聚集被完全抑制(图 3)．当加入 1/5分子
比例的野生型伴侣素蛋白，CS的热变性聚集体的
产生被部分抑制；而加入相同量的突变体蛋白后，

其抑制作用相对于野生型蛋白有所增强(图 3)．
100 nmol/L CS 在 45℃下加热 30 min 后，以其
500 nm处的光散射值为 100%，伴侣素 100 nmol/L
ATcpn茁 加入体系后可以将聚集抑制到 16.6%，
20 nmol/L ATcpn茁光散射值为 85.2%，而 3 种疏
水性增强的突变体分别是 ATcpn茁-m1 59.7%，
ATcpn茁-m2 64.2%，ATcpn茁-m3 68.3%．以上实验
表明，顶端结构域突触末端的疏水性增强能够促进

其对热变性底物中间体的捕获，从而使得伴侣素分

降低为天然蛋白的 40%～45%，表明伴侣素蛋白能
够捕获酸变性的 GFP，从而抑制了其自复性．当将
ATcpn茁的 4种突变体蛋白以相同的摩尔比加入复
性体系后, GFP自复性率进一步降低, ATcpn茁-m1、
ATcpn茁-m2、ATcpn茁-m3和 ATcpn茁-m4分别降为

20%、30%、35%和 30%，这表明突变体蛋白对
GFP的捕获作用相比野生型有显著增强(图 2a)．此
外，对于结合作用最强的突变体 ATcpn茁-m1来说，
这种增强作用在 45℃下也非常明显(图 2b)．
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Fig. 3 Hydrophobicity enhanced the inhibition activity
of citrate synthase (CS) thermal aggregation at 45益

CS (100 nmol/L) was thermal aggregated (black line); Wild-type

thermosome ATcpn茁 (100 nmol/L) was added (red line); Wild-type

thermosome ATcpn茁 (20 nmol/L) was added (blue line); ATcpn茁-m1

(20 nmol/L) was added (green line); ATcpn茁-m2 (20 nmol/L) was added

(purple line); ATcpn茁-m3 (20 nmol/L) was added (yellow line). : CS

45℃ ; : ATcpn茁-wt 100 nmol/L; : ATcpn茁-wt 20 nmol/L; :

ATcpn茁-m1 20 nmol/L; : ATcpn茁-m2 20 nmol/L; : ATcpn茁-m3
20 nmol/L. All data in this figure were averaged from three independent

experiments.

Fig. 2 Hydrophobic residues enhanced the inhibitory effect of ATcpn茁 on the refolding of acid鄄denatured GFP
(a) Refolding of acid-denatured GFP at 25℃ . GFP (10 滋mol/L) was denatured in 0.125 mol/L HCl and then diluted 100-fold in the buffer, 20 mmol/L

Tris-HCl, pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2. 0.1 滋mol/L thermosome or mutants were added separately. Closed squares stand for spontaneous refolding of GFP,

closed circles stand for the inhibitory effect of wild-type ATcpn茁, closed triangles for ATcpn茁-m1, closed diamonds of ATcpn茁-m2, open diamonds for

ATcpn茁-m3 and open triangles for ATcpn茁-m4. : dGFP 25℃ ; : ATcpn茁-wt; : ATcpn茁-m1; : ATcpn茁-m2; :

ATcpn茁-m3; : ATcpn茁-m4. (b) Refolding of acid-denatured GFP at 45℃ . Closed squares stand for spontaneous refolding of GFP, closed circles

for the inhibitory effect of wild-type ATcpn茁, and closed triangles for ATcpn茁-m1. : dGFP 45℃ ; : ATcpn茁-wt; : ATcpn茁-m1. All

data in this figure were averaged from three independent experiments.

■ ■ 荫 荫 银 银 音 音

■ ■ 荫 荫 银 银
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2援5 ATcpn茁与化学变性蛋白折叠中间体的结合
呈现Mg2+/ATP的不依赖性
嗜热细菌来源的苹果酸脱氢酶 (MDH)其 Tm达

到 96℃，70℃加热 2 h，酶活性没有丧失，但在
6 mol/L盐酸胍的存在下，蛋白质解散为舒展的肽
链，酶活性完全丧失，100倍稀释使变性剂浓度降
低后，蛋白质快速复性，复性率在 45℃下可达到
原来天然态活性的 50%．在表面等离子共振实验
中，将变性MDH稀释 100倍后迅速作为流动相进
样，检测芯片上的 ATcpn茁与变性底物的相互作
用，发现即使不存在 Mg2+/ATP两者也有明显的结
合信号，这一现象表明，古菌伴侣素蛋白 ATcpn茁
对变性MDH有快速的结合(图 5)，而Mg2+/ATP的
加入会进一步增强结合信号(图 5)，可见 Mg2+/ATP
所导致伴侣素蛋白 ATcpn茁的构象变化会进一步增
强其与化学变性完全解散的肽链复性中间体的结

合，但 Mg2+/ATP对 ATcpn茁捕获这类底物不是必
需的．

子对变性分子间的相互聚集的抑制作用增强．这一

点进一步可以被表面等离子共振实验所证明———突

变体 ATcpn茁-m3对热变性的柠檬酸盐合酶和溶菌
酶的亲和力相对于野生型蛋白有所增强．

2援4 ATcpn茁 与热变性聚集底物的结合呈现
Mg2+/ATP依赖性
将伴侣素蛋白耦联到芯片后，以天然柠檬酸盐

合酶(CS)或溶菌酶(lysozyme)为流动相进样时，没
有检测到表面等离子共振的信号，表明 ATcpn茁
与天然 CS 或 lysozyme 不发生结合． 在没有

Mg2+/ATP存在情况下，将底物分子的热变性聚集
体进样时，也不能检测到表面等离子共振的信号，

这表明在Mg2+/ATP不存在时, 伴侣素蛋白 ATcpn茁
不能结合已经加热变性的底物 (图 4)；然而将
Mg2+/ATP与热变性底物分子共同进样时，能够检
测到逐步增强的表面等离子共振信号，这表明

Mg2+/ATP与伴侣素蛋白 ATcpn茁的结合导致其能
够结合热变性的底物(图 4)．并且 Mg2+ 也是必需

的，在 ATP单独存在时，ATcpn茁不能结合热变性
底物(图 4a，红色)．

Fig. 5 Wild鄄type thermosome could bind guanidine
hydrochloride denatured malate dehydrogenase

(MDH) without Mg2+/ATP
MDH from Thermus flavus was denatured in 6 mol/L guanidine
hydrochloride and then diluted 100 times to reduce guanidine
hydrochloride. The diluted MDH without (black line) or with ATP alone
(red line) or Mg2+/ATP (blue line) was separately added onto the chip
fixed with thermosome ATcpn茁. : ATcpn茁+dMDH; : ATcpn茁+
dMDH+ATP; : ATcpn茁+dMDH+Mg2+/ATP.

(a) (b)
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Fig. 4 Wild鄄type thermosome ATcpn茁 binds thermal aggregated citrate synthase (CS)
and lysozyme in a Mg2+/ATP dependent manner

(a) After incubation at 45℃ for 20 min, thermal aggregated CS with (blue line) or without Mg2+/ATP (red line) was added onto the CM5 chip fixed with

thermosome ATcpn茁. As a control, native CS alone was added onto the same chip separately as well (black line). : ATcpn茁+nCS; : ATcpn茁+
dCS; : ATcpn茁+dCS+Mg2+/ATP. (b) After incubation at 105℃ for 15 min, thermal aggregated lysozyme with Mg2+/ATP (blue line) was added onto

the CM5 chip that was fixed with thermosome ATcpn茁. Native lysozme alone was also added onto the chip separately as a control (black line). :

ATcpn茁+nLzm; : ATcpn茁+dLzm+Mg2+/ATP.
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3 讨 论

伴侣素蛋白对变性底物的结合、包裹和促折叠

作用与伴侣素本身与 ATP的结合和水解作用是相
辅相成协同作用的．ATP结合与水解所导致的伴
侣素蛋白的构象变化是其完成促进变性蛋白折叠功

能的必要条件．对于玉型和域型伴侣素而言，在促
进蛋白质折叠的循环过程中，究竟是先结合变性底

物再结合核苷酸分子，还是需要先与核苷酸分子结

合才能结合底物，目前还不清楚．本研究表明，古

菌来源的域型伴侣素 ATcpn茁与嗜热苹果酸脱氢酶
复性中间体的结合不需要Mg2+/ATP的存在．对于
热变性已经聚集但尚未沉淀的底物，如加热变性聚

集的柠檬酸盐合酶和溶菌酶，伴侣素蛋白与之结合

严格依赖 Mg2+/ATP，并且 ATP单独存在并不能引
起伴侣素对变性肽链的结合，只有 Mg2+/ATP共同
存在时才能与之结合．在 6 mol/L盐酸胍作用下完
全变性的嗜热苹果酸脱氢酶 (MDH)在稀释除掉变
性剂后能迅速形成二聚体，从无活性的二聚体到有

活性的二聚体是折叠的限速步骤[21]．折叠中间体为

绝大部分二级结构保留但是高级结构被扰动和破坏

的分子．这一底物比热变性聚集体更接近于天然构

象． 在没有 Mg2+/ATP 的情况下，该伴侣素
ATcpn茁本身所具有的疏水表面已经足够用于结合
嗜热苹果酸脱氢酶的中间体，而对于热变性聚集

体，需要更多的疏水表面和更大的开口才能够结

合，这就需要Mg2+/ATP的存在．
在前期工作中，我们解析了该古菌伴侣素

ATcpn茁的晶体结构，这是首个被解析的呈 9次对
称伴侣素分子的晶体结构，而且是首个呈开放状态

的晶体结构，在该晶体结构中，我们在顶端结构域

突触部分发现了若干个保守的疏水残基，推测其与

底物结合有关系[19]．将域型伴侣素 ATcpn茁的晶体
结构与玉型伴侣素 GroEL晶体结构比对表明，相
应于 GroEL中直接影响底物亲和力的关键疏水性
残基，在 ATcpn茁的对应位置多为极性氨基酸(在
上述保守疏水残基的附近)，在本研究中，我们将
这些氨基酸突变为 GroEL中对应的疏水性氨基酸，
发现其对变性底物的捕获能力进一步增强，这表明

域型伴侣素分子对底物的亲和力仍然依赖于疏水相
互作用．

我们对该伴侣素分子 apo-ATcpn茁与 ATcpn茁-
ATP·AlF3冷冻电镜观察和结构解析的研究结果表

明，Mg2+/ATP 的结合不足以使该伴侣素分子

ATcpn茁 从开放构型向闭合构型转变，但在
Mg2+/ATP结合后，其顶端结构域和盖子结构域向
外略微开放．即 Mg2+/ATP结合导致该古菌伴侣素
蛋白顶端结构域的外展，开口变大，并且疏水区域

进一步暴露，从而能够捕获热变性聚集体．尽管目

前的分辨率还不足以给出 Mg2+/ATP与 ATcpn茁结
合所导致的开口变化的细节信息，但是我们认为

ATP结合调控伴侣素分子构象变化是增强 ATcpn茁
的底物亲和力的重要因素．这一点与前期 Panson
等[22]对玉型伴侣素分子 ATP结合导致结构变化的
研究有相似之处，该研究表明，GroEL结合 ATP
后其中间结构域的旋转导致顺式环的顶端结构域向

外延伸并逆时针旋转了 25毅，使得被掩埋的疏水残
基得以暴露，底物结合处开口变大．

综上所述，我们根据实验数据得到如下结论：

首先，古菌伴侣素分子与变性底物的结合作用与Ⅰ

型伴侣素类似，伴侣素顶端结构域的疏水基团与变

性底物暴露的疏水残基间的相互作用是最主要的相

互作用；其次，Mg2+/ATP对伴侣素分子结合疏水
面暴露程度不同的底物有调控作用，并且这种调控

所致的伴侣素顶端结构域疏水区域的变化是影响其

底物亲和力的重要因素．

致谢 衷心感谢清华大学闫永彬教授、刘伟丰师兄

以及本实验室的王沙同学在光散射测定实验方面的

帮助．
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Substrate Binding Properties of Thermosome ATcpn茁
From Acidianus Tengchongensis*
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Abstract The residues associated with substrate binding in Group玉 chaperonin GroEL are hydrophobic.
However, the corresponding residues in group 域 chaperonin ATcpn茁 from Acidianus tengchongensis are
hydrophilic.When these hydrophilic residues in ATcpn茁 were mutated to hydrophobic residues, i.e. residues 236
from G to Y, 237 from M to F, 288 from D to L, 295 from A to V, 313 from A to V and 314 from K to V, they
enhanced the inhibitory effect of ATcpn茁 on the refolding of acid-denatured GFP and the inhibition activity of
citrate synthase (CS) thermal aggregation. Hydrophobic interaction may contribute more to peptides binding
affinity both in group玉 and group域 chaperonin. Chaperonins have been proved to have ATP-dependent peptides
refolding ability. However, it is still unclear whether peptides binding ability of chaperonins is ATP-dependent.
Surface plasma resonance (SPR) analysis is used to test chaperonin binding ability to different peptides with
different denaturing level. These assays revealed that ATcpn茁 could capture guanidine hydrochloride denatured
malate dehydrogenase in a Mg2+/ATP independent manner while it bind thermal aggregated citrate synthase or
lysozyme in a Mg2+/ATP dependent manner. It has been proposed that chaperonin conformatinal changes induced
by Mg2+/ATP to expose more hydrophobic surface is required for chaperonin capturing thermal aggregated peptides
which has larger hydrophobic surfaces.
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