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研究论文 渗透剂与人工伴侣耦合辅助苹果酸

脱氢酶包含体的复性

张拓宇，董海龙，董晓燕

（天津大学化工学院，天津３０００７２）

摘要：苹果酸脱氢酶不仅是一种重要的糖代谢酶，而且具有较高的经济价值和理论研究价值。为了获得苹果酸

脱氢酶包含体的有效体外复性方法，本文将渗透剂 （蔗糖，甜菜碱，海藻糖）与人工伴侣体系 （ＣＴＡＢ／βＣＤ）

耦合，进行了大肠杆菌苹果酸脱氢酶 （ｅＭＤＨ）包含体的体外复性研究。结果发现，人工伴侣与蔗糖或甜菜碱

耦合，可明显提高ｅＭＤＨ包含体的复性效果，复性后产物的活性较稀释复性提高了２倍以上；但未发现海藻糖

与人工伴侣存在这种耦合作用。同时发现，耦合作用还可降低人工伴侣体系中ＣＴＡＢ与βＣＤ的最佳配比 （从

１∶８下降到１∶６），从而可提升人工伴侣体系的总用量，实现较高酶浓度条件下的有效复性。另外，利用渗透剂

对蛋白质的热保护作用，实现了在较高温度 （１５℃）下ｅＭＤＨ包含体的复性。对复性产物结构的初步分析发现，

耦合作用可使ｅＭＤＨ分子的α螺旋及二聚体含量明显增多，因此复性产物的活性也显著提高。
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引　言

苹果酸脱氢酶 （ｍａｌａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＥＣ

１．１．１．３７，ＭＤＨ）是一种重要的糖代谢酶，在生

物体内特异性催化Ｌ苹果酸成为草酰乙酸，从而

完成三羧酸循环。利用 ＭＤＨ的底物专一性，可将

其用于拆分ＤＬ苹果酸得到Ｄ苹果酸———重要的

非天然有机酸，在制药行业作为手性源，在某些手

性化合物的不对称合成过程中均具有不可替代的作

用［１］。此外，ＭＤＨ是一种典型的寡聚体结构蛋白

质，具有同源二聚体分子结构。它由相同的亚基以

非共价键结合而成，但分子内维系二聚体结构的非

共价键易被酸、碱、高浓度盐所破坏，导致其分子

的不稳定性。由于其特有的结构及性质，常作为研

究寡聚蛋白分子间相互作用的模型蛋白质［２３］。特

别是 ＭＤＨ的体外复性过程需要经历亚基折叠及

亚基二聚体化两个过程，因此在蛋白质折叠平衡

动力学及折叠机理的研究中也常被作为模型蛋

白质［４］。

基于苹果酸脱氢酶的潜在经济价值和理论研究

价值，本文将利用含有重组质粒ｐＢＶ２２０ｅＭＤＨ

的基因工程菌表达的大肠杆菌苹果酸脱氢酶

（ｅＭＤＨ）包含体，研究开发有效的ｅＭＤＨ体外复

性方法。

在蛋白质的复性研究中，高浓度包含体蛋白质

的复性是研究的焦点。由于蛋白质的复性包含着分

子内折叠和分子间聚集的竞争动力学过程，抑制分

子间聚集成为提高复性收率的关键。研究表明，广

泛存在于生物体内的渗透剂可有效保护蛋白质等生

物大分子，对多种蛋白质的体外复性有很好的促进

作用［５６］；并发现在复性过程中加入甜菜碱、海藻

糖等渗透剂，可以进一步提高分子伴侣辅助 ＭＤＨ

复性的效果［７８］。人工伴侣是模拟分子伴侣构建的

复性体系，对多数蛋白质有很好的辅助复性作

用［９］，并因其稳定性高、价格便宜和易于分离除

去等优点而备受关注。但研究发现，虽然人工伴

侣对ｅＭＤＨ也有很好的促进复性作用，但当复性

体系的酶浓度较高时，促进复性效果明显下

降［１０］。为了开发更有效的包含体蛋白质的复性方

法，本文将蔗糖、甜菜碱和海藻糖与人工伴侣体

系 （ＣＴＡＢ／βＣＤ）耦合，考察了不同复性条件下

的复性效果，并对较高浓度的ｅＭＤＨ 包含体进行

了复性。

１　材料和方法

１１　实验材料

大肠杆菌苹果酸脱氢酶包含体由本实验室构建

的含有重组质粒ｐＢＶ２２０ｅＭＤＨ 的基因工程菌表

达；甜菜碱，Ｌ苹果酸购自Ｓｉｇｍａ公司；海藻糖，

二硫苏糖醇 （ＤＴＴ），脲 （ｕｒｅａ），Ｔｒｉｓ，ＥＤＴＡ

Ｎａ２ 购自 Ｇｅｎｖｉｅｗ 公司。其他试剂均为国产分

析纯。

１２　犲犕犇犎包含体的制备及溶解变性

用超声波细胞粉碎机将诱导表达后［１０］的基因

工程菌冰上超声破菌，于４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离

心１５ｍｉｎ收集沉淀。将沉淀分别用含１ｍｍｏｌ·

Ｌ－１ ＥＤＴＡ、２ ｍｏｌ·Ｌ－１ 脲 的 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２ＨＰＯ４ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲液 （ｐＨ ７．２）和含 １０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ的０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液反

复洗涤后即得到ｅＭＤＨ包含体 （图１）。

图１　ｅＭＤＨ包含体纯化产物ＳＤＳＰＡＧＥ图

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳＰＡＧＥｐｒｏｆｉｌｅｏｆｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅＭＤＨ

１—Ｍａｒｋｅｒ；２—ｅＭＤＨｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｕｒｅａ；３—ｅＭＤＨ

ｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＴｒｉｔｏｎＸ１００；４—ｐｕｒｉｆｉｅｄｅＭＤＨ

　

以含８ｍｏｌ·Ｌ－１脲、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＴＴ的

１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．６）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０．５ｈ变性。以

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定变性液的蛋白质浓度。

１３　犲犕犇犎复性

１．３．１　人工伴侣辅助复性　将变性蛋白液与含一

定量ＣＴＡＢ的复性缓冲液 （５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＴＴ，ｐＨ７．６）混合，使其

与ＣＴＡＢ结合１５ｍｉｎ；然后加入βＣＤ开始复性。
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ＣＴＡＢ与βＣＤ的用量根据实验需要进行调整；脲

浓度和蛋白浓度根据实验需要改变。将复性体系置

于一定温度下，经过一段时间 （９０ｍｉｎ，此时间是

通过复性动力学实验结果确定的反应达到平衡的时

间，下同。）复性后，取样测活。

１．３．２　渗透剂与人工伴侣耦合作用辅助复性　在

复性液中除添加一定量的人工伴侣外，还添加一定

浓度的渗透剂 （蔗糖，甜菜碱，海藻糖）。渗透剂

的添加分两种方式：一是在捕获过程中添加，即先

让变性蛋白与含一定量渗透剂的ＣＴＡＢ溶液混合，

结合１５ｍｉｎ后加入βＣＤ剥离；二是在剥离过程中

添加，即先使变性蛋白与ＣＴＡＢ结合１５ｍｉｎ后，

再加入βＣＤ并同时加入相应量的渗透剂。复性在

一定温度下进行，复性１２０ｍｉｎ后取样测活。实验

对照组为自发复性 （稀释复性，复性６０ｍｉｎ）、人

工伴侣及渗透剂单独复性 （均为最佳的添加浓度，

复性９０ｍｉｎ）。

１４　复性产物的分析

１．４．１　活性分析　ＭＤＨ 活性通过测定Ｌ苹果酸

氧化反应的过程得到［１１］。即向９４０μｌ底物混合物

（９０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１　 焦磷酸钠，１．５ ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＮＡＤＨ和４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｌ苹果酸，ｐＨ８．７５）内

加入ｅＭＤＨ 溶液１０μｌ混匀后开始反应，并测量

３４０ｎｍ 波长下吸光度的增加值 （由反应过程中

ＮＡＤ转化成 ＮＡＤＨ 引起）。设定 ＮＡＤＨ 的摩尔

吸光常数为６３００Ｌ·ｍｏｌ－１·ｃｍ－１，计算得到

ｅＭＤＨ的活性 （１个酶活性单位定义为每分钟生成

１μｍｏｌＮＡＤＨ所需要的酶量）和比活 （每 ｍｇ蛋

白对应的酶活性单位）；其中蛋白质的浓度通过

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测量得到。整个活性测量过程在２５℃

条件下进行。

１．４．２　圆二色 （ＣＤ）光谱分析　使用圆二色

（ＣＤ）光谱仪ＪＡＳＣＯＪ８１０测量ｅＭＤＨ 分子的二

级结构。选取光程为５ｍｍ，数据采集间隔为０．５

ｎｍ。样品浓度为０．１ｍｇ·ｍｌ
－１，扫描波长范围为

２５０～２００ｎｍ。所有ＣＤ值通过相同缓冲液的背景

吸收修正，采用５次测量求平均值消除仪器噪声，

平均残基分子量取３１２，实验温度为２５℃。截取

２５０～２１０ｎｍ 之间的数据做出 ＣＤ 曲线；使用

ＣＤＰｒｏ软件对此部分数据进行拟合计算，得到不同

二级结构在蛋白中的百分含量，取平行实验样品的

计算结果算出平均值与偏差，作为最终结果。

１．４．３　体积排阻色谱　使用高效液相色谱仪和体

积排阻色谱柱Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５１０／３００ＧＬ （球蛋白的

分辨范围是３０００～７００００）进行分析。色谱流动相

为０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸钠ｐＨ７．６。流速为０．２ｍｌ·

ｍｉｎ－１，上样量为１００μｌ。通过洗脱色谱图分析复

性蛋白质的分子量。

２　结果与讨论

２１　渗透剂与人工伴侣耦合辅助犲犕犇犎复性

为了考察渗透剂与人工伴侣的耦合作用及不同

耦合方式的作用效果，实验设计以不同的添加方式

（如１．３．２所述）加入蔗糖、甜菜碱和海藻糖，观

察它们与人工伴侣共同辅助ｅＭＤＨ 的复性，结果

示于表 １，此时复 性 液 中 蛋 白 质 的 终 浓 度 为

０．１ｍｇ·ｍｌ
－１。

由表１可以看到，除海藻糖外，在剥离阶段加

入渗透剂，其复性效果均明显高于自发复性和单独

辅助复性。说明在本实验条件下，蔗糖和甜菜碱与

人工伴侣耦合可有效提高ｅＭＤＨ 的复性效果。但

在捕获阶段添加渗透剂后，耦合复性效果很小 （甜

菜碱）甚至没有体现 （蔗糖和海藻糖）。

研究表明，蔗糖的主要作用是增大溶液黏度，

减少蛋白质分子间的相互作用［１２］；而海藻糖和甜

菜碱则主要体现在对变性蛋白和折叠中间体的保

护，同时甜菜碱还有与蛋白疏水结合的作用［１３１４］。

由此分析，如在剥离阶段添加适量的渗透剂，即可

减少βＣＤ在剥离ＣＴＡＢ启动蛋白折叠过程中折叠

中间体之间的聚集，从而进一步提高蛋白质的复性

收率。相反，若在捕获阶段添加渗透剂，由于渗透

剂对变性蛋白质分子的作用限制了ＣＴＡＢ对其的

捕获，因此就使得人工伴侣不能发挥正常的辅助复

性作用。另外，海藻糖无论在什么条件下，均没有

体现出与人工伴侣的耦合作用，甚至对人工伴侣有

抑制作用 （在捕获阶段添加），这一结果与前人对

海藻糖与分子伴侣耦合的研究［７］结果相似，说明海

藻糖也不具有与人工伴侣的耦合作用，其原因将在

２．２中分析讨论。由于捕获阶段添加渗透剂并不能

有效提高人工伴侣的作用，因此本文仅对剥离阶段

添加渗透剂的作用做进一步探讨。

２２　复性产物的结构分析

为了观察复性后产物的结构特征，将人工伴侣

单独作用，以及耦合辅助复性的产物进行了ＣＤ光

谱的扫描，结果示于图２，其中图２ （ｂ）为天然态

ｅＭＤＨ的圆二色谱图
［１５］。由于添加甜菜碱后的样
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表１　不同复性方法所得产物的活性

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狉犲犳狅犾犱犲犱犲犕犇犎

Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｍｇ－１

ｄｉｌｕｔｉｏｎ ４３．７±１．８

１ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｕｃｒｏｓｅ ７１．６±２．９

０．７５ｍｏｌ·Ｌ－１ｂｅｔａｉｎｅ ７５．５±４．６

１ｍｏｌ·Ｌ－１ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ５６．１±１．６

ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈａｐｅｒｏｎｅ（ａｒｔｉｃｈａｐ） １０２．２±６．３

ａｒｔｉｃｈａｐ＋０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｕｃｒｏｓｅ

　ｃａｐｔｕｒｉｎｇｓｔｅｐ １０３．７

　ｓｔｒｉｐｐｉｎｇｓｔｅｐ １３７．５±４．３

ａｒｔｉｃｈａｐ＋０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｂｅｔａｉｎｅ

　ｃａｐｔｕｒｉｎｇｓｔｅｐ １１６．２

　ｓｔｒｉｐｐｉｎｇｓｔｅｐ １３２．５±１．４

ａｒｔｉｃｈａｐ＋１．０ｍｏｌ·Ｌ－１ｔｒｅｈａｌｏｓｅ

　ｃａｐｔｕｒｉｎｇｓｔｅｐ ９６．３

　ｓｔｒｉｐｐｉｎｇｓｔｅｐ １０４．５±４．６

品信号干扰严重，未能得到可靠的实验数据，因此

没有给出数据。

可以看到，与对照相比 （自发复性和人工伴侣

单独作用），蔗糖与人工伴侣耦合后，复性产物在

２２２ｎｍ左右的峰值更加明显，而这一部分谱带正

对应了与ｅＭＤＨ 生物活性相关的α螺旋结构
［１６］。

但加入海藻糖ＣＤ曲线明显不同，２２２ｎｍ左右的

峰值变化不大，但在２１６ｎｍ的峰值却有增多。进

一步对结果进行拟合计算，分析二级结构的相对含

量发现，蔗糖的存在使产物中α螺旋的含量显著

提高 （从２２％提高至３９％），而海藻糖的存在只是

更多地生成了β折叠 （从２８％到３８％）。由于α螺

旋结构对于ｅＭＤＨ 酶活性的表现有重要的意义，

虽然海藻糖的存在可以稳定蛋白质分子结构并抑制

聚集，但并不能促进复性产物折叠生成更多的合理

结构 （α螺旋结构），所以也就不能体现出其对

ｅＭＤＨ的促进复性作用，甚至抑制人工伴侣发挥

作用 （表１）。

为了观察复性产物中二聚体的生成情况，通过

高效液相体积排阻色谱，对自发复性以及耦合辅助

复性的复性产物进行了分析 （图３）。在相同的色

谱条件下，由于ＢＳＡ （分子量６７×１０３）的出峰时

间为８６ｍｉｎ，因此在图３中的峰１为ｅＭＤＨ二聚

体 （６５×１０３），其后的峰为ｅＭＤＨ 的单体 （３２×

１０３）。可以看到，自发复性产物中，二聚体的含量

很少，单体分子也出现很少 ［图３ （ａ）］，这是因

为在此条件下大量蛋白质形成无活性聚集沉淀，无

法通过色谱柱而造成。事实上实验中也观察到肉眼

　

图２　复性产物的ＣＤ光谱

Ｆｉｇ．２　ＣＤｓｐｅｃｔｒａｆｏｒｒｅｆｏｌｄｅｄｅＭＤＨ

１—ｄｉｌｕｔｉｏｎ；２—ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈａｐｅｒｏｎｅ；３—ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ

ｃｈａｐｅｒｏｎｅａｎｄ１ｍｏｌ·Ｌ－１ｔｒｅｈａｌｏｓｅ；

４—ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈａｐｅｒｏｎｅａｎｄ０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｕｃｒｏｓｅ

　

可见的沉淀 （无结果显示）。但在耦合作用的复性

产物中二聚体的含量明显增加 ［图３ （ｂ）、 （ｃ）］。

这进一步说明，在耦合作用下，变性蛋白更容易折

叠并组合形成二聚体结构，从而表现出更大的生物

活性。

２３　耦合作用对人工伴侣配比的影响

研究表明，人工伴侣辅助单体蛋白 （溶菌酶）

复性时，ＣＴＡＢ与βＣＤ的浓度比通常为１∶４
［９，１７］；

但辅助ｅＭＤＨ 复性时，所需的最佳配比提高至１

∶８，这是由于ｅＭＤＨ的折叠速率较快，需要更多

的βＣＤ将结合在变性蛋白上的ＣＴＡＢ剥离才能及

时启动肽链折叠［１０］。

但从图４的结果可以看出，渗透剂的加入不仅

可以显著提高复性效果，而且改变了人工伴侣单独

作用时的配比。当固定ＣＴＡＢ用量为０．６ｍｍｏｌ·

Ｌ－１，添加０．５ｍｏｌ·Ｌ－１甜菜碱后，达到最佳复性

效果所需的βＣＤ浓度降低，使ＣＴＡＢ与βＣＤ的

浓度比降至１∶６。添加蔗糖时，虽然人工伴侣体
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图３　复性产物的体积排阻色谱分析

Ｆｉｇ．３　ＩＦＣｏｆｒｅｆｏｌｄｅｄｅＭＤＨａｓｓｉｓｔｅｄｂｙｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆｏｓｍｏｌｙｔｅｓａｎｄａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈａｐｅｒｏｎｅ

（ａ）ｄｉｌｕｔｉｏｎ；（ｂ）０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｕｃｒｏｓｅａｎｄ

ａｒｔｉｃｈａｐ；（ｃ）０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｂｅｔａｉｎｅａｎｄａｒｔｉｃｈａｐ
　

系的最佳配比仍在１∶８，但最佳值的范围明显加

大 （１∶６～１∶９）。此结果说明，蔗糖和甜菜碱的

加入减少了βＣＤ对ＣＴＡＢ剥离的用量，使ｅＭＤＨ

在较低的人工伴侣浓度配比下，即可得到很好的复

性收率。这是由于甜菜碱可通过与变性蛋白质分子

疏水基的结合［１４］，在βＣＤ剥离ＣＴＡＢ的过程中

发挥作用，因此使剥离过程更加容易。而蔗糖是通

过调节溶液的黏度抑制蛋白质分子间的聚集，因此

即使βＣＤ用量稍低，也可使剥离过程中的肽链得

到有效保护。

上述结果无疑对工业应用大有裨益。因为制约

人工伴侣使用的一个关键问题就是βＣＤ的溶解度

（在水中的溶解度仅为１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１）。通过人工

伴侣与渗透剂的耦合，一方面可进一步提高复性效

果，另一方面可降低βＣＤ的用量，提升人工伴侣

总体用量，对实现较高浓度的ｅＭＤＨ 复性非常

有利。

２４　耦合作用对较高温度下犲犕犇犎复性的影响

温度是影响ｅＭＤＨ 复性的一个重要因素
［１０］。

研究表明，ｅＭＤＨ 的折叠速度很快
［１８］，较高的温

图４　渗透剂的加入对于人工伴侣配比的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆβＣＤｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈ０．６ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＣＴＡＢ，ｃｏｏｐｅｒａｔｅｄｗｉｔｈｏｓｍｏｌｙｔｅ

△ｎｏｏｓｍｏｌｙｔｅ；◇ｂｅｔａｉｎｅａｎｄａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈａｐｅｒｏｎｅ；

□ｓｕｃｒｏｓｅａｎｄａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈａｐｅｒｏｎｅ

　

度不利于其正确的折叠，因此一般将复性温度控制

在４℃下进行。但这样的温度显然不利于实际生产

的操作。实验中发现，若将复性后的ｅＭＤＨ 放在

含有一定浓度的蔗糖和甜菜碱溶液中，即使在较高

温度 （１５℃）下，活性的降低也非常缓慢 （未将结

果列出），这与其他人对蛋白质的热保护实验结果

相同［１３］。为了观察在较高温度下耦合作用对

ｅＭＤＨ复性的影响，在此，将复性体系分别置于不

同温度下进行复性，并对最终产物的活性进行测

定，结果示于图５。

图５　不同温度下ｅＭＤＨ的复性效果

Ｆｉｇ．５　ＲｅｆｏｌｄｉｎｇｏｆｅＭＤＨｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
　

可以看到，随着复性温度的升高，虽然ｅＭＤＨ

的活性均明显下降，但添加了渗透剂的复性产物，

活性随温度降低的趋势受到了明显的抑制，特别是

加入０．５ｍｏｌ·Ｌ－１甜菜碱，可使１５℃复性条件下

的复性产物活性维持在１００Ｕ·ｍｇ
－１以上。这不

仅证明了渗透剂对蛋白质具有热保护作用，而且也
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显示了耦合作用对较高温度条件下ｅＭＤＨ 复性的

可能。

２５　渗透剂与人工伴侣耦合辅助较高浓度犲犕犇犎

的复性

　　在复性过程中，蛋白质的聚集随着酶浓度的升

高而增强。为了抑制这种聚集作用，加大人工伴侣

的浓度可获得一定效果，然而受βＣＤ溶解度的影

响，这种方法往往会受到限制［１７］。由于２．３的结

果显示，耦合作用可一定程度上减少βＣＤ的用

量，提升人工伴侣总体用量，因此研究了两种人工

伴侣的用量 ［即低用量 （ｌｏｗｅｒ）：０．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１∶

４．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１；高用量 （ｈｉｇｈｅｒ）：１．６ｍｍｏｌ·Ｌ
－１∶

１２．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１］对不同酶浓度 （０．１、０．５、１．０

ｍｇ·ｍｌ
－１）复性的影响，结果如图６所示。添加

甜菜碱时，人工伴侣的低用量和高用量则分别为

０．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１∶３．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１和２．１ｍｍｏｌ·

Ｌ－１∶１２．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１。

图６　人工伴侣浓度对不同浓度酶复性效果的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈａｐｅｒｏｎｅｏｎｅＭＤＨ

ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ，ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅＭＤＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１—ｄｉｌｕｔｉｏｎ；２—ａｒｔｉｃｈａｐ （ｌｏｗｅｒ）；３—ａｒｔｉｃｈａｐ （ｈｉｇｈｅｒ）；

４—ａｒｔｉｃｈａｐ＋ｓｕｃｒｏｓｅ（ｌｏｗｅｒ）；５—ａｒｔｉｃｈａｐ＋ｓｕｃｒｏｓｅ（ｈｉｇｈｅｒ）；

６—ａｒｔｉｃｈａｐ＋ｂｅｔａｉｎｅ（ｌｏｗｅｒ）；７—ａｒｔｉｃｈａｐ＋ｂｅｔａｉｎｅ（ｈｉｇｈｅｒ）

　

可以看到，当酶浓度较低 （０．１ｍｇ·ｍｌ
－１）

时，无论在单独作用还是耦合作用的复性条件下，

人工伴侣浓度对复性效果均没有明显影响；但当酶

浓度升高至０．５ｍｇ·ｍｌ
－１以上时，人工伴侣浓度

对复性效果有明显影响。如酶浓度为０．５ｍｇ·

ｍｌ－１时，将人工伴侣用量提高３倍左右后，复性

产物的酶活即可接近于低酶浓度 （０．１ｍｇ·ｍｌ
－１）

时的结果。然而当酶浓度提高到１．０ｍｇ·ｍｌ
－１时，

提高人工伴侣的用量却未获得理想的复性效果。考

虑此时复性液中由于脲含量 （０．２ｍｏｌ·ｍｌ－１）相

对不足，会引起蛋白质分子间的聚集而影响人工伴

侣发挥作用［９］，为此进一步提高了复性体系内脲的

含量，考察了人工伴侣以及人工伴侣与渗透剂耦合

辅助复性的效果，结果如图７所示。可见，无论是

人工伴侣单独作用还是与渗透剂耦合作用，均出现

最佳的脲浓度使复性效果最佳，这与一般的研究结

果相一致。值得注意的是当脲浓度达到最佳值

（０．５ｍｏｌ·Ｌ－１）时，耦合辅助复性可使１．０ｍｇ·

ｍｌ－１酶的复性产物活性达到８０Ｕ·ｍｇ
－１左右，明

显高出其他复性方法的结果［７，１０］，这对于高浓度的

ｅＭＤＨ包含体蛋白的复性而言是可喜的收获。

图７　脲浓度对复性效果的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｒｅａｏｎｅＭＤＨｒｅｆｏｌｄｉｎｇ

（ｅＭＤＨ１．０ｍｇ·ｍｌ
－１）

◆ｎｏｏｓｍｏｌｙｔｅ；□０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｕｃｒｏｓｅａｎｄａｒｔｉｃｈａｐ；

△０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ｂｅｔａｉｎｅａｎｄａｒｔｉｃｈａｐ
　

３　结　论

人工伴侣和蔗糖或甜菜碱耦合，可明显提高对

ｅＭＤＨ包含体的复性效果；但未发现海藻糖与人

工伴侣的这种耦合作用。另外，耦合作用可降低人

工伴侣体系的配比，为进一步提高人工伴侣的总体

用量提供了空间，从而可实现较高浓度ｅＭＤＨ 的

有效复性。在耦合复性中，由于渗透剂对蛋白质的

热保护作用，实现了在较高温度 （１５℃）下的

ｅＭＤＨ包含体的复性。对所得复性产物结构的初步

分析发现，耦合作用可使ｅＭＤＨ 分子的α螺旋及

二聚体含量明显增多，因此复性产物的活性也显著

提高。
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