
胍变及脲变 Α-淀粉酶的研究
用高效疏水色谱法研究变性机理和复性效率

Ξ

白 泉 卫引茂 耿信笃
西北大学现代分离科学研究所 西安

提 要 用疏水性强弱不同的两种色谱柱对 盐酸胍及 脲变性的 Α 淀粉酶变体和在疏水

色谱介质表面上折叠的中间体进行了分离和复性∀ 通过研究和比较发现 两者的变性机理和形成折叠中间体的

个数以及复性效率均不相同∀在用疏水性较弱的疏水色谱柱对脲变 Α 淀粉酶的折叠中间体进行分离时 得到了

疏水性接近连续的 数目很多的中间体∀用疏水性较强的疏水色谱柱对胍变 Α 淀粉酶进行复性的效果较好∀还

研究了柱温变化对其折叠 分离效果和复性效率的影响∀
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前言

蛋白折叠是生物化学中十分活跃的研究领域∀

等人用 盐酸胍和

脲对蛋白质的变性作用进行了系统的研究∀ 他们认

为 在高浓度变性剂溶液中 许多蛋白质分子都是以

高度伸展的构象存在的∀到目前为止 对这两种变性

剂使蛋白变性的变性机理尚不清楚∀ 文献 ∗ 分

别对胍变及脲变 Α 淀粉酶 Α 的研究作过报

道∀ 曾对胍变 Α 的复性进行过研究∀本

文拟用高效疏水相互作用色谱法 对 Α

的胍变性及脲变性作用进行比较研究∀

在色谱进样的一瞬间 变性剂不被吸附并与变

性蛋白迅速分离 变性蛋白则被疏水固定相吸附 同

时从水合蛋白分子与水合固定相接触表面上瞬时挤

出水分子并进行折叠∀ 因为疏水相互作用力为蛋白

分离和折叠的主要驱动力 变性蛋白在折叠过程中

形成的中间体的疏水性大小应当是有差异的 所以

有可能用疏水色谱法进行分离∀ 如果其中有一些变

性蛋白中间体经 柱后会完全折叠或复性的

话 则须用中止剂使折叠中止后 再用 法进

行分离∀然而 某些蛋白 如 Α 用 只能

使胍变后的变体部分复性 故这些不能用 复

性的中间体便可在不用中止剂的条件下用

法进行相互分离∀

实验部分

主要试剂

Α 淀粉酶 枯草杆菌 由上海生物化学所生产∀

称取 标 准 Α 和 分 别 溶 于

和 脲溶液中 使胍变 Α

和脲变 Α 浓度分别为 和 ∀胍

变 Α 在 ε 恒温变性 后使用 脲变 Α

在 ε 恒温变性一周后使用 脲需重

结晶后使用∀ 其它试剂均为分析纯∀

仪器和所用材料

高效液相色谱仪 包括双泵

梯度洗脱体系 紫外检测器 色谱柱为 ≅

不锈钢管 用匀浆法在装柱机 日本

公司 上分别装填自己合成的 和

型疏水填料∀

色谱条件

流 动 相 液 为

液为

∀从 的 液到 的 液

线性梯度洗脱 或 再用 液洗脱

∀ 流 速 检 测 波 长

∀ 收集各种色谱流分 用文献 的方法

对 Α 进行活性测定∀
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结果与讨论

固定相的选择

如前所述 若选用复性效果差而分离效果好的

柱 则有可能在不使用折叠中止剂的情况下

使 基本上起到分离的作用∀在完全相同的条

件下 未被复性的折叠中间体的任何差别都来源于

两种变性剂的变性机理的不同 这便为我们研究这

两种变性剂的变性机理提供了一种有效的方法∀ 我

们选用 端基为酯基 和 端基

为羟基 两种不同的 柱对胍变和脲变 Α

进行分离∀前者的疏水性大于后者 ∀图

和 分别表示在 ε 条件下胍变和脲变 Α

在 和 型 柱上的

色谱图 图 和 以虚线表示 则分别表示在这两

种色谱柱上天然 Α 的色谱图∀ 从图 看出

胍变的 Α 显示出近 个小的色谱峰 而用相

同的色谱柱分离脲变 Α 图 则显示出超过

个 Α 中间体∀ 型色谱柱对胍变 Α

分离得到的色谱峰较图 的少∀ 图 较图

所示的脲变 Α 变体数目多一个 但是 两

者峰形不同 且各变体的保留时间亦有许多差异∀虽

然上述情况都显示了有与天然 Α 保留时间相

同的色谱峰 图 中的第 个峰以 Α 表

示 在 中为 Α 但绝大多数变体的保留时

间比天然的 Α 为短 说明它们的疏水性比天然

Α 要弱∀图 还表明 愈是接近天然 Α 的

峰 它所代表的 Α 变体的构象愈接近天然 Α

的构象∀

文献中有关胍变和脲变 Α 变性机理差异

的报道甚少 而常规的对蛋白变性过程中蛋白分子

构象变化的各种不同的物理化学检测手段 如紫外

荧光 色谱等 是从不同侧面揭示了蛋白质变性

时肽链的伸展过程 得到的信息都是各种变体总的

加和特性 因而无法真实地反映蛋白质在胍和脲变

性过程中有何异同∀此外 亦未曾见到对如图 所示

的差异进行合理的解释∀但 曾用浸泡的方

法分别得到胍变和脲变 Α 晶体 并研

究了在晶态下胍变和脲变 Α 的差异

初步认为胍主要与蛋白表面基团及邻近的溶剂区间

作用 这种作用只引起蛋白结构的较小变化∀而脲与

蛋白作用的本质则更为复杂些 它不仅与蛋白分子

表面基团发生作用 而且还可以与蛋白分子的疏水

内核发生作用 从而导致了结构较大的变化∀这种解

释与图 中脲变所得的中间体比胍变多的实验结果

相吻合∀这进一步表明 不仅能对胍变和脲变

蛋白质的各种变体进行分离 而且还能对变性机理

的异同进行比较 所以 可作为研究 和

脲变性机理的一种有效的方法 图 中的这些色谱

图的不同也只能给出胍变及脲变 Α 变性机理

间的差别 目前还不能给出有关各变体结构的详尽

信息∀

ΗΠΗΙΧ 蛋白活性回收率

如上所述 脲变 Α 的变性机理要比胍变

Α 的复杂得多 因而可以预计脲变 Α 的

复性效果要比胍变的差∀通过实验选择出最佳的 适

合于脲变 Α 复性的 型色谱柱和适

合于胍变 Α 复性的 型色谱柱 经测

定复性后的 Α 生物活性发现 前者的活性回收

率仅为 而后者为 ∀ 这进一步表明 由

于脲对蛋白变性机理的复杂性 造成了脲变 Α

比胍变 Α 更难以复性∀ 另外 我们还发现胍变

Α 经 复性时 在柱头上很容易形成沉

淀 而脲变 Α 则不会产生这种现象∀ 蛋白沉淀

是造成复性活性回收率低的主要原因∀虽然如此 胍

变 Α 的活性回收率仍比脲变的高∀

图 不同类型 ΗΠΗΙΧ填料对胍变和脲变

Α-淀粉酶折叠中间体分离的影响 ε

Φιγ Εφφεχτσ οφ τηε διφφερεντ τψ εσ οφ αχκινγσ ον τηε

σε αρατιον οφ τηε ρεφολδεδ ιντερ εδιατεσ οφ Α-α ψλασε

δενατυρεδ βψ Γ υΗΧλανδ υρεα ε

柱温的比较

在 ε 柱温条件下 用

对胍变和脲变 Α 进行了分离∀ 图 和

图 给出了胍变和脲变 Α 分别在 型

和 型 柱上于 ε 图

和 ε 图 时中间体的色谱分离图 图

和 所示的虚线表示在 ε 和 ε 条件下的天然 Α
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分离图∀ 分离结果表明 随着色谱柱温度的升

高 脲变 Α 色谱峰由图 所示的 个增加

到图 所示的 个 而胍变 Α 色谱峰的个

数在 ε 条件下增至 个 当温度升至 ε 时分离

效果基本不变∀表 分别列出了胍变及脲变 Α

在不同温度下的活性回收率∀可以看出 随着温度的

升高 用 对 Α 复性的活性回收率在不

断地降低∀由于疏水色谱特殊的温度效应 蛋白的保

留随温度的升高而增大 所以 温度升高有可能提高

对 Α 折叠中间体的分离能力 加上温度升高亦

可能会使中间体的数目有所增加 因此 随着温度的

升高 Α 折叠中间体的数目将会增多∀此外 从

图 和图 看出 在脲变 Α 色谱流出液中

几乎全部含有不同的折叠中间体和天然 Α 这

与由标准聚苯乙烯分子量分布所得的色谱图极为相

似 ∀若改善色谱分离条件 脲变 Α 折叠中间

体色谱峰的个数还会增加 可以认为 Α 的中间

体同标准聚苯乙烯的分子量一样 其分布也可能是

接近连续的 中间体的数目也可能是很多的∀与前者

相比 后者的这种差别不是由分子量不同造成的 而

是因复性过程中中间体的疏水性不同所致∀此外 这

与 等 对牛胰脏胰蛋白酶抑制剂

中间体

分离共得到 个中间体相比 Α 所形成的中间

体的数目要多得多∀

表 在两种疏水色谱柱上温度对胍变

和脲变 Α-Α ψ活性回收率的影响

Ταβλε Εφφεχτσ οφ τε ερατυρε ον τηε βιοαχτιϖιτψ

ρεχοϖερψ οφ Α-α ψλασε ρενατυρεδ ωιτη τωο τψ εσ

οφ ΗΠΗΙΧ αχκινγσ

ε

无活性 ∀

结论

由高效疏水色谱柱对脲变及胍变 Α 折叠

中间体的复性和分离表明 两种变性剂的变性机理

和产生的中间体的数目是不同的∀脲变 Α 折叠

中间体的疏水性大小可能是接近连续的 而中间体

的数目要比 的多得多∀ 对脲变及胍变 Α

的分离优劣及复性效率在相当大的程度上取决于所

用色谱柱的疏水性∀胍变 Α 在疏水色谱中的复

性效率比脲变要好些∀ 此外 胍变及脲变 Α 在

疏水色谱中折叠亦会受柱温的影响 据此

可能成为一种潜在的研究蛋白折叠的有效方法∀

图 上 柱温对 Ξ∆Φ-ΓΜ 型疏水柱

分离胍变 Α-Α ψ折叠中间体的影响

Φιγ αβοϖε Εφφεχτσ οφ χολυ ν τε ερατυρε

ον τηε σε αρατιονσ οφ τηε ρεφολδεδ ιντερ εδιατεσ

οφ Α-α ψλασε δενατυρεδ ωιτη Γ υΗΧλυσινγ

Ξ∆Φ-ΓΜ χολυ ν ιν ΗΠΗΙΧ

ε ε

图 下 柱温对 Ξ∆Φ-ΣΓΜ 型疏水柱

分离脲变 Α-Α ψ折叠中间体的影响

Φιγ βελοω Εφφεχτσ οφ χολυ ν τε ερατυρε ον τηε

σε αρατιονσ οφ τηε ρεφολδεδ ιντερ εδιατεσ οφ Α-α ψλασε

δενατυρεδ ωιτη υρεα βψ Ξ∆Φ-ΣΓΜ χολυ ν ιν ΗΠΗΙΧ

ε ε
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Ινϖεστιγατιον οφ Α-Α ψλασε ∆ενατυρεδ

βψ Υρεα ανδ Γ υανιδινε Ηψδροχηλοριδε

Ι Στυδιεσ ον ∆ενατυρατιον Μεχηανισ ανδ Ρ ενατυρατιον Εφφιχιενχψ

βψ Ηιγη-Περφορ ανχε Ηψδρο ηοβιχ Ιντεραχτιον Χηρο ατογρα ηψ

Ινστιτυτε οφ Μοδ ερν Σε αρατιον Σχιενχε Ν ορτηω εστ Υνιϖερσιτψ Ξ ιχαν

Αβστραχτ Α

Α

Α

Α

Α

ετ αλ

Α

Κεψ ωορδσ Α
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