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研究论文 渗透剂对苹果酸脱氢酶包含体的复性作用

刘建华，董晓燕，付敏玲，孙　彦

（天津大学化工学院，天津３０００７２）

摘要：将甜菜碱和海藻糖两种渗透剂作为添加剂，考察了其促进苹果酸脱氢酶包含体的复性作用。结果显示，

甜菜碱和海藻糖均可有效促进大肠杆菌苹果酸脱氢酶包含体的复性。在本文实验条件下，随添加甜菜碱浓度的

升高，复性后苹果酸脱氢酶的比活增大；而海藻糖则出现最佳添加浓度使复性后苹果酸脱氢酶的比活最大；同

时在盐酸胍浓度较高、不添加渗透剂时复性效果较差的复性体系中，若添加合适浓度的甜菜碱或海藻糖即可有

效促进苹果酸脱氢酶的复性，显示出渗透剂作为添加剂在实际包含体蛋白质复性过程中的应用前景。另外，通

过外源荧光分析发现，添加甜菜碱和海藻糖均可降低苹果酸脱氢酶表面疏水性区域的暴露程度；圆二色光谱分

析则表明，甜菜碱和海藻糖可以促进苹果酸脱氢酶α螺旋结构的生成。
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引　言

外界环境如温度、压力及盐浓度等的变化均会

导致生物大分子性质的改变，但研究发现，大部分

生物 体 都 可 利 用 其 体 内 的 小 分 子 渗 透 剂

（ｏｓｍｏｌｙｔｅ）来对抗外界环境对生物大分子的破坏
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作用［１］。渗透剂包括碳水化合物类、甲胺类及氨基

酸类等［１］，其中碳水化合物类的海藻糖和甲胺类的

甜菜碱均广泛存在于生物体内。体外研究实验表

明，海藻糖和甜菜碱不但可以提高蛋白质的热稳定

性［２３］，可以用作蛋白质药物及酶类等蛋白质分子

加工过程中的保护剂及存放过程中的稳定剂［４］，还

可以促进蛋白质的折叠，抑制蛋白质的聚集，作为

添加剂用于辅助多种蛋白质的复性［５７］；本课题组

之前的研究则发现甜菜碱和海藻糖都可以促进含二

硫键的单分子球蛋白———变性还原溶菌酶的复

性［８９］。Ｂｏｌｅｎ等
［１０１１］也发现渗透剂溶液中蛋白质

可以自发折叠，并通过蛋白质从水溶液进入渗透剂

溶液中的转移自由能的变化分析了这一过程的

机制。

大 肠 杆 菌 苹 果 酸 脱 氢 酶 （犈．犮狅犾犻 ｍａｌａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ｅＭＤＨ）是由相同的亚基结合而

成的同源二聚体分子，分子内不存在二硫键，亚基

间的结合主要通过氢键及疏水性相互作用，常作为

寡聚蛋白质的模型蛋白质研究其折叠行为［１２１４］。

对于 ＭＤＨ的复性研究则表明，分子伴侣体系、硫

氧还原蛋白和二硫键异构酶等均可以促进其复

性［１２１４］，但是这些物质的生物质属性限制了其大

规模的应用；在其他蛋白质复性中经常使用的添加

剂中，甘油对 ＭＤＨ的复性效果不很明显，精氨酸

更是会抑制 ＭＤＨ 的复性
［１５］。通过对猪心线粒体

苹果酸脱氢酶 （ｓＭＤＨ）的折叠研究表明，ＭＤＨ

的折叠可能通过两种途径进行：由部分折叠的单体

生成正确折叠的单体，进而生成二聚体；或者是由

部分折叠的单体直接生成部分折叠的二聚体结构，

经折叠后生成天然态二聚体。折叠的速率控制步

骤分别为部分折叠体或部分折叠二聚体的正确折

叠［１６１７］。基于渗透剂具有促进蛋白质折叠的作

用，本文考虑将渗透剂作为添加剂用于辅助

ｅＭＤＨ复性。为了考察将渗透剂这种生物相容性

的小分子物质作为实用蛋白质复性添加剂的应

用前景，并分析渗透剂作为添加剂辅助ｅＭＤＨ

复性的作用机制，本文研究了不同盐酸胍浓度

下海藻糖和甜菜碱对ｅＭＤＨ包含体复性的影响，

并通过１苯胺基萘８磺酸 （ＡＮＳ）外源荧光及圆

二色光谱 （ＣＤ）定性分析了不同复性条件下复性

产物的结构特性。

１　材料与方法

１１　实验材料

甜菜碱 （ｂｅｔａｉｎｅ）、海藻糖 （ｔｒｅｈａｌｏｓｅ）、二硫

苏糖醇 （ＤＴＴ）、Ｌ苹果酸 （Ｌｍａｌａｔｅ）、氧化型辅

酶Ｉ（ＮＡＤ＋）、１苯胺基萘８磺酸 （ＡＮＳ）购自

Ｓｉｇｍａ 公 司； 盐 酸 胍 （ｇｕａｎｉｄｉｎｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，

ＧｄｎＣｌ）、Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ Ｎａ２ 购自 Ｇｅｎｖｉｅｗ 公司；

猪心线粒体苹果酸脱氢酶 （ｓＭＤＨ）购自Ａｍｅｒｓｃｏ

公司。其他试剂均为国产分析纯。

采用本课题组自行构建的以大肠杆菌ＤＨ５α

为宿主的苹果酸脱氢酶工程菌 （ｐＢＶ２２０ｅＭＤＨ），

通过摇瓶培养，经热诱导使得ｅＭＤＨ 以包含体形

式在菌体内高效表达。

１２　犲犕犇犎包含体的制备及溶解变性

以超声波细胞粉碎机将诱导表达后的基因工程

菌冰上超声破菌，于４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５

ｍｉｎ收集沉淀。将沉淀分别用含１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ的２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｎａ２ＨＰＯ４ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲

体系 （ｐＨ７．２）、２ｍｏｌ·Ｌ
－１尿素和含１０ｍｍｏｌ·

Ｌ－１ＥＤＴＡ的０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００反复洗涤后得到

ｅＭＤＨ包含体。通过ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测，得到 的 包 含 体 与 ＭＤＨ 亚 基 分 子 量 一 致

（３２０００）。

以含８ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸胍、２０ｍｍｏｌ·Ｌ１ＤＴＴ

的１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．６）缓冲液作

为包含体的变性缓冲液。取一定质量的ｅＭＤＨ 包

含体，用变性缓冲液溶解后，置于３７℃恒温１ｈ。

通过Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白质定量法测定变性液的蛋白质

浓度。

１３　犲犕犇犎复性及活性测定

向含有一定量的甜菜碱或海藻糖的复性缓冲液

（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．６）中加入一定

量的包含体变性液，充分振荡后置于４℃，２４ｈ后

参照文献 ［１８］方法测定其比活，定义每分钟生成

１μｍｏｌＮＡＤＨ所需的ｅＭＤＨ量为１个酶活性单位

（Ｕ）。最终复性液组成为一定浓度的盐酸胍和渗透

剂、５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＴＴ、１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ（ｐＨ７．６），最终复性液体积为１ｍｌ。所有复

性实验均重复３次取平均值。

１４　犃犖犛外源荧光光谱分析

向在不同盐酸胍和渗透剂 （甜菜碱或海藻糖）

浓度下复性后的 ｅＭＤＨ 溶液中加入一定量的
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ＡＮＳ，使得ｅＭＤＨ 与 ＡＮＳ的摩尔比为１∶２００。

待ｅＭＤＨ 与 ＡＮＳ结合３０ｍｉｎ后，应用 Ｐｅｒｋｉｎ

ＥｌｍｅｒＬＳ５５荧光光谱仪测定溶液的荧光发射光

谱。荧光激发波长设定为３８０ｎｍ，扣除对照体系

的荧光发射谱后得到苹果酸脱氢酶在不同溶液条件

下的ＡＮＳ外源荧光光谱。

由于未见商品化ｅＭＤＨ，选取与ｅＭＤＨ 结构

最相近的ｓＭＤＨ，测定天然态ｓＭＤＨ的ＡＮＳ外源

荧光作为实验参照。

１５　圆二色光谱分析

以ＪａｓｃｏＪ８１０ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｒ圆二色光谱仪

测定变性ｅＭＤＨ 溶液及在不同盐酸胍和渗透剂

（甜菜碱或海藻糖）浓度下复性后的ｅＭＤＨ的圆二

色光谱。扫描范围为２２０～２５０ｎｍ，酶浓度为０．０５

ｍｇ·ｍｌ
－１。各试样均扫描３次后取平均值；最终

结果用摩尔椭圆度 （θ）表示。并测定天然态

ｓＭＤＨ的圆二色光谱作为实验参照。

２　结果与讨论

２１　盐酸胍浓度对犲犕犇犎复性的影响

由于复性液中盐酸胍的终浓度对变性蛋白质的

复性收率影响很大［８９］，首先考察了复性液中盐酸

胍浓度对复性后ｅＭＤＨ 活性的影响。图１是在

０．０６～０．６ｍｏｌ·Ｌ
－１盐酸胍浓度范围内、ｅＭＤＨ

的终浓度为０．０５ｍｇ·ｍｌ
－１时，４℃复性２４ｈ后

ｅＭＤＨ的比活变化。

图１　盐酸胍浓度对苹果酸脱氢酶复性的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧｄｎＣｌｏｎｒｅｆｏｌｄｉｎｇｏｆｅＭＤＨ
　

从图１可以看出，在盐酸胍浓度为０．２ｍｏｌ·

Ｌ－１时ｅＭＤＨ复性后比活达到最大值，而过高或过

低的盐酸胍浓度均不能获得较好的复性效果。

ｅＭＤＨ是由相同的亚基结合而成的同源二聚体分

子，亚基间的结合主要通过氢键及疏水相互作用。

过高的盐酸胍浓度会破坏亚基之间的疏水性相互作

用，使ｅＭＤＨ的二聚体形成受到抑制而丧失活性。

Ｓａｎｙａｌ等
［１６］发现０．５～０．７５ｍｏｌ·Ｌ

－１的盐酸胍即

可完全破坏ｓＭＤＨ 的二聚体结构。但在过低的盐

酸胍浓度下，盐酸胍抑制复性过程中ｅＭＤＨ 的中

间体聚集的效果就会相应减弱，ｅＭＤＨ 比活也随

之降低。

２２　渗透剂对犲犕犇犎复性的促进作用

为了分析甜菜碱和海藻糖在ｅＭＤＨ 复性过程

中的作用，考察了不同的盐酸胍浓度下，在复性液

中分别添加０．０５～２．０ｍｏｌ·Ｌ
－１甜菜碱或０．０５～

１．０ｍｏｌ·Ｌ－１海藻糖，４℃复性２４ｈ后ｅＭＤＨ的

比活，结 果 列 于 表 １。最 终 酶 浓 度 为 ０．０５

ｍｇ·ｍｌ
－１。

表１　犲犕犇犎在不同盐酸胍和渗透剂浓度下复性后比活

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狊犿狅犾狔狋犲狅狀犲犕犇犎狉犲犳狅犾犱犻狀犵

犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犌犱狀犆犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

犆ＧｄｎＣｌ

／ｍｏｌ·Ｌ－１
犆ｔｒｅｈａｌｏｓｅ

／ｍｏｌ·Ｌ－１
Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｍｇ－１
犆ｂｅｔａｉｎｅ

／ｍｏｌ·Ｌ－１
Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｍｇ－１

０．１ ０ ２２６．３５±５．３５ ０ ２２６．３５±５．３５

０．０５ ２６４．５２±６．８８ ０．０５ ２６２．１９±４．７３

０．１ ３０４．８７±６．０６ ０．１ ２９１．７８±３．８７

０．２ ３３１．６０±４．４３ ０．５ ３３６．０６±５．１６

０．５ ３９９．１１±７．２７ １．０ ３８１．７７±６．４４

１．０ ３５５．８６±１０．１０ ２．０ ３９４．４０±８．３１

０．２ ０ ２８０．６３±３．０８ ０ ２８０．６３±３．０８

０．０５ ３０４．３４±５．４１ ０．０５ ２８８．３１±３．９９

０．１ ３２７．１５±５．７２ ０．１ ２９０．５７±７．４７

０．２ ３５６．４０±７．３９ ０．５ ３５５．４８±２．６６

０．５ ４１６．６５±２．７３ １．０ ４００．０７±９．２５

１．０ ３６３．４５±８．３６ ２．０ ４２７．５０±１４．５３

０．３ ０ １５５．４４±２．３１ ０ １５５．４４±２．３１

０．０５ ２００．１２±４．４８ ０．０５ １５８．８３±５．４５

０．１ ２４３．２６±９．２５ ０．１ １７５．４１±７．１１

０．２ ２６５．３３±３．７４ ０．５ ２５０．３６±３．６８

０．５ ３６９．２０±６．１８ １．０ ３１８．４２±５．６６

１．０ ３２３．０６±８．２２ ２．０ ３７５．５４±１１．８５

０．４ ０ ９１．１３±７．３６ ０ ９１．１３±７．３６

０．０５ １１９．０７±６．０３ ０．０５ １１６．３５±６．０７

０．１ １５１．４１±４．９９ ０．１ １３１．２５±３．９４

０．２ ２２３．９２±５．１１ ０．５ ２４０．１８±５．７３

０．５ ３５５．１５±５．２６ １．０ ２７２．３９±７．９２

１．０ ３０１．１３±８．７８ ２．０ ３５８．４４±１０．３２

０．６ ０ １０．９８±２．１０ ０ １０．９８±２．１０

０．０５ １５．４５±３．０３ ０．０５ １１．５８±３．０１

０．１ ２２．０３±４．１３ ０．１ １６．１２±３．７９

０．２ ４６．１８±４．００ ０．５ ３１．４４±５．８１

０．５ ８８．７８±３．８６ １．０ ６６．０５±６．２４

１．０ ５８．２５±３．８６ ２．０ ９１．３１±８．５７
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　　从表１中可以看出，０．１～０．６ｍｏｌ·Ｌ
－１的盐

酸胍浓度范围内，甜菜碱和海藻糖作为添加剂都可

以促进ｅＭＤＨ复性，且各盐酸胍浓度下甜菜碱或

海藻糖对复性效果的影响趋势均一致。随甜菜碱浓

度的逐渐升高，ｅＭＤＨ 比活逐渐增大；而随海藻

糖浓度的逐渐升高，ｅＭＤＨ 比活先逐渐增大，当

海藻糖浓度达到１ｍｏｌ·Ｌ－１时又略为减小。

作者对变性还原溶菌酶的复性研究中同样发

现，存在最佳的海藻糖浓度使其复性收率最高［８］。

分析认为，由于海藻糖降低变性蛋白质之间的不可

逆聚集，同时可使正确折叠的蛋白质分子更加稳

定［７］，因而添加浓度适当时可以提高蛋白质复性收

率；但由于海藻糖还可以稳定变性态蛋白质［７］，因

而添加浓度过高又会在一定程度上抑制变性态蛋白

质的正确折叠。

整体而言，盐酸胍浓度范围为０．１～０．４ｍｏｌ·

Ｌ－１时，合适的甜菜碱或海藻糖浓度都可使复性后

ｅＭＤＨ的比活达到３５０Ｕ·ｍｇ
－１以上，明显高于

无添加剂时最适盐酸胍浓度 （０．２ｍｏｌ·Ｌ－１）下

ｅＭＤＨ的比活 （２８０Ｕ·ｍｇ
－１）。

在自发复性的最适盐酸胍浓度 （０．２ｍｏｌ·

Ｌ－１）下 （图２），添加２ｍｏｌ·Ｌ－１甜菜碱或０．５

ｍｏｌ·Ｌ－１海藻糖，复性后ｅＭＤＨ 的比活可达４２０

Ｕ·ｍｇ
－１，较自发复性酶活 （２８０Ｕ·ｍｇ

－１）提高

了５０％。

当未添加渗透剂时，盐酸胍浓度超过 ０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１时，ｅＭＤＨ单体内部及单体之间疏水性

相互作用被抑制，其复性也被抑制。但在盐酸胍浓

度为０．４ｍｏｌ·Ｌ－１时，添加合适浓度的甜菜碱或

海藻糖仍可保证ｅＭＤＨ复性后获得相对的高比活

（图２）。这一结果显示出甜菜碱或海藻糖作为添加

剂应用于ｅＭＤＨ复性的工业化应用前景，添加适

当浓度的甜菜碱或海藻糖，可以在较高的盐酸胍浓

度下得到较好的复性效果，因此在生产过程中可以

减小复性体系的稀释倍数，亦即大幅度降低复性后

的蛋白质溶液的体积，从而降低进一步分离纯化过

程的料液处理量。如本实验中，适当添加渗透剂

后，达到较好复性效果的盐酸胍浓度可从０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１升高至０．４ｍｏｌ·Ｌ－１，料液处理量可减

少１／２，有利于实现大规模生产。

２３　复性产物结构分析

很多研究都表明渗透剂可以稳定天然态蛋白质

的结构［１３，１０，１９］。如甜菜碱和海藻糖都可以提高盐

（ａ）

　

（ｂ）

图２　不同盐酸胍浓度下渗透剂浓度对ｅＭＤＨ复性的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｏｓｍｏｌｙｔｅｏｎｅＭＤＨｒｅｆｏｌｄｉｎｇ

ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＧｄｎＣｌ
　

酸胍诱导的溶菌酶去折叠过程的自由能变化，在相

同的盐酸胍浓度下，甜菜碱和海藻糖溶液中的溶菌

酶分子更易于保持天然态的构象［９］。另外，渗透剂

可以促进未折叠的蛋白质分子正确折叠［１０１１，１９］，并

且可以抑制热变性过程中蛋白质的聚集、诱发伸展

肽链产生α螺旋和三级结构
［２０］。为了考察甜菜碱

和海藻糖对ｅＭＤＨ 作用后产物的结构变化特性，

利用荧光探针 （ＡＮＳ）和ＣＤ对自发复性和添加剂

辅助复性后的产物进行了分析。

２．３．１　复性产物的 ＡＮＳ外源荧光分析　在盐酸

胍浓度为０．１、０．４ｍｏｌ·Ｌ－１时，分别考察了不添

加渗透剂，添加０．５、２ｍｏｌ·Ｌ－１甜菜碱或添加

０．２、０．５ｍｏｌ·Ｌ－１海藻糖时，复性后ｅＭＤＨ 的

ＡＮＳ外源荧光光谱，结果见图３、图４ （所有荧光

实验中ｅＭＤＨ浓度均为０．０５ｍｇ·ｍｌ
－１）。图３中

同时给出了天然态ｓＭＤＨ 的 ＡＮＳ外源荧光作为

对照。

对于天然态ｓＭＤＨ，其 ＡＮＳ外源荧光很弱

（图３），说明天然态 ＭＤＨ表面的疏水性残基暴露
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（ａ）犆ＧｄｎＣｌ＝０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１

　

（ｂ）犆ＧｄｎＣｌ＝０．４ｍｏｌ·Ｌ
－１

图３　不同盐酸胍浓度下甜菜碱浓度对ｅＭＤＨ

复性产物ＡＮＳ外源荧光的影响

Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＡＮＳｂｏｕｎｄｔｏｅＭＤＨ

ｒｅｆｏｌｄｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＧｄｎＣｌａｎｄｂｅｔａｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｂｅｔａｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｏｌ·Ｌ－１：

１—０；２—０．５；３—２；４—ｎａｔｉｖｅｓＭＤＨ

　

较少。对比图３、图４，未添加渗透剂时，在０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１和０．４ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸胍溶液中ＡＮＳ外源

荧光强度明显升高，且在０．４ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸胍溶

液中ＡＮＳ外源荧光强度更大。这说明在这两种盐

酸胍浓度下，ｅＭＤＨ 的表面疏水性残基暴露程度

都明显高于天然态，且０．４ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸胍溶液

中疏水性残基的暴露程度更高，这与Ｓａｎｙａｌ等
［１６］

对ｓＭＤＨ的研究结果一致。此时ｅＭＤＨ复性产物

的结构相对松散，特别是当盐酸胍浓度较高 （０．４

ｍｏｌ·Ｌ－１）时，由于盐酸胍抑制ｅＭＤＨ亚基内部

和亚基之间的疏水性相互作用，使肽链不易折叠，

疏水性基团暴露更为明显，即折叠单体和二聚体的

正确结构均不易形成，因而体现出较低的比活 （表

１）。但当添加渗透剂甜菜碱或海藻糖后 （图３、图

４），两种盐酸胍浓度下，复性后ｅＭＤＨ的ＡＮＳ外

源荧光强度均明显降低，且添加浓度越高，荧光强

（ａ）犆ＧｄｎＣｌ＝０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１

　

（ｂ）犆ＧｄｎＣｌ＝０．４ｍｏｌ·Ｌ
－１

图４　不同盐酸胍浓度下海藻糖浓度对ｅＭＤＨ

复性产物ＡＮＳ外源荧光的影响

Ｆｉｇ．４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＡＮＳｂｏｕｎｄｔｏｅＭＤＨ

ｒｅｆｏｌｄｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＧｄｎＣｌａｎｄｔｒｅｈａｌｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｔｒｅｈａｌｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｏｌ·Ｌ－１：

１—０；２—０．２；３—０．５

　

度越低，表明甜菜碱或海藻糖均可以有效抑制

ｅＭＤＨ疏水性残基的暴露，即有效促进ｅＭＤＨ 亚

基的折叠以及亚基之间通过疏水性相互作用的结

合，因此也表现出较高的活性 （表１）。

２．３．２　复性产物的圆二色光谱分析　在盐酸胍浓

度为０．１、０．４ｍｏｌ·Ｌ－１时，分别考察了不添加渗

透剂、添加１ｍｏｌ·Ｌ－１甜菜碱或添加０．５ｍｏｌ·

Ｌ－１海藻糖时ｅＭＤＨ复性产物的圆二色光谱，结果

见图５，ｅＭＤＨ浓度均为０．０５ｍｇ·ｍｌ
－１。由于溶

液中盐酸胍的影响，圆二色光谱仅能正确扫描

２２０～２５０ｎｍ波长。

圆二色光谱可以反映蛋白质分子的二级结构信

息，２２２ｎｍ附近的θ值的绝对值越大则表示分子

中含有更多的α螺旋。从图５可以看出，变性态的

ｅＭＤＨ基本丧失了其α螺旋结构，而不同条件下
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（ａ）犆ＧｄｎＣｌ＝０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１

　

（ｂ）犆ＧｄｎＣｌ＝０．４ｍｏｌ·Ｌ
－１

图５　ｅＭＤＨ复性产物的圆二色光谱图

Ｆｉｇ．５　ＣＤｓｐｅｃｔｒａｏｆｅＭＤＨ

１—ｄｅｎａｔｕｒｅｄｅＭＤＨ；２—ｒｅｆｏｌｄｅｄｅＭＤＨ

ｗｉｔｈｏｕｔｏｓｍｏｌｙｔｅ；３—ｒｅｆｏｌｄｅｄｅＭＤＨｉｎｔｈｅ

ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ１ｍｏｌ·Ｌ－１ｂｅｔａｉｎｅ；

４—ｒｅｆｏｌｄｅｄｅＭＤＨｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ

０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｔｒｅｈａｌｏｓｅ；５—ｎａｔｉｖｅｓＭＤＨ

　

的复性产物均形成了α螺旋结构，且复性产物的

比活随α螺旋结构的形成而增大。

晶体结构研究显示，ｅＭＤＨ 二聚体界面处的

相互作用主要是由结构紧密的α螺旋相互作用
［１８］。

在溶液环境中，苹果酸脱氢酶的二聚体结构对于其

催化活性有很重要的意义［１８，２１］。本文结果证明，

由于甜菜碱或海藻糖均可有效促进不同浓度盐酸胍

溶液中ｅＭＤＨ的α螺旋结构的生成，促进其二聚

体结构的形成，因此表现出其促进复性的作用。研

究表明［２０］，渗透剂可以诱导溶菌酶分子的α螺旋

和三级结构形成，同时抑制分子间的相互作用，这

也与本文结果一致。

如前所述，ＭＤＨ折叠可以由部分折叠的单体

生成正确折叠的单体，进而生成天然态二聚体；也

可以由部分折叠的单体直接生成部分折叠的二聚体

结构，经折叠后生成天然态二聚体［１５１６］。一般认

为，渗透剂溶液中，蛋白质是优先水合的［１１，１９］，

部分折叠态蛋白质在渗透剂溶液中化学势增大［９］，

蛋白质更易于以天然态存在。结合本文通过 ＡＮＳ

外源荧光及ＣＤ分析，可以认为甜菜碱和海藻糖均

可以通过促进ｅＭＤＨ部分折叠单体或部分折叠二

聚体的正确折叠而促进其复性，提高酶活性。

３　结　论

在不同的盐酸胍浓度下，甜菜碱和海藻糖均可

以促进大肠杆菌苹果酸脱氢酶复性。在本文实验条

件下，随甜菜碱浓度逐渐升高，复性后苹果酸脱氢

酶的比活逐渐增大；而海藻糖则出现最佳浓度

（０．５ｍｏｌ·Ｌ－１）使得复性效果达到最高。通过

ＡＮＳ外源荧光分析发现，添加甜菜碱和海藻糖均

可以降低苹果酸脱氢酶表面疏水性区域的暴露程

度，促进α螺旋结构的生成。在盐酸胍浓度较高

的复性体系中，加入合适浓度的甜菜碱或海藻糖仍

可有效促进苹果酸脱氢酶的复性，显示出渗透剂作

为添加剂在实际蛋白质复性过程中的应用前景。
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