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提 要 建立了反相高效液相色谱法动态监测牛胰岛素在二硫苏糖醇存在下去折叠的过程∀ 牛胰岛素在二硫

苏糖醇作用下 首先发生构象变化 形成稳定的中间体后进一步断裂分子间的二硫键 形成 链和 链∀去折叠

过程通过基质辅助激光解吸附质谱得到了鉴定∀
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前言

蛋白质的折叠状态与其生物活性紧密相关 研

究折叠 去折叠的过程是蛋白质科学研究的重要内

容 ∀目前常用的研究方法为圆二色光谱 荧光光谱

和振动光谱∀但蛋白质折叠 去折叠过程中的构象变

化比较复杂 有时是几种构象体同时存在 而上述方

法只能提供变化的整体轮廓∀ 用色谱方法可以分离

变化过程中的各种异构体 能从另一个角度提供结

构信息 ∀ 为此 我们建立了用高效液相色谱法动

态监测牛胰岛素在二硫苏糖醇 作用下的去折

叠过程 并通过基质辅助激光解吸附飞行时间质谱

对结果进行了验证∀

实验部分

样品及试剂

牛胰岛素 Α 氰基 羟基肉桂酸

二硫苏糖醇 乙腈 国产 纯

三氟醋酸 公司 级去离子水∀

样品处理

精确称取牛胰岛素 溶于 水

溶液 中 加 置于 ε 水浴

中 分别于 取样∀

仪器及分析条件

高效液相色谱仪 分析柱为

≅ 流动相为

水溶液 乙腈溶液 ∗ 线性

梯度洗脱 流速 进样量 Λ 检测波

长 反射式基质辅助激光解吸附

飞行时间质谱仪 激光器 波长 线性飞

行距离 ∀

图 ∆ ΤΤ 还原不同时间的牛胰岛素高效液相色谱图

Φιγ Ρ Π-ΗΠΛΧ αναλψσισ οφ ινσυλιν τρεατεδ

βψ ∆ ΤΤ ιν διφφερεντ τι ε
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结果和讨论

将 还原不同时间的牛胰岛素进行高效

液相色谱法分析 图 结果发现 还原 时

图 牛胰岛素由单一峰变为 个色谱峰 说明其

结构发生了变化 进一步还原后 前面 个峰逐渐减

小 至 时完全消失 后两个峰逐渐增强 图

反应进行至 时 仅峰 存在∀

图 ∆ ΤΤ 还原不同时间的牛胰岛素 ΜΑΛ∆Ι-ΤΟΦ图谱

Φιγ ΜΑΛ∆Ι-ΤΟΦ αναλψσισ οφ ινσυλιν

τρεατεδ βψ ∆ ΤΤ ατ διφφερεντ τι ε

反应启始时 反应 反应 ∀

胰岛素 胰岛素 链 双电荷 胰岛素 链 双电荷∀

将还原产物进行质谱分析 图 结果表

明 反应 时产物 有两个物质 质量数与胰

岛素 链的质量数吻合 中间产物 有三个质量

数 分别同胰岛素及其 链 链相同∀ 反应

产物 峰 其质量数与 链相同∀

胰岛素由 个氨基酸组成 分子量为

分子中两条肽链由两对分子间二硫键联接∀

由于去折叠后包在分子内部的疏水侧链暴露在分子

表面 所以还原产物在反相色谱上的保留时间延长

用质谱对 链 链峰进行了确证∀ 质谱结果显示

中只有 个组分及其双电荷峰 而在 上则

有 个色谱峰∀ 用 分析盐酸胍还原人

胰岛素时 推测在 链 链断裂之前 胰岛素的构

象已经发生了变化 随着还原反应的进行 形成两个

稳定的中间体后逐渐转变为终产物∀ 本结果从另一

个角度证实了这一推测∀ 加入后首先产生中间

体 峰 峰 随着反应的进行中间体逐渐消失 形

成去折叠后 和 单链 峰 峰 进一步反应后

期 董方霆等 牛胰岛素去折叠过程的高效液相色谱法分析



链被破坏∀

结论

我们建立了用高效液相色谱法监测牛胰岛素在

作用下去折叠过程的方法 动态表现了二硫键

的还原过程∀ 本方法简便 快速 可用于进一步研究

蛋白质的构象变化∀
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