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摘要    应用恒温微量热技术和平衡渗析技术, 对尿素与牛血红蛋白在30 ℃水溶液中的结合作

用及造成牛血红蛋白变性的过程进行了研究, 得到了尿素在牛血红蛋白上的平均结合数、二者

之间的结合焓及每摩尔尿素与牛血红蛋白结合的焓效应, 并根据简单结合模型, 计算了它们之

间的结合常数、结合自由能. 对实验结果的热力学分析表明, 尿素是通过直接和间接的两种作用

造成牛血红蛋白变性的, 它们之间的相互作用分为三个阶段: 尿素浓度达到 4 mol L−1之前为第

一阶段, 主要产生的是尿素与牛血红蛋白的直接结合作用, 在弱酸性条件下这种作用较强; 尿

素浓度为 4 mol L−1到 6 mol L−1之间为第二阶段, 主要通过尿素与溶剂水的作用造成牛血红蛋白

周围水结构的变化, 在尿素浓度达到 6 mol L−1 时两种作用的叠加造成牛血红蛋白结构的破坏, 

暴露出原来处于结构内部的基团; 尿素浓度超过 6 mol L−1之后为第三阶段, 尿素分子继续与暴

露出来的基团进行结合. 牛血红蛋白次级结构的维系具有协作性, 其结构的破坏不是渐进的, 

而是一次性全部打开, 结构破坏产生的热效应并不太大.  

关键词   

牛血红蛋白 

恒温微量热  

平衡渗析 

尿素 

变性 

  

 
 

1  引言 

在生物体中, 蛋白质是极为重要的生命物质, 在

生命的运动和发展中起着关键作用. 蛋白质的生理

功能是与它的结构(包括二级结构、三级结构、四级

结构等)密切相关的. 只有当蛋白质处于自然折叠状

态时, 它们才具有生物活性, 而受某种因素或者相互

作用的影响, 使它们自然折叠结构遭到破坏, 它们的

生理活性就要改变或者丧失, 这就是蛋白质的变性. 

1931 年, 我国著名生物化学家吴宪教授就提出了蛋

白质变性的理论[1]. 20 世纪 60 年代, 一些学者开展了

尿素和盐酸胍作为变性剂对蛋白质造成变性的机理

研究[2], 但到目前为止这仍是一个具有争议的问题.  

主要有以下三种观点: (1) 盐酸胍和尿素分子直接与

蛋白质的官能团结合; (2) 通过改变水的结构从而间

接引起蛋白质疏水基团周围水的氢键结构变化; (3) 

以上两种因素同时起作用. Watlaufer 等[2]通过实验研

究认为应该排除第一种机理的可能性, 而 Vanzi 等[3]

利用随机网络模型 RNM (Random Network Model)对

变性机理进行了模拟, 并对与水合作用相关的热容

值进行了计算, 认为第二种机理不足以造成蛋白质

的变性, Zou 等[4]在 25 ℃用量热法研究尿素诱导蛋白

质变性时, 认为可能是第三种机理.  

利用热力学方法, 进行蛋白质体系的研究, 是十

分有效的. 微量热技术所得的热效应只与体系的始

终态有关, 所以对研究像蛋白质这样的复杂体系有

mailto:yanlu2001@sohu.com�


李向荣等: 尿素诱导牛血红蛋白变性的微量热和平衡渗析研究 
 

1416 

独特的优势[5]. 平衡渗析法可以直接测得小分子在蛋

白质上的结合数, 并可得到结合位点数、结合平衡常

数、作用力情况等[6~8].  

血红蛋白是动物体内最重要的蛋白质之一, 具

有运输 O2 和 CO2、调节血液 pH 的功能[9], 许多的临

床疾病(如: 白血病、贫血病、心脏病等)均与血红蛋

白有密切的关系[10]. 从结构上看, 血红蛋白是由两个

相同的 α亚基和两个相同的 β亚基组成的四聚体, 其

亚基结构为 α2β2, 每一个亚基均含有一个亚铁血红素

辅基[11]. α 链由 141 个氨基酸组成, β 链由 146 个氨  

基酸组成, 在血红蛋白分子上有 4 个结合氧分子的位

置[12]. 牛血红蛋白 90%的氨基酸序列与人血红蛋白

相同, 但与人血红蛋白相比, 牛血红蛋白因为结合氧

气分子时放热少, 较低的温度下就可以释放氧气, 因

此是更好的氧气输送工具[13]. 作为能可逆的输送和

储存氧气的重要功能蛋白, 牛血红蛋白结合其他分

子后其结构和功能的变化, 已经成为目前研究的焦

点[12, 14~16]. 鉴于蛋白质变性的重要性和目前对其机

理的争议, 我们拟采用微量热和平衡渗析技术, 对尿

素造成牛血红蛋白变性的过程及机理开展研究.  

2  实验部分 

2.1  试剂和仪器 

牛血红蛋白 (BHb) 购于美国 Sigma 公司, 分子

量为 64500. 尿素 (CH4N2O) 购于天津科密欧化学试

剂开发中心, 为分析纯. 其他试剂均为分析纯. 所用

的主要仪器为 :  微量量热计  ( C - 8 0 型 ,  法国 

SETARAM 公司生产); 密度计(DMA60/602 型, 奥地

利 Anton Parr 公司生产); 精密酸度计(PHS-2C 型, 上

海大普仪器有限公司生产); 自制平衡渗析仪[17, 18].  

2.2  实验研究 

2.2.1  量热实验 

分别用邻苯二甲酸氢钾-氢氧化钠、磷酸二氢钾-

磷酸氢二钠、硼酸-氢氧化钠三种缓冲溶液作为溶剂

配制尿素溶液, 其浓度 CU,0 从 1.0 到 8.0 mol L−1. 以

0.1 mol L−1 的盐酸或氢氧化钠溶液, 将尿素溶液的

pH 调制为 5.21、6.70 和 8.03 三种系列, 并利用密度

计测定各个尿素溶液的密度 ρU,0. 利用相同的缓冲溶

液作为溶剂, 配制浓度为 CB = 1.10×10−3 mol L−1 的牛

血红蛋白溶液, 并测定其密度. 由于牛血红蛋白溶液

容易变质, 放置时间不宜过长, 因此在实验中随配随

用.  

分别取 0.5 mL 牛血红蛋白溶液和 5 mL 尿素溶 

液, 置于 C-80 微量量热计(最低热功率测量指标为 1 

μW)反转混合池的两个池内, 并准确称量各自的质量. 

将装好样品的反转池置于设定为 30 ℃的量热计内, 

待热平衡后测定它们的混合焓. 此混合焓包含有牛

血红蛋白与尿素的结合焓、牛血红蛋白溶液的稀释焓

和尿素溶液的稀释焓. 我们用相同的方式和溶液用

量, 测定尿素溶液与作为溶剂的缓冲溶液的稀释焓, 

将其从混合焓中减去, 而牛血红蛋白与缓冲溶液的

稀释焓经测定是很小的, 可以忽略. 由此我们得到牛

血红蛋白与尿素的结合焓. 在进行实验测定之前, 利

用量热计所配的 EJ2 焦耳效应池对 C-80 量热计进行

校正, 所测热效应的偏差为±0.5%[19].  

2.2.2  平衡渗析实验 

三种 pH 值尿素溶液的制备与量热实验一致. 并

制作出各种尿素浓度对密度的标准工作曲线. 利用

所配制的尿素溶液作为溶剂配制牛血红蛋白溶液 , 

其浓度为CB = 1×10−4 mol L−1, 在 30 ℃恒温水浴中放

置 2 h 后测定其密度 ρB.  

分别将牛血红蛋白溶液和尿素溶液注入渗析装

置的池 1 和池 2 内, 并称量它们各自的质量 mB和 mU, 

然后在连接渗透压平衡装置后, 将渗析装置固定在

30±0.2 ℃的恒温水浴中. 随着渗透压的变化不断调

节平衡装置, 直到渗透压不再变化后一个小时, 迅速将

渗析装置取出并抽出池 2 内的尿素溶液, 测定其密度, 

通过标准工作曲线得到渗析平衡后的尿素浓度 CU.  

3  结果与讨论 

由实验所得到的每摩尔牛血红蛋白与尿素的结

合焓, 如表 1 所示.  

从理论上分析, 在尿素溶液较稀而未造成蛋白

质结构变化时, 此焓效应就是尿素与蛋白质的结合

焓, 而当尿素浓度较大造成蛋白质结构变化(即蛋白

质变性)时, 则此焓效应中还包括蛋白质结构变化的

热效应. 由于蛋白质本身是复杂的, 它与尿素间的结

合作用也是复杂的. 为了简化起见, 对此结合作用我

们采用简单结合模型, 即认为蛋白质的每个结合位 
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表 1  牛血红蛋白与尿素的结合焓 ∆Hm (kJ mol−1) 

c(mol L−1) 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 

∆Hm (pH 5.21) 
∆Hm (pH 6.70) 
∆Hm (pH 8.03) 

−121 
−129 
−110 

−215 
−222 
−199 

−288 
−321 
−281 

−450 
−392 
−340 

−622 
−480 
−415 

−685 
−497 
−493 

−867 
−660 
−666 

−1085 
−914 
−905 

 
点只能结合一个尿素分子, 它们对尿素的结合是相

互独立的, 结合的强度也是一样的. 令蛋白质的结合

位点为 A, 尿素分子为 U, 则结合的反应为:  

 A + U = AU               (1) 

此结合反应的平衡常数为:  

          AU
A

A U

C
K

C C
=                (2) 

式中 CAU 和 CA 为单位体积内蛋白质已结合和未结合

尿素分子的结合位点的数目, 相当于浓度的概念. CU

为尿素分子的浓度. 令 ∆Hm 为每摩尔蛋白质与尿素

产生的结合焓, ∆HA 为每摩尔结合位点与尿素的结合

焓, n 为蛋白质分子具有的对尿素分子的结合位点数, 

则它们之间的关系为:  

U
m A A

A U1
C

H n H K
K C

Δ = Δ ×
+

        (3) 

此式可转化为下式:  

 m
A A A m

U

H
n H K K H

C
Δ

= Δ − Δ          (4) 

因此, 可将实验得到的 mHΔ /CU 对 mHΔ 作图, 从所得

线性关系得到 KA 和 An HΔ . 这里 CU 应该是尿素的实

际浓度, 如果用初始浓度来代替则会出现一些误差, 

但考虑到所配制的尿素浓度比牛血红蛋白的浓度大

的多, 同时利用简单结合模型本身也有误差, 作为粗

略的计算, 我们以尿素的初始浓度近似代替其实际

浓度. 根据热力学关系, 蛋白质的结合位点与尿素的

摩尔结合自由能为:  

          m,A AlnG RT KΔ = −             (5) 

我们把尿素浓度较小时的结合焓按照 4 式作图, 

从所得直线的斜率和截距得到牛血红蛋白的结合位

点与尿素结合的KA和 An HΔ , 再由 5式算得二者的摩

尔结合自由能 m,AGΔ , 这些数据如表 2 所示.  

虽然表 2中的数据是粗略计算所得出的, 与实际

情况可能有差别, 但我们仍能据此得出一些有意义 

表 2  牛血红蛋白和尿素结合的 An HΔ 、KA和 m,AGΔ  

 An HΔ (kJ mol−1) AK  m,AGΔ (kJ mol−1) 

pH 5.21 
pH 6.70 
pH 8.03 

−1059 
−1498 
−1300 

0.127 
0.091 
0.091 

5.19 
6.04 
6.03 

 
的结论. 由表 2 数据可知, 在 pH 6.70 和 pH 8.03 条件

下牛血红蛋白与尿素结合的热力学数据差不多, 与

这两个 pH 的 KA 值相比, pH 5.21 时的 KA 最大, 说明

在弱酸性条件下它们易于结合. 同时看到不同 pH 下

的 An HΔ 数值不同, 说明牛血红蛋白的结合位点与尿

素分子的结合焓受溶液 pH 值的影响. 而三种 pH 下

的 m,AGΔ 均为正值仅说明在标准条件下, 结合不能自

发进行. 我们的实验是在尿素浓度很大, 而蛋白质浓

度很小的条件下进行的, 此时的结合是自发的.  

把表 1 中牛血红蛋白与尿素结合的热焓对尿素

的浓度作图, 得到图 1. 从图 1 可以看出在三种 pH

下, 牛血红蛋白与尿素结合产生的焓效应随尿素浓

度的变化关系呈现三个阶段, 这和牛血清蛋白与尿

素及盐酸胍的量热实验结果是一致的[20, 21]. 如果仍

像以前一样单独分析量热实验的结果, 我们会得出

如下的结论. 尿素浓度在 4 mol L−1 以下为第一阶段, 

此阶段牛血红蛋白的结构还未发生变化, 是以自然

态存在. 尿素浓度在 4 到 6 mol L−1 之间为第二阶段, 

此阶段牛血红蛋白结构受到尿素分子的强烈作用发

生松动并逐渐打开, 而此阶段热效应的平台期是由

于蛋白质结构打开的吸热效应抵消了尿素分子结合

的放热效应所致. 尿素浓度在 6 mol L−1 以上为第三

阶段, 此阶段牛血红蛋白的结构已完全打开, 是以

变性态存在. 把从第一和第三阶段数据向中间线性外

推到变性中点(对于此体系是尿素浓度为 5 mol L−1) 

时的热效应之差认为是蛋白质的变性焓, 得出的变

性焓有较大的数值[20, 21]. 仅从量热实验得到这样的

结论是正常的, 但由于实验单一, 可能得出片面的

结果.  

为了更全面地开展研究, 我们同时进行了平衡

渗析的实验, 对尿素分子的结合数进行求取, 从更多 
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图 1  牛血红蛋白与尿素的结合焓随尿素浓度的变化关系 

的角度去分析牛血红蛋白的变性机理. 在平衡渗析

的实验中, 平衡前后尿素浓度的变化是由于尿素与

蛋白质的结合所造成的. 根据实验的设计, 尿素在蛋

白分子上的平均结合数 ν可由下式计算:  

U,0 U B B U U,0

B B B

( ) ( / / )
( / ) 

C C m m
m C

ρ ρ
ν

ρ
− × +

=
×

      (6) 

式中CU,0为尿素溶液的初始浓度, CU为渗析平衡后尿

素溶液的浓度, mB 为牛血红蛋白溶液的质量, ρB 为牛

血红蛋白溶液的密度, mU 为尿素溶液的质量, ρU,0 为

尿素溶液的密度, CB 为牛血红蛋白溶液的浓度.  

表 3 给出根据实验数据得到的三种 pH 值下不同

CU 时的 ν值, ν的值随 CU 的增大而变大, 这可由平衡

关系的质量作用定律来解释. 把表 3 中尿素的平均结

合数对尿素的浓度作图, 得到图 2. 从图 2 我们可以

看出, 牛血红蛋白与尿素的平均结合数随尿素浓度的

变化关系和图 1 中焓效应与尿素浓度的关系是非常相

似的, 也明显呈现三个阶段. 当尿素浓度从 4 mol L−1 

 

图 2  牛血红蛋白与尿素的平均结合数随尿素浓度的变化 

关系 

增加到 6 mol L−1, 尿素分子的结合数仅有很少量的增

加, 这应该是尿素浓度增加导致结合平衡移动的结

果, 而不是结合位点数增加的结果, 这表明蛋白质的

次级结构还没有被打开. 而当尿素浓度大于 6 mol 

L−1 后, 尿素分子的结合数明显增加, 说明蛋白质结

构已经打开, 暴露出更多的结合位点. 由于尿素浓度

在 6 mol L−1 以后, 其结合数随其浓度的变化斜率非

常大, 并且没有梯次变化的现象, 这很可能表明蛋白

质的次级结构是一次性打开的. 如果蛋白质结构是

逐渐打开的, 尿素的结合数与其浓度的变化斜率应

该较小, 且随蛋白质结构的每次打开而出现梯次变

化现象. 蛋白质次级结构的一次性打开说明牛血红

蛋白次级结构的维系具有协作性, 一旦有部分结构

解体, 其他结构也就随之解体了.  

如果把表 1 中的 mHΔ 除以 ν, 就得到每摩尔结合

位点与尿素的结合焓 AHΔ , 也可以说是每摩尔尿素

与蛋白质的结合焓, 其数值也给出在表 3 中. 从表 3

可以看到, 当尿素浓度低时, 结合数较少, 而 AHΔ 的 

表 3  牛血红蛋白和尿素结合的平均结合数 ν和每摩尔尿素与蛋白质的结合焓 AHΔ
 

pH 5.21 pH 6.70 pH 8.03 

Curea (mol L−1) ν △HA (kJ mol−1) 
 

Curea (mol L−1) ν △HA (kJ mol−1) 
 

Curea (mol L−1) ν △HA (kJ mol−1) 

1.0198 133 −0.9098 0.8911 255 −0.5059 0.9381 208 −0.5288 
2.0397 255 −0.8431 1.9418 1013 −0.2191 1.9708 590 −0.3373 
3.0814 819 −0.3516 2.9838 1655 −0.1939 3.0348 806 −0.3486 
4.0893 1180 −0.3814 4.0252 2133 −0.1838 4.0395 1340 −0.2537 
5.0227 1265 −0.4917 5.1204 2286 −0.2099 5.0756 1404 −0.2956 
6.0157 1340 −0.5112 6.0042 2392 −0.2078 6.1082 1622 −0.3039 
7.0673 2679 −0.3236 7.0944 3803 −0.1735 7.0360 2287 −0.2912 
8.0039 4122 −0.2632 8.1303 4469 −0.2045 8.0000 3716 −0.2435 
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绝对值却有较大的数值, 随着尿素浓度的增加, 结合

数逐渐变大, 而 AHΔ 的绝对值逐渐变小, 从表 3 中还

可以看出, 尿素浓度从 3 mol L−1 到 8 mol L−1 之间, 

AHΔ 是近似恒定的 . 这实际反映出在结合数少时 , 

尿素与极性较强的结合位点结合, 以后结合的尿素

分子则主要以疏水相互作用与蛋白质结合[22]. 同时

还反映出蛋白质次级结构打开的热效应相对于尿素

与蛋白质结合的热效应是很小的 , 否则就会造成

AHΔ 的变化. 这是因为两个原因, 其一是维系蛋白

质次级结构的主要是氢键、配位键和其他一些弱相互

作用, 在结构打开时这些键遭到破坏所产生的热效

应并不十分大; 其二是马上就会有溶剂水分子与断

键部位产生相互作用, 两个过程的热效应是相互抵

消的. 从表 3 还可以看到, 在 pH 5.21 时 AHΔ 具有较

大的负值, 这说明在弱酸性条件下尿素与牛血红蛋

白结合的强度更大, 这与前面得出的在此酸度下二

者结合的平衡常数具有最大值是一致的.  

我们的实验结果证实了在引言中所提到的尿素

诱导蛋白质变性的第三种机理, 即尿素造成蛋白质

变性的原因是由直接作用和间接作用两部分组成的. 

在尿素浓度达到 4 mol L−1 之前, 尿素主要是直接与

牛血红蛋白的表面进行结合. 而在尿素浓度达到 4 

mol L−1 之后, 其结合数不再增加, 主要通过与溶剂

水的作用间接造成蛋白质疏水基团周围水的氢键结 

构的变化. 当尿素浓度达到 6 mol L−1时, 两种作用的

叠加造成蛋白质次级结构的破坏.  

4  结论 

通过对牛血红蛋白和尿素的水溶液体系的量热

和平衡渗析实验, 获取了牛血红蛋白与尿素相互作

用的焓效应和尿素结合数随溶液 pH 值和尿素浓度的

变化规律. 通过对实验结果的热力学分析, 深入研究

了牛血红蛋白与尿素之间的结合作用和尿素造成牛

血红蛋白变性的机理. 结果显示, 尿素是通过直接和

间接的两种作用造成牛血红蛋白变性的, 他们之间

的相互作用分为三个阶段: 尿素浓度达到 4 mol L−1

之前为第一阶段, 主要产生的是尿素与牛血红蛋白

的直接结合作用, 在弱酸性条件下这种作用较强; 尿

素浓度为 4 mol L−1 到 6 mol L−1 之间为第二阶段, 主

要通过尿素与溶剂水的作用造成牛血红蛋白周围水

结构的变化, 在尿素浓度达到 6 mol L−1 时两种作用

的叠加造成牛血红蛋白结构的破坏, 暴露出原来处

于结构内部的基团; 尿素浓度超过 6 mol L−1 之后为

第三阶段, 尿素分子继续与暴露出来的基团进行结

合. 牛血红蛋白次级结构的维系具有协作性, 其结构

的破坏不是渐进的, 而是一次性全部打开, 结构破坏

产生的热效应并不太大.  
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Denaturation study of bovine hemoglobin induced by the urea by 
microcalorimetry and equilibrium dialysis 
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Abstract: The interaction between urea and bovine hemoglobin (BHb) in aqueous solution as well as the 
denaturation process of BHb were studied by using isothermal microcalorimetry method and equilibrium dialysis 
technique at 30 ℃ and three pHs. The average binding numbers, the values of binding enthalpy of urea to BHb and 
the values of enthalpy per mole of urea were obtained. The simple binding model was employed to obtain the binding 
constant and the binding free energies. The results which were obtained by thermodynamic analysis indicated that the 
denaturation of BHb induced by urea is through direct and indirect effects, the interaction between urea and BHb is 
divided into three stages: the first stage is at the urea concentration below 4 mol L−1. In this stage, the direct 
interaction between urea and BHb is the main interaction, while the direct interaction is stronger under acidulous 
condition. The second stage is in the urea concentrations from 4 mol L−1 to 6 mol L−1. In this stage, the structure of the 
water around the BHb is changed by the interaction of urea and solvent water. When the urea concentration reaches 
6mol L−1, the two interactions together cause the structural damage of the BHb and expose the groups which are in the 
inner structure of BHb. The third stage is at the urea concentrations higher than 6 mol L−1. In this stage, urea 
molecules combine with the exposed groups. The destruction of the structure of BHb is not a gradual process, but 
rather a completely destruction at once and the thermal effect resulting from the structural damage is not too much. 

Keywords: bovine hemoglobin, isothermal microcalorimetry, equilibrium dialysis, urea, denaturation  
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