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摘要: 用差示扫描量热法研究了固体溶菌酶的热变性以及水溶液中不同变性剂与浓度对溶菌酶变性的影响.
结果表明,溶剂水的存在及变性剂尿素和盐酸胍的加入使溶菌酶的变性温度降低,变性焓减小;同时,在一定的
浓度范围内,溶菌酶的变性温度和变性焓随变性剂浓度的增大而降低.盐酸胍的变性效果较尿素强,这是由于盐
酸胍与蛋白质分子间除了氢键作用外还存在着静电作用.
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Abstract: The thermal denaturation of solid lysozyme and the effects of denaturants and their concentrations on
denaturation of lysozyme in aqueous solutions were studied by differential scanning calorimetry (DSC). The results
showed that both denaturation temperature and denaturation enthalpy of lysozyme decreased as the existence of water
and the addition of urea and guanidine hydrochloride (GuHCl). In addition, denaturation temperature and denaturation
enthalpy decreased as the concentrations of urea and GuHCl increased. As a denaturant, GuHCl is more effective than
urea due to its added ability of electrostatic interaction.
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在现代生物化学、生物物理学领域中,基因组
计划的实施产生了大量的 DNA 序列信息. 如何有
效地利用这些信息来研究基因产物蛋白质的结构

与功能成为引人注目的研究领域[1]. 蛋白质的折叠
问题是研究蛋白质结构和组成的有效方法,因而引
起人们极大的兴趣.有关蛋白质变性的研究工作始
于 20世纪 20年代. 1931年 Wu[2]首先提出了蛋白

质变性的概念,指出蛋白质变性不是蛋白质分子化
学结构变化而是其空间结构的变化所导致的,这一
观点已为生物化学界所普遍接受 . 蛋白质变性过
程中,维系其空间结构的次级键被破坏, 原有的空

间结构解体,整个分子的形状由天然蛋白紧密的球
形结构伸展为松散的无特定空间结构的链状分子.
在去除变性因素后,很多变性蛋白质可以自发地恢
复它原有的空间结构和生物活性,这一过程称为变
性蛋白质的重折叠.蛋白质分子的折叠和去折叠是
一个具有高度协同性的过程,伴随着焓、熵的显著变
化[3].研究蛋白质在不同条件下的变性/复性过程,对
于理解具有一定氨基酸序列结构的多肽链如何逐步

卷曲形成具有特定空间结构的蛋白质分子具有重要

意义[4,5].
溶菌酶是一种小的单体球蛋白,由 129个氨基
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酸组成,含有 4个二硫键,是蛋白质折叠和去折叠研
究的良好模型蛋白[6-18]. 本文主要利用 DSC研究固
体溶菌酶的热变性及其在变性剂尿素和盐酸胍存在

下水溶液中溶菌酶的变性行为,考察变性剂的种类
和浓度对变性过程热力学性质的影响.

1 实验部分
溶菌酶为冻干粉末, 超纯级, Amresco 0663;盐

酸胍,纯度逸98.5%, Amresco E424;氯化钠,纯度逸
99.5%, Amresco X190.尿素,纯度逸99.0%; Bis鄄Tris,
纯度逸99.0%, 均购自 Sigma 公司. 配制含 NaCl 为
0.1 mol·L-1, pH=6.45的 Bis鄄Tris缓冲液;尿素浓度为
10 mol·L-1,盐酸胍(GuHCl)浓度为 6 mol·L-1的贮备

液.
测量时配制含不同浓度变性剂的溶菌酶溶液,

酶的浓度均为 40.0 g·L-1. 用 TA鄄Q1000 型 DSC 记
录各样品的热转变曲线.仪器温度精度依0.05 益,量
热精度(金属标样)依1%, 灵敏度 0.2 W. 使用前用高
纯铟对仪器作温度和热量标定.实验扫描温度范围
为 10-90 益, 扫描速率为 3 益·min-1,以 99.999%高
纯氮气作为载气,流速 50 mL·min-1.实验取 Te为开

始出峰的温度 , Tm 为峰顶温度 , 驻Hm 为变性焓 ,
FWHM为半峰宽, As为峰对称参数(峰左侧的斜率/
峰右侧的斜率).

2 结果和讨论
2.1 固体溶菌酶的热变性以及在变性剂存在下水

溶液中溶菌酶的变性

图 1为固体溶菌酶的典型 DSC热转变曲线.从
图可见,当温度达到 75.90 益后,样品快速吸热形成
峰顶温度 Tm为 125.06 益, 焓变驻Hm为 181.0 J·g-1,

半峰宽 FWHM为 56.09 益, 峰对称参数 As 为 1.37
的深且宽的峰.这是由于温度的升高,样品吸收的能
量也逐渐的上升.当能量达到了固体溶菌酶的二、三
级结构的域能时,固体溶菌酶将吸热逐渐伸展变性
成肽链,即该样品的热容发生了明显的变化.继续加
热到 200 益后,出现了系列不规则的峰系,推测样品
发生了热分解.

图 2为三种溶菌酶溶液的 DSC热转变曲线.相
应的热力学参数列于表 1中.从图可见,当溶菌酶溶
于水后,在 72 益左右形成一个对称的吸热单蜂.峰
形较固体样品明显变小变窄, Te、Tm降低, 驻Hm变小,
且具有更好的对称性,在 10-90 益内无热分解现象.
说明样品变成溶液形式后,结构发生了变化,稳定性
降低,使能量较低时便能引起二、三级结构的破坏,
但并未影响其一级结构的化学键.这是由于水的加
入,使溶菌酶内部的疏水侧链间的相互作用减弱,维
系蛋白质立体结构的疏水腔变得松散,因此相应蛋
白质伸展的能量随之降低.蛋白质和溶剂的相互作
用在决定天然蛋白质的构象和稳定性中起重要作

用[19]. 世界上第一个蛋白质结构发表就是基于球蛋
白中憎水氨基酸侧链避开水的此热力学依据[20].

图 1 固体溶菌酶的 DSC热转变曲线
Fig.1 Typic DSC curve of solid lysozyme

表 1 溶菌酶在水、尿素水溶液和盐酸胍水溶液中热变性的

热力学参数

Table 1 The thermodynamic parameters of thermal
denaturation of lysozyme in water, aqueous urea

solution and GuHCl solution
c/(mol·L-1) Te/益 Tm/益 驻Hm/(J·g-1) FWHM(益) As

0 65.97 72.83 1.4137 7.65 1.61
2.0(urea) 59.85 67.35 1.1060 8.05 1.41

2.0(GuHCl) 47.61 56.37 0.8247 9.36 1.55

图 2 溶菌酶在水、尿素水溶液以及盐酸胍水溶液中的DSC
热转变曲线

Fig.2 Typic DSC curves of lysozyme in water,
aqueous urea soultion and GuHCl solution
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同时可以发现,一定量的变性剂尿素和盐酸胍
的加入, DSC曲线的 Te、Tm移向更低温度, 驻Hm也相

应变小,说明溶菌酶的热稳定性更低,更易处于伸展
的变性态.蛋白质的二级等空间结构主要由氢键的
种类和数量来决定.变性剂的加入对溶菌酶的二、三
级结构变化起了诱导作用.除溶剂部分对溶菌酶的
疏水腔存在作用外,主要是由于尿素和盐酸胍能与
溶菌酶氨基酸残基形成多种氢键.尿素是个极性分
子,尿素分子的结构决定了它与其它分子形成氢键
时,既可以作为质子供体,也可以作为质子受体.具
体分析盐酸胍结构,可知分子中有四个基团可作为
质子供体[21], 易形成各种氢键. 模型化合物实验表
明[22], 盐酸胍分子与肽链上的两个相邻肽段间可形
成一个环状结构,这种双氢键结合形式较单氢键结
合在水中更稳定. Privalov等[23]对结合位点与蛋白质

结构参数之间的关联进行分析,发现可以认为一个
盐酸胍分子与蛋白质分子主链上的两个相邻肽段的

羰基氧原子形成双氢键.
2.2 变性剂浓度对溶菌酶热变性的影响

如图 3,当尿素浓度约1 mol·L-1时,尿素的量对
溶菌酶的变性影响较小,其 DSC热转变曲线几乎与
水中的一致,变性峰基本对称(线 a、b、c).当 2.0 mol·
L-1臆尿素浓度臆8.0 mol·L-1时, DSC热转变曲线的
变性峰随浓度的增加逐渐变小变平坦, Tm和驻Hm值

随尿素浓度的增大而减小.当尿素浓度增加到 8.0
mol·L-1时,热变性峰变得很平坦且很小,说明酶蛋
白在这种条件下可以瞬间变成变性态.有关的热力
学参数列于表 2,发现 Tm-c、驻Hm-c成良好的线性关

系(图 4).
另一种变性剂盐酸胍对溶菌酶热变性也有类似

的影响.盐酸胍浓度在 0-3.0 mol·L-1之间时,其变
性峰峰形基本对称,并随浓度的增大逐渐变小变坦,
越来越不显著 (图 5).有关的热力学参数列于表 3,
发现 Tm-c、驻Hm-c也呈良好的线性关系(图 4).但与
尿素不同的是,盐酸胍在较低浓度时就可以使蛋白
质发生变性.另外发现,从图 5曲线 a到 c,再从 c到
f,曲线先向下(吸热方向)位移,然后向上(放热方向)位
移.

尿素和盐酸胍两种变性剂诱导溶菌酶变性的过

程之所以比较相似,主要是因为两种变性剂都能与
酶蛋白的多肽主链竞争氢键,并增加非极性侧基在
水中的溶解度,从而破坏蛋白质的二级结构,并降低
维持三级结构的各种作用力[6]. 而盐酸胍在使蛋白
质变性时能够产生更强的变性效应,是由于盐酸胍
在诱导蛋白质变性时,除氢键外还存在着静电作用
(胍离子正效应)[24,25].盐酸胍在较低浓度时就可以诱

图 4 溶菌酶的变性温度、变性焓与变性剂浓度的关系图

Fig.4 Denaturation temperatures (Tm) and dena鄄
turation enthalpies (驻Hm) of lysozyme as functions of

concentrations of denaturants (urea and GuHCl)
(1) Tm-c: urea; (2) Tm-c: GuHCl; (3) 驻Hm-c: urea; (4) 驻Hm-c: GuHCl

表 2 不同尿素浓度时溶菌酶热变性的热力学参数

Table 2 The thermodynamic parameters of thermal
denaturation of lysozyme in various aqueous urea

soultions
c/(mol·L-1) Te/益 Tm/益 驻Hm/(J·g-1) FWHM(益) As

0 65.97 72.83 1.437 7.65 1.61
0.00952 65.41 72.76 1.313 8.67 1.50
0.0119 65.22 72.41 1.363 7.93 1.54

2.0 59.85 67.35 1.106 8.05 1.41
4.0 53.07 61.32 1.023 8.36 1.62
6.0 46.77 55.62 0.7791 8.74 1.67
8.0 37.85 48.11 0.5737 10.55 1.64

图 3 不同尿素浓度时溶菌酶的 DSC热转变曲线
Fig.3 Typic DSC curves of lysozyme in various

aqueous urea solutions
The concentrations of urea are (a) 0; (b) 0.00592; (c) 0.00119; (d) 2.0;

(e) 4.0; (f) 6.0; (g) 8.0 mol·L-1, respectively.
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导蛋白质发生变性,而尿素则需较高的浓度,这种现
象可用诱导变性的吸附动力学模型来解释：

kaP+nG葑PGn (1)
kb

式中, P代表蛋白质, G代表变性剂, n为吸附变性剂
分子的数目, ka为吸附速率常数, kb为解吸速率常

数.由(1)式,反应平衡常数为

K= cPG
cn

G·cP
(2)

若忽略 K 的微小变化, n 取值为 1, 则 cPG=K·cG·cP,
cPG与 cG成正比,随着变性剂浓度的增大,反应向吸
附变性剂的方向移动,等价于变性温度降低,变性峰
向左移动.由于盐酸胍分子吸附到蛋白质分子上的
能力较尿素强,因此吸附平衡常数 K值较大, 发生
等量变性时所需变性剂浓度较小.
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图 5 不同盐酸胍浓度时溶菌酶的 DSC热转变曲线
Fig.5 Typic DSC curves of lysozyme in various

aqueous GuHCl solutions
The concentrations of GuHCl are (a) 0; (b) 0.3; (c) 0.5; (d) 1.0; (e) 2.0;

(f) 3.0 mol·L-1, respectively.

表 3 不同盐酸胍浓度时溶菌酶热变性的热力学参数

Table 3 The thermodynamic parameters of thermal
denaturation of lysozyme in various aqueous GuHCl

solutions
c/(mol·L-1) Te/益 Tm/益 驻Hm/(J·g-1) FWHMC(益) As

0 65.56 73.07 1.602 8.82 1.26
0.3 63.38 69.17 1.227 6.66 1.72
0.5 61.57 68.08 1.168 8.31 1.86
1.0 57.03 64.37 1.096 7.96 1.49
2.0 47.61 56.37 0.8247 9.36 1.55
3.0 34.45 46.52 0.8109 10.97 1.85
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