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摘要"采用超声波对麦胚蛋白进行不同时间的预处理#并利

用荧光$拉曼光谱分析溶液中蛋白的结构#红外光谱分析冻

干后蛋白结构%结果显示#超声预处理会影响酶解法制备降

血糖肽的活性#

!$AG?

时活性最高%荧光光谱分析提示超声

预处理能够引起麦胚蛋白中色氨酸残基由疏水区向亲水区

转移#但蛋白结构未发生重大破坏%拉曼光谱分析超声预处

理
!$AG?

时对蛋白结构的影响最大#

"

L

折叠含量降低最多%

红外光谱分析显示蛋白结构随时间变化#在
!FAG?

时变化

最大#

!

L

螺旋含量显著降低#无规则卷曲含量显著升高%拉

曼和红外光谱提供的信息比荧光丰富#拉曼光谱能够提供更

准确的水溶液酶催化体系中的底物结构#对于蛋白的酶解反

应更有指导意义%

关键词"超声预处理&麦胚蛋白&降血糖肽&荧光光谱&拉曼光

谱&红外光谱
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超声波是一类频率高于
%5D:Q

声波!具有定向'聚束'

投射'反射等特性0

%

1

"频率范围
#$

!

%$$D:Q

的高能量超声

波用于声化学!能够产生空化效应'热效应和机械作用!改变

物质组织或分子结构'状态'功能0

#

1

!在食品0

!

1

'生物工程0

"

1

等领域应用广泛"

蛋白预处理是提高酶解效率及转化率最有效的方法之

一"由于高压'高温'微波辐照'酸碱处理及高速剪切等方法

存在成本高'设备要求高'操作条件不易控制及易造成环境

污染等缺点!超声波预处理技术在食品生产及研发领域中的

应用越来越广泛0

F

1

!其中酶解前底物预处理是重要的应用之

一"超声波的空化效应在介质中产生强剪切力及高温高压

效应!样品因组织结构被破坏变得蓬松!有利于酶与底物的

接触"蛋白质经超声波处理后!空间构象会发生一定程度的

!%



改变!更有利于与酶结合0

7

1

!加快酶促反应"

蛋白酶解反应中!合适的蛋白底物结构有利于酶促反

应"

c

射线衍射'核磁共振技术'圆二色谱等是研究蛋白质

分子构象的常用方法"

c

射线衍射分析要求待测大分子须

为单晶0

&

1

!很难测定混合蛋白质结构(核磁共振主要用于研

究分子量小于
#$DOC

的小分子蛋白质!且后续的解谱工作

繁琐0

5

1

(圆二色谱用于极稀浓度条件下的澄清溶液的测定!

高浓度'浑浊蛋白的结构分析通常受限"因此!这些分析方

法难以用于食品加工过程中复杂的混合蛋白结构分析"

荧光光谱则是通过测定蛋白质分子中部分能产生荧光

发射的氨基酸残基来推测其构象的变化0

6

1

"红外光谱适用

于蛋白质等生物大分子的测定!通过去卷积和曲线拟合0

%$

1

等方法处理可以定量分析蛋白质二级结构"相对于红外对

水的高敏感性!拉曼光谱对水不敏感!在分析水溶液中的蛋

白结构时有巨大的优势0

%%

1

"因此这些分析可以用于食品加

工中高浓度'浑浊蛋白的结构分析"

虽然超声预处理有利于酶解蛋白反应!但超声预处理对

麦胚蛋白结构的影响!并由此引起酶解效果变化的规律不清

楚"本研究拟利用荧光光谱'拉曼光谱和红外光谱研究超声

预处理对麦蛋白结构变化的影响!并探讨结构变化与酶解产

物活性的关系!旨在为建立高效的酶解反应体系提供依据!

并且也可为酶解反应过程的监控提供有效手段!建立实时过

程分析方法!达到提高产品质量的目的"

%

!

材料与方法
%*%

!

材料与试剂

小麦胚芽脱脂粉-河南省鲲华生物科技有限公司(

胰蛋白酶-酶活
'

#F$$4

*

A

W

!国药集团化学试剂有限

公司"

%*#

!

仪器

荧光光谱仪-

1L"7$$

型!日本日立公司(

光谱仪-

g@7F;.(

型!美国海洋光学仪器公司(

傅立叶红外变换光谱仪-

3<?Y(.#&

型!德国布鲁克光学

仪器公司(

超声波反应器-自制"

%*!

!

方法

%*!*%

!

小麦胚芽蛋白的制备
!

称取
F$

W

小麦胚芽脱脂粉加

入
F$$AT

的蒸馏水!用
FA()

*

T

的
+C

#

/8

!

调节
-

:

到
%%

!

F$b

超声#

#$$9

$水浴间歇#

%

次*
!$AG?

!每次
!AG?

$搅拌

#P

!

!5$$.

*

AG?

离心
%FAG?

!所得沉淀重复提两次!合并

!

次提取所得上层溶液!

FA()

*

T

的醋酸调节
-

:

至
7*!

!加

入
%AT

#酶活力
!$$$4

*

AT

$淀粉酶!

!& b

水解
%P

!调

-

:

至
"*F

!再以
!5$$.

*

AG?

离心
%FAG?

!取沉淀冷冻干燥!

即得小麦胚芽蛋白"

%*!*#

!

超声波预处理
!

使用频率为
7FD:Q

的超声波!功率

7$9

!在
"5b

水浴条件下对
$*5E

的麦胚蛋白进行超声预处

理!时间分别为
$

!

F

!

%$

!

%F

!

#$

!

#F

!

!$

!

!F

!

"$

!

"FAG?

"

%*!*!

!

麦胚降血糖肽的酶解制备
!

分别将不同预处理时间后

的溶液冷却至
!&b

!加胰蛋白酶酶解!加酶量
#F$$$4

*

W

!用

%A()

*

T+C

#

/8

!

维持反应体系
-

:5

左右"反应
%&AG?

!沸

水浴
%$AG?

灭酶!待用"

%*!*"

!!

L

葡萄糖苷酶制备及活性检测
!

脱臼处死小鼠!取小

肠浸泡于
$b

生理盐水中!洗去杂物!液氮研磨"将研磨粉

与
$*$FA()

*

T

-

:7*5

的
;>2

缓冲液按
%

%

%$

#

W

*

AT

$的比

例加入!涡旋振荡
!$

!

7$Y

!

"b5$$$.

*

AG?

离心
%$AG?

!

取上清"酪氨酸标准曲线与酶活力的测定方法参照周景

祥0

%#

1的方法(

!

L

葡萄糖苷酶抑制率测定参照
T<<

等0

%!

1的

方法"

%*!*F

!

荧光光谱分析
!

在不同预处理时间点取样
F$

#

T

!加

入
"AT

-

:5*$

浓度
$*$F A()

*

T

的
;>2

缓冲液"使用

1L"7$$

荧光光谱仪检测!激发波长
#5$?A

!发射波长
!$$

!

F$$?A

!扫描速度
%#$$?A

*

AG?

!发射波长间隔
$*#?A

!电

压
&$$'

进行扫描"将光谱数据进行
%

阶导数处理!数值分

析获得
%

阶导数值为
$

时对应的荧光波长值!即为荧光光谱

的峰位值"

%*!*7

!

近红外拉曼光谱分析
!

在不同超声预处理时间点!将

超声预处理后的蛋白溶液放入石英比色皿进行拉曼光谱扫

描"激光光源波长
&5F?A

!功率
!F$A9

!拉曼探头焦距

&*FAA

!

g@7F;.(

微型光谱仪采集拉曼光谱!积分时间
%$Y

!

取
!

次平均!拉曼位移范围
$

!

#&6$HA

M%

!采样温度室温"

其中剪切
%&$$

!

%7"FHA

M%拉曼光谱用于结构分析!

F

点平滑!

ŜBB<.BC?V

基线校正'基线点数
7"

!傅立叶自退卷

积选择
T(.<?=QGC?

函数#退卷积因子
#

'噪声减低因子
$*F

!退

卷积结束进行基线校正!参数同上$!谱线拟合在
%&$$

!

%7"FHA

M%范围内分配
%F

个拟合峰进行拟合"

%*!*&

!

130̂

光谱分析
!

在不同超声预处理时间点!取样放

入
M&$b

冰箱速冻!完全凝固后冻干"溴化钾压片!使用布

鲁克
3<?Y(.#&130̂

光谱仪扫描光谱!波数范围
"$$$

!

"$$HA

M%

!分辨率
"HA

M%

!扫描次数
%7

次"

剪切
%&$$

!

%7$$HA

M%光谱!

6

点平滑!

ŜBB<.BC?V

方

法基线校正'基线点数
7"

!傅立叶自退卷积选择
T(.<?=QGC?

函数'退卷积因子
#

'噪声减低因子
$*F

!设定
%F

个拟合子峰

进行拟合"

%*!*5

!

软件
!

光谱剪切'傅立叶自退卷积和子峰拟合在布鲁

克
8;42F*F

上进行"

#

!

结果
#*%

!

预处理时间对酶解多肽的
!

L

葡萄糖苷酶抑制率

超声预处理对蛋白的结构产生影响!进而影响到蛋白酶

解反应"本试验中!随着超声预处理时间的增加!酶解麦胚

多肽对
!

L

葡萄糖苷酶抑制率出现先升高后下降"由图
%

可

知!在
!$AG?

时达到最高点"这些结果与其他多肽制备的

结果相似"这可能由于超声波空化效应产生的高压和作用

力使得蛋白分子结构发生改变!进而容易被蛋白酶水解!产

生更多的活性多肽"但是随着超声时间的延长!蛋白分子结

构进一步变化!反而不利于蛋白酶解0

%"

1

"

#*#

!

荧光光谱分析

蛋白质内有
!

种芳香族氨基酸残基能够产生荧光!分别

"%

基础研究
!

#$%&

年第
"

期



图
%

!

预处理时间对麦胚降血糖肽抑制率的影响

1G

W

S.<%

!

@JJ<H=Y(JVGJJ<.<?=

-

.<=.<C=A<?==GA<(?=P<G?PGL

BG=G(? .C=< (J P

K-

(

W

)

K

H<AGH

-

<

-

=GV<Y J.(A

\P<C=

W

<.A

是色氨酸#

3.

-

$'酪氨酸#

3

K

.

$和苯丙氨酸#

;P<

$!三者荧光强

度之比为
#$$

%

6

%

$*F

0

%F

1

"经测麦胚蛋白中这
!

种氨基酸组

含量分别为
$*5%E

!

#*7&E

!

7*7E

!荧光强度之比为
%7#

%

#"*$!

%

!*!

!因而
3.

-

的荧光占主导地位"当色氨酸残基从

蛋白质分子内部的疏水性区域逐渐向亲水性区域暴露时!荧

光强度逐渐增加0

%7

1

"

>S.Y=<G?

0

%&

1提出色氨酸
!

种微环境特

征-色氨酸完全包裹在蛋白质分子内部时!发射波长峰位在

!!$

!

!!#?A

(蛋白质结构未完全打开致使色氨酸附着在蛋

白质表面时!发射波长峰位在
!"$

!

!"#?A

(蛋白质结构完

全打开色氨酸暴露在水环境中时!发射波长峰位在
!F$

!

!F#?A

"因此!根据色氨酸发射波长峰位的变化!可以获得

色氨酸所处微环境的改变!进而了解蛋白质结构变化

信息0

%FM%&

1

"

图
#

是麦胚蛋白在超声波预处理过程中的荧光光谱!

图
!

是荧光峰位的强度变化图!随着超声的不断进行!总体

上看!峰强变化大于峰位变化!峰强从
%6"%

上升到
#!#6

!说

明在超声波预处理过程中!麦胚蛋白质分子结构发生变化"

在
#$AG?

第一次达到高点!到
!$AG?

下降到低点!然后再不

断上升!提示色氨酸残基首先从蛋白质分子内部的疏水性区

域逐渐向亲水性区域暴露0

%F

1

!然转向疏水性区域!再向亲水

性区域暴露"图
"

是荧光光谱的峰位变化图!由图
"

可知色

氨酸峰位变化较小!在
!!&

!

!!5?A

!提示色氨酸残基所处

微环境基本无变化!表明蛋白质分子在超声波预处理过程中

结构未遭到破坏"从色氨酸荧光强度和峰位变化推测-超声

预处理引起色氨酸残基发生了改变!从麦胚蛋白质分子内部

向外部区域暴露!但蛋白的整体结构变化轻微"

!$AG?

时!

色氨酸部分回退到疏水区!此时酶解制备
!

L

葡萄糖苷酶的活

性最高"

本试验中!超声预处理对荧光峰位的影响不明显!提示

蛋白的结构尚未发生重大变化"仅从荧光光谱很难细致了

解蛋白二级结构的变化情况!需要借助于其他手段才能获得

蛋白结构改变信息"

#*!

!

近红外拉曼光谱分析

拉曼光谱是一种散射光谱!通过样品对光的散射得到分

子振动'转动能级的信息!进而对分子结构进行分析"由于

图
#

!

不同超声预处理时间下麦胚蛋白的荧光光谱
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!

不同超声预处理时间下麦胚蛋白的荧光峰强
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!

不同超声预处理时间下麦胚蛋白的荧光峰位
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拉曼光谱对水不敏感!因而拉曼光谱在检测含水样品时比红

外光谱具备极大的优势"最常用于蛋白结构分析的拉曼谱

带是酰胺
0

带#

%7"F

!

%&$$HA

M%

$!

"

种蛋白二级结构的划

归区间是-

%7F$

!

%77$HA

M%为
!

L

螺旋!

%77$

!

%77FHA

M%

为无规则卷曲!

%77F

!

%75$HA

M%为
"

L

折叠!

%75$

!

%&$$HA

M%为
"

L

转角0

%5

1

"

图
F

为超声波预处理麦胚蛋白
FAG?

后的拉曼光谱图!

在
%F$$

!

##$$HA

M%间有明显的拉曼峰"剪切酰胺
0

带'基

线校正'傅立叶自退卷积'在
%&$$

!

%7"FHA

M%范围内分配

%F

个子峰进行拟合!见图
7

"

通过拉曼光谱分析获得超声波预处理对麦胚蛋白质二

F%

第
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"
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!

辉等-超声预处理对麦胚蛋白结构的影响
!



级结构的影响!结果见图
&

"由图
&

可见
!

L

螺旋'

"

L

折叠'

"

L

转角和无规则卷曲
"

种结构因超声预处理而产生变化"

!

L

螺旋起初无改变!在
%FAG?

后增加!

!$AG?

后有下降趋

势"

"

L

折叠在超声波预处理的起初也无变化!然后下降!在

!$AG?

时到达最低点!然后不断上升"

"

L

转角从开始到结

束!不断下降"无规则卷曲无明显的变化趋势"

在整个超声预处理期间!

"

L

转角不断下降!提示蛋白结

构的复杂性降低"超声预处理
%FAG?

后!

"

L

折叠下降!

!

L

螺

旋上升!

!$AG?

时酶解多肽对
!

L

葡萄糖苷酶抑制率最高时!

"

L

折叠达到最低点!是最明显的特征"由此反映出超声预处

理影响到蛋白的结构!使其复杂性降低!

%FAG?

后结构变化

图
F

!

超声预处理麦胚蛋白的拉曼光谱
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拉曼光谱拟合子峰图
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图
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拉曼光谱分析超声波预处理对蛋白质二级结构的影响
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明显!尤以
"

L

转角含量变化最明显!达到最低点"这些结构

的变化可能是胰蛋白酶降解麦胚蛋白获得高活性降血糖肽

的原因"何秋实等0

%6

1超声处理红豆蛋白后!拉曼光谱分析

显示超声处理促进了红豆蛋白二级结构由折叠构象转变为

螺旋结构及转角结构!这与本试验预处理
%FAG?

后的结果

有相似之处"

#*"

!

傅立叶红外变换光谱分析

傅立叶变换红外光谱是分析蛋白质结构常用方法之一!

通常采用酰胺
0

带进行二级结构的指认为-

%7$$

!

%7"$HA

M%

为
"

L

折叠!

%7"$

!

%7F$HA

M%为无规则卷曲!

%7F$

!

%77$HA

M%为
!

L

螺旋!

%77$

!

%&$$HA

M%为
"

L

转角0

#$

1

"

超声预处理麦胚蛋白
FAG?

!经灭酶'冻干后采集红外光

谱!经剪切'基线校正!自退卷积等!分配
%F

个峰进行拟合!

结果见图
5

"由图
5

可见!拟合效果较好!自退卷积光谱和拟

合后的光谱吻合性好"

!!

根据不同预处理时间的红外光谱结合退卷积拟合!获得

不同预处理时间下麦胚蛋白的二级结构!结果见图
6

"由

图
6

可见!

!

L

螺旋'无规则卷曲变化明显!而
"

L

折叠'

"

L

转角整

体变化幅度较小"对于
!

L

螺旋含量!超声处理的初始阶段变

化较小!

#$AG?

后含量下降!在
!FAG?

达最低点!然后略有上

升"无规则卷曲含量起初变化也较小!

#$AG?

后开始上升!

!FAG?

达最高点"

"

L

折叠在整个阶段变化都较小"

"

L

转角

含量起初缓慢下降!在
!$AG?

时达最低点!然后缓慢上升"

图
5

!

红外光谱拟合子峰图
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图
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!

红外光谱分析不同超声处理时间下麦胚蛋白的结构
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这些变化反映出超声预处理麦胚蛋白冻干后的结构存在差

异!

#$AG?

前差异较小!然后
!

L

螺旋和无规则卷曲有明显的

变化!在
!FAG?

时变化最大!无规则卷曲含量最高!表明麦

胚蛋白原有的有序结构被破坏得最严重"

刘斌等0

5

1应用
130̂

研究超声对牛血清白蛋白二级结

构的影响!发现多肽链中
!

L

螺旋含量明显降低!而
"

L

转角含

量增加"胡爱军等0

F

1超声处理鱼肉蛋白!红外分析表明蛋白

中
!

L

螺旋和
"

L

转角的含量下降!

"

L

折叠结构含量略有上升!

无规则卷曲结构含量上升了
5*#

倍"毕爽等0

#%

1采用中功率

超声波处理大豆蛋白!红外光谱分析发现蛋白二级结构中

"

L

折叠含量较多!而
!

L

螺旋结构含量较少"从现有研究报道

看!红外光谱分析提示不同蛋白样品的结构不同!经超声波

处理后的结构变化也不同!可能与蛋白自身特性有关"

结合现有文献的报道可以看出!超声波对蛋白结构的影

响不全相同!与本试验的研究结果也有所不同"此外!近红

外拉曼所测样品是水溶性环境!

130̂

所测样品是冻干的无

水状态"水可以与蛋白氨基酸残基形成氢键!对蛋白构相产

生很大的影响0

%6

1

"本试验中
130̂

的结果与近红外拉曼结

果相差很大!原因可能是样品所处的环境不同"蛋白酶催化

酶解反应多数在水溶液中进行!底物#蛋白$的结构影响酶催

化的反应速度"为获得高产'高效的催化产物!需要提供合

适的蛋白结构!这就需要准确表征催化反应体系中蛋白的结

构!拉曼光谱是比较有效的表征手段之一"

!

!

结论
本试验采用荧光光谱'拉曼光谱和红外光谱分析超声预

处理对麦胚蛋白结构的影响!结果表明拉曼光谱和红外光谱

能够提供更丰富的蛋白结构信息"超声预处理可以改变麦

胚蛋白的二级结构!蛋白结构的改变进而影响到酶解产物的

活性"麦胚蛋白在超声预处理过程中!结构处于动态变化过

程!可能是不同预处理时间对酶解反应的效果影响不同的

原因"

荧光光谱'拉曼光谱能够提供溶液状态下蛋白结构信

息!因而对于构建高效酶反应体系及过程分析方法更有意

义"目前!基于光谱分析的用于酶解反应过程监控的分析技

术鲜有报道!这将是很有意义的研究方向之一"
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