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摘　要　通过海洋真菌 LD8固态发酵获得岩藻多糖的粗蛋白 , 并进一步采用柠檬酸缓冲液浸提、丙酮沉淀

和葡聚糖凝胶 G2100层析 , 分离纯化至单一组分 ; 利用傅里叶变换红外光谱 (fourier t ransform inf rared spec2
t roscopy , FTIR)及曲线拟合等技术研究了岩藻多糖酶的二级结构组成 , 增强因子为 212 , 半峰宽为 2012

cm - 1 ; 为提高分析测定的准确性 , 对酰胺Ⅰ带与酰胺Ⅲ带分别进行拟合归属。结果表明 : 根据酰胺Ⅰ带所获

得的二级结构 ,α2螺旋占 1115 % ,β2折叠为 5816 % , 无规卷曲 1415 % ,β2转角 1519 % ; 酰胺Ⅲ带所得二级结

构 ,α2螺旋含 12 % ,β2折叠含 5713 % , 无规卷曲含 1415 % ,β2转角含 1613 %。因此可见 , 酰胺Ⅰ带与酰胺Ⅲ

带所对二级结构的分析是十分吻合的。在室温下 , 岩藻多糖酶的二级结构以β2折叠的含量占优势 , 约占

58 % ,β2转角和无规卷曲次之 , 各占 15 %左右 ,α2螺旋含量较低 , 仅占 12 %。
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引　言

　　分子量在一定范围内的岩藻多糖具有特殊的生理功能 ,

主要表现为抗病毒作用 , 可以阻止 HIV病毒侵入寄主细胞 ,

此外还具有抗凝血、抗高血脂、抗肿瘤等重要作用。一般情

况下 , 天然岩藻多糖经降解后得到的低分子量岩藻多糖具有

更强的生理活性 [125 ]。目前低分子量岩藻多糖主要是通过化

学水解方法来获得 , 其缺点是所得低分子量岩藻多糖的聚合

度大小不一 , 纯化难度大 , 效率低 ; 而利用酶法降解则是另

一种正在积极探索的途径 , 岩藻多糖酶可部分降解岩藻多糖

得到低分子量组分。因此 , 对岩藻多糖酶的研究具有十分重

要的意义。

蛋白质的特定生理活性在很大程度上由其构象决

定 [6 , 7 ]。研究蛋白质分子构象的方法很多 , 如 : 圆二色谱法、

X射线衍射法、红外光谱法、核磁共振法等 , 它们各有优缺

点 [8 ]。X射线衍射法需得到蛋白质的单晶体 , 这往往是非常

困难的 ; 核磁共振技术只能测定分子量小于 15 000同状态 ,

不同浓度及不同环境中蛋白质和多肽 [9 ]。各种红外光谱实验

技术的发展 , 为研究蛋白质及多肽的结构与功能的关系提供

了有力手段。蛋白质的二级结构与其分子内形成的不同氢键

类型密切相关 , 傅里叶变换红外光谱技术是研究氢键的有力

手段 [10 , 11 ]。它可以在各种环境条件下得到几乎所有生物物

质的红外光谱图。此外 , FTIR还具有样品用量少 , 蛋白质分

子的大小几乎无影响 , 没有光散射和荧光的影响及使动力学

性质的研究成为可能等优点 , 容易得到高质量的图谱。本文

采用 FTIR研究岩藻多糖酶的二级结构 , 尚未见这方面的文

献报道。

1　实验部分

111　试剂和仪器

海洋真菌 LD28 分离于德国北海海沙中 ; 聚丙烯酰胺 ,

甲叉丙烯酰胺 , 均购于上海生工生物工程有限公司 ; Sepha2
dex G2100为 Pharmacia公司产品 ; 其余化学试剂都是分析

纯。岩藻多糖酶由本实验室制备。

752型紫外2可见分光光度计 (上海光谱仪器股份有限公

司) ; L GJ210冷冻干燥机 (北京四环科学仪器厂) ; Z型系列

层析柱 (上海锦华实验器械厂) ; V16 夹心式垂直电泳槽 (上

海精益有机玻璃制品仪器厂) ; D Y2A 型电泳仪 (北京市六一

仪器厂) ; MA GNA2IR750傅里叶红外光谱仪 (美国热电尼高

力公司 INCOL ET INSTRVMEN TW1 V1 S1 A)。
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112　岩藻多糖酶的制备

岩藻多糖酶的制备按文献[12 ]进行。发酵液→粗酶液→

- 20 ℃预冷的丙酮 (至丙酮终浓度 50 % (φ) →静置 →4 000

rpm离心 10 min →沉淀 →柠檬酸缓冲液 (p H 610)复溶 →

10 000 rpm离心 10 min→上清夜→Sephadex G2100层析柱→

纯度鉴定。

113　傅里叶红外变换光谱及数据处理

将岩藻多糖酶加入到干燥的 KBr晶体粉末中 ,压片后再

转移至窗片中央直接测定。样品测定前先用 KBr晶体粉末做

空白实验测定 , 样品实测的 FTIR均需扣去空白峰 , 以消除

空气中水汽影响。分辨率 : 4 cm - 1 ,扫描次数 : 32次 , 增强因

子 : 118 , 半峰宽 : 2012 cm - 1 , 观察 1 500～2 200 cm - 1波段

水汽吸收最小并不再发生变化时收集样品光谱。根据 F TIR

谱确定酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅲ带的各子峰位置。

利用软件 Peakfit412得到二阶导数谱和去卷积谱 , 在二

阶导数谱指导下 , 应用 Origin715软件对酰胺 Ⅰ带和酰胺Ⅲ

带去卷积图谱进行高斯曲线拟合 , 对峰位、峰高、峰宽、高

斯比值等参数反复进行非线性回归 , 找出各结构成分与各子

峰的对应关系 , 求出各子峰的积分面积 , 从而定量计算出蛋

白质的二级结构。

2　实验结果与讨论

211　纯度检验

所获得的岩藻多糖酶在 PA GE电泳上呈现一条带 , 表明

其已达到单一组分。

212　岩藻多糖酶的 FTIR谱

图 1为天然岩藻多糖酶 FTIR谱 , 参考有关文献 [13 ] , 对

Fig1 1　FTIR spectrum of fucoidanase

Table 1　Peak positions and their attribution

for fucoidanase in FTIR

红外吸收峰频率/ cm - 1 归属

3 4171 9 νN—H

2 9311 7 , 2 86219 νC—H

1 6101 7 酰胺ⅠνC—O ,δN—H

1 4291 9 δO—H ,νC—C

1 1981 0 νC—O ,νC—N

1 0701 1 νC—O

各子峰产生的原因进行了分析和归属 , 结果见表 1。

213　岩藻多糖酶酰胺Ⅰ带的拟合结果分析

目前对于酰胺Ⅰ带的谱峰归属比较成熟 , 二级结构与子

峰的对应关系如下 : 1 600～1 640 cm - 1β2折叠 ; 1 640～1 650

cm - 1为无规卷曲 ; 1 650～1 658 cm - 1为α2螺旋 ; 1 660～

1 695 cm - 1为β2转角 [14 , 15 ]。为精确确定各子峰的位置 , 对原

谱进行去卷积和二阶导数处理 , 结果见图 2。根据子峰与二

级结构的对应关系 , 进一步对各子峰进行拟合 , 结果见图 3。

表 2给出岩藻多糖酶天然状态下酰胺Ⅰ带各子峰的归属 , 表

中数据为 3次测定结果的平均值。

Table 2　Results of gaussian f itting

of fucoidanase in amide Ⅰregion

峰位/ cm - 1 面积 含量/ % 归属

1 606 719 2111 β2sheet

1 618 714 1918 β2sheet

1 631 214 1717 β2sheet

1 645 514 1415 random

1 658 413 1115 α2helix

1 672 314 91 06 β2t urn

1 685 616 61 33 β2t urn

214　岩藻多糖酶酰胺Ⅲ带的拟合结果分析

酰胺Ⅲ带主要是蛋白质分子中的 N—H 键面内弯曲振

动和 C—N键伸缩振动的偶合 [16 ]。由于酰胺 Ⅲ带信号较弱 ,

一直没有得到足够的重视。然而水蒸气在此吸收带范围内没
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有吸收峰 , 如果用酰胺Ⅲ带解析蛋白质二级结构不仅解决了

严重的水汽干扰问题 , 而且不同二级结构在酰胺Ⅲ带的光谱

性质更加特征 , 拟合过程易于将它们分开 , 尤其是酰胺Ⅰ带

中由于谱峰重叠难以区分的螺旋和无规卷曲结构 , 在酰胺Ⅲ

带得以明显的分离 [17 ]。因此应用酰胺 Ⅲ带辅助酰胺 Ⅰ带定

量分析岩藻多糖酶的二级结构 , 可以扬长避短 , 更加精确获

得蛋白质二级结构信息。图 4是对酰胺Ⅲ带原谱进行去卷积

和二阶导数处理 , 根据子峰与二级结构的对应关系 , 进一步

对各子峰进行拟合 , 结果见图 5。

Table 3　Results of Gaussian f itting of fucoidanase

in amide Ⅲregion

峰位/ cm - 1 面积 含量/ % 归属

1 229 21 82 3017 β2sheet

1 243 21 44 2616 β2sheet

1 257 11 33 1415 random

1 271 11 03 1112 β2t urn

1 285 01 46 51 01 β2t urn

1 298 11 11 1210 α2helix

　　通过酰胺Ⅰ带和Ⅲ带高斯拟合 , 根据各子峰与二级结构

的对应关系 , 可以得到岩藻多糖酶二级结构的相对含量 (见

表 3) :β2折叠约占 58 % ,β2转角约占 15 %左右 , 无规卷曲占

15 %左右 ,α2螺旋约占 12 %左右。比较表 2 和表 3 的数据 ,

不难发现酰胺Ⅰ带与酰胺Ⅲ带两者的拟合结果十分吻合。同

时表明上述对酰胺Ⅲ带的谱峰归属是可靠的。

3　结　论

　　蛋白质结构是形成复杂生物组织和实现生物功能的前提

和基础。对岩藻多糖酶结构的研究为进一步了解其生物活性

提供重要的参考。本实验首次采用了傅里叶变换红外光谱对

岩藻多糖酶的二级结构进行分析测定。FTIR结果显示 , 天

然岩藻多糖酶的二级结构以β2折叠的含量占优势 ,β2转角和
无规卷曲次之 ,α2螺旋含量相对较少 , 酰胺Ⅰ带与酰胺Ⅲ带

的拟合结果吻合 , 说明所获得的数据是可靠的。
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Investigation of Fucoidanase by FTIR Spectra

MA Shuang1 , 2 , XIAO Hou2rong2 , WU Qian2qian2 , PAN Ren2rui2 , CA I Jing2min1 , 2 3
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Abstract　 Fucoidanase was isolated and purified f rom marine fungus LD8 by solid state fermentation , ext raction with cit ric acid

buffer , acetone precipitatation and column chromatography on Sephadex G21001 A single band on PA GE shows that pretty pure

fucoidanase has been obtained1 FT2IR spect ra and it s derivation , self2deconvolution and curve2fitting methods were used to ana2
lyze the secondary st ructure of the fucoidanase1 Composite bands of the amide Ⅰ and amide Ⅲwere studied by using Fourier

self2deconvolution ( FSD) with an enhancement factor of K = 212 and a half width of 2012 cm - 1 . The relative average f ractions of

α2helix ,β2sheet , random coil ,β2turn are 1115 % , 5816 % , 1415 % and 1519 % , respectively , according to amide Ⅰregion , while

the content ofα2helix is 12 % ,β2sheet 5713 % , random coil 1415 % , andβ2turn 1613 % on amide Ⅲregion. In other words , both

the conclusions were exactly consistent . All the above result s show thatβ2sheet was the dominant component , which is about

58 % , and thatβ2turn is about 15 % , random coil 15 % , andα2helix 12 % at room temperature.

Keywords　Fucoidanase ; FTIR ; Secondary st ructure
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