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醇变性大豆蛋白的结构特征及物化性质的研究

华欲飞 谷文英 沈培英 1刘复光…

(食品学院 )

摘要 圆二 色性分析结果表 明
,

醉 变性使 大 豆 蛋 白
Q 一

螺旋构象的 含量增加
,

结构

更加有序 ; 同时
,

荧光偏振测定显 示大 豆蛋 白分子 的链运动 自由度发生变化
。

另一

方面
,

大豆 蛋 白萦外差示光语未 出现 负峰
,

关光发射波长不 变
,

说 明蛋 白质的疏水

核未被破坏
,

因而 是一种局部变性
。

运用
”

溶剂吸附
”

模型对大豆 蛋 白的醉 变性过程

作 了理论阐述
。

主题词 大豆 ; 蛋 白 ; 构象

中图分类号 T S Z o l
.

2 1

0 引 言
大豆蛋 白的热变性及化学变性对分子结构的影响 已被充分研究 〔’ 〕

,

与此形成对照
,

对大

豆蛋 白醇变性
,

包括大豆蛋白醇变性的过程以及变性蛋 白的最终结构的研究却少得多
。

除有

关醇变性大豆蛋白的溶解度降低和易被蛋 白酶作用的报道之外
,

尚无直接的实验证据说明

其结构变化特征
。

F u k u s
hi m a 提 出的

“

油滴
”

模型仍被经常引用作为大豆蛋白醇变性的标准

解释仁2 」,

该模型认为疏水核在变性时被破坏
,

疏水基团转移到分子表面
。

然而
,

在大豆蛋白醇

变性时上述过程是否必然发生
,

也只有通过实验才能加以验证
。

作者将紫外差示光谱
、

荧光
、

荧光偏振等现代生物物理方法应用于该领域
,

从不同的角

度探讨醇变性大豆蛋白的分子结构和物化性质
,

为研究大豆蛋 白的醇变性提供实验依据
,

从

而完善大豆蛋白醇变性理论并有助更深入地了解大豆蛋 白的分子结构及物化性质
。

1 材料与方法
1

.

1 n s 大豆球蛋白的制备和提纯

1 1 5 大豆球蛋白按照 T h a n h 和 S ih b a s a ik 的方法从低温脱溶脂大豆粕 ( 黑龙江佳木斯

三江公司提供 )中制取 1 15 粗组分〔 3〕
。

通过凝胶层析进一步提纯
。

层析条件为
:

S eP ha
r os e 6B

(瑞典 P h a r m a e i a
公司产品 )

,

柱尺寸
:

2
.

6 义 g o e m
,

洗脱液
: 0

.

0 3 5 m o l / L 磷酸盐缓冲液 + 0
.

4m o l / L K e l ( p H 7
.

6 )
,

流速 3 o m l / h
,

Z s o n m 处测定洗脱液紫外吸收
,

收集 1 1 5 蛋白质组分
。

1
.

2 大豆蛋白二级结构的测定

圆二色性 ( C i r e u l a r D i e h r o i s m
,

简称 C
.

D
.

)谱在 J A S C O J
一

s o o C S p e e t r o p o l a r i m e t e r 上

收稿日期
:

1 9 9 5一 0 6
一

0 6
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测定
。

分析条件如下
,

灵敏度
: Z x lo

一

3

度 c/ m
,

扫描速度
:

sn m / m in
,

光径
: 0

.

cZ m
,

蛋白样品浓

度
: l m g / m l

,

扫描范围
:

20 。一 2 5 o n m
.

按 C h a n g 等人的方法计算大豆蛋白分子中
a 一

螺旋
,

件

折叠和随机卷曲构象所占的比例〔`」
。

1
.

3 荧光偏振

荧光试剂 1
一

(二
一

甲基胺 )
一

蔡
一

5
一

磺 酞氯 ( D N S
一

lC ) 购 自上海生化所
。

1 15 大豆球 蛋 白
-

D N S 偶合物制备方法如下
: Z o o m g 蛋白质溶入 l o m l 0

.

l m o l / L N a H C O
3

溶液中 ( p H S
.

5 )
,

冷却至 o C 以下后
,

在搅拌中加入 l m l 0
.

4 % D N S
一

lC 悬浮液
。

在 o C 下放置过夜
,

未反应的

D N S
一

lC 通 过 高 速 离 心 ( Z0 0 0 o r / m in )
,

hl 除 去
,

溶 液 中 的 1 1 5
一

D N S 偶 合 物 用 饱 和

( N H
4

)
2
5 0

;

沉淀
,

并用 0
.

3m o l / L K C I 洗涤
,

对去离子水透析 2 4 h 〔 5 ]
.

荧光偏振用 日立
一

63 5 荧光分光光度仪测定
,

使用带循环水比色架
,

激发波长 3 5 On m
,

偏

振度 -
I’/

一

G l 上

I // + G l 土
,

I 、 ,

I 二 分别为荧光的平行和垂直分量的强度
,

G 为校正因子
,

可由仪器 自

动求得
。

1
.

4 紫外光谱和差示紫外光谱

仪器为岛津 U V
一

2 40 分光光度仪
,

1。 m 石英 比色皿
,

扫描速率
: 10n m / m in ; 差示紫外光

谱按照文献 [ 6 ]的方法测定
,

即在样品光路上放置蛋 白质的乙醇溶液和水
,

在参比光路放置

蛋 白质的水溶液和乙醇溶液
,

两光路 中的蛋白质浓度和 乙醇浓度必须一致
。

L S 荧光发射光谱

仪器为 日立
一

63 5 荧光分光光度仪
,

1。 m 石英 比色皿
,

激发波长为 2 8 0 n m

2 结果与讨论
2

.

1 醉变性对大豆蛋 白二级结构的影响

图 1 为在不同浓度乙醇 中
,

1 15 大豆球蛋白在远紫外区段 ( 2 00 ~ 2 5 o n m )的 C
.

D 谱图
。

从图中可以看 出
,

随着乙 醇浓度增大
,

C
.

D 谱图产生以下变化
:

在 2 1 0n m 附近的负槽移至

2 2 0n m 附近
;
负槽的峰值 (绝对值 ) 明显增大

。
4广 - - 一一一一一一一- 一- - -

ǎō l一。任

,妇三ō

一一

。

EP.叹任。
。

根据图 1 计算得 1 15 大豆蛋白在乙醇溶

液中二级结构的变化趋势
,

如表 1所示
。

表 1 1 15 大豆球蛋白的各种结构成分在不同浓度

乙醉溶液中的变化情况

乙醇浓度 ( % )
二 级 结 构 ( % )

a 一

螺旋 件折叠 随机卷曲

rrù吕
一一

侧à
.!O一xē。目

0 15
.

8 4 1
.

5 4 2
.

7

20

40

5 l

3 5

3 6

3 7

..27l2

6 0 3 5
.

0 2 3
.

5 4 1
.

5

从表 1 中可看出
,

天然 1 1 5 大豆 蛋白的

螺旋构象 比例很 低
,

仅 占 1 5
.

8 %
,

除去

41
.

5 %件折叠构象之外
,

随机卷 曲占有很大

比例 ( 4 2
.

7 % )
。

经过醇变性后
, Q 一螺旋的含量

图 l

20 % 乙醇

20 0 2 10 2 2 0 2 3 0 24 0

波长 ( n m )

不同浓度乙醉溶液中大豆蛋白

的圆二色性谱图

2 0 %乙醇 3 4 0 % 乙醇 4 6 0 % 乙醇
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从 5 1
.

8 %增加至 5 3 %
,

这说明醇变性后大豆蛋白的结构变得更加有序
,

符合 T an for d 提出

的有机溶剂变性蛋 白质的结构特征川
。

然而
,

如在醇变性之前
,

先用 N a O H 溶液将 1 15 大豆蛋白的原有结构全部破坏
,

则这种

碱处理
一

醇变性产物的
a 一

螺旋构象将可达到 70 %左右 s[J
,

比天然大豆蛋 白醇变性产物的
Q -

螺旋高得多
。

这说明天然大豆蛋白分子内部结构的内聚力较大
,

不能被醇分子所破坏
,

其结

构不会随着醇变性的进行而改变
。

从表 1 可知
,

在 2 0写乙醇浓度时
a 一

螺旋的比例达到最小值
,

在此之后
,

随着醇浓度增大
a 一

螺旋逐渐增加
,

因此
,

大豆蛋白变性过程中经过了一个中间态 ( 20 % 乙醇浓度 )
,

在这种状

态时
,

大豆蛋白的原有结构被破坏
,

呈现一种比天然大豆蛋白更加无序的状态
。

2
.

2 醉变性对大豆蛋白分子形状及柔性的影响

图 2 为 1 1 5 大豆球蛋白在不同浓度乙醇溶液中的 P er r in 图
,

在乙醇溶液中 1 / P ~ 1 3/

~ T /专关 系在较低温度下 ( 40 ~ 50 C )即偏离直线
,

说明乙醇可增强温度对蛋白质结构的影

响
,

符合有关醇溶液中蛋白质变性温度降低的报道
〔’ “ 〕

。

从图 2 计算得到大豆蛋白旋转弛豫时间 (见表 2)
.

表 2 不同浓度醉溶液中大豆蛋白的弛豫时间

写乙醇浓度

( V / V )

oP ”

几犷
护 两

几尹守
r X 1 0 8

0
.

2 9 3 3
.

4 4 3
.

0 3 1
.

13 5 1
.

2

2 0

4 0

0
.

3 2 4

0
.

3 5 3

0
.

67 6 4
.

1 7 0
.

16 2 1
.

2

60

8 0

0
.

3 5 9 0
-

3 19

2 3 1

0
.

0 4 3 5 1
.

0

0
.

3 19 0
.

2 2 9

5
.

0 0

4
.

1 4

0
.

0 4 6 2 0
.

8

0
.

0 5 5 3 0
.

8

1 15 大豆蛋白质的 日值为 1
.

1 35
,

表明天然大

豆蛋 白接近于球体
,

同时
,

蛋白分子内肤链段运动

受到限制
。

符合 1 1 5 大豆球蛋白结构模型
「川

。

在

乙醇溶液 中
,

1 1 5 大豆球蛋白的 P̂ 明显降低
,

且 召

值远小于 1
,

说明醇变性后
,

大豆蛋白分子内肤链

段运动 自由度迅速增长
,

从而证明醇变性使大 豆

蛋白的柔性增加
。

温度 /粘度

图 2 1 15 大豆球蛋白在不同浓度

乙醉溶液中的 P er ir n 图

4 0 % 乙醉

2 0 % 乙醉

6 0写乙醇 3 8 0 % 乙醇

0 % 乙醇

醇变性使大豆蛋白分子柔性增加的主要原因包括
:

分子 内疏水作用被削弱
; 醇溶液介 电

常数较小使带相同电荷基团的静电排斥力增加
。

从表 2 可看出
,

八 在 0 ~ 20 %浓度范围内

的变化较大
,

正对应于天然大豆蛋白分子转变为无序中间态
,

表明大豆蛋 白质原有构象的破

坏导致蛋 白质柔性增加
。

2
.

3 醉变性过程中蛋白分子三级结构的变化

图 3 为 1 15 大豆球蛋 白在乙醇溶液 ( 30 % V / V ) 中的紫外差示光谱图
,

从图中可看到
,

在 2 7 5一 2 8 5 n m 和 2 3 o n m 处各有一个正吸收峰
。

在紫外差谱中
,

正峰是发色基团所处环境从极性 (折射率小 )向非极性 (折射率大 )变化

中产生
,

从非极性 向极性变化时则产生负峰
「̀ ’ 〕 。

一般情况下
,

蛋白质变性时
,

伴随着肤链的

伸展
,

将处于分子内部疏水区的生色基团暴露到水中
,

因而产生负的差谱峰 (见图 4)
.
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0
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一 0

.

2

,d.0
一

长侧哪
0nU0.0

侧嗽哪

一 0
.

0 0 5

一 0
.

0 10
一 0

.

4

一 0
.

0 1 6 ` - ~

一
.

2 0 0 2 2 5 25 0 2 7 5 30 0

波长 (。 m )

一 0
.

5 L .

2 0 0 2 2 5 2 5 0 2 7 5 3心0 3念5

波长 ( n m )

图 3 11 5 大豆球蛋白的乙醉变性 图 4 1 15 大豆球蛋白的 ` m ol / L 尿素溶液

紫外差示谱图 紫外差示谱图

由于圆二色性及荧光偏振都证明大豆蛋白在醇溶液中确 已被变性
; 而尿素变性的紫外

差谱图 (图 4) 表明 T yr 和 T rp 基团并不是处于强极性区域中
,

因此
,

对紫外差谱出现正峰的

唯一的解释是大豆蛋白醇变性时仅仅是分子外层结构发生了变化
,

但分子 内部疏水核的变

化较小
。

这表明大豆蛋白疏水核心具有独特的结构
,

基团间除疏水键外
,

还包括氢键力和静

电作用力
。

尿素同时影响疏水键和氢键作用
,

从而可以破坏疏水核心
,

出现负差谱峰
。

相反
,

醇溶液虽然可削弱疏水作用力
,

但氢键力和静 电作用力反而得到加强
,

保证疏水核不被破

坏
,

因而大豆蛋白的醇变性是一种局部变性
。

图 5 中曲线表示 1 15 大豆球蛋白的醇变性的紫外差吸收 △A 与乙醇浓度的关系
。

从图

中可看出
,

曲线在 10 % 一 2 0 % 浓度范围内出现一个拐点
,

对应于大豆蛋 白从天然态转变为

中间态
。

然而 。八 始终随着乙醇浓度增加而增大
,

表明大豆蛋白醇变性后仅使分子外层的结

构被破坏
,

否则
,

乙八 将在该点出现一个由正到负的转折点
。

0
.

0 8

侧
恩

乙醉浓度 ( v / v % ) 波长 ( n m )

图 5 醉变性萦外差吸收与醉浓度的关系 图 6 1 1 5

6 0写 乙醇

大豆球蛋白的荧光发射谱图

2 30 n m 2 2 8 3 n n i 2 4 0写 乙醇 3 0 % 乙 醇
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图 6 是 1 15 大豆球蛋 白的荧光发射光谱
,

激发波 长为 2 8 0n m
,

其最大发射波长 人
m

为

3 3 2 n m
.

人
m

与生色基 团在蛋 白质分子 中所处位 置紧密相关川 若发射波长 人
m

为 3 30 ~

3 3 3n m
,

表明生色基团位于蛋白质疏水区域内
,

若 人
m

为 3 40 ~ 3 4 2 n m
,

说明生色基团位于蛋

白质 的极性区域
,

基团可能被结合水包围
;
若发射波长为 35 0一 3 5 3n m

,

则表示基团所处微

环境 已同游离 T rP 相似
。

由于 1 15 大豆球蛋 白质的荧光发射波长为 3 32n m
,

说明生色基团

( 至少部分 )位于蛋白质的疏水区域
。

从图中可看出
,

人
m

基本不变化
,

说明生色基团所处环境无变化
,

进一步证实了蛋白质的

疏水核心未被破坏
。

然而荧光强度随着乙醇浓度增大而显著变化
。

与荧光发射波长不同
,

荧

光强度取决于温度
,

粘度
,

p H
,

溶剂极性等条件
。

随着乙醇的加入
,

使粘度增大
,

极性降低
,

从

而增大荧光强度
。

2
.

4 大豆球蛋白醉变性机理

上述 各项 实验结果表 明
,

大 豆蛋 白醇变性是 一 种局 部变性
,

因此
,

至少在两方面 与

F uk us ih m a 所提出的
“

油滴
”

模型不相符
,

其一
,

大豆蛋 白醇变性为
“
三态

”
过程

,

即天然态~

中间态~ 高螺旋态
,

而在
“
油滴

”

模型中为
“
二态

”

过程
,

即天然态~ 变性态
; 其二

,

大豆蛋白醇

变性疏水核未遭破坏
, “
油滴

”

模型则认为疏水核 已被瓦解
,

疏水基团全部暴露在分子表面
。

由此可见
,

F u k us ih m a
的

“
油滴

”

模型不能正确地解释大 豆蛋 白醇变性
,

必须在实验的基础

上
,

建立新的大豆醇变性模型
。

通过热力学分析
,

并总结前述实验结果可知
,

大豆蛋 白醇变性应包括以下几个过程
:

l) 天然大豆蛋白是由亲水基团组成的外壳和疏水基团组成的核心
,

在水溶液中
,

蛋 白

质外壳水化
,

因此
,

体系是稳定的 (乙G 镇 。 )
,

蛋 白质处于天然态
。

2) 加入 乙醇后
,

由于醇分子 与亲水外壳无法形成疏水键
,

因而不能吸附在蛋 白质表

面
,

在蛋 白质 一 主体溶液界面上形成一乙醇浓度梯度
,

体系变得不稳定
,

( 。 G > 0)
,

迫使蛋

白质分子改变结构
,

吸附更多的醇分子
。

这时亲水外壳的结构变得松散
、

无序
,

使醇分子能穿

越亲水层吸附到疏水核心上
。

由于乙醇浓度梯度消失
,

体系趋于稳定
。

另一方面
,

由于大豆蛋

白的疏水核心非常稳定
,

其结构不会因醇分子的吸附而瓦解
。

蛋白质处于无序的中间态
。

3) 若乙醇浓度进一步增大
,

上述平衡又一次被打破
,

由于在疏水核心上吸附的醇分子

已经饱和
,

蛋白质分子 已不可能再通过增加醇吸附点的方式建立平衡
,

唯一途径将是减少蛋

白分子的水化点
,

这将可能提高蛋白分子吸附醇分子的相对浓度
。

因此
,

松散无序的亲水外

层将转变为
Q 一

螺旋结构
,

因为在这种构象 中肤键将相互之间形成氢键而无法大量水化
,

从

而蛋白质分子成为高螺旋状态
。

以上过程可以认为是大豆蛋白醇变性的
“

溶剂吸附
”

模型
,

这一模型提出
:

l) 醇变性的
“

驱动力
”
主要是蛋白分子一溶剂界面与主体溶液之间因醇浓度不同而产

生的自由能差
。

2) 醇变性过程是
“

三态
”

(天然态
,

中间态
,

和变性态 )过程
,

区别于其他
“
二态

”
(天然态

和变性态 )变性过程
。

3) 大豆蛋白醇变性时疏水核未破坏
,

区别于一般变性分子是由紧密球状转向松弛棒

状
。

4) 醇奋性使分子成为高螺旋状态
,

区别于一般变性是分子有序转向无序
。
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