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摘　要　采用圆二色谱（ＣＤ）、Ｘ射线衍射（ＸＲＤ）、ＡＮＳ荧光探针和紫外光谱（ＵＶ）研究了Ｓ－构型转化对卵
白蛋白微观结构的影响。结果显示，不同诱导时间处理的卵白蛋白二级结构的α－螺旋，β－折叠，β－转角和无
规卷曲之间相互转化，α－螺旋略有减少，β－折叠相应增加，分子有序性提高；Ｓ－构型转化后卵白蛋白晶体结
构增加，７２ｈ处理后结晶区最大，说明蛋白结构的有序性提高，与ＣＤ分析结果一致；卵白蛋白的表面疏水
性随诱导时间的延长而增强，７２ｈ处理后达到最大值；Ｓ－构型转化使卵白蛋白分子表面具有紫外吸收的芳
香氨基酸残基包埋于分子内部，导致最大紫外吸光值随诱导时间的延长而下降。研究表明，卵白蛋白的微观
结构变化与Ｓ－构型转化有关。
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引　言

　　卵白蛋白，又称卵清蛋白，占蛋清蛋白５４％～６３％，为
单体、球状磷酸糖蛋白，相对分子质量４３．０ｋＤａ，等电点

４．５，由３８５个氨基酸残基组成，其中５０％以上为疏水氨基
酸［１，２］。经０．１９５ｎｍ分辨率的晶体结构测定，卵白蛋白为７
ｎｍ×４ｎｍ×５ｎｍ的椭圆形状，几乎所有的多肽链由已知的
二级结构组成［３］。自然卵白蛋白（Ｎ－卵白蛋白）在禽蛋贮藏或
孵化期间转化为热稳定形式，Ｓｍｉｔｈ将其命名为Ｓ－卵白蛋
白［４－７］。研究表明，Ｓ－卵白蛋白为Ｎ－卵白蛋白的构象异构体，

而非化学改性衍生物［８，９］。Ｓｍｉｔｈ报道 Ｎ－卵白蛋白可在碱性
条件下热处理而人工诱导制备Ｓ－卵白蛋白，在Ｓ－构型转化进
程中分子特性与功能性质发生相应变化［１０－１２］。许多研究者对

Ｓ－卵白蛋白进行了研究，主要集中于形成途径与机理、影响
因素及疏水性、凝胶特性等部分理化性质，未见Ｓ－构型转化
对卵白蛋白微观结构影响的相关报道。本工作以 Ｎ－卵白蛋
白为原料，通过紫外光谱、ＡＮＳ荧光探针、Ｘ射线衍射和圆
二色谱研究Ｓ－构型转化前后卵白蛋白的微观结构变化情况，
以期能够为进一步阐释Ｓ－卵白蛋白形成机制以及Ｓ－构型转
化对其理化性质的影响机理提供理论依据，为开发高性能卵

白蛋白新产品提供新的途径。

１　实验部分

１．１　材料与仪器
当日产鲜鸡蛋（武汉九峰山养鸡场），ＳＣＲ２０ＢＣ高速冷

冻离心机（日本日立公司），ＡＬＰＨＡＬ　１－４ＬＤ真空冷冻干燥
机（德国ＣＨＲＩＳＴ公司），ＪＡＳＣＯＪ－８１０旋光仪（日本ＪＡＳＣＯ
公司），Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄ－８多功能Ｘ射线衍射仪（德国布鲁克公司），

ＩＦ－５４０１荧光分光光度计（日本日立公司），ＤＵ７００紫外／可见
光分光光度计（美国贝克曼库尔特有限公司）等。

１．２　卵白蛋白的制备

１．２．１　Ｎ－卵白蛋白的制备
采用ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｃｌ－６Ｂ离子交换法制备［１３］。当日

产蛋清（约３００ｍＬ）中加入６００ｍＬ　ｐＨ７．５，含有１０ｍｍｏｌ·

Ｌ－１巯基乙醇的５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，４℃搅拌

２４ｈ。溶液在１４　０００ｇ、４℃离心３０ｍｉｎ，除去沉淀，向上清
液中添加１　８００ｍＬ　５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　７．５），温和
搅拌３０ｍｉｎ后，滤纸过滤。向滤液中添加５００ｇ　ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈ－
ａｒｏｓｅ　Ｃｌ－６Ｂ，４℃温和搅拌２０ｈ。溶液用玻璃过滤器（Ｇ２）过
滤，随后用大量的１０Ｌ软化水和５Ｌ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ先



后洗涤。蛋白质用一系列１Ｌ０．１０，０．１５，０．２０，０．２５，０．３５
ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ逐步洗脱。０．１５和０．２０ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ批组
收集后超滤浓缩（分子截留量１０ｋＤａ），浓缩液透析后于－２０
℃和０．１～０．５ｍｂａｒ冻干，于－２０℃贮存备用。

１．２．２　Ｓ－卵白蛋白的制备
根据Ｓｍｉｔｈ与Ｂａｃｋ等［１０，１３］报道的方法由Ｎ－卵白蛋白制

备。将２．５ｇ　Ｎ－卵白蛋白溶解于６０ｍＬ去离子水中，用０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＯＨ调整ｐＨ值至９．９。溶液置于５５℃诱导７２
ｈ，每２４ｈ取样一次。诱导后溶液用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＨＣｌ中和
至ｐＨ　７．０，于４℃透析。透析后蛋白冷冻干燥，于－２０℃贮
存备用。

１．３　光谱的测定

１．３．１　圆二色谱
连续充氮、２５℃条件下，１９０～２５０ｎｍ扫描，速度１００

ｎｍ·ｍｉｎ－１，光谱间隔０．１ｎｍ，选用０．１ｃｍ厚椭圆形比色
皿测定远紫外圆二色谱，８次累积。

１．３．２　Ｘ射线衍射
测定条件：特征衍射线Ｃｕ和 Ｎｉ，管压４０ｋＶ，电流５０

ｍＡ，预置时间０．１ｓ，５～４０℃扫描，测定卵白蛋白的结晶结
构。

１．３．３　ＡＮＳ荧光探针光谱
用０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１　ｐＨ　７．４磷酸缓冲液稀释至蛋白浓度

０．０１ｍｇ·ｍＬ－１，取不同诱导时间的稀释样品４ｍＬ，加入

２０μＬ　ＡＮＳ溶液作为荧光探针并于室温保持１ｈ。样品用荧
光分光光度计扫描，扫描条件为激发波长２９５ｎｍ，发射波长

３００～４５０ｎｍ，狭缝宽度５ｎｍ，扫描速度１００ｎｍ·ｍｉｎ－１。

１．３．４　紫外光谱
将卵白蛋白溶于５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ　７．４磷酸缓冲液

中，配制成０．０１ｍｇ·ｍＬ－１蛋白质溶液，样品分别在２４０～
３４０ｎｍ下用紫外－分光光度计扫描（速度１００ｎｍ·ｍｉｎ－１）。

２　结果与讨论

２．１　ＣＤ光谱研究卵白蛋白二级结构
蛋白质、多肽的主要光活性基团为肽链骨架中的肽键、

芳香氨基酸残基及二硫键，ＣＤ光谱根据这些基团的圆二色
性对二级结构进行研究，Ｓ－构型转化处理后的卵白蛋白的

ＣＤ测定结果如表１所示。结果表明，Ｎ－卵白蛋白的二级结
构由α－螺旋（２８．７％），β－折叠（３４．３％），β－转角（１５．７％）和无
规卷曲（２１．３％）组成，以α－螺旋和β－折叠为主；经７２ｈ诱导
处理后，α－螺旋略有减少（２７．３％），β－折叠含量相应增加
（３７．１％），β－转 角 稍 有 增 加 （１６．９％），无 规 卷 曲 减 少
（１８．７％）。

Ｓ－构型转化不同诱导时间对卵白蛋白氨基酸残基的结合
牢固程度有不同程度的影响，同时影响蛋白分子内部的电荷
分布，从而导致二级结构发生部分变化。α－螺旋与β－折叠是
蛋白质的有序二级结构，结构有序性与部分功能特性存在协
同作用。Ｓ－构型转化使卵白蛋白的α－螺旋、β－折叠、β－转角和
无规卷曲之间发生相互转化；有序二级结构含量略有提高，

分子刚性增强、有序性提高。Ｅｇｅｌｎｄａｌ报道的Ｓ－卵白蛋白热

诱导凝胶的强度远低于 Ｎ－卵白蛋白可被该结果所支持；此
外，Ｓ－卵白蛋白热稳定性提高也与该现象有关［１４］。

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｄｕｒｉｎｇ
Ｓ－ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

α－螺旋／％ ２８．７　 ２８．３　 ２７．８　 ２７．３

β－折叠／％ ３４．３　 ３４．８　 ３６．６　 ３７．１

β－转角／％ １５．７　 １６．０　 １６．５　 １６．９
无规卷曲／％ ２１．３　 ２０．９　 １９．１　 １８．７

２．２　Ｘ射线衍射研究卵白蛋白晶体结构
通过Ｘ射线衍射分析可了解蛋白质经物理或化学方法

处理后的颗粒结晶结构变化情况［１５］。Ｘ射线衍射图反映结晶
结构差别，峰高（衍射强度）和半峰宽（衍射角）与内部结晶区
的晶粒大小有关，晶粒越小，衍射峰的峰高强度越低，半峰
宽越大［１６，１７］。Ｓ－构型转化后卵白蛋白的 Ｘ射线衍射图谱如
图１所示。

　　由图１分析可知，与未经诱导的样品相比，Ｓ－构型转化
诱导后卵白蛋白的结晶形式变化不明显，只有衍射线强度有
所增加，分子链之间排列更为有序。诱导７２ｈ后的卵白蛋白
的峰衍射强度最高，结晶区最大，由此可推测Ｓ－构型转化可
提高卵白蛋白的结构有序性，促进晶体结构的增加。这与

ＣＤ图谱获得的信息一致，即卵白蛋白经Ｓ－构型诱导处理后，

规则二级结构含量增加、促进了晶体结构的形成（表２）。

Ｆｉｇ．１　ＸＲＤ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｄｕｒｉｎｇ　Ｓ－ｏｖａｌｂｕｍｉｎ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

Ｔａｂｌｅ　２　ＸＲＤ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｄｕｒｉｎｇ
Ｓ－ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

样品 Ｎｏ ． ２θ ｄ　 Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

０ｈ
１
２

８．７９０
１９．５４９

９．２７９　５
３．３７５　４

４７
５１

２４ｈ
１
２

９．１０６
１９．３５１

８．９２９　２
４．６６１　４

４４
５８

４８ｈ
１
２

９．０２７
１９．３７１

８．９９３　３
４．４８６　５

４７
６２

７２ｈ
１
２

８．９８８
１９．４１１

９．０３０　５４
４．１７４　４

５０
６８

２．３　荧光光谱研究卵白蛋白表面疏水性
蛋白质中氨基酸残基非极性侧链之间的疏水相互作用是
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蛋白质折叠成独特三维结构的主要原因，是维持蛋白质三级
结构最重要的作用力，对蛋白质的功能性质也有重要作
用［１８，１９］。ＡＮＳ荧光探针法是评价蛋白质表面疏水性的经典
方法，是水溶液中蛋白质三维结构的一种反映［２０］。Ｓ－构型诱
导处理后卵白蛋白的表面疏水性变化如图２所示。

　　由图２分析可知，与未经Ｓ－构型转化处理的样品相比，

随着诱导时间的延长，卵白蛋白的荧光强度提高，但最大吸
收波长（λｍａｘ）仍为２７７ｎｍ，没有发生蓝移或红移现象。卵白
蛋白５０％以上为疏水氨基酸残基，在Ｓ－构型转化进程中受
碱性环境、热力的不同程度作用，分子内的振动增强、维系
空间结构的次级键遭到破坏，导致蛋白的结构松弛、活性中
心内部的疏水基团暴露，从而增强卵白蛋白的表面疏水
性［７］。

Ｆｉｇ．２　Ｓｕｒｆａｃｅ　ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｄｕｒｉｎｇ
Ｓ－ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

２．４　紫外光谱研究卵白蛋白构象
由于色氨酸（Ｔｒｐ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）残基的侧链基团对光的

吸收，其次是苯丙氨酸（Ｐｈｅ）、组氨酸（Ｈｉｓ）、半胱氨酸（Ｃｙｓ）

残基的侧链和肽键对光的吸收，其中Ｔｒｐ和Ｔｙｒ在２８０ｎｍ
波长附近有一个吸收峰，因此蛋白质能够吸收一定波长范围
的紫外光，紫外光谱法是研究溶液中蛋白质构象的有效方

Ｆｉｇ．３　ＵＶ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｄｕｒｉｎｇ　Ｓ－ｏｖａｌｂｕｍｉｎ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｈｉｇｈｅｓｔ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ　ｏｆ　ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｄｕｒｉｎｇ
Ｓ－ｏｖａｌｂｕｍｉｎ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

法［２１］。卵白蛋白的紫外吸收光谱分析结果如图３和图４所
示。

　　由图３分析可知，所有样品的最大紫外吸收峰（λｍａｘ）均
在２８０ｎｍ处，并没有发生蓝移或红移，说明卵白蛋白 Ｔｒｐ
和Ｔｙｒ残基的侧链基团分布并没有发生变化。但经Ｓ－构型转
化后卵白蛋白的最大吸光度发生变化，由图４分析可知，经

Ｓ－构型转化处理后的卵白蛋白的最大紫外吸光值呈下降趋
势，由０ｈ的０．５９３　６下降至７２ｈ的０．４５６　８，下降幅度达

２３．０５％。这主要是因为在Ｓ－构型转化进程中，卵白蛋白分
子的有序二级结构增多，具有紫外吸收的芳香氨基酸残基由
分子表面被包埋至内部，使分子表面具有紫外吸收的氨基酸
残基减少，从而导致紫外吸光值降低。

３　结　论

　　本研究利用圆二色谱、Ｘ射线衍射、ＡＮＳ荧光探针和紫
外光谱研究了Ｓ－构型转化对卵白蛋白微观结构的影响。Ｓ－构
型转化影响卵白蛋白分子内部的电荷分布、氨基酸残基的结
合牢固程度，致使二级结构中的α－螺旋、β－折叠、β－转角和无
规卷曲之间发生相互转化，有序二级结构的含量稍有提高，

分子刚性、有序性提高。Ｓ－构型转化处理后的卵白蛋白的结
晶形式无大变化，但结晶区的衍射线强度有所增加，分子链
之间排列更为有序，促进卵白蛋白晶体结构的增加。Ｓ－构型
转化处理后的卵白蛋白的最大荧光吸收波长没有发生偏移，

但荧光强度随诱导时间的延长而提高，Ｓ－构型转化可促进卵
白蛋白表面疏水性的提高。Ｓ－构型转化使卵白蛋白分子表面
具有紫外吸收的芳香氨基酸残基被包埋于分子内部，处理后
样品的最大紫外吸收峰均在２８０ｎｍ处，但最大紫外吸光值
下降。研究结果表明，卵白蛋白的微观结构变化与Ｓ－构型转
化有关，这为进一步阐释Ｓ－卵白蛋白形成机制及Ｓ－构型转化
对其理化性质影响的机理提供理论依据。
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