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尿素对经动态高压微射流(DHPM)诱导
去折叠胰蛋白酶构象变化的影响

刘军平，刘  伟 *，邹立强，刘成梅，方丽淳，张兆琴

(南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌      330047)

摘   要：以牛胰蛋白酶为原料，通过紫外吸收光谱、荧光发射光谱和圆二色谱研究尿素对天然胰蛋白酶和经动态

高压微射流(DHPM)诱导去折叠胰蛋白酶的构象变化。结果显示：天然胰蛋白酶构象在尿素浓度 4.0～6.0mol/L 之间

变化最显著，紫外吸光度从 0.2746 降至 0.1824，吸收峰从波长 279nm 红移至 283nm，相对荧光强度从 105.9 降至

98.27，发射峰从波长 352nm 红移至 355nm，β- 折叠含量从 46.9% 降至 30.6%；而去折叠胰蛋白酶构象在尿素浓度

2.0～4.0mol/L 之间变化最显著，紫外吸光度从 0.3121 降至 0.2159，吸收峰从波长 281nm 红移至 283nm，相对荧光强

度从108.24降至 99.07，发射峰从波长 353nm红移至 360nm，β-折叠含量从 40.6%降至 38.9%。表明尿素对经DHPM
处理后处于部分去折叠胰蛋白酶构象的影响更为显著。不同浓度尿素导致胰蛋白酶产生不同构象的中间体，表现出

“熔球态”模型特征。
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Effect of Urea on Conformation Changes of Dynamic High-pressure Microfluidization (DHPM)-induced
Unfolded Trypsin
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Abstract ：The conformational changes of native trypsin and DHPM-induced unfolded trypsin during the denaturation by urea

have been investigated using the methods of ultraviolet (UV) spectroscopy, fluorescence spectroscopy and circular dichroism

spectroscopy. Results indicated that native trypsin showed the most significant changes when the concentration of urea was

from 4.0 to 6.0 mol/L. The absorbance at 280 nm decreased from 0.2746 to 0.1824, and the absorption peak showed red shift

from 279 to 283 nm; the relative fluorescence intensity decreased from 105.9 to 98.27, and the emission peak showed red shift

from 352 to 355 nm. The percentage of β-sheet content decreased from 46.9% to 30.6%. In contrast, the most significant changes

were observed in unfolded trypsin when the concentration of urea was from 2.0 to 4.0 mol/L. The UV absorbance decreased from

0.3121 to 0.2159 and the peak showed red shift from 281 to 283 nm; the fluorescence intensity decreased from 108.24 to 99.07

and the emission peak showed red shift from 353 to 360 nm. The percentage of β-sheet content decreased from 40.6% to

38.9%. These findings show that urea has a more significant impact on DHPM-induced unfolded trypsin compared with native

trypsin. In the presence of urea at different concentrations, trypsin has different conformations of intermediates that show

characteristics of molten globule state.
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胰蛋白酶(EC 3.4.21.4)属于丝氨酸蛋白水解酶类，普

遍存在于动物体的肝胰腺体中，含有 2 2 3 个氨基酸残

基，5 个二硫键，相对分子质量约为 23800；活性中心

存在于保守的 His、Asp 和 Ser 活性三联体上[1]。胰蛋

白酶在消化可食性蛋白方面被认为是最重要的酶[2]，是

一种内切酶，能高度特异地水解精氨酸或赖氨酸羧基参
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与形成的肽键、酰胺键和酯键；能活化糜蛋白酶原、

羧肽酶原、磷脂酶原等其他酶的前体 [ 3 ]，因此在食品、

生物、医药等领域有着广泛的应用。

近年来，蛋白质折叠问题是研究的前沿，该过程

中涉及了蛋白质天然态、过渡态和去折叠态等构象的变

化。蛋白质的折叠 / 去折叠机制十分复杂，此过程中的

“二态模型”被大多数科学家所接受 [ 4 ]，该模型认为蛋

白质的去折叠是从天然态直接到完全去折叠态，属于一

个“全或无”的过程。但越来越多的研究表明，该

过程中存在着有亚基构成的部分折叠中间体，称之为

“熔球态”(molten globule) [5]，该中间态拥有几乎和天

然态蛋白质相似的二级结构，而三级结构则相对要松散

些，疏水内核有部分外露，并保有一定的四级结构。

目前，蛋白质折叠 / 去折叠机理的研究主要从其过程的

平衡中间态和反应动力学两方面进行。平衡中间态主要

是利用紫外吸收光谱法、荧光光谱法、拉曼散射光谱

法、圆二色谱法等方法研究其构象变化[ 6 -9 ]，而动力学

由于其反应的瞬时性，主要是采用毫秒级的快速停留扫

描法(stopped-flow spectrophotometry)[10]。

在某些物理作用(如压力、紫外、超声等)或化学作

用(如酸、碱、盐酸胍、尿素等)下，蛋白质的非共价

键会发生不同程度的破坏，发生变性反应，变性后的

去折叠态与天然态在功能和构象上是不同的。利用某些

技术捕捉去折叠过程中间态的构象变化信息，可以为研

究蛋白质折叠 / 去折叠机理提供可靠的依据。在化学因素

下，有报道利用盐酸胍或尿素诱导细胞色素 C、NCS-1、
牛碳酸苷酶 B、β-内酰胺酶等的变性反应[11-14]。尿素作

为一种常用的变性剂能够激活蛋白质中不同发色团之间发

生一定程度的能量传递，使蛋白质处于去折叠态[1 5 ]，一

定浓度下的尿素对蛋白的变性作用是可逆的[16]。

本课题组前期报道了一种物理手段——动态高压微

射流(dynamic high-pressure microfuidization，DHPM)处
理后天然胰蛋白酶提高了其热稳定性和 p H 值稳定性，

同时 DHPM 处理导致胰蛋白酶的分子构象部分去折叠，

表现在其荧光强度增强、游离巯基含量增加，总巯基

含量减少、紫外吸收强度减弱、α- 螺旋含量降低等方

面[17]。本实验在前期 DHPM 诱导的胰蛋白酶部分去折叠

态的基础上，以尿素对去折叠胰蛋白酶进一步研究其折

叠 / 去折叠过程，通过紫外光谱法、荧光光谱法和圆二

色谱法表征胰蛋白酶在不同状态下构象变化的影响。　

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

胰蛋白酶(UI ＞ 2500U/mg)    美国 Amresco 公司；

尿素(分析纯)    美国 Sigma 公司；磷酸二氢钠、磷酸氢

二钠等均为分析纯。

1.2 仪器与设备

M - 1 1 0 E H 3 0 型超高压微射流均质机  美国

Microfluldics 公司；UV-1600PC 型紫外 - 可见分光光度计

上海美谱达仪器有限公司；F-4500型荧光分光光度计    日
本 Hitachi 公司；MOS 405 型圆二色谱仪    法国 Bio-
Logic 公司。

1.3 方法

1.3.1 DHPM 诱导胰蛋白酶的去折叠

参照 Liu 等[17]的方法，用 50mmol/L 的磷酸盐缓冲液

(Na2HPO4-NaH2PO4，pH7.4)配制质量浓度为 0.5mg/mL 的

胰蛋白酶溶液，采用 M - 1 1 0 E H 3 0 动态高压微射流

(DHPM)均质机在 80MPa 下处理 1 次，获得去折叠态胰

蛋白酶溶液。

1.3.2 去折叠态胰蛋白酶与尿素的反应

用磷酸盐缓冲液(50mmol/L，pH7.4)配制浓度为

10.0mol/L 的尿素溶液，取适量的去折叠胰蛋白酶溶液和尿

素溶液，使胰蛋白酶的最终质量浓度为 0.3mg/mL，尿素溶

液的浓度分别为 1.0、2.0、4.0、6.0、8.0mol/L，在 25℃
反应 24h 后，进行紫外光谱、荧光光谱和圆二色谱检测。

1.3.3 紫外吸收光谱分析

采用 UV-1600PC 型紫外 - 可见分光光度计测定与尿

素反应前后胰蛋白酶溶液的紫外吸收光谱，扫描的波长

范围为 200～400nm。

1.3.4 荧光发射光谱分析

采用 F-4500 型荧光分光光度计测定与尿素反应前后

胰蛋白酶的荧光发射光谱，设定激发光波长为 280nm，

狭缝宽度为 5nm，扫描 300～450nm 的发射光谱。

1.3.5 圆二色谱(CD)分析

胰蛋白酶的圆二色谱采用 MOS-405 圆二色谱仪测

定，设定光径为 1mmol/L，在远紫外区段(190～250nm)扫
描 3 次得圆二色谱，谱带宽度 1.0nm。CD 数据用平均残

基椭圆度(θ)表示，单位用(deg·cm2)/dmol 表示，利用

DichroWeb在线软件Selcon3计算酶的不同二级结构含量[18]。

1.3.6 数据统计

采用 Origin 8.5 对实验数据进行处理分析，因素显

著性分析采用 ANOVA，P ＜ 0.05 则认为有显著影响。

2 结果与分析

2.1 尿素对去折叠胰蛋白酶构象影响的紫外光谱分析

胰蛋白酶的紫外光谱主要来自于多肽链中苯丙氨酸

(Phe)、酪氨酸( T y r )和色氨酸( T r p )的特征吸收光谱，

这些氨基酸苯环含有共轭双键产生π→π* 跃迁而产生

紫外吸收，Phe、Tyr 和 Trp 的特征吸收峰分别位于波

长 257、275nm和 280nm处，大部分蛋白质在波长 280nm
附近有吸收峰。
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不同浓度尿素对天然态和 DHPM 诱导去折叠态胰蛋

白酶紫外吸收光谱的影响如图 1、2 所示。随着尿素浓

度的增加，天然胰蛋白酶吸光度降低，下降幅度最大

的是从 4.0mol/L 的 0.2746 降至 6.0mol/L 的 0.1824，其最

大吸收峰从 4.0mol/L 时的波长 279nm 红移至 6.0mol/L 时

的波长 283nm，当尿素浓度高于 6.0mol/L 时，吸光度变

化和红移不再明显(图 1)；去折叠胰蛋白酶紫外吸光度也

是随尿素浓度增加而降低，但紫外吸光度下降幅度最大

的区间是从 2.0mol/L 的 0.3121 下降至 4.0mol/L 的 0.2159，
其最大吸收峰是从 2.0mol /L 时的波长 281nm 红移至

4.0mol/L 时的波长 283nm，当尿素浓度高于 4.0mol/L 之

后变化不明显(图 2)。相比较而言，在同一尿素浓度下，

去折叠胰蛋白酶的吸光度均比天然态的高，而且最大吸

收峰发生红移，如尿素浓度为 2.0mol /L 时，去折叠胰

蛋白酶吸光度从天然态的 0.3069 升至 0.3121，其最大吸

收峰从天然态的波长 278nm 红移至 281nm。

胰蛋白酶的紫外吸收峰红移可能是尿素导致胰蛋白

酶的发色基团(Phe、Tyr 和 Trp)从疏水环境中暴露出来

所引起的。当尿素浓度在 4.0mol /L 之后，天然胰蛋白

酶发色基团的疏水环境变化最显著，而在 6.0mol/L 之后

变化程度达到最大，这与 Busti 等[19]所报道尿素浓度高

于 6.0mol/L 时对β- 乳球蛋白的紫外吸光度趋于平缓的现

象相一致。而 DHPM 诱导去折叠胰蛋白酶在 2.0mol/L 之

后发色团疏水环境就产生显著影响。这说明 DHPM 诱导

去折叠胰蛋白酶的发色基团已有一定程度的暴露，而尿

素的加入导致这种暴露程度可能进一步加深。

图 1 天然胰蛋白酶在不同尿素浓度条件下的紫外吸收光谱图

Fig.1   UV absorption spectra of native trypsin with various concentra-
tions of urea
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图 2 去折叠胰蛋白酶在不同尿素浓度条件下的紫外吸收光谱图

Fig.2   UV absorption spectra of unfolded trypsin with various
concentrations of urea
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2.2 尿素对去折叠态胰蛋白酶构象影响的荧光光谱分析

牛胰蛋白酶有 4 个色氨酸残基(Trp51、Trp 141、Trp
215、Trp 237)能够发出内源荧光[20]。一般而言，蛋白

质内的芳香族氨基酸——苯丙氨酸(Phe)、酪氨酸(Tyr)和
色氨酸(Trp)残基都能产生荧光，由于在蛋白质构象中所

处的侧链环境及结构的不同，Trp 残基荧光强度最大且

对微环境变化很敏感而被广泛应用于蛋白质内源荧光的

测定和蛋白质构象变化的分析[21]。在牛胰蛋白酶内半胱

氨酸会对色氨酸的荧光产生强烈的淬灭效果，只有与半

胱氨酸相对位置比较远的色氨酸残基才表现出很强的荧

光发射光谱 [ 2 0 ]。
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图 3 天然胰蛋白酶在不同尿素浓度条件下的荧光发射光谱图

Fig.3   Intrinsic fluorescence spectra of native trypsin with various
concentrations of urea

图 4 去折叠胰蛋白酶在不同尿素浓度条件下的荧光发射光谱图

Fig.4   Intrinsic fluorescence spectra of unfolded trypsin with various
concentrations of urea
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图 3 和图 4 分别表示不同浓度尿素对天然胰蛋白酶

和去折叠胰蛋白酶的荧光发射光谱图的影响。随着尿素

浓度的增加，天然胰蛋白酶的相对荧光强度下降，最

大发射峰红移。在 4.0～6.0mol/L 之间变化最显著，相

对荧光强度从 4.0mol/L 时的 105.9 降至 6.0mol/L 时的

98.27，最大发射峰从 4.0mol/L 时的波长 352nm 红移至

6.0mol/L时的波长 355nm；去折叠胰蛋白酶随着尿素浓度

增加相对荧光强度和最大发射峰的变化趋势与天然酶一

致，但变化幅度不一样，尿素浓度在 2.0～4.0mol/L 之间

变化最显著，相对荧光强度从 2.0mol/L 的 108.24 降至

4.0mol/L的99.07，最大发射峰从2.0mol/L时的波长353nm
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红移至 4.0mol/L 时的波长 360nm。相比较而言，在同一

个尿素浓度下，去折叠胰蛋白酶的相对荧光强度增加，

最大发射峰红移。

分析原因可能是尿素使胰蛋白酶的芳香族氨基酸残

基及其微环境发生了变化，尤其是 Trp 残基附近的胰蛋

白酶构象的变化，导致胰蛋白酶内源荧光发生了变化，

从而使荧光最大发射峰发生红移，同时由于更多的芳香

族氨基酸残基可能与附近淬灭基团发生了反应导致荧光

强度下降[16,22]。根据 Wei 等[23]报道尿素对糖蛋白微环境

的影响表明：糖蛋白内源荧光发射峰随着尿素浓度的增

加而红移，当尿素浓度高于 3.0mol/L 时，糖蛋白的构象发

生了明显的变化。在本实验中，当尿素浓度高于 4.0mol/L
之后，天然胰蛋白酶微环境变化最显著，浓度达 6.0mol/L
之后，胰蛋白酶的微环境没有进一步变化，而去折叠

胰蛋白酶微环境的变化在 4.0mol/L 之后就已趋于平缓。

根据 Burstein 理论：荧光发射光谱峰在波长 350～352nm
之间时 Trp 残基完全暴露于极性环境中[24]。天然胰蛋白

酶和去折叠胰蛋白酶的荧光发射峰的最大值均大于

350nm，因此，天然胰蛋白酶在尿素浓度为 6.0mol/L 时，

Trp 残基已经完全暴露于溶剂中，而去折叠胰蛋白酶在

4.0mol/L 时，Trp 残基已经完全暴露。

根据 Ruan 等[25]报道，通过荧光发射光谱分析，胰

蛋白酶在尿素浓度为 8.0mol/L 时完全变性，在静压力为

650MPa 时处于部分去折叠状态，在天然态和完全变性

态之间存在中间体——“熔球态”；Fan 等[26 ]研究表明

二氢叶酸还原酶在 0.5～2.0mol/L 的低尿素浓度下也处于

“熔球态”，“熔球态”被认为仍然具有丰富的二级

结构和缜密的分子构型，疏水内核部分暴露，蛋白质

分子内具有明显的柔性 [ 2 7 ]。在本实验中，天然胰蛋白

酶在尿素浓度 0.0～6.0mol/L 之间的荧光强度和最大发射

峰是一个渐变的过程，而高于 6.0mol /L 时几乎恒定不

变，这与上述报道中的荧光发射光谱图的变化趋势相

似，表明在 0.0～6.0mol /L 之间胰蛋白酶存在着中间

体。同理，D H P M 诱导去折叠胰蛋白酶在尿素浓度

0.0～4.0 mol/L 之间也存在着中间体，这种中间体可能就

是“熔球态”。而 D H P M 诱导去折叠胰蛋白酶在尿素

浓度为 4.0mol/L 时就发生了最大变化，其原因可能是经

过 DHPM 处理引起了胰蛋白酶微环境的变化，导致分子

的柔性和可运动性增加，从而加深了尿素对胰蛋白酶的

影响程度。

2.3 尿素对去折叠态胰蛋白酶构象影响的圆二色谱分析

圆二色谱(CD)属于旋光色散分析法(ORD)，以光学

活性物质的不对称分子平面偏振光的旋光色散为基础。

平面圆偏振光通过不对称的光学活性物质时，左、右

圆偏振光产生吸收差，造成振幅的改变，在这个方向

上的矢量和即成为椭圆偏振光 [ 2 8 ]。在蛋白质中，能够

产生圆二色性的主要有肽键、芳香族氨基酸残基、二

硫键，而蛋白质的一些高级结构(如α- 螺旋、β- 折叠

等)也是不对称的，因此，蛋白质的圆二色谱是这些作

用的总体效果 [ 2 9 ]。蛋白质的圆二色谱分为远紫外区

(185～250nm)和近紫外区(250～360nm)，前者主要反映蛋

白质的二级结构信息，而后者主要反映其三级结构中微

环境的信息。

表 1 天然态胰蛋白酶和去折叠态胰蛋白酶在不同浓度尿素条件下的二级结构信息

Table 1   Various secondary protein structure contents of native trypsin and unfolded trypsin with various concentrations of urea

                           二级结构含量 /%
尿素浓度 /(mol/L)                        α- 螺旋                          β- 折叠                          β- 转角                        无规卷曲

天然态 去折叠态 天然态 去折叠态 天然态 去折叠态 天然态 去折叠态

0.0 16.2 ± 0.7 14.2 ± 0.5 55.6 ± 0.8 51.8 ± 1.9 15.0 ± 0.4 16.3 ± 0.5 13.2 ± 0.3 17.7 ± 0.8
1.0 15.2 ± 0.4 23.5 ± 1.0 50.9 ± 1.6 45.2 ± 0.5 16.3 ± 0.3 11.7 ± 0.4 17.6 ± 0.7 19.6 ± 0.7
2.0 6.6 ± 0.3 22.4 ± 0.8 46.7 ± 2.1 40.6 ± 0.6 19.5 ± 0.9 8.9 ± 0.4 27.2 ± 1.2 28.1 ± 1.0
4.0 13.6 ± 0.6 11.3 ± 0.6 46.9 ± 1.6 38.9 ± 1.0 5.2 ± 0.2 3.1 ± 0.1 34.3 ± 0.8 46.7 ± 1.1
6.0 10.9 ± 0.3 5.9 ± 0.2 30.6 ± 0.7 29.8 ± 1.2 4.4 ± 0.1 4.4 ± 0.2 54.1 ± 1.3 59.9 ± 0.9
8.0 8.4 ± 0.1 8.4 ± 0.3 27.9 ± 1.1 26.8 ± 1.1 6.8 ± 0.3 3.0 ± 0.1 56.9 ± 2.4 61.8 ± 1.3
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A～F.尿素浓度分别为 0.0、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0mol/L。图 6 同。

图 5 天然胰蛋白酶在不同尿素浓度条件下的圆二色谱图

Fig.5   Far-UV CD spectra of native trypsin with various concentrations
of urea

由图 5 可见，随着尿素浓度的增大，天然胰蛋白

酶圆二色谱吸收峰的椭圆度(θ)增大，在 4.0～6.0mol/L 之

间变化幅度最大；而去折叠胰蛋白酶椭圆度(θ)变化最大
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由表 1 可知，天然胰蛋白酶的β- 折叠含量为 55.6%，

该结果符合胰蛋白酶属全β型蛋白质的特点(β- 折叠含量

大于 40%)[30]。随着尿素浓度的增加，β- 折叠含量下降，

天然胰蛋白酶的β- 折叠含量从 55.6% 降至 27.9%，而去

折叠胰蛋白酶从 51.8% 降至 26.8%；同时，其无规卷曲

含量逐渐增加，并且增加的幅度很大，天然胰蛋白酶

的无规卷曲含量从 13.2% 增至 56.9%，去折叠胰蛋白酶

从 17.7% 增至 61.8%；在同一尿素浓度条件下，去折叠

胰蛋白酶的无规卷曲含量均高于天然酶。实验测得其

α- 螺旋含量的变化没有明显规律。根据 Simon 等[31]报

道，胰蛋白酶的β- 折叠随着乙醇体积分数的增加而降

低，但在 95% 乙醇条件下反而上升，且α- 螺旋的变化

与β- 折叠的变化趋势刚好相反。胰蛋白酶的二级结构

随着尿素浓度的增加会逐渐发生变化，而荧光发射光谱

分析表明微环境也是随着尿素浓度的增加而逐渐发生变

化的，且在天然态与去折叠态之间存在稳定的中间体，

因而这些中间体都具有一定的二级结构，这与荧光发射

光谱分析的“熔球态”性质相一致。研究表明，“熔

球态”的结构范围可能很广泛，从接近天然态高度有

序的中间体到去折叠的前熔球态都可以称之为“熔球

态”[25]，而且在高浓度尿素(8.0mol/L)条件下，蛋白质

的结构更倾向于无序状态[32]。在 DHPM 处理后，胰蛋

白酶的无规卷曲要高于天然酶，说明 DHPM 影响了胰蛋

白酶的二级结构，导致其更趋于无序状态，这种状态

可能也是一种“熔球态”的中间体，因此，同一尿

素浓度条件下，对 DHPM 处理后的胰蛋白酶的影响程度

要比天然酶大。在高浓度尿素条件下，天然酶和去折

叠胰蛋白酶的无规卷曲含量高达 56.9% 和 61.8%，可能

已经达到尿素引起的胰蛋白酶最大无序状态。

3 结  论

3.1 不同浓度的尿素对胰蛋白酶的去折叠效果不同，

这种效果与胰蛋白酶的 DHPM 前处理诱导相关。当尿素

浓度为 6.0mol/L 时，天然胰蛋白酶的构象变化达最大幅

度，而在 4.0mol/L 时 DHPM 诱导去折叠胰蛋白酶就已经

达到这种程度。表明尿素对经 DHPM 处理后处于部分去

折叠胰蛋白酶构象的影响更为显著。

3.2 尿素对胰蛋白酶的变性过程是一个渐变过程，符

合“熔球态”模型特征。在胰蛋白酶的折叠态与去折

叠态过程中存在着稳定的中间体，不同的尿素浓度导致

的中间体构象是不同的，这些中间体均属于“熔球态”

范畴。“熔球态”胰蛋白酶的芳香族氨基酸从疏水环

境中暴露出来，导致胰蛋白酶的紫外吸收光谱和荧光发

射光谱的变化。
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