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摘 要 将重组人铜锌超氧化物歧化酶（/>J5，UBLFVY）包含体（经纯化后纯度达 K$Z以上）以稀释法或透析法初步复性后，分
别再经金属螯合亲和层析（[J7J）纯化。结果透析复性样品和稀释复性样品经 [J7J纯化后的 />FVY比活是各自上柱前样品
比活的 !\!倍和 %\<倍，蛋白回收率分别为 #]Z和 !%Z，同时两者活性回收率皆大于 "<$Z。表明目标蛋白 />FVY在经过
[J7J纯化的同时又获得进一步复性。FYFLI7TO显示 />FVY为 "N@Y的单一条带，纯度大于 N%Z，比活达到 %$$$ 5^-:左右，同
时 *D=生物活性染色鉴定显示出很强的超氧化物歧化酶活性。表明 [J7J对于复性不完全的 />J5，UBLFVY而言是一种纯化
和使其进一步复性的简便省时且有效的方法。该方法为以包含体形式表达的基因重组蛋白的纯化和复性提供了新思路。
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真核生物基因在大肠杆菌中表达的蛋白质大多数是以

无生物活性的包含体形式存在，包含体易分离纯化，但包含

体的复性是一个十分复杂的问题，不同的蛋白质复性条件各

不相同，且无通用的方法可选择。通常使用的稀释法和透析

法主要用于与变性剂分离和使蛋白复性，然而目标蛋白复性

的活性回收率仅为 !" # $%"，而且难以与菌体杂蛋白分离，
因此寻求有效的使基因重组蛋白既得到纯化又同时复性的

技术一直是基因工程下游纯化技术的一个研究热点。液相

层析（&’）是一种有效的纯化蛋白质的方法，已成为基因重组
蛋白纯化必不可少的手段。目前，国内外科学家已分别采用

疏水相互作用层析法（()’）、离子交换法（)*’）、凝胶排阻层
析法（+*’）和亲和层析法（,-’）［.，$］这四种 &’法成功地对某
些变性蛋白质进行了纯化和复性。金属螯合亲和层析

（/’,’）是 ,-’的一种，由于其具有配基简单、吸附量大、分
离条件温和、通用性强等特点已逐渐被广泛用于分离纯化蛋

白质［0，1］。超氧化物歧化酶（+23）是机体内超氧自由基的天
然清除剂，是一种广泛存在于动植物和微生物中的金属酶，

在医药、化妆品、日化及食品等方面都有广泛的应用，尤其在

临床应用中对于治疗氧中毒、皮肤病、心血管病和防止缺血

再灌流综合征及抗辐射损伤等方面具有重要的功能［!］。研

制开发重组人超氧化物歧化酶不仅可解决人源 +23的材料
来源有限和因血制品污染而带来的安全性问题，而且可避免

异源 +23在临床应用时可能出现的免疫性过敏反应。国内
外已有不少采用 /’,’纯化各种不同来源 +23包括可溶性
重组人 +23的报道［456，.7］。本文对在大肠杆菌中以包含体形
式表达的变性重组人铜锌超氧化物歧化酶（89’:，;<5+23，以
下简称 89+23）进行了复性和纯化。首先对分离纯化后纯度
达 =%"的 89+23包含体以稀释法或透析法初步复性，然后将
初步复性的 89+23采用金属螯合亲和层析技术对其进行纯
化，结果目标蛋白在纯化的同时获得了进一步复性，使 89+23
的纯度、比活和总活性都得到了显著的提高，活性回收率大

于 .%%"。该方法为以包含体形式表达的基因重组蛋白的纯
化和复性提供了一个新思路。

! 材料和方法

!"! 材料
菌种为本研究室构建的含 >?@589+23 载体（温度诱导

型）的大肠杆菌，金属螯合亲和层析柱（吸附 ’:$ A ）为本研究
室自制，氯化硝基四氮唑蓝（BC?）为 CC) 公司产品，邻苯三
酚、尿素等其他主要试剂皆为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 菌种的诱导表达及表达产物的检测：将过夜培养的
种子液按常规方法转接、诱导和表达，离心收获菌体，+3+5
D,E*分析表达产物。
!"#"# 89+23包含体的分离纯化及溶解和复性：参照文献
［.%］进行包含体的分离和纯化。将纯化的包含体溶解于溶
解缓冲液（>(7F!，%F%$GHIJ& ?8KL5(’I，=GHIJ&尿素，%F.GHIJ&!5
巯基乙醇，%F.!GHIJ& BM’I），1N放置过中午或过夜，使包含体

充分溶解，离心去除不溶物及杂质得溶解上清液。

（.）稀释法复性：将溶解上清液以稀释缓冲液（%F%$
GHIJ& ?8KL5(’I，>(7F!，%F.!GHIJ& BM’I，含 ’:$ A、;<$ A ）将其稀
释 1 倍至尿素终浓度为 $GHIJ&，’:$ A、;<$ A 终浓度分别为
4%"GHIJ&，边加边搅拌。1N放置 19 取样测活，继续放置 4O
后再测活。

（$）透析法复性：将溶解上清液装入透析袋，对一定体积
的透析缓冲液（>(7F!，%F%$GHIJ& ?8KL5(’I，%F.!GHIJ& BM’I，
4%"GHIJ& ’:$ A，4%"GHIJ& ;<$ A ）于 1N透析至尿素终浓度为
.GHIJ&，取样测活后继续对另一份透析缓冲液透析至尿素终
浓度为 %F.GHIJ&，离心去沉淀取上清测活。

!"#"$ 金属螯合亲和层析纯化及复性 89+23：参照文献［=］
和［..］并作一些改动。以 %F!"’:+21 溶液过柱至基质上部

0J1全部变蓝（基质最下部 .J1未吸附 ’:$ A，用以吸附平衡和
洗脱时流出的 ’:$ A），以水洗至无 ’:$ A 流出，以平衡缓冲液
（>(7F!，%F%$GHIJ& ?8KL5(’I，%F.!GHIJ& BM’I，%F.GHIJ&尿素）
平衡后，将稀释复性样品（%F0=GPJG&，01%:JG&）和透析复性样
品（.F0GPJG&，0%6=:JG&）分别上亲和层析柱，平衡液分别平衡
至基线后以洗脱缓冲液（ >(!F%，%F%$GHIJ& 柠檬酸钠，

%F7!GHIJ& B(1’I）洗脱，回收洗脱峰，测活。

!"#"% 复性 89+23的 BC?活性染色：参照文献［.$］进行。
!"#"& 89+23纯度鉴定：+3+5D,E*检测包含体和纯化 89+23
纯度，考马斯亮蓝法测定蛋白含量，邻苯三酚自氧化法（终止

剂法）测 +23活性［.0］（该法测定结果与改良的邻苯三酚自氧
化法一致）。

# 结果和讨论

#"! 菌体表达产物及纯化包含体的电泳分析
对菌体表达产物和纯化后的 89+23 包含体进行 +3+5

D,E*分析（见图 .）。89+23亚基的表观分子量为 .6Q3，与文
献［.1］报道的人 ’:，;<5+23表观分子量一致。破菌后 89+23
主要存在于破菌沉淀中，表达量约占菌体总蛋白的 0%"，以
包含体形式存在（泳道 $），纯化后包含体纯度大于 =%"（泳
道 1）。
#"# ’()*+包含体的初步复性
将纯化包含体以 =GHIJ&尿素溶解后，对离心去除杂质的

上清液分别以透析法和稀释法复性，复性结果见表 .。透析
复性时，样品透析 .O至尿素终浓度为 .GHIJ&，89+23活性为
04$%:JG&。透析至尿素终浓度 %F.GHIJ&，出现絮状沉淀，离心
测上清活性为 0=0%:JG&，活性略有增加，对沉淀电泳检测结
果显示绝大部分为杂蛋白（图 .泳道 6和 .%）。表明当尿素
浓度降至 .GHIJ& 时，89+23 活性即开始回复并基本达到稳
定。上清置于 R $%N冻存，取出融化后活性略有降低。稀释
至尿素浓度 $GHIJ&复性时，约 19后，89+23活性为 .!%:JG&，
4O后活性增至 01%:JG&（换算为稀释前样品，活性应为 .04%
:JG&），且不产生蛋白质聚集沉淀（因此稀释复性样品蛋白组
成与纯化包含体相同）。以上结果表明 89+23活性的恢复不
仅需要 ’:$ A、;<$ A的参与，还需要一定时间的保证。
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表 ! 透析法和稀释法复性 "#$%&包含体活性比较
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图 D ’+8MN的 8N8O-PQ6图谱!!

R(0S D 8N8O-PQ6 $#$35=(= ): ’+8MN!!
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另外，从表中可见，透析复性 ’+8MN总活性是稀释复性
的 B倍多，表明此条件下稀释法复性效率较之透析法要低。
同时稀释法得到的 ’+8MN比活较低，原因可能是 B*)3/1尿素
不是活性回复的最佳浓度，如果将 G*)3/1尿素溶解的 ’+8MN
包含体改用逐滴加入含适量 V&B Y 和 Z#B Y 的稀释缓冲液中，
使尿素浓度控制在 CED [ D*)3/1范围，活力回复可能会大幅
度提高。上述样品为初步复性 ’+8MN。
789 稀释法及透析法复性 "#$%&的金属螯合亲和层析纯化
和复性

对上述已经过稀释复性和透析复性的 ’+8MN样品分别
以金属螯合亲和层析柱纯化，得到以下洗脱曲线（图 B，$和
T）。峰!为上样流出液峰，测活几乎无活性，为杂蛋白和尿
素峰（尿素在 BGC#*下监测时有明显吸收峰），表明目标蛋白
全部吸附于层析柱上。峰"为洗脱峰，测活具有 8MN活性，
为活性峰。亲和层析纯化结果见表 B。
从表 B可知，尽管上柱前两种复性方法的样品比活差异

很大，稀释法比活只有 GKL&/*0，但经过亲和层析纯化后比活
接近，均可达到 LCCC&/*0左右，各自比活分别为上柱前透析
复性样品和稀释复性样品比活的 BEB倍和 LE@倍，尽管蛋白

图 B ’+8MN金属螯合亲和层析洗脱曲线

R(0S B 2+" "3&%()# .&’4" ): ’+8MN T5 UVPV
$：’+8MN T5 ,(3&%()#；T：’+8MN T5 ,($35=(=E

回收率分别为 AI\和 BL\，但活性回收率均超过 D@C\。在
I]放置过程中发现，复性后 ’+8MN活性非常稳定，而且活性
还有所增加。

金属螯合亲和层析（UVPV）是近年来被普遍应用的纯化
蛋白质常用的方法，金属离子通过亚氨基二乙酸被螯合到载

体上，蛋白质主要通过其表面的氨基酸残基中的咪唑基、巯

基和吲哚基与之发生特意性结合而被吸附，通过改变溶液的

9^或离子强度，或者采用加入竞争性物质（如咪唑、组氨酸
和 F^Y

I 等）使蛋白质被置换下来。’+V&，Z#O8MN分子含有多
个 ^(=和 V5=残基，因此与金属离子有很强的亲和力。9^值
降低，或 F Î

Y 浓度升高，都有利于蛋白质的洗脱［DD］。在本

实验的洗脱条件下洗脱吸附于铜螯合亲和层析柱上的

’+8MN，不论是何种方法初步复性的样品，经洗脱后的 ’+8MN
比活均可达到 LCCC&/*0左右，且 8N8O-PQ6结果显示目标蛋
白条带均一，纯度大于 KL\（图 D泳道 L，A，G，D@和 DI）。尽
管蛋白回收率小于 AI\，但活性回收率均大于 D@C\，表明部
分无活性的 ’+8MN折叠中间体在洗脱过程中继续得以复性。
比活的提高不仅仅是由于杂蛋白的去除，更是由于 ’+8MN的
进一步复性所致。

LKK刘建荣等：金属螯合亲和层析纯化和复性重组人铜锌超氧化物歧化酶



表 ! 透析法和稀释法复性 "#$%&的金属螯合亲和层析纯化及复性结果
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人 >+，J.K#$%由两个亚基组成，每个亚基中含有一个
>+C L和一个 J.C L，为金属酶。>+，J.K#$%活性中心是一个椭
圆形的“口袋”，>+C L 与 D个组氨酸残基咪唑环上的氮原子构
成配位结构，>+C L 和 J.C L 之间共同连接组氨酸 M)0@?，形成
“咪唑桥”结构，而金属辅基 >+C L对 >+，J.K#$%的催化活性影
响很大，没有一种金属离子能取代 >+C L而起恢复酶活性的作
用［?H］。对重组人 >+，J.K#$%理化性质的研究也表明，乙腈和
N%1<对 !">+，J.K#$%的活性有明显的抑制作用，且 >+是以
C价态存在，据此推测酶活性中心的 >+C L 是 !">+，J.K#$%保
持活性所必需［?@］。含金属辅基的 !">+，J.K#$%包含体的复
性要比一般非金属酶包含体的复性更为复杂。究竟 >+C L、
J.C L是在变性 >+，J.K#$%折叠形成正确的空间构象后再掺
入到酶活性部位，还是折叠过程与 >+C L、J.C L 的掺入同时进
行，其复性机制还不清楚。在本实验的稀释法和透析法复性

的样品中，实际上包含复性 !"#$%和未复性 !"#$%，未复性
!"#$%可能是在变性剂浓度逐渐降低使其恢复正确空间构象
的过程中，由于 >+C L没有及时结合于酶活性中心而不能表现
出活性，但却以可溶性的折叠中间体状态与复性 !"#$%共
存。复性与未复性 !"#$%皆可与铜螯合亲和层析柱结合（过
柱流出液杂蛋白和尿素峰检测不到 #$%活性和泳带）（见图
?泳道 ?C），此时在吸附过程中尿素缓慢过柱流出，达到与目
标蛋白的分离。从铜螯合亲和层析柱上洗脱下来的 !"#$%
之所以活性回收率大于 ?FF;，推测一是由于在上柱吸附过
程中目标蛋白逐渐与尿素分离，尿素浓度的逐步降低使原来

未复性的 !"#$%在柱上得以复性，同于稀释复性原理。二是
由于在洗脱时，铜螯合亲和层析柱上的少量 >+C L会随洗脱液
发生部分脱落，而脱落的 >+C L 正好填补了酶活性中心的
>+C L的空缺，因而使无活性的 !"#$%折叠中间体在洗脱过程
中得以复性。

!:; 复性 "#$%&的 <=’活性染色鉴定
将亲和层析柱洗脱下来的 !"#$%根据所测得的活性（蛋

白浓度为 FAC5645O）分别点入 FAI+，FA@+，?AC+，CAD+，IA@+，
DAG+和 @AF+进行天然 :<PN，同时以天然牛血 #$%作对照，
电泳毕将凝胶进行 QR1活性染色（结果见图 I）。泳道 B只点
入 FAI+（相当于 FAFH!6复性后 !"#$%，纯度按 ?FF;计；若纯
度按 EH;计，实际点入的 !"#$%还要少于 FAFH!6），即可检测
到明显的 #$%活性，且随点入活性单位数的增加而增强。泳
道 G和 E分别点入了 D!6和 C!6纯化 !"#$%包含体（溶解于 G
5-*4O尿素中，测活几乎无活性，纯度按 GF;计，则 !"#$%分别
为 IAC!6和 ?A@!6），经 QR1活性染色后亦显示出 #$%活性，
但其活性透明带亮度只与复性后的 FA@+（泳道 @，相当于

FA?!6复性后 !"#$%）相当。由此可见，经复性纯化后的
!"#$%样品具有非常强的活性。变性的 !"#$%在天然 :<PN
后经 QR1染色之所以表现出活性，是由于变性 !"#$%在天然
:<PN过程中随着尿素的逐渐稀释而使极少量的目标蛋白复
性所致。

图 I 复性 !"#$%的 QR1活性鉴定
S)6T I <7,)8),’ )(3.,)9)7/,)-. -9 !3./,+!3( !"#$% &’ QR1 0,!/).
? U B： 2+!)9)3( /.( !3./,+!3( !"#$% &’ 53,/*0K7"3*/).6 /99).),’

7"!-5/,-6!/2"’， @AF+， DAG+， IA@+，CAD+，?AC+， FA@+ /.( FAI+

!30237,)83*’，/5-+., -9 !"#$% ?!6，FAG!6，FA@!6，FAD!6，FAC!6，

FA?!6 /.( FAFH!6；G U E：(3./,+!3( !"#$% ).7*+0)-. &-(’ 0-*+&)*)V3( &’

G5-*4O +!3/，/5-+., -9 !"#$% IAC!6 /.( ?A@!6；?F U ?I：./,+!/* &-8).3

>+，J.K#$% 9!-5 &*--(T

施惠娟［?B］等通过基因工程手段构建表达了可溶性的人

源 #$%，经纯化后比活虽然大于 HFFF+456（邻苯三酚自氧化
法测定活性），但纯度只有 GG;。因此，对于可溶性表达的
#$%的纯化，不仅步骤较繁杂，而且菌体杂蛋白很难完全去
除。张翊等［?F］从人肝组织克隆了人 >+，J.K#$% 7%Q<，并在
大肠杆菌中获得以包含体形式表达的 !"#$%。在对其以稀释
法复性后先经超滤浓缩系统将样品浓缩，再经过凝胶过滤和

离子交换两步层析柱纯化，最终获得纯度达 EG;的 !"#$%，
然而比活只有 CHCE+456（改良的邻苯三酚自氧化法测定活
性）。不仅纯化步骤多，耗时长，而且活性不高，表明大量

!"#$%并未得到有效复性，而是以无活性的 !"#$%折叠中间
体存在。本法首先分离纯化得到纯度大于 GF;的包含体，然
后以简单的稀释法或透析法对其初步复性，最后经过一步铜

螯合亲和层析进行纯化，结果目标蛋白在纯化的同时又得到

了进一步复性，获得了纯度大于 EH;、比活 HFFF+456左右并
经 QR1活性染色证明有很强 #$%酶活性的 !"#$%。本法复
性和纯化步骤简便易行，除在包含体溶解缓冲液中添加了

FA?5-*4O的还原剂"K巯基乙醇外，在复性时并未使用任何有
助于蛋白质复性所使用的其它添加剂，不需要特殊仪器设

备，所用铜螯合亲和层析柱凝胶载体为本实验室自制，成本

低廉，适合今后大规模生产的需要。
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! 结论

!"#$%作为一种人源基因重组蛋白质，由于在大肠杆菌
中过度表达等原因，使 !"#$%工程菌合成的 !"#$%分子不能
及时折叠形成正确的空间结构，表达产物为不溶性的包含

体，但形成包含体最大的优点是有利于防止表达蛋白被宿主

蛋白酶降解和易于分离纯化。&’(法利用配体与目标蛋白
质间的特异性亲和作用，使变性蛋白质分子保留在柱的顶端

使其与变性剂分离，而后在洗脱过程中进行复性。)(&(是
&’(的一种，被螯合到柱载体上的金属离子（如 (*+ ,、-.+ ,

等）与蛋白质氨基酸残基中的咪唑基、巯基和吲哚基之间有

特异性的亲和作用，而这种作用又不受强变性剂（如尿素）的

影响［+］。我们利用吸附了 (*+ , 的金属螯合亲和层析柱对以
稀释法和透析法初步复性的 !"(*，/01#$%分别进行了纯化，
透析法样品经铜柱纯化后的 !"#$%比活是上柱前透析法样
品比活的 +2+倍，蛋白回收率为 345；稀释法样品经铜柱纯
化后的 !"#$%比活是上柱前稀释法样品比活的 627倍，蛋白
回收率为 +65，同时两者活性回收率都大于 8795。这个结
果充分说明，目标蛋白 !"#$%在纯化的同时又获得了进一步
复性。电泳结果显示 !"#$%条带均一，纯度大于 :65，比活
达到 6999 *;<=左右，->?生物活性染色显示出很强的 #$%
酶活性。表明铜螯合亲和层析对于低复性效率的稀释或透

析复性 !"(*，/01#$%而言是一种纯化和使其进一步复性的
简便省时且有效的方法。对以 @<AB;C尿素溶解的 !"#$%包
含体溶解液或将其适当稀释后直接以铜螯合亲和层析柱纯

化并以期复性的实验正在进行当中。对于金属螯合亲和层

析法是否在纯化蛋白质的同时通过改变洗涤和洗脱条件也

能起到间接复性的效果，还有待于使用其它变性蛋白质进行

实验研究得出结论。
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