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提 要 通过比较 种天然和变性蛋白的色谱行为 提出在不含盐酸胍的非变性体系中利用尺寸排阻色谱法研

究蛋白质的构象变化∀根据色谱峰数可以判断蛋白质变性时形成变体的数目 利用峰高可以描述蛋白质变性的

完全程度 根据不同波长下峰高的变化可以推断蛋白质表面氨基酸残基暴露情况 利用保留时间可以比较各种

变体相对体积的大小∀
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前言

测定蛋白质构象变化的经典方法有紫外差光

谱 荧光光谱和圆二色谱 等∀虽然这些方法能

从不同侧面揭示蛋白质变性时的构象变化 但得到

的信息往往是各种变性体 中间体和聚集体的加和

特性∀为了有效地观测蛋白质变性时形成的各种变

体 近年一些作者提出利用高效液相色谱法

进行监测 ∗ 但在不含盐酸胍

的非变性体系中利用尺寸排阻色谱法 研究胍

变蛋白的构象变化未见报道∀本文通过比较 种标准

蛋白在盐酸胍中变性前后的色谱行为 讨论色谱参

数与构象变化的关系 探索用 在非变性体系中

研究蛋白质变性的可能性∀

实验部分

仪器和试剂

型高效液相色谱仪 日本岛津 ∀

牛血清蛋白 电泳级 由上海岳阳制药厂

生产∀肌红蛋白 伴刀豆球蛋白 Β 乳

球蛋白 Β 核糖核酸酶 和 Α

淀粉酶 Α 从 公司购进∀盐酸胍由天

津试剂厂生产 其它试剂均为分析纯 水为二次蒸馏

水∀天然和胍变蛋白分别用流动相缓冲液和盐酸胍

配制成浓度为 的蛋白溶液∀

色谱试验

向备有 柱

≅ 的 型高效液相色谱仪中分别

注入同体积 Λ 同浓度 的天然蛋白及在

中变性 的胍变蛋白溶液 用含

的 缓冲

液作流动相 在 流速下进行等浓度冲洗∀

用波长为 的紫外检测器检测∀

活性检验

Α淀粉酶活性用 淀粉分光光度法测定 ∀

结果与讨论

变性蛋白在非变性体系中的再折叠

从理论上讲 经 变性的蛋白质用不含

的非变性流动相体系进行 检测时 由

于除胍和稀释作用 胍变蛋白有可能自发产生再折

叠 复性 ∀如果这个过程发生 用 得到的构象

信息将是变性与复性的复合结果∀为了考察胍变蛋

白在非变性体系中复性的可能性 将在不同浓度的

溶液中变性 的 Α淀粉酶用不含

的流动相进行 检测试验 测定色谱分析前

后胍变酶的活性 并以未过柱胍变酶的活性为基准

计算过柱后胍变酶的活性回收率 见表 ∀从表 可

看出 在高浓度或低浓度 中变性的 Α淀粉

酶通过 柱测得的活性均低于未过柱胍变酶中

残留酶的活性 并且回收率与未变性天然酶回收率

一致∀这个事实表明 非变性 体系对胍变蛋白

无明显的复性作用∀

表 胍变 Α-淀粉酶在 ΣΕΧ柱的活性回收率

Ταβλε Αχτιϖιτψ ρεχοϖερψ οφ Α-α ψλασε

δενατυρεδ ιν Γ υα ΗΧλον ΣΕΧ χολυ ν

浓度

活性回收率

由于本实验使用高浓度 的强变性剂
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对天然蛋白进行长期变性 蛋白质

构象受到严重破坏产生不可逆变性 因此在非变性

体系中进行色谱分析时复性的可能性很小∀这样就

有可能利用 在不改变胍变蛋白原有构象的情

况下研究蛋白质的构象变化∀

酶在盐酸胍中的构象变化

如果把天然 Α淀粉酶与在 中

平衡 的胍变酶的色谱图加以比较 见图

可发现二者的保留时间 峰高 峰形和峰数很不相

同∀天然 Α淀粉酶在 谱图上仅有一个保留时间

为 的活性峰 而经盐酸胍变性后 除在原保

留时间残留极少量带有活性的天然酶外 在

和 处还分别有 个无活

性的胍变体 和天然酶相比峰高大大降低 与未经变

性的天然酶峰高比依次为

∀变性前后色谱参数的大幅度变化 表明 Α淀

粉酶在高浓度 长期作用下 构象受到严重

破坏 其展开程度可用色谱参数表征∀新增加的 个

峰代表 个新生的变体 胍变性体 中间体或变性聚

集体 变性前后峰高的变化 表明蛋白质变性的完

全程度和分子表面氨基酸残基暴露情况∀通常变性

后残留天然酶峰越低 酶变性越完全∀图 残留 Α

淀粉酶峰高约为变性前峰高的 表明酶在盐酸胍

作用下几乎完全转变为变性体∀与天然酶 图 相

比 胍变体峰高大幅度降低 表明变体外部仅含少量

生色基团 天然酶分子表面含有相当数量的色氨酸

和离解态的酪氨酸残基 Α淀粉酶分子共有 个色

氨酸 其中 ∗ 个暴露在分子表面 个酪氨酸中有

个处于不正常离解状态 ∀为了进一步考察变性后

氨基酸残基暴露情况 可通过改变紫外光波长观测

胍变体峰高的变化 图 ∀当波长从 变为

时 除第 个峰 的峰高减小外 其它

各变体峰高均明显增大 分别提高 和 倍∀这

个事实说明变体 表面可能含少量酪氨酸残基 变体

和 表面主要分布有苯丙氨酸 而变体 和 表面苯

丙氨酸含量比变体 和 相对少得多∀上述推断是基

于酪氨酸和色氨酸的特征吸收波长为 而苯

丙氨酸仅在 吸光∀蛋白质在变性过程中氨基

酸残基的暴露也为荧光法所证实∀从图 可看出 变

性后胍变体较天然酶荧光强度大大降低 这是由于

埋藏在蛋白质分子深处的色氨酸和酪氨酸残基从疏

水内环境暴露到极性溶剂中 发色团与极性分子碰

撞产生能量淬灭的缘故∀

根据保留时间可以比较各变体相对体积的大

小∀在 中保留时间越大 变体体积越小∀从标准

蛋白分子量对数 Μ 与蛋白质流出体积 ς 的线性

关系 图 可以粗略估算图 中变体的分子量∀假

定蛋白呈球形 则图 中 ∗ 峰各变体的体积依

次为天然酶的 和 倍∀显然

它们是天然酶在盐酸胍中的降解产物∀

图 左起 Α-淀粉酶的 ΣΕΧ谱图

Φιγ φρο τηε λεφτ Χηρο ατογρα σ οφ Α-α ψλασε

天然 Α淀粉酶 Α Κ 胍变 Α淀粉酶 Α

Κ 胍变 Α淀粉酶 Α Κ ∀

图 右 Α-淀粉酶和变性酶的荧光发射光谱

Φιγ Ρ Τηε φλυορεσχενχε ε ισσιον σ εχτρα οφ Α-α ψλασε ανδ ιτσ δενατυρεδ ενζψ ε

天然酶 盐酸胍变性酶 ∀

酶浓度 Κ ∀
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图 ΣΕΧ测定胍变蛋白分子量标准曲线

Φιγ Τηε χαλιβρατιον χυρϖε φορ δετερ ινινγ ολεχυλαρ

ωειγητ οφ δενατυρεδ ροτεινσ ιν Γ υα ΗΧλβψ ΣΕΧ

ο 磷酸化酶 清蛋白

ϖ 肌动蛋白 ω 碳酸酐酶

外壳蛋白 ∀

进样量 Λ 各蛋白浓度

∀

除了 Α淀粉酶外 我们利用 在非变性体系

中也考察了天然和胍变态 Β

和 的色谱行为∀发现天然蛋白经

变性后 色谱峰数 峰形以及残留蛋白峰

高都发生明显变化∀峰数分别从天然态的

个依次增加到 个∀残留蛋白峰除 和

Β 变性后峰消失外 和

峰高分别为变性前的 倍∀这

些实验表明 蛋白质在变性过程中的色谱行为与其

构象变化紧密相关∀
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