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研究论文 蛋白质水力学半径的测定及用于蛋白质

变性过程的实时监控
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摘要：采用纳米粒度分析仪ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏ测定了牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）的水力学半径，考察了ｐＨ、离子强度、

表面活性剂等的影响，并用于ＢＳＡ热变性和脲变性过程的实时跟踪。随ｐＨ增大，ＢＳＡ水力学半径呈 “Ｕ”形

变化趋势；酸性条件下，分子膨胀，随着盐浓度升高，ＢＳＡ分子先小幅减小后显著增大；中性ｐＨ范围，离子

强度对蛋白质分子尺寸影响很小，蛋白质性质相对稳定。离子型表面活性剂在蛋白质表面吸附，从而影响ＢＳＡ

水力学半径。通过水力学半径的测量实时跟踪蛋白质变性过程的分子变化，发现增加热变性中离子强度可加快

变性速率，ＳＤＳ加入增大了ＢＳＡ变性温度犜ｍ。脲在促使ＢＳＡ分子扩张的同时，对链伸展有抑制作用；在ＤＴＴ

存在下，ＢＳＡ的水力学半径随着时间变化逐渐增大。结果表明，简便的水力学半径测量可以用于蛋白质大小的

表征，并可实时跟踪蛋白变性过程的分子尺度变化。
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引　言

随着生物技术工业的快速发展，对下游分离纯

化过程提出了越来越高的要求。采用有效的表征手

段，准确、快速、实时地测定蛋白质分子的分子

量、空间尺度、表面电荷特性等参数，可以为下游

过程的优化和设计提供指导［１２］。文献报道，通过

检测不同条件下酵母乙醇脱氢酶的大小，可协助选

择最佳微滤条件，大大提高了分离收率［３］。

常规测量蛋白质大小的方法，如电泳和凝胶过

滤法，需要标准蛋白作为参照，且过程费时费力。

常见的粒度分析方法有显微镜法、沉降法、光散射

法和电超声法等，难以测量小于１０ｎｍ的蛋白质

分子。水力学半径是一个和真实颗粒具有相同扩散

速率的 假想球体的半径，基于布 朗 运 动，由

ＳｔｏｋｅｓＥｉｎｓｔｅｉｎ方程计算得到，常采用光子相关光

谱法测定胶体等超细颗粒的水力学半径［４］。水力学

半径受温度、黏度、扩散系数、溶液ｐＨ、离子强

度以及吸附性物质等影响，这对于了解诸如蛋白质

在溶液中的真实状况，以及分析蛋白质分离纯化过

程中的形态变化具有重要的意义。

本文将采用Ｍａｌｖｅｒｎ公司的最新仪器Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ

Ｎａｎｏ纳米粒度分析仪，以牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）

为模型蛋白，测定不同ｐＨ、离子强度、表面活性

剂添加等条件下ＢＳＡ水力学半径的变化，通过实

时监测来跟踪ＢＳＡ热变性、脲变性和ＤＴＴ变性过

程中分子大小的变化，以了解蛋白质变性过程的分

子变化和变性机理。

１　材料与方法

１１　设备与材料

ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ型Ｚｅｔａ电位和粒度分析仪，

英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司，采用光子相关光谱法，结合非

侵入式背投光散射技术，排除了多角度光散射以及

样品污染带来的影响，提高了测量精度和范围，可

用于分析超细纳米尺度的胶体颗粒 （如蛋白质分

子）水力学半径，无需参照物，测量快捷，且不破

坏样品［５］；Ｍｏｄｅｌ８６８ｐＨ计，美国ＴｈｅｒｍｏＯｒｉｏｎ

公司；０．２２μｍ 微孔滤膜，上海兴亚净化材料厂；

牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）及十二烷基磺酸钠 （ＳＤＳ），

上海生物工程公司；十六烷基三甲基氯化铵

（ＣＴＡＢ），上海新华活性材料研究所；其余试剂均

为市售分析纯。

１２　溶液条件对犅犛犃水力学半径影响

ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ型Ｚｅｔａ电位和粒度分析仪

测定ＢＳＡ的水力学半径，ＢＳＡ 浓度为１．０ｍｇ·

ｍｌ－１，溶液经０．２２μｍ 微滤膜过滤，测定９次，

取平均值。

ｐＨ影响：配制含１００ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＮａＣｌ的ＢＳＡ溶

液，调节ｐＨ处于２～１２，控制电导为５．６ｍＳ·ｃｍ
－１。

离子强度影响：分别以０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ配

制ｐＨ２．０的ＢＳＡ溶液，１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ ＴｒｉｓＨＣｌ

缓冲液配制ｐＨ８．０的ＢＳＡ溶液，ＮａＣｌ浓度按梯

度配制。

表面活性剂影响：０．２ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸醋酸钠

缓冲液 （ｐＨ５．６）配制ＢＳＡ溶液，加不同量ＳＤＳ；

０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液 （ｐＨ８．０）配制

ＢＳＡ溶液，加不同量ＣＴＡＢ。不含蛋白的表面活

性剂溶液作对照。

１３　热变性过程中犅犛犃水力学半径变化

１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液 （ｐＨ８．０）配

制ＢＳＡ溶液，考察离子强度影响时，ＮａＣｌ浓度按

梯度配制；考察ＳＤＳ影响时，加适量ＳＤＳ，浓度分

别为０．４×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１和０．８×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１。

温度每升高１℃测定１次，温度平衡时间为３ｍｉｎ。

１４　脲和犇犜犜变性过程中犅犛犃水力学半径变化

１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液 （ｐＨ８．０）配

制ＢＳＡ溶液，添加不同浓度的脲和 ＤＴＴ，考察

ＢＳＡ水力学半径的变化。

２　结果和讨论

２１　狆犎对犅犛犃水力学半径影响

测定了不同溶液ｐＨ下ＢＳＡ的水力学半径，结
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果如图１。由图可知，随着ｐＨ的增大，ＢＳＡ的水力

学半径呈 “Ｕ＂ 形分布，该结果与凝胶过滤法测定的

分子大小变化趋势相一致［６］。ｐＨ对ＢＳＡ分子尺度

的影响可用５种状态表示
［７］：Ｅ（ｅｘｐａｎｄｅｄ）←→

Ｆ（ｆａｓｔ）←→Ｎ（ｎｏｒｍａｌ）←→Ｂ（ｂａｓｉｃ）←→Ａ（ａｇｅｄ）。

ＢＳＡ水力学半径随ｐＨ的变化趋势正是这５种状态

转化的表观体现。

图１　ｐＨ对ＢＳＡ水力学半径的影响

Ｆｉｇ．１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐＨｏｎｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓｏｆＢＳＡ
　

ｐＨ５～７之间ＢＳＡ处于自然状态Ｎ，水力学半

径保持在４ｎｍ左右，蛋白质分子结构相对稳定。

ｐＨ＜５时，α螺旋向β折叠和自由卷曲转变，导致

Ｎ→Ｆ状态的转变，水力学半径略有增长；ｐＨ＜

３．５，二硫键破坏导致ＢＳＡ变性，水力学半径显著

增加，ｐＨ２．５时ＢＳＡ分子达到完全伸展的状态Ｅ，

水力学半径接近６ｎｍ；当ｐＨ７～９之间，ＢＳＡ分

子进行Ｎ→Ｂ状态的渐进转变，四级结构微弱重

组，呈现结构上的波动；ｐＨ＞１０，ＢＳＡ变性，造

成水力学半径的显著增大。

２２　离子强度对犅犛犃水力学半径的影响

分别考察了两个ｐＨ （ｐＨ２．０和ｐＨ８．０）下，

不同ＮａＣｌ浓度对ＢＳＡ水力学半径的影响，结果见

图２和图３，表现出不同的变化规律。当ｐＨ２．０

时，ＢＳＡ水力学半径随离子强度的增加先小幅度

减小，然后迅速增大。这种影响可以归结为静电力

和疏水力共同作用的结果。在相对低的浓度范围

（０～３００ｍｍｏｌ·Ｌ
－１），随着ＮａＣｌ浓度的增加，分

子内的疏水作用增强，抑制了ＢＳＡ的酸性膨胀
［８］，

所以水力学半径缓慢变小。随着盐浓度的增加 （大

于３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１），分子间的静电斥力趋于零，

疏水基团逐渐暴露，ＢＳＡ分子开始聚集，水力学

半径显著增大。ＮａＣｌ浓度达到７５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，

溶液中产生白色沉淀，即发生了盐析。ｐＨ８．０时，

离子强度对ＢＳＡ水力学半径几乎不产生影响，盐

浓度高达４．０ｍｏｌ·Ｌ－１，ＢＳＡ水力学半径仍保持

在４．０ｎｍ左右，说明该条件下ＢＳＡ分子结构相对

稳定，始终处于紧密状态。结果表明，ＢＳＡ在中

性条件下是稳定的，这个结果在生理学上具有重要

意义。

图２　离子强度对ＢＳＡ水力学半径的影响 （ｐＨ２．０）

Ｆｉｇ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎＢＳＡ

ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓａｔｐＨ２．０
　

图３　离子强度对ＢＳＡ水力学半径的影响 （ｐＨ８．０）

Ｆｉｇ．３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎＢＳＡ

ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓａｔｐＨ８．０
　

２３　表面活性剂对犅犛犃水力学半径影响

考察了阴离子表面活性剂ＳＤＳ和阳离子表面

活性剂ＣＴＡＢ对ＢＳＡ水力学半径影响，结果见图

４和图５。由图可知，随着表面活性剂浓度增加，

水力学半径增大，并在某一浓度下达到最大值，随

后呈现下降趋势。当表面活性剂浓度较低时，由于

离子型表面活性剂在蛋白质表面的吸附，造成蛋白

质水力学半径的增大；不同表面活性剂的吸附量和

分子链长有差别，因此水力学半径的增大幅度略有

不同。当表面活性剂浓度达到临界胶束浓度

（ＣＭＣ）后，会在溶液中形成胶束，导致胶束和

ＢＳＡ竞争溶液中的自由表面活性剂，并且仪器测

出的是胶束和ＢＳＡ混合物的平均水力学半径，造

成偏差，因此测量的水力学半径达到最大值后呈现
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图４　表面活性剂ＳＤＳ对ＢＳＡ水力学半径影响

Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＳＤＳｏｎＢＳＡｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ

ｒａｄｉｕｓ（ｐＨ５．６）

　

图５　表面活性剂ＣＴＡＢ对ＢＳＡ水力学半径影响

Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＣＴＡＢｏｎＢＳＡｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ

ｒａｄｉｕｓ（ｐＨ８．０）

　

下降趋势，该结果与文献报道相符［９］。

２４　热变性过程中犅犛犃水力学半径变化

考察了ＢＳＡ在不同 ＮａＣｌ浓度和添加ＳＤＳ条

件下，热变性过程中水力学半径的变化。结果如图

６和图７。由图６可知，随着温度的升高，ＢＳＡ水

力学半径先保持不变，当达到临界温度犜ｍ 后，发

生变性，水力学半径开始随温度升高而显著增加。

随离子强度增大，ＢＳＡ变性速率明显加快，而变

性温度犜ｍ 几乎不变。从图７中可以看出，添加低

浓度的ＳＤＳ，明显提高了ＢＳＡ的变性温度犜ｍ，实

验验证了文献报道的 “低浓度ＳＤＳ对ＢＳＡ结构具

有保护作用”［１０］。该现象可以用交联作用来解释，

ＢＳＡ蛋白分子中的非极性残基和带正电残基可以

通过ＳＤＳ连接，使得ＢＳＡ在热变性中更加稳定。

２５　犅犛犃在脲和犇犜犜变性过程中水力学半径变化

考察了脲浓度以及添加ＤＴＴ对ＢＳＡ水力学半

径影响，结果见图８。由图可知，只有脲存在时，

随着脲浓度增加，ＢＳＡ水力学半径逐渐增大，但

是增大幅度有限，蛋白质分子呈现逐步扩张的趋

图６　热变性过程中ＮａＣｌ浓度对ＢＳＡ水力学

半径变化的影响

Ｆｉｇ．６　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＢＳＡ

ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｍａｌｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ
　

图７　热变性过程中ＳＤＳ浓度对ＢＳＡ水力学

半径变化的影响

Ｆｉｇ．７　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＳＤＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＢＳＡ

ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｍａｌｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ
　

势，８ｍｏｌ·Ｌ－１脲浓度下 ＢＳＡ 水力学半径达到

８．７ｎｍ。当加入ＤＴＴ后，呈现不同的变化规律。

溶液中存在２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＴＴ时，由于二硫键

被破坏，ＢＳＡ分子充分展开，水力学直径可以达

到１７．５ｎｍ；随着脲浓度的增加，水力学半径先是

急剧减小，当脲浓度为４ｍｏｌ·Ｌ－１时，达到最小

值 （约６．４ｎｍ），随后水力学半径又呈现上升的趋

势。结果表明，脲的作用是复杂的，具有双重作

用，一方面能够促使蛋白分子的扩张，另一方面一

定浓度下 （＜４ｍｏｌ·Ｌ
－１）还能抑制肽链的伸

展［１１］。可能原因如下：脲可以改变水化层结构，

从而影响蛋白的高级结构使蛋白分子扩张；而

ＤＴＴ能直接破坏蛋白分子的二硫键，促使肽链的

充分伸展；当二硫键被打开后，低浓度的脲又可以

通过多肽链特定位点的结合，抑制蛋白质分子的扩

张；当脲浓度大于４ｍｏｌ·Ｌ－１，扩张作用占主导

地位［１２］。进一步考察了脲变性过程中ＢＳＡ水力学
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半径随时间的变化，结果见图９。ＢＳＡ水力学半径

在前１００ｍｉｎ内，呈直线上升趋势，随后增长速率

逐渐变小，最后达到稳定，结果表明ＢＳＡ分子结

构变化是个渐进的过程，快速而精确的水力学半径

测定可以用于蛋白质分子尺度变化的实时跟踪。

图８　脲和ＤＴＴ对ＢＳＡ水力学半径影响

Ｆｉｇ．８　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｕｒｅａａｎｄＤＴＴｏｎＢＳＡ

ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓ
　

图９　脲变性过程中ＢＳＡ水力学半径的变化

Ｆｉｇ．９　ＶａｒｉａｔｉｏｎｏｆＢＳＡｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓａｓ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｄｕｒｉｎｇｕｒｅａｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ
　

３　结　论

借助合适的纳米粒度分析仪，测定了ＢＳＡ水

力学半径，考察了ｐＨ、离子强度、表面活性剂等

影响，并用于ＢＳＡ热变性和脲变性过程的实时跟

踪。结果表明，ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏ可以用于蛋白质水

力学半径的测量，结果稳定可靠，分析过程快捷。

ｐＨ、离子强度、表面活性剂等都对蛋白质分子产

生影响，可用水力学半径进行表征。初步研究表

明，通过简便的水力学半径测量，可以实现蛋白变

性过程中分子尺度变化的实时跟踪。进一步研究不

同的蛋白质对象，获得规律性认识，将有助于蛋白

变性和复性的机理探讨和过程优化。
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