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摘要!采用拉曼光谱研究脉冲电场对卵清蛋白与金属离子

!

*@

9d

$

[2

9d

$

WA

9d或
*2

9d

"螯合作用的影响%试验结果表

明&

(

(&-

处理时间和金属离子种类都能影响金属离子和

蛋白质的螯合作用#随着脉冲时间的延长#金属离子与卵清

蛋白的螯合作用增强#

(&-

处理时间为
"%/Z

#

5

时#

WA

9d和

*@

9d与蛋白质的鳌合开始减弱(

)

蛋白质分子和金属离子

在
"9$$

$

"=$$;1

Y"位置出现不同程度的螯合&与
WA

9d鳌

合最强#

*@

9d和
*2

9d较弱#

[2

9d最弱%

关键词!脉冲电场(卵清蛋白(拉曼光谱(金属离子(螯合作用
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脉冲电场!

(@45CP&4C;673;-3C4P5

%

(&-

#处理技术是一种

新型的食品绿色加工技术,

"Y9

-

%能在保持食品风味和营养成

分的前提下,

!Y#

-

%不可逆破坏微生物的细胞膜结构%杀死病

原微生物和腐败微生物%达到杀菌的目的,

ZY%

-

%并在钝酶+消

除农残+物质提取等方面都有增强效应,

=Y/

-

&通过圆二色

谱+荧光光谱等方法研究
(&-

对蛋白质二级结构的影响%已

有数据,

"$Y""

-表明
(&-

诱导酪氨酸和色氨酸的构象改变%二

硫键和疏水基团的暴露%

"

0

螺旋和
!

0

折叠等结构的改变&张

芳等,

"9

-研究表明%金属离子与蛋白质结合后会引起氨基酸

残基周围的化学环境发生变化%导致这些残基化学位移发生

改变&金属离子与蛋白质的结合可能是高度专一的+紧密

的%也可能是瞬态的+松散的&由于金属离子与蛋白质结合

会导致蛋白质分子结构和功能特性的改变%金属离子在蛋白

质分子结构和生物学功能方面都起着关键作用,

"!

-

&因此%

本研究采用脉冲电场调控金属离子和蛋白质的结合%从而得

到理想的蛋白质分子结构&

拉曼光谱是一项能够在不破坏生物组织+分子的前提

下%对活体生物+细胞以及蛋白水溶液进行光谱采集%进而提

供蛋白质二级和三级结构信息的直接分析技术,

"#Y"%

-

&相对

于傅立叶红外转换光谱和圆二色谱%它能提供更广泛的结构

信息%包括脂肪族氨基酸的
*

'

B

基团等氨基酸的侧链信

息&研究表明%通过拉曼光谱研究不同条件对蛋白质变性的

影响,

"=

-

%还可通过观察
J

'

B

的伸缩变化研究蛋白质和水

的相互作用,

")

-

&

本试验以卵清蛋白!

JR24M@13A

#为原料%结合相关文

献,

"/Y9"

-对卵清蛋白的拉曼图普解析知识%利用拉曼光谱检

测
(&-

对蛋白质与金属离子鳌合作用的影响%为脉冲电场

在食品中更广泛的运用提供理论依据&

"

!

材料与方法

":"

!

材料与仪器

卵清蛋白"白蛋白%美国
'3

L

12

公司$

脉冲电场处理装置"

',0+0Z$$

型%华南理工大学食品与

食品学院研制$

低温冷冻液循环泵"

\G'H0!

(

"$

型%郑州科泰实验设备

有限公司$

恒流泵"

[K"$$09.

型%英国
G<A

L

C7

公司$

数显电导率仪"

\\'0""E

型%上海雷磁/创益仪器仪表

!"



有限公司$

冷冻干燥机"

'*I&?K+0")?

型%宁波新芝生物科技有限

公司$

拉曼光谱仪"

G2MDEW E72135

型%法国
B:.:,

公司&

":9

!

试验方法

":9:"

!

卵清蛋白处理流程
!

配制
"$

L

(

G

卵清蛋白溶液%透

析
"98

后%使电导率低于
")$

#

5

(

;1

%分别以摩尔比
"

"

!

%

"

"

#

%

"

"

%

%

"

"

#

加入
*@

9d

%

[2

9d

%

WA

9d

%

*2

9d

&在不同脉冲

条件下获得
(&-

处理样品%冷冻干燥后%待用&

":9:9

!

脉 冲 电 场 参 数
!

脉 冲 宽 度
9$

#

5

%电 场 强 度

9$V>

(

;1

%流速
9Z1G

(

13A

%样品接受电脉冲处理时间分别

为
Z%Z

%

""!$

%

"%/Z

%

99%$

#

5

&

":9:!

!

拉曼光谱分析
!

将处理样品放在拉曼显微镜下%激光

波长
=)ZA1

%光栅
%$$

L

72PC5

(

;1

%激光功率
&

!$1F

%夹缝

宽度
Z$

$

)$$

#

1

%扫描范围
"$$

$

#$$;1

Y"

%扫描时间
9$5

%

积分
Z

次&所有图片均使用
JDIOI?/:$

绘制处理&

":!

!

拉曼光谱中特征波段的指认

蛋白质构象或构型的变化引起拉曼激光的散射程度呈

现不同的吸收峰位置+强度和退偏比%从而得到氨基酸侧链

的构象信息及其微环境的变化情况等&拉曼谱图中不同波

段的卵清蛋白分子基团和结构信息见
"

&

表
"

!

拉曼光谱中特征波段的指认$

"/Y9"

%

K2M4C"

!

IPCA63S3;263<A<S;82726C73563;M2AP53A

D212A5

T

C;672

波段(
;1

Y" 指认基团 结构信息

Z$$

$

ZZ$

胱氨酸+半胱氨酸或蛋氨酸中

'

'

'

伸缩
脂肪族侧链构象

=%$e#

色氨酸 残基包埋

)Z$

(

)!$

酪氨酸 酚羟基包埋或暴露

/$$

$

/%$ *

'

*

骨架 无规则结构卷曲

"9!ZeZ *

'

B

弯曲%

*

'

?

伸缩 酰胺
*

带
!

0

折叠

"9#ZeZ *

'

B

弯曲%

*

'

?

伸缩
酰胺

*

带无规则

结构

"9%$

$

"!!! *

'

B

弯曲%

*

'

?

伸缩 酰胺
*

带
"

0

螺旋

"#$$

$

"#!$

天冬氨酸和谷氨酸中
*fJ

伸缩 离子化羧基

"#Z$

$

"#%$

脂肪族侧链
*

'

B

弯曲 微环境极性

"%$$

*

'

B

伸缩振动或
?

'

B

变形

振动
酰胺

+

带

"%#Z

$

"%Z=

酰胺键
*

'

J

伸缩%

?

'

B

摇摆 酰胺
+

带
"

0

螺旋

"%%ZeZ

酰胺键
*

'

J

伸缩%

?

'

B

摇摆
酰胺

+

带无规则

结构

"%=ZeZ

酰胺键
*

'

J

伸缩%

?

'

B

摇摆 酰胺
+

带
!

'

折叠

9)$$

$

!$$$

脂肪族侧链
*

'

B

伸缩 微环境极性

9

!

结果与分析
9:"

!

金属离子对卵清蛋白分子微观结构的影响

结合图
"

和表
"

%添加金属离子后%相对空白样%卵清蛋

白的微观结构改变%金属离子和卵清蛋白分子在
"=$$

$

"9$$;1

Y"位置存在差异性螯合"添加
WA

9d

+

*@

9d 和
[2

9d

分 别 在
"=$$

$

"9$$;1

Y"

%

"#$$

$

" 9$$;1

Y" 和

"%%$;1

Y"

%

"#Z);1

Y"和
"%%$;1

Y"处出现结构变化%添加

*2

9d不存在明显的结构变化%说明
WA

9d 鳌合作用最强%

[2

9d和
*@

9d次之%

*2

9d最弱&

金属 离 子 !

WA

9d

+

[2

9d

+

*@

9d

+

*2

9d

#的 加 入%引 起

=%$;1

Y"和
)#$;1

Y"吸收峰变化%表明金属离子引起色氨酸

和酪氨酸残基基团状态改变%说明蛋白质分子微环境变化$

而
//Z

%

"#Z)

%

"%%$;1

Y"附近峰峰强增强%说明金属离子影

响卵清蛋白分子中的无规则卷曲结构%脂肪酸侧链
*

'

B

弯

曲和酰胺
+

带无规则结构%蛋白质分子极性环境增强&

!$$$

$

9)$$;1

Y"波段的吸收峰发生变化%加入
*2

9d

%吸收

峰强度峰强减小$加入
WA

9d

+

[2

9d 和
*@

9d

%吸收峰强度增

加%说明金属离子影响卵清蛋白分子中脂肪族侧链
*

'

B

伸

缩%

*2

9d诱导其微环境极性减小%

WA

9d

+

[2

9d和
*@

9d诱导其

微环境极性增强&

图
"

!

金属离子影响卵清蛋白分子
D212A

图

-3

L

@7C"

!

D212A5

T

C;672<SJR24M@13AU368R273<@5

1C6243<A67C261CA65

9:9

!

脉冲电场对添加
*2

9d的卵清蛋白分子微观结构的影响

由图
9

和表
"

可知%对比未经
(&-

处理的加
*2

9d的卵

清蛋白图谱%随着处理时间的延长%

"%=9;1

Y"处吸收峰向

低波段迁移至
"%%$;1

Y"

%且峰强明显增强%说明
(&-

能量

的输入引起卵清蛋白分子中酰胺
+

带
!

0

折叠减少%无规则结

构增多%蛋白质分子展开增强$

"#Z#;1

Y"吸收峰峰强增强%

说明
(--

诱导脂肪族侧链
*

'

B

弯曲%微环境极性增强$

"#$$

$

"9$$;1

Y"波段的吸收峰峰强增强%说明
(&-

引起

*

'

B

平面弯曲和
*

'

?

伸缩增强%蛋白质分子微环境极性

改变%即
(&-

诱导
*2

9d和蛋白质分子在
"=$$

$

"9$$;1

Y"

位置螯合增强&

同时%

(&-

处理诱导在
Z#"

%

=%!

%

/#%;1

Y"峰强度增强%

说明
(&-

引起蛋白质分子脂肪族侧链构象和色氨酸周围环

境改变%以及无规则卷曲结构增多$对于
9)$$

$

!$Z$;1

Y"

波段的峰%随着脉冲处理时间的延长%

9/=$;1

Y"附近峰峰

形更趋均一单峰%说明
(&-

引起脂肪族侧链
*

'

B

伸缩振

动%微环境极性增强,

"

-

&

#"

基础研究
!

9$"=

年第
%

期



图
9

!

(&-

协同
*2

9d影响卵清蛋白分子
D212A

图

-3

L

@7C9

!

D212A5

T

C;672<SJR24M@13AU368*2

9d

2AP(&-67C261CA65

9:!

!

脉冲电场对添加
*@

9d的卵清蛋白分子微观结构的影响

经
(&-

处理后%添加
*@

9d的卵清蛋白分子得到拉曼光

谱图见图
!

%在
"=$$

$

"9$$;1

Y"位置螯合增强&随着
(&-

处理时间延长%

"#$$

$

"9$$;1

Y"波段吸收峰强度增强%其

中
"9%$;1

Y"吸收峰向低波段迁移%且峰强增加%说明
(&-

诱导卵清蛋白分子酰胺
*

带结构变化%

"

0

螺旋结构减少%无

规则结构增多$

"Z/%;1

Y"开始出现吸收峰%其峰强随处理

时间延长而增大%说明
(&-

增强了
*

'

B

伸缩和
?

'

B

变

形振动$

"%%$;1

Y"峰强增大%说明
(&-

诱导酰胺
+

带无规

则结构增多&

同时在
Z$$

%

==Z

%

/%$

%

"#Z$;1

Y"峰强先增加后降低!在

处理时间为
"%/Z

#

5

时开始降低#%说明
(&-

诱导卵清蛋白

分子中脂肪族侧链的构象变化%色氨酸包埋残基+无规则卷

曲结构先增加后减少%蛋白分子的微环境极性先增强后减

弱%

"%/Z

#

5

时蛋白质开始变性&

)Z$

%

)!$;1

Y"代表酪氨酸

酚羟基及酪氨酸的状态%

+

)Z$

(

+

)!$

用来指示酚羟基基团的氢

键以及酪氨酸包埋或暴露的状态&

+

)Z$

(

+

)!$

增大%说明
(&-

诱导赖氨酸酚羟基基团氢键增多%酪氨酸被包埋程度增加$

9/Z=;1

Y"处的明显吸收峰逐渐变为多个小杂峰%说明
(&-

影响脂肪族侧链
*

'

B

伸缩振动%微环境极性减弱&

图
!

!

(&-

协同
*@

9d离子影响卵清蛋白分子
D212A

图

-3

L

@7C!

!

D212A5

T

C;672<SJR24M@13AU368*@

9d

2AP(&-67C261CA65

9:#

!

脉冲电场对添加
[2

9d的卵清蛋白分子微观结构的影响

结合图
#

和表
"

%随着脉冲电场处理时间延长%添加

[2

9d的卵清蛋白结构发生变化"

"%$$;1

Y"峰消失%说明

(&-

诱导
*

'

B

伸缩振动和
?

'

B

变形振动变化%酰胺
+

带

结构变化$

"%%$;1

Y"峰强先增大后减小%可能是
(&-

先打

乱卵清蛋白分子中酰胺
+

带结构%然后诱导无规则结构增

加$同时%

"#$$

$

"9$$;1

Y"波段吸收强度逐渐增大%其中

"9%$;1

Y"处吸收峰增大%说明
(&-

引起卵清蛋白分子酰胺

*

带结构变化%

"

0

螺旋增加$结果表明
(&-

诱导添加
[2

9d的

卵清蛋白分子展开减少%即
[2

9d 和蛋白质分子在
"=$$

$

"9$$;1

Y"位置螯合增强&

=Z!;1

Y"峰强增大%说明卵清蛋白分子中色氨酸侧链残

基暴露程度%以及对微环境的敏感性增强$经
(&-

处理后%

/#Z;1

Y"吸收峰消失%当
(&-

处理时间达到
99%$

#

5

时%吸

收峰又重新出现%且峰强增大%说明短时间电脉冲处理会使

卵清蛋白分子中无规则卷曲结构展开%当处理时间达到一定

时%会影响其
*

'

*

骨架振动%重新形成无规则卷曲结构$同

时%未进行
(&-

处理的卵清蛋白在
!$$$

$

9)$$;1

Y"波段

为多个小杂峰%经
(&-

处理后的在
!$$$

$

9)$$;1

Y"波段

的吸收峰逐渐趋于单峰%最终在
9/!";1

Y"处形成均一单

峰%说明
(&-

引起脂肪族侧链
*

'

B

伸缩振动%微环境极性

增强,

"

-

&

图
#

!
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脉冲电场对添加
WA

9d 的卵清蛋白分子微观结构的

影响

!!

结合表
"

%由图
Z

可知%

(&-

在
"=$$

$

"9$$;1

Y"对

WA

9d和蛋白质分子的螯合作用明显&对比未经
(&-

处理

的
WA

9d 卵清蛋白%随着
(&-

处理时间延长%在
"#$$

$

"9$$;1

Y"波段的吸收强度逐渐减小%说明
(&-

影响卵清蛋

白中
*

'

B

平面弯曲振动和
*

'

?

伸缩振动%结果表明
(&-

诱导添加
WA

9d 的卵清蛋白分子展开减少%即
(&-

诱导

WA

9d和蛋白质分子在
"#$$

$

"9$$;1

Y"位置螯合减弱%可

能是
(&-

扰乱蛋白质分子结构%影响了与金属离子的鳌合

作用$

"%$$;1

Y"处出现吸收峰%说明
(&-

引起卵清蛋白中

酰胺键
*

!

J

伸缩%即
(&-

诱导
WA

9d 和蛋白质分子在

Z"

第
!!

卷第
%

期 汤
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婷等"脉冲电场对蛋白质与金属离子螯合作用的影响
!



"%$$;1

Y"螯合作用增强$

"%%$;1

Y"处吸收峰随
(&-

处理

时间延长而变化%说明
Z%Z

#

5

时卵清蛋白分子中酰胺
+

带结

构被打乱%经
(&-

进一步处理%其无规则结构开始增多%处

理
"%/Z

#

5

后蛋白可能发生变性%无规则结构减少并保持稳

定状态&

Z"Z

%

=Z$;1

Y"的吸收峰峰强逐渐增强%说明
(&-

诱导

卵清蛋白分子中
'

'

'

伸缩变化%脂肪族侧链的构象变化%色

氨酸的包埋残基减少%酰胺
+

带无规则结构减少%对微环境

的敏感程度减弱$

/#%;1

Y"处峰的位置和吸收强度均随处理

时间发生变化%说明
(&-

诱导卵清蛋白分子中
*

'

*

骨架振

动变化%无规则卷曲结构改变$

9/"$;1

Y"处的强吸收峰逐

渐变为多个小杂峰%说明
(&-

影响脂肪族侧链
*

'

B

伸缩

振动%微环境极性改变&

图
Z

!

(&-

协同
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图
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!

结论
经过大量试验证明%金属离子过量会导致蛋白质变性&

卵清蛋白和金属离子主要在
"=$$

$

"9$$;1

Y"波段具有鳌

合作用%且不同金属对卵清蛋白微观结构的影响不同%其中%

WA

9d影响最大%

*2

9d影响最小%可能与电子层数和电子云密

度有关&

(&-

对金属离子和卵清蛋白鳌合作用的影响主要表现

在加强
"=$$

$

"9$$;1

Y"波段吸收峰峰强&金属离子不

同%影响程度也不同&其中%

WA

9d影响最大%

[2

9d最小%可能

是由电子云密度造成的%

[2

9d电子云密度最大%

(&-

穿透最

难%导致蛋白质结构变化最小%因而对鳌合作用造成的影响

最小&

(&-

处理时间对金属离子和卵清蛋白的鳌合作用也

会造成影响%整体而言%处理时间与加强鳌合程度呈正相关%

但不同金属离子影响不同&
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GÌ ,2A0

Q

2A

%

+BE?O ,3A

L

%

+&?O a3A02A

%

C624:&SSC;6<S

(@45CP&4C;673;-3C4P<A W3;7<567@;6@7C<S'<1CE13A< E;3P

O7<@

T

<S'<

Q

(7<6C3AI5<426C5

,

.

-

:IA6C7A263<A24.<@7A24<S-<<P

&A

L

3ACC73A

L

%

9$"#

%

"$

!

"

#"

""!0"9$:

,

9

-曾新安%资智洪%杨连生
:

高强脉冲电场对食品成分的影响,

.

-

:

食品工业科技%

9$$)

%

9/

!

"9

#"

9Z%09Z/:

,

!

-

+BEJ FC3

%

KE?O,2043

%

G̀ G30b3A

%

C624:DCR3CU

"

(@45CP&0

4C;673;-3C4P5(7<;C553A

L

<S(7<6C3A0[25CP-<<P5

,

.

-

:-<<P2AP

[3<

T

7<;C55KC;8A<4<

LQ

%

9$"#

%

=

!

"

#"

""#0"9Z:

,

#

-颜文旭%张姗姗%公群
:

高压脉冲电场杀菌多物理场特性研究

,

.

-

:

食品与机械%

9$"%

%

!9

!

9

#"

"0%:

,

Z

-

+BE?Oi3A

L

08@2

%

[ED[J'E*E?J>E'O>

%

'FE?'J?[

O:&A

L

3ACC73A

L

25

T

C;65<S

T

@45CPC4C;673;0S3C4P

T

256C@73p263<A

,

.

-

:

.<@7A24<S-<<P&A

L

3ACC73A

L

%

"//Z

%

9Z

"

9%"09)":

,

%

-夏涛%吴云峰%王胜利%等
:

高压脉冲电场杀菌系统中高压脉冲

发生器研究进展,

.

-

:

食品与机械%

9$"%

%

!9

!

Z

#"

99/09!":

,

=

-曾新安%刘燕燕%李云%等
:

高强脉冲电场和热处理对橙汁维生

素
*

影响比较,

.

-

:

食品工业科技%

9$$/

%

!$

!

%

#"

"9!0"9#:

,

)

-赵伟%杨瑞金%张文斌%等
:

高压脉冲电场对食品中微生物+酶及

组分影响的研究进展,

.

-

:

食品与机械%

9$"$

%

9%

!

!

#"

"Z!0"Z=:

,

/

-卢沿钢%董全
:

高压脉冲电场提取食品中天然产物的研究进展

,

.

-

:

食品与机械%

9$"9

%

9)

!

"

#"

9#!09#%:

,

"$

-李乐军
:

荧光光谱与激光拉曼光谱研究脉冲电场对蛋白质构象

的影响,

\

-

:

上海"华东师范大学%

9$$Z

"

"0!:

,

""

-贾晓%曾新安
:

拉曼光谱研究脉冲电场作用下磷脂脂质体构象

的变化,

.

-

:

食品工业科技%

9$"9

%

!!

!

Z

#"

"!)0"#$:

,

"9

-张芳%林东海
:

用核磁共振方法研究金属离子与蛋白质的相互

作用,

.

-

:

波谱学杂志%

9$$/

%

9%

!

"

#"

"!%0"#/:

,

"!

-刘西海
:

金属离子对蛋清蛋白质结构的影响研究,

.

-

:

中国家

禽%

9$"9

%

!#

!

"

#"

9=0!":

,

"#

-赵南明
:

生物物理学,

W

-

:

北京"高等教育出版社%

9$$$

"

9"Z09"%:

,

"Z

-王中江%江连洲
:

大豆分离蛋白在不同
T

B

下的拉曼光谱分析

,

.

-

:

食品工业科技%

9$"9

%

!!

!

""

#"

%Z0=$:

,

"%

-孙娟%张晖%王立%等
:

基于拉曼光谱的大米快速分类判别方法

,

.

-

:

食品与机械%

9$"%

%

!9

!

"

#"

#"0#Z:

,

"=

-袁丽%纪秀%石彤%等
:

拉曼光谱法分析凡纳滨对虾冻藏过程蛋

白质与水分结构变化,

.

-

:

食品科学%

9$"%

%

!=

!

")

#"

9$909$=:

,

")

-

B&DD&DJEW

%

*EDWJ?E(

%

OED*IEWG

%

C624:̀46720

567@;6@724;82A

L

C52AP567@;6@7C2AP1<M3436

Q

<S1

Q

<U26C73A

S7<pCA056<7CP82VC

!

WC74@;;3@51C74@;;3@5G:

#

1@5;4C

"

7C420

63<A583

T

U368S@A;63<A2436

Q

2AP6Cb6@7C

,

.

-

:.<@7A24<SE

L

73;@40

6@7242AP-<<P*8C13567

Q

%

9$$Z

%

Z!

!

=

#"

9ZZ)09Z%%:

,

"/

-李乐军%陈树德%乔登江
:

脉冲电场与牛血清白蛋白相互作用

的同步荧光光谱和拉曼光谱比较研究,

.

-

:

光谱学与光谱分析%

9$$%

!

"

#"

)"0)%:

,

9$

-黄群%金永国%马美湖%等
:

超高压处理对
'0

卵白蛋白构象与

功能特性的影响,

.

-

:

农业机械学报%

9$"!

%

##

!

!

#"

"%"0"%%:

,

9"

-

*DEIOF'

%

OE[&D[(:G25C7D212A5;266C73A

L

S7<12ACA0

p

Q

1C<SUC440P<;@1CA6CP567@;6@7C

%

8@12A;27M<A3;2A8

Q

P725C

[

,

.

-

:.:E1:*8C1:'<;:

%

"/==

%

//

!

"9

#"

#"!$0#"!#:

%"

基础研究
!

9$"=

年第
%

期


