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动态超高压微射流对卵清蛋白微观结构的影响
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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 (UV)光谱研究了动态超高压微射

流对卵清蛋白微观结构的影响。结果表明 : 卵清蛋白的微观结构的变化与处理压力有关 , CD显示不同压力

处理的卵清蛋白二级结构中的α2螺旋 ,β2折叠 ,β2转角和无规卷曲之间发生相互转化 , 二级结构的有序性提

高 ; X射线衍射图谱直观显示不同压力处理的卵清蛋白晶体结构增加 , 160 MPa处理下结晶区最大 , 说明蛋

白结构的有序性提高 , 与 CD分析结果相似 ; ANS荧光探针光谱显示卵清蛋白的表面疏水性随着处理压力

的增大而提高 , 120 MPa处理下达到最大 ; 紫外光谱显示随着处理压力的增大 , 卵清蛋白最大紫外吸光值下

降 , 卵清蛋白分子表面的具有紫外吸收的芳香氨基酸残基被包埋于分子内部 , 卵清蛋白的三维结构发生改

变。
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引　言

　　动态超高压微射流均质技术是一种高效的超微细化技

术 [1 , 2 ] , 在均质过程中 , 剧烈的处理条件 , 如液体高速撞击、

高剪切、空穴爆炸、高速振荡等作用可能导致大分子结构的

变化 [3 ] , 其中的生物大分子 , 如蛋白质、淀粉等会发生结构

上的变化 , 从而导致其功能性质的改变。迄今为止 , 围绕动

态超高压微射流对生物大分子的改性研究逐年增多 [428 ] , 但

是这些研究主要集中于对功能性质的研究 , 原料均为混合

物 , 对动态超高压微射流的改性机理研究很少 , 原料的复杂

性阻碍了对改性机理的研究。本文以卵清蛋白这一单体作为

原料 , 研究了动态超高压微射流均质对卵清蛋白的微观结构

的改性 , 通过圆二色谱、X射线衍射、ANS荧光探针和紫外

光谱分析卵清蛋白在处理前后的结构变化 , 从而进一步探讨

其改性机理。这对于充分研究动态超高压微射流技术对大豆

蛋白、蛋清蛋白、花生蛋白等生物大分子的改性机理 , 拓展

该技术的应用范围 , 开发高性能的新产品等具有重要的意

义。

1　实验部分

111　卵清蛋白的制备

以超市内购买的新鲜鸡蛋为原料 , 采用盐析法分离纯化

出卵清蛋白 , 冷冻干燥后备用。

112　动态超高压微射流处理

采用上述卵清蛋白为原料 , 配制 6 %卵清蛋白溶液 , 经

过 M2700微射流均质机处理 , 均质的压力分别为 40 , 80 ,

120 , 160 MPa。收集样品 , 置 4 ℃冰箱中备用。

113　光谱的测定

采用 J ASCO J2810旋光仪 (日本 J ASCO 公司)测定卵清

蛋白的远紫外圆二色谱 [9 ]。选用 011 cm厚的椭圆形比色皿 ,

在 25 ℃和连续充氮的条件下 , 扫描区间为 190～250 nm , 速

度为 50 nm·min - 1 , 光谱间隔 011 nm , 三次累积。

采用 X射线衍射仪 (英国 Bede)测定卵清蛋白的结晶结

构 [10 ]。测定条件 : 特征衍射线 Cu和 Ni , 管压 40 kV , 电流

50 mA , 预置时间 011 s , 5～40 ℃扫描 , 微机处理数据。

采用 ANS荧光探针法测定卵清蛋白的表面疏水性 [11 ]。

采用 UV2VS 2501PC紫外分光光度计对卵清蛋白溶液

进行扫描 , 扫描速度 100 nm·min - 1 , 范围 : 250～420 nm。

2　结果与讨论

211　CD谱对卵清蛋白二级结构的研究

蛋白质的二级结构是指多肽链骨架中局部空间结构 , 不

考虑侧链的构象及整个肽链的空间排列。常见的二级结构有

α2螺旋、β2折叠等规则结构、转角、环形半规则和卷曲无规则



结构等 [12 ]。α2螺旋和β2折叠结构中存在较多的氢键 , 导致规

则二级结构具有一定的刚性 ;β2转角以及无规卷曲中不存在
氢键或其他的相互作用 , 使肽段中的各个残基间有更大的自

由度 , 没有刚性 , 从而表现出极大的柔性。α2螺旋和β2折叠
结构是二级结构中的有序结构 , 结构的有序性与蛋白质的某

些功能性质存在协同性。

在蛋白质和多肽中主要的光活性基团是肽链骨架中的肽

键、芳香氨基酸残基及二硫键。CD色谱根据蛋白质的光活

性基团的圆二色性来研究蛋白质的二级结构。动态超高压微

射流处理后的卵清蛋白的 CD测定结果见表 1。

结果表明 : 未处理的卵清蛋白的二级结构分别是由α2螺
旋 (5310 %) ,β2折叠 (113 %) ,β2转角 (1518 %)和无规卷曲

(2919 %)组成 , 以α2螺旋为主。经 40 MPa处理后 ,α2螺旋变
化不大 ,β折叠含量明显增加 ,β转角和无规则卷曲减少 ; 经

过 80和 120 MPa处理后 ,β2折叠增加 , 发生去折叠现象 ; 经

过 160 MPa 处理后 ,α2螺旋向β2折叠转变。以上分析表明 ,

动态超高压微射流均质可使卵清蛋白的二级结构中的α2螺
旋 ,β2折叠 ,β2转角和无规卷曲之间发生相互转化。动态超高
压微射流均质的作用 , 影响分子内部的电荷分布 , 而且不同

的均质强度对卵清蛋白氨基酸残基的结合牢固程度有不同程

度的影响 , 从而导致了二级结构的变化。经过动态超高压微

射流处理后 , 卵清蛋白的有序二级结构的含量提高 , 分子的

刚性提高 , 有序性提高。蛋白质的二级结构的有序性与蛋白

质的功能性质如凝胶性存在一定的协同性 , 因此 , 本文研究

结果为动态超高压微射流均质对蛋白质的改性提供了理论依

据 , 为进一步研究动态超高压微射流对蛋白质的改性机理提

供了数据参考。

Table 1　Changes in the second structure of ovalbumin

treated by different pressures

未处理 40 MPa 80 MPa 120 MPa 160 MPa

α2螺旋 531 0 % 481 7 % 5412 % 5517 % 531 9 %

β2折叠 113 % 111 5 % 0 % 01 0 % 21 2 %

β2转角 151 8 % 141 3 % 1711 % 1610 % 151 7 %

无规卷曲 291 9 % 251 5 % 2817 % 2813 % 281 3 %

总量 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

212　X射线衍射对卵清蛋白晶体结构的研究

X射线衍射法是测定生物大分子结构 , 研究功能与结构

关系 , 探索生命机制的一个重要手段。通过对 X射线衍射图

样上的结晶区和非结晶区的分析研究 , 可以了解物料经物理

或化学方法变性后的颗粒结晶结构变化情况 [13 ]。据报道 , 卵

清蛋白具有一定的晶体结构 [14 ]。图 1为动态超高压微射流处

理后卵清蛋白的 X射线衍射图谱。

　　X射线衍射图的不同反映出结晶结构的差别 , 衍射图中

的峰高 (衍射强度)和半峰宽 (衍射角)与内部结晶区的晶粒大

小有关 , 晶粒越大 , 衍射峰越高 , 半峰宽越小 , 背景高度主

要来自非结晶区 [15 ]。由衍射图得出 , 与未经处理的蛋白样品

相比较 , 经过动态超高压微射流均质处理后卵清蛋白的结晶

形式 (峰的形状)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。160 MPa处理下的卵清蛋白

的峰衍射强度最高 , 结晶区最大 , 可见 , 动态超高压微射流

处理可以提高卵清蛋白结构的有序性 , 促进卵清蛋白晶体结

构的增加 , 这与 CD图谱获得的信息相似 , 即经过动态超高

压微射流处理后 , 卵清蛋白的规则二级结构的含量增加 , 从

而促进卵清蛋白晶体结构的形成 , 提高了卵清蛋白的稳定性

(表 2)。

Fig11　XRD curves of ovalbumin treated by different pressures

Table 2　XRD parameters of ovalbumin treated

by different pressures

样品 No1 2θ d Intensity

0 MPa
1
2

81 200
191240

101773 9
41 609 3

64
42

40 MPa
1
2

81 761
191201

101085 2
41 618 7

82
58

80 MPa
1
2

81 862
191841

91 970 3
41 471 1

81
44

120 MPa
1
2

81 380
191360

101543 1
41 581 0

75
46

160 MPa
1
2

81 440
191020

101467 6
41 662 2

89
56

213　荧光光谱法对卵清蛋白表面疏水性的研究

疏水相互作用是维持蛋白质三级结构的主要作用力 , 它

对卵清蛋白结构的稳定和功能性质具有重要的作用 [16 , 17 ]。

采用 ANS荧光探针法可以测定蛋白的表面疏水性 , 疏水相

互作用是维持蛋白质三级结构最重要的作用力 [18 ]。动态超

高压微射流处理后卵清蛋白的表面疏水性变化如图 2。

　　由图可以看出 , 与未经动态超高压微射流处理的蛋白样

品比较 , 随着均质压力的增加 , 卵清蛋白的荧光强度提高 ,

最大吸收波长λmax轻微蓝移 , 但是经 160 MPa处理后 , 荧光

强度相对 120 MPa处理有所下降。这表明卵清蛋白在动态超

高压微射流均质机的反应腔内受到不同程度的作用力 , 促使

分子内的振动增强。从而破坏了维系空间结构的次级键 , 导

致蛋白质结构松弛 , 蛋白内部的疏水基团暴露在外 , 使卵清

蛋白的表面疏水性增强 , 同时 , 蛋白质分子之间存在疏水相

互作用力 , 当暴露的疏水基团较多时 , 会重新通过疏水相互

作用而重新聚合。因此 , 相对于 120和 160 MPa处理后的卵

清蛋白的表面疏水性下降。
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Fig12　Surface hydrophobicity of ovalbumin

treated by different pressures

214　紫外光谱法对卵清蛋白构象的研究

紫外光谱法是研究溶液中的蛋白质构象的一种有效方

法。蛋白质能够吸收一定波长范围的紫外光 , 其主要原因是

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 Phe , His , Cys残基的侧链和肽键对光的吸收。

其中 Trp和 Tyr在 280 nm波长附近有一个吸收峰。在蛋白

质分子中 , 生色基团的分布不同 , 其微环境也不同。而微环

境的性质是由蛋白质分子构象所决定的 [19 ]。本文采用紫外

吸收光谱对卵清蛋白进行分析 , 结果见图 3和图 4。

Fig13　UV spectra of ovalbumin treated

by different pressures

　　分析图谱可知 , 所有卵清蛋白样品的最大紫外吸收峰均

在 279 nm处 , 并没有发生蓝移或红移。这说明卵清蛋白的

Fig14　Changes of the highest absorbance of ovalbumin

treated by different pressures

色氨酸 ( Trp)、酪氨酸 ( Tyr)残基的侧链基团分布没有发生变

化。但是经动态超高压微射流处理后卵清蛋白的最大吸光度

值却有所变化 , 由图 4看出 , 与未处理蛋白样品相比较 , 经

动态超高压微射流处理后的卵清蛋白的最大紫外吸光值下

降。当 160 MPa 处理后 , 其最大吸广度值才有所增加 , 不过

也未高于未处理的蛋白样品的紫外吸收值。这可能是由于卵

清蛋白分子在均质过程中有序二级结构增多 , 蛋白质分子表

面的具有紫外吸收的芳香氨基酸残基包埋到分子内部 , 使得

蛋白分子表面具有紫外吸收的残基减少 , 从而导致其紫外吸

光值降低。

3　结　论

　　(1)动态超高压微射流均质可使卵清蛋白的二级结构中

的α2螺旋 ,β2折叠 ,β2转角和无规卷曲之间发生相互转化 , 经

过动态超高压微射流处理后 , 卵清蛋白的有序二级结构的含

量提高 , 分子的刚性提高 , 有序性提高 ;

(2)动态超高压微射流处理可提高卵清蛋白结构的有序

性 , 促进卵清蛋白晶体结构的增加 , 提高了卵清蛋白的稳定

性 ;

(3)动态超高压微射流处理可促进卵清蛋白表面疏水性

的提高 ;

(4)经动态超高压微射流处理后的卵清蛋白的最大紫外

吸光值下降 , 表明卵清蛋白分子表面的具有紫外吸收的芳香

氨基酸残基被包埋于分子内部 , 卵清蛋白的三维结构发生改

变。
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Effect of Dynamic High Pressure Microfluidization Treatment on the
Microstructure of Ovalbumin

TU Zong2cai , WAN G Hui , L IU Guang2xian , CH EN Guang , DOU Yu2xin , ZHAN G Xue2chun

State Key Laboratory of Food Science and Technology , Nanchang University , Nanchang　330047 China

Abstract　The effect of dynamic high pressure microfluidization on the microst ructure of ovalbumin was studied by CD spect ra ,

XRD spect ra , ANS fluorescence probe emission spect ra and UV absorption spect ra. The result s indicated that the changes in the

microst ructure were dependent on the pressure. CD spect ra were used to examine the changes in the secondary st ructure of the

ovalbumin treated by different p ressures. When the pressure increased , the mutual t ransformation betweenα2helix ,β2sheet ,

β2turn and the random coil was observed. The orderliness of the secondary st ructure was increased with increasing the pressure.

XRD spect ra analysis showed that the crystal st ructure content of the ovalbumin treated increased with increasing the pressure

and the largest data was observed at 160 MPa , indicating that the orderliness of the secondary st ructure was increased. The re2
sult s were similar to CD spect ra analysis. The ANS fluorescence probe emission spect ra analysis demonst rated that the dynamic

high pressure microfluidization induced an increase in surface hydrophobicity following high pressure t reatment , while the largest

data was observed at 120 MPa. In addition , UV absorption spect ra analysis indicated that dynamic high pressure microfluidiza2
tion t reatment also resulted in a decrease in the UV2absorption maximum wavelength with increasing the pressure , indicating that

the aromatic amino acid was buried in the molecular interior and the three dimensional st ructure of ovalbumin was changed.

Keywords　Dynamic high pressure microfluidization ; Ovalbumin ; Circular dichroism ; XRD spect ra ; ANS fluorescence probe ;

Ult raviolet spect ra
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