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基于多光谱技术表征汉麻分离蛋白构象并分析
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对其构象的影响
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汉麻是高端植物油脂的重要来源!而汉麻饼粕中含有大量的优质蛋白目前尚未得到充分开发利用$

汉麻蛋白含有
$"

种氨基酸!必需氨基酸含量相对均衡!且其精氨酸含量较高!是一种营养丰富的优质植物

蛋白源&但汉麻蛋白溶解性较差!这严重限制了其在食品加工中的应用$目前对汉麻分离蛋白构象研究还较

少!在加工过程中酸碱性变化对其构象的影响研究还少未见报道$该研究采用圆二色谱)傅里变换叶红外光

谱)荧光光谱和紫外光谱技术对汉麻分离蛋白"

EMA

#构象进行表征!并与大豆分离蛋白构象进行比较!同时

探究不同
*

E

条件对
EMA

构象的影响$构象分析结果显示%与大豆分离蛋白相比!圆二色谱和傅里叶变换红

外光谱结果显示
EMA

含有比例更高的
&

.

螺旋结构"

+@(#̂

和
++(#̂

#!而
0MA

含有较多的
2

.

折叠&荧光光谱

和紫外光谱结果显示!

EMA

暴露的芳香族氨基酸残基含量较少!此外
EMA

分子内含有更多的二硫键"

#"(",

"

=&'
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#以及更高的表面疏水性"

+H!

#!且
EMA

的游离巯基*总巯基比值显著"

6

$
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#小于
0MA

中游离

巯基*总巯基比值!表明
EMA

三级结构紧凑程度要高于
0MA

的三级结构$因而导致天然
EMA

分子粒径小于

0MA

$强酸强碱条件下!

EMA

分子结构得到适当伸展!粒径变大!芳香族氨基酸残基之间的距离增大!降低了

MU1

到
F

6

4

和
F4

*

的能量传递效率!最终导致
F4

6

残基荧光强度减弱!

MU1

和
F

6

4

残基的荧光部分得到显

示!改变
EMA

的结构特性$相对而言!在酸性条件下
EMA

的构象稳定性相对较差!蛋白亚基容易发生解离

缔合反应&而在碱性条件下!

EMA

构象则相对稳定!且构象灵活性更大$借助荧光光谱和紫外二阶导数光

谱!可以推测
EMA

氨基酸残基微环境的变化!从而了解蛋白质分子三维结构的变化信息$综上所述!深入对

EMA

构象的了解以及明晰酸碱性变化对
EMA

构象的影响有利于为特异性改性
EMA

制备高品质的汉麻籽蛋

白粉以及具有生理活性的多肽提供理论参考$
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汉麻俗称大麻)火麻!汉麻籽中油脂和蛋白的含量约为

!"̂

$

-"̂

和
$-̂

$

+"̂

&国际上将四氢大麻酚含量低于

"(+̂

的大麻品种称为工业大麻!我国将工业大麻称为汉

麻'

#

(

$中国是全球汉麻籽最大生产国和出口国!目前!汉麻

籽的主要利用方式是提取汉麻纤维和制备高端植物油!而剩

下大量富含蛋白的汉麻籽饼粕没有得到充分的利用$如何充

分利用丰富的汉麻籽饼粕资源开发高品质的汉麻籽蛋白粉及

其衍生物已成为目前汉麻产业发展的重大问题之一$

国外较早研究报道了汉麻分离蛋白"
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!

EMA

#!汉麻蛋白主要由
+-̂

的白蛋白和
,-̂

球蛋白组

成!而球蛋白主要由麻仁球蛋白构成!其中麻仁球蛋白是由

酸性亚基和碱性亚基通过二硫键键合而成的六聚体'

$

(

$国外

关于汉麻蛋白的功能)生物活性及其衍生肽的相关报道已有

很多'
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(研究显示
EMA

的最低溶解度在

*

E-("

!且碱提过程有助于提高
EMA

的保水性&

F1U

'

+

(和

L7'&=&

等'

-

(研究显示汉麻水解物具有抗氧化和降血压等作

用$目前国外对汉麻蛋白的研究已深入到蛋白结构与功能的

构效关系研究!如
L7'&=&

等'

$

(研究了汉麻蛋白中水溶性蛋

白和盐溶性蛋白的结构和功能关系!与麻仁球蛋白比!白蛋

白因含有的二硫键含量较少!因而其蛋白结构具有良好的柔

性!致使其具有较高的溶解性和起泡性&发现汉麻蛋白产品

的功能特性不仅取决于蛋白浓度和
*

E

值!还与汉麻分离蛋

白构象具有密切关系'

,

(

$而国内对汉麻蛋白的研究主要是
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年后!对汉麻蛋白的研究起步较晚&且主要集中在汉麻

蛋白的提取及其肽的衍生物制备研究!如张涛等'

H

(通过正交

优化得到汉麻蛋白提取率达
H"(-,̂

&

F78

T

等'

/

(研究显示汉

麻蛋白水解物具有良好的抗氧化功能$然而!关于汉麻分离

蛋白构象特征等研究国内还未有报道!而蛋白构象对其功能

性有着重要的影响!因此有必要对
EMA

的构象展开研究$

本试验以脱脂汉麻饼粕为原料制备
EMA

!利用圆二色

谱)傅里叶红外光谱)荧光光谱和紫外光谱等手段表征
EMA

构象&并探究不同
*

E

条件对
EMA

构象的影响$本文对
EMA

构象的研究有助于了解汉麻分离蛋白结构及与小分子相互作

用等信息!为特异性改性
EMA

制备高品质的汉麻籽蛋白粉

以及具有生理活性的多肽提供理论参考$
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汉麻籽仁"广西巴马%蛋白
+#(##̂ j#(#-̂

)脂肪

-+("-̂ j$(+$̂

#&大 豆 分 离 蛋 白 "实 验 室 自 制!蛋 白

@$(,!̂ j#(+!̂

!脂肪
"(!̂ j"(#$̂

#&硼酸)硫酸铜)磷

酸氢二钠!磷酸二氢钠等均为国产分析纯$

&0#

!

汉麻分离蛋白提取

汉麻籽仁先用正己烷以
#[!

"

3

*

:

#脱脂
!U

!后在通风

橱烘干 "

!" g

#$称取一定量的脱脂汉麻籽饼粕 "蛋白

-H(@+̂ j#(+$̂

#!与去离子水以按
#[#-

"
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:

#料液比混

合!用
#=&'

-

B

b#

)7DE

调节料液至
*

E/(-

!震荡"

$""4

-
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#碱提
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!离心"
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b#

!
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=;8

#!上清液用
#=&'

-

B

b#

EC'

调节至
*

E!(H

!静置
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=;8

后!离心"
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-
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b#
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$"=;8

#!得到汉麻籽蛋白凝

乳!调节汉麻籽蛋白凝乳
*

E

值为
H("

!冷冻干燥得到汉麻

分离蛋白"蛋白含量
@"(-!̂ j#(!-̂

!脂肪含量
#(!̂ j

"(+$̂

#备用$

如图
#

!通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分析可知
EMA

主要为

分子量为
+HJ<7

"

$

号条带#和
$#J<7

"

+

号条带#由酸性亚基

和碱性亚基组成的麻仁球蛋白&光密度分析结果显示
EMA

中麻仁球蛋白组分占
EMAH,(!#̂

!白蛋白占
$+(-@̂

左右$

此外!

-#J<7

和
#$J<7

左右有一条明显的条带"

#

和
!

号条

带#!可能与
EMA

中白蛋白成分相对应!此结论与
F78

T

等人

研究结论相一致'
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(

$
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!
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对
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构象的影响

将
EMA

用
"("-=&'

-

B

b#不同
*

E

"

+("

$

#"("

#的磷酸盐

缓冲溶液配制成
$=

T

-

=B

b#蛋白溶液!溶解过夜后备用$

&0*

!

游离巯基和二硫键含量分析

EMA

和
0MA

巯基含量的测定参考
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试剂法$
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电泳图
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粒径和
:̀83

电位测定

采用马尔文激光粒度仪测定样品的流体动力学粒径及其

分布$将蛋白样品用
*

EH($

的磷酸盐缓冲液配制成
#=

T

-

=B

b#的蛋白溶液!过
"(!-

"

=

水系醋酸纤维素滤膜$测定温

度为
$-g

)平衡时间为
#$"5

)分散相折射率为
#(!H#

和分

散剂折射率为
#(++"

条件下测定
+

次取平均值$将蛋白样品

用
<F0#","C

皿在
L7']148e137M'V5

测定电位$

&0L

!

圆二色谱

将样品用磷酸盐缓冲液"

*

EH($

!

"("#=&'

-

B

b#

#稀释

成浓度为
"($=

T

-

=B

b#

!采用
CU;475278

d

C<

圆二色光谱仪

在波长范围为
#@"

$

$,"8=

内扫描三次取平均值!光径
#"

==

!扫描频率为
@"8=

-

=;8

b#

!间隔时间
"($-5

!以相应

磷酸盐缓冲液为溶剂空白$

&0(

!

傅里叶变换红外光谱

将冻干的蛋白样品置于干燥器内!充分干燥!精确称取

$=

T

干燥的蛋白样品!加入
$""=

T

的
WS4

!研磨混合均匀!

然后进行压片!样品红外光谱扫描!扫描波段
!"""

$

!""

2=

b#

!分辨率
!2=

b#

!扫描次数
+$

$采集的红外图谱进行基

线校正和平滑处理后!使用
M17JI;3!("($

结合
D4;

T

;8$"#H

对蛋白酰胺
(

带"

#H""

$

#,""2=

b#

#做二阶导数)去卷积和

高斯曲线拟合!根据峰面积计算各种二级结构的相对百分含

量$

&0V

!

荧光光谱

采用
R.H"""

荧光光谱仪测定蛋白样品荧光光谱!将样

品液用
*

EH($

的盐酸缓冲溶液"

MS0

#稀释为浓度为
"(#

=

T

-

=B

b#

!在激发和发射狭缝均为
-8=

)电压为
-""%

条

件下!以激发波长
$@-8=

!从
+""

$

!""8=

波长范围扫描得

到荧光光谱!扫描
+

次取平均值最后得到内源荧光光谱$

外源荧光采用
#.

苯胺基
./.

萘磺酸荧光探针"

:)0

#法测

定疏水性!用
*

EH($

磷酸盐缓冲液配制
$=

T

-

=B

b#的蛋白

样品溶液!并稀释成
"("$

!

"("!

!

"(",

!

"("/

和
#

T

-

=B

b#

的蛋白样品溶液&测试前!取
$=B

样品液加入
$"

"

B/

@!H+

第
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期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



==&'

-

B

b#

:)0

!摇匀静置
+=;8

&在狭缝为
-8=

)激发波

长
++"8=

)发射波长
!@"8=

测定样品荧光强度"

RA

#&试剂

做空白$以相对荧光强度对蛋白浓度作图!曲线初始阶段的

斜率即为蛋白质分子的表面疏水性指数"

G

"

#$

&0M

!

紫外光谱

称取一定量的蛋白样品!溶于
#"==&'

-

B

b#磷酸缓冲

液"

*

EH($

#中!配置成浓度为
"(-=

T

-

=B

b#的溶液!磁力

搅拌后于
$-g

离心"

#""""4

-

=;8

b#

!

#"=;8

#!上清液用于

紫外光谱分析$波长范围为
#@"

$

/""8=

!分辨率为
"($

8=

!扫描速率为
,"8=

-

=;8

b#

$所得的紫外光谱经
&4;

T

;8

软

件微分化得到紫外光谱二级导数光谱'图
!

"

>

#($

$

!

结果与讨论

#0&

!

巯基二硫键含量分析

在
*

EH

时!汉麻蛋白"

EMA

#游离巯基和二硫键含量如

表
#

所示!与
0MA

相比!

EMA

的游离巯基)二硫键和总巯基

含量均显著"

6

$

"("#

#高于大豆分离蛋白"

0MA

#中游离巯基)

二硫键和总巯基含量!分别为
#"(",

!

#$(#!

和
+$($,

"

=&'

-

T

b#

$

EMA

中麻仁球蛋白含量约为
,-̂

!而
0MA

中大豆球蛋

白含量约为
-"̂

$

,"̂

!即
EMA

中
##0

球蛋白含量比
0MA

中
##0

球蛋白含量高!

##0

球蛋白是由碱性亚基和酸性亚基

通过二硫键维持的六聚体!因而由此也可以推测出
EMA

中

二硫键含量高于
0MA

中二硫键的含量$此外!

EMA

的游离巯

基*总巯基比值显著"

6

$

"("-

#小于
0MA

中游离巯基*总巯基

比值!表明
EMA

三级结构紧凑程度高于
0MA

的三级结构$

#0#

!

粒径电位分析

在
$-g

)

*

EH($

条件下
EMA

和
0MA

粒径分布如图
$

"

7

#

所示!

EMA

和
0MA

粒子数量主要分布范围集中在
#"8=

左

右!该部分粒子主要为
EMA

和
0MA

的天然态!与文献'

@.#"

(

报道
0MA

中
##0

球蛋白"

@(-8=i@(-8=i!("8=

#和
H0

球

蛋白"

@(,8=i@(,8=i!(!8=

#的大小基本一致&由此推

测!

EMA

中白蛋白和麻仁球蛋白的粒子大小约为
#"8=

左

右!由于
EMA

三级结构比
0MA

紧凑"表
#

#!导致
EMA

粒子大

小相比
0MA

小一些$还有一部分粒径分布在
#""

$

#"""8=

范围内的粒子!这主要是天然态
EMA

交联形成的可溶性聚

集体或者微小杂质造成的&由此得到的
EMA

平均粒径为

#,H(!8=

!

0MA

平均粒径为
/+(-8=

!

EMA

平均粒径大于

0MA

!可能是因为
EMA

具有较大的表面疏水性"

EMA

%

+H!

!

0MA

%

#H+

#!

EMA

之间通过疏水相互作用形成较大的聚集体$

表
&

!

;O%

和
FO%

中游离巯基(总巯基和二硫键含量及游离巯基"总巯基比值

E37B:&

!

-4::5>B6

D

<4

D

B8381B5>B6

D

<4

D

B3+<<.5>B6.<:71+<91+8:+8.+;O%3+<FO%

!

35@:BB358C:A3B>:16-4::5>B6

D

<4

D

B

*

8381B5>B6

D

<4

D

B

M4&31;8

R4115V'I

6

94

6

'

*"

"

=&'

-

T

b#

#

F&37'I4115V'I

6

94

6

'

*"

"

=&'

-

T

b#

#

<;5V'I;91>&89

*"

"

=&'

-

T

b#

#

R4115V'I

6

94

6

'

*

F&37'I4115V'I

6

94

6

'

EMA

#$(#!j"(-,

7

+$($,j#(!-

7

#"(",j"(+!

7

"(+/

>

0MA

!($#j"($-

>

@(-#j"(!-

>

$(,,j"(##

>

"(!!

7

!

注%

7

!

>

表示差异显著"

*$

"("-

#

图
#

!

;O%

和
FO%

的粒径#

3

$和表面电位#

7

$曲线

-.

/

0#

!

F.̀:

"

3

#

3+< :̀83?

2

18:+8.3B

2

416.B:5

"

7

#

16;O%3+<FO%

!!

EMA

和
0MA

表面电荷曲线分布如图
$

"

>

#所示!在
*

E

从

#"

到
$

过程中!

EMA

和
0MA

的表面电荷由负值变成正值!也

即蛋白质分子逐渐质子化过程&且
0MA

的表面电荷变化程度

大于
EMA

!

0MA

等电点"

!(-#

#比
EMA

等电点"

!(,-

#小!这个

差异主要是由于
0MA

中酸性氨基酸含量大于
EMA

!这些氨基

酸使得
0MA

具有酸性特征$而本研究中
EMA

等电点"

!(H

#比

现有文献记载"

6

7a-

#略低!可能是由蛋白品种差异造成'

!

(

$

#0=

!

;O%

构象分析

$(+(#

!

二级结构分析

EMA

和
0MA

二级结构表征如图
+

所示!由图
+

"

7

#可知!

"-H+
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与
0MA

相比!

EMA

在
$"/

和
$$$8=

处有显著的负吸收双峰!

表明
EMA

二级构象中
&

.

螺旋含量高于
0MA

&

EMA

和
0MA

在

#@-8=

处具有显著正吸收峰!表明
EMA

和
0MA

均含有
2

.

折

叠结构'

##

(

$经
9;2U4&_1>

拟合得出
EMA

和
0MA

二级结构分别

为%

&

.

螺旋
+@(#̂

和
##(Ĥ

)

2

.

折叠
#+(#̂

和
+!(!̂

)

2

.

转

角
$#(@̂

和
$$(@̂

)无规则卷曲
$-(@̂

和
+#(@̂

$此外!

EMA

的摩尔椭圆率大于
0MA

!也证实了
EMA

具有紧密的结构

特征'

$

(

$

图
=

!

;O%

和
FO%

的圆二色谱图#

3

$(傅里叶红外光谱#

7

$及其酰胺
%

带分峰拟合结果#

9

!

;O%

%

<

!

FO%

$图

-.

/

0=

!

!.49>B34<.9C41.5,

"

3

#!

-E%P

"

7

#

3+<9>4A:?6.88.+

/

4:5>B85163,.<:%73+<

"

9

%

;O%

!

<

%

FO%

#

16;O%3+<FO%

!!

由图
+

"

>

#可知!

EMA

和
0MA

均在
$/""2=

b#附近有

.

)E

和.

DE

的伸缩振动峰&在
+"#"

$

$H""2=

b#范围内

有烷烃或烯烃类"脂肪#的碳碳键或氢键伸缩振动峰!在

#H!!2=

b#附近具有脂基
))

C D

键典型的伸缩振动峰'

#$

(

!

其中
EMA

吸收峰强度远大于
0MA

!表明
EMA

中油脂残留含量

高于
0MA

!这与原料信息结果一致$在
#,-"

$

#-""2=

b#范

围内的吸收峰是蛋白质典型的肽键 "

D C

.

)

.

E

))

#振动

峰$在
##-"

$

#"""2=

b#范围内吸收峰是由碳水化合物引起

的!

#$+H2=

b#处的吸收峰则是由
C

.

D

或
D

.

E

弯曲振动

产生的'

#$

(

&由
EMA

的
RFAG

图谱可知
EMA

中结合油脂含量

较高$由图
+

"

2

#和"

9

#可知!

EMA

和
0MA

酰胺
(

带经
*

17JI;3

分峰拟合后得到的二级结构含量基本与
C<

得到的二级结构

含量一致!

EMA

含有较多的
&

.

螺旋结构!而
0MA

含有较多的

2

.

折叠$

$(+($

!

三级构象分析

由图
!

"

7

#可知!

EMA

和
0MA

均在
++"

$

+!"8=

附近具有

典型的色氨酸残基最大荧光吸收峰!与
0MA

相比"

'

=7̀

++,(@

#!

EMA

最大吸收波长为
'

=7̀

++!(!

!说明
EMA

的亲水

性比
0MA

要差!也即
EMA

结构更紧凑!这与现有文献记载

EMA

溶解性低于
0MA

的结果相符'

#+

(

$与
0MA

相比!在
+""

$

+#"8=

处!

EMA

出现一个小的吸收峰!可能是为
EMA

中酪

氨酸高于
0MA

!因而暴露于亲水环境的酪氨酸比
0MA

更多!

导致吸收峰比
0MA

更明显'

,

(

!此外!该处的吸收峰还可能有

苯丙氨酸残基的荧光贡献$而
0MA

最大荧光吸收比
EMA

要

强!可能是因为
EMA

结构紧密!导致芳香族氨基酸残基暴露

的程度比
0MA

差$

同理!由图
!

"

>

#可知!

EMA

和
0MA

在
#@"

$

!""8=

范围

内出现两个蛋白特征吸收峰在
$""

$

$+"

和
$,"

$

$/"8=

&在

$,"

$

$/"8=

处
EMA

吸收峰强度比
0MA

弱!也说明
EMA

暴露

的芳香族氨基酸残基含量较少!具有紧凑的三级结构特征$

这两个特征吸收峰是由芳香族氨基酸残基
%;%

"跃迁产生!

常规紫外光谱难以分辨酪氨酸)色氨酸和苯丙氨酸残基对局

部微环境影响的贡献!而二阶导数光谱能很好得分辨以上三

个发色基团的贡献率&由
EMA

紫外二阶导数光谱可知!

EMA

和
0MA

在
$/"

$

+""8=

内有两个正吸收峰!分别为
$//

!

$@!

8=

和
$/@

!

$@,8=

!两个负吸收峰
$/-

!

$/@8=

和
$/-

!

$@#

8=

&与
0MA

相比!

EMA

发生蓝移!这与内源荧光结果一致$

此外!两正负吸收峰距离的比例"

)aO

*

Q

#可用来推测酪氨酸

对构象变化的影响!

)

值越大!蛋白结构伸展程度越大!由图

!

"

>

#得到的
)

EMA

和
)

0MA

分别为
"(!!#

和
"(-/@

!即
0MA

伸展程

#-H+

第
#$

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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度大于
EMA

$

图
*

!

;O%

和
FO%

内源荧光#

3

$和紫外光

图谱插图为其二阶导数谱#

7

$

-.

/

0*

!

%+84.+5.96B>14:59:+9:

"

3

#

3+< ZB843A.1B:85

2

:984>,

"

7

#

YEC:.BB>58438.1+.5>B843A.<:85:91+<<:4.A38.A:

5

2

:984>,16;O%3+<FO%

#0*

!

2

;

对汉麻分离蛋白构象的影响

基于以上得出的
EMA

结构信息!为改善
EMA

溶解特性

等功能特性!探究不同
*

E

条件对
EMA

构象的影响$

图
-

可知!在
*

EH

;

+

过程中荧光强度先下降后增大!

并伴随着红移&当
*

EH

;

#"

时!荧光强度先增大后降低!伴

随着蓝移$

EMA

中含有
MU1

!

F

6

4

和
F4

*

+

个发色基团!且能

量转移由
MU1

到
F

6

4

和
F4

*

是非常有效的!因而含有这些基

团的蛋白质的吸收性质并不是这些基团的简单加和!通常认

为当发射波长大于
$@"8=

时!可认为荧光都来自
F4

*

残

基'

#!

(

$在
*

E+("

时!大部分
F4

*

暴露在亲水环境中!且红

移至
++-(!8=

!表明此时
EMA

结构比较松散'

$

(

$在
*

E,("

时!荧光强度下降!最大发射波长发生微小红移至
++!(,

8=

!表明
*

E,("

条件下!酸诱导
EMA

蛋白分子展开!降低

了
MU1

到
F

6

4

和
F4

*

的能量传递效率!使得
F4

*

的荧光强度

下降'

#!

(

$在
*

E/("

时!荧光强度增强!表明蛋白分子结构

发生了重排!

F4

*

和
F4

*

的相互作用增强!同时蛋白分子表

面的芳香族氨基酸由表面转移至疏水核心!从而导致荧光强

度增大'

$

!

,

(

$而在
*

E#"("

时!

EMA

荧光强度显著下降!最

大吸收峰波长微小蓝移!表面
F4

*

微环境变得更疏水!荧光

强度显著下降可能归因于%"

#

#解离的
F

6

4

残基荧光消失!

且
F4

*

残基的荧光可能被阴离子状态的
F

6

4

残基猝灭&

"

$

#溶剂猝灭效应&"

+

#也可能是
B

6

5

和
:4

T

残基的正电荷被

中和'

$

!

#!

(

$本试验在高
*

E

值条件下荧光峰出现蓝移!在低

*

E

条件下荧光峰出现红移!并暴露出更多芳香族氨基酸残

基于亲水环境中!与藜麦蛋白质分离'

#!

(和麻仁球蛋白的行

为类似'

,

(

$

图
'

!

不同
2

;

条件对
;O%

内源荧光吸收的影响

-.

/

0'

!

S66:98516<.66:4:+8

2

;1+8C:

.+84.+5.96B>14:59:+9:16;O%

图
L

!

不同
2

;

条件对
;O%

紫外吸收的影响

-.

/

0L

!

S66:98516<.66:4:+8

2

;1+8C:>B843A.1B:8

5

2

:984>,16;O%

!!

由图
,

可知!

*

E

值由
H("

到
+("

时!紫外吸收强度先减

小后增大!在
$-"

!

$H"

和
$/-8=

附近出现新的吸收峰!并

伴随着红移!且
$@"8=

以后的吸收峰逐渐削弱&该变化趋

势与荧光光谱反映出的现象基本一致$在
*

E+("

时!紫外

二阶导数光谱峰信号和峰型与
*

EH("

现象相比变化显著!

峰吸收强度增大!且发生红移!表明低
*

E

条件下
EMA

结构

得到适当舒展!

MU1

和
F

6

4

残基的微环境变得更亲水!在

$H"8=

出现的峰是
F

6

4

残基特征峰!可能与
F

6

4

上的酚羟

基电离后酚氧原子与苯环的大
%

键的共轭效应有关&在
$-"

8=

附近出现新的峰是
MU1

的特征峰!这可能是由于
MU1

残

基之间的相互作用被减弱!同时
F

6

4

残基的吸收红移!使得

原本被掩盖的
MU1

残基特征峰显露出来$由此推测酸诱导

EMA

变性时!

EMA

分子结构得到适当舒展!使得更多疏水性

$-H+
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书书书

氨基酸残基暴露于微环境中!

在
!

"

由
#$%

到
&%$%

时"紫外二阶导数光谱峰型也发生

显著变化"紫外吸收增强且伴随着蓝移"而研究认为在三种

发色氨基酸中"

'()

是疏水性最强的"

!

"

变化基本不会引起

其电离度和质子化的变化#引起这一变化主要可能是强碱条

件下蛋白结构打开"

'()

残基之间的相互作用减弱"导致
!!

!

"能极差下降"由此推测碱性条件下含有
'()

残基的侧链

柔性增强!

图
!

#

不同
"

#

条件对
#$%

粒径的影响

&'

(

)!

#

*++,-./0+1'++,2,3.

"

#03.4,/'5,0+#$%

##

由图
#

可知"在不同
!

"

条件下"

"'*

粒径与天然态

$

!

"#$%

%相比均增大"天然态的
"'*

主要以单体形式存在

&图
+

$

,

%'"在
!

"

降低过程中"

"'*

粒径不断增大"

!

"-$%

时有最大平均粒径"这是因为
!

"-$%

条件最靠近等电点"

"'*

表面电荷绝对值较低"分子之间的排斥力减弱"容易发

生聚集形成大的聚集体!

!

".$%

条件下
"'*

粒径增大是因

为强酸条件蛋白结构变得松散"肽链展开$图
/

和图
-

%"且

蛋白表面正电势增大"分子间的排斥力增大"抑制了分子之

间的聚集"但一定程度上促进了线性多聚体的产生"从而提

高蛋白溶解度&

&/

'

!在
!

"

增大过程中"蛋白粒径逐渐增大#

!

"0$%

时"粒径主要分布在
&%

"

&&

和
/%

"

-%12

范围"保持

了大部分单体!在
!

"&%$%

时"粒径进一步增大"可能是因为

蛋白结构舒展后"形成更多的单体分子形成线性聚集体!

##

由图
/

(图
#

可知"在强酸强碱条件下"能使
"'*

分子

结构得到适当伸展"粒径变大"使得芳香族氨基酸残基之间

的距离增大"降低了
'()

到
3

4

5

和
35

!

的能量传递效率"最

终导致
35

4

残基荧光强度减弱"

'()

和
3

4

5

残基的荧光部分

被显示"表明在强酸强碱
!

"

条件下
"'*

溶解度得到改善!

从荧光光谱和紫外光谱的变化趋势可知"在酸性条件下
"'*

的构象稳定性相对较差"蛋白亚基容易发生解离缔合反应#

而在碱性条件下"

"'*

构象则相对稳定"且
"'*

构象具有更

大柔性"这与大豆硒蛋白的构象类似&

&/

'

!因此借助荧光光谱

和紫外二阶导数光谱"可以推测
"'*

氨基酸残基微环境的

变化"从而了解蛋白质分子三维结构的变化信息!

.

#

结
#

论

##

汉麻分离蛋白与大豆分离蛋白相比"其分子构象存在很

大差异"分子内含有更多的二硫键"圆二色谱和傅里叶红外

光谱检测结果显示
"'*

含有更多的
#

6

螺旋结构#荧光光谱

和紫外光谱结果显示
"'*

分子表面分布更多的芳香族氨基

酸"增大表面疏水性"具有紧凑的三级结构!在强酸强碱条

件下"能使
"'*

分子结构得到适当伸展"粒径变大"使得芳

香族氨基酸残基之间的距离增大"降低了
'()

到
3

4

5

和
35

!

的能量传递效率"导致
35

4

残基荧光被屏蔽强度减弱"

'()

和
3

4

5

残基的荧光部分被显示!相对而言"在酸性条件下

"'*
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