
第 2 9卷 ,第 7期 　 　　　　　　　　　　　光 谱 学 与 光 谱 分 析 Vol1 29 ,No1 7 ,pp176421767
2 0 0 9 年 7 月 　　　　　　　　　　　 　Spect roscopy and Spect ral Analysis J uly , 2009 　

使用圆二色性光谱和红外光谱研究冬小麦麸皮抗冻蛋白的二级结构

张 　超1 , 2 , 张 　晖2 3 , 赵晓燕1 , 马 　越1 , 姚惠源2

11 国家蔬菜工程技术研究中心 , 北京市农林科学院蔬菜研究中心 , 北京　100097

21 江南大学食品科学与工程国家重点实验室 , 江苏 无锡　214122

摘 　要 　使用圆二色性光谱和红外光谱技术对冬小麦麸皮抗冻蛋白的二级结构进行了研究。由于冬小麦麸

皮抗冻蛋白在酰胺 Ⅰ带和 Ⅲ带位置中 , 各个特征峰相互叠加 , 因此采用 Gausse 峰型对圆头峰进行拟合、解

析 , 判断其α2helix ,β2sheet ,β2turn 和 Random coil 的相对含量 ; 同时对圆二色性光谱获得的结构信息 , 采用

按照 Chen2Yang 原理和最小二乘法编写的程序计算了冬小麦麸皮抗冻蛋白的二级结构。最后 , 讨论了两种

检测方法结果差异的原因 , 为冬小麦麸皮抗冻蛋白抗冻机理的研究奠定基础。
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引 　言

　　抗冻蛋白是一种具有降低体系冰点、抑制体系发生重结

晶作用的蛋白质 , 其独特的特性是与其结构密不可分的 [1 ] 。

在前文的研究中 , 本课题组从冬小麦中筛选获得抗冻蛋白

TaA FP[2 ] , 但是对其结构和抗冻机理还知之甚少。为了进一

步研究 TaAFP 的抗冻机理 , 本文对 TaA FP 的二级结构进行

了研究 , 通过对 TaA FP 二级结构的解析 , 可以为从理论上

解释 TaA FP 与冰晶结合的方式与结合位点奠定基础 , 有效

地揭示 TaA FP 的抗冻机理。

光谱技术是研究生物蛋白质构象与功能关系的一种有效

途径 , 其中圆二色光谱 (CD) 可以灵敏地反映出蛋白质构象

的变化 , 已被广泛应用于蛋白质的构象研究中 [3 , 4 ] 。傅里叶

变换红外光谱 ( FTIR) 属于振动光谱 , 主要研究分子间能级

的跃迁 , 是依据被检测样品中某一化学成分在近红外光谱区

的吸收特性不同而进行定量检测的一种无损、非破坏的绿色

分析方法 [5 , 6 ] 。通过测定样品酰胺 Ⅰ带和 Ⅲ带构象中α2he2
lix ,β2sheet ,β2turn 和 Random coil 的相对含量 , 最终获得样

品的二级结构信息 [5 , 729 ] 。本文结合使用 CD 和 FTIR 光谱的

两种测定方法 , 最终确定了 TaA FP 的二级结构信息。

1 　材料与方法

111 　TaAFP的分离纯化

TaA FP 按照本课题组已报道的方法进行纯化 [2 ] 。

112 　圆二色光谱检测

将样品溶解于 dd H2 O , 蛋白浓度达到 011 mg ·mL - 1 ,

测定远紫外区 (190～250 nm) CD 谱。采用光径 011 cm , 分辨

率为 012 nm , 谱带宽度为 110 nm , 灵敏度为 20 mdeg , 响应

时间为 0125 s , 扫描速度为 100 nm ·min - 1 , 环境温度 25

℃, 重复扫描 8 次 , 累加得到 CD 谱图。

图谱经过仪器本底消除和溶液空白差减 , 然后用根据

Chen2Yang 原理 [6 ]和最小二乘法编写 [10 ] 的程序计算α2helix ,

β2sheet ,β2turn 和 Random coil 的百分比含量。

113 　FTIR光谱检测

将冻干样品置于干燥器内用 P2 O5 充分干燥 , 称取样品

1 mg , 与 100 mg 溴化钾研磨混匀压片测定 FTIR。在数据采

集期间 , 为了减少水蒸汽 IR 吸收的干扰 , 持续用干燥的 N2

淋洗测量室。在与样品测定完全相同的条件下在室温敞开状

态收集空气背景。测定在波数范围为 4 000～400 cm - 1 的吸

收光谱 , 分辨率 4 cm - 1 , 波数精度 0101 cm - 1 , 扫描次数 32

次 , 环境温度 25 ℃。

谱图处理利用 Systat 的 Peakfit Version 4111 软件差减

背景谱图 , 差减后的谱图在谱带范围内 (酰胺 Ⅰ带 1 600～



1 700 cm - 1 ; 酰胺 Ⅲ带 1 220～1 330 cm - 1 ) 进行两点基线校

正 , 进行 9 点 Savit sk2Go1ay 函数平滑 [11 ] , 做二阶导数谱并

同时采用 Gauss 峰形进行拟合 , 估算出子峰的个数和位

置 [12 ] , 手动调整各子峰的峰高和半峰宽 , 多次拟合使残差最

小 ( r2 ≥01999) , 重叠在一起的不同谱带可完全分辨 , 确定各

子峰与各个二级结构的对应关系后 , 根据其积分面积计算各

种二级结构的相对百分含量。

2 　结果与讨论

211 　TaAFP使用 CD 光谱检测结果

TaA FP 的 CD 光谱[图 1 (a) ]在 193 nm 处有正吸收峰 ;

在 215 nm 附近有β2sheet 的特征负吸收峰 ; 不存在α2helix 所

特有的 209 和 222 nm 的双负槽峰。因而推测 , TaA FP 只含

少量或不含α2helix , 具有部分β2sheet 结构。

采用 Jasco J2715 圆二色谱仪计算机程序 (主要根据

Chen2Yang 原理 [6 ] 和最小二乘法 [10 ] 原理) , 计算 TaA FP 中

各种二级结构的百分含量 [图 1 (b) ]。结果显示 TaA FP 的α2
helix ,β2sheet ,β2turn 和 Random coil 的含量分别为 1117 % ,

5216 % , 017 %和 3510 %。

Fig11 　Circular dichroism spectra and the

experiential analysis of TaAFP
(a) : Circular dichroism spect ra of TaAFP ;

(b) : Secondary st ructure of t he experiential analysis of TaAFP

1 : Residue ; 2 : Observe ; 3 : Calculate

212 　TaAFP使用 FTIR光谱检测结果

使用 FTIR 对 TaA FP 的二级结构进行研究 , 主要对影

响其二级结构的酰胺 Ⅰ带 , Ⅱ带和 Ⅲ带构象进行讨论 (图 2) 。

根据相关文献报道显示图 2 中 , 1 659 cm - 1的吸收峰主要归

属于酰胺 Ⅰ带的吸收 , 1 547 cm - 1的吸收峰归属于酰胺 Ⅱ带

的吸收 , 1 299 cm - 1的吸收峰归属于酰胺 Ⅰ带的吸收 [14 , 15 ] ,

1 395 cm - 1 的吸收峰主要归属于酰胺 Ⅲ带的吸收 , 鉴于

TaA FP 酰胺 Ⅱ带的峰特征不明显。因此 , 主要对 TaA FP 酰

胺 Ⅰ带和酰胺 Ⅲ带进行解析 , 并综合酰胺 Ⅰ带和酰胺 Ⅲ获得

的构象信息 , 最终获得 TaAFP 的二级结构。

Fig12 　FTIR spectra of TaAFP

　　在酰胺 Ⅰ带 (1 600～1 700 cm - 1 ) 和酰胺 Ⅲ带 (1 220～

1 330 cm - 1 ) 的图谱中 , α2helix , β2sheet , β2turn 和 Random

coil 的吸收峰彼此严重重叠 , 因此形成圆头峰。为了使各个

峰分开 , 利用傅里叶红外光谱退卷积技术 , 同时考虑各吸收

峰相对吸光度差别的校正问题 , 将漫反射粉末直接红外光谱

技术所得结果进行解卷积后 , 分别在酰胺 Ⅰ带和酰胺 Ⅲ带范

围内获得 9 个吸收峰 (图 3) , 然后对各个吸收峰进行指认 ,

确定了各个吸收峰的位置和峰面积 , 并使拟合图谱与原图谱

残差 r2 ≥01999。

　　具体来说 , 酰胺谱带 Ⅰ带 (1 600～1 700 cm - 1 )的振动频

率取决于 C O 和 N —H 之间的氢键性质 , 即特征振动频

率 , 反映了多肽或蛋白质的特定二级结构信息 [15 ] 。根据报道

在酰胺 Ⅰ带中 , 1 612 , 1 621 , 1 631 和 1 641 cm - 1为β2sheet

的特征吸收峰 , 1 650 和 1 659 cm - 1为α2helix 的特征吸收峰 ,

1 659 和 1 668 cm - 1为 Random coil 的特征吸收峰 , 1 678 和

1 688 cm - 1为β2turn 的特征吸收峰 [图 3 (a) ] [5 , 6 ] 。综合 CD

光谱的分析结果 , TaA FP 中α2helix 的含量较小 , 而 1 659

cm - 1处于α2helix 和 Random coil 的交界位置 , 因此将 1 659

cm - 1峰归属于 Random coil 比较合理 (表 1) 。通过对酰胺 Ⅰ

带峰形拟合 , 最终获得在 TaA FP 中 ,α2helix ∶β2sheet ∶β2
turn ∶Random coil = 15187 ∶36100 ∶17131 ∶30182。对

图 3 (a)拟合谱各峰进行了二级结构指认 , 结果见表 1。

　　按照类似的方法 , 酰胺 Ⅲ带中 1 238 , 1 250 , 1 262 和

1 274 cm - 1为β2sheet 的特征吸收峰 , 1 274 和 1 287 cm - 1为

β2turn 的特征吸收峰 , 1 299 和 1 311 cm - 1为α2helix 的特征

吸收峰 , 1 311 , 1 323 和 1 336 cm - 1为 Random coil 的特征吸

收峰[图 3 (b) ]。综合酰胺 Ⅰ带的分析结果 , TaA FP 中α2he2
lix 的含量较小 , 而 1 311 cm - 1处于α2helix 和 Random coil 的
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交界位置 , 所以将 1 311 cm - 1峰归属于 Random coil 比较合

理。而 1 274 cm - 1处于β2sheet 和β2turn 的交界位置 , 若归于

β2sheet , 则可以于酰胺 Ⅰ带的结果相互吻合 , 因此 , 将 1 274

cm - 1子峰归于β2sheet (表 1) 。通过对酰胺 Ⅰ带峰形的拟合 ,

最终可以获得在 TaA FP 中α2helix ∶β2sheet ∶β2turn ∶Ran2
dom coil = 15103 ∶36192 ∶17175 ∶30130。

Table 1 　Secondary structural compositions of TaAFP determined by FTIR spectra

Amide Ⅰ & Ⅲ
Composition of t he secondary st ructure

α2helix β2sheet β2t urn Random coil

Ⅰ Peak/ cm - 1 1 650 (15187)
1 612 (21 33) , 1 621 (51 89) ,

1 631 (131 18) , 1 641 (141 61)
1 678 (10184) ,

1 688 (6147)
1 659 (161 67) ,
1 668 (14114)

Content/ % 15187 361 00 17131 301 82

Ⅲ Peak/ cm - 1 1 299 (15103)
1 238 (41 98) , 1 250 (71 90) ,
1 262 (91 74) , 1 274 (14129)

1 287 (17175)
1 311 (171 88) ,
1 323 (9116) ,
1 336 (31 26)

Content/ % 15103 361 92 17175 301 30

　　The number out of t he bracket is t he wavelengt h of t he peak (cm - 1) and t he number in t he bracket is t he content of

t he corresponding peak in t he line of peak

Fig13 　FTIR curve f itting of TaAFP in

the amide Ⅰand Ⅲregion
(a) : Fit ting curve of TaAFP amide Ⅰby Gauss peak ;

(b) : Fit ting curve of TaAFP amide Ⅲby Gauss peak

　　综合分析 FTIR 图谱中酰胺 Ⅰ带和酰胺 Ⅲ带的结果 ,

TaA FP 的二级结构组成 : α2helix 为 15105 %～15187 % , β2
sheet 为 36100 %～ 36192 % , β2turn 为 17131 %～ 17175 % ,

Random coil 为 30131 %～30182 %。

213 　FTIR光谱与 CD 光谱检测结果差异的原因

FTIR 光谱和 CD 光谱测定结果有差别的原因很多 , 比

如测定温度、测定环境、数据处理方法、样品状态和测定方

法等 [16218 ] 。在本研究中 , 测定温度和测定环境的影响可以排

除。在 FTIR 光谱数据处理方法方面 , 我们曾经尝试使用更

多或更少的 Gauss 峰对红外图谱进行拟合 , 但是结果显示最

优拟合的残差 ( R2 ) 依然不能达到 0198 (数据未显示) , 不符

合一般数据拟合的要求。所以 , 我们选择了 9 个 Gauss 峰对

其进行拟合 , 应该是最佳的数据处理方法。在 CD 光谱处理

中 , 使用了最通用按照 Chen2Yang 原理 [6 ] 和最小二乘法编

写 [11 ]的程序进行计算 , 也应该是非常合理的。因此 , 数据处

理方法应该也不是造成实验结果差异的主要原因。

综合上述讨论 , 测定结果有差异的原因可能在于两种测

定方法测定对象的状态不同。CD 光谱研究对象为浓度非常

低的 TaA FP 溶液 ; 而 FTIR 的研究对象为 TaA FP 的固体粉

末。TaA FP 在稀溶液的状态下分子结构充分舒展 , 同时由于

其具有将强的亲水性 [2 ] , 因此 , TaA FP 还可能与水发生氢键

作用 , 对其天然的二级结构可能会产生轻微影响 , 类似的结

论杨海灵 [16 ]等也曾经报道过。而一般认为蛋白质固体的有

序程度要比在溶液中的有序程度高一些 [19 ] 。因此 , FTIR 和

CD 光谱的测定结果有微小差别是合理的。
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The Secondary Structure of Winter2Wheat2Bran Antifreeze Protein
Determined by FTIR and CD Spectrum

ZHAN G Chao1 , 2 , ZHAN G Hui2 3 , ZHAO Xiao2yan1 , MA Yue1 , YAO Hui2yuan2

1. National Vegetable Engineering Research Center , Vegetable Research Center , Beijing Academy of Agriculture and Forest ry

Sciences , Beijing 　100097 , China

2. Key Laboratory of Food Science and Technology , Jiangnan University , Wuxi 　214122 , China

Abstract 　The secondary st ructure of winter wheat bran antif reeze protein was analyzed by F TIR and CD spect ra. The character2
istic peaks of the secondary st ructure of the winter wheat bran antif reeze protein were overlapped f rom the FTIR analysis. The

overlapped peaks of amide Ⅰand Ⅲof the winter wheat bran antif reeze protein were fitted by the Gauss peak to show the char2
acteristic peaks of theα2helix ,β2sheet ,β2turn and random coil. The CD spect rum was evaluated by the Chen2Yang principle and

analyzed by the least squares method. Furthermore , the difference between the two analyses was discussed. The final result s

showed that the α2helix , β2sheet , β2turn and random coil of the winter wheat bran antif reeze protein was 15105 %215187 % ,

36100 %236192 % , 17131 %217175 % , and 30130 %230182 % , respectively. The result would be helpful to the study of the anti2
f reeze mechanism of the winter wheat bran antif reeze protein.

Keywords 　Winter2wheat2bran antif reeze protein ; Secondary st ructure ; Fourier t ransform inf rared spect rum ; Circular dichroism

spect rum ; Amide Ⅰand Ⅲ
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