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摘要 　利用差示扫描量热法 (DSC)研究了溶菌酶在变性剂 (乙醇、二甲基亚砜) 影响下的变性过程 ,并用等

转化率法对该过程进行了分析。结果表明 :在有、无变性剂存在情况下 ,随着扫描速率的增加 ,溶菌酶的变性温

度都缓慢增加 ;变性剂可加速溶菌酶的变性过程 ,降低溶菌酶的热稳定性 ;其中 ,乙醇对溶菌酶热稳定性的影响

大于 DMSO。等转化率法分析表明 :溶菌酶在有、无变性剂的条件下 ,其表观活化能在不同的转化率下未保持不

变 ,而是随转化率增大而减小 ;溶菌酶的变性过程并不是标准两态可逆过程 ,而是一个涉及多种蛋白质状态的复

杂过程。等转化率法为蛋白质单步或是多步变性过程的研究提供了一种新思路。
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　　蛋白通常可以通过 2 条途径发生变性 :通过温

度的改变 (热变性)或者通过溶剂中有机小分子浓度

的改变 ,如尿素和盐酸胍 (化学变性) 。溶菌酶结构

稳定 ,是研究蛋白质折叠和去折叠的理想工具。变

性剂对溶菌酶变性的影响虽然已有很多报道[122 ] ,但

这些报道多从热力学角度来研究溶菌酶在变性剂影

响下的变性过程 ,有关其动力学研究工作较少 ,且很

少用等转化率法研究蛋白[324 ] 。等转化率法是目前

热分析动力学中普遍采用的一种计算活化能的方

法 ,被广泛应用于处理各种非等温反应的数据 ,它能

较好地描述单一机理的过程 ,对于复杂过程也能得

到活化能与转化率的关系 ,采用该方法计算得到的

表观活化能不依赖于机理函数 ,更加合理和可信 ,能

为机理的深入分析提供有用的信息[5 ] 。

醇类被广泛用作蛋白质的变性剂 ,沉淀剂和晶

化试剂[2 ] 。醇类能诱发蛋白质的螺旋结构 ,扰乱天

然状态蛋白质的三级结构 ,能引起一些蛋白质在高

浓度时形成淀粉纤维[6 ] 。然而这些影响的动力学机

理仍然是不清楚的。而二甲基亚砜作为蛋白质和肽

的结构强干扰剂已为人所知。笔者在以往的研究中

发现溶菌酶的热变性是部分可逆的多态反应的过

程。溶菌酶在变性剂影响下的变性动力学规律与热

变性的动力学规律是否一致尚未见报道。本试验利

用热分析动力学中的等转化率法 ,以鸡蛋清溶菌酶

为研究对象 ,采用差示扫描量热仪 (DSC) 监测溶菌

酶在变性剂乙醇、二甲基亚砜影响下的变性过程 ,分

析了变性过程的动力学机理及乙醇、二甲基亚砜对

变性过程的影响 ,为蛋白质单步或是多步变性过程

研究提供一种新的思路。

　材料与方法

　仪器与试剂

DSC 822e型差示扫描量热仪 ,瑞士 Mettler To2
ledo 公司生产 ;L ysozyme 国产 ,使用前未做进一步

纯化。

含有 20 %添加剂的磷酸盐缓冲液 : 0. 020

mol/ L Na2 HPO4 , 0. 020 mol/ L KH2 PO4 , 0. 150

mol/ L NaCl ,20 % 乙醇和 0. 020 mol/ L Na2 H PO4 ,

0. 020 mol/ L KH2 PO4 , 0. 150 mol/ L NaCl , 20 %

DMSO。

乙醇、DMSO、磷酸盐均为国产分析纯。

样品制备采用称重法 ,准确称取一定量的溶菌

酶溶于定量体积含有不同浓度变性剂的磷酸缓冲液

中 ,得到 60 mg/ mL 的溶菌酶溶液。所用溶液均用

去离子水配制。

　 测定

分别取 60 mg/ mL 的溶菌酶溶液 30μL ,置于
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40μL 的铝坩埚中 ,密封后作为样品置于 DSC 中。

参比为等量未含溶菌酶的相应的缓冲溶液 ,同样封

盖。DSC 的温度测量系统用标准金属 In 进行标定

校准。载气为 N2 (纯度大于 99 %) , 流速为 50

mL/ min。整个实验过程的升温速率均小于 2. 5

K/ min ,以避免坩埚中液体样品发生对流影响实验

结果的重现性[7 ] 。每组试验进行 3 次 ,取其平均值。

DSC 图谱采用 Mettler Star822e软件进行处理。

　等转化率法计算表观活化能

参照文献[8 ] ,运用等转化率法计算表观活化能

Eα。

　结果与分析

　溶菌酶在乙醇和 影响下的变性

为了确定溶菌酶在乙醇和 DMSO 影响下的变

性过程是否可逆 ,在第 1 次升温扫描结束后 ,利用液

氮降温装置将样品和系统的温度迅速降低到 35 ℃,

再在相同的条件下对样品进行第 2 次升温扫描 ,如

图 1 所示。任何不可逆变性蛋白将不会对第 2 次扫

描的变性峰面积有贡献。图 1 表明 ,在乙醇和 DM2
SO 影响下 ,第 2 次扫描同样会出现一个吸热峰 ,但

是峰面积相应减少。这表明一部分的溶菌酶分子在

第 1 次伸展循环后没有再折叠 ,也就意味着这一部

分溶菌酶发生了不可逆的转变。第 1 次升温扫描

后 ,从坩锅中取出的溶菌酶展示出凝胶状态 ,说明有

不可逆的聚集发生。结果表明 :溶菌酶在变性剂乙

醇和 DMSO 影响下的变性过程 ,一部分不可逆 ,另

一部分则可逆。

　a. 第 1 次升温扫描 The first heating scan ; b. 第 2 次升温扫描

The second heating scans ,respectively.

图 1 　60 mg/ mL 溶菌酶在含有不同变性剂的磷酸

盐缓冲液中的 DSC 重复扫描曲线

Fig. 1 　DSC repetitively scan curve s for 60 mg/ mL

lysozyme in pho sphate buffer containing different denaturants

图 2、3 分别为 60 mg/ mL 溶菌酶在含有乙醇和

DMSO 的 0. 020 mol/ L 磷酸盐缓冲液中 ,在不同扫

描速率下的 DSC 曲线 ,从图中可以看出加入乙醇及

DMSO 后 ,同一扫描速率下溶菌酶的变性温度 tm显

著降低 ,说明变性剂加速了溶菌酶的变性过程 ,降

低了溶菌酶的热稳定性 ,相对于溶菌酶的折叠状

态 ,更有利于它的伸展状态 ,对溶菌酶起去稳定作

用。

　图中扫描速率从上至下依次均为 1. 0 ,1. 5 ,2. 0 ,2. 5 K/ min

From t he top to bottom , t he heating rate is 1. 0 , 1. 5 , 2. 0 , 2. 5

K/ min ,respectively.

图 2 　60 mg/ mL 溶菌酶在有无乙醇存在时

不同扫描速率下的 DSC 曲线

Fig. 2 　DSC curves for 60 mg/ mL lysozyme in the present

and the absence of ethanol at different heating rates

　图中扫描速率从上至下依次均为 1. 0 ,1. 5 ,2. 0 ,2. 5 K/ min

From t he top to bottom , t he heating rate is 1. 0 , 1. 5 , 2. 0 , 2. 5

K/ min ,respectively.

图 3 　60 mg/ mL 溶菌酶在二甲基亚砜存在

时不同扫描速率下的 DSC 曲线

Fig. 3 　DSC curves for 60 mg/ mL lysozyme in the present

and the absence of DMSO at different heating rate s

　　从表 1 可看出在有、无变性剂存在情况下 ,随着

扫描速率的增加 ,溶菌酶的变性温度都在缓慢增加。

而从图 2 也看出 ,在有、无变性剂存在情况下的

DSC 曲线都不是严格对称的。
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表 1 　60 mg/ mL 溶菌酶在有无变性剂存在时

不同的扫描速率下的变性温度

Table 1 　tm of 60 mg/ mL lysozyme in the present and the absence

of denaturants at different heating rates ℃

扫描速率
Scan rate/
( K/ min)

变性剂 Denaturant

无变性剂
No denaturant

20 %乙醇
20 % et hanol

20 %二甲基亚砜
20 % DMSO

1. 0 72. 65 ±0. 04 60. 98 ±0. 10 70. 42 ±0. 02

1. 5 72. 82 ±0. 04 61. 47 ±0. 14 70. 60 ±0. 04

2. 0 72. 99 ±0. 10 61. 83 ±0. 20 70. 70 ±0. 03

2. 5 73. 17 ±0. 06 62. 08 ±0. 05 71. 17 ±0. 02

　等转化率法分析溶菌酶在乙醇和 影响

下的表观活化能 α与转化率α间的关系

　　采用从 DSC 转化率曲线得到的α2 T 数据 ,通过

公式ln
β

T1. 894 661 00 = 　　　　　　　　　　　　　　

ln
A E a

R g (α) + 3 . 635 040 95 - 1. 894 661 00ln Ea
-

1. 001 450 33 Ea

R T

计算 ,得到有无变性剂影响下的表观活化能 ,其线性

回归系数均大于 0. 99。一方面 ,在主要的转化区域

0. 2 ≤α≤0. 8 内 ,在有无变性剂乙醇和 DMSO 存在

的情况下 ,表观活化能都未保持不变 ,而是均随转化

率的增大而减小。这说明溶菌酶在变性剂影响下的

变性过程并不是一步简单的反应过程 ,即不是标准

的两态反应 ,而是一个涉及多种蛋白质状态的复杂

变性过程。一个简单的反应机理并不能用来描述溶

菌酶在变性剂影响下的变性过程。这和溶菌酶在无

变性剂存在下的热变性过程是一样的。

　讨　论

DMSO 变性剂的特性归因于亚砜基团强的氢

键接受能力 ,而 2 个甲基基团能和蛋白质的疏水残

基之间产生相互作用[9 ] 。乙醇通过形成化学键削弱

蛋白质非极性残基的疏水作用 ,使蛋白质变得不稳

定[10 ] 。变性剂对蛋白质的去稳定的作用被解释为

直接的结合成化学键或间接的通过溶剂的调停作

用。在相同体积分数的变性剂存在时 ,同一扫描速

率下 ,乙醇比 DMSO 降低溶菌酶变性温度的作用更

大一些。因此 ,乙醇对溶菌酶的去稳定作用大于

DMSO。在水和乙醇的混合溶液中 ,当乙醇的浓度

增加时 ,鸡蛋清溶菌酶连续地以单体、二聚体、初纤

维和淀粉状纤维状态存在[11 ] 。初步说明对于溶菌

酶在乙醇影响下变性过程 ,并不是一个两态变性

过程。

根据 van’t Hoff 的理论 ,一个标准的两态可逆

变性过程 ,DSC 热量峰曲线应是对称的 ,且 tm的值

不会因为升温速率的改变而改变[12 ] 。本研究中

DSC 热量峰曲线应却是不对称的 ,且 tm的值随升温

速率的改变而改变 ,因此 ,笔者认为 :溶菌酶在有无

变性剂影响下的变性过程 ,都不是一个两态可逆变

性过程。

溶菌酶在有无变性剂影响下 ,表观活化能均随

转化率的增加而减小 ,这与 Vyazovkin 等[3 ] 用等转

化率法研究的胶原质的热变性过程类似 ,他们也发

现胶原质变性表观活化能 Ea随转化率的增加而强

烈的减少 ,认为表观活化能 Ea在α→1 时 , Ea ≈ Ea

(不可逆步骤的活化能) ,在α→0 时 , Ea≈ Ea (不可

逆步骤的活化能) +ΔH (可逆步骤的标准焓变) 。

Ea值较大[13 ]是可以被预见的 ,因为自然态蛋白的高

协作性意味着蛋白质在折叠态和变性态之间有巨大

的变性焓ΔH ,而 Ea总是大于变性焓ΔH 的[14 ] 。

等转化率法虽然被广泛应用于处理各种热分解

非等温反应的数据 ,但却很少被运用到蛋白质变性

动力学过程中来。笔者应用 DSC 研究了溶菌酶在

变性剂乙醇、DMSO 影响下的变性过程 ,并用等转

化率法对其进行了分析 ,发现乙醇对溶菌酶去稳定

性的影响大于 DMSO。溶菌酶在变性剂影响下的

变性与热变性过程是一样的 ,仍然不是标准的两态

可逆过程 ,而是一个涉及多种蛋白质状态的复杂过

程 ,表明等转化率法为蛋白质单步或多步变性过程

的研究提供了一种崭新的思路。
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Abstract 　The denat uration of lysozyme was analyzed under two different denat urant s (et hanol ,

dimet hyl sulp hoxide (DMSO) ) using differential scanning calorimet ry (DSC) and t he isoconversional

met hod. The lysozyme denat uration temperat ure tm increased slowly wit h t he increase of t he scan rate in

t he presence/ absence of denat urant s. The denat urant s accelerated the denaturation of lysozyme and re2
duced t he thermal stability of lysozyme. Et hanol has much more influence on t he t hermal stability of ly2
sozyme t han DMSO has. Wit h the isoconversional method ,t he apparent activation energy of denaturation

process did not keep constant at different conversion ratio s (α) in t he p resence/ absence of the two dena2
t urant s ,but decreased wit h t he increase of α, indicating t hat a simple reaction mechanism could not be

used for explaining t he denat uration process of lysozyme. The denat uration p rocess was not standard re2
versible two states but multi2step process. The isoconversional met hod provides new opport unities in ex2
ploring t he multi2step or one2step kinetics of p rotein denat uration.

Key words 　DSC ; lysozyme ; denat urant s ; iso2conversional met hod
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