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以牛血清白蛋白'

%LO

(和葡萄糖为原料"采用光谱技术从分子水平上研究不同浓度尿素'

@

!

H

P"?

0

S

gB

(对
%LO

糖基化反应的影响$结果表明)

%LO

经过尿素处理后"其糖基化产物的自由氨基含量和

内源荧光强度均显著下降*同步荧光光谱表明
%LO

与尿素的结合点更接近于色氨酸'

;(

:

(残基*紫外光谱

分析表明经尿素处理后
%LO

的糖基化产物的紫外吸收值均有不同程度的增加*三维荧光光谱表明随着尿素

浓度的增加"

%LO

的最大发射波长产生先红移再蓝移的变化趋势"说明其结构展开"促进了
%LO

的糖基化

反应$结果表明"尿素处理会使
%LO

的空间结构发生不同程度的伸展"且当尿素浓度为
DP"?

0

S

gB时
%LO

的糖基化反应程度最大$
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蛋白质的结构展开与其糖基化反应之间存在较大的相关

性"可以促进蛋白质结构展开的有化学试剂%

BAK

&

'尿素#二硫

苏糖醇等(#超声波%

D

&

#动态高压微射流%

I

&等"

X+4

/

等%

D

&研

究发现高强度超声波可以促进卵清蛋白结构的去折叠"提高

糖基化反应程度*

V0"4

/

等%

I

&研究发现动态高压微射流在
F@

M$+

以下时会使
#

A

乳球蛋白结构展开*

.Q+4

/

等%

K

&研究发

现二硫苏糖醇可使卵白蛋白的二硫键断裂"蛋白质结构展

开"糖基化位点从
H

个增加至
BK

个$但是尚未见研究尿素对

牛血清白蛋白'

3"*)4'-'(QP+?3QP)4

"

%LO

(糖基化产物影响

的报道$

由于大部分蛋白质都具有荧光特性"在外力作用或与其

他物质作用后"其荧光特性和高级结构可能发生改变$

;+4

/

等%

C

&采用光谱技术测定了不同条件下云扁豆蛋白与葡糖糖反

应的结构和理化性质的变化*

O4

d

+4+2"

5

等%

E

&通过荧光光谱

和圆二光谱分析了葡糖糖修饰血红素蛋白前后的二级和三级

结构变化*

V0"4

/

等%

H

&采用紫外分析和内源荧光光谱分析

法"研究了动态高压微射流对
#

A

乳球蛋白与低聚半乳糖糖基

化反应前后构象的变化"因此"可以运用蛋白质的光谱学特

性分析不同尿素浓度对蛋白质糖基化产物的影响$

血清白蛋白是脊椎动物的血浆和血清中含量最高的一种

可溶于水的大分子蛋白%

F

&

"含量高达
I@P

/

0

PS

gB

"约占血

浆中总蛋白的
CK7

!

EK7

"具有维持血液渗透压#调节血液

:

.

及转运脂肪酸#氨基酸#金属离子#类固醇#药物等多种

物质的生理功能%

GAB@

&

$其中"

%LO

是牛血液和牛奶中常见的

一种球状蛋白"其序列与人血清白蛋白'

0QP+4-'(QP+?3QA

P)4

"

.LO

(具有
HE7

的同源性"是由
CFD

个氨基酸残基组成

的单肽链"是一种常用的模式蛋白"可作为动物来源的代表

蛋白%

BB

&

$故本文选用
%LO

为模式蛋白"开展相关研究可为

其他动物蛋白的糖基化改性提供理论参考$尿素常作为非蛋

白氮原料添加至动物饲料中"因此"本研究的开展可为探索

尿素对动物体内甚至是人体内新陈代谢的影响提供理论支

撑$

首先采用不同浓度尿素诱导
%LO

结构发生不同程度的

展开"再与葡萄糖进行糖基化反应"基于三维荧光光谱#同

步荧光光谱#内源荧光光谱和紫外光谱技术分析不同浓度尿

素诱导对
%LO

糖基化反应产物空间结构的影响"揭示尿素

对
%LO

糖基化的作用规律"为基于尿素导致的蛋白质结构

展开对蛋白质糖基化反应的影响提供理论依据$
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实验部分
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材料!试剂及仪器
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#

[A

葡萄糖均购于
L)

/

P+

化学试剂公司*尿素#

;()-A.6?

均为国产分纯$

8AKGB@

紫外光谱扫描仪"日本
.1;O6.1

公司*
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荧光光谱扫描仪"日本
.1;O6.1

公司$

MNO
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方法

B#K#B
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样品制备

用
:

.

为
H#I

浓度为
@#@CP"?

0

S

gB的
;()-A.6?

溶液配

置成
B@@P

/

0

PS

gB的
%LO

溶液"用同浓度的
;()-A.6?

溶

液配置尿素溶液"浓度分别为
@

"

B

"

K

"

D

"

I

"

C

"

E

和
HP"?

0

S

gB

"尿素浓度
@P"?

0

S

gB为本实验对照组*在
BCPS

的离

心管中加入
@#BPS%LO

溶液"将不同浓度尿素溶液等体积

分别加入离心管混合均匀"

DHi

水浴
K0

后加入与蛋白质量

比为
BcB

的葡萄糖"

E@i

水浴
D0

"样品制备完成"置于
I

i

冰箱备用$

B#K#K

!

自由氨基的测定

采用邻苯二甲醛'

"A

:

0,0+?+?&'0

5

&'

"

J$O

(法测定
%LO

糖基化产物中自由氨基的含量"

J$O

试剂的配制方法参照

文献%

BK

&$取
K@@

$

S

样品溶液"加入配好的
J$O

试剂溶液

I#@PS

"混匀"

DCi

避光反应
KP)4

"于
DI@4P

处测定其吸

光值"空白采用
K@@

$

S

蒸馏水$以赖氨酸做标准工作曲线"

然后根据标准曲线计算样品中自由氨基的含量$

B#K#D

!

内源荧光光谱分析

对不同浓度尿素处理的
%LO

糖基化样品溶液'

BP

/

0

PS

gB

(进行内源荧光光谱分析$内源荧光参数设置)激发波

长为
KF@4P

"发射光谱扫描范围为
D@@

!

C@@4P

"扫描速度

为
KI@4P

0

P)4

gB

"激发和发射的狭缝宽度均为
C4P

$

B#K#I

!

同步荧光光谱分析

对不同浓度尿素处理的
%LO

糖基化样品溶液'

BP

/

0

PS

gB

(进行同步荧光荧光光谱分析$固定激发和发射波长的

间隔为
&"

fBC4P

和
&"

fE@4P

"在
KCi

下扫描同步荧光

光谱$

B#K#C

!

紫外光谱分析

对不同浓度尿素处理的
%LO

糖基化样品溶液'

BP

/

0

PS

gB

(进行紫外扫描"扫描范围为
BG@

!

IC@4P

"扫描速度

为
K@@4P

0

P)4

gB

"狭缝宽度为
B#C@4P

$

B#K#E

!

三维荧光光谱分析

对不同浓度尿素处理的
%LO

和
DP"?

0

S

gB尿素浓度处

理的糖基化
%LO

样品溶液'

BP

/

0

PS

gB

(进行三维荧光荧光

光谱分析$三维荧光分析的参数为激发波长扫描范围)

K@@

!

E@@4P

"发射波长扫描范围)

K@@

!

E@@4P

"扫描速率为

BK@@@4P

0

P)4

gB

"狭缝宽为
C4P

$

K
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结果与讨论

ONM

!

自由氨基含量变化

%LO

的糖基化反应是葡萄糖分子的羰基与蛋白质分子

的氨基通过共价键相互交联而形成的糖蛋白化学反应"因此

%LO

自由氨基含量的变化可以反映其糖基化程度$从图
B

可

以看出"经过不同浓度尿素处理的
%LO

"其糖基化产物的自

由氨基含量均显著下降$这说明尿素处理可使
%LO

分子的

空间结构发生不同程度的伸展"使
%LO

分子中的氨基暴露

在蛋白质分子表面"葡萄糖的羰基更易与
%LO

分子中的氨

基发生共价交联反应"促进了
%LO

与葡萄糖的糖基化反应$

故经过尿素处理的
%LO

"其糖基化产物中的自由氨基含量均

显著下降$从图
B

还可看出"在尿素浓度为
DP"?

0

S

gB时"

%LO

糖基化产物的自由氨基含量降至最低为
F#HCP

/

0

\

/

gB

"糖基化程度达到最大$而高浓度尿素'

I

!

HP"?

0

S

gB

(处理的
%LO

糖基化产物的自由氨基含量高于尿素浓度

为
DP"?

0

S

gB时的自由氨基含量"可能是由于高浓度的尿素

对
%LO

的糖基化反应形成了空间位阻"阻碍了葡萄糖分子

与
%LO

分子的共价交联$

图
M

!

不同浓度尿素处理的
#F?

糖基化产物的

自由氨基含量分析
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内源荧光光谱分析

%LO

的内源性荧光主要来自分子内部的色氨酸残基

'

;(

:

(#酪氨酸残基'

;

5

(

(和苯丙氨酸残基'

$0'

("其中
%LO

分子中
;(

:

残基的荧光强度远远大于
;

5

(

残基和
$0'

残基"

因此可以用
%LO

分子中的
;(

:

残基作为内源荧光探针来分

析不同尿素浓度对
%LO

糖基化产物内源性荧光强度的影响$

图
O

!

不同浓度尿素处理的
#F?

糖基化产物的荧光光谱
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从图
K

可以看出"尿素的加入使
%LO

糖基化产物的内

源荧光强度显著下降"且随着尿素浓度的增加
%LO

糖基化

产物的内源性荧光强度呈逐渐降低的趋势$

%LO

有两个色氨

酸残基
;(

:BDI

和
;(

:KBD

'如图
D

所示("其中
;(

:KBD

位于
%LO

分子疏水腔内"而
;(

:BDI

位于
%LO

分子表面%

BD

&

"因此引起

%LO

糖基化产物内源性荧光强度显著下降的原因可能是由

于尿素诱导后的
%LO

发生了去折叠"降低了
;(

:

残基之间

的能量传递"导致
%LO

分子疏水腔内的
;(

:KBD

外翻至分子表

面"且随着尿素浓度的增加"

;(

:KBD

逐渐暴露于溶剂中"从而

发生荧光猝灭"使得糖基化产物的内源性荧光强度显著下

降$从图
K

还可以看出尿素浓度为
B

!

IP"?

0

S

gB时"

%LO

糖基化产物的最大发射波长发生了轻微的蓝移'从
DI@

到

DDE4P

("这是由于
%LO

与葡萄糖糖发生糖基化反应后"

;(

:

所处的微环境发生变化"疏水性增加"使得
%LO

糖基化

产物的最大发射波长蓝移$此外"与对照样品对比"当尿素

图
B

!

#F?

的空间结构图

>*

+

NB

!

$)(,

7

%9(,-1@9-@1(2:#F?

浓度大于
IP"?

0

S

gB

"最大发射波长逐渐发生红移"从
DDE

4P

红移至
DI@4P

"这可能是由于高浓度的尿素处理使得

;(

:

残基周围环境的疏水性降低"亲水性增加"

%LO

分子已

经完全伸展变形"使
;(

:

残基完全暴露于溶剂中$

ONB

!

同步荧光光谱分析

蛋白质的同步荧光光谱已被广泛用于研究蛋白质的结构

变化"是一种快速#灵敏#无损的分析方法"可用来研究蛋

白质分子中发色基团空间结构的变化以及周围微环境的变

化$由于内源荧光无法区分
%LO

分子中
;(

:

残基和
;

5

(

残

基的荧光光谱"因此"采用同步荧光光谱法测定不同浓度尿

素处理的
%LO

糖基化样品空间结构的变化$

&"

fBC4P

同

步荧光光谱显示
%LO

糖基化产物中
;

5

(

残基的光谱特征"

&"

fE@4P

所得到的同步荧光光谱图显示
%LO

糖基化产物

中
;(

:

残基的荧光光谱特征"其残基的最大发射波长与
%LO

糖基化产物所处的环境极性有关"如果最大发射波长发生改

变"说明残基所处的微环境发生改变$图
I

为不同浓度尿素

处理对
%LO

糖基化产物同步荧光强度的影响$如图
I

'

+

(所

示"在
%LO

浓度固定在
BP

/

0

PS

gB时"随着尿素浓度的增

加"

B

!

DP"?

0

S

gB尿素浓度处理后
%LO

最大发射波长的强

度高于未加尿素对照组"而
I

!

HP"?

0

S

gB的尿素浓度处理

后的
%LO

最大发射波长的强度低于未加尿素对照组"且
;

5

(

残基的特征荧光光谱峰位置发生蓝移"说明经过
I

!

HP"?

0

S

gB尿素处理之后的
%LO

糖基化产物的
;

5

(

残基所在的微环

境发生改变"疏水性增加"亲水性降低$对比图
I

'

+

(和'

3

(可

知"

;(

:

残基的荧光强度远远高于
;

5

(

残基的荧光强度"而

且相比
;

5

(

残基的荧光强度"

;(

:

残基的荧光强度下降更为

显著"表明尿素与
%LO

的结合点更接近于
;(

:

残基"但同时

;(

:

残基的最大发射波长略有蓝移"说明其附近的疏水性发

生一定程度地增强"极性减小"疏水性增加"

%LO

分子发生

去折叠"

;(

:

残基由分子内部展开至蛋白质表面$

图
!

!

不同浓度尿素处理的
#F?

糖基化产物的同步荧光光谱
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紫外光谱扫描分析

紫外扫描分析是一种简单易行的分析蛋白质空间构象变

化的方法%

BI

&

$

%LO

在紫外区'

BG@

!

IC@4P

(有紫外吸收"这

与
%LO

分子中的芳香族氨基酸
;(

:

"

;

5

(

和
$0'

具有密切的

关系$因此"可采用紫外扫描的方法来研究不同浓度尿素处

理对
%LO

糖基化产物空间结构的影响$由图
C

可知"经尿素

处理后的
%LO

糖基化产物的紫外吸收值均大于对照组"而

且
DP"?

0

S

gB尿素浓度处理后的
%LO

糖基化产物的紫外吸

收值均大于其他浓度"说明尿素的加入"在不同程度上打开

了
%LO

的蛋白质分子结构"使
%LO

分子内部的芳香族氨基
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酸残基暴露于蛋白质表面*也可能是尿素处理使蛋白质结构

展开"从而有利于
%LO

与葡萄糖发生羰胺缩合反应"产生较

多的糖基化产物羟甲基糠醛"其在
KHF4P

附近也有紫外吸

收%

BC

&

"且在
DP"?

0

S

gB的尿素浓度时最有利于糖基化产物

的生成"此结果与上述自由氨基含量的测定结果一致$

图
;

!

不同浓度尿素处理
#F?

糖基化

样品的紫外扫描光谱
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尿素对
#F?

三维荧光光谱的影响

三维荧光技术可以用于蛋白质空间结构变化研究"主要

是由于其激发波长#发射波长和荧光强度与蛋白质微环境的

变化息息相关$因此"为了探究尿素对
%LO

展开作用的影响

以及后期糖基化产物的结构变化"通过三维荧光光谱揭示不

同尿素浓度下
%LO

的结构变化以及糖基化后
%LO

的构象变

化'如图
E

和表
B

所示("利用三维荧光光谱的等高线显示其

激发波长#发射波长和荧光强度$由图
E

和表
B

可见"三维

荧光均拥有一个典型荧光峰$

%LO

在激发波长为
KF@4P

时"

荧光峰主要揭示
%LO

中
;

5

(

和
;(

:

残基的光谱特性"添加

不同比例尿素的
%LO

的荧光光谱最大发射波长逐渐发生红

移"从原样的
Ra

!

RP

)

KF@

!

DHC

变化到尿素添加量为
I

P"?

0

S

gB条件下的
Ra

!

RP

)

KF@

!

DF@

"光谱峰强度由
BBBE

增加到
BKID

$可能是由于尿素的加入使
%LO

的微环境发生

改变"疏水性降低"亲水性增加"同时也表明具有亲水性的

尿素与
%LO

发生了相互作用"导致
%LO

结构改变"最大发

射波长
RP

发生红移$但是当尿素添加量到
HP"?

0

S

gB时"

荧光峰又变化为
Ra

!

RP

)

KF@

!

DHB

"最大发射波长发生蓝移"

可能是由于蛋白质中多肽链间
,,

6 J

结构的
1&1

"跃迁增

大"高浓度的尿素使蛋白质完全变性"疏水性增加"从而使

荧光峰发生蓝移$

!!

从糖基化样品'尿素添加量为
DP"?

0

S

gB

(的三维荧光

光谱图'图
E

(和表
B

分析可发现"糖基化后
%LO

的荧光峰

Ra

!

RP

出现在
KF@

!

DH@

"与未糖基化反应的
%LO

和
DP"?

0

S

gB尿素浓度处理的
%LO

相比"其三维荧光有显著差异"最

大发射波长发生了
C

和
B@4P

的蓝移"该现象表明经过尿素

处理的
%LO

糖基化产物的肽链骨架发生了空间构象变化"

其高级结构发生改变"

%LO

环境的疏水性增加"极性减小"

该结果与同步荧光的研究结果一致$

D

!

结
!

论

!!

利用光谱技术来研究不同尿素浓度对
%LO

糖基化反应
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图
S

!

不同浓度尿素处理的
#F?

和糖基化
#F?

产物的三维荧光光谱图
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M

!

典型三维荧光峰
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gB

KF@
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DH@ BKIH

糖基化样品
KF@

!

DH@ BDDI

产物空间结构的影响"得到以下结论)

!!

'

B

(通过内源荧光光谱分析可以看出"尿素的加入会使

%LO

分子去折叠从而促进蛋白质的糖基化反应"导致其糖基

化产物的内源性荧光发生猝灭$

'

K

(通过同步荧光光谱分析得出
%LO

与尿素的结合点更

接近于
;(

:

残基$

'

D

(通过自由氨基和紫外吸收光谱分析得出
%LO

分子在

尿素的诱导下紧密的空间结构变得松散"芳香族氨基酸暴露

至表面"可促进糖基化反应进行"且
DP"?

0

S

gB尿素浓度下

最有利与糖基化产物的生成$

'

I

(通过三维荧光光谱分析得出随着尿素浓度的增加"

%LO

的最大发射波长先红移再蓝移"经
DP"?

0

S

gB尿素诱

导的
%LO

糖基化产物的肽链骨架的空间构象发生变化$
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