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摘 要 对近年来新发展的用液相色谱（67）进行蛋白质复性及同时纯化的方法做了评述，详细介绍了蛋白质在0
种液相色谱上的复性及同时纯化的方法、设备和影响因素，并对各自的优缺点进行了比较，为色谱法作为研究蛋白

质折叠及用于基因工程生产治疗蛋白质的复性及同时纯化技术的进一步应用提供依据。
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蛋白质分子知道如何折叠，科学家目前还不甚了解。所

以，对科学家来说这是一个挑战性的课题。这一问题不仅涉

及生命科学中生命是如何起源的重大理论问题，而且对于基

因重组蛋白质的复性等应用也有十分重要的指导作用。人

们目前表达的重组蛋白质已达0$$$多种，其中用340(,#表

达的要占2$9以上，而这些蛋白质在340(,#中绝大多数是以

包涵体形式存在，这就提出了用高浓度变性剂提取目标蛋白

质后的复性问题。由于目前常用的稀释和透析法主要用于与

变性剂分离以及进行蛋白的复性，不仅复性的活性回收率不

高，一般仅为39!#$9，而且难以与杂蛋白分离，这就直接

影响了这类治疗蛋白质成本的降低。因此，基因重组蛋白质

的复性问题一直是生物工程下游纯化技术的一个研究热点。

众所周知，液相色谱（67）是一种最有效的纯化蛋白质

的方法，已成为基因重组蛋白质纯化必不可少的手段［!，#］。

自!22!年笔者之一等首先提出使用疏水相互作用 色 谱

（:;7）作为蛋白质的复性工具并于翌年申请国家发明专利

后［4!3］（现已获批准），同在!220年，捷克、美国和日本的科

学家分别用离子交换法（;<7）［"］，凝胶排阻色谱法（=<7）［1］

和亲和色谱法（>?7）［5，2］成功地对变性蛋白进行了复性。

这一事实足以说明67作为蛋白质的复性方法已引起了科

学家强烈地反响。由于:;7在 技 术 上 的 难 度 较 大，直 到

!221年才被美国@AB&ACD+.EF药业公司用于多个:;%蛋

白酶突变体的复性和纯化［!$!!4］。到目前为止，已有多个国

家的科学家在研究如何有效地使用67进行蛋白质复性。

目前，国 内 外 已 有 多 篇 综 述 文 章 介 绍 蛋 白 质 复 性 方

法［!0!!5］，在:;7法的进展中也曾涉及对蛋白质复性及同时

纯化的评述［#，!"!!5］，但尚未见到专门用67方法对蛋白质

复性及同时纯化的评述。本文结合我们使用:;7作为蛋白

质复性的研究，也对各类色谱法用于蛋白质折叠研究进展现

状一并进行评述。

! 各种液相色谱的蛋白质复性法

与传统的稀释法及透析法比较，用67法进行蛋白质复

性的优点是："在进样后可很快除去变性剂；#由于色谱固

定相对变性蛋白质的吸附可明显地减少、甚至完全消除变性

蛋白质分子在脱离变性剂环境后的分子聚集，从而避免了沉

淀的产生，提高蛋白质复性的质量和活性回收率；$在蛋白

质复性的同时可使目标蛋白质与杂蛋白分离以达到纯化的

目的，使复性和纯化同时进行；%便于回收变性剂，以降低废

水处理成本。目前，能够用于蛋白质复性的67方法包括

:;7、;<7、=<7与>?7四种。

!"! 排阻色谱法

美国 科 学 家 G+.H+.D :等 首 次 实 现 了 用=<7对

340(,#的宿主整合因子（;HC+I.JCK&HL&MCNJEC&.）、核糖核酸酶

（OHJM+>）、.L<P=/!和OL&QJH+M+的复性［1］。该法的复性机

理为：在变性蛋白进入柱顶端时，因有高浓度变性剂的存在，

变性蛋白质分子有一个随机的构象状态和大的动力学水合

半径，不能进入柱的空隙，蛋白质在=<7柱上不保留。当使

用复性的缓冲溶液洗脱时，因其逐步取代变性剂并使蛋白质

浓度降低，使变性蛋白质分子处于热力学不稳定的高能状

态，这些蛋白质分子就会自发地向热力学稳定的低能态———

即蛋白质的天然状态转化，从而使蛋白质开始复性。此时，

局部复性的蛋白质可以进入球的内部，开始在液/固两相间

进行分配，随着时间的推移，当蛋白质分子的结构变得更加

紧密时，蛋白质在两相中的分配系数会逐步增加。当蛋白质

进入柱填料的孔隙后，其扩散速度减缓，从而限制了蛋白质



的聚集，这样就减少了沉淀的产生。蛋白质分子大，先从柱

子上洗脱下来，变性剂分子质量小，最后流出色谱柱［!］。故

"#$的主要作用不是变性蛋白质与"#$固定相间的特殊作

用力，而是有利于更换变性蛋白质复性的缓冲溶液，这里当

然更不涉及二硫键是否正确对接的问题［%&］。与稀释法比

较，该方法可使溶菌酶、碳酸酐酶和重组白细胞介素’(（)*’
(）等的蛋白质质量回收率和活性回收率显著提高［+%!++］。

!"# 离子交换法

捷克科学家",--./01等首次使用了强阴离子交换色谱

法对234%(#!5"+融合蛋白成功地实现了复性［(］。他们使

用676%89:／*;/<2、%=">"和?89:／*的尿素分别溶解

234%(#!5"+融合蛋白包涵体，对于尿素和">"溶解的包

涵体，则使用了@6889:／*的A0BC’2$:D2?76的溶液透析和

离心，其上清液用59.9E柱进行复性和纯化。用;/<2溶

解的样品可直接用 59.9E柱对其同时进行分离和复性。

其复性机理不同于"#$之处在于变性蛋白质与固定相间有

分子间的电荷作用，这种作用力可导致变性的蛋白吸附于固

定相表面，在洗脱过程中进行吸附—解吸—再吸附的复性。

依此法使"’葡糖苷酶（"’F:,G9CBH/CI）［+J］在)#$得到了复性。

2/8/KI0将>#L#’纤维素卷成柱状装入色谱柱中，使用等浓

度洗脱，对重组白细胞分泌抑制因子（"IG0I-90M:I,K9GM-IB.’
NBOB-9）进行了复性和纯化，用该法复性其蛋白质浓度比稀释

方法提高了(7P倍，且P(=的蛋白质可以获得复性［+P］，质量

回收率为&(=，时间只用了@8B.。

!"$ 亲和色谱法

LQ$是利用配体与目标蛋白质间的特异性亲和作用，

使变性蛋白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的。依其LQ$柱端基的不同，可将其

分为：固定化金属亲和色谱（)5L$），脂质体亲和色谱和分子

伴侣亲和色谱。由于配体与目标蛋白质间的作用特异性强，

而且不同配体与蛋白质间的作用差别较大，所以LQ$作为

蛋白质复性的机理比较复杂。

)5L$是以其端基与末端标记有组氨酸的蛋白质分子

间有特异的亲合作用，而这种作用又不受强变性剂（如尿素）

的影响。;B+R亲和色谱柱就是其中的一种［+@］。对重组人朊

病毒（0N30B9.）［+(，+!］和重组A9G!@、*2$+［+@］进行了复性就

是其中的几个例子。

脂质体作为配体对蛋白质复性的原理推测为：局部变性

的蛋白质分子结构类似于融球状态，且具有与天然蛋白质相

类似的二级结构，此时蛋白质分子仍然具有强的疏水表面，

故可同脂质体的脂质双层作用以帮助蛋白质进行复性。一

个很好的例子就是对失活的碳酸酐脱氢酶的复性［+?］，其活

性回收率为?J=，如果使用没有脂质体的柱子，则回收率便

降至@?=；如果直接采用稀释@6倍的方法，其活性回收率

为@+=。

分子伴侣是在体内介导表达蛋白质建立天然构象的一

类重要的蛋白质。在重组蛋白质的体外折叠过程中也是一

类很好介导蛋白质复性的辅助因子，已有多篇文章阐述了在

溶液中进行蛋白质复性的研究结果。在溶液中加入分子伴

侣后，尽管可提高蛋白质的复性效率，但溶液中同时引入了

杂蛋白，还因其价格昂贵，在实际生产中还没有一个蛋白质

使用该法来复性。如将其作为亲和色谱则可能部分克服以

上的缺点［?，&，+&，J6］。

分子伴侣亲和色谱介导蛋白质的复性同它在溶液中的

作用一致，与2)$有相似之处［J%］。分子伴侣在复性蛋白质

时，为变性的蛋白提供一个中空环状疏水腔，当变性蛋白质

进入空腔后，可部分避免或完全消除变性蛋白质分子间的相

互聚集作用，使蛋白质在疏水环境下进行“结合S释放S再

结合”的循环过程，直到其恢复到天然的构象状态。目前英

国剑桥大学的一个研究小组在这一领域中做得最好。他们

合成了几个复杂的固定相体系用于蛋白质复性，使这些在溶

液中无法复性的蛋白质在柱子上得到了好的复性，并称之为

折叠色谱（TIU9:HB.FGN098/-9F0/DNM）。他们使用上述方法对

$MG:9DNB:B.进行了复性［+&］。3N/H-/0I等建立的分子伴侣亲

和色谱复性了谷氨酰氨合成酶（V:,-/8B.ICM.-NI-/CI，V"）和

微管蛋白（A,O:B.，AW）两种蛋白质，方法如下［&］。

试液处理：

AW／V"
(89:／

!
*V,2$:

%66倍稀释
加入

!
V09#*

V09#*’
AW／V09#*’V"

色谱复性：

试液 !
+68B.

三组份固定相亲和柱（抗V09#*抗体’蛋白

L’/F/09CI）
V09#"／LA3，停留

!
J68B.

洗脱

+6889:／*DBDIC，6X%889:／*#>AL，%889:／*
>AA，%889:／*5F$:+，%6889:／

!
*Y$:

收集复性AW／V"

图% 三组份亲和色谱固定相对V"和AW的复性示意图

QBFX% ANI0IU9:HB.FCGNI8I9U-NIV"/.HAW9.-NI
-N0II’G98D9.I.-/UUB.B-MGN098/-9F0/DNBGD/0KB.FC

!"% 疏水色谱法

笔者之一首次用2)$对重组人干扰素’#（0N)Q;’#）复性

并同时进行了纯化［J］。如前所述，这也是第一个用*$法对

变性蛋白质进行复性并同时纯化的报道，比上述其它J种

*$法早J年。变性蛋白质在2)$上的复性机理为：当蛋白

质、变性剂和杂蛋白质进入2)$系统后，由于2)$固定相对

变性剂的作用力较弱，而对变性蛋白质的作用力较强，变性

剂首先同变性的蛋白质分离，并随流动相一同流出色谱柱。

又因2)$固定相能提供较通常方法高出数十乃至数百倍的

能量［J@］，在变性蛋白质被2)$固定相吸附的同时瞬时除去

以水合状态附着在蛋白质表面和与固定相表面接触区域的

水分子［J%］，而蛋白质的特定的疏水性氨基酸残基与2)$固

定相表面作用以形成区域立体结构（5BG09H98/B.），接着形

成折叠中间体（).-I08IHB/-I），随着流动相的不断变化，变性

蛋白质不断地在固定相表面上进行吸附S解吸附S再吸附，

并在此过程中逐渐被复性，形成与天然蛋白质构象相同的蛋

白质并流出色谱柱［J］。在此过程中，因不同的蛋白质与固定

+(( 生 物 工 程 学 报 %(卷



相上的作用力强弱不同，复性的目标蛋白质就可以与大部分

杂蛋白进行分离。利用!"#对!"#$%&表达的$%"&’(!和

$%"&’("分别在复性的同时进行了纯化。$%"&’(!的)*!#+
提取液在,-./0内使用一次色谱过程就可以使其纯度达到

123，活性回收率为稀释法的4#5倍［5，54，55］。笔者之一将

$%"&’("的)*!#+提取液一步就可以达到5-3以上的纯

度［6］。该技术用在基因重组人粒细胞集落刺激因子（$%)(
#7&）也获得了满意的研究效果［5,］。

该法的特点是：可将用浓变性剂溶液（8.9+／:)*!#+、

1.9+／:尿素及月桂酸钠）从!"#$%&提取的目标蛋白直接进

入!"#柱上进行多种变性蛋白的复性及同时纯化。

!"# 各种色谱复性方法的比较

用以上,种色谱法对变性蛋白质复性的一些典型事例

列入表6。从表6看出，所用固定相又可分为以刚性基质硅

胶的高效液相色谱（!;:#）和其它非刚性基质的中压或常压

色谱。!"#便属于前者，其余5种属于后者。这不仅涉及到

一个复性与同时纯化所需的时间长短，还涉及到在流动相置

换变性剂时出现的变性蛋白质分子聚集及固定相表面吸附

两者速度快慢之间的动力学问题，从而会影响到复性效率。

这,类色谱相同之处都是色谱固定相对蛋白质复性作

出了贡献，但其作用机理却差异甚大。

7<#固定相使变性蛋白质分子在洗脱过程中分子体积

逐渐减小而进入7<#填料孔中而保留，因此蛋白质先被洗

脱，而变性剂最后流出7<#柱，因此柱的负荷受到了很大限

制，而且在用流动相置换变性剂的过程中不可避免地会产生

沉淀。此外，7<#的分离效果是:#中最差的，故用于纯化

蛋白质的效果也不够理想。与7<#比较，"<#的柱负荷高，

且变性蛋白分子可与固定相作用使变性蛋白质在填料的表

面吸附，减少了由于分子间聚集产生沉淀的趋向较7<#强，

且分离效果也好于7<#。但在"<#上进行蛋白质复性时，最

常用的变性剂盐酸胍也会在"<#柱上保留，这不仅会影响

柱容量，而且往往与蛋白质一起在洗脱过程中流出色谱柱，

从而使最有效提取的蛋白质的变性剂盐酸胍的使用受到限

制。=&#固定相，特别是使用含有分子伴侣的二组份和多

组份的=&#固定相与变性蛋白分子间有特异的亲和力，使

变性的蛋白质分子间形成沉淀的可能性大大减小，能将原来

认为不可逆折叠的蛋白质变成了可逆的折叠，使其成为一种

强有力的研究蛋白质折叠的手段。遗憾的是一种=&#柱只

对一种或少数几种蛋白质有亲和作用，使用范围窄，而且，如

图6中>?／)7复性流程图所示，试液先在分子伴侣存在条

件下稀释6--倍，然后才用=&#复性，手续繁杂，所需时间

变长。更重要的是其柱价格十分昂贵，目前还难以用到制备

规模，更难以用到工业生产中蛋白质的复性和纯化。

!"#固定相是从高浓度盐溶液（近饱和状态的5.9+／:
硫酸铵溶液）中吸附变性蛋白质，且与变性剂瞬时分离，不仅

大大降低了蛋白分子间的聚集作用，还因固定相能在分子水

平上为变性蛋白质提供很高的能量，使水化的变性蛋白质瞬

时失水，并形成局部结构以利于蛋白质分子从疏水核开始折

叠［,］。此外，梯度洗脱使各种蛋白质分子“自己选择”对自己

有利的条件进行折叠，以达到同固定相和流动相间的协同作

用，更有利于复性和纯化的最优化条件的选择。从技术上

讲，高效液相色谱的流速可以从6@-.:／./0到6-.:／./0
不等，大大缩短了变性蛋白质分子脱离变性剂环境后与!"#
固定相的接触时间，从另一角度避免了变性蛋白质分子间的

相互聚集而有利于固定相的吸附。因此，用!"#对变性蛋

白质复性时，其质量和活性回收率一般都大于A-3，而活性

回收率有时会超过6--3［5-，55］。!"#是一个好的蛋白质分

离手段，故在蛋白质复性的同时又能与包括折叠中间体在内

的其它杂蛋白质进行很好地分离，更重要的是!"#柱较便

宜，可用于制备规模，在5-#,-./0内就可完成上述过程，所

以!"#可能是一种较为理想的，且最具有发展潜力的，对变

性蛋白质复性及同时纯化的色谱方法。

$ 蛋白质复性及同时纯化装置

原则上讲，用于上述各种液相色谱的仪器均可用于变性

蛋白的复性及同时纯化研究。但由于所有这,种色谱法都

不能完全防止在使用流动相置换变性剂时可能产生变性蛋

白质分子间的聚集所形成的少许沉淀。这些沉淀在进行梯

度洗脱时常常也不能溶解在洗脱能力强的流动相中，甚至浓

的变性剂溶液中。这些沉淀积累后就会使用柱压很快升高

直至报废。这就要求在进行蛋白质复性时使用的色谱仪必

须能在数百千克压力条件下工作。此外，因常用色谱仪对流

速、精度、检测器的灵敏度、重现性均有极高的要求，加之色

谱中通常使用的是管形色谱柱、流速增大就会使柱压升得很

高，很难在制备规模条件下正常工作，如果要通过改造仪器

克服压力造成的问题，就会使仪器造价极高。因此，需要另

辟捷径解决上述问题。

基于生物大分子的分离好坏基本上与柱长无关的论点

及实验数据［5,，56］，笔者之一设计制作了变性蛋白质复性及

同时纯化装置（?0/B9CD/.*+BE0F9*D$F0EB*$EB/90E0GH*$/C/IE(
B/909CH$9BF/0D，?7J;;）或称为多功能蛋白纯化器［5K，58］。该

装置可做成各种大小不同的实验室或制备型的柱子。柱长

很短，仅为6I.，而柱直径可达4-I.甚至更大。在使用2L
6I.的?7J;;时，在流速高达8.:／./0的条件下，其柱后

压力只有5-MN／I.4。因柱流过的面积（如柱径为6-I.）是常

用的直径,@K..色谱柱的46倍，加之其柱长只有通常色谱

柱的6／6-#6／42，所以少许的沉淀聚集在柱子顶端的滤片

上或残留在柱填料的顶端，不会造成柱压的升高。而这些产

生的沉淀在常用实验室规模的色谱柱上产生的柱压可能是

?7J;;的6-倍乃至6--倍，这或许是到目前为止，尚未见

到通常所用制备色谱柱在工业生产规模上进行蛋白复性及

同时纯化的原因。人们普遍担心的问题是长度仅为6I.的

柱的负荷及分离效果会如何。对于内填疏水色谱填料的一

个大小为6-L2-..的?7J;;而言，其上样总蛋白可高达

6N，而进样体积每次可达5#,.:，且可多次进样，使每次复

性与纯化的总的进样体积高达6-#4-.:［54］。
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表! 色谱法对蛋白质的复性及同时纯化举例

"#$%&! ’(#)*%&+,-./&0&1#.20#.3,1#14／,0*203-35#.3,1,-*0,.&31+$6%372345/0,)#.,8&#*/6

!"#$%&’()*+$,"’(-
./+$01,$)+1*/’2
0",/$&-

./+$01,$)+1*/’2%’)1(&- !"-3%,-$#+"#$%&’() 4"1+- !"#"+"(2"-

!"2$05’(1(,/301(’(,"+#"+$(6! 78.（7）! 78.6-’%’21 比稀释法高9":倍 ;<<;，;<<9 ［:"=］

>?-$@?0" —

A1*’%$01B’+3-7ACDEFG9 8D.（7） F$($H — ;<<I ［J］

#3-’$(*+$,"’(
!"#$%&’(,")+1,’$(/$-,#12,$+ GD.（G） G3*"+&"KE= JLM ;<<I ［E］

+/DNG6; G"*/12+?%6G6;LL E;M
!(1-"O G"*/12+?%6G6;LL "<LM
!/$&1("-" O.（7） 0’(’62/1*"+$("-6NGP)"% ;LM ;<<I ［Q］

>12,1,"&"/?&+$)"(1-" —

N353%’( O.（G） O(,’6R+$D>6O5 — ;<<I ［<］

R%3,10’("-?(,/",1-"
7301(DNG6;*+$,"’(
S$B’("+’5$(32%"1-"O>?-$@?0" GD.（G） G"*/1+2?%6G6;LL7! ;<<= ［9L］

S$B’("21+5$(’21(/?&+1-"
T3-’$(*+$,"’(-$#0$($0"+’2 8D.（G）! 7"*1+’(6-"*/1+$-" ILM，为稀释法I倍 ;<<J ［9:］

#6)%32$-’&1-" 蛋白浓度比稀释法高;LLL倍

!"2$05’(1(,-"2+",$+?%"3U$2?," 8D.（G） VDOD62"%%3%$-" IJM， ;<<J ［9I］

’(/’5’,$+ 蛋白质浓度比稀释法高JWI倍

.$0*%"0"(,.;’(/’5’,$+ GD.（G） G3*"+$-"J 比稀释法高9W=倍 ;<<E ［;<］

!"2$05’(1(,/301(*+’$(*+$,"’( O.（G） X’2U"%6XNO61)1+$-" ;<<I，;<<E［9J，9E］

!"2$05’(1(,5$B’("*+’$(*+$,"’(
!"2$05’(1(,03+’("*+’$(*+$,"’(
.?2%$*/’%’(O O.（G） R+$D>;<;6:I=61)1+$-" ;LLM复性，无配体柱 ;<<E ［9<］

7GO61)1+$-" 只有9=M复性

R+$D>;<;6:EJ61)1+$-"
G"B"+1%03,1(,-$#’(&$%":6)%?6 R+$D>;<;6:I=61)1+$-" <9M
2"+$%*/$-*/1,"-?(,/",1-"
R%32$-10’("J6*/$-*/1,"&"16 R+$D>;<;6:I=61)1+$-" ;LLM，稀释法#;LM
0’(1-"*+$,"1-"-
>?-$@?0" GD.（G） G"*/1+2?%6G;LL7! 当浓度为LWI0)／0>稀释复 ;<<E ［:<］

性最高为9LM，当浓度为

Q90)／0>色谱法复性"IJM
S$B’("21+5$(’21(/?&+1-" 当浓度为9WL0)／0>稀释法

有ILM复性，当浓度为

;;W:0)／0>色谱的复性"EJM
G"B"+1%+"2$05’(1(,78C6;03,1(, 78. — — ;<<E，;<<Q［;L";:］

!"2$05’(1(,0"05+1("*+$,"’(-N$2 E=O. X’2U"%2/"%1,’()61)1+$-" QM，比稀释法高 ;<<Q ［9=］

>7.9 =M，比释释法高

S$B’("21+5$(’21(/?&+1-" O.（G） >’*$-$0"6G3*"+&"K9L Q:M，无O.配体柱=QM ;<<Q ［9Q］

>’*$-$0"6NGPJLLLAY
>?-$@?0" GD.（G） G3*"+&"KE=7! — ;<<< ［9;］

!"2$05’(1(,’(,"+%3U’(6J GD. ;<<< ［99］

G2$+*’$(,$K’(2(= O.（G） F’(’2/1*"+$("61)1+$-" ;<<< ［:L］

V-5O61)1+$-"
A"*,’&?%6*+$%?%’-$0"+1-"

!"2$05’(1(,/301(’(,"+#"+$(6! 78.（7） 比释释法高9":倍 ;<<< ［:I］

!"2$05’(1(,/301(R.6.GT 78.（7） 比稀释法高9WJ倍

#6O0?%1-" 78.（7） IEW:M，稀释法L
!"2$05’(1(,%?-$@?0" GD. 比稀释法活性率高:=M以上 ;<<< ［I9］

F1’@"2?,$U’(’()%32$-’&"6-*"2’#’2 8FO. — ;<<< ［I:］

5",16)%32$-’&1-"
7","+$&’0"+’2*%1,"%",6&"+’B"& GD. E=M以上的活性回收率 ;<<< ［II］

)+$Z,/#12,$+（OS）

>?-$@?0" OT. ;LLM复性 ;<<< ［I=］

!：7表示填料为硬基质；G表示填料为软基质
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使用上述装置，我们已对糖核酸酶!"、溶菌酶、#$%!&’(
进行了有效地复性和纯化。其中#$%!&’(和#$)(*!!的复

性效果比溶液中复性的效果高+,-倍以上［.+，./］。

! 影响色谱复性的因素

除了0&中固定相对蛋白质折叠做出主要贡献外，流动

相的组成、温度、12值等对蛋白质复性也起着重要的作用，

"!淀粉酶就是其中的一例［.3］。在2)&中使用的流动相组成

通常是连续变化的，称之为固定相与流动相之间的协同作

用。变性蛋白质的浓度太高，很容易产生分子间的聚合作

用，如"!葡糖苷酶在使用稀释复性时的最佳浓度为4#5／60，

使用)7&最大浓度则可以达到465／60，增加蛋白质浓度在

8999倍以上，而且活性回收率比稀释复性提高了/倍［+.］。

但无论如何，在0&中可允许变性蛋白质的浓度比稀释法要

高。用0&复性蛋白质时，尽管蛋白质的复性浓度要比传统

的稀 释 法 高，但 在 浓 度 过 高 时，仍 然 会 有 部 分 沉 淀 产

生［.8，.:］。变性剂浓度同样也影响蛋白质复性效果，如溶菌

酶在’7&上进行复性时尿素的浓度为+6;<／0时复性效果

最好［+9，.:］。蛋白质在失活状态向天然状态转化时存在数目

不等的中间体，而中间体在向天然态的转化又是复性的限速

步骤［8-］。为了使中间体完全复性，在进行色谱复性时，有些

蛋白质必需在色谱柱上停留一段时间。对于牛碳酸脱氢酶

（=&"）［+3］、重组膜蛋白02&+［+4］复性而言，需要停留大约

.96>?，这样才可获得合适的复性效果。当流速较低时，脂质

体可以比较充分地帮助=&"进行复性，当在高的流速下，脂

质体无法有效地同=&"进行作用，直接影响了复性的效

果［+3］。在2)&的流动相中加入氧化型谷胱甘肽，提高了还

原型牛胰岛素中双硫键的正确对接率［/-］。

由于目前对用0&复性蛋白质的计量仍缺乏深入的研

究和缺乏大量的实验数据，对于上述的影响因素的解释仍然

缺乏充分的说服力。

" 展 望

与通常稀释及透析方法比较，虽然0&具有除变性剂、

使蛋白质折叠、与杂蛋白分离及便于变性剂回收的“一石四

鸟”的优越性，尽管其问世至今已有近89年历史，但它仍然

是一种处于发展阶段的方法。重要原因之一是从理论方面

对复性的机理研究仍然不够，从而影响其在实际中的广泛应

用。从应用方面来讲，抓住固定相对蛋白质折叠贡献最大的

主要矛盾，合成性能优良的对蛋白质复性效果好、分离效果

亦好的各类色谱固定相，并使之放大到制备规模，将会使这

一技术发展得更快。从各类色谱法用于蛋白复性及同时纯

化的各类指标比较看出，高效疏水色谱法是一个较理想，并

具有发展前途的方法。用0&创造的特殊环境对那些通常

认为不可逆折叠的变性蛋白质实现“蛋白质人工折叠”是有

可能的。由于体内蛋白质折叠有细胞膜存在，在重力场存在

的地球上进行的所有体外折叠也是在容器中进行的，故固体

表面性质对蛋白质折叠起到十分重要的作用。基于这一事

实，从0&研究所得的数据和结论对于非0&体外及体内蛋

白质折叠研究都会有借鉴的价值，所以用0&法研究蛋白质

折叠也有可能为体内蛋白质的折叠规律及生命起源的研究

起到重要的作用。
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