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摘 要 二硫键形成蛋白 7（Y49.(D462 >’-6 D’/E,:4’- </’:24- 7，Y9>7）是存在于大肠杆菌周质胞腔内的一种参与新生蛋白质折叠
过程中催化二硫键形成的折叠酶。综述了 Y9>7三维结构、进化过程、协助蛋白质体内外复性方面的研究进展。Y9>7比硫氧
还原蛋白具有更强的氧化性，其强氧化性来自于 H09"$残基异常低的 <Z, 值和不稳定的氧化型结构，通过定点突变的研究表明

了 H09"$残基是 Y9>7活性中心最关键的氨基酸残基之一。Y9>7不论在体内与目标蛋白融合表达还是在体外以折叠酶形式添
加，都能有效地催化蛋白质的折叠复性，同时 Y9>7还具有部分分子伴侣的活性。
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在生命科学领域，蛋白质的折叠过程及机理研

究一直是研究者们关注的焦点之一。蛋白质的折叠

通常经历以下几个步骤［#］：（#）!螺旋与"股形成；
（!）由相邻的"股形成反平行的"折叠片结构；（"）
由!螺旋与"折叠等二级结构组装形成三级结构；
（I）二硫键形成；（M）平行的"结构形成。其中二硫

键的形成则与蛋白质能否折叠成稳定的三级结构和

立体空间构象有着密切的关系，特别是在某些含有

多个肽链或亚基的蛋白质中，如胰岛素，二硫键在其

能否折叠和组装成为具有生物学活性的结构，并稳

定这种结构的过程中起了关键性的作用［!］。

一般而言，生物体内新生肽链中的二硫键是在



转录后形成的，它通过降低非折叠态的熵从而稳定

折叠态的构象［!］。通常，二硫键是在!螺旋与"折
叠的形成完成后选择性氧化半胱氨酸形成的，并不

是邻近的半胱氨酸就会形成天然蛋白质构象所需的

正确配对的二硫键［"］，因此如何才能保证形成非错

配的二硫键则成为蛋白质折叠中最后但也是最关键

的步骤。除此之外，无论在生物体内还是体外进行

的蛋白质折叠，二硫键的氧化形成都是折叠过程中

的一大限速步骤，如果能有效提高正确配对的二硫

键的形成速度，就能大大提高蛋白质折叠的效率。

在大肠杆菌分泌蛋白的表达过程中，一类折叠酶

（#$%&’()(）———*(+家族蛋白质———的参与大大提高
了新生肽链的折叠速率，从而使得大肠杆菌能保证

使正常所需的新生多肽链能够及时并正确地折叠。

本文主要综述了 *(+家族中 *(+,的结构、性质、
功能以及其在体内外协助蛋白质复性的研究进展。

! *(+,及 *(+家族简介

!"! #$%&的发现
*(+,最早是由 -)./0123等［4］于 "55"年发现的，

他们观察到 !"#$ 的基因突变株会造成大肠杆菌二
硫键的严重缺乏，在这些突变株中，标记过的"6内酰
胺酶、碱性磷酸酯酶以及细胞外膜蛋白 ,（789,）分
泌表达但是二硫键大量缺失。此外，他们还克隆了

!"#$基因，并发现纯化的 *(+,蛋白能还原胰岛素
中的二硫键，因此推测其在体内能够协助新生肽折

叠时二硫键的形成。

:2$等［;］于 "55<年也发现了在 %%&$ 基因的突变
株中，碱性磷酸酯酶异常表达，不能正常分泌到周质

胞腔中。同时，他们克隆了 %%&$ 基因，还注意到其
编码的蛋白同 -)./0123等发现的 !"#$ 基因编码的
蛋白同样都包含一个潜在的氧化还原活性中心：

=>(6?@$6A1(6=>(，因此推测 %%&$ 与 !"#$ 为同一基因。
直到 "55!年，B@)&)@1./等［C］获得了大肠杆菌 D6

"<从 ’’($ 基因到 )*+, 基因之间的基因谱图，%%&$
与 !"#$ 才被确认为位于该谱图的 ;E;5 F ;CG;之间
的同一基因。

!"’ #$%家族概况
继 *(+, 被发现以后，其催化体内蛋白质二硫

键形成的功能受到很多科学家的重视，*(+ 家族中
的其他成员如 *(+-、*(+=、*(+*、*(+H、*(+I被相继
发现。*(+家族中的 C个成员蛋白都与硫氧还原蛋
白（231$@)&$J1K）以及二硫键异构酶（?*:）一样，具有
一个相似的包括有两个半胱氨酸以 =LL=形式存在

的活性中心，不同的成员两个半胱氨酸之间的氨基

酸有所不同。

在 *(+家族的 C个成员中，*(+-、*(+*、*(+H均
为膜蛋白，其他三者都存在于大肠杆菌的周质胞腔

中。*(+,的主要功能就是氧化新生肽链上的巯基
形成二硫键，*(+=和 *(+I起着二硫键异构酶的作
用，使错配的二硫键重新配对，*(+-和 *(+*分别再
生 *(+,和 *(+=，*(+H则参与细胞色素 .的合成。

’ #$%&的结构及其性质
一般来说，蛋白质中的二硫键并不是在其被合

成的细胞器中形成的［M］，在真核细胞中，二硫键一般

在内质网上形成。对于大肠杆菌，其表达的蛋白质

既有胞内蛋白也有分泌蛋白，对于胞内蛋白通常在

胞内由分子伴侣，如 AN?CE、AN?ME 分子伴侣系统
等，介导新生肽折叠成正确的三维构象，使之行使正

常的生理功能。但是对于分泌蛋白而言，如果在胞

内完成折叠，由于空间位阻等方面的影响，将会使之

很难顺利分泌到胞外，因此，这些分泌蛋白的折叠过

程通常是在周质胞腔中完成的，*(+ 家族蛋白正是
在帮助这些新生肽链进行折叠形成正确配对的二硫

键的过程中必不可少的折叠酶。

’"! #$%&的蛋白序列及结构
*(+,是 *(+家族中第一个被发现的蛋白质，它

存在于大肠杆菌的周质胞腔中，由 <EG 个氨基酸组
成，其中 =端有一个包含 "5个氨基酸的信号肽，分
子量为 <!O"/*（不含信号肽为 <"O"/*），等电点为
;O5;，其活性中心为 =>(!E 6?@$!" 6A1(!< 6=>(!!，其中 =>(!!

包埋于蛋白内部，=>(!E暴露于蛋白表面，隶属于硫氧
还原蛋白超家族下的 *(+家族。
人们已经解析出氧化型［G，5］和还原型［"E］*(+,的

三维晶体结构，图 "为氧化型和还原型的 *(+,与其
活性中心，以及硫氧还原蛋白的对照三维结构图。

从图中不难看出，*(+,由 C个!螺旋与 ;个"折叠
构成，并组成了由柔韧的链结构———#型的"转角
（?3)C! 6P)2C4 6I%>C; 6I%>CC）联结起来的两个独立的结构
域，其中一个结构域具有类似硫氧还原蛋白的折叠

结构———硫氧还原蛋白结构域，另一个结构域紧凑

地折叠成螺旋状插入到硫氧还原蛋白结构域中［"E］，

亦称为!螺旋结构域。*(+,的活性中心 =?A=位于
Q6末端的第一个!螺旋中，包含于硫氧还原蛋白结
构域中。值得指出的是，*(+,中的硫氧还原蛋白结
构域在一级结构上是不连续的，它的氨基端和羧基

端各有一段序列参与硫氧还原蛋白结构域的形成
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（!"#$以及 !%&"!’& 残基），其中间一段插入的序列
形成了!螺旋结构域。另外，氧化型与还原型 ()*+

的构象在整体上并无大的区别，仅仅是 ,-.%!与 /0)%$

侧链的空间位置有些许改变。

图 ! ()*+及其活性中心和硫氧还原蛋白的三维结构图

()*+的!螺旋结构域和硫氧还原蛋白结构域由一个柔性的铰链 ,12#% "324#5 "678#9 "678##连接（见图中蓝色部分）。
:0;<! =12 )4->?4>-2 .@ ()*+，04) A?40B2 )042 ACD 410.-2D.E0C<

=12 4F. D.GA0C) .@ ()*+，412 1270?A7 ACD 410.-2D.E0C D.GA0C，A-2 ?.CC2?42D *8 A @72E0*72 10C;2，

,12#% "324#5 "678#9 "678##，)1.FC A) *7>2 -0**.C 0C 412 @0;>-2<
（A）=12 )4->?4>-2 .@ .E0D0H2D ()*+；（*）412 D24A072D )4->?4>-2 .@ .E0D0H2D ()*+ A?40B2 )042；（?）412 D24A072D )4->?4>-2 .@ -2D>?2D ()*+ A?40B2 )042；（D）412

)4->?4>-2 .@ .E0D0H2D 410.-2D.E0C；（2）412 )4->?4>-2 .@ -2D>?2D 410.-2D.E0C；（@）412 )4->?4>-2 .@ -2D>?2D ()*+<

图 $给出的是大肠杆菌体内的 ()*+和硫氧还原
蛋白以及其他一些动植物体内的 ,(I等蛋白的序列用
J7>)4A7K［!!］进行多序列比对（G>740L72 )2M>2C?2 A70;CG2C4，
3N+）得到的结果。研究发现，它们都具有共同的
JKKJ活性中心结构，二硫键的氧化形成和还原异构的
过程，正是通过这些活性中心与目标蛋白的巯基或二

硫键之间进行巯基"二硫键交换反应实现的。
除了 JKKJ的活性中心以外，在多序列比对图

中，不难发现还有一些高度保守的序列，它们在很多

物种中都是高度保守的，如大肠杆菌 ()*+ 中的
OA7$$、,12$9、,12$#、,12$&、OA7’5与 ,12&%等，在图 ! 中，
这些高度保守的序列以位点球棍模型的形式给出，

OA7与 ,12以及比对中的其他蛋白里的 =-L和 =8-均
为强疏水性的氨基酸残基，它们的高度保守不仅和

稳定蛋白质的三级结构有关，更有可能与其折叠酶

的活性有着密切的关系———,12$9、,12$#、,12$&所在
的区域形成了一个大面积的疏水性区域，很有可能

成为一些蛋白质与 ()*+进行疏水结合的位点。
选取更多的 ,(I相关蛋白质序列进行多序列比

对，采用 PQ算法（C20;1*.>-"R.0C0C;）［!$］构建了系统进
化树如图 %所示。
!"! #$%&的性质
在 ()*+发现初期，研究工作主要集中在对其物

化性质方面的研究，特别是通过热力学、定点突变、荧

光光谱等方法对 ()*+的构象、性质等方面进行研究，
比较了氧化型与还原型 ()*+各方面的性质。

67.?S)1>*2-等［!%］采用荧光滴定的方法，测得
()*+在 L/TUV下同 6N/和 6NN6的平衡常数为 !U$
W !VX 53，标准氧化还原势 YZV 为 X VUV’&O。这表明

()*+比细胞质中的硫氧还原蛋白具有更强的氧化
性，并和真核生物中的二硫键异构酶（,(I）类似。

67.?S)1>*2-等［!5］测得还原型和氧化型 ()*+的
沉降系数 ).$V，F分别为 $U! [ VU!N和 $U! [ VU$N。他们
用盐酸胍考察了 ()*+的变复性情况，发现还原型
的 ()*+远比氧化型的稳定，其变复性的中间点盐
酸胍浓度分别为 $U!5G.7\]和 !U##G.7\]，进一步地，
将 ()*+ 的变性曲线通过线性外推到 VG.7\] 盐酸
胍，计算出了还原型与氧化型 ()*+ 的稳定能分别
为 X 5’U% [ $U’SQ\G.7 和 X %%U9 [ !U$SQ\G.7（%V^）。
天然态的还原型与氧化型 ()*+之间的自由能差为
$$UT [ 5UVSQ\G.7，因而，分子内的二硫键稳定了氧化
型 ()*+这种能量上不利的紧张态构象，即一般二
硫键的存在是稳定蛋白质的构象，但是二硫键的存

在却使得折叠态的 ()*+变得不稳定，即还原型的
()*+远比氧化型的稳定，这与 J-20;14.C 等［!9］氧化
还原滴定以及动力学分析得到的结论不谋而合。

&罗 曼等：大肠杆菌二硫键形成蛋白 +（()*+）研究进展



图 ! 多种 "#$%同源蛋白的多序列比对，其中 &’%%!(为大肠杆菌硫氧还原蛋白 )（ !"#$）；&’%**+为大肠杆菌硫氧还原蛋
白 !（ !"#%）；&!!!), 为酵母硫氧还原蛋白 -（&’()）；&’%.*+为大肠杆菌 "#$%（*+,$）；&/!((,为 -.,"./ 01/23"43 "#$%（ !056）；
&(!(01 为 &".!.078 43+!.978 &"-（:;<）；&’(/’,为 =/+ !47"7+ &"-%) 2（:>?=）；&),13, 为酵母 &"-（:;<)）4 由于 "#$%序列较
短，因而 &(!(01，&’(/’, 和 &),13,部分序列未给出

5674! 89: ;<=>6?=: #:@<:AB: C=67A;:A> D2 #:E:FC= 9D;D=D7# D2 "#$% 7:A:FC>:G $H I=<C#>C=J，K9:F: &’%%!( 2DF >96DF:GDAL6A ) 2FD;
@+013".01.4 0/2.（ !"#$）；&’%**+ 2DF >96DF:GDAL6A ! 2FD; @+013".01.4 0/2.（ !"#%）；&!!!), 2DF >96DF:GDAL6A - 2FD; A40014"/8B03+ 03"39.+.43
（&’()）；&’%.*+ 2DF "#$% 2FD; @+013".01.4 0/2.（*+,$）；&/!((, 2DF "#$% 2FD; -.,"./ 01/23"43（ !056）；&(!(01 2DF &"- 2FD; &".!.078
43+!.978（:;<）；&’(/’, 2DF &"-%) 2FD; =/+ !47"7+（:>?=）；&),13, 2DF &"- 2FD; A40014"/8B03+ 03"39.+.43（:;<)）4 89: <AG6#?=CH:G
#:@<:AB:# D2 &(!(01，&’(/’, CAG &),13, CF: D;6>>:G $:BC<#: D2 >9: :AG6A7 D2 >9: @ 4 0/2. "#$% #:@<:AB:

图 / "#$%的进化分析
5674/ &9H=D7:A:>6B CAC=H#6# D2 "#$%

&9H=D7:A:>6B >F:: KC# BDA#>F<B>:G 2FD; >9: ;<=>6?=: #:@<:AB: CAC=H#6# $H I=<#>C=J CAG E6#<C=6M:G $H NO&=D> <#6A7 A:679$D<FPQD6A6A7 ;:>9DG4 89: RK6##P&FD>:6A
-" KC# <#:G >D 6G:A>62H :CB9 ?FD>:6A4 89: G676> DA :CB9 $FCAB9 G:AD>:# >9: CE:FC7: A<;$:F D2 #<$#>6><>6DA :E:A># ?:F #6>: 4

’) %1.C3+3 D/7"C42 /E =./!301C/2/FB 生物工程学报 !’’,，SD=T!/，NDT)



!"#$%&’()*+等［,-］发现还原型的 .&)/发射的色
氨酸荧光要比氧化型的高出 0倍多，但是 .&)/序列
中仅有的两个色氨酸残基 1+23-和 1+2,4-并不存在于
硫氧还原蛋白结构域中，而是位于!螺旋结构域中。
他们考察了突变子 53-6、5,4-6，发现在还原型和
氧化型 53-6 突变子中都根本检测不到色氨酸荧
光，而对于野生型的 1+2,4-其荧光也全部淬灭，说明
了 1+23-是 .&)/中唯一发射色氨酸荧光的残基。此
外，对突变子 53-6、64-7的热力学稳定性分析证明
了 1+23-和 1+2,4-之间的结构域间的相互作用相当大
程度上保证了 .&)/的整体稳定性并选择性地稳定
了氧化型的 .&)/。

8#(9:*;等［,3］通过限制性酶切同质谱相结合的
手段研究了还原型、氧化型以及与 <=. 多肽（.&)>
的部分肽链）结合时 0种代表形态的 .&)/的结构，
发现酶切位点的数量由多到少依次为氧化型 .&)/、
.&)/?<=.结合物、还原型 .&)/，该现象说明了氧化
型 .&)/比还原型更具活动性，因而氧化型的 .&)/
更易同还原型的错配二硫键底物蛋白结合，同时还

原型的 .&)/刚性的增加使之容易与其氧化产物分
离。

.&)/作为一种酶，研究的最多的当然是其活性
中心，人们采用了各种手段，鉴定了 .&)/的活性中
心?@<A@?各个残基的功能及性质

@+*:B’9#C等［,D］采用定点突变的方法，将 @E&0F和
G或 @E&00突变为 H*+，确定了 @E&00是两个半胱氨酸中
包埋于 .&)/三维结构内部且不能与巯基试剂反应
的残基，而 @E&0F则暴露于 .&)/蛋白表面，能同谷胱
甘肽等形成非常不稳定的混合二硫键结合物的位

点，此外，@E&0F在稳定折叠态的 .&)/的结构中起到
了相当重要的作用。他们［4］还测定了 @E&0F和 @E&00

残基的 2IJ 值，发现 @E&0F拥有特别低的 2IJ 值（约

0KL），在生理 2A条件下，@E&0F也是完全离子化的，因
而具有很高的反应活性，同时 00 位上的残基对其
2IJ 值有着重要的影响。@E&0F的低 2IJ 值正好解释

了 !"#$%&’()*+ 等［,M］发现的 .&)/ 在低 2A（甚至 2A
N）的情况下也能够有效地催化二硫键的成的现象。
!"#$%&’()*+等［4F］对 .&)/活性中心的两个半胱氨酸
进行了定点突变，发现仅一个 @E&0F半胱氨酸亦足以
催化巯基?二硫键的相互作用，并完成蛋白质的氧化
折叠。>J+OP*"" 等［4,］将 .&)/的活性中心的四个残
基都进行了定点突变，得到了 /<A/、@<<@、@H1@、
@71@、@<H@、@<Q@和 @<7@等突变子，并通过考察这
些突变子与 !HAG!HH!的平衡情况以及不同浓度盐

酸胍下的变性曲线，说明了 .&)/的氧化性极强，既
与二硫键使氧化型的 .&)/ 变得不稳定有关，也与
@E&0F 极 低 的 2IJ 值 有 关，即 是 !"#$%&’()*+ 和

@+*:B’9#C分析原因的综合。另外，他们还指出，
A:&04、!"(03、!"(0D、!"CM3都对决定 .&)/的氧化还原势
起着很大的作用。H$’R:O 等［44］采用定点突变的方
式，将 @E&00替换为 /"J，并使其与 @4HG@,FS?QSJ&* 1,
作用，发现当发生 @00/突变的 .&)/与其结合时，
.&)/的变性自由能"!. 增加了 NK3%TGR#"，也就说
明了 .&)/与未折叠的 QSJ&* 1,之间除了共价的二
硫键结合以外，还存在着有利的非共价作用

（UJV#+J)"* C#C?$#VJ"*C9 :C9*+J$9:#C），而且这种作用还
增强了 .&)/与未折叠蛋白间的结合。

8J+:J等［40］采用了 W8G88算法比较了 .&)/与
硫氧还原蛋白活性中心的二硫键发现两者 2IJ 值相

差 NKL，与大多数实验吻合很好。另外还发现，该
2IJ 值的差异来自于!4?!螺旋，它对 .&)/的巯基的
稳定作用在一定程度上大于其对硫氧还原蛋白的巯

基，通过将硫氧还原蛋白中的保留残基 /&24-和 7E&L3

以及 .&)/中的保留残基 !"E4N和 7E&LD（见图 4）定点
突变为丙氨酸不会影响两者的 2IJ 值，但这些保留

残基对稳定亲核的巯基却起着重要的作用。

>J+OP*""等［4N］猜想 .&)/和醌与 .&)>的作用位
点不同，并成功地证实了 .&)>的 !"C00和 1E+N-残基
与 .&)/相互作用，而 !"CMD和 /+BND则与醌相互作用，
且 .&)/是通过 8*9,L0残基和 .&)>相作用。
除了上述关于针对活性中心的残基进行的研究

外，也有研究表明 <+#,L,对于 .&)/的结构稳定以及
活性都有着重要的影响［4L X 43］。顺式的 <+#,L,与 @E&0F

的相互作用维持了 .&)/的硫氧还原蛋白结构域，
并使氧化型的 .&)/结构趋于不稳定，即加强了其
氧化性和二硫键的转移活性，而且其中的 L种 <+#,L,

的定点突变子还会造成 .&)/?.&)>的结合物在体内
的累积。

除此之外，5JCB等［4D］提出 .&)/具有类似于分
子伴侣活性的功能。他们通过研究发现，.&)/同样
能介导一些不含有二硫键的蛋白，如 .?0?磷酸甘油
醛脱氢酶（!/<.A）和硫氰酸酶复性，而且 .&)/ 还
能像分子伴侣一样有效地阻止变性的 !/<.A聚集。
!"# $%&家族中各成员的协同作用［!’，#(］

在大肠杆菌体内，新合成的含有二硫键的分泌

表达肽链的折叠一般是在周质胞腔中完成的，其间，

.&)家族各成员蛋白的共同参与协助大大地加快了

,,罗 曼等：大肠杆菌二硫键形成蛋白 /（.&)/）研究进展



其折叠过程。图 !为 "#$家族成员蛋白协助新生肽
链折叠过程的示意图，整个过程分为二硫键的氧化

形成和还原异构两个途径，显然，二硫键的形成实际

上是通过电子的传递来驱动的：

图 ! "#$家族成员参与的协助新生肽链折叠的途径，包括氧化途径（左）和异构途径（右）%
黑色细箭头代表了整个折叠途径中电子的流向 %

&’(%! )*+ #,*+-+ ./ 0*+ .1’230’.4 530*637（8+/0）342 ’#.-+9’:30’.4 530*637（9’(*0）’4 0*+ 4+687 #740*+#’:+2
59.0+’4# /.82’4( 0. ’0# 430’;+ #030+ !" #!#$，6’0* 0*+ 3##’#034,+ ./ 0*+ "#$ /3-’87 -+-$+9#%

)*+ 0*’4 $83,< 399.6# ’42’,30+ 0*+ /8.6 ./ +8+,09.4# ’4 0*+ 6*.8+ /.82’4( 59.,+2=9+%

具有强氧化性的 "#$>同新生肽链接触后迅速
将其氧化使之形成链内的二硫键结构，而 "#$> 自
身被还原。被还原的 "#$>与膜蛋白 "#$?作用，由
"#$?重新氧化，这个过程中，首先是由 "#$>的 @7#AA

与 "#$?的 @7#BC!作用形成链间的混合二硫键，然后
再被其氧化。在有氧条件下，"#$?将电子传递给氧
化态的辅酶 D，而辅酶 D再将电子传递给细胞色素
氧化酶，最后细胞色素氧化酶再还原氧气。而在厌

氧条件下，"#$? 将电子传递给维生素 E，然后电子
进一步传递到延胡索酸还原酶或者硝酸盐还原酶。

这样，"#$? 利用苯醌的氧化能力重新形成了二硫
键。如图 !的左半部分。
如果被 "#$>氧化的新生肽链含有两个以上半

胱氨酸，它在被氧化的时候就极有可能形成错配的

二硫键，这样就必须经过重排以形成天然态正确配

对的二硫键，这是由二硫键异构酶 "#$@与 "#$F来
完成的。"#$@中的 @7#GH首先攻击蛋白质中不正确
的二硫键，并与错误折叠的蛋白质形成了混合的二

硫键。然后，或者这个错误折叠的蛋白质的另一个

半胱氨酸去攻击该混合二硫键使之分开，再在底物

与还原态的 "#$@之间形成一个更稳定的二硫键；或
者用 "#$@的 @7#BCB攻击这个混合二硫键使之分开。
这样，"#$@变成了氧化态，需要被膜蛋白 "#$"重新
还原才能再生使用。而 "#$"则是通过硫氧还原蛋
白的还原能力来保持还原态的，硫氧还原蛋白是先

被硫氧还原蛋白还原酶还原，再被 I>"JK还原的。
如图 !的右半部分。
如上所述的整个 "#$家族成员协作帮助新生肽

链的折叠过程，不但说明了形成二硫键的氧化能力

从何而来，还显示了蛋白质的氧化折叠和细胞的新

陈代谢完全是通过电子传递的方式耦联在一起的。

! "#$%协助蛋白质折叠机理及研究
对于 "#$>的结构及性质的研究已经取得了相

当多的数据和理论依据，而关于 "#$> 在下游协助
蛋白质复性方面的研究并不深入，仅有部分文献进

行了系统的报道。"#$>协助蛋白质复性的途径一
般分为两种，一种是直接在体内协助蛋白的复性，即

融合表达，将 "#$>的基因同目标基因共表达，使得
异源蛋白在合成的同时就在 "#$>的协助下完成了
复性；另一种途径是将重组的 "#$>分离出来后，再
在体外利用其协助蛋白质复性。

!&’ "#$%协助下的体内折叠
"#$>在体内协助异源蛋白的表达，用得最多的

方法就是将 "#$>与该异源蛋白进行共表达，这样
才能保证宿主菌中有足够的 "#$>来辅助快速合成
的基因工程的异源蛋白折叠形成正确的三维结构。

F8.,<#*=$+9 等［AB］将 L3(’ 双功能抑制子（ 93(’
$’/=4,0’.438 ’4*’$’0.9，L?M）的基因同细菌的 N-5>信
号肽基因融合以后，再利用双顺反子操纵子与 "#$>
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基因一起在乳糖操纵子下进行共表达，尽管得到的

最适分泌表达 !"#和达到 !"#最佳收率的氧化还原
环境条件有所差异（作者未进行具体的优化实验），

但是在培养基中添加 $%&后，!"#与 ’()*的共表达
使正确折叠的 !"# 提高了 +, 倍之多。-.(/.0123.(
等［45］将 ’()* 的突变子同 转 移 生 长 因 子6!65
（70.2(890:;2< <09=73 8./7906!65，>$?6!65）、类胰岛素生
长因子6#（ ;2(@A;26A;B1 <09=73 8./7906#，#$?6#）、绿色荧
光蛋白（<0112 8A@901(/127 C0971;2，$?D）等 +E 种异源
的真核蛋白基因进行了融合表达，发现其可溶性大

大增加了。

!"# $%&’协助下的体外折叠
一般地，’()*体外协助蛋白质复性首先要制备

以及纯化大量的重组 ’()*［44］，然后再将其同变性蛋
白或者基因工程形成的包涵体单边相互作用，使目

标蛋白折叠形成正确配对的二硫键，在此过程中，通

常要添加适当比例的氧化还原对，如 $%&F$%%$等
来帮助被目标蛋白还原的 ’()* 能够重新氧化利
用。#79 等［G］在含 EHI::9AFJ $%%$、EHK::9AFJ ’>>
的复性液中，加入 ’()*，KE:;2后，还原型的 !L.(1 *
活性恢复 ,EM，而未添加 ’()*的对照组仅恢复了
+GM。同时为了验证 ’()*还能催化已形成的二硫
键异构，他们使用了错配的 !L.(1 *进行考察，发现
添加 ’()*的实验组 !L.(1 *的活性回收率明显高
于对照组，并且这种现象同添加的 ’()* 的浓度没
有关系。N01;<3792 等［+O］在操作条件为 EHG::9AFJ
$%%$、5::9AFJ $%&、C&PHG、5GQ下对牛胰蛋白酶抑
制剂（)9R;21 C.2/01.7;/ 70SC(;2 ;23;);790，">D#）进行复
性，添加 ’()*的实验组，+K:;2后 "D>#的活性恢复
了 5EM，而对照组只恢复了 +4M。$A9/B(3@)10等［+I］

在 C&OHP 含有 $%&、$%%$各 +::9AFJ的缓冲液中，
变性的水蛭素经过 ,3能完全恢复活性，按照两者巯
基比为 +：+E添加 ’()*以后，整个复性过程明显加
快了 5 T 4倍。而且 ’()*的这个活性在低 C&的条
件下表现得更为明显，C&KHE的溶液中，水蛭素基本
不能进行自发复性，然而甚至在 C&,HE的条件下，添
加 ’()* 也同样能使水蛭素很快地完全复性。 #79
等［G］研究了碱性磷酸酯酶（ .AB.A;21 C39(C3.7.(1，
D39*）在 ’()*协助复性过程中的三个状态：未折叠
态（对胰蛋白酶完全敏感）、折叠中间态（对胰蛋白酶

有部分抗性的单体）以及具有活性的二聚体。将新

合成的 D39*和 $%%$、间周质蛋白或纯化后的 ’()*
在 U25 V存在的情况下，能够有效地折叠成为具有活
性的二聚体。%/3:;W 等［55］将 G":9AFJ 的 N5%FN+EL6

!L.(1 >+同 O":9AFJ的 ’()*作用，不论开始的时候
还原型的 N5%FN+EL6!L.(1 >+是折叠态还是非折叠
态，7+F5大约都为 +E(左右，且最后都能折叠成二硫键
正确配对的天然态构象。

?10(37 等［4,］将小分子伴侣（:;2;/3.C10921 (37
$09XJ+I+64,G）、’()*以及脯氨酸顺反异构酶共固定
化在琼脂糖凝胶上，将极难复性的蝎毒 N2G通过该
氧化复性层析柱进行复性，活性收率达到了 OPM。
$A9/B(3@)10 等由于在体外复性 !"# 时没有添加
$%%$，导致被还原的 ’()*不能像融合表达［4+］那样
可以被胞内的 ’()"重新氧化，因而 ’()*不能表现
出其异构酶的活性，而 !"#的复性过程就停滞在形
成分子内错配二硫键的阶段。

本实验室也进行了重组 ’()*体外协助蛋白质
复性实验，以溶菌酶为模型蛋白，游离以及固定化的

’()*协助溶菌酶体外复性均取得了较好的结果。
当初始溶菌酶浓度为 5OE"<F:J，’()*与溶菌酶的摩
尔比为 + Y+时，溶菌酶蛋白回收率可达 +EEM，比活
为 5G IEE@F:<，较之稀释复性要达到相同的回收率
和比活所处理的初始蛋白浓度（GE"<F:J）有很大的
提高。固定化的 ’()*协助溶菌酶体外复性实验表
明，’()*的加入能够在高浓度下有效地促进含有二
硫键的蛋白质的复性，提高酶活和活性收率。

( 展 望

’()*的基因从发现至今，大量的科研工作者对
其性质和结构进行了详尽的研究及分析，不仅发现

了其强氧化性来自于具有极低的 CZ. 值 NS(4E和使
氧化型的 ’()*活性中心的二硫键变得不稳定，而
且确认了活性中心上的 NS(4E是唯一重要的氨基酸
残基，但在 ’()*协助蛋白质复性方面的研究工作
才刚刚起步。

在 ’()*的结构研究方面，根据图 5的多序列比
对，除了活性中心 N[[N的高度保守以外，还有数个
D31及 \.A的保守位点，这些疏水性的氨基酸，特别
是几个 D31，在三维结构上大都处于活性中心附近，
如图 +，它们的高度保守很可能与它们的生物学活
性有关。新生待折叠的肽链或变性蛋白首先要能够

接近 ’()*的活性中心才能被其氧化，而这些分布
于 ’()*活性中心附近的强疏水性氨基酸形成的疏
水部位就是底物蛋白与 ’()* 进行疏水结合的位
点。可以通过定点突变的方法，考察在这些 D31位
点发生突变的突变子蛋白在复性过程中同底物蛋白

的结合情况可以推测这些位点的生物学功能。
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在 !"#$ 协助蛋白质复性方面，已有的研究大
都集中在考察其协助复性的可行性方面，而并未实

际深入考察其协助复性的效率。而对于富含二硫键

的基因工程蛋白质，其包涵体体外重折叠效率极低。

表 %给出了含有不同个数自由巯基的蛋白质中可以
形成可能的二硫键的配对数目，在众多的配对可能

性中，由于只有一种配对是符合天然构象的正确的

配对，不难看出，随着目标蛋白中的自由巯基数量的

增加，随机形成正确配对的二硫键的可能性就越低，

这样就大大地增加了含有多对二硫键的目标蛋白的

复性难度，因而将 !"#$作为折叠酶引入到复性体
系中，配合适当的氧化还原环境，可以提高巯基&二
硫键间的氧化形成与还原异构的反应速度，从而在

很大程度上提高正确配对二硫键形成的概率，提高

复性的效率。

表 ! 二硫键配对数目随着自由巯基
的增加成几何级数增长

"#$%& ! ’()*+&+,-#% #./0&+, *1 2*0$-+#,-*+3 *1
4-3.%1-4& $*+43 5-,6 -+27&#3-+/ 17&& ,6-*%3!

’() (* *+,, -./(0" 1 2 3 %4 %5
’() (* 6/"70*/6, #(86" 5 9 1 : 2
’() (* ;(<#/8=-/(8" 9 %: %4: >1: %49>:
! ’7<#,+ (* ;(<#/8=-/(8" ;=8 #, ;=0;70=-,6 #?（8&%）！！，@.,+, 8 /"

-., 87<#,+ (* *+,, -./(0")

在今后的研究中，一方面体内协助复性可以考

察 !"#$与某些目标蛋白进行融合表达，另一方面，
体外协助复性可以首先选取模型蛋白进行复性过程

及条件的摸索，然后再针对真实的目标对象包涵体

进行复性，在这个过程中，热力学和动力学方面的实

验应该引起足够的重视，特别是对一些复性折叠中

间体的表征及热力学分析。从热力学角度来讲，天

然态的蛋白是蛋白质的能量最低状态，即结构最稳

定状态。尽管聚集甚至沉淀状态的能量高于天然

态，但是由于从中间体折叠到天然态之间有一个很

高的能垒，造成中间体到天然态的转化是一个慢的

过程。从化学动力学角度来看，蛋白质复性的过程

中存在的主要矛盾就是折叠和聚集间的竞争，由于

中间体向天然态的转化是一级反应，而聚集则是二

级或多级反应，聚集的反应速度与蛋白质浓度的平

方或高次方成正比而复性反应过程仅与蛋白质浓度

的一次方成正比，因而蛋白质浓度越大，聚集速度越

快。当溶液中离子强度或变性剂浓度很低，又无其

它辅助手段存在时，聚集趋势占主导地位，导致蛋白

质的自发复性效率极低。尽管 !"#$的添加会造成
蛋白浓度的升高，但是由于正确折叠的蛋白将疏水

基团进行了包埋，从而降低了聚集的可能性，!"#$
的加入会大大提高蛋白的复性效率。

由于固定化的 !"#$也成功地应用于氧化层析
复性［95］，但并未有深入考察柱上复性的过程及机

理，这也是以后的一个研究方向之一。
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腺病毒与癌症的研究

有些病毒可以致癌，如 IUS致宫颈癌，“乙肝”病毒、“丙肝”病毒致肝癌等，而有些病毒如腺病毒（(+-’5:1*&;）却可以作为基
因工程的载体得到实际应用。我国深圳一家基因技术公司研究人员将人 U"C基因通过腺病毒重组，其重组体制成注射液（商
品名叫“今又生”2-’+191’-），用于治疗头颈部鳞病如鼻咽癌等试验取得成功，已有数百至数千人接受治疗，其产品已商品化生
产。

虽然如此，腺病毒存在的两面性依然应引起我们的重视。好的一面是：人腺病毒的血清型有 "D种以上，无包膜，基因组成
型双链 ?^(（+;?^(），分子量为 GD ‘ !DH a CD ‘ !DH；病毒粒子 GD面体，它与宿主包膜上的特异受体结合，经内吞作用进入胞内，
其外壳被降解，而其 ?^(进入细胞核，不整合到染色体上，以染色体外的成分存在；基因组长 CD a CHJ<，含有 !R个基因。该病
毒作为载体有一定优越性：!）基因组大，可插入大片段外源基因（CGJ<）；G）体外实验其转导率达 !DDb，非分裂细胞亦可转导；
C）重组病毒在细胞培养物中高滴度、稳定，易于纯化及制备；R）进入宿主细胞中不整合到细胞基因组，仅瞬间表达，安全性较
高；"）由于外源基因表达水平较高，可作为基因治疗最常用载体之一，可既做载体，又做重组受体。不利的一面是：!）包括腺病
毒在内的所有病毒都有其寄生性，腺病毒有寄生宿主腺体之称，据称人腺病毒某些型接种新生地鼠有诱发肿瘤的事实，因此，

选择它做载体或受体必须经过改造，确保安全；G）它的免疫原性较强，靶向性差，几乎可以感染所有的细胞；C）上面曾提到它不
能整合到染色体上，所以不能持续表达所需要的产物如抗癌蛋白，且表达时间短暂。因此，我们应有针对性地做些重复性治

疗实验研究，认真总结临床实验结果中可能出现的正负两方面的结果，发展有效的一面，限制不利的一面，不断总结经验有所

发现，以达到克服不足、逐步完善的目的。

（柯 为）
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