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摘　要　对莲子蛋白质进行了Ｏｓｂｏｒｎｅ蛋 白 质 分 类。采 用 傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱（ＦＴＩＲ）对 清 蛋 白、球 蛋 白、

醇溶蛋白和谷蛋白进行二级结构分析。应用去卷积和曲线拟合方法对四种 蛋 白 组 分 的 酰 胺Ⅰ和Ⅲ带 进 行 分

析，清蛋白和球蛋白之间以及醇溶蛋白 和 谷 蛋 白 之 间 各 相 应 子 峰 峰 位 和 二 级 结 构 峰 面 积 百 分 比 差 异 较 小，

但前两者各相应子峰峰位与后两者略有差异；而前两者各相应二级结构峰面积百分比与后两者有较大差异，

特别是前两者的各相应有序结构（α－螺旋＋β－折叠）峰面积的百分比明显大于后两者。用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ
溶液提取的球蛋白和清蛋白有序结构含量均在５５％左右，而醇或碱提的醇溶蛋白和谷蛋白的有序结构含量

仅为４０％左右，盐提的蛋白质二级结构有序性和稳定性更高。
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引　言

　　莲子营养丰富，富含蛋白质［１］。蛋 白 质 具 有 的 特 定 生 理

活性在很大程度上由其构象决定，莲子蛋白的功能与其结构

有很大的关联。红外光谱法因具宏观整体鉴定复杂体系的优

点及无损快速 的 特 点，成 为 研 究 蛋 白 质 二 级 结 构 的 有 效 方

法。前期工作我们已经研究了莲子蛋白组分的氨基酸成分及

其营养价值［１］，目前国内莲子蛋白的研究多停留在提取工艺

和组成方面［２，３］，而对 莲 子 蛋 白 质 结 构 研 究 鲜 有 涉 及。本 文

对莲子蛋白质进行了Ｏｓｂｏｒｎｅ蛋 白 质 分 类，应 用ＦＴＩＲ结 合

去卷积、二阶导 数 和 曲 线 拟 合 技 术 对 酰 胺Ⅰ和Ⅲ带 进 行 处

理，对蛋白组分二级结构的变化进行 研 究，以 期 为 莲 子 蛋 白

品质变化的机理研究提供有参考价值的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与化学试剂

空心白莲（湖南宏兴隆湘 莲 食 品 有 限 公 司），３７℃干 燥，

制成莲子粉（１００目）。所有化学试剂均为分析纯。

１．２　蛋白质的分级制备及纯化

蛋白质的分级制备及纯化见文献［１］。

１．３　红外光谱测定

精确称取待 测 蛋 白 组 分 样 品（５．０ｍｇ）和 溴 化 钾（１００．０
ｍｇ）压片，采用ＰＥ公 司 的Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ＧＸ傅 里 叶 变 换 红 外 光

谱仪（ＦＴＩＲ）测定。ＤＴＧＳ检 测 器，光 谱 测 量 范 围 为４　０００～
４００ｃｍ－１，光谱分辨 率 为４ｃｍ－１，信 号 扫 描 累 加６４次。经

Ｏｒｉｇｉｎ　８．０去卷积和二阶导数转换，Ｐｅａｋｆｉｔ软 件 曲 线 进 行 拟

合。

１．４　红外光谱数据处理

分别对各 蛋 白 组 分 的４　０００～４００ｃｍ－１区 间 的ＦＴＩＲ进

行分析，在此基础上进一步分析其在３　１００～２　８００ｃｍ－１（脂

肪酸带）、１　８００～１５００ｃｍ－１（酰胺Ⅰ和Ⅱ带）、１　５００～１　２００
ｃｍ－１（指纹带，包括酰胺Ⅲ带）和１　２００～９００ｃｍ－１（多 糖 带）

谱带差异，以皮尔森相关系数计算Ｄ值，以Ｄ为指标比较各

蛋白组分间的差异。其中Ｄ表示两个光谱的相关性［４］
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其中ｙ１ 和ｙ２ 为给定波长的吸光度，ｎ为给定波长范围内比

较数据点个数，珔ｙ１ 和珔ｙ２ 分别为ｙ１ 和ｙ２ 平均值。当Ｄ 值 为

０，１　０００和２　０００时分别表示两光谱完全相关，完全不相关，

完全负相关。当Ｄ值在０～１０００范围时，两光谱存在部分相

关，其值越大，差异越大，相关性越小。



２　结果与讨论

２．１　莲子蛋白组分光谱Ｄ值分析

从表１可 知，四 种 蛋 白 组 分 无 论 在 总 谱 带４　０００～４００
ｃｍ－１区间，还是 在 分 区 谱 带３　１００～２　８００，１　８００～１　５００，

１　５００～１　２００和１　２００～９００ｃｍ－１区间，四种蛋白组分均为部

分相关。在４　０００～４００ｃｍ－１区 间，清 蛋 白 和 谷 蛋 白 的Ｄ 值

为１９．５３，醇 溶 蛋 白 和 谷 蛋 白 的Ｄ 值 为２８．４０，而 清 蛋 白 和

醇溶蛋白、清蛋白和谷蛋白及球蛋白和谷蛋白之间的Ｄ值分

别提 高 到２２３．９２，３６３．９２和１３７．９７，这 说 明 了 清 蛋 白 和 球

蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白之间的光谱 差 异 较 小，但 清 蛋 白 和

球蛋白与醇溶蛋白和谷蛋白相比差异大。在３　１００～２　８００和

１　２００～９００ｃｍ－１范围内，球蛋白和清蛋白之间、醇溶蛋白和

谷蛋白 之 间 的 光 谱 同 样 差 异 不 大，相 关 性 好。１　８００～１　５００
ｃｍ－１（酰胺带Ⅰ和Ⅱ）区间显示蛋白质结构，清蛋白和球蛋白

的Ｄ值为２４．３，醇溶蛋白和谷蛋白的Ｄ值为４５．０１，说明清

蛋白和球蛋白结构相似，醇溶蛋白和 谷 蛋 白 结 构 相 似；而 清

蛋白与醇溶蛋白和 谷 蛋 白 的Ｄ 值 分 别 为１７５．６３和３６０．６２，

球蛋白与醇溶蛋白和谷蛋白的Ｄ值分别为８３．３８和２３５．９４，

说明清蛋白（或球 蛋 白）对 醇 溶 蛋 白（或 谷 蛋 白）的 相 关 性 较

小，暗示其蛋白结构存在差异。在１　５００～１　２００ｃｍ－１属于酰

胺Ⅲ区间，清蛋白和球蛋 白 的Ｄ值 为２３．４６，醇 溶 蛋 白 和 谷

蛋白的Ｄ值为２０．２３，这与１　８００～１　５００ｃｍ－１区间各蛋白组

分Ｄ 值 相 似，清 蛋 白 与 醇 溶 蛋 白 和 谷 蛋 白 的 Ｄ 值 分 别 为

１２１．７４和１１２．６。综 上 所 述，四 种 蛋 白 组 分 的ＦＴＩＲ光 谱 各

相对应峰强有一定差异，特别是的清蛋白（或球蛋白）对醇溶

蛋白（或谷蛋白）的差异较大。其中在 酰 胺Ⅰ，Ⅱ和Ⅲ带 区 间

差异最大。可能 由 于 不 同 溶 剂 提 取 的 蛋 白 组 分 中 蛋 白 质 不

同，从而导致其结构上的差异，尤其是 他 们 的 二 级 结 构 发 生

了改变，从而导 致 了 他 们 的 酰 胺 带 光 谱 的 各 相 对 应 峰 强 差

异。
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４　０００～４００

Ａｌｂｕｍｉｎ　 ０
Ｇｌｏｂｕｌｉｎ　 １９．５３　 ０
Ｐｒｏｌａｍｉｎ　 ２２３．９２　 ５２．０９　 ０
Ｇｌｕｔｅｌｉｎ　 ３６３．９２　 １３７．９７　 ２８．４０　 ０

３　１００～２　８００

Ａｌｂｕｍｉｎ　 ０
Ｇｌｏｂｕｌｉｎ　 ７．０９　 ０
Ｐｒｏｌａｍｉｎ　 ２６．６１　 ５０．６４　 ０
Ｇｌｕｔｅｌｉｎ　 １２．１２　 ３０．６８　 ６．６９　 ０

１　８００～１　５００

Ａｌｂｕｍｉｎ　 ０
Ｇｌｏｂｕｌｉｎ　 ２４．３　 ０
Ｐｒｏｌａｍｉｎ　 １７５．６３　 ８３．３８　 ０
Ｇｌｕｔｅｌｉｎ　 ３６０．６２　 ２３５．９４　 ４５．０１　 ０

１　５００～１　２００

Ａｌｂｕｍｉｎ　 ０
Ｇｌｏｂｕｌｉｎ　 ２３．４６　 ０
Ｐｒｏｌａｍｉｎ　 １２１．７４　 ５２．２４　 ０
Ｇｌｕｔｅｌｉｎ　 １１２．６　 ４２．２２　 ２０．２３　 ０

１　２００～９００

Ａｌｂｕｍｉｎ　 ０
Ｇｌｏｂｕｌｉｎ　 ２．７９　 ０
Ｐｒｏｌａｍｉｎ　 ３３．３１　 ３７．８３　 ０
Ｇｌｕｔｅｌｉｎ　 ２４．２７　 ２７．４５　 ２．７６　 ０

２．２　酰胺Ⅰ带去卷积和二阶导数ＦＴＩＲ谱图分析

酰胺Ⅰ带（１　７００～１　６００ｃｍ－１）对 蛋 白 质 二 级 结 构（α－螺
旋、β－折叠、无规卷曲、转角 结 构）的 变 化 最 为 敏 感，故 用 酰

胺Ｉ带分 析 各 莲 子 蛋 白 组 分 的 二 级 结 构 的 差 异。１　６１５～
１　６４０和１　６８９～１　６９８ｃｍ－１谱 带 归 属 于 蛋 白 质β－ｓｈｅｅｔ区

间［５－７］，清蛋白在１　６２７，１　６３８、１　６９１和１　６９６ｃｍ－１存在强吸

收峰，球蛋白在１　６２０，１　６３６，１　６９２和１　６９６ｃｍ－１也为强且

宽的吸收峰，而醇溶 蛋 白 和 谷 蛋 白 在１　６２８，１　６９１和１　６９６
ｃｍ－１的吸收峰明显弱于清蛋白和球蛋白的（表２），表明清蛋

白和球蛋白含有较 多 的β－ｓｈｅｅｔ结 构。１　６４１～１　６４９ｃｍ－１为

蛋白质的无 规 卷 曲 区 间，四 种 莲 子 蛋 白 组 分 均 在 约１　６４３
ｃｍ－１处有吸收峰，除了球蛋白，其他组分在１　６４９ｃｍ－１处还

有吸收峰；球蛋白和谷蛋白在约１　６４５ｃｍ－１处有吸 收 峰，而

清蛋白和醇溶蛋白在此处无吸收峰。在１　６５０～１６５９ｃｍ－１处

是蛋白 质α－螺 旋 区 间［６］，四 种 莲 子 蛋 白 组 分 均 在１　６５６和

１　６５９ｃｍ－１处有吸收峰，仅球蛋白在１　６５０ｃｍ－１处 又 出 现 一

新吸收峰。清蛋白在１　６５６和１　６５９ｃｍ－１有强且宽的吸收峰，

球蛋白在１　６５０，１　６５６和１　６５９ｃｍ－１也存在强吸收峰，而醇

溶蛋白和谷蛋白在此处吸收峰强较弱，表明清蛋白和球蛋白

相 对 于 醇 溶 蛋 白 和 谷 蛋 白 含 有 较 多 的α－螺 旋 结 构。１　６６０～
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１　６３８　 ５．７０　 １　６３６　 ８．３０　 １　６３６　 ５．９１　 １　６３６　 ４．９５
１　６９１　 ５．６０　 １　６９２　 ４．３２　 １　６９０　 ３．１４　 １　６９２　 ２．４６
１　６９６　 ４．８０　 １　６９６　 ７．８６　 １　６９７　 １．７５　 １　６９７　 ３．０２

Ｒａｎｄｏｍ　ｃｏｉｌ
１　６４３　 １．４９　 １　６４３　 ７．５３　 １　６４２　 ５．７３　 １　６４２　 ６．１４
－ － １　６４６　 ５．６５ － － １　６４５　 ５．３６

１　６４９　 ７．２８ － － １　６４８　 ９．１７　 １　６４９　 ５．３５

α－Ｈｅｌｉｘ
－ － １　６５０　 １０．５２ － － － －

１　６５５　 １４．１８　 １　６５６　 ６．５３　 １　６５４　 ８．９３　 １　６５３　 １５．７６
１　６５９　 ６．２１　 １　６５９　 ７．２１　 １　６５９　 ８．０９　 １　６５７　 ０．７８

β－ｔｕｒｎ

１　６６５　 １２．１　 １　６６３　 ６．４２　 １　６６４　 ９．３５　 １　６６４　 ９．０５
１　６７１　 ６．５０　 １　６７２　 ８．３１　 １　６７０　 １０．２６　 １　６７１　 ６．０６
－ － － － １　６７４　 １．２７ － －
－ － － － １　６７６　 ９．０５　 １　６７６　 ５．８１

１　６７９　 ３．５８　 １　６７８　 ５．３２　 １　６８０　 ３．７４　 １　６８０　 ７．６０
１　６８６　 １４．７８　 １　６８６　 ７．６４　 １　６８６　 ７．７４　 １　６８６　 １４．７５

１　６８８ｃｍ－１归属于β－ｔｕｒｎ结构的吸收 峰，四 种 莲 子 蛋 白 组 分

均在约１　６６４，１　６７０，１　６８０和１　６８６ｃｍ－１处有吸收峰，醇溶

蛋白在１　６７４和１　６７６ｃｍ－１处 出 现 新 的 吸 收 峰，谷 蛋 白 在

１　６７６ｃｍ－１处也有一新吸收峰。

Ｆｉｇ．１　Ｏｒｉｇｉｎａｌ（ｕｐｐｅｒ），ｄｅｃｏｎｖｏｌｖｅｄ（ｍｉｄｄｌｅ）ａｎｄ　ｓｅｃｏｎｄ
ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ（ｂｏｔｔｏｍ）ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

（ａ）：Ａｌｂｕｍｉｎ；（ｂ）：Ｇｌｏｂｕｌｉｎ；（ｃ）：Ｐｒｏｌａｍｉｎ；（ｄ）：Ｇｌｕｔｅｌｉｎ

２．３　酰胺Ⅰ带拟合结果分析

莲子蛋白组分二级结构的相对含量决定了莲子蛋白组分

酰胺Ⅰ带的吸收峰形状。对酰胺Ｉ带处二阶 导 数 和 去 卷 积 所

得１３～１６个子峰进行高斯拟合（图２）。各子峰面积在总面积

中的百分含 量 对 应 其 所 归 属 的 相 应 的 二 级 结 构 的 含 量［５－８］，

蛋白组分各子峰的面积百分比 及 归 属 见 表２。从 表３中 各 蛋

白组分在酰胺Ⅰ带归属的主要二级结构（α－螺旋、β－折 叠、转

角及无规卷曲）的面积 百 分 含 量 可 知，清 蛋 白 二 级 结 构 含 量

依次为：β－转角３６．９６％，β－折叠３３．８８％，α－螺旋２０．３９％和

无规卷曲结构８．７７％；球蛋白β－折叠３４．８７％含量最高，其

次 是 β－转 角 ２７．６９％，α－螺 旋 ２４．２５％，无 规 卷 曲 结 构

１３．１８％含量最少；醇溶蛋白β－转角含量４１．３９％为最高，其

他依次为β－折叠２６．６７％，α－螺旋１７．０２％，最少为无规卷曲

结构１４．９％；谷蛋白β－转角 含 量４３．２７％居 于 首 位，次 之β－
折叠２３．３４％，无规卷曲１６．８５％和α－螺旋１６．５４％。

Ｆｉｇ．２　Ｏｒｉｇｉｎａｌ　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ（ｕｐｐｅｒ）ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅ－ｆｉｔｔｅｄ　ｉｎ－
ｄｉｖｉｄｕａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｂａｎｄｓ（ｂｏｔｔｏｍ）ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ
ｉｎ　ａｍｉｄｅⅠｒｅｇｉｏｎ

（ａ）：Ａｌｂｕｍｉｎ；（ｂ）：Ｇｌｏｂｕｌｉｎ；（ｃ）：Ｐｒｏｌａｍｉｎ；（ｄ）：Ｇｌｕｔｅｌｉｎ
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　　在蛋白质的二级结构中，α－螺 旋 和β－折 叠 结 构 具 高 度 稳

定性，为蛋白质的有序结构；而β－转角和 无 规 卷 曲 为 蛋 白 质

的无序结构，为此可将α－螺旋和β－折叠结构含量用于衡量蛋

白结构的稳定性［９，１０］。在酰胺Ⅰ带清蛋白和球 蛋 白 之 间 以 及

醇溶蛋白和谷蛋白之间各相应子峰峰位基本无差异，但前两

者各相应子峰峰位的与后两者的略有差异。而四种蛋白组分

各相应二级结构峰面积的百分比却存在不同，球蛋白中有序

结构（α－螺旋＋β－折 叠）的 含 量 最 高 为５９．１２％，清 蛋 白 其 次

为５４．２７％，醇溶 蛋 白 为４３．６９％，谷 蛋 白 最 少 为３９．８８％。

清蛋白和球蛋白之间以及醇溶蛋白和谷蛋白之间各相应二级

结构峰面积百分比差异较小，但前两者与后两者的峰面积百

分比存在明显 不 同，特 别 是 前 两 者 的 各 相 应 有 序 二 级 结 构

（α－螺旋＋β－折叠）峰面 积 百 分 比 明 显 大 于 后 两 者。差 异 最 大

的 几个峰主要来自α－螺旋结构（１　６５５和１　６５９ｃｍ－１）、β－折叠

结构（１　６９６ｃｍ－１）和β－转角结构（１　６７６ｃｍ－１）的振动吸收（表

２）。上述分析表明，莲 子 经 过 不 同 溶 剂 提 取 后，蛋 白 质 的 结

构不同，其中０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ溶 液 提 取 所 得 的 球 蛋 白 和

清蛋白整个分子构象有序度、二级结 构 稳 定，而 醇 提 的 醇 溶

蛋白和碱提的 谷 蛋 白 的 分 子 构 象 有 序 度、结 构 稳 定 性 均 较

差。

２．４　酰胺Ⅲ带拟合结果分析

由于酰胺Ⅲ带信号较弱，各种二级结构谱带的指认技术

相对还不太成熟，不同文献的谱带归 属 区 别 较 大。本 文 根 据

Ｆｕ［１１］和谢孟峡［１２］等 研 究，对 酰 胺Ⅲ带 的 谱 峰 作 如 下 归 属：

１　３３０～１　２９０ｃｍ－１为α－螺旋；１　２９５～１　２６５ｃｍ－１为β－转 角；

１　２７０～１　２４５ｃｍ－１为 无 规 卷 曲；１　２５０～１　２２０ｃｍ－１为β－折
叠。相对于酰胺Ⅰ带，α－螺 旋 和 无 规 卷 曲 在 酰 胺Ⅲ带 中 间 隔

较远，不易混淆。故同时分析酰胺Ｉ带与酰胺Ⅲ带有利于 得

到更为准确、可靠的蛋白质二级结构。采 用 曲 线 拟 合 的 方 法

对酰胺Ⅲ带进行拟合（表３），四 种 蛋 白 组 分 在 酰 胺Ⅰ带 和 酰

胺Ⅲ带的主要二级结构相对含量接近，两组谱带的拟合结果

基本吻合，说明用酰胺Ｉ带分析各蛋白组分 的 二 级 结 构 是 准

确的，结果可信。

Ｔａｂｌｅ　３　Ｍａｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｍｏｕｎｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

Ｐｒｏｔｅｉｎ　 Ｍｅｔｈｏｄ
Ｓｅｃｏｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ／％

α－ｈｅｌｉｘ β－ｓｈｅｅｔ β－ｔｕｒｎ　Ｒａｎｄｏｍ　ｃｏｉｌ

Ａｌｂｕｍｉｎ ＡｍｉｄｅⅠ
ＡｍｉｄｅⅢ

２０．３９
２０．５８

３３．８８
３２．８９

３６．９６
３８．５５

８．７７
７．９８

Ｇｌｏｂｕｌｉｎ ＡｍｉｄｅⅠ
ＡｍｉｄｅⅢ

２４．２５
２４．８０

３４．８７
３５．０９

２７．６９
２８．００

１３．１８
１２．１１

Ｐｒｏｌａｍｉｎｅ ＡｍｉｄｅⅠ
ＡｍｉｄｅⅢ

１７．０２
１６．１９

２６．６７
２７．４０

４１．３９
４０．１３

１４．９０
１６．２８

Ｇｌｕｔｅｌｉｎ ＡｍｉｄｅⅠ
ＡｍｉｄｅⅢ

１６．５４
１５．３４

２３．３４
２２．５１

４３．２７
４３．５１

１６．８５
１８．６４

３　结　语

　　四种莲子蛋白组分的ＦＴＩＲ谱 图 存 在 差 异，其 中 在 酰 胺

带上清蛋白和球蛋白组分的各相对应峰强与醇溶蛋白和谷蛋

白组分的差异较为明显。通过对蛋白组分酰胺Ⅰ带各子峰进

行分析，清蛋白和球蛋白之间以及醇溶蛋白和谷蛋白之间各

相应子峰峰位和二级结构峰面积百分比差异较小，但前两者

各相应子峰峰位与后两者略有差异；前两者的各相应有序结

构（α－螺旋＋β－折叠）峰 面 积 的 百 分 比 明 显 大 于 后 两 者。说 明

清蛋白和球蛋 白 的 结 构 稳 定 性 大 于 醇 溶 蛋 白 和 谷 蛋 白，即

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ溶液提取 所 得 的 球 蛋 白 和 清 蛋 白 有 序 结

构（α－螺旋＋β－折叠）的含量比较高，无序 结 构（β－转 角＋无 规

卷曲）的含量少，二 级 结 构 稳 定 性 高，而 用 醇 或 碱 提 的 醇 溶

蛋白和谷蛋白的分子构象有序度低，二 级 结 构 稳 定 性 差。四

种蛋白组分在酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅲ带的主要二级结构相对含量

接近，两组谱带的拟合结果基本吻合，说 明 用 酰 胺Ⅰ带 分 析

各蛋白组分的二级结构是准确的，结果可信。
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