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!及!"#"对离子交换色谱中脲变溶菌酶分子构象变化的表征
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摘要：以溶菌酶（:;<）为目标蛋白，用计量置换保留理论（=>*#?）中的参数!和,@4"对弱阳离子交换色谱（ABC）

中“准天然态”和脲变还原与非还原的两种变性状态的:;<的分子构象变化进行了表征。发现在流动相中含有脲

时，蛋白的保留仍服从=>*理论，可以准确测定在特定脲浓度条件下:;<的!及,@4"值。结果表明，(种分子构象

状态的:;<的!值均随脲浓度改变呈现不连续变化；“准天然态”:;<在同一脲浓度条件下的!值比变性状态的

大，,@4"比变性状态的小，而非还原变性态和“准天然态”:;<的!和,@4"值比较接近。还对不同脲浓度条件下:;<
的活性回收率与!值之间的关系进行了研究。
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计量置换保留理论（<P@18M1@/+PO1831<N,08+/+5P
PM+@O;Q@OO+P+5P1@5，=>*#?）中的线性参数!值已

被成功地用于表征生物大分子的构象变化［$，!］。

=5;3+O等［(］测定了("余种白细胞介素#!突变体的

!值以研究它们的分子构象差异。V0O4+O等［F］用

计量置换参数,@4"和!比较了一些蛋白在反相色

谱（?W:B）中天然态与变性态蛋白分子构象之间的

变化。A1P1T0等［9］和W0O+5P+等［%］分别研究了流动

相中脲存在时一些蛋白在离子交换色谱（G.B）中保

留行为的变化。卫引茂等［’］用!值表征了疏水色

谱（XGB）中脲浓度与蛋白分子的构象变化。虽然

=>*#?也可应用于G.B，但未见用!或,@4"对不同
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变性状态的蛋白随脲浓度的变化而产生的分子构象

变化进行表征的报道。

同反相高效液相色谱（!"#$"%&）一样，’(&被

广泛地用于肽、蛋白质和其他生物大分子的分离中。

并且由于’(&使用的流动相为盐水体系，操作条件

比!"#$"%&温和，使得许多蛋白质在分离之后仍

能保持高的生物学活性，因此’(&在基因工程下游

的分离纯化中占有举足轻重的地位。用参数!与

)*+"在弱阳离子交换色谱（,&-）中研究蛋白分子

的构象变化，对用色谱法进行蛋白折叠研究具有一

定的指导意义。

文献［.］报道了不同变性状态的蛋白与离子交

换固定相作用时其表面电荷分布的不同。在’(&
中，对于某一种蛋白而言，只要分子构象不变，蛋白

质分子与固定相之间的接触电荷数就不会变，蛋白

分子中电荷密度分布自然就不会改变，!为定值。

相反，流动相中脲的存在所引起的蛋白分子构象的

微小变化就会引起它与固定相接触电荷数的变化，

!值也变化。因此!值可以作为平衡状态下蛋白

质分子构象变化及其变化程度的表征参数。

本文以溶菌酶（)/0*1/23，%/0）为目标蛋白，在

,&-中首次用!及)*+"值定量地研究了%/0处于

不同状态（准天然、脲变非还原、脲变还原）时分子

构象变化与脲浓度之间的关系。

! 实验部分

!"! 仪器、试剂与材料

所用仪器参见王彦等［4］的文章。色谱柱为566
22789622:9;9，装填弱阳离子交换填料（本实

验室 自 己 合 成［56］）。%/0天 然 蛋 白（<=:<>3?3++
@=:A3，美国B:+2C公司）；二硫苏糖醇（DEE，华美

生物工程公司，美国F2G30<*公司进口分装）；三羟

基甲基氨基甲烷（EG:0）、脲、乙二胺四乙酸（(DEF）

和硫酸铵均为国产分析纯。其他试剂均为分析纯，

未经再纯化。

!"# 不同状态溶菌酶的制备

%/0天然蛋白用蒸馏水配成H96+／%溶液并在

8I条件下保存；%/0的非还原变性是将H962+的

天然%/0溶解在52%.962*)／%脲 变 溶 液（695
2*)／%EG:0#$&)（J$.9K）L.962*)／%脲 L5
22*)／%(DEF）中，室温放置过夜；%/0的还原变性

是将H6962+的天然%/0溶解在52%.962*)／%脲

变 溶 液（6952*)／%EG:0#$&)（J$.9K）L .96
2*)／%脲 L522*)／%(DEFL695K2*)／%DEE）

中，在86I水浴恒温M=，用52*)／%$&)调节其

J$为M96，用6952*)／%醋酸透析过夜，冷冻干燥。

!"$ 实验方法

首先保持流动相中的脲浓度不变，通过改变盐

浓度来改变%/0的保留因子#值以求得在某一脲

浓度时的!及)*+"值，然后再研究脲浓度变化时的

!及)*+"值，以对 ,&-中不同状态溶菌酶构象变

化及%/0复性回收率间的关系进行表征。

%/0在不同脲浓度下保留因子的测定采用了等

度洗脱法。在检测灵敏度最高条件下用最低浓度、

最少进样体积的NCNOH 测定$6。流动相F液为

J$.96的6952*)／%EG:0#$&)L522*)／%(DEFL
% 2*)／% 脲，P 液 为 J$ .96 的 596 2*)／%

（N$8）HBO8L6952*)／%EG:0#$&)L522*)／%(D#
EFL%2*)／%脲溶液（%Q6，596，H96，M96，896和

K96）。每次进样前，色谱柱均用相应的流动相平衡

H62:?，流速为5962%／2:?，检测波长H.6?2。

# 结果与讨论

#"! 不同脲浓度条件下%&’!与%&’（!／［()*+］）的

线性关系

脲是一个有效的蛋白溶解剂，它既能抑制蛋白

分子聚集，增加失活蛋白的溶解度，又可以使蛋白解

离［55］。本文选用696!K962*)／%的脲进行%/0在

’(&中的分子构象变化的研究。由于脲变还原%/0
在H962*)／%的脲浓度以下时在’(&中几乎不出

峰，故选H96!K962*)／%的脲来研究还原变性%/0
的分子构象变化。因N$L8 的置换能力较强，且对

%/0有稳定作用，故流动相中所选盐为（N$8）HBO8。

蛋白质在,&-上的分离是依据蛋白与配体间

的静电作用力不同进行分离的。流动相中脲的存在

会使蛋白的保留值减小。这一现象主要是由蛋白分

子构象变化引起的。当脲浓度逐渐增大时，蛋白分

子构象会向失去立体结构的方向转变，所以在’(&
中%/0的保留值会随脲浓度变化而变化。但是，当

脲浓度一定时，在蛋白能够洗脱的盐浓度范围内，其

分子构象会维持不变，此时蛋白的保留应取决于流

动相中盐的浓度。本文以M种状态（天然态、脲变非

还原态（RG3C#R?S*);3;）和脲变还原态（RG3C#G3;R<3;#
R?S*);3;））下%/0的)*+#对)*+（5／［N$L8 ］）作图

（见图5），以便从该线性关系图的斜率和截距得到

BDE#!中%/0的参数!和)*+"。结果表明所有的

线性相关系数&均大于6944，即线性关系良好。说

明当脲浓度一定时，这M种状态的%/0在’(&上的

保留值仍然可以用BDE#!的基本公式来描述。换

言之，可准确测定出不同脲浓度条件下对应于%/0
分子不同构象时的! 及)*+"值，这就为用! 及

)*+"定量表征%/0分子构象变化奠定了实验基础。
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天然!"#样品在含脲的流动相中会产生分子构

象变化，故测定的!"#的!和$%&"值与在流动相中

无脲时的不同，但为了在相同流动相组成下对未变

性（天然）、放置过的非还原变性和还原变性’种不

同!"#进行比较，仍称前者为天然!"#，但又为区别

流动相中有和无脲存在对!"#的影响，将天然!"#
进样流动相中有脲存在的称之为“准天然态”（(#)*+
,%+-./01)#/./)）。图2+.所表示的便是这种情况。

图! 不同状态的溶菌酶在不同脲浓度下的"#$!与"#$（!／［%&’(］）的关系图

)*$+! ,"#-.#/"#$!#/01."#+"#$（!／［%&’(］）234564*//5653-7#"582"968#3/#679-*#3.-9-5.:*-;4*//5653-26598#3853-69-*#3.
.3(#)*,%+-./01)；43*5).+*-6%$,),；73*5).+5),*7),+*-6%$,),3

85).7%-7)-/5./0%-#：2）9:%$／!；;）2<9:%$／!；’）;<9:%$／!；=）’<9:%$／!；>）=<9:%$／!；?）><9:%$／!3

<+< 用不同脲浓度下$值表征01.分子构象变化

蛋白质分子在天然状态下都有一个特殊的三级

或四级结构，其分子外表面上大多数为亲水性的氨

基酸残基，分子内部则主要为疏水性的氨基酸残基。

当蛋白分子靠近一个带电荷的表面（如 @AB的固

定相表面）时，蛋白分子中正电荷密度重心就会向

CDA表面移动，而负电荷密度重心就向流动相的方

向转移，因此，即便是天然态的蛋白分子也会发生构

象变化。对于’种不同状态!"#，“准天然态”!"#暴

露在外部的疏水性氨基酸残基最少；非还原变性态，

只是有部分埋藏于!"#分子内部的疏水性氨基酸暴

露出来（此时!"#中的二硫键未打开，埋藏于!"#分

子内部的疏水性氨基酸并没有完全暴露出来）；还原

变性的!"#，由于二硫键已经打开，三维结构完全被

破坏，疏水性氨基酸完全暴露出来。

图< 不同状态的溶菌酶的$与脲浓度的关系

)*$+< ,"#-#/$#/01."#%26598#3853-69-*#323456
4*//5653-7#"582"968#3/#679-*#3.-9-5.

23(#)*,%+-./01)#/./)；;3*5).+*-6%$,),；’3*5).+5),*7),+*-6%$,),3

图;是当其他条件（温度、(E、盐浓度等）不变

时，以不同脲浓度下的!对脲浓度所作的图。

从图;可看出，随脲浓度增大，“准天然态”!"#
的!值减小，表明蛋白质与固定相作用的电荷数在

减小，蛋白在向失去立体结构的方向变化；非还原变

性!"#的!值先增大后减小，而还原脲变性!"#的

!值先减小后增大，均呈现出非单一方向的变化。

这’种状态的!值变化曲线看似连续，实际上变化

方面发生了方向改变，均为不连续性变化，说明在此

脲浓度范围内，随脲浓度的增大，蛋白分子构象发生

了突变，导致了蛋白质与固定相接触电荷数的显著

变化。而且各种蛋白发生突变的脲浓度值是不同

的，且以还原变性!"#变化最大。

图;结果还显示，天然态和非还原变性态!"#

的!值在脲浓度大于;<9:%$／!时相近，说明此时

这两种构象状态的!"#分子表面与弱阳离子交换柱

的接触电荷数相近；脲变非还原的!值比“准天然

态”的稍小，这是因为脲变非还原!"#结构较疏松的

缘故。而脲变还原的!值则明显小于前两种构象

状态的!值，且变化趋势相差较大。这恰好表明了

具有三维或四维结构的“准天然态”!"#分子仍具有

一定的弹性。如上所述，当其分子中的正电荷与阳

离子交换柱的固定相接触时，原有!"#分子中电荷

分布的对称性遭到破坏，其邻近固定相的正电荷密

度增大，而负电荷密度则向流动相一端集中，使具有

弹性的“准天然态”!"#蛋白分子发生变形。而失去

三维结构的变性态蛋白分子只用正电荷密度大的氨

基酸残基与固定相作用，从而使!"#直链上其他处

正电荷的氨基酸残基因远离固定相表面，没有向固

定相移动的倾向，故在@AB中天然蛋白的!值较

变性态的大。
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!"# 用不同脲浓度下的$%&!值表征不同构象’()
分子与固定相的亲和力

图!为!种不同变性状态的"#$的%&’!与脲

浓度关系图。从图!看出，在相同脲浓度下“准天然

态”的%&’!值较还原变性态的%&’!值小，“准天然

态”和非还原变性态的%&’!值非常相近，说明这两

种构象状态的"#$分子对同一固定相的亲和势相

近，而脲变还原态的%&’!值则大于前两种分子构象

状态。这是因为变性"#$分子的结构较疏松，伸展

的较远，与固定相作用的机会多，亲和力大。这与准

天然蛋白的"值比变性态的"值大并不矛盾，因为

蛋白分子中，既便改变一个氨基酸，也会严重影响蛋

白的保留，因为蛋白只有以一定的区域接触固定相

才会保留［()］。

图# 不同变性状态溶菌酶的$%&!与脲浓度关系图

*+&"# ,$%-%.$%&!%.’()"#"/0123%4314-02-+%4/4510
5+..1014-6%$13/$203%4.%062-+%4)

(*+$,-.&/01234,$212,；)*-5,1/-06&%.,.；!*-5,1/5,.-7,./-06&%.,.*

!"7 不同变性状态的溶菌酶分子的$及活性回收

率随脲浓度变化趋势

研究蛋白在液/固界面上的分子构象变化，对研

究蛋白折叠特征及规律，以及防止天然蛋白失活和

提高变性蛋白复性的活性回收率有着十分重要的作

用。对 于 脲 变 还 原 "#$来 说，在 脲 浓 度 为89:
;&%／"时"值最小（见图)），%&’!最大（见图!），表

明此时脲变还原态"#$与固定相接触电荷数较少，

作用力强度最大，有助于蛋白折叠。图8/1显示出

了脲变还原态"#$的复性效率与流动相脲浓度的关

系，说明在此 <=>的复性体系中，脲变还原态"#$
活性回收率的最大值发生在变性蛋白与固定相作用

最强、接触电荷数最少时。这是因为当变性蛋白与

固定相作用时，与固定相接触的位点数越少，其面向

流动相的区域越大。一方面蛋白与固定相之间强的

作用力保证了蛋白与蛋白之间互相不接触，不发生

分子间的聚集；另一方面最大部分的区域面向流动

相给予一维结构充分的自由度，使得它在合适的情

况下向三维结构卷曲，开始协同的折叠过程。而与

固定相接触的位点过多，则不利于其向天然态折叠。

脲变非还原的"#$的"值随脲浓度的增大先增大

而后减小，脲浓度大于)9:;&%／"时与“准天然态”

的"#$相似；其经<=>柱后活性均在?:@以上（见

图8/A），这与其复性的双态机理是一致的［(!］。

图7 不同变性状态溶菌酶的8及活性回收率与脲浓度的关系
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