
 

与 Uncle一起轻松搞定膜蛋白稳定性 

简  介 

膜蛋白是医学中一类最重要和最常见的药物靶点。突变的膜蛋白会引发疾病，并

且是癌症的生物标志物。病毒和细菌的膜蛋白是重要的疫苗候选物，野生型的膜

蛋白对于寻找治疗方法也可能至关重要。纯化膜蛋白通常涉及将蛋白质从脂质双

层中释放出来，并用表面活性剂包裹蛋白质的疏水区域以形成去污剂溶解的形式。

这种溶解通常会使膜蛋白不稳定，从而难以处理它们。 

增强膜蛋白的稳定性可以极大地帮助处理这些样品，但仅仅表征它们的稳定性就

是一个重大挑战。现有的方法，如差示扫描量热法和核磁共振 (NMR)，通常需

要大量的蛋白质，并且难以实现更高的通量。由于难以纯化大量稳定的膜蛋白，

这些检测方法难以进行。检测某些膜蛋白 (如 G 蛋白偶联受体，GPCRs) 在其

去污剂溶解状态下的生物活性也非常具有挑战性。这些方法中的每一种都只提供

单一的视角，导致对膜蛋白稳定性的理解不完整。 

Uncle 是原创的蛋白质稳定性一体化平台，使用三种检测方法：全光谱荧光、静

态光散射 (SLS) 和动态光散射 (DLS)，从 9 µL 的样品中全面分析蛋白质稳定

性 (见图 1)。温度控制范围为 15-95°C，密封样品提供了更大的灵活性。可以

在一次实验中从同一样品中评估多种参数，包括荧光、聚集、粒径、多分散性和

热变性，从而获得关于蛋白质稳定性的正交和互补信息。Uncle 一次可以测量多

达 48 个样品，使在表征膜蛋白时能够实现更高的通量和更广泛、快速的结果。 

无标记方法是确定蛋白质解折叠的最佳选择，例如通过蛋白质熔融时紫外光激发

的内源荧光变化。但是，这种方法可能并不适用于所有膜蛋白，因为部分疏水的

环境可能会使观察到的荧光变化难以辨识，而这种变化通常在可溶性蛋白中是显

而易见的。 



 

图 1：Uncle 是原创的蛋白质稳定性一体化平台 

硫醇反应性荧光染料 7-二乙氨基-3-[4-(碘乙酰胺基)苯基]-4-甲基香豆素 

(CPM) 可以用于监测膜蛋白的解折叠。当温度升高引起蛋白质解折叠时，暴露

的半胱氨酸残基 CPM 反应后会发出更强的荧光①。CPM 热稳定性检测也被建议

用于替代昂贵且耗时的基于细胞的药物筛选②。纳米盘和包膜病毒样颗粒 (VLPs） 

是去污剂溶解的两种替代方法，它们能将膜蛋白纳入更类似于脂双层的环境中，

可能会稳定蛋白质③④。纳米盘是从去污剂溶解的膜蛋白、磷脂微团和膜支架蛋白

的混合物中自组装形成的圆盘状脂双层。VLPs 也能自组装，并在从生产细胞出

芽之前在包膜表面集中膜蛋白“货物”。虽然这些膜蛋白载体有许多优点，但它们

也带来了自身的稳定性表征挑战，这些挑战可以通过 Uncle 的多模态热稳定性

方法来解决。 

在这份应用说明中，我们展示了如何使用 Uncle 的全光谱荧光、SLS、DLS 和

CPM 染料来确定 GPRC5D (一种多发性骨髓瘤的膜蛋白生物标志物和潜在免疫

疗法靶点) 以及 CD20 (一种由 Rituximab®靶向的 B 细胞表面抗原) 在不同载体

中的稳定性⑤⑥。 

方  法 

人源 GPRC5D 去污剂溶液、纳米盘和 VLP (目录号分别为 GPD-H52D3、GPD-

H52D4 和 GPD-H52P5)，CD20 去污剂溶液、纳米盘和 VLP (目录号分别为



CD0-H52H3、CD0-H52H1 和 CDP-H52P6) 以及 VLP 对照 (目录号为 VLP-

N5213) 由 ACROBiosystems 慷慨提供。GPRC5D 和 CD20 样品分别在适当

的缓冲液中调至约 0.15 和 0.25 mg/mL。 

去污剂溶解的蛋白质悬浮在 50 mM HEPES，150 mM NaCl，0.05% DDM，

0.01% CHS，pH 7.5，含 10%甘油的溶液中。GPRC5D 纳米盘的配方为 50 mM 

HEPES，150 mM NaCl，pH 7.5，含 20%甘油。CD20 纳米盘的配方为 20 mM 

HEPES，150 mM NaCl，pH 7.5，含 10%海藻糖。所有 VLP 都在含有 10%海

藻糖的磷酸盐缓冲盐水 (PBS)，pH 7.4 的溶液中。 

CPM (Thermo Fisher Scientific) 溶解至 5 mg/mL 的二甲基亚砜中，分装并储

存在-80°C。使用前，将染料储备液的一个等分试样在室温下解冻，并稀释至 0.2 

mg/mL 到相应的蛋白质样品配方缓冲液中。根据蛋白质中非二硫键半胱氨酸残

基的数量，将 CPM 添加到蛋白质样品中，GPRC5D 的最终摩尔比为 17:1，CD20

的为 3:1⑦。 

每次实验中将每个样品的 9 µL 加载到一个 Uni (包含 16 个 9 µ 石英比色皿，由

硅胶垫片密封) 中，每个样品重复三次。样品在 Uncle 中以 0.6°C/分钟的速度

从 15°C 加热到 95°C，并由 266 和 473 nm 激光器一起或单独使用 266 nm 激

光器激发含 CPM 的样品。荧光发射和静态光散射 (SLS) 同时监测。 

Uncle 分析软件通过 300-430 nm 的荧光发射的重心平均 (BCM) 确定没有

CPM 的样品的 Tm。基于 CPM 的 Tm 通过 400-525 nm 染料荧光的增加确定。

Tm 在荧光图上显示为垂直线，取三次测量的平均值。在加热前后，通过动态光散

射 (DLS) 测量平均流体动力学直径，每次测量 4 次，每次 5 秒。 

结  果 

Uncle 的 266 nm 激光激发蛋白质中的色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基，这些残

基在大约 330 nm 处有一个荧光峰 (图 2A)。随着蛋白质解折叠，内源荧光通常

会减弱并向 350 nm 移动，这是因为芳香族氨基酸暴露在更水相的环境中。Uncle

通过跟踪内源荧光的变化来监测解折叠过程。如果蛋白质在热梯度中聚集，样品

的静态光散射强度会增加，这可以与荧光一起监测。 



膜蛋白在解折叠过程中由于其溶解性并不总是表现出内源荧光的变化。为了能够

表征它们的解折叠，Uncle 的紫外激光可以激发 CPM，一种与蛋白质中自由半

胱氨酸残基的巯基反应的染料，从而在 400-600 nm 之间增加其荧光发射 (图 

2B)。随着蛋白质解折叠，这些半胱氨酸残基变得更容易接触到染料。 

 

图 2：蛋白质的内源荧光在解折叠时通常会减弱并移向更长的波长；随着其聚集，散

射的光更多。Uncle 同时监测 SLS 的增加和内源荧光的变化以评估热稳定性 (A)。染

料 CPM 在热梯度中熔解时暴露的自由半胱氨酸残基反应，从而增加 CPM 的荧光，可

用于评估膜蛋白的稳定性 (B) 

即使是去污剂溶解的膜蛋白，其热稳定性也可以根据解折叠温度进行排名。

Uncle 的全光谱荧光检测允许您使用不同的方法检测解折叠，为找到最合适的

工具提供了灵活性。 

去污剂溶解的 GPRC5D 的 CPM Tm 为 46.2°C，而其内源荧光 Tm 为 48.8°C (图 

3A)。Tm 之间 2.5°C 的差异很小，而且完全在预期之内，考虑到这两种不同的方

法可能监测的是蛋白质的不同成分和结构域。 

嵌入纳米盘中的 GPRC5D 具有 56.6°C 的 CPM Tm，但没有明显的内源荧光 Tm 

(图 3B)。纳米盘支架蛋白 MSP1D1 没有任何半胱氨酸残基，因此 CPM Tm 可以

仅归因于 GPRC5D。然而，MSP1D1 确实含有芳香族残基，这些残基会对内源

荧光信号有贡献。由于纳米盘中 GPRC5D 的 CPM Tm 比去污剂溶解形式的高出

10 多°C，很可能纳米盘对膜蛋白有稳定作用。 



 

图 3：去污剂中的 GPRC5D (A) 基于 CPM 荧光增加 (绿色) 和内源荧光变化 (蓝色) 

显示出单一的 Tm。嵌入纳米盘中的 GPRC5D (B) 的 CPM Tm比在去污剂中的高约

10°C。对于纳米盘中的蛋白质，无法确定内源荧光的 Tm。图中显示了三次重复的代表

图谱 

CD20 的自由半胱氨酸残基比 GPRC5D 少 (3 个 vs.17 个)，且这些残基位于胞

质或细胞外结构域，而 GPRC5D 的半胱氨酸残基位于其跨膜 α 螺旋中。这种氨

基酸排列的不同可能解释了为什么去污剂溶解的 CD20 具有两个 CPM Tm (而

GPRC5D 只有一个)，分别为 43.2°C 和 50.9°C (图 4A)。尽管去污剂中的 CD20

在热梯度中内源荧光发射发生了变化，但无法确定 Tm。 

嵌入纳米盘的 CD20 在 44.2°C 和 51.9°C 处有两个 CPM Tm (图 4B)。这些 Tm

比去污剂中的 Tm高约 1°C，这表明与 GPRC5D 类似，纳米盘可能会稳定 CD20。

在纳米盘中的 CD20 具有 82.4°C 的内源荧光 Tm。在 GPRC5D 纳米盘配方中没

有这样的 Tm 存在，表明该 Tm 属于 CD20，而不是纳米盘支架蛋白。Uncle 的全



光谱荧光检测使得能够更彻底地调查不同载体中膜蛋白 CD20 和 GPRC5D 的解

折叠行为。 

 

图 4：CD20 在其去污剂配方中 (A) 基于 CPM 荧光增加 (绿色) 具有 2 个 Tm；根据

其内源荧光 (蓝色)，无法确定 Tm。嵌入纳米盘的 CD20 (B) 具有 2 个 CPM Tm (绿色) 

和一个单一且明显更高的内源荧光 Tm (蓝色)。显示了三次样品测量的代表图谱 

VLP 是膜蛋白非常好的载体，因为病毒包膜来源于细胞膜的脂质双层。然而，解

释 VLP 的内源荧光信号是复杂的，因为每种病毒蛋白都有自己的信号，可能会

掩盖膜蛋白的信号。VLP 的 CPM 荧光也存在类似的问题。在这种情况下，可以

访问同位素对照样品，将该样品的信号与 GPRC5D 和 CD20 VLP 的数据进行比

较，以尝试将解折叠事件分配给每个样品 (图 5)。VLP 对照在 37.9°C、48.5°C

和 59°C 处有 3 个 Tm。GPRC5D VLP 在 40.7°C 和 59.6°C 处有 2 个 Tm。CD20 



VLP 在 46.4°C 和 56°C 处有 2 个 Tm。这些样品中最高的 Tm 很可能代表相同的

病毒蛋白解折叠事件。在没有额外实验的情况下，无法将特定的解折叠事件与特

定的蛋白质联系起来，但可以对 VLP 总体的稳定性做出结论：GPRC5D VLP 似

乎比 VLP 同位素对照更稳定。CD20 也使得相同的 VLP 在较低温度下更不容易

解折叠。 

 

图 5：内源蛋白荧光可以用来表征复杂蛋白质载体的稳定性，包括 VLPs。基于其内在

荧光的变化，GPRC5D (绿色)、CD20 (蓝色) 和对照 VLPs (黄色) 显示出多个 Tm，这

可能是病毒蛋白和蛋白负载物的多个解折叠事件的结果。展示了三次重复测量的代表

图谱 

解折叠是评价蛋白质热稳定性的常用方法，但分析聚集也是另一种选择。就像它

有多种检测解折叠的方式一样，Uncle 还有两种正交和互补的检测聚集的方法：

DLS 和 SLS。DLS 对于确定蛋白质样品中的颗粒的平均大小或大小分布在加热

后是否增加非常有用，这是聚集的常见指标。与大多数蛋白质不同，去污剂中的

GPRC5D 的流体动力学直径在热处理后保持在约 100 nm 左右 (图 6A)。由于

该样品中 DDM 的浓度高于临界胶束浓度，这些 100 nm 的颗粒很可能代表去污

剂胶束中的 GPRC5D，而不是单独的蛋白质。加热后，GPRC5D 和 CD20 VLP

的大小都有所减小。GPRC5D VLP 的大小从 236 nm 减小到 186 nm，而 CD20 

VLP 的大小从 158 nm 减小到 136 nm。加热是灭活病毒的常见方法，根据 DLS



和内源荧光数据，很可能 VLP 在热处理中发生了主要的结构变化，影响了膜蛋

白的载体。 

SLS 是在热梯度期间检测聚集的一种极其敏感的方法，Uncle 同时测量 SLS 与

荧光。当溶液中的颗粒质量增加时，例如由于蛋白质聚集，SLS 强度将增加，而

当它们收缩或解体时，SLS 强度将减小。去污剂中的 GPRC5D 的 SLS 强度在热

梯度中保持不变。相反，CD20 VLP 的 SLS 强度在约 69°C 开始显著下降。 

GPRC5D VLP 在约 58°C 处有 SLS 强度下降 (图 6B)。这种 SLS 强度下降表明

整体 VLP 结构发生了变化，而不是特定蛋白质的变化。结合 Uncle 的各种热稳

定性工具，能够比单一技术更深入地了解 VLP 等复杂载体的生物物理特性。 

 

图 6：(A) 去污剂中的 GPRC5D 在加热前 (浅绿色) 和加热后 (深绿色) 的流体动力学

直径相当。加热后 (浅色对比深色)，VLPs 中的 GPRC5D (蓝色) 和 CD20 (黄色) 变

小。GPRC5D 在去污剂中的 SLS 强度。(B) 在热梯度期间保持稳定，而 GPRC5D 和



CD20 VLPs 的 SLS 强度下降。三次重复测量的流体动力学直径的平均值以误差棒 

(等于 1 个标准差) 表示。展示的 SLS 曲线已标准化初始 SLS 强度值 

结  论 

过度表达的膜蛋白通常不稳定，去污剂的溶解处理可能加剧这个问题。在这些条

件下稳定膜蛋白将简化并加速救命药物的发现和开发，但传统的稳定性工具消耗

大量样品，难以适应高通量过程。Uncle 通过追踪多个稳定性参数 (荧光、SLS

和 DLS)，能够处理膜蛋白的复杂载体，包括去污剂、纳米盘或 VLPs。全光谱荧

光使您能够灵活地探索并找到检测蛋白质的最佳方法，即使涉及使用 CPM 等染

料。Uncle 所需的样品体积较小，使您能够比以往更高效地进行测试。SLS 和

DLS 是检测聚集或大小变化的正交方法，通过在 Uncle 中结合大小和解折叠信

息，可以理解热量对膜蛋白的所有生物物理影响。有了这些数据，您不仅可以了

解蛋白质发生了什么，还可以得出原因并制定应对策略。 
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