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高效疏水作用色谱法对还原变性溶菌酶的折叠研究
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摘要：首次用高效疏水相互作用色谱（;<;=>）研究了还原变性溶菌酶（?@A）的复性。对还原变性?@A在#种疏水性

不同的色谱柱上的复性情况进行了考察，发现还原变性?@A在疏水性最弱的BCD$ED%型色谱柱上的复性效率最

高，当?@A质量浓度为!F"4／?时，其复性效率可达到’GF:H。
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%’’%年，耿信笃等首次将高效疏水相互作用色

谱（N24NR*QPSQ1-58*N@3QSRNSU2825O*Q-8O2S58NQS$
1-OS4Q-RN@，;<;=>）用于重组人干扰素$!（QN=,L$
!）的复性及同时纯化［%］，%’’!年又将;<;=>和尺

寸排阻色谱（A2T**.8+7A2S58NQS1-OS4Q-RN@，W0>）用

于其他几种目标蛋白质的复性［!，#］。但是这些目标

蛋白质的变性方式均为非还原变性，即不打断蛋白

质中二硫键的变性状态。由于’9H的蛋白质都含

有二硫键，当蛋白质变性时采用还原变性方式，即打

断蛋白质中二硫键的变性方式，复性时必须使二硫

键正确配对才能维持其天然结构。对于含有多个半

胱氨酸（>@A）的重组蛋白质，二硫键的正确配对是其

具有生物活性的前提［G］。在基因工程中，真核生物

基因在原核细胞大肠杆菌（BC3,D&）中表达时，由于

原核生物表达系统无法进行特定的翻译后修饰，如

形成正确的二硫键、蛋白质的糖基化及磷酸化等，导

致在大肠杆菌中生产的真核生物蛋白质没有生物活

性［9］。所以重组蛋白质在复性过程中必然要涉及

到二硫键的正确对接问题。因为不打断二硫键的非

还原变性与还原变性的变性方式不一样，从而造成

了复性方法和复性效率截然不同。如溶菌酶（?@A）

含有G对二硫键，还原与非还原变性?@A的复性过

程和机理差别很大。还原变性?@A分子间容易聚

集，因涉及分子内二硫键的对接使折叠速率变慢（"
为%9"!"125），其折叠机理至少是一个三态折叠

机理；而非还原变性?@A分子间不易聚集，折叠速率

较快（"为%9"!"A），一般认为其折叠过程遵循二

态折叠机理［:］。非还原变性的溶菌酶在蛋白质浓
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度达到!"／#时不会产生任何的聚集，几乎可以得

到!$$%的活性回收率；而还原变性的溶菌酶即使

蛋白质浓度低到&$’"／#，也会产生聚集［(］，其中二

硫键的形成是折叠的限速步骤［)］。

本文以还原变性的#*+为目标蛋白质，首次用

疏水色谱法对其实现了复性，并对疏水性不同的,
种固定相对复性的影响进行了讨论。

! 实验部分

!"! 试剂

溶菌酶（-*+./*’0，#*+，美国12"’3公司），还原

型谷胱甘肽（4056705"-683892.:0，;1<，西安华美生

物工 程 公 司 ），氧 化 型 谷 胱 甘 肽（.=252/05"-6>
83892.:0，;11;，西安华美生物工程公司），二硫苏糖

醇（?@@，从美国A’40+7.公司进口），硫酸铵（分析

纯，天津石英钟厂霸州市化工分厂），三羟基甲基氨

基甲烷（@42+，分析纯，北京益利精细化学品有限公

司），脲（6403，分析纯，成都金山化工试剂厂），乙二

胺四乙酸（B?@A，分析纯，天津市劢特吉尔环保技

术研究所），考马斯亮兰;>C&$（D-6E3公司）。

!"# 装置

高效液相色谱仪（#F>!$A，日本岛津公司），包

括两台#F>!$A@GH泵，一台1H?>!$AGH紫外>可

见波长检测器，一台1F#>!$AGH主机控制仪，一台

F@I>!$A1GH柱温箱，J90.5*:0((C&手动进样阀

和F-3++>GH色谱工作站；KL>C&$型超声仪（上海昆

山检测仪器厂）；FM;>!$$高压气动泵（北京西助技

术服务中心）；NG>!O$!HF紫外>可见分光 光 度 计

（日本岛津公司）。

!"$ 还原变性%&’的制备

将C$’"天然#*+溶解在)P$’.-／#脲变性溶

液（其组成为：$P!’.-／#@42+><F-，Q<)P&，)’.-／#
脲，!’’.-／#B?@A，$P!&’.-／#?@@）中，于R$S
水浴中恒温,9，用!’.-／#<F-调其Q<为,P$，用

$P!’.-／#醋酸透析过夜，冷冻干燥［T］。

!"( 高效疏水色谱柱的制备

按文献［!$，!!］的方法，由本实验室合成硅胶基

质的,种不同端基的高效疏水型色谱填料，U?D>
;V!（聚 乙 烯 型，其 相 对 分 子 质 量 为O$$），U?D>
;VC（糠醇型，其相对分子质量为!$CP!R），U?D>
;V,（苯基型，其相对分子质量为()）。按文献［!C］

的方法在!$$’’WRP$’’2P5P不锈钢色谱柱管

内装入上述,种填料，制得高效疏水色谱柱。

!") 用疏水色谱复性还原变性的%&’
色谱条件：流动相A，!P$’.-／#（X<R）C1IRY

$P!’.-／#@42+><F-（Q<)P$）Y!’’.-／#B?@AY

（$!&P$）’.-／#脲Y,’’.-／#;1<／$PO’’.-／#
;11;；流动相Z，$P!’.-／#@42+><F-（Q<)P$）Y
!’’.-／#B?@AY（$!&[$）’.-／#脲Y,’’.-／#
;1<／$PO’’.-／#;11;。所有色谱过程均在室温

下进行。检测波长：C)$:’。还原变性的#*+直接

进样至已平衡好的疏水色谱柱中，线性梯度（$%Z

!
C$’2:

!$$%Z）洗脱后收集含有#*+的洗脱液，在

室温下放置R9，然后测定洗脱液的酶活性。

!"* 紫外分光光度法测定蛋白质浓度

通过测定C)$:’处的紫外吸收来测定蛋白质

浓度。当光程长度为!7’时，天然#*+和还原变性

#*+的摩尔吸光系数分别为CPO,和CP,(［!,］。

!"+ ,-./01-/法［!(］测定蛋白质含量

根据Z435\.45法，以考马斯亮兰;C&$染料来

测定蛋白质在&T&:’处的吸收。

!"2 %&’活性的测定

取 溶 壁 球 菌 干 菌 粉 少 许，加 入 少 量$P$O(
’.-／#磷酸盐缓冲液（Q<OPC），用玻璃棒搅匀，再加

入磷酸盐缓冲液调至其光密度值为$P&!$P(（波长

为R&$:’时）即可。用移液管称取,P$’#配制好

的溶壁球菌液于比色皿中，加入一定量的#*+溶液

（加入的酶量应控制在实验测得的标准曲线的线性

范围内），迅速摇匀，以蒸馏水为参比，在R&$:’波

长下每隔C$+测一次吸光值（!），共测定,’2:，以

!对时间"（’2:）作图，取最初线性部分，其斜率为

每分钟!的减少值，代入实验测得的标准曲线，求

得活性回收率［!&］。

# 结果与讨论

疏水色谱是一种溶质在高浓度的盐溶液中保

留、低浓度的盐溶液中被洗脱的色谱模式。它的复

性原理为：含有疏水基团的<H<]F固定相可与变

性蛋白质分子作用，并形成蛋白质>配基配合物，从

而防止了变性蛋白质分子形成聚集或沉淀。其次，

变性蛋白质分子能够通过加入其他化学试剂或改变

环境使其从该配合物中释放出来而折叠。这个方法

对于非还原变性蛋白质的复性是非常成功的［!O］。

但对于二硫键被打断的还原变性蛋白质来说，由于

还原变性蛋白质疏水基团充分暴露，疏水性非常强，

还原变性蛋白质在进样过程中，或在样品溶液与流

动相混合过程中，未与固定相接触之前就可能形成

了聚集体。如果变性蛋白质与固定相接触之前形成

聚集体或沉淀，就会在样品环中或色谱柱的顶端产

生聚集。所以强疏水性的还原变性蛋白质在疏水色

谱上的复性一直没有成功。
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在本研究中，我们采取!种方式来实现还原变

性的"#$在疏水色谱上的复性。一是降低通常在疏

水色谱中使用的盐流动相的浓度（从通常使用的

%&’()*／"硫酸铵降为+&’()*／"硫酸铵）；二是在流

动相中加入脲来增加还原变性"#$的溶解度；三是

在流动相中加入还原型及氧化型谷胱甘肽以有助于

二硫键的正确对接；四是用不同疏水性的色谱柱来

增加其复性效率。还原变性"#$在%种不同端基的

疏水色谱柱上的保留顺序为：,-./01+（聚乙烯型）

!,-./012（糠醇型）!,-./01%（苯基型），所以

这%种色谱柱的疏水性强弱顺序为,-./01+（聚

乙烯型）!,-./012（糠醇型）!,-./01%（苯基

型）。图+是"#$在这%种疏水性色谱柱上脲浓度

对其活性及质量回收率的影响。

图! 流动相中脲浓度对还原变性"#$在%种疏水性不同的色谱柱上活性回收率及质量回收率的影响
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从图+看出，在%种不同疏水性端基的色谱柱

上，"#$的质量回收率均随脲浓度的增加而增加。

在疏水色谱中，一方面脲是一种常用的流动相添加

剂，它可以通过降低流动相的极性使蛋白质的保留

值减小，降低非特异性吸附；另一方面脲可以增加还

原变性蛋白质在其中的溶解度，所以在%种疏水性

不同的色谱柱上其质量回收率均随脲浓度的增加而

增加。在%种疏水色谱柱上，当脲浓度低时，还原变

性"#$的活性回收率均随脲浓度的增加而增加；当

脲浓度高时，还原变性"#$的活性回收率却随着脲

浓度的增加而降低。,-./01+型色谱柱的最大活

性回收率出现在脲浓度为!&’()*／"时，,-./012
和,-./01%的最大活性回收率出现在脲浓度为

M&’()*／"时。当脲浓度较低时，其活性回收率随脲

浓度的变化趋势与质量回收率的变化趋势相似。所

以，用DR9复性"#$时，当脲浓度低时，活性回收率

的损失主要源于质量回收率的损失。在一般情况

下，用稀释法复性蛋白质时，脲浓度为2&’()*／"的

复性效率最高［+S］，高浓度的脲则成为一种失活剂，

使折叠效率降低，这是因为在折叠态与失活态之间

存在一个平衡，当有高浓度的脲存在时，它与蛋白质

的结合占了上峰，从而推动平衡向失活方向进行。

但从图+的结果可看出，用DR9法复性还原变性的

"#$时，当脲浓度高于2&’()*／"时，与一般的稀释

法相比［+S］，还原变性"#$的复性效率并没有随脲浓

度的增加而降低，这是由于流动相中有硫酸铵存在。

硫酸铵是一种能够稳定天然蛋白质构象的盐。在较

高浓度的脲存在下，它可以使蛋白质复性的平衡向

天然态移动，从而增加复性效率［+I］。但过高的脲浓

度又会打破平衡，使折叠反应向失活态移动，造成复

性效率下降。所以，对这%种不同疏水性的色谱柱

来说，当脲浓度高于M&’()*／"时，其复性效率均呈

现下降的趋势。同时也能看出，对于%种不同端基

的疏水性色谱柱来说，还原变性"#$在疏水性最弱

的,-./01+型柱上的活性回收率最高，当流动相

中含有!&’()*／"脲和0ED／0EE0时，活性回收率

为T!&KO。

% 结论

首次用DR9实现了还原变性"#$的复性。在

疏水性最弱的,-./01+型色谱柱上，当流动相中

含有!&’()*／"的脲和氧化还原对0ED／0EE0，蛋

白 质 质 量 浓 度 为2&’?／"时，活 性 回 收 率 可 达

T!&KO。

参考文献：

［+］ 0=7?,;7:6，.=7?U=7V=，9A37?W;37A634D;?AH=5A7)*)?#
"=<<=>$，+TT+，+（S）：+

·’22· 色 谱 第2+卷



耿信笃，冯文科，常建华!高技术通讯，"##"，"（$）："
［%］ &’()*+，,-.()*/!0,-123.42)1，"##%，5##（"6%）："75
［8］ &’()*9(:;，<’() =’(>’，?9.( @9;A9.2!,-9(’B’C.4’(4，

D@#%"E%$%$!8，"##%
耿信笃，冯文科，边六交!中国专利，D@#%"E%$%$!8，"##%

［F］ G-’(H2()，=.()09()I.(!?92J-’39B41I!?’9A9()：,-9(.K9)-’1
L:;J.492(C1’BB，"##E!"M$
沈 同，王镜岩!生物化学!北京：高等教育出版社，"##E!
"M$

［5］ /;@9A9.，&;K2()I.，K;C9()，,-’(D-.()N9.()!O(412:;J492(
42P2:’1(?924’J-(2N2)I!?’9A9()：,-9(.K9)-’1L:;J.492(C1’BB
.(:GQ19()’1RS’1N.)?’1N9(K’9:’NT’1)，"##7!%"$
瞿礼嘉，顾红雅，胡 苹，陈章良!现代生物技术导论!北京：

高等教育出版社、施普林格出版社，"##7!%"$
［M］ S.(:’(?’1)?，LNN9BU0，+2TB2(,P!LP?V0，"###，"7

（%F）：M#%$
［$］ &.2W，P’-4.X!0?92J-’3（H2>I2，0Q(），%EE"，"%#（"）："$#
［7］ U2;YC，+’N’Q9’11’P，&2N:T’1)PL，,-.ZZ244’[<!0?92N

,-’3，"##$，%$%（FE）：%F7F8
［#］ S.(:’(?’1)?，,-;()L=，U2T9(B2(,S，+2TB2(,P!0

P2N?92N，"###，%#E（8）：$7"

［"E］ ,-.()09.(-;.，&’()*9(:;，W9(09.((9()!,-9(’B’02;1(.N2Z
,-123.42)1.Q-I，"##"，#（F）：%M8
常建华，耿信笃，殷建宁!色谱，"##"，#（F）：%M8

［""］ ,-.()09.(-;.，&’()*9(:;!,-9(’B’C.4’(4，D@#8"E8E%7!5，

"##8
常建华，耿信笃!中国专利，D@#8"E8E%7!5，"##8

［"%］ @9;&;2\;.(，W;D-.2N2;!H’J-(2N2)I2Z,2N;3(B!?’9A9()：

,-’39J.NO(:;B41IC1’BB，%EE"!""5
刘国 诠，余 兆 楼!色 谱 柱 技 术!北 京：化 学 工 业 出 版 社，

%EE"!""5
［"8］ =’4N.;Z’1+?，02(-B2(LU，,N.;BB@P!O(：@IB2]I3’!VBR

B’1(.(L<，,.(Z9’N:UL，U’IJ-2>G，’:B! ’̂_W21>.(:
@2(:2(：[J.:’39JC1’BB，"#$F!%M#

［"F］ ?1.:Z21:PP![(.N?92J-’3，"#$M，$%：%F7
［"5］ &2N:T’1)PL，U;:2NQ-U，0.’(9J>’U!?92J-’3，"##"，8E

（""）：%$#E
［"M］ &’()*9(:;，?.9/;.(!GJ9’(J’9(,-9(.（G’19’B?），%EE%，F5：

M55
［"$］ &;D，G;D，0.(B2(0,!0,-123.42)1[，%EE"，#"7（%）：8""
［"7］ P.’:.W，W.3.:.K，‘’:.H，O3242H!C124’9(L()，"##M，

#（5）：FM"

“第十四次全国色谱学术报告会暨仪器展览会”会议报道（!）

由中国化学会色谱专业委员会、中国分析测试协会色谱学会和中国色谱学会共同举办、江南大学协办的

“第十四次全国色谱学术报告会暨仪器展览会”，于%EE8年F月%E日至%8日在江苏无锡市成功举行。会议

得到了中国化学会、中国分析测试协会、中国色谱学会和中国科学院大连化物所各级领导的大力支持。出席

会议的著名色谱专家有卢佩章院士、陆婉珍院士、方肇伦院士及马立人、夏其昌、张玉奎，孙毓庆、武杰、张汉

英、牟世芬、盛龙生等多名教授，外国友人、《色谱》国际编委+1!U!G4’a’(B2(也特地从美国来中国参加会

议。中国化学会色谱专业委员会委员、中国色谱学会理事和《色谱》编委近ME人出席。这次会议共收到论文

8$#篇，录用855篇。其中大会报告8F篇，色谱基础理论"5篇，气相色谱"E7篇，液相色谱"FE篇，离子色谱

%篇，薄层色谱5篇，毛细管电泳%7篇，仪器及其他%8篇。与会总人数FEE人左右。与会代表普遍认为，这

次会议反映了我国色谱界当前最高学术水平。

学术交流作为本次会议的主体和基本任务，分8个层次进行，即大会报告、小会报告和大字报（C2B4’1）。

今年恰逢色谱发明"EE周年，为了体现色谱的发展成果，本次会议特地组织了国内外著名色谱学者的8F个

大会报告，从各个角度反映本学科在生命科学、环境保护、人体健康、食品安全等方面研究的进展，使与会代

表能充分了解当前国际上的热点。同时，为保证在有限的时间内，使更多的与会代表有机会把自己的研究成

果展示给大家，会议通过大字报的形式对其他论文进行了交流，并在香港岛津（G-93.:];）公司的帮助下，特

别设立了“岛津优秀展报奖“。从大字报展的情况来看，无论是版面还是大家的参与性，都比以往有很大的提

高。这一交流形式今后要坚持下去。

这次会议既是我国色谱界的学术盛会，又是国内外色谱仪器厂家宣传和推销产品、推广和交流新技术的

盛会。参加展览和技术交流的仪器厂商达MF家，是历次会议中仪器厂家与会最多的一次。

会议期间还召开了中国色谱学会理事会和常务理事会，这也是中国色谱学会换届后的第一次全体理事

会。在这次理事会上选举出了中国色谱学会第四届常务理事、理事长、副理事长，任命了秘书长、副秘书长，

聘请了顾问和名誉理事、名誉理事长。

应该说，这次大会开得比较成功。虽然由于G[UG的影响，会议不得不提前结束，小会报告未能完成，但

在这样的特定环境下有FEE人参加会议，进一步体现出了色谱学科的繁荣兴旺。会议基本达到了预期目的。

相信这次会议在推动我国色谱科学技术的发展中将产生积极的作用。借此机会我们也对支持我们工作的各

位与会代表致以最深切的谢意。

（郭蕾 许国旺报道）
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