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变性蛋白在复性过程中的结构变化研究进展 

邹  灵, 任丽琨, 李笑梅, 陈凤莲, 高  健, 李祥鹏, 石彦国, 张  娜* 
(哈尔滨商业大学食品工程学院, 哈尔滨  150076) 

摘  要: 蛋白质在一定条件下会发生变性, 对于部分变性蛋白来说在合适条件下会发生复性, 其在复性过程

中结构会发生一系列变化, 对蛋白质复性过程结构变化的研究, 对于生命科学以及食品行业有着深远的意义。

本文首先对蛋白质在不同处理条件下变性及复性技术的研究现状进行了阐述, 对蛋白质复性过程结构变化常

用的表征方法进行总结, 其次对蛋白质热力学及动力学的研究进行了综述, 最后介绍了蛋白质在复性过程中

可能存在的中间态, 并就蛋白质复性过程中结构变化探索的焦点和热点进行了展望。 
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Research progress in structural changes of denatured proteins during 
renaturation 
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ABSTRACT: Proteins undergo denaturation under certain conditions. For some denatured proteins, renaturation will 

occur under appropriate conditions. The structure of the protein will undergo a series of changes during the 

renaturation process. The research on the structural change of protein renaturation process is of great significance to 

life science and food industry. This paper described the research status of denaturation and renaturation techniques of 

proteins under different treatment conditions, summarized the commonly used characterization methods of structural 

changes in protein renaturation process, reviewed the research on the thermodynamics and kinetics of proteins, and 

introduced the possible intermediate states of proteins in the refolding process. 
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1  引  言 

天然蛋白质分子在热、紫外线照射、高压以及外加一

些化学试剂等处理条件下会发生蛋白质变性现象, 从而可

能导致部分生物活性的丧失。对于可逆变性蛋白来说, 当
其变性程度比较小时, 如若将变性因素除去, 或者改变它

们所处外界环境, 这些变性蛋白能部分恢复其原来的构象

及功能, 甚至对于有些蛋白来说可以全部恢复原有的构象

及功能性质[13]。 
我国生物化学家吴宪教授[4], 在 20 世纪 30 年代提出

了世界上第一个蛋白质变性理论, 他指出“天然蛋白质之

分子, 由环境种种之关系, 从有序而坚密之构造(天然态), 
为无序而散漫之构造(变性态), 为变性作用”。一般将蛋白

质变性理解为是一个过程, 在此过程中, 蛋白质由非共价
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键形成的特定立体结构被破坏, 与特定立体结构密切关联

的生物活性也相继丧失, 但维持蛋白质肽链一级结构的共

价键依旧完好[5]。而对于蛋白质的复性机制则存在 2 种假

设: 一种假设认为, 变性蛋白质肽链中的局部肽段, 最先

形成 α-螺旋、β-折叠等构象单元, 之后由这些构象单元逐

渐进行整合, 最后形成蛋白质的三级结构; 另一种假设则

认为, 刚开始先由肽链内部疏水相互作用形成一个坍塌的

过程, 随后再逐步形成具有差异层次的结构[6]。 
不同变性条件所导致的蛋白质复性机制也有所不同, 

为了更全面阐释蛋白质复性过程的结构变化, 首先对导致

蛋白质变性的主要因素进行探讨总结, 这些变性因素主要

包括 2 大类: 物理因素和化学因素。常用来研究蛋白质变

性的物理技术有高温、高压、紫外线、超声波等, 化学方

法有强酸、强碱、部分重金属盐等[7]。Prezcamero 等[8]在

研究多聚谷氨酸和多聚赖氨酸的构象时, 发现多聚物在不

带电荷的情况下可以形成螺旋, 一旦 pH值发生变化, 使其

带有电荷, 则静电之间相互作用会使它们构象变成无序结

构, 这些氨基酸残基一旦失去电荷, 会造成分子内部相互作

用间失去平衡, 从而导致蛋白质构象发生改变, 当这些改变

累积到一定程度时, 就会导致变性[9]。Chakraborty 等[10,11]

证实了这一现象, 还发现在中性及碱性条件下, 酪蛋白主

要以无规则卷曲的构象存在 , 当溶剂调节至酸性 (pH 
5.0~7.0)时, 添加的质子可以补偿酪蛋白上的负电荷, 从而

减少相似带电残基之间的排斥, 继而使酪蛋白链发生再折

叠。热变性导致蛋白质变性的现象很常见, 温度一旦升高, 
就会促进原子和基团分子内发生振动, 这样则可能导致稳

定蛋白质空间结构的次级键遭到破坏, 使肽链变得松散, 
进而致使蛋白质发生热变性[12]。蛋白质热变性的程度不但

与加热的时间、温度有关, 蛋白质所处溶液体系也会对其

造成很大影响[13]。Mitra 等[14]研究发现, 人血清白蛋白的热

展开过程在 55 ℃以下是可逆的, 超过该温度, 该过程则不

可逆。又有研究者在对碳酸酐酶进行热变性研究时也出现

了类似的结果, 研究发现该酶在 70 ℃的条件下加热 6 min
就导致不可逆变性。常用来对蛋白质变性现象进行研究的

化学试剂大致可以分成 3 类: 脲和盐酸胍、去垢剂、有机

溶剂。这些化学试剂中最为常用是极性相对较强的脲和盐

酸胍[15]。Canchl 等[16]通过尿素对蛋白质变性的平衡研究发

现, 变性是由尿素与蛋白质通过静电力和范德华力直接相

互作用而引起。张学忠等[17]通过对 α-淀粉酶进行研究, 发
现其经 8 mol/L 脲变性 24 h, 残留的酶活力仍有 50%左右, 
但是当钙离子鳌合剂乙二胺四乙酸(1 mmol/L )存在时, 会
大大增强脲变性能力, 25 ℃下经 24 h 的脲变性, 无论脲浓

度是高还是低, α-淀粉酶的活性几乎都降为零。 
本文通过对蛋白质复性技术及复性过程中的结构表

征方法进行概述, 揭示蛋白质的复性机制, 并从热力学及

动力学的角度对蛋白质复性过程结构变化进行探讨分析, 

最后对蛋白质复性过程中可能存在的中间态进行总结, 通
过对变性蛋白复性过程中结构变化的研究, 继而从更深入

的层次建立起蛋白质结构与其相关功能之间的联系, 以期

对生命科学和食品行业在理论和实际应用产生重要意义。 

2  蛋白质复性技术 

目前常用于复性研究的蛋白质都是一些结构比较简

单的蛋白质 , 常见的有牛血清白蛋白 (bovine serum 
albumin, BSA)、溶菌酶(lysozyme, LZM)、碱性磷酸酶、牛

碳酸酐酶(bovine carbonic anhydrase, BCA), 而对于复杂蛋

白质的复性研究则较少[18,19]。用于研究蛋白质复性技术有

稀释复性、色谱复性等[2022]。近些年人工分子伴侣辅助复

性技术被越来越多的研究者所应用[23,24]。一般蛋白质复性

所需的有效条件通常满足以下要求: (1)变性剂浓度降低到

保留分子内非共价相互作用(如氢键、疏水相互作用)水平; 
(2)保证在一定的氧化环境条件下可以正确形成二硫键 ;  
(3)保证变性蛋白浓度维持在较低水平, 以避免分子间发生

聚集[25]。 
稀释复性是最为传统的复性技术, 相比于其他复性

方法来说操作也较为容易, 因此常以此方法为基础来研究

其他复性方法。稀释复性在进行操作时, 要注意调控变性

蛋白质溶液加入复性液中的速率, 因为操作速率的快慢是

整个稀释复性的关键所在, 与此同时, 还要维持相对来说

比较低的蛋白质浓度, 从而减少甚至可以避免聚集体产生, 
以此来提高复性率[26]。Samuel 等[27]发现脯氨酸可以防止

蛋白质复性过程中发生聚集, 实验表明脯氨酸可以和复性

中间产物相结合, 以此来抑制蛋白质发生聚集。后来又有

研究相继发现, 通过向复性液中添加甘油、环糊精、葡萄

糖、L-精氨酸、短链醇等物质, 这些物质能够借助非共价

相互作用, 进一步抑制聚集体形成, 以此提高蛋白质的复

性产率[28]。然而, 由于蛋白质的种类繁多, 而其性质又极

其多样, 这些用来抑制聚集体形成的添加剂并没有普遍的

适用性。 
Rozema等[29]受伴侣分子 GroE(GroEL和 GroES)和两

亲性蛋白质机制的启发, 他们发现在没有添加剂的条件

下, 依次加入 2 种低分子量试剂可促进蛋白质天然构象

的形成, 抑制聚集(“错误复性”)蛋白质的形成, 并在此基

础之上给出人工伴侣辅助复性的机制(图 1), 该机制主要

包括两步: 第一步, 利用去污剂与蛋白质相结合, 然后形

成“蛋白质-去污剂复合物”, 从而防止发生集聚现象; 第
二步 , 利用环糊精将去污剂从形成的“蛋白质-去污剂复

合物”上剥离掉, 促使变性蛋白朝着准确方向进行复性。

后来 Gull 等[30]采用该机制对 BSA 进行复性研究发现当去

污剂和 β-环糊精的浓度分别为 0.1 mmol/L 和 0.5 mmol/L
时, 复性后得到的蛋白质的 α-螺旋含量和天然蛋白质含

量近似相同。 
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图 1  人工伴侣辅助蛋白质复性的示意图 
Fig.1  Schematic view of artificial chaperone-assisted protein Renaturation 

 

3  蛋白质复性过程的结构表征方法 

复性是蛋白质由展开状态转变成折叠状态的过程 , 
蛋白质构象的变化可以通过一些检测手段对其进行结构

表征[31]。圆二色谱法(circular dichroism, CD)、荧光光谱

法常常被用来对蛋白质的二级、三级结构进行表征, 动态

光散射则可用来对蛋白质的粒径进行表征, 诸如此类的

检测手段也常常被用来对蛋白质复性过程期间结构的变

化进行表征。 

3.1  圆二色谱法 

圆二色谱可以表征蛋白质在展开和复性过程中的二、

三级结构变化, 并且还可用来验证荧光发射实验结果[32]。

近紫外 CD 能快速、简便且较为准确的对稀溶液体系中蛋

白质三级结构变化进行表征, 而远紫外 CD 则用来对二级

结构进行检测, 并且可以检测算出蛋白质各种类型的二级

结构相对含量[33]。早在 1977 年日本学者 Kitamura 等[34]对

大豆球蛋白(11S)复性现象进行探索, 他们首先用 8 mol/L
脲对 11S 进行处理, 然后采用透析复性, 最后对复性后的

11S 进行分离纯化, 研究发现, 经过纯化的 11S CD 曲线与

天然态 CD 曲线几乎完全重合。在蛋白质复性过程中, 常
常需要通过添加表面活性剂来抑制聚集体的产生, 它们可

以在一定浓度范围内防止聚集体生成并提高复性率。后来

Upendra 等[35]发现酸变性状态时的细胞色素 C 在 200~  
220 nm 处显示出较宽的负带, 向其加入阴离子表面活性剂

1-丁基-3-甲基咪唑辛基硫酸盐[C4mim] [C8OSO3]后, 变性

的细胞色素 C 开始重新折叠并获得与天然构象相同的峰

值。研究发现, 此类表面活性剂还具有类似特点: (1)加速蛋

白质复性, (2)稳定蛋白质结构, (3)防止蛋白质聚集。  

3.2  荧光光谱法 

荧光光谱法主要通过测定蛋白质的内源荧光变化情

况, 可以清楚地了解蛋白质的变性或复性过程[36]。蛋白质

在不同操作条件下最大吸收波长(λmax)的红移程度, 可以

用来反映蛋白质的构象变化, 反过来, 对于蛋白质复性而

言, 则可以通过测定蛋白质 λmax 蓝移的程度, 来推算其整

体构象变化的程度[37,38]。Gull 等[39]在对亮氨酸肽酶(leucine 
peptidase, LAP)复性研究过程中发现, LAP 和去污剂之间

的复合物在最初的 20 min 内形成, 在添加环糊精 20 h 后获

得了与天然酶类似的最大荧光值。 

3.3  动态光散射 

动态光散射可以用来测定蛋白质在变性和复性过程

中的尺寸变化, 通过对不同处理条件下蛋白质粒径变化的

研究, 可以推测蛋白质粒径的变化趋势。Mohd 等[40]通过

对 BSA 进行研究时发现, 天然 BSA 的流体力学半径为

(3.4±0.08) nm, 经 6 mol/L盐酸胍变性后观察到蛋白质样品

的流体力学半径大约在(42.1±1.74) nm, 然后分别使用十

六烷基三甲基溴化铵和 β-环糊精对变性蛋白溶液进行处理, 
其流体力学半径值减小至(7.8±0.17) nm。Frigori 等[41]对

LZM 进行研究, 通过流体力学半径检测发现, 天然状态下

的 LZM 流体力学半径为(2.1±0.06) nm, 经过 6 mol/L 盐酸

胍变性处理后 LZM 的流体力学半径为(7.6±0.22) nm, 通过

浓度为 60 mmol/L 磷酸盐缓冲液对变性 LZM 溶液进行稀

释处理, 当变性剂的浓度稀释至 60 mmol/L 时, 变性 LZM
的流体力学半径为(5.1±0.16) nm, 研究结果发现, 随着变

性剂浓度的降低, 变性 LZM 的流体力学半径有渐渐向天

然态靠近的趋势。 

4  蛋白质热力学及动力学变化研究进展 

变性蛋白在复性过程中, 热力学及动力学均会发生

变化, 因此通过对热力学及动力学变化的研究, 可以更好

地对蛋白质的复性机制进行分析[42]。 

4.1  蛋白质热力学 

美国著名科学家 Anfisen, 在对牛胰核糖核酸酶进行

复性研究时, 提出蛋白质复性“热力学假说”, 该假说指出, 
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处于特定环境之下天然蛋白质多肽链的构象呈现热力学上

最稳定的结果, 整个体系总自由能最低, 并且处于特定环

境之中的变性状态的多肽链能够自发复性到天然构象[42]。

就蛋白质变性和复性而言, 肽链复性是肽链有序化的过程, 
变性才能无序化, 变性后的多肽链都有复性形成高级结构

的倾向[43]。Joseph 等[44]通过对蛋白质复性的能量景观研究, 
发现蛋白质的复性遵循热力学假说[45]。通过相关热力学参

数可以为蛋白质的构象特征分析、预测提供强大的理论支

撑, 因此, 相关热力学参数的测定变得尤为重   要[46]。常

见的热力学参数测定的技术有等温滴定量热法(isothermal 
titration calorimetry, ITC)、差示扫描量热法 (differential 
scanning calorimetry, DSC)。ITC 的最大优势是只需经过一

次滴定就可以提供被研究体系的相关热力学参数; 而在程

序控温的情况下, DSC 可以测量样品和参比物之间的热量

差与温度之间的关系, DSC 在蛋白质复性的热力学研究中

占有一席之地[47,48]。 

4.2  蛋白质动力学 

蛋白质动力学基于热力学假说, 并在此之上进一步

的完善和发展。对于不同的蛋白质来说, 它们的复性方式

也各不相同[49]。就单体蛋白及小分子蛋白来说, 其复性过

程相对简单, 在热力学的调控之下, 变性和复性现象变得

很容易发生。但是对于部分结构较为复杂的蛋白质来说, 
即便它们仍会受到热力学上的调控, 但此时起主导作用的

则是动力学, 因此动力学就显得尤为重要[50]。常用来研究

蛋白质动力学的分析方法有荧光共振能量转移、停流光谱

分析、X 射线晶体学、核磁振光谱学, 这些分析方法能够

给出蛋白质结构的动力学测量数据[5153]。近年来, 分子动

力学模拟成为探索蛋白质复性过程的重要技术之一, 它是

一种在氨基酸残基水平上揭示蛋白质的变性/复性机制的

技术, 可以用分子动力学模拟精确地再现蛋白质的部分复

性轨迹, 其在分析及预测蛋白质结构及其功能之间的关系

等方面, 应用越来越广[54]。但是, 不同的技术手段都有一

定的局限性, 因此动力学研究结果常常受技术手段的限制

而具有一定的局限性; 此外, 由于蛋白质复性过程有快有

慢, 对于一些发生得很快的过程, 现有的技术则难以观察

得到结果。 

5  蛋白质复性过程中的中间态 

蛋白质在复性过程中可能出现多个中间态, 但是真

正起到重要作用的中间态并不是很多, 因为其中多数中间

态, 只是瞬间存在的[55]。最初人们认为, 无论是蛋白质的

变性过程, 还是复性过程, 都不存在中间态, 而是直接从

天然态过渡到变性态, 逆过程则为从变性态到天然态[56]。

随着人们对蛋白质复性技术不断深入研究, 发现了中间态

的存在。首先天然蛋白质经变性后变为伸展态, 随后完全

展开的蛋白经前期折叠进入到中间态, 最后经中间态过渡

至天然态(如图 2)[57]。后来, 研究者又有新的发现, 当蛋白

质在回到天然态的期间, 处于中间态的蛋白质, 有可能沿

着两条互不相同的路径进行反应, 其中一条是形成具有生

物活性的蛋白; 而另一条路径则生成无生物活性的聚集 
体[58]。当确定蛋白质复性过程会出现中间态后, 人们开始

对蛋白质复性过程所出现的中间态进行捕获, 并对此进行

初步分析[59]。 
蛋白质复性中间产物的研究在近些年迅速成熟。

Ohgushi 等[60]在对马细胞色素 C 研究时首次提出熔球态中

间态的概念。随后 Ptitsyn[61]通过一系列的研究, 提出了预

熔球态中间态的概念。目前已知球蛋白至少存在 4 种构型: 
天然态、熔球态、预熔球态和变性态[62,63]。不少国内外学

者对蛋白质复性过程中的中间态进行了系统研究, 并取得

了一定突破。Natalia 等[64]对牛碳酸酐酶Ⅱ(BCA-II)复性途

径中部分构象进行研究, 结果发现 BCA-II 的平衡展开途

径具有多个中间态的存在。Prokhorov 等[65]对脲诱导牛碳

酸酐酶 B(BCA-B)进行研究, 结果发现脲诱导 BCA-B 在变

性过程中存在一个中间态, Cleland 等[66]通过类似实验研究, 
发现经变性剂变性的 BCA-B, 在复性的过程中也出现类似

结果。国内相关学者在这方面也进行了一定的研究探索, 
Gu 等[67]研究发现在中性或弱碱性的低浓度缓冲液中, 并
且满足无氧化还原试剂存在的条件, 即可获得稳定的变性

LZM 平衡中间态, 该中间态包含 8 个游离巯基基团。郑会

娟[68]采用盐酸胍、尿素作为诱导剂, 对芽抱杆菌淀粉酶进

行研究, 发现复性过程存在一个稳定的中间态。傅容湛、

张潭等[69,70]通过对蛋白质变性和复性过程的研究, 在不同

的处理条件下分别捕获到了不同的中间态。 
 

 
 

注: 完全变性态(U)、中间态(I)和天然态(N)。 
图 2  蛋白质复性过程中结构转变示意图 

Fig.2  Schematic diagram structure transitions during protein 
renaturation 

 

6  总结与展望 

蛋白质的变性并非全部可逆, 且过程非常复杂。虽然
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已有不少学者对蛋白质的变性及复性过程进行了大量研究, 
但是研究对象也只局限于一些结构较为简单的蛋白, 对于

蛋白质复性机制的研究还不是太透彻, 对于中间态的研究

也只进行捕获, 而对于其具体的结构变化、功能性目前鲜

有人研究。随着人们对蛋白质变性及复性过程更深入的研

究, 对其复性过程中所存在的结构变化会不断明确, 许多

新的研究方法也会不断出现, 继而从更深入的层次来了解

蛋白质复性过程中的结构变化, 从而建立起蛋白质的结构

与其相关功能之间的联系, 使其广泛应用于食品或其他领

域之中。 
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