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AUT凝胶电泳在牛胰核糖核酸酶折叠研究中的应用 *
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摘要 目的：牛胰核糖核酸酶是一种用于蛋白折叠研究的经典模式蛋白，在折叠研究过程中主要使用高效液相色谱用于分离检测

不同阶段的蛋白折叠中间体。高效液相色谱具有自动化、分离效果好、样品可回收等优点，同时也存在检测通量较低、仪器设备较

为昂贵等不足。AUT凝胶电泳简便、快捷、检测通量较高，本文尝试将其应用于牛胰核糖核酸酶的折叠研究。方法：使用 AUT凝胶

电泳、酶活性检测、质谱对牛胰核糖核酸酶还原变性过程及产生的折叠中间体进行检测；通过高效液相色谱和质谱对折叠中间单

体进行分离检测，并分别进行 AUT凝胶电泳检测以解析各折叠中间单体在电泳中的条带位置；通过 AUT凝胶电泳和酶切后质

谱鉴定各折叠中间单体的二硫键配对方式。结果：AUT凝胶电泳可以有效区分不同条件下的牛胰核糖核酸酶还原变性过程，检测

结果与酶活性、质谱结果相符，并可以很好地区分牛胰核糖核酸酶还原变性过程折叠中间体。高效液相色谱将牛胰核糖核酸酶还

原变性过程折叠中间体分离为 13个色谱峰，并与 AUT凝胶电泳中的 11个条带位置进行匹配。确认牛胰核糖核酸酶还原变性过

程折叠中间单体的二硫键配对方式，并与 AUT 凝胶电泳条带进行匹配，Cys58-Cys110 和 Cys26-Cys84 构象熵减作用强于

Cys40-Cys95和 Cys65-Cys72。结论：AUT凝胶电泳适用于检测牛胰核糖核酸酶折叠中间体，可以与高效液相色谱、质谱等检测技

术相互补充，共同应用于牛胰核糖核酸酶的折叠研究。
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Application of Acetic Acid-Urea-Triton Polyacrylamide Gel Electrophoresis
in the Study of Bovine Pancreatic Ribonuclease A Folding*

Bovine pancreatic ribonuclease A (RNase A) is widely applied as a benchmark protein in folding studies for

its stable structure and easy renaturation. And high performance liquid chromatography (HPLC) is commonly used in the research on

RNase A folding for its advantage of automation, effective separation and sample recycling. However, with the deficiency of

low-throughput detection and high-cost equipment, the application of HPLC is limited to a certain extent in the study of RNase A folding.

In this study we will introduce acetic acid-urea-Triton polyacrylamide (AUT) gel electrophoresis as a new simple technology into RNase

A folding. Reductive unfolding of RNase A and the folding intermediates with native disulfide bonds were detected by AUT

gel electrophoresis, enzyme activity and mass spectrometry. Intermediate monomers were separated and identified by HPLC and mass

spectrometry, respectively, followed by detection of AUT gel electrophoresis to match band positions. And the native disulfide pairing of

intermediate monomers were determined by detection of AUT gel electrophoresis to the partial reduction of 3ss with native disulfide

bonds and of mass spectrometry to trypsin digestion products of intermediate monomers. AUT gel electrophoresis could monitor

the whole process of reductive unfolding of RNase A, consistent with the result of enzyme activity and mass spectrometry, and well dis-

tinguish disulfide-bonded intermediates of RNase A folding based on their difference in compactness caused by disulfide bonds and ef-

fective charges. Intermediates with native disulfide bonds can be divided into 13 chromatographic peaks by HPLC, and matched to 11

bands detected by AUT gel electrophoresis. Furthermore, disulfide pairing of intermediate monomers were identified completely and

matched to bands of AUT gel electrophoresis, which referred that entropy decrease caused by Cys58-Cys110 or Cys26-Cys84 is larger

than that by Cys40-Cys95 or Cys65-Cys72. As a relatively simple, rapid, accurate and economical technology, AUT gel

electrophoresis is competent for the separation of folding intermediates, complemented with HPLC and mass spectrometry, and must be

*基金项目：国家新药创制重大资助项目（十二五综合大平台成药性关键技术子课题 2012ZX09301002-001-002和

药效学评价子课题 2012ZX09301002-002-006）

作者简介：邓丽刚（1986-），博士，主要从事分子生物学研究，E-mail：375996060@qq.com

△ 通讯作者：王楠（1964-），中国医学科学院药物研究所研究员，博士，博士生导师，主要从事分子生物学、分子肿瘤学和肿瘤药理学研究，

电话：010-83172984，E-mail：wangnan@imm.ac.cn

（收稿日期：2017-12-27 接受日期：2018-01-23）

2806· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.15 AUG.2018

promising in the study of RNase A folding.

AUT gel electrophoresis; Bovine pancreatic ribonuclease A; Reductive unfolding; Folding intermediates; Disulfide

bonds

前言

蛋白质折叠研究对于阐明蛋白质的折叠机制、蛋白质设计

改造、蛋白折叠相关疾病以及生物工程等领域均具有很大的潜

在应用价值，目前蛋白质折叠机制仍属于科学难题。牛胰核糖

核酸酶（bovine pancreatic ribonuclease A, RNase A）含有四对二

硫键（Cys26-Cys84, Cys40-Cys95, Cys65-Cys72, Cys58-Cys110），

具有高度的结构和生物活性稳定性以及变性后易复性等特点，

是一种用于蛋白折叠研究的经典模式蛋白[1]。目前 Scheraga等
[2]提出的氧化折叠途径理论模型被较为接受，认为 RNase A折

叠过程中形成的 0-4SS稳态平衡经过 3SS*（des[40-95]和 des

[65-72]）快速氧化完成复性，但是 RNase A具体的折叠机制目

前仍然还是存在较多争议。

高效液相色谱（HPLC）技术常被用于 RNaseA的折叠过程

检测，它具有自动化、分离效果好、样品可回收等优点，不过其

检测通量较低，仪器设备也较为昂贵。AUT凝胶电泳（acetic

acid-urea-Triton polyacrylamide gel electrophoresis）为非连续反

向电泳系统，凝胶电泳环境为 pH 3、8 mol/L脲，可依据分子量、

空间体积及所带正电荷数的不同对碱性蛋白质进行有效分离，

操作简便、快捷、检测通量较高，目前主要用于核心组蛋白及其

变异体或修饰后组分的分离检测 [3-7]。RNase A属于碱性蛋白

（pI = 9.45），所以考虑尝试将 AUT凝胶电泳应用于模式蛋白

RNase A的折叠研究。

1 材料与方法

1.1 试剂

牛胰核糖核酸酶购自美国Worthington；丙烯酰胺、甲叉双

丙烯酰胺、甘氨酸、Triton X-100、Tris base、考马斯亮蓝 R-250、

派洛宁 Y均购自美国 Ameresco；色谱纯乙腈、四甲基乙二胺

（N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine, TEMED）、三氟乙酸（tri-

fluoroacetic acid, TFA）、二硫苏糖醇（dithiothreitol, DTTred）均购

自德国Merck；无水甲醇、冰醋酸、25 %氨水均购自北京化工

厂；核黄素购自北京医药采购供应站；脲、琢-氰基 -4-羟基肉桂

酸（琢-cyano-4-hydroxycinnamicacid, CHCA）、三（2- 羧乙基）膦
盐酸盐（tris(2-carboxyethyl)phosphinehydrochloride, TCEP）均购

自美国 Sigma；酵母核糖核酸（酵母 rRNA）购自北京索莱宝科

技有限公司；三氯乙酸（trichloroacetic acid, TCA）、盐酸胍、十二

水合磷酸氢二钠均购自国药集团化学试剂有限公司；二水合磷

酸二氢钠购自北京市红星化工厂；Ar购自北京如源如泉科技

有限公司；巯基标记试剂（2-aminoethyl methane thio sulfonate

hydrobromide, AEMTS）参考文献[8]化学合成；反式 -4,5-二羟基

-1,2-二噻烷（trans-4,5-dihydroxy-1,2-dithiane, DTTox）参考文献[9]

化学合成。

1.2 方法

1.2.1 还原变性 10 g/L RNase A 在 30℃、pH 6.5、8 moL/L

脲、40 mmoL/L DTTred条件下处理至少 3 h，制得还原变性态

RNase A；18 g/L RNase A 在 23℃、pH 2、6 mol/L 盐酸胍、40

mmol/L TCEP条件下处理 5-10 min，加入足量溶解于醋酸酸性

溶液的 DTTox，在室温条件下反应 10 min以终止反应，制得

RNase A变性过程折叠中间体。

1.2.2 HPLC分离中间体 RNase A变性过程折叠中间体样品

经 0.22 滋m微孔滤膜过滤后进行 HPLC分离，色谱条件为：色

谱柱 SULPELCO Discovery BIO Wide Pore C18 (25 cm× 4.6

mm, 5 滋m, 300魡)，流动相 A (0.09 % TFA)和流动相 B (乙腈)，

梯度洗脱，流速 1 mL/min，柱温 25℃，检测波长 210 nm。具体梯

度洗脱条件(B %)：0 min (20 %) - 5 min (25 %) - 30 min (26 %) -

55 min (27 %) - 75 min (28 %) - 80 min (55 %) - 85 min (100 %) -

90 min (20 %)。分别收取各洗脱峰位样品，超滤浓缩后于 -20

℃、Ar中保存。

1.2.3 脉冲还原 脉冲还原（pulse reduction）可用于鉴别

RNase A折叠中间体是否具有稳定结构：具有稳定结构的中间

体能够耐受脉冲还原而维持其二硫键；不具有稳定结构的中间

体，其二硫键则被迅速还原成为游离巯基[10]。具体方式为：室温

条件下，将 RNase A变性过程折叠中间体（超滤浓缩样品）先升

高至 pH 5 稳定 30 s，再升高至 pH 8，经低浓度还原剂（5

mmol/L DTTred）短暂处理 5 min，醋酸酸化终止。

1.2.4 活性检测 采用 TCA沉淀法[11]测定 RNase A活性：50

滋L反应体系中，还原变性样品与过量底物酵母 rRNA在 37℃、

pH 7、20 mmol/L磷酸盐条件下反应 15 min，加入 50 滋L 10 %

TCA终止反应，冰浴 15 min，12000 rpm于 4℃离心 15 min，对

上清中经 RNase A酶解的核苷酸片段浓度用 OD280检测。以初

始 RNase A的阳性反应数据计为 100 %活性，计算还原变性样

品的相对活性。

1.2.5 胰酶酶切 测序级胰酶可以在肽链 Lys及 Arg羧基端

进行切割，产生相应的特异性酶切肽段。具体反应条件为：37℃

空气浴、pH 7-8、样品与胰酶质量比（1:20-1:50）条件下反应 1 h，

醋酸酸化终止。

1.2.6 质谱检测 AEMTS 标记后，游离巯基 -SH 转变为

-S-SCH2CH2NH2，分子量增加 75 Da[8,12]。含有不同游离巯基数目

的折叠中间体，被 AEMTS标记后分子量增加值相应也会不

同。因此，质谱检测可以有效判断其所含二硫键数目。具体方式

为：将酸化后的样品与 CHCA饱和溶液（30 g/L CHCA、70 %乙

腈、30 %甲醇、0.1 % TFA）等体积混合，点样于靶板，自然晾干

并结晶，经激光（强度 4000-5000 W/cm2）辅助解离，进行线性模

式或反射模式检测，获得各组分质荷比图谱。

1.2.7 AUT 电泳检测 4 %浓缩胶（常温光聚合约 2 h）：8

mol/L脲、1 mol/L醋酸、1.4 %（25 %氨水）、13 %（30 %丙烯酰胺

/1.6 %甲叉双丙烯酰胺）、1 % TEMED、0.003‰核黄素；14 %分
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图 2 盐酸胍变性环境中不同 pH条件下的 RNase A还原变性过程

Fig. 2 Reductive unfolding of RNase A with GdnHCl as denaturant and TCEP as reducing agent

RNase A在 23℃、pH 2（A）/pH 6.5（B）、6 mol/L盐酸胍、40 mmol/L TCEP条件下还原变性不同时间（0、1、5、10 min），加入过量 AEMTS终止反应。

上图为 AUT检测结果，左下图为酶活性检测结果，右下图为质谱检测结果。N，天然态 RNase A；R-AEMTS，AEMTS标记的还原变性态 RNase

A。N和 R-AEMTS在质谱图中用竖虚线标出。

Reductive unfolding of RNase A had been carried out at 23℃, 6 mol/L GdnHCl, 40 mmol/L TCEP and different pH (pH 2 (A) and pH 6.5 (B)) for

different time (0, 1, 5, 10 min), quenched by AEMTS. All samples were detected by AUT gels (upper panel in each group), MALDI-TOF-MS (lower left

panel in each group) and enzyme activity (lower right panel in each group). N, native RNase A; R-AEMTS, fully reduced RNase A blocked by AEMTS. N

and R-AEMTS are labeled with vertical dotted lines.

离胶（常温光聚合约 4 h）：8 mol/L脲、1 mol/L醋酸、0.43 %（25

%氨水）、45.5 %（30 %丙烯酰胺 /0.8 %甲叉双丙烯酰胺）、1.5 %

Triton X-100、0.45 % TEMED、0.003 ‰核黄素；电泳液：0.1

mol/L甘氨酸、1 mol/L醋酸；AUT上样缓冲液（2×）：8 mol/L脲、

1 mol/L醋酸、0.1 %派洛宁 Y；电泳条件：反向电泳，常温恒压

120 V约 2.5 h，之后考马斯亮蓝 R-250染色，脱色至条带清晰。

2 结果

2.1 AUT电泳检测 RNase A还原变性过程

天然态 RNase A（N）含有四对天然二硫键，其空间体积较

小；还原变性态 RNase A（R）不含二硫键，其空间体积因缺少

二硫键的束缚作用而相对较大[2]。而且，AEMTS完全标记的 R

（R-AEMTS）引入了额外的巯基标记基团 -SCH2CH2NH2，其所

带正电荷数较 R更多[8,12]。基于上述差异性，尝试性将 AUT电

泳用于检测 N、R和 R-AEMTS。结果发现，区分效果很好（见图

1）：N泳动最快，R泳动最慢，R-AEMTS介于 N和 R之间。

进一步对 RNase A 在 23℃、pH 2/6.5、6 mol/L盐酸胍、40

mmol/L TCEP条件下还原变性不同时间（0、1、5、10 min），加入

过量 AEMTS终止反应，进行 AUT电泳、MS及酶活性检测，结

果如图 2所示。RNase A稳定结构在 6 mol/L盐酸胍变性条件

下可以被充分地破坏，有效暴露二硫键，进而被溶剂中的 TCEP

快速还原，在 6 mol/L盐酸胍变性环境中，pH 6.5条件下 RNase

A还原变性速度明显快于 pH 2，这与 TCEP化学反应性趋势一

致。在 pH 2（图 2A）反应条件下，AUT结果显示，反应 10 min

内均出现一系列分立条带，同时 MS结果显示，出现明显的

AEMTS部分标记的 RNase A，酶活性变化与 AUT、MS结果中

天然态 RNase A变化趋势一致。表明，RNase A被部分还原变

性，生成了变性过程折叠中间体。结果表明，AUT检测结果与

MS、酶活性结果完全匹配，可以有效区分不同条件下的 RNase

A还原变性过程，而且在合适的还原变性条件下可以清楚地检

测到并有效区分 AEMTS标记的 RNase A还原变性过程折叠

中间体，即含天然二硫键的折叠中间体。

图 1 AUT电泳区分不同状态 RNase A

Fig. 1 AUT gel electrophoresis for fully reduced RNase A

N，天然态 RNase A；R，还原变性态 RNase A；R-AEMTS，AEMTS标记

的还原变性态 RNase A。

N, native RNase A; R, fully reduced RNase A; R-AEMTS, fully reduced

RNase A blocked by AEMTS.

2.2 AUT电泳检测 RNase A还原变性过程折叠中间体

将 RNase A 在 23℃、pH 2、6 mol/L 盐酸胍、40 mmol/L

TCEP条件下还原变性不同时间（0 s, 50 s, 5 min, 10 min, 25

min, 12 h），加入过量 DTTox反应 10 min终止还原变性反应，以
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获得不同成分配比的保留游离巯基的 RNase A还原变性过程

折叠中间体。使用 AUT电泳并结合MS技术对所得中间体的

变化情况进行检测分析，结果如图 3所示：AUT结果显示，还

原变性过程中出现明显的分立条带（最多时显示 11条），反应

50 s时仅出现部分分立条带，反应 5 min时 R存在较少，反应

10 min时 N基本消失，反应 25 min时仅存在部分分立条带，至

反应 12 h时已仅存在 R条带；经 AEMTS标记后仍呈现分立

条带，部分条带泳动速度快于 N。MS结果显示，还原变性过程

中出现明显的 AEMTS部分标记的 RNase A，反应 50 s时以 N

和 3ss为主要峰位，反应 5 min时以 N、3ss、2ss为主要峰位，反

应 10 min时以 1ss-3ss为主要峰位，反应 25 min时以 1ss和 R

为主要峰位，至反应 12 h时已仅存在 R峰位。可见，AUT电泳

结果与MS检测结果相符，而且可以很好地区分保留游离巯基

的 RNase A还原变性过程折叠中间体的变化。

图 3 RNase A还原变性过程折叠中间体检测

Fig. 3 Detection of native folding intermediates of RNase A by AUT gels and MALDI-TOF-MS

RNase A在 23℃、pH 2、6 mol/L盐酸胍、40 mmol/L TCEP条件下还原变性不同时间（0 s, 50 s, 5 min, 10 min, 25 min, 12 h），加入过量 DTTox终止反

应，获得保留游离巯基的 RNase A还原变性过程折叠中间体。A图为 AUT检测保留游离巯基的 RNase A还原变性过程折叠中间体结果，B图为

AUT检测 AEMTS标记后的 RNase A还原变性过程折叠中间体结果，C图为质谱检测结果。N，天然态 RNase A；R，还原变性态 RNase A；

R-AEMTS，AEMTS标记的还原变性态 RNase A。N和 R-AEMTS在质谱图中用竖虚线标出。

Native folding intermediates of RNase A were prepared by the partial reductive unfolding of RNase A with GdnHCl and TCEP for different reaction time

(0 s, 50 s, 5 min, 10 min, 25 min, 12 h), and detected by AUT gels, blocked by AEMTS (B) or not (A), and by MALDI-TOF-MS (C). N, native RNase A;

R, fully reduced RNase A; R-AEMTS, fully reduced RNase A blocked by AEMTS. N and R-AEMTS are marked with vertical dotted lines.

2.3 HPLC分离 RNase A还原变性过程折叠中间体

RNase A含有 4对二硫键，随着还原变性反应的进行，被

还原的二硫键数目逐渐增多，依次生成 4ss (N)→3ss→2ss→

1ss→0ss (R)五大类中间体。不同大类的中间体被 AEMTS标记

的巯基数目不同，通过 MS检测可以大致判断其所含的二硫键

数目。HPLC是分离与分析蛋白质氧化折叠中间体的经典技

术。使用反相 HPLC分离检测保留游离巯基的 RNase A变性过

程折叠中间体，对反相 HPLC分离后收集的各色谱峰样品进行

AEMTS标记后MS检测，结果如图 4B所示，出现明显的 13

个色谱峰。理论上，RNase A还原变性后可以产生 R和 14种含

天然二硫键的折叠中间体（4种 3ss、6种 2ss、4种 1ss），所以 13

个色谱峰应该包含 16种单体成分（包含 N），部分色谱峰含有

多个单体。

峰 1不能被 AEMTS标记，为天然态 RNase A（4ss/N）；峰

2、3、5、8均标记 2个 AEMTS，属于 3ss；峰 4、6、9均标记 4 个

AEMTS，属于 2ss；峰 7、11、12均标记 6 个 AEMTS，属于 1ss；

峰 13标记 8个 AEMTS，为还原变性态 RNase A（0ss/R）；峰 9

和峰 10的连接部分（9-10）和峰 10前部分（10-1）均标记 4 个

AEMTS，峰 10 后部分（10-2）则明显地含有 4 个和 6 个

AEMTS标记，表明峰 10同时含有 2ss和 1ss。反相 HPLC图谱

中，峰 6、峰 9明显可见双叠峰，表明均含有至少两种 2ss。

2.4 RNase A还原变性过程折叠中间体在 AUT电泳中解析

对 HPLC分离的 RNase A变性过程折叠中间体分别进行

AUT电泳检测，相应的整体分布如图 5A所示。为便于表述，各

分立条带的分布位置分别用 a-k表示，其中 h带和 i带没有明

显界限，以 i带表示该范围内 h带以外的弥散条带。通过对反

相 HPLC各色谱峰样品进行超滤浓缩，经不同处理（不烷化、

AEMTS烷化、脉冲还原）后 AUT、MS检测不同色谱峰所含折

叠中间体单体，结果如图 5B-E所示：

4ss、3ss单体分析结果如图 5B-E（左）所示：峰 1、2、5、3、8

分别表示为 N、3ss-I、3ss-II、3ss-III、3ss-IV；AEMTS 烷化后，

3ss-I、3ss-II的泳动速度快于 N，表明 3ss-I、3ss-II在 AUT胶中

空间体积与 N接近，由于 AEMTS可以标记 3ss-I、3ss-II中的游

离巯基，而不能标记 N，使得 3ss-I、3ss-II所带正电荷数多于 N，
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从而其泳动速度较 N更快。脉冲还原样品 AUT结果（图 5D

左）显示，3ss-III、3ss-IV基本不能耐受脉冲还原，而 3ss-I、3ss-II

可以有效耐受脉冲还原，并且 3ss-I较 3ss-II耐受性更强。表明，

3ss-I、3ss-II具有较紧密的稳定结构，这与文献[2,13]中 des[65-72]

和 des[40-95]中间体性质一致；3ss-III、3ss-IV基本不具备稳定

结构，这与文献[2]中 des[26-84]和 des[58-110]中间体性质一致。

2ss单体分析结果如图 5B-E（中）所示：各 2ss大类中间体

分别表示为 2ss-I、2ss-II、2ss-III、2ss-IV、2ss-V、2ss-VI，且在

AUT中相应条带分布位置处标出（图 5B中）。2ss-II在 AUT胶

中空间体积与 N接近，经 AEMTS标记后，在更多正电荷的驱

动下泳动速度快于 N。脉冲还原样品 AUT结果（图 5D中）显

示，各中间体均不能耐受脉冲还原，表明其均不具有稳定结构，

这与文献[2,14]中 2ss中间体性质一致。

图 4 RNase A还原变性折叠中间体的 HPLC分离和二硫键数质谱分类检测

Fig. 4 Chromatographic separation by reversed-phase HPLC (A) and classification by MALDI-TOF-MS (B) of species of native folding intermediates of

RNase A

A图为 RNaseA还原变性折叠中间体的 HPLC分离图谱，分离的 13个主峰分别用阿拉伯数字标出，其中 9-10表示峰 9和峰 10重叠部分，10-1表

示峰 10前半部分，10-2表示峰 10后半部分。B图为 RNase A还原变性折叠中间体（未超滤浓缩）所含二硫键数目的质谱分类结果，其中阿拉伯

数字对应 A图峰位，括号内容表示对应峰位中间体的类型 nss（含有 n对天然二硫键）。N，天然态 RNase A；R，还原变性态 RNase A；R-AEMTS，

AEMTS标记的还原变性态 RNase A。N和 R-AEMTS在质谱图中用竖虚线标出。

In (A), chromatographic peaks are labeled by Arabic numerals. In (B), classifications of species of native folding intermediates of RNase A are indicated in

brackets, corresponding to respective peaks. 9-10, the overlap of peak 9 and peak 10; 10-1, the former part of peak 10; 10-2, the later part of peak 10. N,

native RNase A; nss, folding intermediates of RNase A with n native disulfide bonds; R, fully reduced RNase A; R-AEMTS, fully reduced RNase A

blocked by AEMTS. N and R-AEMTS are labeled with vertical dotted lines.

1ss、0ss单体分析结果如图 5B-E（右）所示：1ss-(I-IV)、R在

AUT中相应条带分布位置处标出（图 5B右），1ss-IV烷化后可

与 R迁移至相同位置，在未烷化情况下 1ss-I和 1ss-III泳动位

置很接近，但是烷化后 1ss-I泳动速度快于 1ss-III，表明在 AUT

胶中 1ss-I空间体积略小于 1ss-III。脉冲还原样品 AUT 结果

（图 5D右）显示，各 1ss单体均不能耐受脉冲还原，表明其均不

具有稳定结构，这与文献[2]中 1ss中间体性质一致。

2.5 RNase A还原变性过程折叠中间体的特征鉴定

RNase A 氧化折叠过程与折叠中间体的二硫键配对方

式直接相关[2]，进一步通过 3ss折叠中间体不完全还原变性的

AUT凝胶电泳检测和各单体胰酶酶切后质谱检测，对所获得的

RNase A还原变性过程折叠中间单体进行二硫键配对方式鉴

定，结果如表 1所示。为便于表述，以（X-Y）表示二硫键 CysX-

CysY，以（X/Y）表示二硫键 CysX-CysY被还原为游离巯基。

结果显示，3ss-（I-IV）中已还原的二硫键分别为 Cys65-

Cys72、Cys40-Cys95、Cys26-Cys84、Cys58-Cys110，与前面预测

结果一致，AUT中泳动速度依次减慢；2ss-（I-VI）中保留的二硫

键 分 别 为 Cys40-Cys95 和 Cys58-Cys110、Cys26-Cys84 和
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图 5含天然二硫键的 RNase A折叠中间体在 AUT电泳检测中的位置分布图

Fig. 5 Distribution of species of native folding intermediates of RNase A in AUT gels

A图为含天然二硫键的 RNase A折叠中间体在 AUT电泳检测中的整体位置分布图（M），B图为含天然二硫键的 RNase A折叠中间体单体在

AUT电泳检测中的位置分布图，C图为 AEMTS标记后的含天然二硫键的 RNase A折叠中间体单体在 AUT电泳检测中的位置分布图，D图为脉

冲还原后的含天然二硫键的 RNase A折叠中间体单体在 AUT电泳检测中的位置分布图，E图为超滤浓缩后含天然二硫键的 RNase A折叠中间

体单体质谱检测结果。其中，阿拉伯数字对应图 4峰位，英文字母对应 AUT电泳中的条带位置，罗马数字表示具体的折叠中间体分类。N，天然

态 RNase A；R，还原变性态 RNase A；R-AEMTS，AEMTS标记的还原变性态 RNase A，折叠中间体单体 nss表示含有 n对天然二硫键。N和

R-AEMTS在质谱图中用竖虚线标出。

(A) Discrete bands of native folding intermediates of RNase A displayed in AUT gels are labeled by lowercase letters (a-k), respectively. After

ultrafiltration, species of native folding intermediates of RNase A blocked by AEMTS (C) or not (B), or treated by pulse reduction (D) were all tested by

AUT gels, and all ultrafiltration samples were verified by MALDI-TOF-MS (E). Informations related to species of native folding intermediates of RNase A

(represented by Roman numerals), including peak numbers of HPLC, numbers of disulfide bonds, and band positions in AUT gels, are indicated in detail.

M, markers consisting of native disulfide species of folding intermediates of RNase A; N, native RNase A; R-AEMTS, fully reduced RNase A blocked by

AEMTS. N and R-AEMTS are labeled with vertical dotted lines.

Cys58-Cys110、Cys65-Cys72 和 Cys58-Cys110、Cys40-Cys95 和

Cys26-Cys84、Cys65-Cys72 和 Cys40-Cys95、Cys65-Cys72 和

Cys26-Cys84，AUT 中泳动速度顺序依次为 2ss-II＞2ss-I＞

2ss-IV＞2ss-III抑2ss-VI＞2ss-V；1ss-（I-IV）中保留的二硫键分

别为 Cys58-Cys110、Cys40-Cys95、Cys26-Cys84、Cys65-Cys72，

AUT中泳动速度顺序依次为 1ss-I抑1ss-III＞1ss-II＞1ss-IV。所

有含天然二硫键的 RNase A折叠中间体在 AUT中的泳动速度

顺序依次为 N＞3ss-I抑3ss-II＞2ss-II＞3ss-III＞2ss-I抑3ss-IV＞

2ss-IV ＞2ss-III 抑2ss-VI ＞1ss-I 抑1ss-III ＞2ss-V 抑1ss-II ＞

1ss-IV＞R。
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3 讨论

含有天然二硫键的 RNase A折叠中间体含有丰富的天然

二硫键信息，对于研究二硫键在 RNase A结构与折叠中的作用

非常重要。但是目前，除了对 des [65-72] [15-22]、des [40-95]
[15,18,20,21,23-25]、des[26-84][15,18,19,26]、des[58-110][15,18,19,26]折叠中间体进行

了较为详细的研究之外，其他含天然二硫键的折叠中间体研究

甚少，主要原因在于它们大多在折叠中间体中占比很低而难以

大量富集[2,13,26-29]，以及与其他含有非天然二硫键的折叠中间体

混合存在而难以有效分离[30,31]。结合反相 HPLC、MS技术，实现

了对 RNase A变性过程折叠中间体各单体的分离和独立性检

测，该类中间体含有正确配对的二硫键，因此对于研究 RNase

A折叠过程中的关键中间体具有重要的研究价值。

从 RNase A还原变性过程出发，分离得到了所有含天然二

硫键的 RNase A折叠中间体，并进行了具体二硫键类型的鉴

定。AUT凝胶属于强变性环境，可以通过观察 AUT电泳中各

具体中间体的分布位置，分析比较相应二硫键所引入构象熵

（conformational entropy）的熵减作用，从而研究不同天然二硫

键对 RNase A结构的单独稳定作用及协同稳定作用。中间体分

布位置越接近 R，其所含二硫键引入的构象熵减值越小；越接

近 N，其引入的构象熵减值越大。

从各中间体在 AUT 中的分布情况（表 1）分析：对 1ss而

言，各天然二硫键所引入的构象熵减值由大到小顺序为

（58-110）抑（26-84）＞（40-95）＞＞（65-72）；对 2ss而言，各中间

体二硫键协同作用引入的构象熵减值由大到小顺序为（26-84,

58-110）＞（40-95, 58-110）＞（40-95, 26-84）＞（65-72, 58-110）

抑（65-72, 26-84）＞（65-72, 40-95）；对 3ss而言，各中间体二硫

键协同作用引入的构象熵减值由大到小顺序为（40-95, 26-84,

58-110）抑（65-72, 26-84, 58-110）＞＞（65-72, 40-95, 58-110）＞
（65-72, 40-95, 26-84）；对 1-3ss而言，部分中间体其所含二硫键

协同作用引入的构象熵减值由大到小顺序为（58-110）＞

（26-84）＞（65-72, 40-95）抑（40-95）， 以 及 （40-95, 26-84,

58-110）抑（65-72, 26-84, 58-110）＞（26-84, 58-110）＞（65-72,
40-95, 58-110）＞（40-95, 58-110）抑（65-72, 40-95, 26-84）＞
（40-95, 26-84）。

可见，不同二硫键构象熵减作用程度不同，导致不同大类

中间体在 AUT中分布差异很大，甚至出现明显的大类间交叉。

二硫键（58-110）和（26-84）构象熵减作用明显强于二硫键

（40-95）和（65-72），单一二硫键（58-110）或（26-84）所引入的构

象熵减作用甚至强于二硫键（40-95）和（65-72）的协同构象熵减作

用，在（58-110）和（26-84）的强协同构象熵减作用下二硫键（65-72）

和（40-95）在协同构象熵减作用中的贡献已没有明显差别。

AUT电泳可以比较全面地反映不同二硫键所引入的单独

构象熵减作用及协同构象熵减作用，从而为研究二硫键对

RNase A结构的稳定作用提供更丰富、有效的信息。3ss中间体

在 AUT中的分布结果显示，在多对二硫键协同构象熵减作用

下，不同二硫键构象熵减值贡献（58-110）＞（26-84）＞＞

（40-95）抑（65-72），与文献[15]中不同 3ss中间体稳定性差异完

全相符，表明二硫键的构象熵减作用对稳定 RNase A结构非常

重要，尤其是二硫键（58-110）和（26-84）。

HPLC具有自动化、分离效果好、样品可回收等优点，不过

单样品检测时长一般 1-2 h，仪器及色谱柱成本较为昂贵，且需

Position of bands Component (monomer) Disulfide bonds

k 0ss (R) (65/72) (40/95) (26/84) (58/110)

j 1ss-IV (65-72) (40/95) (26/84) (58/110)

i 1ss-II (65/72) (40-95) (26/84) (58/110)

i 2ss-V (65-72) (40-95) (26/84) (58/110)

h 1ss-III (65/72) (40/95) (26-84) (58/110)

h 1ss-I (65/72) (40/95) (26/84) (58-110)

g 2ss-VI (65-72) (40/95) (26-84) (58/110)

g 2ss-III (65-72) (40/95) (26/84) (58-110)

f 2ss-IV (65/72) (40-95) (26-84) (58/110)

e 3ss-IV (65-72) (40-95) (26-84) (58/110)

e 2ss-I (65/72) (40-95) (26/84) (58-110)

d 3ss-III (65-72) (40-95) (26/84) (58-110)

c 2ss-II (65/72) (40/95) (26-84) (58-110)

b 3ss-II (65-72) (40/95) (26-84) (58-110)

b 3ss-I (65/72) (40-95) (26-84) (58-110)

a 4ss (N) (65-72) (40-95) (26-84) (58-110)

表 1 含天然二硫键的 RNase A折叠中间体二硫键配对方式鉴定及其在 AUT电泳检测中的位置分布表

Table 1 Distribution of native disulfide species of folding intermediates of RNase A in AUT gels

Note: Native disulfide bonds are highlighted by the grey background.
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要定期的维护和保养，仪器操作也较为复杂和专业；AUT凝胶

电泳操作简便、快捷、检测通量较高，使用 4板胶同时电泳约 3

h即可检测多达 60个样品，检测全程只需进行一次电压变换

和胶的染色、脱色处理而不需要进行其他复杂的操作。AUT凝

胶电泳基于蛋白分子量、空间体积及所带正电荷数的综合差异

对碱性蛋白质实现分离，可以有效区分不同 RNase A折叠中间

体，分离效果与反相 HPLC相当，很好地弥补了质谱检测不能

分辨含相同二硫键数目的 RNase A折叠中间体具体成分以及

AEMTS标记样品在离子化过程中存在少部分标记基团巯基断

裂现象而出现次级质谱峰[32,33]的缺点。此外，AUT凝胶电泳不

仅可以检测 RNase A的折叠中间体，也可以用于其他碱性蛋白

的折叠中间体检测，如溶菌酶等，还可以用于分析二硫键的构

象熵减作用、后续的 western blot以及胶内酶切检测等。综上，

AUT电凝胶泳与 HPLC、质谱检测原理不同，三种技术可以相

互补充，共同应用于 RNase A的折叠机制研究。
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