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类蛋白反应法改性水解明胶的原理
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摘!要!研究了在木瓜蛋白酶的作用下!蛋氨酸月桂醇酯与水解明胶进行类蛋白反应的机理"通
过对反应过程中游离氨基质量分数的变化#封闭水解明胶端基对类蛋白反应的影响#不同反应时
间所得类蛋白物的疏水性变化以及氨基酸组成和质量分数变化几方面的研究得出$类蛋白反应中
存在肽键缩合和转肽作用%离子相互作用和静电相互作用对类蛋白物的合成有一定贡献的%疏水
相互作用能够促进类蛋白反应的进行!也说明了疏水性较强的多肽之间会更容易发生类蛋白合成
反应"
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!!类蛋白反应的发现已有近#$$年的历史’#(%最
初发现蛋白质经过蛋白酶的水解后%在一定条件下
还可以通过蛋白酶的作用再形成一种胶状物%这种
反应也被称为类蛋白反应)但后来在的研究都是
不连续也不系统的%除了B79:P,X:研究小组进行了
较为深入的研究’!(%同时他们也认为类蛋白反应是

利用浓缩的蛋白水解物在合适的条件下#底物浓
度*QS*底物类型等$经蛋白酶的作用进行的一种合
成反应%此反应的机理通常被认为是蛋白水解反应
的逆反应%但也存在其它不同的看法%所以反应的
机理目前尚无定论)例如5-F>’-LY)5-CE;RK等
以酪蛋白多肽为底物%研究了影响类蛋白反应的一
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些因素以及类蛋白物的一些理化特性!认为类蛋白
反应只是一种由内能驱动的物理聚集的过程"/#$
最初日本人发现类蛋白反应可以较好的解决水解

蛋白的苦味!所以越来越引起人们的重视$例如

G,P,K>:F,等利用合成类蛋白反应在木瓜蛋白酶存
在下!将蛋氨酸乙酯导入大豆蛋白和酪蛋白中!这
种反应改变了蛋白的氨基酸组成同时也提高了其

生物效价"3#$张雅丽等报道了以大豆蛋白和芝麻
蛋白的胰蛋白酶水解物为原料!以胃蛋白酶为催化
剂合成类蛋白物并对其进行了营养评价!结果表明
利用该反应可以进行优质蛋白质资源的开发""!%#$

<,F,-,T;等以明胶做亲水性原料!亮氨酸酯做亲
油性材料!在木瓜蛋白酶作用下进行酶反应!得到
蛋白质型表面活性剂".#$本试验的研究意义在木
瓜蛋白酶的作用下!利用水解明胶和蛋氨酸酯为原
料研究类蛋白反应的机理!为类蛋白反应在食品及
其它行业的应用提供一定的理论基础$

=!实验材料与方法

=>=!实验材料与设备

ZV0蛋氨酸%生物试剂&乙醇’月桂醇’丙酮’十
二烷基硫酸钠(?Z?)等%均为分析纯&水解明胶’

ZV0蛋氨酸月桂醇酯%均为作者所在实验室自制&木
瓜蛋白酶%购于 *U&U公司&氨基酸自动分析仪%
美国安捷伦##$$&超级恒温水浴锅%上海市实验仪
器厂&V60/型多用冰冻干燥机%宁波市生化仪器
厂&SV0#型恒流泵%上海沪西仪器厂&BS11$!0!紫
外检测仪%上海沪西仪器厂&/$".型便携式记录仪%
上海沪西仪器厂)
=>?!实验方法

=)?)=!表面活性剂合成!参考G,P,K>:F,等的方
法并做适当改进"3#$称取一定量的水解明胶加入
至一定QS值的缓冲溶液中!充分溶解!然后加入蛋
氨酸酯!再加入木瓜蛋白酶和适量的V0半胱氨酸进
行反应$利用蛋氨酸月桂醇酯对水解明胶进行改
性时须加入含有!$[丙酮的碳酸盐缓冲溶液!其他
条件同上$测定不同时间对反应进程的影响时!分
别在$!$)"!!!%>取样!用最终体积分数1$[乙醇
沉淀样品并洗涤!沉淀产物经干燥获得干品$

=)?)?!氨基酸组成与含量的测定方法!采用自动
氨基酸分析仪测定氨基酸的组成和含量$

=)?)@!氨基态氮的测定!甲醛滴定法!参见文
献"1#$

=)?)A!化学修饰水解明胶后的类蛋白反应

#)封闭氨基的反应"2#!将#PV3%$P8*PV
的水解明胶溶液稀释于$)!P’(*VQS值.)"的磷
酸钠溶液!加入酸酐(乙酸酐)#!$!V!约两倍于肽
量!加水定容至#)!"PV!!$\放置#1>!加入固体
醋酸胺#$$P8破坏残余的酸酐!然后调节QS 至

")$再加酶进行类蛋白反应$反应%>后!加入#"
PV无水乙醇沉淀!收集沉淀得冷冻干燥样品$

!)封闭羧基的反应!取"8水解明胶!加入#$
PV冷甲醇和$)."PV体积分数为/.[的 SN(在
室温下放置31>充分反应!反应结束后!在自然通
风厨晾干$然后加入#)!/8蛋氨酸月桂醇酯和丙
酮进行类蛋白反应!反应结束后加入乙醇沉淀(操
作同上)得冷冻干燥样品"#$#$

=)?)B!相对分子质量分布的测定!凝胶过滤色谱
法!色谱条件%?;Q>,C;M60!"凝胶过滤色谱分析&
色谱柱%#)%@P]#$$@P&洗脱液%磷酸^柠檬酸缓
冲溶液(QS3!$)!P’(*V)&体积流量%#2)2%PV*

>&检测波长%!!$-P&上样量%1$P8$

=)?)C!疏水性的测定!5*?荧光探针法!水解明
胶样品用QS1)$!$)$#P’(*V的磷酸盐缓冲液稀
释至蛋白浓度在$)#""$)$%P8*PV之间$取不
同浓度稀释样品!PV!在/2$-P 的激发波长和

3.$-P 的发射波长下分别测定样品的荧光强度
(B_$)和样品加入#$!V5*?溶液(1PP’(*V)后的
荧光强度(B_‘)!B_$和B_‘的差值记为B_!以蛋白质
浓度为横坐标!B_为纵坐标作图!曲线初始阶段的
斜率即为蛋白质的表面疏水性指数!记为?$$

?!结果与讨论

?>=!反应过程中游离氨基质量分数的变化
在反应过程中!游离氨基质量分数的增加也表

明了水解作用占主导地位!而类蛋白合成作用较
弱$相反!游离氨基质量分数的减少!则表明类蛋
白合成作用的增强$如图所示!当在反应体系中加
木瓜蛋白酶!同时也加入适量的蛋氨酸月桂醇酯
时!其游离氨基质量分数是逐渐下降的!说明合成
作用占主导地位!并且在合成过程中氨基参与了反
应$根据反应体系的底物及反应条件可知!游离氨
基的减少是由于多肽与多肽!或者多肽与蛋氨酸月
桂醇酯之间进行了肽键缩合反应!也是通常被人们
认为的类蛋白反应机理推断$这一反应机理的存
在也将在端基封闭的实验中得到进一步的证明$

!!对于加酶不加酯的情况!由于底物浓度较高不
利于水解反应的进行!所以在前!>的反应时间内!
游离氨基的质量分数有所下降!可解释为多肽与多
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肽之间的类蛋白反应的结果!而后游离氨基的质
量分数又有所上升"说明类蛋白反应的减弱"水解
反应的相对增强!

图=!木瓜蛋白酶和蛋氨酸月桂酯的添加对反应的影

响

)-2>=!D((.,0"(E&E&-%&%*5.01-"%"%.60.$"%E’&60.-%

$.&,0-"%

?>?!反应过程相对分子质量的变化
在类蛋白反应过程中合成的类蛋白物的相对

分子质量分布如图!所示!

图?!不同反应时间所得水解明胶的相对分子质量分

布

)-2>?!D’#0-"%E$"(-’.6"(E’&60.-%6&0*-((.$.%0$.&,0-"%

0-5.6.E&$&0.*"%6.E1&*.FGH?B

!!由上图可知"在反应刚开始时"经体积分数

1$[乙醇沉淀的反应物相对分子质量在凝胶柱

?;Q>,C;M60!"的整个分离范围内共形成/个峰"
分别位于洗脱体积#$$PV"#"$PV"!$$PV!#$$
PV左右洗脱体积时的峰面积较大一些"说明相对
分子质量相对偏大!当反应进行半小时时"在色谱
图上出现两个峰"洗脱体积分别位于#$$PV和!$$
PV"二者分离度较大"并且洗脱体积为!$$PV左
右的峰面积与前面峰面积比与图!中相对应的峰
面积比有所上升"说明反应在前半个小时同时存在
水解作用与合成作用"并且以水解作用为主"所以

使相对分子质量分布向两个极端移动!这种反应
特点在后面时间内仍在继续"如图!所示!当反应
进行到%>时"类蛋白物的相对分子质量分布发生
了明显的变化"即相对分子质量较大的物质逐渐形
成"其峰面积较大"说明在这段反应时间内水解作
用变弱而类蛋白合成作用明显增强!

?>@!封闭端基的影响
为了研究水解明胶中的氨基和羧基对类蛋白

反应的影响"本实验对水解明胶进行了一些改性"
一方面利用乙酸酐在/.\条件下反应31>来封闭
水解明胶中的氨基"另一方面利用盐酸甲醇反应封
闭水解明胶中的羧基"并分别利用改性后的水解明
胶与对照即未改性的水解明胶为原料进行的类蛋

白反应"以得率为评价指标"结果如图/所示"二者
的得率均比对照的低!这说明水解明胶中的氨基
和羧基含量对类蛋白反应的进行具有较大的影响"
从一方面也证明了类蛋白反应中存在肽键缩合和

转肽作用机理的正确性!

图@!水解明胶的改性对类蛋白反应的影响

)-2>@!D((.,06"(($..2$"#E6"(13*$"’3I.*2.’&0-%"%E’&6H

0.-%$.&,0-"%

?>A!疏水性的变化
疏水性可定义如下#在相同条件下"一种溶于

水中溶质的自由能与溶于有机溶剂的相同溶质的

自由能相比所超过的数值!水解明胶溶液是一种
亲水性胶体"如图中反应$>所示"其疏水性指数为

2)3#!由于亲水性的肽不利于进行类蛋白反应"所
以在底物中加入疏水性较强的蛋氨酸月桂醇酯以

提高反应的效率!另外"从水解明胶的氨基酸组成
可以看出"水解明胶的亲水性较大并不是意味着其
疏水性氨基酸含量较低"而是由于疏水性氨基酸被
部分包裹于水解明胶内部"因为虽然水解明胶是变
性的胶原蛋白"但其并非完全伸展的直链结构"所
以其亲水性仍是较强的!但由图可知"随着类蛋白
反应的进行"所形成的类蛋白物的疏水性指数是增
大的"分析得出可能存在以下几方面的原因#其一
就是在酶的作用下"水解作用会使水解明胶内部的
疏水面暴露出来"暴露的疏水面间的再相互作用形
成聚合物!另外"溶液中的蛋氨酸月桂醇酯以及溶
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液中有机物质丙酮的存在也会诱使疏水性氨基酸

更多的暴露出来!形成疏水相互作用!从而引起类
蛋白物疏水性指数的上升"总之!疏水性指数随类
蛋白反应进行而有一定的提高也说明了疏水相互

作用是形成类蛋白物的作用力之一"

图A!不同反应时间所得类蛋白物的疏水性变化

)-2>A!J3$"E1":-,-03K&$-.0-.6"("(E’&60.-%6E$"*#,.*

&0*-((.$.%0$.&,0-"%0-5.

?>B!氨基酸组成的变化
根据侧链与水相互作用的程度可将氨基酸分

成亲水性氨基酸和疏水性氨基酸"亲水性氨基酸
易溶于水!它们或者带有电荷#5E8!5KQ!6(7!S:K
和VLK$!或者不带电荷#?;E!Y>E!5K-!6(-和
NLK$"由表可知!带电荷氨基酸的相对含量均有所
增加#表中上标为T@的氨基酸$!说明静电相互作用
在类蛋白合成中起了一定作用"其中 5E8和VLK
的侧链分别含有胍基和氨基!于是在中性QS是略
带正电荷#是碱性氨基酸$"虽然 S:K的咪唑基具
有碱性的本质!然而在中性条件下它仅略带正电
荷"5KQ和6(7的侧链含有一个羧基!因此!在中
性QS条件下!这些氨基酸带有一个净负电荷"
不带电荷的中性氨基酸的极性处在疏水氨基

酸和带有电荷的氨基酸之间"?;E和Y>E的极性可
归于它们含有能与水形成氢键的羟基"YLE也含有
一个在碱性条件下能解离的酚羟基!因此!可以认
为它是一种极性氨基酸"在不带净电荷的亲水性
氨基酸中!丝氨酸%苏氨酸和酪氨酸的含量都有所
下降!而半胱氨酸含量的升高是因为在酶反应体系
中外加入了半胱氨酸"另外"大多数NLK残基在
蛋白质中以胱氨酸形式存在!后者是半胱氨酸通过
它的巯基氧化形成二硫交联而产生的二聚体"说
明类蛋白反应中同时也形成了二硫键!进一步稳定
类蛋白物的结构"
含有脂肪族#5(,!_(;!V;7!O;F!WE’和&,($

和芳香族侧链的氨基酸是疏水的!因此!它们在水
中的溶解度是有限的"由结果可知疏水性氨基酸
含量除蛋氨酸和脯氨酸外均有所下降!这一变化的
原因是比较复杂的!其中蛋氨酸含量的升高说

明蛋氨酸月桂醇酯参与了类蛋白合成反应并被导

入改性水解明胶中"这也是导致类蛋白物疏水性
增强!水溶性下降的重要原因"脯氨酸是蛋白质分
子中唯一的一种亚氨基酸"在脯氨酸分子中!丙基
侧链通过共价连接的方式同时与#̂ 碳和#̂ 氨基
连接形成一个吡咯烷环状结构"脯氨酸对胶原蛋
白分子结构的影响是比较大的"由表可知其含量
是升高的"

表=!氨基酸组成质量分数的变化

L&:>=!K&$-.0-.6"(&5-%"&,-*6,"5E"6-0-"%

M

氨基酸名称
反应时间&>

$ $)" ! %

5KQ
Y>E

?;E

6(7

6(L
5(,

NLK

&,(

O;F

_(;

V;7

YLE

W>;

VLK

S:K

5E8
WE’

天门冬氨酸T@

苏氨酸T

丝氨酸T

谷氨酸T@

甘氨酸

丙氨酸,

半胱氨酸T
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组氨酸T@
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@!讨!论

类蛋白反应是一种机理较为复杂的反应!本实
验从多个方面进行了反应机理的探讨并得出了一

下一些结论’首先!通过对水解明胶中的氨基和羧
基含量对类蛋白反应的影响可知!类蛋白反应中存
在肽键缩合和转肽作用!所以说类蛋白反应是酶水
解反应的逆反应的说法是有一定理论根据的"第
二!离子相互作用和静电相互作用对类蛋白物的合
成是有一定贡献的"第三!疏水相互作用能够促进
类蛋白反应的进行!也说明了疏水性较强的多肽之
间会更容易发生类蛋白合成反应"
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