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提� 要� 用疏水性强弱不同的两种色谱柱对 z s° ²̄ �盐酸胍及 { s° ²̄ �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o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o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∀

关键词� 高效疏水色谱法o蛋白折叠o Α 淀粉酶o蛋白变性机理

分类号� � yx{ � xx

�� 前言

蛋白折叠是生物化学中十分活跃的研究领域∀

� ¤±©²µ§
�tou 等人用 z s° ²̄ �盐酸胍和 { s° ²̄ �

脲对蛋白质的变性作用进行了系统的研究∀ 他们认

为o在高浓度变性剂溶液中o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o对这两种变性

剂使蛋白变性的变性机理尚不清楚∀ 文献�v∗ x 分

别对胍变及脲变 Α 淀粉酶kΑ � ° ¼l的研究作过报

道∀� ±̈ª
�y 曾对胍变 Α � ° ¼的复性进行过研究∀本

文拟用高效疏水相互作用色谱法k� �� �� l对 Α

� ° ¼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o变性剂不被吸附并与变

性蛋白迅速分离o变性蛋白则被疏水固定相吸附o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o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o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o则须用中止剂使折叠中止后o再用 � �� �� 法进

行分离∀然而o某些蛋白o如 Α � ° ¼o用 � �� �� 只能

使胍变后的变体部分复性o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

u t� 主要试剂

Α 淀粉酶k枯草杆菌l由上海生物化学所生产∀

称取 标 准 Α � ° ¼ u s°ª 和 xq s°ª 分 别 溶 于

z s° ²̄ �� �̧ � ¯和 {qs° ²̄ �脲溶液中o使胍变 Α

� ° ¼和脲变 Α � ° ¼浓度分别为 u s和 xqsª �∀胍

变 Α � ° ¼ 在 usε 恒温变性 uw«后使用o脲变 Α

� ° ¼k³� yqwl在 usε 恒温变性一周后使用o脲需重

结晶后使用∀ 其它试剂均为分析纯∀

� � � 仪器和所用材料

�«¬°¤§½̧ �� y� 高效液相色谱仪o包括双泵�

梯度洗脱体系�紫外检测器~色谱柱为 tss°° ≅

w°° 不锈钢管o用匀浆法在装柱机k日本o� «̈ °¬¦²

公司l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 v s° ²̄ � k�� w lu�� w n

s sxs° ²̄ ��� u�� wo ³� zqs~ �液为 sqsxs° ²̄ �

�� u�� wo ³� zqs∀从 tssh 的 � 液到 tssh 的 �液

线性梯度洗脱 ux 或 xs°¬±o再用 tssh � 液洗脱

ts°¬±∀ 流 速 s {°� °¬±o 检 测 波 长 u{s±° o

s s{� � ��∀ 收集各种色谱流分o用文献�z 的方法

对 Α � ° ¼进行活性测定∀
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�� 结果与讨论

v t� 固定相的选择

如前所述o若选用复性效果差而分离效果好的

� �� �� 柱o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o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o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 � �� �� k端基为酯基l和 � �� ��� k端基

为羟基l两种不同的 � �� �� 柱对胍变和脲变 Α

� ° ¼进行分离∀前者的疏水性大于后者�{ ∀图 t ¤o

¦和 §o ©分别表示在 usε 条件下胍变和脲变 Α

� ° ¼ 在 � �� �� 和 � �� ��� 型 � �� �� 柱上的

色谱图~图 t ¥和 k̈以虚线表示l则分别表示在这两

种色谱柱上天然 Α � ° ¼的色谱图∀ 从图 t ¤看出o

胍变的 Α � ° ¼显示出近 ts个小的色谱峰o而用相

同的色谱柱分离脲变 Α � ° ¼k图 t ¦l则显示出超过

tx个 Α � ° ¼中间体∀� �� ��� 型色谱柱对胍变 Α

� ° ¼分离得到的色谱峰较图 t ¤的少∀ 图 t ©较图

t ¦所示的脲变 Α � ° ¼ 变体数目多一个o但是o两

者峰形不同o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 � ° ¼保留时间相

同的色谱峰k图 t ¦中的第 tw 个峰以 Α � ° ¼tw表

示o在 ©中为 Α � ° ¼tt tulo但绝大多数变体的保留时

间比天然的 Α � ° ¼为短o说明它们的疏水性比天然

Α � ° ¼要弱∀图 t还表明o愈是接近天然 Α � ° ¼的

峰o它所代表的 Α � ° ¼变体的构象愈接近天然 Α

� ° ¼的构象∀

文献中有关胍变和脲变 Α � ° ¼变性机理差异

的报道甚少o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o如紫外�

荧光��� 色谱等o是从不同侧面揭示了蛋白质变性

时肽链的伸展过程o得到的信息都是各种变体总的

加和特性o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o亦未曾见到对如图 t所示

的差异进行合理的解释∀但 � ¬¥¥¤µ§
�| 曾用浸泡的方

法分别得到胍变和脲变 Α �«¼°²·µ¼³¶¬±晶体o并研

究了在晶态下胍变和脲变 Α �«¼°²·µ¼³¶¬±的差异o

初步认为胍主要与蛋白表面基团及邻近的溶剂区间

作用o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o它不仅与蛋白分子

表面基团发生作用o而且还可以与蛋白分子的疏水

内核发生作用o从而导致了结构较大的变化∀这种解

释与图 t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o而且还能对变性机理

的异同进行比较o所以� �� ��可作为研究 � �̧ � ¯和

脲变性机理的一种有效的方法o图 t中的这些色谱

图的不同也只能给出胍变及脲变 Α � ° ¼变性机理

间的差别o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o脲变 Α � ° ¼ 的变性机理要比胍变

Α � ° ¼的复杂得多o因而可以预计脲变 Α � ° ¼ 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 � ° ¼复性的 � �� ��� 型色谱柱和适

合于胍变 Α � ° ¼复性的 � �� �� 型色谱柱o经测

定复性后的 Α � ° ¼生物活性发现o前者的活性回收

率仅为 v xh o而后者为 tv uh ∀ 这进一步表明o由

于脲对蛋白变性机理的复杂性o造成了脲变 Α � ° ¼

比胍变 Α � ° ¼更难以复性∀ 另外o我们还发现胍变

Α � ° ¼经 � �� �� 复性时o在柱头上很容易形成沉

淀o而脲变 Α � ° ¼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o胍

变 Α � ° ¼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k��ε l

Φιγq� � Εφφεχτσ οφ τηε διφφερεντ τψSεσ οφ Sαχκινγσ ον τηε

σεSαρατιον οφ τηε ρεφολδεδ ιντερP εδιατεσ οφ Α-αP ψλασε

δενατυρεδ βψ Γ υΗΧλανδ υρεαk��ε l

¤¦q � �� �� o § ©q � �� ��� q

� � � 柱温的比较

在 so tso uso vso wso xsε 柱温条件下o用

� �� �� 对胍变和脲变 Α � ° ¼进行了分离∀ 图 u和

图 v给出了胍变和脲变 Α � ° ¼分别在 � �� �� 型

和 � �� ��� 型 � �� �� 柱上于 vsε k图 u ¤o v ¤l

和 wsε k图 u ¦o v ¦l时中间体的色谱分离图o图 u ¥

和 §所示的虚线表示在 vsε 和 wsε 条件下的天然 Α
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� ° ¼分离图∀ 分离结果表明o随着色谱柱温度的升

高o脲变 Α � ° ¼ 色谱峰由图 t ©所示的 tw个增加

到图 v ¦所示的 uw个o而胍变 Α � ° ¼ 色谱峰的个

数在 vsε 条件下增至 {个o当温度升至 wsε 时分离

效果基本不变∀表 t分别列出了胍变及脲变 Α � ° ¼

在不同温度下的活性回收率∀可以看出o随着温度的

升高o用 � �� �� 对 Α � ° ¼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o蛋白的保

留随温度的升高而增大o所以o温度升高有可能提高

对 Α � ° ¼折叠中间体的分离能力o加上温度升高亦

可能会使中间体的数目有所增加o因此o随着温度的

升高oΑ � ° ¼折叠中间体的数目将会增多∀此外o从

图 v ¤和图 v ¦看出o在脲变 Α � ° ¼色谱流出液中

几乎全部含有不同的折叠中间体和天然 Α � ° ¼o这

与由标准聚苯乙烯分子量分布所得的色谱图极为相

似�ts ∀若改善色谱分离条件o脲变 Α � ° ¼折叠中间

体色谱峰的个数还会增加o可以认为 Α � ° ¼的中间

体同标准聚苯乙烯的分子量一样o其分布也可能是

接近连续的o中间体的数目也可能是很多的∀与前者

相比o后者的这种差别不是由分子量不同造成的o而

是因复性过程中中间体的疏水性不同所致∀此外o这

与 � ¬̈¶¶°¤± 等�tt 对牛胰脏胰蛋白酶抑制剂

k¥²¹¬±¨³¤±¦µ̈¤·¬¦·µ¼³¶¬± ¬±«¬¥¬·²µo ��� �l中间体

分离共得到 {个中间体相比o Α � ° ¼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-ΑP ψ活性回收率的影响kh l

Ταβλε �� Εφφεχτσ οφ τεP Sερατυρε ον τηε βιοαχτιϖιτψ

ρεχοϖερψ οφ Α-αP ψλασε ρενατυρεδ ωιτη τωο τψSεσ

οφ ΗΠΗΙΧ Sαχκινγσkh l

� °̈ ³̈ µ¤·̧µ̈kε l s ts us vs ws xs

� �� �� k� �̧ � l̄ uq{ tvqv tvqu vqz sq{ squ

� �� ��� k µ̧̈¤l sqz vqv vqx tqu sqw

� � 无活性k±² ¤¦·¬¹¬·¼l∀

�� 结论

由高效疏水色谱柱对脲变及胍变 Α � ° ¼折叠

中间体的复性和分离表明o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 � ° ¼折叠

中间体的疏水性大小可能是接近连续的o而中间体

的数目要比 ��� �的多得多∀ 对脲变及胍变 Α � ° ¼

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 � ° ¼在疏水色谱中的复

性效率比脲变要好些∀ 此外o胍变及脲变 Α � ° ¼在

疏水色谱中折叠亦会受柱温的影响o据此o� �� ��

可能成为一种潜在的研究蛋白折叠的有效方法∀

图 �k上l� 柱温对 Ξ∆Φ-ΓΜ 型疏水柱

分离胍变 Α-ΑP ψ折叠中间体的影响

Φιγq�kαβοϖεl� Εφφεχτσ οφ χολυP ν τεP Sερατυρε

ον τηε σεSαρατιονσ οφ τηε ρεφολδεδ ιντερP εδιατεσ

οφ Α-αP ψλασε δενατυρεδ ωιτη Γ υΗΧλυσινγ

Ξ∆Φ-ΓΜ χολυP ν ιν ΗΠΗΙΧ

¤q vsε o ¦q wsε

图 �k下l� 柱温对 Ξ∆Φ-ΣΓΜ 型疏水柱

分离脲变 Α-ΑP ψ折叠中间体的影响

Φιγq�kβελοωl� Εφφεχτσ οφ χολυP ν τεP Sερατυρε ον τηε

σεSαρατιονσ οφ τηε ρεφολδεδ ιντερP εδιατεσ οφ Α-αP ψλασε

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

¤q vsε o ¦q wsε
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·² ¥̈ °²µ̈ ·«¤± ·«¤·§̈ ±¤·̧µ̈§¥¼ � �̧ � ō ¥̈ ¦¤̧ ¶̈ � �̧ � ¯°¤¼ °¤®¨·«̈ ¦«¤±ª̈ ¶¬± ·«̈ ¶̧ µ©¤¦̈ ²©Α ¤°¼ ¤̄¶̈

° ²̄ ¦̧̈ ¯̈ ¶o ¥¼ ¦²±·µ¤¶·o µ̧̈¤ °¤¼ §² ·«̈ ¦«¤±ª̈ ¶±²·²± ¼̄ ¬± ·«̈ ¶̧ µ©¤¦̈ ²©·«̈ ³µ²·̈¬±o ¥̧ ·¤̄¶² ¬± ·«̈ «¼

§µ²³«²¥¬¦³¤¦® ·̈¬±·̈µ¬²µ²©·«̈ ° ²̄ ¦̧̈ ¯̈ ¶q � «̈ � �� �� ³¤¦®¬±ª¶º¬·« º ¤̈® «¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼ º¤¶©²̧ ±§ ·²

«¤¹¨ª²²§¶̈³¤µ¤·¬²± ©̈©¬¦¬̈±¦¼ ¤±§·² «¤¹¨¤̄°²¶·¦²±·¬± ²̧̧ ¶¤±§°¤±¼ ³̈ ¤®¶§̈ ±²·¬±ª·«̈ ¶̈ ¬±·̈µ° §̈¬¤·̈¶o

º «¬̄̈ ·«¤·º¬·«¶·µ²±ª«¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼ º¤¶©²̧ ±§·² «¤¹¨«¬ª«̈ µ¥¬²¤¦·¬¹¬·¼ µ̈¦²¹ µ̈¼q � «̈ ± °̧ ¥̈ µ¶²©·«̈ ¬±

·̈µ° §̈¬¤·̈¶²© µ̧̈¤ ±̧©²̄ §̈ §Α ¤°¼ ¤̄¶̈ º µ̈̈ ° ¦̧« °²µ̈ ·«¤± ·«¤·²©¥²¹¬±¨³¤±¦µ̈¤·¬¦·µ¼³¶¬± ¬±«¬¥¬·²µk��

� �l ¶̈³¤µ¤·̈§¥¼ � ¬̈¶¶°¤± ετ αλq � «̈ ©̈©̈ ¦·²©·̈° ³̈ µ¤·̧µ̈ ²± ·«̈ ¶̈³¤µ¤·¬²±¶¤±§·«̈ µ̈±¤·̧µ¤·¬²±¶º µ̈̈ ¬±

¹ ¶̈·¬ª¤·̈§·²²q � «̈ µ̈¶̧ ·̄¶«²º §̈·«¤··«̈ «¬ª«̈ µ·«̈ ¦²̄ °̧ ± ·̈° ³̈ µ¤·̧µ̈o ·«̈ °²µ̈ ·«̈ µ̈©²̄ §̈ §¬±·̈µ° §̈¬

¤·̈¶²© ±̧©²̄ §̈ §Α ¤°¼ ¤̄¶̈ ¶̈³¤µ¤·̈§¤±§·«̈ ²̄º µ̈¥¬²¤¦·¬¹¬·¼ µ̈¦²¹ µ̈¼ º µ̈̈ ²¥·¤¬± §̈©µ²° � �� �� q

Κεψ ωορδσ� «¬ª« ³̈ µ©²µ°¤±¦̈ «¼§µ²³«²¥¬¦¬±·̈µ¤¦·¬²± ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼o ³µ²·̈¬± µ̈©²̄ §¬±ªo Α ¤°¼ ¤̄¶̈ o §̈

±¤·̧µ¤·¬²± ° ¦̈«¤±¬¶°

�z{u�w期� � 白� 泉等}胍变及脲变 Α淀粉酶的研究 用 � �� �� 研究变性机理和复性效率 � � � � � �




