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电子束变性处理对大米蛋白酶解效率的影响
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摘要!利用电子束辐照"

.̂R

$技术对大米蛋白进行变性处

理#以水解度%多肽产率为评价指标#研究大米蛋白在不

同酶作用下的酶解效果&研究发现#

.̂R

变性处理能有效

提高不同酶对大米蛋白的酶解效率#增加多肽产率#其中

.̂R

辅助碱性蛋白酶水解效果最好#大米蛋白水解度提高

"

#-:"!J":*,

$

M

#多肽产率提高"

#*:)"J":!-

$

M

&扫描

电镜结果表明#

.̂R

变性处理使大米蛋白表面结构完整性

下降#颗粒化程度增加&二级结构中
(

/

螺旋含量由

"

#+:*+J":*#

$

M

下降到"

(:($J":(*

$

M

#大米蛋白分子灵

活性增加&紫外光谱和内源荧光光谱分析表明#

.̂R

变性

技术使大米蛋白分子空间构象展开#包埋在内部疏水区

域的活性基团暴露#有利于酶解反应的进行&

关键词!大米蛋白*电子束变性处理*酶解效率*蛋白质高

级结构
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大米蛋白是最接近
&GX

(

_ZX

理想模式的植物蛋

白%氨基酸组成配比合理%生物价高%过敏性低%是一种优

质谷物蛋白*

#

+

&近年研究*

!]*

+发现%大米蛋白具有重要

保健功能%如抗糖尿病)抗胆固醇)抗癌变等&尽管大米

蛋白的营养价值和保健价值已被认可%但低溶解性严重

限制了其在工业中的应用&酶解改性可以较好地改善大

米蛋白的溶解性%使水解产物具有各种生物活性*

(

+

&然

而%大米蛋白分子结构紧密%具有高疏水性%对蛋白酶的

水解作用有较强的抵抗力%现有资料*

)]+

+显示%在适宜的

酶解条件下%利用不同的蛋白酶水解大米蛋白%其水解度

为
#"M

#

!"M

%制约了大米蛋白酶解改性的实际效果%也

导致利用酶法制备活性肽时产率较低&因此%寻求大米

蛋白高效水解技术是大米蛋白酶法改性的关键&目前很

多学者通过物理手段提高酶解效率%如超声波*

)

%

-

+

)微

波*

#"]##

+

)超高压*

#!]#*

+和电子束辐照*

#(]#)

+等&

电子束辐照!

;3;=C?8>@;102??1<21C28>

%

.̂R

#是一种

新型的冷处理改性技术%与其他物理手段相比%

.̂R

技术

参数简单!只需控制处理剂量#%易控制且操作简便%非常

适合工业化应用&

.̂R

作用可使蛋白质表面微观结构和
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空间构象发生改变&林松毅等*

#(

+发现
.̂R

处理剂量为

*:!(4H

B

时%玉米蛋白的表面完整性明显降低%紧密结构

被打开&

FP

等*

#$

+研究了
.̂R

变性处理对肌原纤维蛋白

的影响%结果表明
#4H

B

处理剂量使
(

/

螺旋含量下降%但

继续增加
.̂R

处理剂量%

(

/

螺旋含量增加&

7̀18

等*

#,

+发

现
.̂R

处理剂量为
"

#

#)4H

B

时%核桃蛋白的非结晶结

构未发生变化%但其表面完整性下降%热稳定性增加&

_1>

K

等*

#+

+利用
.̂R

变性技术处理小麦胚芽蛋白%结果

发现
.̂R

变性处理能降低小麦胚芽蛋白的表面疏水性%

并使其二级结构中的有序
(

/

螺旋结构向无规则卷曲转

化&上述研究表明
.̂R

变性处理能改变蛋白结构%但可

能会对蛋白酶解产生影响&然而%目前关于
.̂R

技术对

蛋白酶解敏感性的报道较少*

#(

+

%而关于
.̂R

变性处理改

变蛋白质酶解效果的构效关系尚未见报道&

大米蛋白是植物蛋白中疏水性最强者%本研究拟以

大米蛋白为例%研究新型
.̂R

冷处理蛋白质变性技术%探

索其提高酶解性能的作用机理%为植物蛋白的开发利用

提供新途径和方法&

#

!

材料与方法

#:#

!

材料与仪器

#:#:#

!

材料与试剂

大米蛋白"无锡金农生物科技有限公司$

碱性蛋白酶"

#*:+

万
S

(

K

%诺维信!中国#生物技术有

限公司$

中性蛋白酶"

,:)

万
S

(

K

%诺维信!中国#生物技术有

限公司$

复合蛋白酶"

#!:)

万
S

(

K

%诺维信!中国#生物技术有

限公司$

胰蛋白酶"

+:,

万
S

(

K

%中国医药集团上海化学试剂

公司$

其他试剂"分析纯%国药集团化学试剂有限公司&

#:#:!

!

仪器与设备

电子加速器"

):" E;f

型%无锡爱邦电子加速器

公司$

氨基酸分析液相色谱仪"

F/++""

型%日本
Z2C1=72

公司$

扫描电镜"

NE/*"*"

型%日本
Z2C1=72

公司$

&NR\

光度计"

[2=83;C2U#"

型%美国
N7;?08&267;?

公司$

荧光光度计"

&/,"""

型%日本
Z2C1=72

公司&

#:!

!

方法

#:!:#

!

.̂R

变性处理大米蛋白
!

将大米蛋白粉装入自封

袋!聚 乙 烯#中%使 其 铺 平 后 厚 度 约 为
#=0

&采 用

):"E;f

电子加速器进行辐照%束流
!0G

%传送速率

$0

(

02>

%辐照吸收剂量分别为
)

%

#"

%

!"

%

*"

%

("4H

B

%辐

照后的样品储存于
]!"I

备用&

#:!:!

!

大米蛋白酶解
!

选用
(

种蛋白酶进行水解%其各

自最适酶解条件由商家提供%碱性蛋白酶!

Q

Z +:)

%

))I

#%中 性 蛋 白 酶 !

Q

Z ,:"

%

() I

#%复 合 蛋 白 酶

!

Q

Z,:"

%

)"I

#%胰蛋白酶!

Q

Z+:"

%

)"I

#&蛋白酶的最

适添加量通过前期预试验确 定&将 大 米 蛋 白 配 成

)

K

(

#""0F

悬液%在
(

种酶的最适酶解条件下搅拌

*"02>

%使其充分分散&然后加入蛋白酶进行 水 解

#!"02>

&蛋白酶与大米蛋白的比例为
#}#""

!质量比#&

通过加入
#083

(

F[1XZ

溶液控制水解过程中溶液
Q

Z

&

反应结束后%沸水浴中灭酶
#"02>

&将水解液
Q

Z

调至中

性后%

#""""?

(

02>

离心
!"02>

&上清液冷冻干燥后储存

于
]!"I

备用&水解过程中的水解度按式!

#

#计算"

S"L

Vc%

L

(

c,

F6F

c%

J

c#""M

% !

#

#

式中"

V

'''消耗的氢氧化钠溶液的体积%

0F

$

%

L

'''氢氧化钠溶液的浓度%

083

(

F

$

(

'''蛋白平均的解离程度%

#

(

(

L#:"#

$

%

P

'''水解的蛋白质的质量%

K

$

,

F6F

'''蛋白质基质肽键总数!对于大米蛋白取

,:(0083

(

K

#&

#:!:*

!

多肽产率测定
!

取步骤
#:!:!

中离心后上清液%与

等体积
#"

K

(

#"" 0F

三氯乙酸充分混合%

( I

静置

*"02>

%

+"""?

(

02>

离心
)02>

%采用考马斯亮蓝法测定

上清液中多肽含量&多肽产率为上清液中多肽的质量与

原料蛋白中蛋白的量的比值&

#:!:(

!

电子扫描电镜
!

将蛋白样品置于导电胶表面%进

行喷金处理&采用扫描电镜观察样品的微观结构&

#:!:)

!

傅里叶红外光谱!

&NR\

#

!

称取
!

#

*0

K

粉末样

品与适量
â ?

混合并充分研磨%用压片机压成透明小块%

采集
&NR\

图谱&采集参数为分辨率
!=0

]#

%扫描范围

("""

#

(""=0

]#

%扫描次数
*!

次&利用
T;14&2C(:#!

对

&NR\

图谱中酰胺
2

区!

#,""

#

#$""=0

]#

#进行解析%得

到蛋白质
(

种二级结构含量&

#:!:$

!

紫外光谱
!

用
":"#083

(

F

Q

Z+:"

磷酸缓冲液配

制终浓度为
!:"0

K

(

0F

蛋白溶液&用紫外'可见分光光

度计采集紫外光谱&采集参数为波长范围
!""

#

("">0

%

步长
!:">0

%速度
$">0

(

02>

%以磷酸缓冲液作空白&

#:!:,

!

内源荧光光谱
!

用
":"#083

(

F

Q

Z+:"

磷酸缓冲

液配制终浓度为
":"(0

K

(

0F

蛋白溶液%采集内源荧光光

谱&采集参数为波长范围
*""

#

)"">0

%激发波长

!+">0

%步长
!:)>0

%速度
#">0

(

6

%以磷酸缓冲液作

空白&

#:!:+

!

数据分析
!

数据结构形式均为均值
JU'

&采用

UTUU

对数据进行分析%采用
'9>=1>

多范围测试分析显

)&!

"

f83:*)

#

[8:(

张新霞等!电子束变性处理对大米蛋白酶解效率的影响



著性差异!

T

&

":")

#&

!

!

结果与分析
!:#

!

.̂R

变性处理对大米蛋白水解度的影响

由图
#

可知%

.̂R

处理组大米蛋白初始水解速率快%

'Z

值明显增加%碱性蛋白酶和复合蛋白酶水解过程中%

'Z

值随
.̂R

处理剂量的升高快速增加&而中性蛋白酶

和胰蛋白酶水解过程中%随着
.̂R

处理剂量的增加%

'Z

值增长比较缓慢&

.̂R

处理剂量
*"4H

B

%水解
#!"02>

时%不同蛋白酶对大米蛋白的水解度均达到最大值%

'Z

值分别增加!

#-:"!J":*,

#

M

!碱性蛋白酶#%!

#$:,#J

":(+

#

M

!复合蛋白酶#%!

##:((J":*-

#

M

!中性蛋白酶#%

!

,:!$J":)"

#

M

!胰蛋白酶#&在相同的
.̂R

处理剂量下%

不同种类的蛋白酶水解的大米蛋白的
'Z

值增加程度不

同%与蛋白酶的特异性有关&碱性蛋白酶和中性蛋白酶

是非特异性内切酶%酶切位点广泛$复合蛋白酶含有内切

蛋白酶和外切肽酶%作用位点较多$胰蛋白酶是特异性内

切酶%只作用于
F

B

6

和
G?

K

残基中的羧基端%酶切位点有

限&当大米蛋白在
.̂R

作用下结构发生改变时%作为底

物%与具有广泛特异性的酶的相互作用效果比与限制性

内切酶的作用效果要好&

图
#

!

.̂R

处理剂量和蛋白酶种类对大米蛋白酶解进程的影响

&2

K

9?;#
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.̂R

变性处理对多肽产率的影响

由表
#

可知%采用碱性蛋白酶和复合蛋白酶对大米

蛋白进行水解%变性处理剂量为
#"

#

*"4H

B

时%多肽产

率随
.̂R

变性处理剂量的增加而显著上升%变性处理剂

量为
*"4H

B

时%多肽产率分别增加!

#*:)J":!-

#

M

和

!

+:#-J":*+

#

M

%当变性处理剂量继续增加时%多肽产率

无显著性变化&而采用中性蛋白酶和胰蛋白酶对大米蛋

白进行水解%变性处理剂量为
)

%

#"4H

B

时%多肽产率增

加效果不显著!

T

'

":")

#%当变性处理剂量为
*"4H

B

时%

大米蛋白多肽产率由!

)*:$!J":+-

#

M

!中性蛋白酶#和

!

$(:#$J#:!#

#

M

!胰蛋白酶#分别显著提高至!

)):,*J

#:")

#

M

和!

$$:-!J#:#!

#

M

&

!:*

!

.̂R

变性处理对大米蛋白表面形态的影响

由图
!

可知%大米蛋白的微观表面结构在
.̂R

变性

处理前后发生了明显的变化&未经
.̂R

变性处理的大米

蛋白为致密的球状结构%表面凹凸不平%存在细小的裂痕

和孔隙%但整体完整性较好&经
.̂R

变性处理的大米蛋

白表面结构发生了明显的变化&当变性处理剂量增加至

*"4H

B

时%大米蛋白微观表面完整性被破坏%大量小球形

颗粒附着于大颗粒上%颗粒变的疏松&可能是
.̂R

产生

的能量使蛋白质分子间的氢键和范德华力发生断裂%破

坏蛋白质分子间的交联&结果表明%随着
.̂R

变性处理

*'!

提取与活性
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期
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表
#

!

.̂R

变性处理剂量对不同酶水解产物多肽产率的影响l

N1@3;#

!
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Q
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Q

?8<9=C28>8O?2=;

Q
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B

<?83

B

61C;68@C12>;<

@

B

P1?2896;>W

B

0;

$

'L*

%

M

处理剂量(
4H

B

碱性蛋白酶 复合蛋白酶 中性蛋白酶 胰蛋白酶
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=
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!

同列不同字母表示差异显著!

T

&

":")

#&

图
!

!

不同
.̂R

变性处理剂量下大米蛋白扫描

电子显微镜图

&2

K

9?;!

!

N7;U.E

Q

2=C9?;8O?2=;

Q

?8C;2>

Q

?;C?;1C;<

V2C7<2OO;?;>C2??1<21C28>

剂量的增加%大米蛋白致密的球状结构被打开%比表面积

增加&由于表面的孔隙和小颗粒数量的增加%大米蛋白

作为底物在酶解过程中与蛋白酶接触的表面积增加%使

其更容易被水解&另外%孔隙结构也有利于蛋白酶进入

底物颗粒内部%使肽键断裂%产生更多小分子肽*

#-

+

&扫描

电镜的结果可从宏观角度解释
.̂R

变性处理提高大米蛋

白水解度的原理&

!:(

!

.̂R

变性处理对大米蛋白二级结构的影响

#,""

#

#$""=0

]#的
&NR\

图谱为蛋白质二级结构

的特征振动峰%通过软件对其结构进行解析!表
!

#发现%

大米蛋白的二级结构含量在
.̂R

变性处理前后发生了明

显的变化&当变性处理剂量为
)

#

*"4H

B

时%

.̂R

变性处

理组的大米蛋白的
(

/

螺旋结构含量随变性处理剂量增加

显著下降%而
'

/

折叠)

'

/

转角和无规则卷曲结构含量呈上

升趋势&

.̂R

变性处理剂量为
*"4H

B

时%

(

/

螺旋结构含

量降低了
,):,*M

%而
'

/

折叠)

'

/

转角和无规则卷曲结构的

含量分别增加了
#$:$*M

%

#":,"M

%

!(:,,M

&继续增加变

性处理剂量%蛋白质二级结构含量变化不显著!

T

'

":")

#&在蛋白质的
(

种二级结构中%

(

/

螺旋为致密的有

序结构%

'

/

折叠)

'

/

转角属于相对舒展的有序结构%而无规

则卷曲则为无序结构*

#$

%

!"

+

&

.̂R

变性处理使大米蛋白中

致密的
(

/

螺旋结构向相对舒展的
'

结构以及无序的无规

则卷曲结构转化%说明
.̂R

作用破坏了大米蛋白紧密的

分子结构%使分子结构变动灵活疏松%更有利于蛋白质与

酶接触%从而增强酶解效果&

!:)

!

紫外可见光光谱分析

由图
*

!

1

#可知%

.̂R

作用后%大米蛋白的特征紫外吸

收峰随变性处理剂量的增加呈先增强后减弱的趋势%但

都远大于变性处理前的水平&说明
.̂R

变性处理使大米

蛋白分子展开%内部显色团外露%但当变性处理剂量增加

到一定程度时%蛋白质分子出现重新聚集的趋势%导致吸

收峰强度下降&

!"">0

处的特征吸收峰由肽键贡献*

!#

+

%

.̂R

变性处理后%其吸收强度增加%表明大米蛋白经
.̂R

表
!

!

蛋白二级结构百分含量l
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变性处理剂量(
4H

B (

/

螺旋
'

/

折叠
'

/

转角 无规卷曲
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图
*

!

.̂R

变性处理前后蛋白质的紫外可见光光谱分析

&2

K

9?;*

!

N7;Sf6

Q

;=C?18O

Q

?8C;2>V2C78?V2C789C.̂RC?;1C0;>C

变性处理后其肽键的空间结构发生改变%更多的肽键暴

露到分子表面参与酶解反应&

由图
*

!

@

#可知%当氨基酸残基所处的微环境疏水性

下降时%其紫外吸收二阶导光谱特征峰向低波数迁移!蓝

移#

*

!!

+

&

!,"

#

!+!>0

处吸收峰归属于苯丙氨酸)酪氨酸

和色氨基酸残基%其
+

01A

从
!,->0

蓝移至
!,$>0

!

*"4H

B

#$

!++>0

处吸收峰由色氨酸和酪氨酸残基共同

贡献%

.̂R

作用使其发生
*>0

蓝移!

*"4H

B

#&吸收峰的

蓝移说明
.̂R

变性处理后的大米蛋白分子展开%芳香族

氨基酸残基所处的微环境更加亲水%与蛋白酶作用的空

间位阻下降%从而使酶解效率提高&

!:$

!

内源荧光光谱分析

由图
(

可知%随着
.̂R

变性处理剂量的增加%大米蛋

白的最大吸收波长向长波长方向移动%在变性处理剂量

为
*"4H

B

时%红移程度最大!由
**)>0

红移至
*(,>0

#&

红移程度越大%说明蛋白质空间构象的变化程度越大%蛋

白质分子更加伸展*

!*]!(

+

&结合图
*

!

@

#表明大米蛋白的

空间构象发生变化%

.̂R

作用使蛋白质分子空间构象展

开%内部疏水区的酶切位点暴露%参与酶解反应&

图
(

!

.̂R

变性处理前后蛋白质的内源荧光光谱

&2

K

9?;(

!

N7;2>C?2>62=O398?;6=;>=;6

Q

;=C?908O

Q

?8C;2>

V2C78?V2C789C.̂RC?;1C0;>C

*

!

结论
.̂R

变性处理能有效提高大米蛋白的酶解效率和多

肽产率&不同蛋白酶对
.̂R

变性大米蛋白的水解度不

同"碱性蛋白酶
'

复合蛋白酶
'

中性蛋白酶
'

胰蛋白酶%

其中
.̂R

辅助碱性蛋白酶水解效果最好%大米蛋白水解

度提高!

#-:"!J":*,

#

M

%多肽产率提高!

#*:)"J":!-

#

M

&

表面形态分析表明%

.̂R

变性处理使致密的大米蛋白颗粒

变得疏松%颗粒化程度增加$此外%

.̂R

变性技术使蛋白质

二级结构发生重组%致密的
(

/

螺旋结构向舒展的
'

结构

和无序结构转化%使蛋白分子灵活性增加$紫外光谱和内

源荧光光谱分析表明%

.̂R

变性技术使大米蛋白分子空间

构象展开%暴露出更多包埋在内部疏水区域的活性基团&

.̂R

变性处理导致的大米蛋白结构的变化%既增加了蛋白

质与酶接触的比表面积%又释放出更多的酶切位点%从而

提高了酶解效率&目前%对动植物蛋白进行适度酶解是

改善其溶解性)乳化性)起泡性以及抗氧化性等生理活性

的重要手段&通过酶法改性能够提高蛋白资源的利用

率%提升其资源价值&但随着水解程度的加深%蛋白酶解

物的功能性质和生理活性不会无限增加%当水解度达到

一定程度时%其功能性质和生理活性出现下降的趋势&

本研究发现
.̂R

变性处理能有效提高大米蛋白的酶解效

率%提高多肽产率%因此%后续可对经过
.̂R

变性处理的

大米蛋白酶解物的功能性质和生理活性进行深入研究%

以扩大大米蛋白的利用率&
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