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摘! 要! 研究了盐酸胍变性烟草多酚氧化酶后的复性。结果表明，在没有外加添加剂存在的条件下，最优的
复性条件为：盐酸胍浓度为 &’ ( )*+ , -；适宜的酶浓度为 &’ ( . &$ /0 1 , )-；变性时间短（#$ )23）；复性温度低
（0 4），此时，复性收率最高达到 %#’ #%5。&’ $ )*+ , -硫酸铵具有一定的促进烟草多酚氧化酶复性的作用，与
此相比，&$$ !)*+ , -硫酸铜促进烟草多酚氧化酶复性的效果较大，硫酸铜和硫酸铵存在协同作用，联合使用
可获得最高的烟草多酚氧化酶复性收率；!6环糊精对变性烟草多酚氧化酶的复性具有一定辅助作用，溴化十
六烷基三甲基铵（789:）可增强 !6环糊精辅助变性蛋白质复性的作用。
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多酚氧化酶（简称 JJ;）是一类广泛存在于生物体内的铜蛋白［&］，在处理含酚废水方面有潜在应用
价值［"］。蛋白质的变性与复性是个相当复杂的过程，温度［#，0］、压力［(，%］、KL［> M <］、二硫键［&$］以及金属离

子［&&，&"］都可制约蛋白酶的变性与复性。在蛋白质复性过程中，存在蛋白质分子内的疏水相互作用和肽

链部分折叠的分子间的疏水相互作用，前者可促进蛋白质正确折叠成天然活性状态，而后者导致蛋白质

形成无活性的聚集体，影响蛋白质的复性。为了抑制蛋白质的聚集作用，可以向变性液中加入适当浓度

的添加剂，如聚乙二醇、!6环糊精（!67N）、表面活性剂［&#］以及广泛存在于原核和真核细胞体内的分子伴
侣 OP*@-等，它们均能与伸展肽链的疏水基结合，防止变性蛋白质凝聚，促进其折叠成天然活性蛋白
质［&0］。本文研究了盐酸胍变性的烟草多酚氧化酶的复性条件，为恢复多酚氧化酶提取纯化或使用过程

中失去的部分活性，以及未来从基因工程生产多酚氧化酶中提取活性多酚氧化酶提供参考数据。

!" 实验部分

!= !" 试剂和仪器
盐酸胍（OI3L7+）、邻苯二酚、!6环糊精（!67N）、硫酸铜、硫酸铵、溴化十六烷基三甲基铵（789:）均

为分析纯试剂。多酚氧化酶的分离纯化按文献［&(］方法进行（烟草采自中国科学技术大学试验田），
J9O@电泳显一条带，表明达到单一组分纯度。
电子天平（万分之一，上海分析仪器厂）；微量进样器（上海高欣玻璃仪器厂）；>"& 型分光光度计

（上海第三分析仪器厂）；KLQ6&$9数字酸度 ,离子计；R 型系列层析柱（上海锦华实验器械厂）；:Q6&$$
型自动部分收集器（上海沪西电子仪器厂）；& $$$ )- 梯度混合器（上海西巴琪生物技术开发公司）；
LN6"&6?? 蛋白核酸检测仪；超级恒温水浴装置（上海医疗器械三厂）。
!= #" 多酚氧化酶的活性测定、变性及复性
多酚氧化酶的活性测定采用分光光度法，以 $’ $( )*+ , - 的邻苯二酚（磷酸缓冲液，KL S %’ (）为底

物，加入一定量的酶液，"( 4下催化反应 &( )23后，直接测 0"$ 3)处的吸光度，表示酶活的大小。以同
浓度的邻苯二酚溶液为参比，以每分钟引起吸光度增加 $’ $& 定为一个酶活力单位。以未变性的相同量
的酶的活性为 &$$ 计算相对酶活性。
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向 !" # $ %# &! ’ ( )*的烟草多酚氧化酶溶液（#" #+ ),- ( *，./ 0 1" # 磷酸缓冲液），添加盐酸胍至
2 ),- ( *，在室温下搅拌均匀后静置。3# )45后酶不催化邻苯二酚氧化，表明此时酶完全失活。
将变性 3# )45的酶液装进透析袋，分别置于一定浓度的盐酸胍溶液中透析，每隔一定时间从透析

袋中取复性液，测定其多酚氧化酶的活性。

!" 结果与讨论

!6 #" 复性条件对盐酸胍复性多酚氧化酶效果的影响
+6 %6 %7 盐酸胍浓度7 图 % 为不同浓度盐酸胍溶液中 %" 8 $ %# &! ’ ( )*的变性后 99:相对酶活性随时间
的变化。从图中可以看出，当浓度为 %" 8 ),- ( *时复性收率最高。这是由于：一方面低浓度的盐酸胍在
溶液中提供阴离子，结合于蛋白质的荷正电基团上，从而屏蔽静电排斥作用，稳定其结构以及盐酸胍能

够保护伸展肽链和部分折叠片断的疏水基，抑制复性中间体的分子间聚集，为复性制造条件。另一方面

也能抑制分子内折叠，而不利于酶的复性。当 ;<5/=- 浓度为 %" 8 ),- ( * 时，盐酸胍对分子间聚集和对
分子内折叠的 + 种抑制作用处于稳定的平衡之中所致。

图 %7 盐酸胍浓度对多酚氧化酶复性的影响
>4’6 %7 ?@@ABC ,@ ;<5/=- B,5BA5CDEC4,5

,5 99: DA5ECFDEC4,5
!（;<5/=-）(（),-·* &%）："6 #6 8；#6 +6 8；!6 %6 8；

!（99:）0 %6 8 $ %# &! ’ ( )*；$ 0 ++ G

图 +7 变性时间对多酚氧化酶复性的影响
>4’6 +7 ?@@ABC ,@ <A5ECFDEC4,5 C4)A

,5 99: DA5ECFDEC4,5
HA5ECFDEC4,5 C4)A ( )45："6 %I#；#6 %3#；!6 I#；%6 3#

!（;<5/=-）0 %" 8 ),- ( *；!（99:）0 %6 8 $ %# &! ’ ( )*；$ 0 ++ G

+6 %6 +7 变性时间、温度和酶浓度7 图 + 是分别取变性不同时间的酶液装入透析袋，置于 %" 8 ),- ( * 盐
酸胍溶液中透析，相对酶活性随时间的变化。图中可以看到，酶液的变性时间越短，最大复性收率越大。

这是由于蛋白质长时间处于高浓度变性剂下，其伸展的肽链趋向于无序的松散状态，分子表面结构发生

变化，亲水基减少，疏水基暴露，这种无序的程度越高，正确折叠成活性蛋白质的几率就越小。所以，变

性时间越长，伸展的蛋白质肽链恢复到天然活性结构的可能性就越小。

取 3 份变性 3# )45的酶液于试管中，用稀释法降低其盐酸胍浓度至 %" 8 ),- ( *，然后将试管分别置
于不同温度的水浴中，开始计时，每隔一定时间测复性液的酶活性，结果见图 3。从图中可以看出，随着
温度的升高，复性速率和复性收率都在下降。由于盐酸胍的作用使蛋白质的肽链呈现无序的松散状态，

分子表面结构发生变化，亲水基减少，疏水基暴露。温度的升高，使得分子运动加剧，导致分子间的碰撞

几率增大，造成中间体结构不能正确折叠，能够折叠成天然活性构象的蛋白质数量减少，使复性速率降

低。

按上述实验方法，得到不同酶浓度的变性酶液，稀释盐酸胍至最终浓度均为 %" 8 ),- ( *。每隔一定
时间，测其酶活性。由图 ! 可以看出，浓度为 #" %8 ),- ( * 时，变性烟草 99: 复性速率和复性收率最好，
其次是浓度为 #" + ),- ( *的变性酶液，其余 3 个浓度的的情况，复性收率和复性速率存在交替变化现
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图 !" 温度对多酚氧化酶复性的影响
#$%& !" ’(()*+ ,( +)-.)/0+1/) ,2 334 /)20+1/0+$,2

!（562789）: ;& < -,9 = >；

!（334）: ;& < ? ;@ AB % = ->

图 B" 酶浓度对多酚氧化酶复性的影响
#$%& B" ’(()*+ ,( 334 *,2*)2+/0+$,2 ,2

$+C ,D2 /)20+1/0+$,2
!（334）=（%·> A;）："& @& E<；#& @& @<；!& @& ;@；$& @& E@；%& @& ;<；

!（562789）: ;& < -,9 = >；& : EE F

象。由此可见，蛋白质浓度过高或过低对其复性均不利。

!& !" 不同添加剂对复性的影响
E& E& ;"（G7B）EH4B与 81H4B对复性的影响" 取 B 份变性 !@ -$2的酶液，单独或共同加入（G7B）E H4B和

81H4B并同时稀释盐酸胍的浓度为 ;I < -,9 = >，于不同时间取样测其酶活性。由图 < 可以看出，硫酸铵促
进烟草 334复性的效果较小；硫酸铜促进烟草 334复性的效果较大；硫酸铜和硫酸铵存在协同作用，联
合使用可获得最高的烟草 334复性收率。铜离子的存在在一定程度上保护了蛋白质的天然结构，降低
了蛋白质的活性损失。

图 <" 硫酸铵和硫酸铜对多酚氧化酶复性的影响
#$%& <" ’(()*+ ,(（G7B）E H4B 026 81H4B

,2 334 /)20+1/0+$,2
;& /)()/)2*)；E& !（（G7B）E H4B）: ;& @ -,9 = >；

!& !（81H4B）: ;@@ !-,9 = >；B& !（（G7B）E H4B）: ;& @ -,9 = > J

!（81H4B）: ;@@ !-,9 = >；!（562789）: ;& < -,9 = >；

!（334）: ;& < ? ;@ AB % = ->；& : EE F

图 K" 温度对 !L环糊精辅助多酚氧化酶复性的影响
#$%& K" ’(()*+ ,( +)-.)/0+1/) ,2 334 /)20+1/0+$,2

$2 +M) ./)C)2*) ,( !L8N
;，!& D$+M,1+ !L8N；E，B& !（!L8N）: OE --,9 = >；

& : B F（!，B），EE F（;，E）；!（562789）: ;& < -,9 = >；

!（334）: ;& < ? ;@ AB % = ->

E& E& E" !L环糊精与 8PQR 对复性的影响 " 取 S 份变性 !@ -$2 的酶液置于试管中，分别或共同加入
!L8N与8PQR并同时稀释至盐酸胍的终浓度为 ;I < -,9 = >，于不同温度下复性。结果分别见图 K、图 O 和
图 S。
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图 !" # 种温度下不同浓度 !$环糊精对
多酚氧化酶复性的影响

%&’( !" )**+,- .* ,./,+/-01-&./ .* !$23 ./ 445
0+/1-601-&./ 1- 7&**+0+/- -+89+01-60+:

;，<( !（!$23）= !# 88.> ? @；#，A( !（!$23）= ;AA 8.> ? @；

!（B7/C2>）= ;( D 8.> ? @；!（445）= ;( D E ;F GA ’ ? 8@；

"：A H（<，A）；## H（;，#）

图 I" !$环糊精与 2JKL共同作用对
多酚氧化酶复性的影响

%&’( I" )**+,- .* !$23 M&-N 2JKL ./ 445 0+/1-601-&./
1- 7&**+0+/- -+89+01-60+:

;，<( !（!$23）= !# 88.> ? @；#，A( !（!$23）= !# 88.> ? @ O

!（2JKL）= ;( P 88.> ? @；"：A H（<，A）；## H（;，#）；

!（B7/C2>）= ;( D 8.> ? @；!（445）= ;( D E ;F GA ’ ? 8@

从图 P 中可以看出，! N后，各种条件下的复性液都达到了最高复性收率。在 A H和 ## H环境下，
自发复性最高收率分别为 IQR <S、P<R PDS；添加了 !# 88.> ? @ !$环糊精后，在 A H和 ## H环境下，最高
收率分别为 QAR <PS和 !PR !!S。图 ! 则表明，在实验范围内，!$环糊精浓度变化影响不大。由此可见，
!$环糊精对变性烟草 445的复性具有一定辅助作用，但促进复性的效果有限，这是由于 !$环糊精并没
有完全有效抑制伸展肽链间疏水性相互作用，特别是当变性酶浓度提高时，变性蛋白肽链间的相互接触

几率增大，更易发生凝聚而影响复性率。

比较图 P 和图 I 可以看出，表面活性剂 2JKL可增强 !$环糊精辅助变性烟草 445 复性的作用。其
作用机理如下：第 ; 步是先加入的表面活性剂与肽链间通过疏水性作用形成复合体，抑制伸展肽链间的
相互作用；第 # 步，加入的 !$环糊精对表面活性剂有竞争性吸附作用，可剥离结合在肽链上的表面活性
剂分子，启动肽链的分子内折叠和复性。结果表明，在变性酶的复性中表面活性剂与低浓度 !$环糊精联
合作用比单纯提高 !$环糊精浓度的效果显著。
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第五届全国膜与膜过程学术报告会第一轮通知

第五届全国膜与膜过程学术报告会由中国科学院长春应用化学研究所承办，于 011# 年 \ 月上旬在长春召开。
会议宗旨：展示新世纪以来我国膜科研、生产及应用的现状和水平，促进膜科研成果及信息的交流，鼓励创新性和前

沿性的思想和理论的提出，注重膜的学术研究与膜的产业化及膜技术应用的结合，研讨“十一五”期间我国膜科技的发

展思路和趋势，为提升我国膜科技水平和加快高技术膜产业化的进程作出贡献，并且结合重大项目，探讨膜科技如何更

好地为国民经济可持续发展和振兴东北老工业基地服务。

征文范围："）膜科学的基础理论研究；0）新膜、新膜材料、新制膜方法及膜性能表征；=）规模化制膜工艺与工程中高
技术集成的研究与开发；T）反渗透、纳滤、超滤、微滤、气体分离、渗透汽化、电渗析、膜蒸馏、控制释放膜、生物膜及其它功
能膜与膜过程的理论和膜技术在各个领域中的应用研究，探讨膜应用过程的重大技术问题；#）新型膜过程的研究开发；
>）膜技术的集成研究。
征文要求："）符合征文范围、未公开发表的论文均可应征；0）论文用中文撰写，也接受英文撰写的稿件；=）应征论文

请首先提供 " 111 字以内（限 " 页）的中文摘要；论文用 ]5AH0111或 ]5AH^_排版（3T 纸），激光打印；打印版面 0= LJ W
"# LJ，图尺寸 > LJ W > LJ。论文标题用三号黑体，人名用四号宋体，工作单位、邮编及正文用五号宋体，采用 "R # 倍行间
距，篇幅限制在 T 111 字以内。
会议时间表：011T 年 ^ 月中旬第一轮会议通知；011# 年 0 月 " 日论文摘要截止；011# 年 = 月上旬第二轮会议通知；

011#年 > 月 " 日全文或详细摘要截止；011# 年 _ 月 " 日第三轮会议通知，预注册；011# 年 \ 日上旬会议报到与举行。
联系方式：投稿请邮寄或 ;6J*&E至下述地址（请注明会议投稿）
地址：吉林省长春市人民大街 #>0# 号（"=1100）! 单位：中科院长春应用化学研究所高分子工程室
联系人：张丰，张所波，吴庸烈，郑国栋；电话：1T="6#0>0>01、#0>0=\>、#0>00_=；传真：1T="6#>\#>#=
;6J*&E：#B%L‘J@Ja L&*LR，bER L8! ! V%*89Ca L&*LR bER L8! ! FEP-a L&*LR bER L8

="! 第 " 期 肖厚荣等：盐酸胍变性烟草多酚氧化酶的复性


