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摘要:利用2,2-盐酸脒基丙烷(AAPH)在有氧条件下热分

解产生的烷过氧自由基(ROO·),对花生分离蛋白进行不同

程度的氧化修饰,采用傅里叶红外变换光谱,结合去卷积和

曲线拟合技术,研究花生分离蛋白氧化过程中的二级结构变

化。结果表明,经去卷积后花生分离蛋白红外光谱酰胺I带

共分出10个峰,表征聚集体形成的1618,1682cm-1 的吸

收值在氧化过程中升高,表明在氧化过程中形成了蛋白聚集

体。利用曲线拟合对酰胺I带进行定量分析,结果表明,当

AAPH 浓度小于3.00mmol/L时,β-折叠和无规则卷曲含量

升高,而β-转 角 和 α-螺 旋 含 量 下 降;在 高 氧 化 浓 度(5.00,

10.00mmol/L)下,花生分离蛋白发生多肽链的断裂,进而

影响其二级结构的变化。AAPH 的浓度不同,花生分离蛋白

之间的分子相互作用强度不同。在花生分离蛋白聚集体形

成中,氢键和疏水相互作用发挥着重要作用。
关键词:花生;分离蛋白;蛋白质氧化;结构;傅里叶变换红外

光谱

Abstract:Peanutproteinisolates(PPI)wasoxidizedbyperoxylradi-
calsderivedfrom 2,2'-azobis (2-amidinopropane)dihydrochloride
(AAPH)andthesecondarystructureofoxidizedPPIwereevalua-
ted.StructuralchangesofPPIwereelucidatedusingFouriertrans-
forminfraredspectroscopy(FTIR).Fourierdeconvolutioncombined
withiterativecurvefittingwasusedtoanalyzetheamideIofFTIR.
AfterdeconvolvedamideIFTIRbands,tenmajorbandsassociated
withconformationofproteinsweredistinctlyobserved.Changesin
thebandsat1618cm-1and1682cm-1,whicharisefromtheag-

gregatedintermolecularβ-sheets,indicatedthatproteinaggregation

occurredduringPPIoxidation.Quantitativeanalysiswasobtainedby
iterativecurvefitting.Theresultsshowedthattherewasanincrease
inβ-sheetstructureandrandomstructuresaccompaniedbyadecrease
inturnsand alpha helix,withtheincrease ofoxidizing agent
(AAPH< 3.00 mmol/L). Higherleveloxidation (5.00 and
10.00mmol/L)wouldinducefragmentationthroughdirectbreakage
ofpeptidebonds,resultedinchangesinthesecondarystructures.
Thehydrogenbondsandhydrophobicinteractionsplayedanimpor-
tantroleintheformationofPPIaggregates.
Keywords:peanut;proteinisolate;protein oxidation;structure;

FTIR

花生蛋白是优质的植物蛋白资源之一,具有丰富的营养

价值和优越的功能特性,被广泛应用于食品工业中[1]。在花

生蛋白加工与使用过程中,蛋白质氧化是影响其功能特性和

结构特性的重要因素[2]。YeLin等[2]利用2,2-盐酸脒基丙

烷(AAPH)热分解产生烷过氧自由基(ROO·)研究了蛋白

质氧化对花生分离蛋白结构、物化特性的影响,结果表明蛋

白质氧化显著影响花生分离蛋白的表面疏水性、粒径大小及

溶解性。蛋白质的结构是其功能特性的决定因素,蛋白质的

消化性也与其结构变化密切相关[1,3]。因此,研究花生蛋白

质氧化对其结构的影响,对深层次认识花生蛋白在食品加

工、贮藏中的作用机制及营养价值的变化具有重要意义。

蛋白质结构的表征技术主要有傅里叶变换红外光谱法

(FTIR)、激光拉曼光谱法(laserraman)、圆二色谱法(CD)

等[4],FTIR是其中重要的表征技术。傅里叶红外光谱与之

相应的傅里叶去卷积和二阶求导的分析,可用于蛋白质二级

结构的定性、定量分析[5,6]。

本研究拟利用2,2-盐酸脒基丙烷(AAPH)热分解产生

烷过氧自由基(ROO·)对花生分离蛋白进行氧化,利用傅里

叶变换红外光谱表征氧化对花生分离蛋白结构的影响,为科

学认识蛋白质氧化对其结构的影响提供理论依据。
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1　材料与方法

1.1　原料及试剂

低温脱脂花生粕:山东天申生物蛋白有限公司;

AAPH:分析纯,日本和光纯药(Wako)公司;

氢氧化钠、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠:分析纯,国药集团

上海化学试剂公司;

其他试剂均为分析纯。

1.2　主要仪器设备

数显pH 计:pHS-25型,瑞士梅特勒—托利多公司;

超速离心机:CS150NX型,日本 HITACHI公司;

傅里 叶 变 换 红 外 光 谱 仪:Vector33 型,德 国 Bruker
公司。

1.3　试验方法

1.3.1　花生分离蛋白的制备　脱脂花生粕与水1︰ 10
(m ︰V)混合,以2mol/LNaOH 调节体系pH 至8.0,浸提

1h后常温3000×g离心15min,所得上清液以2mol/L

HCl调节pH 至4.5,离心后沉淀再用2mol/LNaOH 调节

pH 至7.0,冷冻干燥,制得花生分离蛋白[7]。

1.3.2　花生分离蛋白的氧化　将制得的花生分离蛋白溶解

于0.01mol/LpH7.4的磷酸盐缓冲溶液中,蛋白浓度为

25mg/mL,其 中 含 有 0.5 mg/mL NaN3。将 一 定 质 量 的

AAPH 溶解于花生蛋白溶液中,使得 AAPH 的终浓度分别

为0.00,0.04,0.20,0.50,1.00,3.00,5.00,10.00mmol/L,

37℃避光条件下将混合液在恒温振荡水浴器中中速振荡反

应24h。反应结束后将反应液置于冰浴中使温度迅速下降

到4℃以下,均匀取样5mL备用。最后将反应液在4℃去

离子水中透析72h以除去残余未反应的 AAPH,透析过程

中每隔6h更换一次去离子水,最后冷冻干燥得到ROO·氧

化花生蛋白并于干燥皿中储藏备用。此外,另配置一份蛋白

浓度为25mg/mL的花生蛋白溶液,直接透析72h后冷冻

干燥,作为对照样品。

1.3.3　花生分离蛋白结构的测定　采用傅里叶红外变换光

谱(FTIR)分析氧化前后花生分离蛋白的结构信息。准确称

量2mg的样品,加入100mg溴化钾,研钵研磨均匀后压片,

用红外光谱仪进行全波段扫描(400~4000cm-1),扫描次

数128次。红外光谱的数据处理采用 PeakFit4.12 软件

(SPSSInc.,Chicago,IL,USA)和 Origin8.0软件(Origin-

LabCorp.,Northampton,MA,USA)。

1.4　数据统计与分析

采用SPSS17.0对数据进行分析处理。

2　结果与讨论

2.1　花生分离蛋白酰胺I带结构指认

红外光谱图中的酰胺I带(1600~1700cm-1)对蛋白

质中的二级结构变化非常敏感,常用来测定蛋白质的二级结

构变化[6]。酰胺I带的红外光谱主要是由于蛋白质结构中

的C═ O的伸缩振动引起,C—N的伸缩振动也会部分影响

其图谱[6]。酰胺I带是由不同的蛋白质二级结构谱峰分量

叠加而形成的,二阶求导和去卷积技术可以把原来蛋白质红

外光谱的酰胺I带中未能分辨的峰进一步分解为若干子

峰[8]。

图1为花生分离蛋白去卷积后的红外光谱的酰胺I带

图谱。由图1可知:经去卷积后出现了10个与结构相关的

峰,表明花生分离蛋白的二级结构非常复杂。结合花生分离

蛋白结构特征及前人文献[9-11],上述10个峰的对应结构信

息指认见表1。1605~1610cm-1 归属于蛋白质氨基酸残

基(如酪氨酸);1617~1618cm-1 归属于分子间的β-折叠,

被认为是引起蛋白质聚集体的结构;1627~1628cm-1 归

属于分子内的β-折叠,也被认为是引起蛋白质聚集体的结

构;1637~1639cm-1 归属于分子内的β-折叠结构;1645~

1648cm-1 归属于无规则卷曲或者 α-螺旋结构;1651~

1653cm-1 归属于α-螺旋结构;1660~1662cm-1 归属于

β-转角或者loop结构;1672~1673cm-1 归属于β-转角;

1682~1684cm-1 归属 于 分 子 内 反 平 行 的 β-折 叠 结 构;

1691~1692cm-1 与1627~1628cm-1 一样归属于分子

内的β-折叠结构,也被认为是引起蛋白质聚集体的结构。

2.2　蛋白质氧化对花生分离蛋白二级结构的影响

由图1可知,花生分离蛋白经 AAPH 氧化后其红外光

谱的酰胺I带发生了显著变化,表明蛋白质氧化对花生分离

蛋白的二级结构影响显著。波数1617~1618cm-1 主要表

征分子间的β折叠的聚集体结构,波数1682~1684cm-1

表征分子内的反平行β折叠结构,也代表聚集体的形成。由
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图1　AAPH 氧化对花生分离蛋白红外光谱去

卷积后酰胺I带的影响

Figure1　EffectofAAPHoxidationondeconvoluted

FTIRspectraofpeanutproteinisolate
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表1　去卷积酰胺I带各个波数及其结构指认

Table1　DeconvolutedamideIbandfrequenciesand

assignmentstosecondarystructureforprotein

波数/cm-1 结构指认

1691~1692 β-转角结构

1682~1684 反平行的β-折叠结构(分子内)

1672~1673 β-转角结构

1660~1662 β-转角或者loop结构

1651~1653 α-螺旋

1645~1648 无规则卷曲或者α-螺旋

1637~1639 β-折叠(分子内)

1627~1628 β-折叠的聚集体结构(分子内)

1617~1618 β-折叠的聚集体结构(分子间)

1605~1610 氨基酸残基

图1可知,随着氧化浓度的上升,波数1617~1618cm-1 和

1682~1684cm-1 逐渐明显,表明蛋白质氧化可导致花生

分离蛋白聚集体的形成。但在高氧化浓度下(5.00mmol/L

和10.00mmol/L),酰胺I带发生显著变化,可能是由于高

氧化浓度下花生分离蛋白发生了肽链的断裂,进一步导致结

构发生了显著变化。Lund等[12]和Estévez等[13]认为高氧化

条件会致使蛋白质肽链断裂。

二阶求导和去卷积技术可对酰胺I带进行分峰处理,再

结合曲线拟合的方法,可对蛋白质各二级结构进行定量分

析。图2为曲线拟合后的花生分离蛋白红外光谱酰胺I带

的典型图谱,表2为 AAPH 氧化对花生分离蛋白酰胺I带曲

线拟合后各峰归属及其相对含量的影响。

由表3可知,经过37℃24h的热作用,花生分离蛋白
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图2　曲线拟合后的酰胺I带图谱(空白对照)

Figure2　DeconvolvedandcurvefittedbandsofamideI

ofpeanutproteinisolate(control)

的二级结构也发生了一些变化,波数1618cm-1 含量稍有

增加,表明花生分离蛋白肽链的分子间作用增强;而波数

1627cm-1 含量降低,表明多肽链分子内作用力下降。热作

用可在一定程度上增强蛋白质的疏水相互作用,进而影响蛋

白质的二级结构。YeLin等[2]研究表明花生分离蛋白经过

37℃24h 的 热 作 用,其 疏 水 相 互 作 用 稍 有 增 加。随 着

AAPH 浓度的增加,酰胺I带各峰均发生了显著变化。在

AAPH 浓度3.0mmol/L以下,β-折叠上升而β-转角下降,α-

螺旋略有下降而无规则卷曲略有上升。试验结果与 Sun

Wei-zheng等[14]研究结果相一致,其研究发现在一定氧化浓

度下,随氧化浓度的升高,蛋白质的β-折叠上升而β-转角下

降。在高氧化浓度(5.0,10.0mmol/L)下,花生分离蛋白二

级结构显著变化,α-螺旋和β-转角显著上升,β-折叠下降。上

述试验现象可能是由于高氧化浓度致使多肽链断裂,Sun

Wei-zheng等[14]也有类似发现。

表2　AAPH氧化对花生分离蛋白酰胺I带曲线拟合后各峰归属及其相对含量的影响

Table2　EffectofAAPHoxidationondeterminedfrequenciesofamideIcomponentbandsofpeanutproteinisolate

空白对照 0.00mmol/L 0.04mmol/L 0.20mmol/L 0.50mmol/L 1.00mmol/L 3.00mmol/L 5.00mmol/L 10.00mmol/L

1608(2.35) 1609(2.39) 1609(2.48) 1609(2.46) 1608(2.34) 1608(2.41) 1608(2.33) 1608(2.30) 1610(3.46)

1617(7.76) 1618(7.81) 1618(8.01) 1618(7.95) 1617(7.63) 1618(7.61) 1618(7.91) 1617(7.78) 1618(8.31)

1627(12.81) 1627(11.90) 1627(12.02) 1627(11.97) 1627(12.65) 1627(11.75) 1628(12.34) 1627(12.96) 1628(12.21)

1638(14.01) 1638(14.03) 1638(13.91) 1638(13.93) 1638(14.04) 1639(14.95) 1639(14.68) 1638(12.95) 1637(12.61)

1647(10.89) 1647(11.07) 1647(10.89) 1647(10.93) 1647(11.05) 1648(11.05) 1648(11.33) 1645(10.90) 1645(11.80)

1652(11.12) 1652(11.44) 1652(11.22) 1652(11.26) 1652(11.34) 1651(11.01) 1651(11.07) 1652(11.99) 1653(11.98)

1661(14.31) 1661(14.83) 1661(14.56) 1661(14.62) 1661(14.61) 1661(14.48) 1660(14.20) 1661(14.36) 1662(13.64)

1673(12.69) 1673(12.94) 1673(12.87) 1673(12.91) 1673(12.79) 1672(13.22) 1672(13.27) 1673(12.73) 1672(12.25)

1684(9.48) 1683(9.36) 1684(9.54) 1683(9.51) 1684(9.29) 1683(9.45) 1683(9.07) 1683(9.46) 1682(8.88)

1692(4.59) 1692(4.23) 1692(4.50) 1692(4.45) 1692(4.27) 1692(4.09) 1692(3.79) 1692(4.57) 1691(4.87)

　　†　1608~1692代表蛋白质酰胺I带波数,cm-1;括弧中数字代表对应的相对含量,%。
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表3　AAPH氧化对花生分离蛋白二级结构含量的影响

Table3　EffectofAAPHoxidationonsecondarystructuralcontentsofpeanutproteinisolate

蛋白质二级结构
AAPH 浓度/(mmol·L-1)

空白对照 0.00 0.04 0.20 0.50 1.00 3.00 5.00 10.00

α-螺旋/% 11.12 11.44 11.22 11.26 11.34 11.01 11.07 11.99 11.98

β-折叠/% 44.05 43.10 43.48 43.36 43.61 43.75 43.99 43.16 42.01

β-转角/% 31.59 32.00 31.93 31.99 31.67 31.79 31.27 31.66 30.76

无规则卷曲/% 10.89 11.07 10.89 10.93 11.05 11.05 11.33 10.90 11.80

†　花生分离蛋白二级结构由表2相应数据计算所得,其中1651~1653cm-1 代表α-螺旋;1617~1618,1627~1628,

1637~1639和1682~1684cm-1 代表β-折叠;1691~1692,1672~1673和1660~1662ccm-2 代表β-转角;1645~

1648cm-1 代表无规则卷曲。

　　在氧化浓度3.0mmol/L下,波数1617,1627cm-1 含

量有所波动,而波数1638cm-1 含量逐渐上升,表明在氧化

过程中,蛋白聚集体的形成伴随着分子间及分子内相互作用

的影响,以及分子重排。β-折叠主要是局部的协同性氢键作

用形成,在球状蛋白质中,氢键可以在不同肽链或不同分子

之间形成,也可以在同一肽链的不同肽段(β-strand)之间形

成[11]。花生分离蛋白在上述波数的变化,表明氢键在花生

分离蛋白聚集体形成过程中具有重要的作用。

影响蛋白质二级结构的作用力主要有范德华力、氢键、

静电相互作用和疏水相互作用等。YeLin等[2]研究表明随

着 AAPH 浓度的升高,花生分离蛋白疏水相互作用呈现先

上升后下降的趋势,其在蛋白聚集体的形成过程中有着重要

作用。蛋白质二级结构中氢键与疏水相互作用相互影响共

同决定其结构。因此,AAPH 氧化花生分离蛋白疏水相互作

用的变化影响上述二级结构的变化。

3　结论

本研究结果表明花生分离蛋白经 AAPH 氧化后二级结

构发生显著变化,其变化规律随氧化浓度的不同而有所差

别。在氧化浓度小于3.00mmol/L时,β-折叠和无规则卷曲

含量升高伴随着β-转角和α-螺旋含量下降;而氧化浓度大于

3.00mmol/L时,多肽链的断裂显著影响花生分离蛋白的二

级结构。花生分离蛋白二级结构的变化,使其分子相互作用

力发生改变,尤其是氢键和疏水性作用,进而导致氧化后花

生分离蛋白聚集体的产生。

本研究结果对花生蛋白在加工过程中结构变化的原因

进行了进一步补充完善,为正确认识食品加工过程中花生蛋

白结构变化提供理论依据。蛋白质结构决定其功能特性,氧

化后的花生蛋白结构变化会进一步影响其功能特性,蛋白质

氧化下结构变化与功能特性的关系需进行深入探讨。
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