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双背景法扣除溶剂水峰及蛋白质热变性的研究

徐杨彪!王海水!

华南理工大学化学与化工学院!广东 广州
"

X(KOYK

摘
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"

研究蛋白质水溶液的红外光谱"

"\

#谱时!由于溶剂水的强吸收与蛋白质的吸收峰会发生严重重叠!

极大地干扰对蛋白质吸收峰的识别(定性(定量和结构分析'尝试利用杂化光谱法扣除溶剂水峰'采用双背

景方法!用空白
0N\

晶体"背景样品
(

#与
0N\

水层"背景样品
)

#合成了单光束杂化背景谱!通过控制对背

景样品
(

和背景样品
)

的扫描次数!合成的单光束杂化背景谱中水的信号强度可任意调节!成功实现了牛血

清白蛋白"

a*0

#水溶液中溶剂峰的在线扣除'与光谱差减技术比较!杂化光谱扣除法具有显著的优势%水

JYKKCI

g(峰强度接近于零!

(_KK

"

(VKKCI

g(区间得到近似平滑直线!水
(OYKCI

g(峰彻底扣除!观察到

了高质量的酰胺
"

带吸收峰'将杂化谱法获得
a*0

红外光谱二次微分!得到蛋白质二级结构大量信息!与文

献报道高度吻合'杂化光谱法应用到蛋白质热变性研究中!成功获得没有溶剂水峰干扰的蛋白质红外光谱!

变性前后!酰胺
#

带光谱发生明显改变!峰形变化显著!吸收峰往低波数方向移动!吸收强度显著减小'杂

化光谱
0N\

法扣除溶剂水峰简单(易操作(效果令人满意'

关键词
"

牛血清蛋白水溶液$溶剂水峰$杂化光谱法$双背景
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蛋白质是细胞和各类组织的重要组成部分)

(

*

'大多数蛋

白质的疏水端聚集成核而亲水端位于外表面!因此!多数蛋

白质可以溶解于水中)

)

*

'红外光谱是研究蛋白质分子的常用

方法!可以提供蛋白质的重要结构信息)

J

*

'水的红外吸收峰

主要集中在
JYKKCI

g(

"

6

0

5

伸缩振动#与
(OYKCI

g(

"剪

式振动#处'其中
JYKKCI

g(处的伸缩振动峰宽而强'

(OYK

CI

g(附近的剪式振动峰则会与蛋白质的酰胺
#

带"

(OXK

CI

g(

#几乎完全重叠!甚至会部分掩盖酰胺
$

带"

(XYX

CI

g(

#的吸收峰'蛋白质酰胺
#

带的红外光谱包含了众多二

级结构信息!例如
%

-

螺旋(

&

-

折叠(

&

-

转角以及无规则卷曲

等'但是水吸收峰与蛋白质吸收峰的重叠会对酰胺
#

带的光

谱识别造成严重干扰'扣除蛋白质水溶液中溶剂水峰!获得

高质量蛋白质的
"\

谱!是研究蛋白质结构的关键问题

之一)

Y

*

'

消除水溶液中溶剂水峰的干扰研究中!目前主要有重水

法!光谱差减技术和化学计量学方法等'用
Q

)

6

作溶剂!由

于同位素效应!

Q

)

6

的伸缩振动峰与弯曲振动峰分别出现在

)XKK

与
()KKCI

g(

!不会和蛋白质酰胺
#

带发生重叠)

X-O

*

'

然而!

"\

研究蛋白质重水溶液也存在问题!如果同时含有微

量水!就会导致光谱中同时出现
5

0

6

0

5

!

Q

0

6

0

5

以及

Q

0

6

0

Q

的吸收峰)

_

*

!使问题进一步复杂化'其次!蛋白质

中的活性氢会与重水中氘进行交换!氘代蛋白质与原蛋白质

结构和构象可能存在差异!会对一些光谱识别和结构分析造

成不利影响'随着化学计量学的兴起!人们开发了化学计量

学结合光谱差减技术进行水峰的扣除)

V

*

!但是水与蛋白质之

间存在着许多复杂相互作用!导致其扣除效果存在一定局限

性)

^

*

'人们又将光谱区域选择在蛋白质酰胺
'

带上!酰胺
'

带的光谱区域在
(JKX

"

()KKCI

g(

!这个区域受水的干扰小

并且也包含了蛋白质的二级结构信息'酰胺
'

带的吸收峰信

号相对于酰胺
#

带要弱很多!一些浓度低的蛋白质水溶液在

红外光谱上很难观察到清晰的酰胺
'

带吸收峰)

(K

*

'

强极性水有很强的红外吸收峰!减小样品的厚度!可以

降低溶剂水的吸收峰强度'然而!即使是
J

"

O

(

I

厚度的液

体池!水的吸收峰依然很强)

((

*

!

"\

测量需要极薄的水层!给

液体池制样技术带来很大挑战'

0N\

是测量液体样品特别

是水溶液的便捷方法)

()

*

'

0N\

的穿透深度
D

B

仅为红外辐射

在晶体表面波长的
(

&

(K

左右)

(J

*

!其样品的穿透厚度很小!



适合对吸收峰极强的水溶液测量'牛血清白蛋白"

a*0

#包含

XV(

个氨基酸残基!分子量为
OO]YYOUQ%

!是目前在生化实

验中应用最广泛的蛋白之一'研究中尝试利用双背景法结合

0N\

技术来进行
a*0

水溶液中溶剂水峰的扣除!希望能够

获得无水峰干扰的
a*0

的高质量红外光谱'对
a*0

进行热

变性处理!探究蛋白质变性过程中光谱的变化也是研究的

内容'

(

"

实验部分

FGF

"

双背景光谱法

a*0

的水溶液为样品!空的
0N\

晶体做背景!则得到

的
"\

谱中水峰信号为正!水峰很强'如果以纯水层
0N\

晶

体做背景!则得到的
"\

谱中水峰信号为负!水峰并不能完

全扣除'研究中将尝试双背景法!先用空
0N\

晶体做背景!

扫描
1

次后!暂停扫描!

0N\

晶体上滴加纯水层!继续扫描

水层
0N\

!观测水峰信号!随扫描次数增加水峰信号逐渐变

小!直至水峰信号弱至可忽略!停止扫描!就可获得
a*0

的

光谱'

FGH

"

试剂与仪器

牛血清白蛋白"

a*0

!

a$:\=%

'

=&@

!纯度
%

V̂̀

#购于

0D%I%?-P=@%

!浓盐酸"

5<H

!

0\

!

J_̀

#与氢氧化钠"

1%65

!

0\

!

%

Ồ

#均购于
2=&=M%H-\=%

'

=&@

!使用前未经过处理'

超纯水用
E$HH$-9

水净化系统制备得到'

a*0

水溶液的配制!

先将
XKKI

'

的
a*0

加入到
]̂XI#

超纯水中!轻轻摇动直

至完全溶解!然后加水定容到
(KI#

!得到
XKI

'

-

I#

g(的

a*0

水溶液'最后将配制好的
a*0

水溶液放于
Ye

冰箱中

保存!防止蛋白质变性'

红外光谱仪为
N;=MI:+$?;=M*C$=&@$A$C

公司的
1$C:H=@

"*XK

!

QN2*

检测器!光谱分辨率为
YCI

g(

!在
)Xe

条件下

测量!红外光谱室湿度维持在
OK̀

左右'

0N\

晶体为金刚

石'每次测量前!用
_X̀

乙醇清洗
0N\

晶体!干燥待用'图

(

为双背景法进行溶剂峰扣除的过程示意图'

图
F

"

双背景法溶剂峰扣除流程示意图

D2

4
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"
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结果与讨论

HGF

"

(0/

水溶液中水峰的扣除

图
)

是
XKI

'

-

I#

g(的
a*0

水溶液红外光谱图'采集

完
a*0

水溶液样品谱后!再采集背景谱'背景谱采集分两阶

段!对空
0N\

晶体"背景样品
(

#扫描
J)

次!暂停扫描!将

纯水滴加到
0N\

晶体上形成薄水层!制备背景样品
)

!继续

扫描
0N\

水层背景'扫描空
0N\

晶体
J)

次!得图谱"

&

#'

扫描空
0N\

晶体背景
J)

次后!暂停!制备背景样品
)

"

0N\

水层#!继续扫描
Ô

!

))Y

!

YVK

和
X̂O

次后的结果见图
)

"

'

0

(

#'背景单光束谱即含空
0N\

晶体信息又含水信息!可称

为杂化背景单光束谱!比如图
)

"

'

#中!杂化背景单光束谱可

表达为
!

hK])X

!

(

cK]_X

!

)

!

!

(

为空
0N\

晶体的贡献!

!

)

为
0N\

晶体水层的贡献!

K])X

由
J)j

"

J)c Ô

#得来'图
)

"

&

#中在
J_KK

"

)VKKCI

g(波段出现一个宽且强的溶剂水的

伸缩振动吸收峰'溶剂水在
JYKKCI

g(处的吸收峰很强!又

相对独立!因此将其选作参考峰'光谱采集时
JYKKCI

g(吸

收峰强度接近零时!就认为已经扣除了
a*0

水溶液中溶剂

的吸收峰'由图
)

"

&

#可看出!水的
(OYKCI

g(吸收峰遮盖了

酰胺
#

带'从"

'

#到"

(

#!随着对背景样品
)

扫描次数增加!

水的吸收峰逐渐变弱!酰胺
#

带逐渐显现!证明了双背景法

是有效的'背景样品
)

扫描
X̂O

次时!水的
JYKKCI

g(吸收

峰强度接近零!

(VKK

"

(_KKCI

g(附近的基线近似平滑直

线!表明水峰被彻底扣除了!强制停止扫描!就获得了无溶

剂峰干扰的
a*0

水溶液的红外光谱图!见图
)

"

(

#'图
)

"

(

#

中!

JYKKCI

g(峰信号几乎看不到!

(OYKCI

g(峰比
JYKK

CI

g(峰更弱!扣除应该更彻底'图
)

"

(

#中!已经可以清楚识

别酰胺
#

带'

图
H

"

QUJ

4

'

JN

VF的
(0/

水溶液红外光谱图

扫描空
0N\

背景
J)

次后!继续扫描水
0N\

背景%

&

%

K

次$

'

%

Ô

次$

)

%

))Y

次$

*

%

YVK

次$

(

%

X̂O

次

D2

4

GH

"

,%K")"+&*

3

+:1")#KQUJ

4

-

JN

VF

(0/)

T

$+#$**#;$12#%*

0$M0N\J)?C%&?

B

H,?R%@=M0N\

%

&

%

K?C%&?

$

'

%

Ô?C%&?

$

)

%

))Y

?C%&?

$

*

%

YVK?C%&?

$

(

%

X̂O?C%&?

""

为了验证双背景法的扣除效果!与光谱差减技术进行了

对比'将
a*0

水溶液的
0N\

红外光谱与溶剂水的
0N\

光

谱"均以空白
0N\

晶体作背景#进行差减!结果见图
J

'图
J
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&

#为
a*0

水溶液光谱!图
J

"

'

#是纯水的光谱'

图
?

"

光谱差减技术与双背景法扣除水溶液

溶剂峰的结果比较

&

%

a*0

水溶液的红外光谱$

'

%纯水的红外光谱$

)

%

a*0

水溶液与水的差谱$

*

%双背景扣除
a*0

水溶液溶剂峰

D2

4

G?

"

E#J

3

)"2*#%5+1>++%18+*

3

+:1");*$51"):12#%

)%&1>#5):S

4

"#$%&*)J

3

;+*J+18#&

&

%

"&AM%M=D?

B

=C@M,I:Aa*0%

.

,=:,??:H,@$:&

$

'

%

"&AM%M=D?

B

=C@M,I

:AR%@=M

$

)

%

Q$AA=M=&C=?

B

=C@M,IP=@R==&@;=@R:?

B

=C@M%:Aa*0

%

.

,=:,??:H,@$:&%&DR%@=M

$

*

%

N;=?

B

=C@M,I:Aa*0%

.

,=:,??:H,-

@$:&:P@%$&=DP

G

@R:P%CU

'

M:,&D?%I

B

H=?

""

将图
J

"

&

#与图
J

"

'

#光谱进行差减!得到图
J

"

)

#!差减系

数为
K]̂J

'差减之后得到的图
J

"

)

#并不理想'一方面!溶剂

水在
J_KK

"

)VKKCI

g(波段的伸缩振动峰有明显残留$另一

方面!在
(_KKCI

g(附近!出现了一个负的吸收峰!这是水

峰在
(_KKCI

g(区域被过度差减的结果'图
J

"

)

#表明!利用

差减技术同时扣除水的
(OYK

和
JYKKCI

g(峰很困难'通常

差减技术要求以
(VKK

"

(_KKCI

g(附近的基线近似平滑直

线为水峰完全扣除标准!而不考虑水的
JYKKCI

g(峰扣除效

果'图
J

"

*

#是通过双背景法获得的扣除溶剂峰之后的
a*0

水溶液的红外光谱'图
J

"

*

#表明!

JYKKCI

g(峰扣除较彻

底!

(VKK

"

(_KKCI

g(附近的基线近似平滑直线!双背景法

对溶剂吸收峰的扣除效果显著优于光谱差减技术'

""

为了进一步验证双背景法的有效性!对图
J

"

*

#进行了

二阶导数处理'处理的波段为
a*0

水溶液中的酰胺
#

带所在

的
(_KK

"

(OKKCI

g(区域!选取
*%L$@?U

G

-2:H%

G

导数!点数为

_

!多项式项数为
J

'需要注意!二阶导数处理后的负峰对应原

始谱图的吸收峰'二阶导数处理后的多个吸收峰列入表
(

'与

Q:&

'

)

(Y

*等报道的
a*0

吸收峰吻合很好'这一结果再次证明!

双背景法扣除溶剂峰的干扰可靠的(有效并令人满意的'

表
F

"

二阶导数谱的吸收峰归属与文献值比较

I)5;+F

"

I8+#"2

4

2%*#K18+

3

+)S*K#"18+*+:#%&'#"&+"

&2KK+"+%12);*

3

+:1"$J

本文结果 文献)

(Y

*

波数&
CI

g( 峰位 波数&
CI

g( 峰位

(O)Y]JJ

&

-

折叠
(O)Yb(]K

&

-

折叠

(O)̂]K(

&

-

折叠
(O)_b)]K

&

-

折叠

(OJO]Y_

&

-

折叠
(OJVb)]K

&

-

折叠

(OY_]VY

无规则
(OYVb)]K

无规则

(OXX]_J

%

-

螺旋
(OXOb)]K
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变性研究

蛋白质容易受到外界因素的影响而发生构象的变化!从

而丧失其生物活性'通过加热使蛋白质发生变性是最常见的

方式'

a*0

的变性温度大约是
_)e

'对
a*0

水溶液加热!

蛋白质变性之后再降低温度!

a*0

活性不能复原'进行
a*0

水溶液热变性实验!先对
a*0

水溶液加热恒温一段时间!溶

液冷却至室温后"

)Xe

#进行红外光谱的测定'

将五个
a*0

溶液样品分别经过
)X

!

YK

!

XX

!

_K

和
VXe

恒温水浴处理
JKI$&

!溶液冷却至室温后!

0N\

附件测量

a*0

水溶液的
"\

谱'双背景法获得的
"\

谱见图
Y

'

图
Y

中!曲线
&

对应于扫描空
0N\

晶体
J)

次!曲线
'

!

)

和
*

分别对应扫描空
0N\

晶体
J)

次
c

扫描
0N\

水层
1

次'

'

&

)

&

*

!随着
1

增加!水峰逐渐减弱!

*

为扣除溶剂水

峰后的图谱'当
a*0

水溶液进行
VXe

恒温水浴
JKI$&

后!

a*0

完全变性!图
Y

"

=

#与图
Y

"

%

0

D

#有明显区别!反映了

a*0

变性的实际状况'
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图
P

"

双背景法获得热处理之后的
(0/

水溶液的
,C

谱

热处理温度%"
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为了更好地观察
a*0

热处理的影响!将不同温度时扣

除了水峰的谱图绘制在一起)图
Y

"

%

0

=

#中
*

线*!见图
X

'如

果以
(VKK

"

(_KKCI

g(附近的基线近似平滑直线为标准!图

X

再次表明!双背景法扣除水峰是成功的!扣除效果令人

满意'

图
Q

"

扣除溶剂水峰的
(0/

水溶液的
,C

谱

热处理温度%

&

%

)Xe
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'
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随着温度的升高!

a*0

酰胺
#

带与酰胺
$

带的峰强度相

应地减小'当
a*0

变性后!如曲线图
X(

所示!酰胺
#

带的峰

型显著不同于变性前的图谱'蛋白质的变性破坏的是蛋白质

的二级结构!而酰胺
#

带包含了蛋白质二级结构的信息!这

是
a*0

的酰胺
#

带变性前后光谱发生较大变化的原因'

""

表
)

给出了图
X

中温度对
a*0

酰胺
#

带与
$

带的吸收

峰位置及吸光度的影响'随着温度的升高!

a*0

的酰胺
#

带

与
$

带的吸收峰发生了红移!吸光度逐渐减弱'比较图
XD

图

X=

!蛋白变性后!酰胺
#

带峰形峰位置和峰强度发生了明显

变化'表
)

结果也验证了这一结果'

表
H

"

温度对
(0/

酰胺
!

带与
"

带的影响

I)5;+H

"

@KK+:1#K1+J

3

+")1$"+#%)J2&+5)%&

!

)%&

)J2&+5)%&

"

#K(0/2%18+)

T

$+#$**#;$12#%*

曲线
温度

&

e

峰位置&
CI

g( 吸光度

酰胺
#

带 酰胺
$

带 酰胺
#

带 酰胺
$

带

& )X (OX)])Y (XYO]JY K]KYJ) K]KYK)

' YK (OX(]Y( (XYX]_( K]KJX( K]KJ(J

) XX (OX(]J_ (XYX]Y) K]KJJV K]K)̂ ^
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研究了杂化光谱法水溶液中溶剂水峰的扣除'采用双背

景方法!用空
0N\

晶体"背景样品
(

#与
0N\

水层"背景样

品
)

#合成了单光束杂化背景谱!通过控制对背景样品
(

和背

景样品
)

的扫描次数!合成的单光束杂化背景谱中水的信号

强度可任意调节!成功实现了
a*0

水溶液中溶剂峰的扣除'

与光谱差减技术比较!双背景样品法具有明显优势!简单(

易操作!扣除效果令人满意'对双背景法得到的
a*0

光谱二

次微分!得到了蛋白质
&

-

转角(

%

-

螺旋和
&

-

折叠等二级结构

信息'成功地利用杂化光谱法对
a*0

的热变性进行了研究!

揭示了变性过程中酰胺
#

带的峰形(峰位置以及吸光度的显

著变化'
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