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摘  要 : 原位实时捕捉多孔介质内的蛋白结构变化信息是蛋白质层析失活机理研究中的难点。为此，本文发

展了蛋白质氢氘交换与核磁共振 (Nuclear magnetic resonance, NMR) 相结合的新型蛋白质液固界面表征路线。

研究了溶菌酶在溶液态以及在阳离子交换介质内部吸附态时的去折叠行为，并揭示了蛋白与阳离子交换介质 

(SP Sepharose FF) 相互作用机理。溶液态溶菌酶的一维核磁共振氢谱动力学显示蛋白质去折叠可导致残基暴露

进而加快氢氘交换速率。吸附态溶菌酶的二维氢-氢全相关谱图 (Total correlation spectroscopy，TOCSY) 以及

残基峰强度显示，溶菌酶在吸附态时的去折叠呈区域性，无规则卷曲 (Coil，bend，and turn) 片段的酰胺氢信

号更容易失去，而二级结构域 (α-helix，β-sheet) 对酰胺氢信号保护更好。最终，利用蛋白表面静电势模拟计

算结合氢氘标记的蛋白核核磁数据可确定出溶菌酶与阳离子交换介质的作用位点。这对于深刻理解层析过程中

蛋白与层析介质微观作用机理以及层析过程中吸附剂的选择、设计具有重要意义，也为获取蛋白质与生物材料

之间相互作用研究提供新的有效工具。 

关键词 : 氢氘交换，核磁共振，离子交换色谱，去折叠，结合位点  
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Abstract:  In silico acquirement of the accurate residue details of protein on chromatographic media is a bottleneck in 
protein chromatography separation and purification. Here we developed a novel approach by coupling with H/D exchange 
and nuclear magnetic resonance to observe hen egg white lysozyme (HEWL) unfolding behavior adsorbed on cation 
exchange media (SP Sepharose FF). Analysis of 1D 1H-NMR shows that protein unfolding accelerated H/D exchange rate, 
leading to more loss of signal of amide hydrogen owing to exposure of residues and the more unfolding of protein. Analysis 
of two-dimensional hydrogen-hydrogen total correlation spectroscopy shows that lysozyme lost more signals and 
experienced great unfolding during its adsorption on media surface. However, for several distinct fragments, the protection 
degrees varied, the adsorbed lysozyme lost more signal intensity and was less protected at disorder structures (coil, bend, 
and turn), but was comparatively more protected against exchange at secondary structure domains (α-helix, β-sheet). 
Finally, the binding site was determined by electrostatic calculations using computer simulation methods in conjunction 
with hydrogen deuterium labeled protein and NMR. This study would help deeply understand the microscopic mechanism 
of protein chromatography and guide the purposely design of chromatographic process and media. Moreover, it also 
provide an effective tool to study the protein and biomaterials interaction in other applications. 

Keywords:  hydrogen/deuterium exchange, nuclear magnetic resonance (NMR), ion exchange chromatography, unfolded 
proteins, binding site 

随基因工程等现代生物技术的迅猛发展，以

细胞为工厂生产疫苗、抗体、酶、细胞因子等蛋

白产品已成为趋势。细胞产物的复杂性使高效柱

层析成为蛋白产品分离纯化的支撑技术，其中，

离子交换层析又是蛋白质分离纯化中最常用的

手段之一[1-2]。然而，由于蛋白分子易失活，常

造成层析中洗脱峰的展宽、拖尾及肩峰，最终造

成蛋白回收率、选择性和柱效显著下降等诸多问

题，因此，蛋白活性保持困难仍然是目前离子交

换层析中普遍面临的瓶颈问题。 

蛋白质的活性保持和选择性机制取决于蛋

白与层析介质的相互作用过程。因此，探索蛋白

在层析介质上的结构变化是一直以来的研究热

点。传统研究多从蛋白的宏观保留行为 (保留时

间、收率、活性) 上来推测不同介质及操作条件

对蛋白与介质微观吸附过程的影响 [1,3-4]。近年

来，随着新型微观界面分析仪器的出现及组合联

用，该领域有望上升至分子层次上研究蛋白质在

层析介质表面的结构变化[5-8]。在目前已建立的

蛋白质在液固界面的微观表征手段中，如荧光光

谱 (FR)、圆二色谱 (CD)、原子力 (AFM)、双

偏振极化干涉仪 (DPI)、质谱 (MS) 等[9-13]，已

可获取大量蛋白分子水平信息包括蛋白质吸附

厚度、形貌特征、聚集状态、吸附取向等。但是



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  September 25, 2014  Vol.30  No.9 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1456 

由于这些技术大多局限于芯片平面材料或纳米

球材料上检测，原位实时捕捉多孔介质内的蛋白

分子结构变化信息至今仍很难实现。 

据此，本课题组设计了一条蛋白质氢氘交换

反应与核磁共振技术相结合的新型蛋白质液固

界面表征路线，并在前期成功地表征了不同配基

密度的疏水介质诱导的蛋白质去折叠行为[14]。

本研究利用这种新型蛋白质液固界面表征手段。

以离子交换色谱过程为研究对象，阳离子交换介

质 (SP Sepharose FF) 为模型介质，溶菌酶为模

型蛋白。探索酰胺的氢氘交换对于表征蛋白质结

构变化的可行性，并获取溶菌酶在介质表面吸附

时的去折叠行为以及绑定位点变化。以期为进一

步理解蛋白质与离子交换介质微观作用机制，以

及蛋白质分离纯化条件及层析介质结构的精确

设计和定向优化提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
蛋清溶菌酶 (Hen egg white Lysozyme) 购

自 Sigma 公司；阳离子交换凝胶介质  (SP 

Sepharose FF) 购自 GE Healthcare公司；其他所

用试剂均为分析纯。 

1.2  核磁共振波谱仪及参数 
600 M核磁共振波谱仪 (Bruker Ascend-600 

Avance Ⅲ)，TCI三共振反式超低温探头。一维

核磁共振氢谱  (1H-NMR) 采用的脉冲程序为

noesygppr1d，采样 16 次；二维氢氢全相关谱 

(2D-1Ｈ -1Ｈ TOCSY) 采 用 的 脉 冲 程 序 为

dipsi2gpph19，采样 24次；采样前进行 90°脉冲

校准以及水峰的压制。 

1.3  吸附蛋白的氢氘交换标记 
蛋白在阳离子交换介质上的吸附以及标记

路线如图 1 所示。首先，阳离子交换介质 SP 

Sepharose FF装填成柱体积为 1 mL的色谱柱，

用起始缓冲液 (20 mmol/L PBS, pH 7.0) 平衡色

谱柱；然后，蛋白质溶解到起始缓冲液配成  

0.21 mmol/L溶液，进样 5 mL，缓冲液淋洗并且

检测紫外吸收值，当紫外吸收值为 0时，停止淋

洗。其次，用标记缓冲液 (D2O，20 mmol/L PBS，

pD 7.0) 流经色谱柱，15 min 后通入淬灭缓冲液 

(D2O，20 mmol/L NaAC，pD 3.0) 终止氢氘交换

反应。最后，已经标记完的蛋白用洗脱液 (D2O，

20 mmol/L NaAC，1 mol/L NaCl，pD 3.0) 洗脱，

所获的标记蛋白用 3 kDa 的超滤膜脱盐冻干之

后核磁共振检测。对照组样品 (没有吸附的蛋白) 

的做法和上述步骤相似，除去不添加吸附阳离子

交换介质以及洗脱液。 

1.4  氢氘交换数据分析 
溶菌酶氨基酸残基核磁共振信号根据与 α 位 

 

 
 

图 1  蛋白质在阳离子交换介质上吸附、标记及检测路线 
Fig. 1  The adsorption, labeling and NMR analysis of protein on cation exchange media (SP Sepharose FF). 
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碳相连的酰胺氢 (NH-CαH) 来归属，并以文献

报道[15]结合生物大分子核磁共振数据库

Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB 4562) 
为参考。峰强度  (I) 通过软件 Topspin version    

3.0 标定。为了排除样品浓度的影响，以不发生

氢氘交换的芳香族氨基酸 Trp108 的 H4-H5相关

峰为参考峰，对特征残基峰的强度进行归一化处

理，如式 (1)： 

peak
nomalize

reference

I
I

I
=           (1) 

式中 Ipeak为残基峰的强度；Ireference为参考峰

的强度；Inomalize为归一化后的峰强度。通过比较

不同状态归一化后蛋白残基峰强度的变化可以

获取蛋白各个残基酰胺氢对溶剂可及的敏感程

度以及酰胺氢被保护程度等信息[16-17]。 

1.5  溶剂可及表面计算 
通过分子模拟软件Accelrys discovery studio 

(Accelrys, Inc. San Diego, USA)计算蛋白各个残

基的溶剂可及表面百分比  (Solvent accessible 

surface area，SASA)。溶菌酶的三维结构来源于

蛋白质结构数据库 (PDB code: 1E8L)，探针半径

为 1.4 Å。 

1.6  蛋白静电势计算 
蛋白质静电势采用通用算法程序，利用分子

模拟 Accelrys discovery studio软件中 Delphi模

块进行蛋白静电势的模拟计算[18-19]。 

2  结果与分析 

2.1  溶菌酶的氢氘交换特征 
蛋白质氢氘交换技术是探测溶液中蛋白质

的结构稳定性、折叠动力学和相互作用的重要

研究工具，但在蛋白质液固界面吸附中应用较

少。为确定溶菌酶在液固界面研究中的交换条

件和可行性，首先考察了溶菌酶的氢氘交换特

征，通过测定溶菌酶在不同状态下 1D 1H-NMR

谱及其酰胺氢峰强度随时间的变化，来评估蛋

白结构对氢氘交换的敏感性以及交换反应的合

理时间。 

结果如图 2 所示，测定了溶菌酶在天然态 

(90% H2O/10% D2O，pH 7.0，25 ℃) 和变性态 

(60% ACN/40% D2O，pH 7.0，25 ℃) 不同时间

间隔点的一维核磁共振氢谱 (1D 1H-NMR)。其

中，由于 1D氢谱中大部分残基的谱峰叠加，单

独选取了谱峰清晰分辨率较高的 W123、W111、

W63 和 W108 四个代表残基来观察溶菌酶在天

然态和变性态的动力学变化。天然态 (图 2，A-1、

A-2) 显示，4 个残基的酰胺氢峰强度在开始   

10 min内快速下降，在 20 min到 180 min时则

下降趋缓。对比变性态 (图 2 B-1、B-2)，溶菌

酶酰胺氢不但化学位移有显著变化，并且 4个残

基的峰强在更短时间约 5 min内降到最低。这反

映出天然态溶菌酶能够保持紧密三维球形状态，

氘离子较难到达处于蛋白内部的残基区域，氢氘

交换速率及峰强下降比较缓慢；而在变性剂乙腈

溶液中，蛋白结构发生改变，致使个别残基峰周

围的电子云环境改变而造成化学位移改变，并且

由于蛋白去折叠，溶剂中的氘离子很容易到达去

折叠的酰胺区域发生氘代反应，峰强下降且很快

达到平衡。以上现象表明溶菌酶的结构变化对氢

氘交换反应非常敏感，蛋白的去折叠程度可由其

评估。此外氢氘交换在天然态和变性态下达到平

衡的时间分别是 10 min和 5 min，因此在后续实

验中蛋白在阳离子交换介质上吸附交换时间控

制在 10 min以上。 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  September 25, 2014  Vol.30  No.9 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1458 

 

 
 
图 2  不同溶液中，溶菌酶一维核磁共振氢谱 (A) 及残基峰强度随时间的变化情况 (B) 
Fig. 2  1D IH NMR spectra (amide/aromatic region) of lysozyme in different solvents and the intensity change of 
selected residues (marked) as a function of time.  

 

2.2  溶菌酶在阳离子交换介质表面的吸附行为 
由于溶菌酶核磁信号在一维氢谱上严重重

叠无法指认各个残基。因此本文拟通过二维氢谱

中化学位移全相关谱 TOCSY谱 (Total chemical 

shift correlation spectroscopy) 来获得残基信息。

TOCSY谱可以描述在蛋白肽链内具有 α-H、β-H

间偶极偶合相关的氢信号，其优点是以交叉峰的

形式指认各个残基，谱峰很少重叠、分辨率较高。

利用该技术，本文继续考察了溶菌酶在阳离子交

换介质表面的吸附行为，根据各残基峰强度可以

获知溶菌酶上氢质子被氘取代的程度，从而判断

出蛋白质的去折叠程度。 

在以上溶液实验的基础上，对比吸附态与天

然态溶菌酶的 TOCSY谱 (图 3)，显示吸附态时

溶菌酶残基酰胺氢信号的丢失要多于天然态。说

明吸附到阳离子交换介质上的溶菌酶暴露出更

多的残基在重水溶剂里；同时，也说明溶菌酶紧

密的球状蛋白开始松解，由此可推测阳离子交换

介质表面的静电基团是介导溶菌酶去折叠行为

的主要机制。 

为详细了解溶菌酶蛋白各区域在阳离子交

换介质表面的去折叠行为，对各个残基酰胺氢的

交联峰进行归属和回归分析 (图 4)。吸附态和天

然态残基峰强度对比显示，吸附态残基峰强度明

显比天然态残基弱，说明吸附态暴露出更多残基

在溶液中。但是，绝大部分的残基信号保留下来，

说明溶菌酶的结构只是发生局部去折叠，例如一

些二级结构 α-helix、β-sheet (H1、H2、H3、H4、

H5、H6，S2、S1除外) 能够保持其原有结构。

此外，不同的结构片段呈现出不同的氢信号保护
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程度，一些无规则卷曲 (Coil，bend，and turn) 片

段的氢信号就更容易失去 (如 69-75、80-95 和

115-120)，相反，二级结构域对氢的信号保护则

更好。以上研究表明，吸附态溶菌酶无规则片段

去折叠程度更大，而二级结构域受到保护。 

这种由静电作用介导的蛋白质去折叠与由

疏水作用和变性剂介导的去折叠区域有许多相

似之处 [20-24]，如二级结构被保护，无规则结构

去折叠等。但去折叠程度明显不同，对比本课

题组研究溶菌酶在苯基琼脂糖疏水介质表面的

去折叠发现[14]，静电配基介导的溶菌酶残基信

号损失要明显少于后者，这说明静电作用导致

的蛋白去折叠要弱于疏水作用对蛋白的破坏   

程度。 
 

 
 

图 3  溶菌酶的 2D1H-1H-TOCSY 谱 (A: 天然态；B: 吸附态) 
Fig. 3  2D 1H-1H-TOCSY NMR spectra of lysozyme. (A) Natural. (B) Adsorbed. 
 

 
 

图 4  天然态和吸附态溶菌酶氢氘交换行为的比较 (H=α 螺旋，S=β 折叠) 
Fig. 4  Comparison of the H/D exchange behavior between natural and adsorbed lysozyme. H=helix; S=sheet. 
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2.3  溶菌酶与阳离子交换介质的作用位点分析 
详细了解蛋白质分子与介质相互作用中起

决定作用的绑定位点，对于深刻理解层析过程中

蛋白质与层析介质微观作用机理以及吸附剂的

选择、设计具有重要意义。离子交换色谱利用蛋

白质与离子交换介质之间的静电作用力的不同

达到分离纯化。对于阳离子交换介质，由于带负

电荷，主要由蛋白表面带正电荷的氨基酸与其发

生静电作用。此外，研究者利用核磁共振检测到

蛋白质与固体介质的作用界面的残基酰胺氢信

号保护程度大于溶液中残基[25]。因此，可以确

定蛋白与阳离子交换介质的作用位点主要有   

3 个特征：1) 带正电荷的氨基酸；2) 蛋白表层

的氨基酸；3) 接触面酰胺氢信号被保护的氨基

酸。本研究拟依据这 3个特征确定溶菌酶与阳离

子交换介质的结合位点。 

首先，为确定蛋白表层带正电荷的氨基酸残

基，通过计算机分子模拟计算软件  (Accelrys 

discovery studio) 里的 Delphi模块计算出每个残

基的平均净电势，筛选出平均静电势大于 0为带

正电荷的氨基酸残基，然后，再从中筛选出

SASA大于 10%的残基，SASA大于 10%的残基

被认为是溶剂可及残基[26] (图 5)。 

其次，通过公式 (2) 筛选出被接触面保护

的氨基酸。其中，I%为吸附前后蛋白的强度损

失程度，当 I%值大于 0 时即为酰胺氢信号被保

护的残基 (图 6A)。图 6B 为溶菌酶的氨基酸序

列，其中被接触面保护的残基以斜体下划线标

出，尽管这些氨基酸残基序列并不依次相连，但

在蛋白三维结构中，大部分残基在同一表面。 
adsorption natural

nomalizenomalize
natural
nomalize

%
I I

I
I

−
=          (2) 

式中， adsorption
nomalizeI 为吸附态归一化后残基峰强

度； natural
nomalizeI 为天然态归一化后残基峰强度。 

最终，取带正电荷的表层氨基酸与氢信号被

保护的氨基酸之间的交集，筛选出溶菌酶与阳离

子交换介质的作用位点分别为 Lys33、Arg114和

Arg68 (图 7)，这与研究者用荧光标记赖氨酸测

定的溶菌酶与相同阳离子交换介质  (即 SP 

Sepharose FF) 的作用位点 Lys33一致[27]。但由于 
 

 
图 5  平均电势和溶剂可及表面 (SASA) 确定溶菌酶表面带正电荷的残基 
Fig. 5  Identification of the exposed and positively charged residues on lysozyme according to residues’ mean 
potencial and SASA. The overlapping and approximate residues were labelled by‘‘/”. 
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图 6  吸附态溶菌酶残基酰胺氢信号被保护程度 (A) 和受到保护的氨基酸残基 (B)  
Fig. 6  Protection against H/D exchange of adsorbed lysozyme (A), I%>0=Protected residues, I%<0=Non-protected 
residues; Residues are protected against H/D exchange of adsorbed lysozyme (B), italic and underlined fonts. 

 

 
 
图 7  溶菌酶表面静电势分布及作用位点  (红色静

电势小于零；蓝色静电势大于零) 
Fig. 7  Electrostatic potential distributions and 
possible sites of binding on the lysozyme, surface from 
–5.0 kt/e (red) to +5.0 kt/e (blue).  

 
荧光标记法只能标记赖氨酸一种带正电荷的残

基，仅获得了赖氨酸的绑定信息。此外，另一

类常用技术是通过比较定点突变蛋白的保留时

间差异来判断介质表面的绑定位点[5,28-29]，由于

需要复杂的基因工程技术来构建蛋白质突变

株，这些方法普遍存在如下问题：1) 寻找存在

突变株的蛋白较为困难，导致可研究的蛋白种

类非常有限；2) 没有考虑当引入两个或多个取

代残基时蛋白三维结构改变对实验结果的影

响。相比而言，本研究利用 H/D 交换结合核磁

共振技术，能够弥补上述缺陷可获得所有残基

包括带同样正电荷的精氨酸和组氨酸等的作用

信息，并实现了原位标记、实时、快速的表征

介质表面各种蛋白去折叠程度的信息。 

3  结论 

本研究利用氢氘交换结合 NMR 技术表征

了蛋白在离子交换介质上的吸附过程。结果显

示，当溶菌酶吸附到介质表面之后，不同结构
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片段的去折叠程度不同，无规则卷曲  (Coil，

bend，and turn) 片段酰胺氢信号更易失去即去

折叠明显，二级结构域 (α-helix，β-sheet) 对酰

胺氢信号保护较好即去折叠较弱，表明静电介

导的蛋白去折叠呈局部分布。通过蛋白表面静

电势模拟计算结合氢氘标记的蛋白核核磁数据

分析确定了溶菌酶与阳离子交换介质的作用位

点为 Lys33、Arg114和 Arg68。本研究提供了一

条原位实时捕捉多孔介质内的蛋白结构变化信

息的新途径，对于深刻理解层析过程中蛋白与

层析介质微观作用机理具有重要意义，也为其

他领域中蛋白质与生物材料之间微观界面研究

提供了新的技术手段。 
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