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疏水表面上吸附态溶菌酶的 DSC和 FTIR研究

雷祖猛1 , 耿信鹏1* , 戴 � 丽1, 耿信笃2

1. 西安工程大学环境与化学工程学院, 陕西 西安 � 710048

2. 西北大学现代分离科学研究所, 陕西 西安 � 710069

摘 � 要 � 联合差示扫描量热 ( DSC)和傅里叶变换红外吸收光谱( FT IR)分别研究了鸡蛋白溶菌酶( L yz)在适

度疏水吸附剂( PEG�600)表面上吸附和折叠时, 不同盐(硫酸铵)浓度、表面覆盖度和变性剂(盐酸胍)浓度对

无水环境的吸附态天然和变性溶菌酶构象变化及热稳定性的影响。研究发现: 随着硫酸铵浓度和溶菌酶表

面覆盖度的增加, 吸附态天然和变性溶菌酶的吸热峰温度都逐渐降低, 同时在较高温度下的微扰也增多。吸

附发生后, ��螺旋结构减少, ��折叠和 ��转角结构增多。在 FT IR图谱中, 吸附态变性溶菌酶在 1 400~ 1 425

cm- 1处的 C� C 拉伸振动峰和 1 650~ 1 670 cm- 1处的酰胺 带特征峰都能明显观测到。但是, 与之相比, 相

同条件下吸附态天然溶菌酶在 1 650~ 1 670 cm- 1处特征峰却几乎看不到。吸附态天然溶菌酶发生了结构丢

失, 表现得更加不稳定。
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引 � 言

� � 蛋白在固体表面上的热稳定性研究一直受到人们的关

注, 研究手段也是多种多样, 包括红外( FT IR) [ 1] , H/ D交换

和质谱联用 ( HDX�M S) [ 2] 以及差示扫描量热 ( DSC) [ 3, 4] 等。

通过蛋白去折叠的 DSC 热谱图可以获得蛋白热稳定性的有

效信息, 如变性转变温度、变性焓和转变峰的宽窄。其中转

变温度直接反映蛋白的热稳定性[1] 。目前蛋白热变性的 DSC

研究多集中在溶液中水合状态的蛋白, 分析蛋白热变性前新

峰的峰温和焓变值与蛋白种类、水合值的关系[ 5] , 而对在疏

水表面吸附态无水环境下蛋白的热变性的 DSC 研究却少有

报道。无水环境下的 DSC 研究能彻底避开讨论吸附态蛋白

分子同水分子之间的相互作用, 从而使人们对吸附态蛋白热

性质变化的分析变得更有效。

本文是在吸附实验的基础上, 利用 Sapphire DSC 差示

扫描量热仪, 对 25 ! 吸附在 PEG�600 上的天然及变性溶菌

酶进行热扫描, 讨论升温过程中不同盐浓度、表面覆盖度对

吸附态溶菌酶热稳定性的影响, 并与相同条件下吸附态溶菌

酶的红外图谱结果相比较, 进一步探讨其构象变化规律。

1 � 实验部分

1� 1 � 实验仪器及试剂

Sapphire DSC 差示扫描量热仪 (美国 Perkin Elmer 公

司) ; FT IR 5700型红外光谱分析仪(美国 Nicolet公司)。

鸡蛋白溶菌酶 ( L ysozyme ( EC 3� 2� 1� 17) , L y z, 美国

Sigma公司) , 疏水吸附剂 PEG�600(经聚乙二醇端基表面改

性, 颗粒粒径为 5� 0  m, 孔径 30 nm, 西北大学现代分离科

学研究所)。

1� 2 � 溶菌酶的吸附

天然吸附态溶菌酶 : 25 ! 时溶菌酶溶液 ( x g ∀ L - 1 Lyz,

ymo l∀ L - 1 ( NH 4) 2 SO4 (w #99� 0% , 天津石英钟厂霸州市化

工分厂) , 0� 05 mol ∀ L - 1 KH2 PO4 (w #99� 5% , 天津石英钟

厂霸州市化工分厂, pH 7� 0)与疏水填料 PEG�600 混合振摇

4 h 后离心分离所得, 其中, x = 0� 4, 0� 7, 1� 0; y = 0� 0,

0� 3, 0� 9, 1� 5, 1� 8, 2� 1。

变性吸附态溶菌酶 : 25 ! 时经 1� 8 mol ∀ L - 1 GuH Cl( w

#99� 0% , 国药集团化学试剂有限公司)变性 24 h 的溶菌酶

溶液( xg ∀ L - 1 Lyz, ymo l∀ L - 1 ( NH 4 ) 2 SO4 , 0� 05 mol∀ L - 1

KH 2 PO4 , pH 7� 0)与疏水填料 PEG�600 混合振摇 4h 后离心

分离所得, 其中, x = 0� 4, 0� 7, 1� 0; y = 0� 0, 0� 3, 0� 9,



1� 5, 1� 8, 2� 1, 2� 4。以上天然及变性溶菌酶的吸附参见文

献[ 6]。

1� 3 � DSC测定

将吸附态溶菌酶在室温下于干燥器中充分干燥至恒重,

称取一定质量的 PEG�600 填料测试样(小于 5 mg )置于 Sap�
phir e DSC 测试铝池中, 以相同型号的空池子作为参比, 设

定程序在 25~ 120 ! 的温度范围内以 1� 0 ! ∀ min- 1速率进

行热扫描, N 2 氛围保护。本文所给的量热谱图均按每一个测

试样质量规整化为 5 mg 后的量热测试结果。由于在对未吸

附实验的 PEG�600 热扫描时, 没有明显的吸热或放热峰, 因

此吸附实验后对 PEG�600 热扫描出现的峰都认为是与吸附

态溶菌酶有关的峰。

1� 4 � FTIR测定

干燥测试样 PEG�600 填料的处理方法与 1� 3 节中 DSC

测定中相同。处理好的测试样在美国 Nicolet 公司 5700 型红

外光谱分析仪中设定范围 2 000~ 600 cm- 1扫描。并同未吸

附的蛋白及 PEG�600 填料在以上范围内扫描结果进行比较。

分析天然及变性溶菌酶在发生吸附后特征峰的变化情况。

2 � 结果及讨论

2� 1 � 表面覆盖度的影响

图 1 为具有不同表面覆盖度的吸附态溶菌酶( 25 ! 经
1� 8 mol ∀ L- 1 GuH Cl 变性后的溶菌酶, 自 2� 1 mo l ∀ L - 1

( NH4 ) 2 SO 4 , 0� 05 mol ∀ L - 1 KH 2 PO 4, pH 7� 0 的溶液中吸

附到 PEG�600 疏水表面)的 DSC 图谱。

Fig� 1� DSC profiles of sample adsorbed by PEG�600 from solu�
tions( 2� 1 mol ∀ L- 1 ( NH4 ) 2SO4 , 0� 05 mol ∀ L- 1

KH2PO4 , pH 7� 0 at 25 ! ) with diff erent concentra�

tions of Lyz denatured by 1� 8 mol∀ L- 1 GuHCl

� � 图 1中 , 当硫酸铵浓度恒定为 2� 1 mol ∀ L - 1时, 随着吸

附态变性溶菌酶表面覆盖度增加(蛋白初始浓度由 0� 4 g ∀

L- 1增加到 0� 7 和 1� 0g ∀ L- 1 ) , 吸热峰温度逐渐降低(相应

地由 42� 9 ! 降到 40� 4 和 33� 8 ! ) , 同时在较高覆盖度下的

微扰( DSC 曲线发生微小上下波动却没有明显转变峰[7] )也

增多, 这在文献[ 8]也有相关报道。

图 2 和表 1 分别表示溶菌酶和 PEG�600 吸附前和溶菌

酶在 PEG�600 表面上被吸附后的 FT IR 图谱。

� � 从图 2 中可以明显看出, 1 083 cm- 1处为 PEG�600 的特

征吸收峰, 1 533 和 1 650 cm- 1处为蛋白的特征吸收峰。表 1

中, 当硫酸铵浓度恒定为 2� 1 mol∀ L- 1时, 随着吸附态变性

溶菌酶表面覆盖度增加(蛋白初始浓度由 0� 4 g ∀ L - 1增加到

1� 0 g∀ L - 1 ) , 酰胺  带吸收峰 1 650 ~ 1 670 cm- 1和 C � C

拉伸振动峰 1 400~ 1 425 cm- 1都向高频率移动。其中 1 657

cm- 1处为 ��螺旋结构[ 9] , 而对于特征峰( 1 667∃ 2) cm- 1处的

解释不大统一, 常见的有 ��转角结构[1, 10] 、��折叠结构[11] 或

无序结构[ 12] 三种说法。溶菌酶在吸附后, 其吸收峰发生移

动, 这与变性溶菌酶在适度疏水表面上发生了部分再折叠有

关, 而且酰胺 带吸收峰是由多种二级结构共同叠加而成
的, 随着蛋白表面覆盖度的增加, 紧密的 ��螺旋结构减少,

而松散的 ��折叠和 ��转角结构增多[ 1] , 使得转变温度降低,

处在疏水吸附剂 PEG�600 表面的吸附态蛋白分子更容易形

成分子间的 ��片层结构[11, 13] 。也再次证明了高表面覆盖度

蛋白保留更多二级结构这一说法 , 同图 1 中 DSC 曲线上观

测到的信息相吻合。

Fig� 2� FTIR spectra of Lyz and PEG�600
a: Pu re protein; b: PEG�600

Table 1 � FTIR spectra of adsorbed Lyz denatured by 1� 8
mol∀ L- 1 GuHCl with diff erent concentrations

Lyz concent rat ion

/ ( g∀ L - 1)

Am ide  band

frequency / cm - 1

C � C stretching

frequency / cm- 1

Denatured Native Dena tured N ative

0� 4 1 657� 3 - 1 413� 6 1 413� 6

1� 0 1 668� 7 - 1 417� 4 1 431� 2

� � 注: 表中% - &表示此状态下没能观测到明显的峰

2� 2 � 盐浓度的影响
25 ! , 不同盐浓度条件下, 经 1� 8 mo l∀ L - 1盐酸胍变性

的 1� 0 g∀ L - 1溶菌酶在 PEG�600 表面吸附态的 DSC 图谱如

图 3 所示。可以看出, 当蛋白浓度恒定为 1� 0 g ∀ L - 1时, 在

高盐(从 1� 5 mo l∀ L - 1逐渐变化到 1� 8, 2� 1, 2� 4 mol ∀ L- 1)

Fig� 3 � DSC profiles of Lyz adsorbed from1� 0 g∀ L- 1 Lyz solu�
tions denatured by 1� 8 mol∀ L- 1 GuHCl with diff erent

( NH4 ) 2SO4 concentrations
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条件下, 随着硫酸铵浓度的增加, 吸热峰对应的温度和峰的

强度都是逐渐降低的。吸附态溶菌酶在较高温度下开始出现

微扰结构时的温度变化也同样符合这个规律。这与文献[ 14]

报道的高离子强度时, 疏水相互作用增强, 蛋白聚集趋势较

低, 此时热稳定性也较低的观点是一致的。

Fig� 4� FTIR spectra of adsorbed Lyz denatured by 1� 8 mol ∀
L- 1 GuHCl(a) and native Lyz( b) adsorbed from 1� 0 g

∀ L- 1 Lyz solutions with varying ( NH4 ) 2SO4 concen�
trations, respectively

� � 图 4 为蛋白浓度恒定为 1� 0 g ∀ L - 1时, 硫酸铵浓度分别

为 0� 0, 0� 3, 0� 9, 1� 5, 1� 8, 2� 1, 2� 4 mol ∀ L - 1时的 FT IR

图谱。图 4( a)中所有吸附态溶菌酶酰胺 带的特征峰都向高

频率移动, 如表 2 所示, 从吸附前的 1 650 cm- 1到吸附后的

1 665~ 1 669 cm- 1。这是形成分子间 ��片层结构[11] 的明显

特点。因为在高离子强度条件下, 变性溶菌酶和疏水吸附剂

PEG�600 表面的疏水相互作用增加, 使吸附态溶菌酶的侧向

相互作用(或分子间的氢键作用)加强, 趋向于形成分子间 ��
片层结构。对于相同吸附体系的量热研究[6] 表明, 随盐浓度

增大, 蛋白疏水肽链与适度疏水表面间的疏水相互作用增

强; 在高盐条件下, 疏水相互作用和有序的分子构象作用引

起的焓驱动促使部分变性的蛋白在 PEG�600 表面上的吸附

及折叠。吸附态溶菌酶在较高盐浓度条件下稳定性降低也是

可能的。由于二级结构几乎存在于所有盐浓度条件下, 可以

推测, 可能是由于二级结构多肽链的折叠而引起的三级结构

改变最终影响了吸附态溶菌酶的稳定性[ 1, 11] 。

Table 2� FTIR spectra of adsorbed Lyz denatured by 1� 8 mol ∀
L- 1 GuHCl and native Lyz adsorbed from 1� 0 g∀ L- 1

Lyz solutions with varying ( NH4 ) 2SO4 concentra�
tions, respectively

Lyz concent rat ion

/ ( g∀ L - 1)

Am ide  band

frequency / cm - 1

C � C stretching

frequency / cm- 1

Denatured Native Dena tured N ative

0� 0 1 668� 7 - - -

0� 3 1 664� 9 - 1 409� 7 1 417� 4

0� 9 1 668� 7 - 1 402� 1 1 425� 0

1� 5 1 664� 9 - 1 405� 9 1 421� 2

1� 8 1 664� 9 - 1 402� 1 1 421� 2

2� 1 1 668� 7 - 1 417� 4 1 421� 2

2� 4 1 664� 9 - 1 402� 1

2� 3 � 变性程度的影响
25 ! , 天然和经 1� 8 mo l∀ L - 1盐酸胍变性的溶菌酶自

溶液( 1� 0 g ∀ L- 1 Lyz, 2� 1 mol ∀ L- 1 ( NH 4 ) 2 SO4 , pH 7� 0)

吸附到 PEG�600 表面的吸附态试样的 DSC 图谱如图 5所示。

可以看出, 当硫酸铵浓度为 2� 1 mol ∀ L- 1 , 蛋白初始浓度为

1� 0 g∀ L - 1 Lyz 时, 吸附态天然溶菌酶的转变温度低于变性

溶菌酶(图中变性态的转变温度为 35� 1 ! , 而天然态转变温

度更低些)。说明吸附态的天然溶菌酶与相同条件下的变性

态相比, 更加不稳定。这与红外光谱中吸附态天然溶菌酶

1 650~ 1 670 cm- 1处特征峰几乎观测不到图 4( b)和表 2 是

一致的, 也与由热力学函数分量分析天然溶菌酶在疏水表面

上吸附时的次级过程相对较弱所得到的结果[15] 相吻合。

Fig� 5 � DSC profiles of adsorbed Lyz denatured by 1� 8 mol ∀

L- 1 GuHCl and native Lyz adsorbed from 1� 0 g∀ L- 1

Lyz, 2� 1 mol∀ L- 1 (NH4 ) 2SO4 solutions, respectively

� � 从图 4和表 2 中均可看出, 吸附态变性溶菌酶 FT IR 图

谱中 1 400~ 1 425 cm- 1处 C � C 拉伸振动峰和 1 650~ 1 670

cm- 1处酰胺 带特征峰都能明显观测到, 但是, 与之相比,

相同条件下吸附态天然溶菌酶 1 650~ 1 670 cm- 1处特征峰

却几乎看不到。这是因为, 当变性溶菌酶吸附到疏水吸附剂

PEG�600 表面时, 表面上有更多暴露的疏水残基来结合配

体, 二级结构在复性后形成并在朝向外部的变性条件下保

留, 因此, 酰胺 带可以被检测到。对于吸附态天然溶菌酶,

酰胺 带的特征峰的消失可以解释为是吸附行为诱导了其构
象变化, 导致其发生结构丢失[ 1, 15] , 变得更加不稳定。
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3 � 结 � 论

� � 随着硫酸铵浓度和溶菌酶表面覆盖度的增加, 吸附态天

然和变性溶菌酶的吸热峰温度都逐渐降低, 同时在较高温度

下的微扰也增多。吸附发生后, ��螺旋结构减少, ��折叠和 ��

转角结构增多。表明吸附态溶菌酶的热稳定性降低。吸附态

天然或变性溶菌酶在较高盐浓度和表面覆盖度时, 都可能发

生三级结构改变。天然和变性溶菌酶在 PEG�600 表面的吸附

倾向是不同的, 同变性溶菌酶在适度疏水表面折叠而复性相

比较, 吸附导致了在 PEG�600 表面天然溶菌酶结构的丢失,

吸附态天然溶菌酶变得更加不稳定。

参 考 文 献

[ 1 ] � Natas cha B, Pet ra B W, et al. Jou rnal of Colloid Inter. S ci. , 2006, 299: 56.

[ 2 ] � H el�n L, Sven O, J os B. Journ al of Colloid Inter. Sci. , 2004, 276: 261.

[ 3 ] � H aynes C A, S liw insk y E, Norde W. Jour nal of Colloid Inter. S ci. , 1994, 164: 394.

[ 4 ] � H aynes C A, N orde W . Journal of Colloid In ter. Sci. , 1995, 169: 313.

[ 5 ] � FU Ya�zh en(傅亚珍) . Chinese Science Bullet in(科学通报) , 1994, 39( 15) : 1420.

[ 6 ] � Gen g X P, Wu Y N, Song J R, et al. J . of Thermal Analysis an d Calorimet ry, 2006, 85( 3) : 593.

[ 7 ] � Peng Z G, Hidajat K, Uddin M S. Col loids Surf . B, 2004, 35: 169.

[ 8 ] � S amir U S, Steven M C, T odd M P. J ournal of Chromatography A, 1999, 849: 149.

[ 9 ] � DENG H ua, S ONG Zhan�jun, WANG De�w en, et al(邓 � 桦, 宋占军, 王德文, 等) . Sp ect roscopy and S pect ral An aly sis(光谱学与光谱

分析) , 2006, 26( 8) : 1437.

[ 10] � H E W Y, LI Y, T ANG J H , et al. Internat ional J ou rnal of Biological Macrom olecules , 2006, 39( 4�5) : 165.

[ 11] � W ANG Bin, WANG Jing, YU Jian g, et al(王 � 斌, 王 � 靖, 余 � 江, 等) . Spect roscopy and Spect ral Analysis (光谱学与光谱分析) ,

1999, 19( 4) : 535.

[ 12] � Fu K, Griebenow K, Hs ieh L, et al. Journ al of Cont rolled Release, 1999, 58: 357.

[ 13] � Yang L, S he L, Zhou J G, et al. In organic Ch emis t ry Commu nicat ion s, 2006, 9: 164.

[ 14] � H U ANG You�ru, HU A Yu� fei, W ANG Xiao�h on g(黄友如, 华欲飞, 王晓虹) . Jou rnal of Cereal s & Oils(粮食与油脂) , 2003, ( 8) : 15.

[ 15] � Geng X P, Zheng M R, Wang B H , et al. J. of T herm al Analysis and Calorim et ry, 2008, 93( 2) : 503.

DSC and FTIR Study of Adsorbed Lysozyme on Hydrophobic Surface
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1. Co llege of Environment & Chemical Engineer ing , X i∋ an Polytechnic Univ ersity , Xi∋ an � 710048, China

2. Institute o f M odern Separ ation Science, Northw est University, Xi∋ an� 710069, China

Abstract� Dur ing a pro cess of hen egg whit e lyso zyme adsorpt ion and folding on a moderately hydrophobic surface ( PEG�600) ,

the effects of salt ( ( NH4 ) 2 SO4 ) concentrations, surface cover age and denaturant( guanidine hydrochlo ride, GuH Cl) concentra�
t ions on thermal stability and the changes in the mo lecular confo rmation of adso rbed native and denatured lyso zyme w ithout aque�

ous solut ion w ere studied w ith a combination of differential scanning calo rimetr y ( DSC) w ith FT IR spectr oscopy. T he results

show ed that t em perat ur e due to endot hermic peaks was reduced and the disturbance incr eased at higher temperature w ith the in�

cr ease in salt concentration and sur face coverage o f adsorbed protein. ��Sheet and ��T urn stuctur e incr eased while ��Helix str uc�
tur e decreased after the adsorpt ion. T he peaks co rr esponding to both C � C stretching fr equency in 1 400�1 425 cm- 1and amide I

band fr equency in 1 650�1 670 cm- 1 o f adsorbed denatur ed lyso zyme can be detect ed in FT IR spectr a w hile that due to amide I

band f requency of adso rbed nativ e ly so zyme almost can∋ t be observ ed. Adsorption resulted in structural lo ss of adso rbed native

ly so zyme, w ho se per formance was less stable.

Keywords � Adsorbed ly so zyme; Surface cover age; Salt concentr ation; Confo rmationa l change; DSC ( Differential scanning

calor imetr y)
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