
!"#" 年 $ 月 !"#$ !$ %"$ $
&’(’)* !"#" !"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2 %$& ’ %$(

研究论文 +,-：#" $ )%!* . /0$ 1$ ##!) $ !"#" $ ""%$&

!通讯联系人：白 + 泉，教授，博士生导师，主要研究方向为生物大分子的分离纯化 $ 23456#：7568’59, 9:’$ ;<’$ =9$
基金项目：国家“$&)”计划项目（%"$ !""&&&"!>!!%）和陕西省重点实验室重点科研项目（"-1/&!）$
收稿日期：!"#" 3"* 3"$

还原变性核糖核酸酶在疏水性液!固界面上的复性
毕 + 晶，+ 白 + 泉!，+ 王 + 军，+ 王骊丽

（西北大学合成与天然功能分子化学教育部重点实验室，西北大学现代分离科学研究所，

现代分离科学陕西省重点实验室，陕西 西安 %#""&(）

摘要：采用疏水相互作用色谱（?-@）对还原变性核糖核酸酶 &（A%5); &）在疏水性液 3固界面上的复性进行了研
究。详细讨论了流动相中脲的浓度、还原型谷胱甘肽 .氧化型谷胱甘肽（B/? . B//B）的比例、流动相 C? 和变性蛋
白质浓度对还原变性 A%5); & 复性效率和质量回收率的影响。结果表明，在最优化的复性条件（流动相中含有
!. " 4"# . D 脲，B/? . B//B 的浓度比为 $/ #，流动相 C? 为 $. "）下，还原变性 A%5); & 能完全复性。当变性蛋白质
质量浓度为 -. " 4( . 4D 时，还原脲变性 A%5); & 的活性回收率和质量回收率分别为 ($. "E 和 &#. (E，还原胍变性
A%5); & 分别为 #"". #E 和 &&. $E。研究表明 ?-@ 是还原变性蛋白质复性的有力工具之一，可为蛋白质复性研究
提供新方法和新思路。
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+ + 用大肠杆菌（9B /’3.）表达的重组蛋白质，由于
过表达和在表达过程中缺乏某些复性因子和酶，外

源性蛋白质因为疏水作用相互聚集容易形成难溶于

水的包涵体（ 69=#’)6"9 7"<M）。包涵体不溶于水，但
可溶于 %. " 4"# . D 的盐酸胍或 $. " 4"# . D 的脲等强

变性剂中，因此蛋白质必须经过复性才能得到具有

生物活性的目标蛋白质［#］。这就提出了用高浓度

变性剂提取目标蛋白质后的复性问题。通常采用稀

释法或透析法进行蛋白质复性，但复性效率一般仅

为 -E ’ !"E，且难与杂蛋白质分离。所以蛋白质的
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复性问题已成为生物工程产业化的技术瓶颈。此

外，#$" 的蛋白质中含有二硫键，如何提高还原变性
蛋白质在复性过程中二硫键的正确对接，对蛋白质

药物的纯度和产率的提高及生物工程技术的发展具

有非常重要的意义。

! ! 液相色谱（#$）是生物大分子分离纯化的主要
手段，自 %##% 年疏水作用色谱（ %&’()*%)+,- ,./0(!
1-/,). -%()21/)3(1*%&，45$）首次用于蛋白质复
性研究［&］以来，国内外用 #$ 进行蛋白质复性的研
究方兴未艾［’，(］，现已发展成为研究蛋白质复性的

新方法———蛋白质复性液相色谱法（*()/0,. 6)7’,.3
7,89,’ -%()21/)3(1*%&，:;#$）［$］，并已有人阐述

了 :;#$ 研究蛋白质复性的分子学机理［)］。与通常

的复性方法相比，:;#$ 在一个色谱过程中可同时
实现 ( 种功能：（%）快速除去变性剂；（&）分离杂蛋
白质；（ ’）目标蛋白质复性；（ (）回收变性剂［*］。

:;#$ 已成功应用于多种变性蛋白质和重组蛋白质
药物的复性并同时纯化研究［" + %’］。本实验室采用

醋酸溶液对样品进行透析处理并冻干后再进行复性

的 :;#$ 方法，对还原变性核糖核酸酶 <（=>1?0
<）的复性进行了一些研究，但蛋白质易形成沉淀，
发生分子构象变化，从而导致复性效率和质量回收

率较低［%(，%$］，且无法模拟包涵体蛋白质变性提取的

真实过程。本文以 =>1?0 < 为模型蛋白质，采用
45$ 技术，深入研究了还原变性 =>1?0 < 在疏水性
液!固界面上的复性。通过优化蛋白质复性条件，成
功地对还原变性的 =>1?0 < 进行了复性。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与材料
! ! 高效液相色谱仪（ #$!&,<，日本岛津公司），包
括两台 #$!&,<@ 泵，一台 A:B!&,< 紫外!可见检测
器，=%0)’&.0 **&$ , 手动进样阀和 >&,,, 色谱工作
站；紫外分光光度计（CD!%*,,，日本岛津公司）；*4
计（:E!%,，德国赛多利斯公司）；色谱柱为采用匀浆
法在 %,, 22 - (. ) 22 不锈钢管中装填本实验室
合成的硅胶基质的疏水色谱分离介质（粒径 * !2，
孔径 ’, .2，端基为 :FG!),,）［%)］；超纯水制备仪

（美国 :177 公司）。
! ! =>1?0 <（牛胰脏）（ A,321 公司），氧化型谷胱
甘肽（GAAG）和还原型谷胱甘肽（GA4）（生化试剂，
上海伯奥生物科技有限公司），盐酸胍（G914$7，分
析纯，中国医药上海化学试剂公司），脲（ 9(01，分析
纯，沈阳化学试剂厂，需重结晶后使用）。二硫苏糖

醇（B@@，华美生物工程公司，美国 <2(0?-) 公司进

口分装），核糖核酸酵母（上海源聚生物科技有限公

司），其他试剂均为分析纯。实验所用溶液均用 ’
次蒸馏水配制。

! ! #" 实验方法
! ! # ! !" =>1?0 < 的还原变性
! ! 将 %, 23 天然 =>1?0 < 溶于 &. , 2# 含有 ,. %
2)7 H # @(,?!4$7、% 22)7 H # 乙二胺四乙酸二钠盐
（FB@<）、,. %$ 2)7 H # B@@ 的 ". , 2)7 H # 脲或 *. ,
2)7 H # G914$7 变性溶液中，蛋白质质量浓度为 $
23 H 2#。于 ($ I下恒温放置 ’ %，使 =>1?0 < 完全
还原变性后，于 + ( I下储存备用。
! ! # ! #" 疏水作用色谱复性过程
! ! 色谱 条 件：流 动 相 < 液 为 &. $ 2)7 H #
（>4(）&AJ( / $, 22)7 H # K4&:J( / &. , 2)7 H # 脲 /
&. ( 22)7 H # GA4 / ,. ’ 22)7 H # GAAG（*4 ". ,），E
液为 $, 22)7 H # K4&:J( / &. ( 22)7 H # GA4 / ,. ’
22)7 H # GAAG / &. , 2)7 H # 脲（*4 ". ,）。
! ! 将还原变性 =>1?0 < 直接进样 $, !# 于已用
%,," < 液平衡的疏水柱上；采用 , 0 %,," E 液 &,
2,. 线性梯度洗脱，用 %,," E 液延长洗脱 %, 2,.
使柱再生，然后用 %,," < 液平衡；流速为 %. ,
2# H 2,.；检测波长为 &", .2。
! ! # ! $" 质量回收率的测定
! ! 采用 E(1’6)(’ 法［%*］测定蛋白质含量。

! ! # ! %" 活性回收率的测定
! ! 移取用 ,. % 2)7 H # 醋酸!醋酸钠缓冲液（ *4
$. ,）配制的含 ,. $ 23 H 2# 核糖核酸酵母溶液 &. $
2#，在 &$ I条件下加入不同浓度的标准蛋白质样
品 ,. % 2#，迅速摇匀，在 ’,, .2 波长下以蒸馏水为
参比每隔 ’, ? 读值一次，记为 ! /，共读 ’ 2,.；’ %
后再读一次值，记为 ! 6，以 7)3（! / + ! 6）对时间 " 作
图得到一条直线，求出直线斜率 #。以 # 对蛋白质
的浓度作图得到一条标准曲线。样品测定步骤同

上，将待测样品的 # 值代入标准曲线，求得样品的
活性回收率。将 # 代入下列公式中，可求出酶的活
力［%"］，酶的活力（C H 23）1 + &. ’# H $，其中 $ 为样
品中酶的质量浓度（23 H 2#）。

#" 结果与讨论

# ! !" 流动相中脲的浓度对还原变性 "#$%& ’ 复性
的影响

! ! 在蛋白质复性过程中，变性蛋白质因表面大量
的疏水性氨基酸残基相互结合而聚集形成沉淀，易

造成色谱柱堵塞而使柱压迅速升高。高浓度的脲是

一种强变性剂，而低浓度的脲可以有效抑制蛋白质

·*"*·
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的聚集［#$］。因此可在流动相中加入一定浓度的脲

来抑制变性蛋白质的聚集，提高其复性效率。

% % 图 #! 和图 #" 分别为还原脲变性和还原胍变性
的 #$!%& ’ 在流动相中含有不同浓度的脲时的
()* 色谱分离图。从图 # 可以看出，随着流动相中
脲浓度的增大，还原脲变性和还原胍变性的 #$!%&
’ 在 ()* 上的保留时间逐渐减小，色谱峰的峰高和
峰面积增大，质量回收率亦增大。图 ! 为不同脲浓
度下 #$!%& ’ 的活性回收率变化。可以看出，无论
是还原脲变性还是还原胍变性 #$!%& ’，其活性回
收率在脲浓度为 !& ’ +,- . / 时最大。因此流动相中
脲的添加浓度选择为 !& ’ +,- . /。

图 !" 流动相中含有不同浓度的脲时还原变性
!"#$% & 的 ’() 分离图

*+,- !" ’() ./012#31,0#2$ 14 0%56.%5 7 5%8#360%5
!"#$% & 9+3/ 5+44%0%83 .18.%830#3+18$ 14
60%# +8 21:+;% </#$%

!0 12&!34&5!612&4；"0 71!(*-34&5!612&40

表 !" 流动相中添加不同比例的 =>’ 7 =>>= 对还原变性 !"#$% & 的活性回收率和质量回收率的影响
?#:;% !" @44%.3$ 14 3/% 5+44%0%83 .18.%830#3+18 0#3+1$ 14 =>’ 7 =>>= +8 3/% 21:+;% </#$%

18 3/% :+1#.3+A+3+%$ #85 2#$$ 0%.1A%0+%$ 14 0%56.%5 7 5%8#360%5 !"#$% &

!（78(）. !（7887）.
（（++,- . /）.（++,- . /））

92&!34&5!612&4 #$!%& ’
’:6;<;6= 2&:,<&2= . > ?!%% 2&:,<&2= . >

71!(*-34&5!612&4 #$!%& ’
’:6;<;6= 2&:,<&2= . > ?!%% 2&:,<&2= . >

#’( # )" 0 ! *# 0 + +" 0 $ ,$ 0 $
"( # +, 0 + *! 0 * -* 0 $ ,$ 0 $
*( # )- 0 " *’ 0 + +’ 0 ) ,$ 0 +
!( # )$ 0 ! ,$ 0 , )" 0 ! *# 0 $

# - #" =>>= 7 =>’对还原变性 !"#$% &复性的影响
% % #$!%& ’ 分子内含有 * 对二硫键，要使还原变
性的 #$!%& ’ 恢复生物活性，必须使还原的半胱氨
酸重新配对形成正确的二硫键。二硫键的形成需要

图 #" 流动相中含有不同浓度的脲对还原变性
!"#$% & 活性回收率的影响

*+,- #" @44%.3 14 5+44%0%83 .18.%830#3+18$ 14 60%#
+8 21:+;% </#$% 18 3/% :+1#.3+A+3B 0%.1AC
%0+%$ 14 0%56.%5 7 5%8#360%5 !"#$% &

在一个合适的氧化还原环境中进行。以 78( 和
7887 作为氧化还原试剂对加入到复性缓冲液或色
谱流动相中，可以促进二硫键的正确形成［!’］。表 #
中列出了在流动相中添加不同浓度比的 78( .
7887 对还原变性 #$!%& ’ 复性效率的影响。从表
# 可看出，当流动相中加入 78( . 7887 后，还原变
性 #$!%& ’ 的复性效率明显提高，当 78( . 7887
的比例为 " ( # 时，复性效果最好，还原脲变性的
#$!%& ’ 的活性回收率和质量回收率分别为
+,& +> 和 *!& *>，而还原胍变性的 #$!%& ’ 的活性
回收率和质量回收率分为 -*& $> 和 ,$& $>。
# - $" 蛋白质浓度对还原变性 !"#$% & 复性的影响
% % 还原变性蛋白质的浓度对其复性效率也有一定
的影响。表 ! 列出了不同蛋白质浓度时还原变性
#$!%& ’ 的活性回收率和质量回收率。从表 ! 可看
出，随着变性蛋白质浓度的增大，还原变性 #$!%& ’
的活性和质量回收率均逐渐降低。这是因为随着蛋

白质浓度的增大，蛋白质分子之间的相互作用增强，

容易聚集形成沉淀，甚至会堵塞色谱柱头。因此采

用低浓度的变性蛋白质有利于还原变性 #$!%& ’
的复性。当变性蛋白质质量浓度为 ) +@ . +/ 时，其
复性效率可达到 $"> 以上；而当蛋白质质量浓度达
到 !’ +@ . +/ 时，#$!%& ’ 的复性效率仍然可以达
到 "’> 以上，只是质量回收率由于蛋白质的聚集沉
淀而降低很多。

·""-·
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表 !" 变性蛋白质浓度对还原变性 !"#$% & 活性回收率和质量回收率的影响
’#()% !" *++%,- .+ -/% 0%1#-23%0453.-%61 ,.1,%1-3#-6.1$ .1 -/% (6.#,-676-6%$ #10

8#$$ 3%,.7%36%$ .+ 3%02,%0 9 0%1#-23%0 !"#$% & :6-/ ;<=

!（"#$%&’(）)（*+ ) *,）
-#&.!/&(.%0#&/ 12.3& 4

45%’6’%7 #&5$6&#7 ) 8 9.33 #&5$6&#7 )
:0.;<=!/&(.%0#&/ 12.3& 4

45%’6’%7 #&5$6&#7 ) 8 9.33 #&5$6&#7 ) 8
# $" > % &’ > $ ’%% > ’ && > "

’% "$ > # #" > & $% > ( &) > %
’# "* > * *# > ) "& > ) *$ > (
)% "% > + +# > ) ") > ) *# > )

! ! 此外，我们还考察了流动相 ?; 对还原变性
12.3& 4 复性效率的影响。结果表明，当流动相的
?; 为 ", % 时，还原变性 12.3& 4 的复性效率最好。
这是因为当流动相中添加一定比例的 :@; ) :@@:
时，只有在弱碱性条件下才有利于二硫键的氧化对

接。因此，选择流动相的 ?; 为 ", %。
! ! 综上所述，在最优化的蛋白质复性条件下，当还
原变性 12.3& 4 的质量浓度为 # *+ ) *,、流动相中
脲浓度为 ), % *$= ) ,，:@; ) :@@; 的浓度比为 " - ’
和流动相 ?; 为 " 时，采用 ;A< 对还原变性 12.3&
4 可以完全复性，色谱图如图 + 所示。还原脲变性
的 12.3& 4 的活性回收率和质量回收率分别为
$", %8 和 &’, $8，而还原胍变性的 12.3& 4 的活性
回收率和质量回收率分别为 ’%%, ’8 和 &&, "8。

图 #" 最佳条件下 ;<= 对还原变性 !"#$% & 的色谱分离图
>6?@ #" =/3.8#-.?3#8$ .+ 3%02,%0 9 0%1#-23%0 !"#$% &

3%1#-23%0 :6-/ ;<= 210%3 .5-68#) ,.106-6.1$
! 9$B’=& ?C.3&3： 3$=0%’$( 4，), # *$= ) ,（ 2;* ）) @D* . #%

**$= ) , E;) "D* . ), % *$= ) , 0#&. . ), * **$= ) , :@; . %, +

**$= ) , :@@:，?; ", %；3$=0%’$( F，#% **$= ) , E;) "D* . ), *

**$= ) , :@; . %, + **$= ) , :@@: . ), % *$= ) , 0#&.，?; ", %；
=’(&.# +#./’&(% &=0%’$(，’%%8 4!’%%8 F ’( )% *’(；G=$H #.%&，
’, % *, ) *’(； 3.*?=& 3’I&：’%% !,（ # *+ ) *,）； /&%&5%’$(
H.6&=&(+%C，)"% (*>
! ’ > 0#&.!/&(.%0#&/ 12.3& 4；) > :0.;<=!/&(.%0#&/ 12.3& 4>

#" 结论

! ! 采用 ;A< 对还原变性 12.3& 4 在疏水性液!固
界面上复性进行了研究，结果表明，;A<能对还原变

性的 12.3& 4 完全复性。在最优化条件下，其活性
回收率大于 $"8，表明 ;A< 可作为蛋白质复性的有
力工具。本文建立的方法为蛋白质复性研究提供了

新方法和新思路。
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