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体积排阻色谱法研究变性溶菌酶分子复性过程中集聚体的形成
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摘要：在体积排阻色谱柱上研究了还原剂存在时脲和盐酸胍变性的 $ 种溶菌酶溶液的复性和分离过程。当变性液

中原始溶菌酶浓度大于 *" ’ ( )时，变性溶菌酶在体积排阻色谱柱上除了复性为与未变性溶菌酶出峰时间相同的复

性态溶菌酶分子外，还形成了溶菌酶折叠中间体的二分子集聚体。这个结果得到了用稀释法复性时溶菌酶的蛋白

电泳检测结果的支持。与稀释法复性相比较，用体积排阻色谱法复性时所形成的折叠中间体二分子集聚体的量要

远远低于用稀释法所形成的集聚体的量。
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& & 变性蛋白质在复性过程中的复性机理研究一直

是生物物理学和应用生物技术研究的热点之一。实

际上，人们对于蛋白质折叠过程的了解主要来自于

对脲、盐酸胍、酸碱和热等变性的蛋白质的复性过程

的研究。目前，三态模型一般被认为是描述变性蛋

白质复性过程的较有代表性的模型之一［* , $］。这个

模型认为，当变性蛋白质从完全变性态折叠到完全

复性态时一般要经过一个折叠状态中间体。而正是

折叠状态中间体的存在，才可能导致变性蛋白质分

子之间形成集聚体。到目前为止，人们对于变性蛋

白质复性过程中集聚体的形成机理和组成了解得并

不多，由于在折叠中间体分子中存在着许多疏水区

域和可能被还原的半胱氨酸残基，因此当它们进一

步复性时，在它们的分子内或分子间就会发生疏水

相互作用或形成二硫键。一般来讲，分子内的作用

有利于蛋白质的正确折叠，会促进蛋白质的复性，而

分子间的作用则会导致蛋白质的错误折叠，使折叠

中间体分子之间发生集聚反应从而形成集聚体，不

利于变性蛋白质的复性［- , D］。这种特异集聚体的形

成是变性蛋白质复性过程中的主要副反应［6］，它能

够反映出这些折叠中间体形成“ 错误的”链间相互

作用或“ 正确的”链内相互作用的能力［/，+］。
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! ! 用体积排阻色谱进行变性蛋白质的折叠是近几

年发展起来的一种蛋白质折叠的新方法。由于蛋白

质分子和变性剂分子的体积差别较大，因此利用排

阻色谱介质 就 能 够 逐 渐 局 部 降 低 变 性 剂 分 子 的 浓

度，降低分子间疏水相互作用或二硫键错配发生的

几率。这种 方 法 将 蛋 白 质 折 叠 与 分 离 过 程 结 合 起

来，在进 行 蛋 白 质 折 叠 的 同 时 也 实 现 了 产 品 的 纯

化［#$ % #"］。这种方法同时也提示我们，采用体积排阻

色谱很有可能监测蛋白质在复性过程中集聚体的形

成。在本文中，我 们 利 用 体 积 排 阻 色 谱 法 研 究 了 "
种溶菌酶在 脲 和 盐 酸 胍 溶 液 中 复 性 时 集 聚 体 的 形

成，并以凝胶电泳的检测结果对体积排阻色谱的检

测结果进行佐证。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! 日本 "#$%&’() 公 司 的 *+,#$- 型 高 效 液 相 色

谱仪，美国 ./0,1-2 公司的 3$4$,51067/8 !"型

垂直板蛋白电泳仪。

! ! 母 鸡 蛋 白 溶 菌 酶（ #94 9:: ;#$<9 =>?@(>%9，

&$ $$$ A B %:）购自 .@9#C$4:9C 3&44#9$% 公司；蛋

白溶菌酶（9:: ;#$<9 =>?@(>%9，!$ $$$ A B %:）购自

上海生工生物工程公司（-%C9?D@ 公司分装）；两种

溶菌酶氨基酸 序 列 相 同。火 鸡 蛋 白 溶 菌 酶（ <)CE9>
9:: ;#$<9 =>?@(>%9，’’ $$$ A B %:）购 自 "$:%& 公

司，它与上述溶菌酶的差异在于其 #$# 位是 F=> 而

不是 -?G。!,淀 粉 酶（!,&%>=&?9）和 牛 血 清 白 蛋 白

（H@I$49 ?9C)% &=H)%$4，."-）购 自 上 海 丽 珠 东 风

生物技术有限公司；微球菌干细胞（%$DC@D@DD)? =>,
?@’9$E<$D)?）购 自 "$:%& 公 司；盐 酸 胍（ :)&4$’$49
#>’C@D#=@C$’9，高纯度）、还原型和氧化型谷胱甘肽

（ C9’)D9’ &4’ @J$’$(9’ :=)<&<#$@49，高 纯 度 ）均 购

自上海生工生物工程公司，其余试剂均为分析纯。

! ! #" 溶菌酶的变性和复性

! ! " 种溶菌酶的变性和复性过程分别参照 1$?<@;
和 K9<=&)L9C［#&］及 K9<=&)L9C 和 "&J94&［#(］的方法并

稍加改进。母鸡溶菌酶和火鸡溶菌酶在盐酸胍溶液

中的 变 性 过 程 为：在 含 )* $ %@= B *盐 酸 胍 和 $* #(
%@= B * ! ,巯基乙醇的 $* # %@= B *三羟甲基氨基甲烷,
盐酸（6C$?,M+=）缓冲液（GM +* )）中加入溶菌酶，使

其终浓度为 #$* $ : B *，并置于 !$ N摇床中振荡 ! #。

它们的复性过程为：将变性溶菌酶溶液快速稀释到

不同体积的含给定浓度的盐酸胍溶液中，使最终复

性液中盐 酸 胍 的 浓 度 均 保 持 在 #* !( %@= B *，在 !$
N摇床中振 荡 至 少 " #。复 性 液 中 除 盐 酸 胍 外，还

含有 $* # %@= B * 6C$?,M+=、# %%@= B *乙二胺四乙酸

（726-）、"* $ %%@= B * 还 原 型 谷 胱 甘 肽 和 $* "
%%@= B * 氧化型谷胱甘肽（GM +* !）。蛋白溶菌酶在

脲溶液中的变性和复性过程与上述溶菌酶的变性过

程基本 一 致，只 是 此 时 变 性 液 中 脲 的 浓 度 是 #$
%@= B *，复性液中脲的最终浓度是 "* $ %@= B *。

! ! $" 溶菌酶活性和蛋白质浓度的测定

! ! 溶菌 酶 活 性 的 测 定 参 照 文 献［#)］，通 过 在 !(
N、&($ 4% 检测波长下反应液在不同时间内光吸收

的减少量来测定。在 # %* 含 $* $) %@= B * 磷酸钾的

$* !( : B * 微球菌干细胞悬浮液（GM )* !）中加入 $* #
%* 复性溶 菌 酶 溶 液，测 定 不 同 时 间 的 光 密 度。 一

个活性 单 位 相 当 于 每 分 钟 减 少$* $$! ) 的 光 吸 收。

蛋白质浓度 的 测 定 采 用 .C&’L@C’ 法，以 ."- 作 为

标准物。

! ! %" 凝胶体积排阻色谱分析

! ! 变性溶菌酶溶液的色谱分析在凝胶体积排阻色

谱柱 上 进 行。 色 谱 柱 为 日 本 "#$%&’() 公 司 的

"#$%,G&DE 2/0*,"$$ 型色 谱 柱（’* , %% $* ’* - !(
D%，分 离 物 质 的 相 对 分 子 质 量 范 围 为 ( $$$ %
+ $$$），流动相为含 $* ! %@= B *硫酸钠的 #$ %%@= B *
磷酸盐缓冲液（GM ’* $），流速 #* $ %* B %$4，上样量

($ #*，检测波长 !+$ 4%。

! ! &" 电泳分析

! ! 复性溶菌酶溶液的电泳分析通过不连续十二烷

基硫酸钠,聚丙烯酰胺凝胶电泳（"2",5-F7）进行，

浓缩胶和分离胶分别是 (O和 #(O，样品处理液中不

含巯基乙醇，用考马斯亮蓝 1,!($ 染色。

#" 结果和讨论

# ! !" 溶菌酶复性过程的体积排阻色谱分析

! ! 将经过脲和盐酸胍变性的蛋白溶菌酶、母鸡溶

菌酶和火鸡 溶 菌 酶 溶 液 在 "#$%,G&DE 2/0*,"$$ 体

积排阻色谱柱上进行复性，结果发现 " 种溶菌酶在

此柱上的复性和分离图谱几乎完全一致。图 #、图 !
和图 " 分别给出了未变性的蛋白溶菌酶、经过脲和

盐酸胍变性的蛋白溶菌酶在此柱上的复性和分离图

谱。为了能 够 更 清 楚 地 观 察 它 们 的 复 性 和 分 离 图

谱，在图 ! 和图 " 中的右半部分同时给出了各自色

谱图在基线附近的放大图谱。活性测定结果表明，

图 ! 和 图 " 中 约 ,* & %$4 的 流 出 峰 具 有 溶 菌 酶 活

性，而约 #! %$4 的流出峰没有活性。.C&’L@C’ 法分

析结果表明，约 ,* & %$4 的流出峰为蛋白质峰，而约

#! %$4 的流出峰为复性液中 ! ,巯基乙醇、还原型和

氧化型谷胱甘肽等其他小分子组分。

! ! 比较图 !，" 和 #，可以看出：（#）经过脲和盐酸

胍变性的蛋 白 溶 菌 酶 在 "#$%,G&DE 2/0*,"$$ 柱 上

·$"#·



! 第 ! 期 边六交等：体积排阻色谱法研究变性溶菌酶分子复性过程中集聚体的形成

图 !" 未变性蛋白溶菌酶在凝胶排阻色谱柱上的色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- .*+"/0 12,(32)0 (. *
,"30 04516,"(. 5&’()*+(#’*7&"5 5(16).

"#$%&’(%)$’*#+, ,%-.&/：0#+&1*’,2 34561"##（ $% & &&
+% 7% ’ !( ,&）；&%8+-9 *#’:9：)# &&%- ; 6 <=0 +/,-.7+/) #% !
&%- ; 6 >’! 05*（ *? $% # ）； @-%A1$’(9 %@ &%8+-9 *#’:9： )% #

&6 ; &+/；:’&*-9 :%-.(+%/：(# !6 9)) A#+(9 -B:%CB&9 :%-.(+%/
（)( ) ; 6）D

’D %$+)+/’- ,#$%&’(%)$’&；8D ’&*-+@+97 ,#$%&’(%)$’&D

图 #" 脲变性蛋白溶菌酶在凝胶排阻

色谱柱上的复性过程色谱图

!"#$ #" %&’()*+(#’*), (- 0## 8&"+0 12,(32)0 90.*+6’09
:2 !$ )(1 ; < 6’0* (. * ,"30 04516,"(.

5&’()*+(#’*7&"5 5(16).
0’&*-9 :%-.(+%/：(# !6 9)) A#+(9 -B:%CB&9 :%-.(+%/（ )(

) ; 6）79/’(.$97 8B )# &%- ; 6 .$9’D E#9 %(#9$ ,#$%&’(%)$’*#+,
,%/7+(+%/: ’$9 (#9 :’&9 ’: +/ F+)D ) D
! ! ’D %$+)+/’- ,#$%&’(%)$’&； ) D -B:%CB&9； ! D %(#9$ /%/1
*$%(9+/ ,%&*%/9/(:D 8D ’&*-+@+97 ,#$%&’(%)$’&；" D -B:%CB&9
’))$9)’(9D

复性后的出峰时间分别为 GH IJ 和 GH IK &+/，它们和

未变性的蛋 白 溶 菌 酶 的 出 峰 时 间（&% "+ &+/）几 乎

一致。这个结 果 与 卢 滇 楠 和 刘 铮 的 结 果［)"］并 不 一

致。（ !）经 过 脲 和 盐 酸 胍 变 性 的 蛋 白 溶 菌 酶 在

0#+&1*’,2 34561"## 柱上复性和分离后，均在已经

复性的蛋白溶菌酶色谱峰前出现了蛋白溶菌酶的集

聚体。在脲 变 性 的 蛋 白 溶 菌 酶 的 复 性 和 分 离 图 谱

中，集聚 体 的 出 峰 时 间 约 为 ,% )* &+/，而 在 盐 酸 胍

变性的蛋白溶菌酶的复性和分离图谱中，集聚体的

出峰时间约为 ,% *! &+/。同时实验发现，只有当变

性液中原始溶 菌 酶 的 浓 度 大 于 )# ) ; 6时 才 会 出 现

图 %" 盐酸胍变性蛋白溶菌酶在凝胶排阻

色谱柱上的复性过程色谱图

!"#$ %" %&’()*+(#’*), (- 0## 8&"+0 12,(32)0 90.*+6’09
:2 &’ $ )(1 ; < #6*."9".0 &29’(5&1(’"90 (. *
,"30 04516,"(. 5&’()*+(#’*7&"5 5(16).

0’&*-9 :%-.(+%/：)# !6 9)) A#+(9 -B:%CB&9 :%-.(+%/（ )(
) ; 6） 79/’(.$97 8B +% # &%- ; 6 ).’/+7+/9 #B7$%,#-%$+79D E#9
%(#9$ ,#$%&’(%)$’*#+, ,%/7+(+%/: ’$9 (#9 :’&9 ’: +/ F+)D ) D
! ! ’D %$+)+/’- ,#$%&’(%)$’&； ) D -B:%CB&9； ! D %(#9$ /%/1
*$%(9+/ ,%&*%/9/(:D 8D ’&*-+@+97 ,#$%&’(%)$’&；" D -B:%CB&9
’))$9)’(9D

变性溶菌酶的集聚体；而当变性液中原始溶菌酶的

质量浓度小于 )# ) ; 6时，则很难观察到变性溶菌酶

的集聚体。这表明尽管凝胶色谱介质的存在降低了

变性蛋白质的局部浓度，减少了溶菌酶折叠中间体

集聚体的形成几率，但它并不能完全防止集聚体的

形成。（"）在脲和盐酸胍变性的蛋白溶菌酶的复性

过程中，形成蛋白溶菌酶折叠中间体的集聚体的量

是非常少的。在脲变性的蛋白溶菌酶的体积排阻色

谱复性过程中，产生的折叠中间体集聚体的量约是

已经复性的 蛋 白 溶 菌 酶 的 ) ; ,(#；而 在 盐 酸 胍 变 性

的蛋白溶菌酶的复性过程中，产生的集聚体的量约

是已经复性的蛋白溶菌酶的 ) ; *#（ 均为紫外吸收比

较）。这同时也说明了体积排阻色谱不失为一种较

好的变性蛋白质的复性方法。

# $ #" 集聚体相对分子质量的测定

! ! 为了能够测定经过脲和盐酸胍变性的蛋白溶菌

酶在 0#+&1*’,2 34561"## 柱 上 复 性 过 程 中 所 形 成

的集聚体的相对分子质量，我们用几种蛋白质标准

物测定了所用体积排阻色谱柱的校正曲线。图 * 给

出了以牛血清白蛋白、!1淀粉酶和蛋 白 溶 菌 酶 为 蛋

白质标准物的 0#+&1*’,2 34561"## 柱的校正曲线。

校正曲线的线性方程为：

-/ ! $ L M #% +)$" 9 N)(% "(*（ #! L #% &&"）（)）

其中，! $ 表示所用校正蛋白质标准物的相对分子质

量，" 9 为校正蛋白质标准物的 出 峰 体 积（ 由 出 峰 时

间换算而来，&6），#! 为 线 性 拟 合 的 相 关 系 数。 用

线性方程（)）进 行 集 聚 体 相 对 分 子 质 量 的 测 定，经

过脲变性的 蛋 白 溶 菌 酶 在 0#+&1*’,2 34561"## 柱

·)")·
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上复 性 时 所 形 成 的 集 聚 体 的 相 对 分 子 质 量 约 为

"# $##，经过盐酸 胍 变 性 的 蛋 白 溶 菌 酶 复 性 时 所 形

成的集聚体的相对分子质量约为!% &##。

图 !" 几种蛋白质标准物在 !"#$%&’() *+,-%#$$
柱上的 ./ ! 0 %"1 校正曲线

2#34 !" 5’.#60’7#8/ (90:1 ./ ! 0 %"1 ;80 <8$1 &0871#/< 8/

’ !"#$%&’() *+,-%#$$ (8.9$/
!"#$%& ’(%)*+(,：’# !- &.. /0+*& %1’(21#&，!3"#1%"’&

",4 5!6 +,*&7#+8*)7& ’(%)*+(,（ ! 9 # . : -，7&’$&;*+<&%1）9 =0&
(*0&7 ;07(#"*(.7"$0+; ;(,4+*+(,’ "7& *0& ’"#& "’ +, >+.9 ’ 9

? ? 蛋白溶 菌 酶 的 相 对 分 子 质 量 约 为’( (##，它 的

二聚体的相对分子质量应约为!& &##。经过脲变性

的蛋白溶菌 酶 在 !0+#3$";@ ABC-3"## 柱 上 复 性 过

程中所形成 的 集 聚 体 的 相 对 分 子 质 量 约 为"# $##，

比蛋白溶菌酶二聚体的相对分子质量约高 $D；而经

过盐酸胍变性的蛋白溶菌酶在复性过程中所形成的

集聚体的相对 分 子 质 量 约 为!% &##，比 蛋 白 溶 菌 酶

二聚体 的 相 对 分 子 质 量 约 低 ’#D。考 虑 到 实 验 误

差，我们可以得出结论，经过脲和盐酸胍变性的蛋白

溶菌酶在 !0+#3$";@ ABC-3"## 柱 上 复 性 时 形 成 了

二分子折叠中间体的集聚体。

图 %" 变性溶菌酶在脲和盐酸胍溶液中

复性的非还原 !*!%=>?@ 分析

2#34 %" A"1 /8/%01B9(#/3 !*!%=>?@ 8; B1/’7901B
.C<8DC$1< #/ 901’ ’/B 39’/#B#/1

"CB08(".80#B1 <8.97#8/<
-",&’ ’ ",4 !：4&,"*)7&4 *)7@&1 &.. /0+*& %1’(21#& +,

)7&" ’(%)*+(,； %",& "：4&,"*)7&4 0&, &.. /0+*& %1’(21#& +,
)7&" ’(%)*+(,；%",&’ ( ",4 %：4&,"*)7&4 &.. /0+*& %1’(21#& +,
)7&" ’(%)*+(,； %",& )： 4&,"*)7&4 &.. /0+*& %1’(21#& +,
.)",+4+,& 0147(;0%(7+4& ’(%)*+(,；E：#(%&;)%"7 /&+.0* #"7@&7

（ F7(# )$ *( G(**(#，*0&1 "7& *$ (##，)) !##，(" ###，"’ ###，

!! ’## ",4 ’( (##，7&’$&;*+<&%1）9

& 4 #" 复性溶菌酶的电泳分析

? ? 为了证实由体积排阻色谱检测的变性溶菌酶复

性过程中集聚体的形成，我们对 " 种溶菌酶在脲和

盐酸胍溶液中的复性溶液进行了电泳检测，图 % 给

出了这 " 种溶菌酶在两种变性剂溶液中的电泳分析

图谱。图 % 中的 ’ + % 道电泳图谱显示出这 " 种溶

菌酶在脲溶液中复性时，除了复性成相对分子质量

为’( (##的单分 子 复 性 态 溶 菌 酶 外，同 时 在 溶 液 中

也形成了相对分子质量约为!* ###的双分子折叠中

间态的集聚体。由于盐酸胍变性的溶菌酶溶液的粘

度非常高，它们的电泳分析非常困难，在图 % 的第 )
道中，似乎只 能 看 出 相 对 分 子 质 量 为’( (##的 单 分

子复性态溶菌酶，几乎看不到折叠中间体溶菌酶的

集聚体。可是经过我们多次仔细反复实验和叠加扫

描，还是能够观察到变性溶菌酶分子在盐酸胍溶液

中复性时所形成的相对分子质量约为!* ###的二分

子折叠中间体的集聚体。这样溶菌酶在盐酸胍和脲

溶液中复性的电泳检测结果与上面的体积排阻色谱

检测结果是一致的，从而证实了它们在脲和盐酸胍

溶液中复性时形成了二分子集聚体的推测。

? ? 在图 % 中，溶菌酶在脲溶液中复性形成的二分

子折叠中间体集聚体的量约是单分子复性态溶菌酶

的 !#D。与经 过 !0+#3$";@ ABC-3"## 柱 的 复 性 过

程相比较，此时形成的二分子集聚体的量要远远高

于用体积排 阻 色 谱 复 性 所 形 成 的 二 分 子 集 聚 体 的

量。这也从另一个方面说明了用体积排阻色谱复性

变性蛋白质的有效性。

? ? 溶菌酶分子是由 ’!* 个氨基酸残基组成的单体

蛋白质，其中 含 有 ( 个 二 硫 键（) 3’!$，"# 3’’%，)( 3&#
和 $) 3*(），活性部位为 "% 位的谷氨酸残基和 %! 位

的 天 冬 氨 酸 残 基，是 一 类 结 构 比 较 稳 定 的 蛋 白

质［’$，’&］。溶菌酶分子经过变性剂和还原剂变性后，

分子中的二硫键被打断，当这些变性的溶菌酶分子

复性时，一方面由于其折叠中间体分子之间存在着

二硫键错接的可能，另一方面由于其折叠中间体分

子之间的疏水区域存在着发生非特异性疏水相互作

用的可能，从而导致了折叠中间体溶菌酶分子之间

形成了无活性的二分子集聚体。至于到底是由于分

子之间二硫键的错接还是由于分子之间的疏水相互

作用亦或是它们二者共同导致了变性溶菌酶分子在

复性过程中形成了二分子集聚体，则还需进一步的

实验进行证实。

? ? 当还原剂二硫苏糖醇（A==）存在时，溶菌酶在

·!"’·
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盐酸胍和脲溶液中的变性过程符合二态模型；而当

变性液中不存在还原剂 "## 时，它在盐酸胍和脲溶

液中的变性过程符合三态模型［"#］；但溶菌酶在盐酸

胍和脲溶液中的复性过程到底符合三态模型还是二

态模型则未见文献报道。本文的实验结果似乎更支

持有还原剂存在时溶菌酶在盐酸胍和脲溶液中的复

性过程符合三态模型，由此看来溶菌酶在脲和盐酸

胍溶液中的 复 性 过 程 要 比 它 的 变 性 过 程 来 得 更 为

复杂。
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作者更正

! ! 由于本人的失误，导致《 色谱》!))$ 年第 " 期第 ’’ + ’& 页上发表的本人为第一作者的论文“ 微

柱高效液相色谱法测定大鼠脑微透析液中的乙酰胆碱和胆碱”有 ’ 处需要更正：

! ! 中文摘要的第三行及正文中“ 结果与讨论”部分（!）的第一段最后一句中有关乙酰胆碱和胆碱

的检测限数据应由 &) )?.: O 5 改为 ") P?.:；“ 结果与讨论”部分（!）的第二段最后一句的相关数据

应由 &) P?.: O 5 改为 &) P?.:。
! ! 在此，我向曾关注这篇论文的《 色谱》读者表示深深的歉意！

! !

贾兴元

!))& 年 ! 月 !( 日
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