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摘　要　利用圆二色性光谱和荧光光谱对牛乳β－乳球蛋白的热变性过程进 行 光 谱 学 分 析，得 到 其 热 变 性 过

程的光谱学特征；结合生物信息学方法，进一步分析了热变性过程中牛乳β－乳球蛋白构象变化的特点，探讨

了热变性使牛乳β－乳球蛋白蛋白构象变化导致其免疫原性发生变化的关系，建 立 了 一 种 研 究 过 敏 原 蛋 白 热

变性与免疫原性关系的光谱实验方法，为探讨热变性改变食物中主要过敏原的免疫原性提供了理论依据。
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引　言

　　牛乳是国际公认的八大类主要食物过敏原之一［１］，也是

欧盟及美国相关的食品标签法中明确规定在食品标签中必须

标示的食品过敏原成分［２］。牛乳过敏严重影响了部分人群的

生活质量，特别是严重危害婴幼 儿 的 健 康［３］。婴 幼 儿 牛 乳 过

敏的发生率约为２％～６％，成年人约为０．１％～０．５％［４］。牛

乳过敏主要是ＩｇＥ介 导 的 变 态 反 应，也 有 非ＩｇＥ介 导 的［５］。

如何降低牛乳致敏性是乳制品生产中一个重要的研究课题。

研究发现牛乳中的酪蛋白、α－乳白蛋白及β－乳球蛋白（β－
ｌａｃｔｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，以下 简 称 为β－ＬＧ）是 主 要 的 过 敏 原［１］。β－ＬＧ
是牛乳中的主要蛋白成分，是水溶性 球 状 蛋 白，在 牛 乳 乳 清

中占蛋白 总 量 的５０％，分 子 量 为３６ｋＤａ左 右，由１６２个 氨

基酸残基组成，具 有 多 方 面 的 营 养 作 用［６，７］。目 前 有 一 些 关

于加热对 牛 乳β－ＬＧ免 疫 原 性 影 响 的 报 道，但 结 果 不 尽 相

同［８］，因此，有必要 研 究 探 讨 加 热 导 致 牛 乳β－ＬＧ结 构 变 化

引起其免疫原性变化的机理。
光谱学方法已广泛用于蛋白质高级结构的研究，本研究

以牛乳β－ＬＧ为研 究 对 象，利 用 差 示 扫 描 量 热 法（ＤＳＣ）获 得

牛乳β－ＬＧ热变性 的 有 关 热、动 力 学 信 息，进 一 步 通 过 圆 二

色光谱（ＣＤ）、荧光光 谱（ＲＦ）和 生 物 信 息 方 法 研 究 加 热 使 蛋

白发生变性过程 中 牛 乳 主 要 过 敏 原 蛋 白β－ＬＧ构 象 的 变 化，

通过酶联接免疫吸附剂测定实验（ＥＬＩＳＡ）检测蛋白的免疫原

性，探讨牛乳β－ＬＧ通过蛋 白 热 变 性 的 方 法 使 蛋 白 发 生 构 象

变化与其免疫原性间变化之间的关系，建立利用现代光谱学

方法研究食品过敏原蛋白构效变化的新方法。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与材料

Ｊ－８１５型的圆 二 色 光 谱 仪（日 本Ｊａｓｃｏ公 司），Ｆ－４５００荧

光分光光度仪（日本 日 立 公 司），ＤＳＣ－２Ｃ型 示 差 扫 描 量 热 计

（美国ＰＥ公司），紫 外 ＭＫ３型 酶 标 仪（美 国Ｔｈｅｒｍｏｅｌｅｃｔｒｏｎ
公司）、洗板机。牛乳β－ＬＧ、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、生物素标

记羊抗 人ＩｇＥ抗 体（ＫＰＬ公 司）、ＨＲＰ标 记 的 链 霉 亲 和 素

（Ｖｅｃｔｏｒ公司）、吐温－２０（Ｓｉｇｍａ公司），牛乳过敏患者阳性血

清均采自深圳市儿童医院（经Ｕｎｉｔ　ＣＡＰ检测，２级以上）。其

他化学试剂均为国产或进口分析纯。

１．２　实验方法

１．２．１　蛋白质结构及抗原表位分析

通过 ＰＤＢ数 据 库，获 得 牛 乳β－ＬＧ的 晶 体 结 构 数 据，

ＰＤＢ数 据 库 编 号 为２Ｑ２Ｍ［９］。通 过 ＵＣＳＦ－Ｃｈｉｍｅｒａ软 件［１０］，

计算牛乳β－ＬＧ蛋白二级结构及 蛋 白 发 光 基 团 在 蛋 白 上 的 发

布情况，结 合 已 报 道 的 牛 乳β－ＬＧ抗 原 表 位 信 息［１１］进 行 分

析。



１．２．２　β－ＬＧ的热处理实验

用１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ　７．０的 磷 酸 盐 缓 冲 液（ＰＢＳ）溶 解 牛

乳β－ＬＧ，分别在２０，７０，８０，９０，１００，１１０和１２０℃条件下

恒温１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＤＳＣ实验

用１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ　７．０的ＰＢＳ溶解牛乳β－ＬＧ，用ＤＳＣ
记录样品的热效应曲线。实验扫描温度范围为０～２００℃，升

温速度为５Ｋ·ｓ－１，以９９．９９９％氮气为载气，流速５０ｍＬ·

ｍｉｎ－１。

１．２．４　圆二色光谱实验

取不同处理的样品，用ＰＢＳ（１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ　７．０）稀释

浓度为０．１２５ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，检测样品在远紫外区（１９０

～２５０ｎｍ）的ＣＤ光 谱。每 个 样 品 重 复 扫 描 三 次；利 用 网 上

ＣＯＮＴＩＮ程序分析获得的图谱数据，对样品二级结构的α－螺
旋、β－折叠、β－转 角 和 无 规 则 卷 曲 百 分 比 含 量 进 行 模 拟 计

算［１２，１３］。

１．２．５　荧光光谱实验

取不 同 温 度 处 理 的 样 品，将 样 品 浓 度 用ＰＢＳ（１ｍｏｌ·

Ｌ－１，ｐＨ　７．０）稀释为０．０５ｍｇ·Ｌ－１，扫描样品的荧光光谱。

分别以波长２８０和２９５ｎｍ的 激 发 光 激 发，样 品 发 射 光 谱 的

检测范围为３００～５００ｎｍ。

１．２．６　ＥＬＩＳＡ实验

按文献［１４］方法，采用常规的间 接ＥＬＩＳＡ法 进 行 检 测，

取样品（１ｎｇ·μＬ
－１）加 入 到 孔 板 中，每 孔 加 入 样 品 溶 液 为

１００μＬ，于４℃下包被 过 夜，次 日 后 用ＰＢＳＴ洗 板；每 孔 加

入１００μＬ　ＢＳＡ－ＰＢＳ（２％）溶液进行封闭，３７℃振荡２ｈ，洗

板；将牛 乳 过 敏 患 者 血 清 按１∶１０的 比 例，用 ＢＳＡ－ＰＢＳＴ
（１％ＢＳＡ－ＰＢＳ，１∶２　０００Ｔｗｅｅｎ）进 行 稀 释，每 孔 加 入１００

μＬ，３７℃振荡２ｈ，用ＰＢＳＴ洗 板；生 物 素 标 记 羊 抗 人ＩｇＥ
抗体按比例１∶２　０００用ＢＳＡ－ＰＢＳＴ进 行 稀 释，每 孔 分 别 加

入１００μＬ，３７℃振荡２ｈ，用ＰＢＳＴ洗板；ＨＲＰ标记的链霉

亲和 素 按１∶１　０００用ＳｔｒＴａｖ－ＨＲＰ　ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ，０．１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ，０．１％ Ｔｗｅｅｎ　２０，ｐＨ　７．５）进

行稀释，每孔分 别 加 入１００μＬ，３７℃振 荡１．５ｈ，用ＰＢＳＴ
洗板；每孔加入ＴＭＢ和 Ｈ２Ｏ２ 底 物 液，３７℃反 应１０ｍｉｎ；

每孔分别加入浓度为２ｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２ＳＯ４５０μＬ终止反应，

测定每孔在４５０ｎｍ的吸光值。

２　结果与讨论

　　ＥＬＩＳＡ实 验 测 得 分 别 加 热 到２０，７０，８０，９０和１００℃
时，牛乳β－ＬＧ在４５０ｎｍ的光密度值变化不大，当加热温度

超过１１０℃时光密度值明显降低。光密度值在１２０与１１０℃
相近 为０．２１５，相 对 于 加 热 温 度 为 ２０ ℃时 的 光 密 度 值

０．５１０，降低了５７．８％。结果表明当加热温度超过１１０℃时，

牛乳β－ＬＧ与ＩｇＥ的结合能力有所减弱，导致牛乳β－ＬＧ的免

疫原性有所降低。

２．１　牛乳β－ＬＧ的蛋白结构及抗原表位

通过已报道牛乳β－ＬＧ的 晶 体 结 构 数 据，获 得 其 蛋 白 相

关的三级结构信息（三级结构图未给出），通过相应的生物信

息学软件计算出 牛 乳β－ＬＧ相 关 结 构 信 息（见 图１），由 结 果

可知牛乳β－ＬＧ的两个色氨酸（Ｔｒｐ）发布在蛋白 的 不 同 部 分，

第６１位属β折叠，第１９位属无规则卷曲；第６１位位于蛋白

表面，第１９位处于一定程度的疏水环境。四个酪氨 酸（Ｔｙｒ）

散布在蛋白的不同部分，第２０位、第４２位，第１０２位属β折

叠结构，第９９位属无规则卷曲，都位于蛋白表面。根据已报

道的表位信息 可 知 人 的 主 要ＩｇＥ表 位 在 肽 链 的１—８，２５—

４０，４１—６０，１０２—１０４，１４９—１６２。由图１可知，１—８主要为

α螺旋，２５—４０部分是α螺 旋，４１—６０位 部 分 是β折 叠；有

两个Ｔｙｒ在主要的抗原表位中。

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｌｋβ－ＬＧ

２．２　牛乳β－ＬＧ的热稳定性

牛乳β－ＬＧ的ＤＳＣ实 验 结 果 如 表１所 示。由 表１可 知，

牛乳β－ＬＧ变性峰的峰值为１１３．２℃。

Ｔａｂｌｅ　１　ＤＳＣ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｌｋβ－ＬＧ

Ｔ１／℃ Ｔｍ／℃ Ｔ２／℃

β－ＬＧ　 ８３．７　 １１３．２　 １４１．０

　Ｔ１／℃：Ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｔｍ／℃：Ｐｅａｋ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ
ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ；Ｔ２／℃：Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．３　圆二色谱

蛋白质二级结构中，肽键排 列 是 高 度 有 序 的，肽 键 排 列

的方向性也决定了肽键能级发生跃 迁 分 裂 的 情 况。因 此，蛋

白质的二级结构特征不同，所产生的 圆 二 色 谱 带 位 置、吸 收

强度也不相同。根据所测得蛋白质的 远 紫 外 圆 二 色 谱，能 反

映出蛋白质二级结构的信息［１５］：一般而言，蛋白β－折叠的圆

二色谱在２１６ｎｍ处有 一 负 圆 二 色 谱 带，在１８５～２００ｎｍ处

有一正圆二色谱带；蛋 白β－转 角 的 圆 二 色 谱 在２０６ｎｍ附 近

处有一正圆二色谱 带；蛋 白α－螺 旋 的 圆 二 色 谱 在１９２ｎｍ附

近处有一圆二色谱谱带，并 在２２２和２０８ｎｍ处 会 出 现 两 个

负的特征肩峰谱带，其 圆 二 色 谱θ值 在２２２ｎｍ附 近 处 的 绝

对值越大，则显示蛋白二级结构中含更多的α－螺 旋 结 构。牛

乳β－ＬＧ热变性过程中的ＣＤ光谱如图２所示。
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Ｆｉｇ．２　Ｆａｒ－ＵＶ　ＣＤ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｍｉｌｋβ－ＬＧ
１—４：β－ＬＧ　ａｔ　２０℃，１００℃，１１０℃，１２０℃ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　由图２所示（７０，８０和９０℃的数据略），２０，７０，８０，９０
和１００℃的ＣＤ光谱曲 线 没 有 发 生 显 著 变 化；１１０和１２０℃
的ＣＤ光谱曲线基本相似，正峰的峰值与２０℃的ＣＤ光谱曲

线相比有明显降低。光谱特征说明，温度低于１００℃时，牛

乳β－ＬＧ蛋白二级 结 构 稳 定，没 有 发 生 明 显 的 变 化，几 乎 不

随温度发 生 变 化，当 温 度 达 到１１０℃时，牛 乳β－ＬＧ蛋 白 二

级结构发生显著的变化。利用ＣＯＮＴＩＮ软件进行计算，分析

获得牛乳β－ＬＧ蛋白中各种二级 结 构 的 百 分 比 含 量 如 表２所

示。由表２所示，牛乳β－ＬＧ在２０℃到１００℃的加热范围内

其蛋白的二级结构变化不明显，加热到１１０℃时蛋白中α－螺
旋结构和β－螺旋结构的含量显著减少，而β－转角和无规则卷

曲的含量则相应增加。蛋白质分子的β－折叠结构和α－螺旋结

构通常是包藏在多肽链内部［１６，１７］，表明当加热 温 度 低 于１１０
℃时，蛋白分子的球形结构还基本保 持 完 整；只 有 当 加 热 温

度高于１１０℃时，蛋白质子伸展比较充分。

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｍｉｌｋβ－ＬＧ
ｔｒｅａｔｅｄ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　 ２０～１００℃ １１０～１２０℃

α－ｈｅｌｉｘ　 ７．６％ ２．６％

β－ｓｈｅｅｔ　 ３７．０％ ７．６％

β－ｔｕｒｎ　 １．０％ ２５．０％
Ｒａｎｄｏｍ　ｃｏｉｌ　 ５４．４％ ６４．８％

２．３　荧光光谱

蛋白质中氨基酸能 发 射 荧 光 的 为Ｔｒｐ，Ｔｙｒ和 苯 丙 氨 酸

（Ｐｈｅ），荧光强度由 强 到 弱 依 次 为Ｔｒｐ，Ｔｙｒ和Ｐｈｅ。蛋 白 质

的荧光通常在２８０ｎｍ或 更 长 的 波 长 被 激 发，而Ｐｈｅ的 最 大

激发波长为２５７ｎｍ，所 以Ｐｈｅ在 绝 大 多 数 实 验 条 件 下 不 被

激发。在２７０～２９０ｎｍ激 发 时，荧 光 来 自 于Ｔｒｐ和Ｔｙｒ；当

激发波长大于２９０ｎｍ时，可认为荧光仅仅来自于Ｔｒｐ残基，

因此可以用不同的激发波长观察蛋白质的荧光光谱。分别在

２９５和２８０ｎｍ的激发波长下，不同温度处理的牛乳β－ＬＧ的

荧光光谱如图３所示。

Ｆｉｇ．３　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｍｉｌｋβ－ＬＧ　ｅｘｃｉｔｅｄ　ａｔ　２９５ｎｍ
１—７：β－ＬＧ　ａｔ　２０℃，１２０℃，７０℃，１１０℃，８０℃，９０℃，１００℃

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｆｉｇ．４　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｍｉｌｋβ－ＬＧ　ｅｘｃｉｔｅｄ　ａｔ　２８０ｎｍ
１—７：β－ＬＧ　ａｔ　１２０℃，２０℃，１１０℃，７０℃，８０℃，９０℃，１００℃

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　由图３所示，在１１０℃以下加热时随温度提高，牛 乳β－
ＬＧ荧光逐渐减弱，当温度超过１１０℃时荧光强度比１００℃
有所增强，１１０℃时的荧光强度超过８０℃，１２０℃时的荧光

强度超过７０℃。由图４可知，在１１０℃以下加热时随温度提

高，牛乳β－ＬＧ荧 光 逐 渐 减 弱，当 加 热 温 度 超 过１１０℃时 荧

光强度比１００℃有所增强，１１０℃时的荧光强度超过７０℃，

１２０℃时的荧光强度甚至超过２０℃。根据蛋白三级结构的数

据，牛乳β－ＬＧ第１９位Ｔｒｐ处于一定程度的疏水环境，因此

避免其与溶剂分子的相互碰撞，导致 其 荧 光 强 度 增 强。当 蛋

白在１１０℃以下加热，作 为 维 系 牛 乳β－ＬＧ蛋 白 高 级 结 构 的

疏水键和氢键 被 破 坏，使 牛 乳β－ＬＧ蛋 白 的 结 构 趋 于 松 散，

使原处于疏水环境中的Ｔｒｐ残基暴露于溶剂中，Ｔｒｐ残基由

强疏水环境向弱疏水 环 境 移 动，而 使 荧 光 减 弱。同 时，温 度

达到１１０℃，可能是高温导致二硫键介导的聚合反应形成聚

合物［１８］，使含有荧光 生 色 团 的 氨 基 酸 被 隐 藏 起 来 导 致 荧 光

增强。根 据 蛋 白 三 级 结 构 的 数 据，牛 乳β－ＬＧ的 四 个Ｔｙｒ都

位于蛋白的表面，当加热温度超过１１０℃，聚合反 应 使 该 荧

光生色团被隐藏起 来，导 致 在２８０ｎｍ激 发 波 长 下１２０℃时

的蛋白荧光强度甚至超过２０℃。
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结合ＤＳＣ，ＣＤ和ＲＦ数据可推测牛乳β－ＬＧ在低 于１１０
℃加热时，加热使蛋白分子膨胀，水分 子 进 入 蛋 白 的 的 疏 水

环境使荧光增 强，牛 乳β－ＬＧ内 部 的 构 象 展 开，但 二 级 结 构

没有发生明显变化，加热超过１１０℃，蛋白的α－螺旋结构和

β－折叠结构明显减 少，根 据 牛 乳β－ＬＧ的 蛋 白 质 结 构 数 据 和

主要抗原表位 信 息 可 知，１—８位 和２５—４０位 抗 原 表 位 为α
螺旋结构，４１—６０位部分抗原表位为β折叠结构，高温处理

下牛乳β－ＬＧ的α－螺旋和β－折 叠 结 构 相 应 减 少，也 可 能 导 致

含有这些结构特征的牛乳β－ＬＧ蛋 白 抗 原 表 位 构 象 发 生 了 变

化，导致蛋白与ＩｇＥ的 结 合 活 力 降 弱。同 时 牛 乳β－ＬＧ每 个

单体含有五个半胱氨酸（Ｃｙｓ）残 基，其 中 四 个 残 基 在 链 内 形

成２个二硫键，还 有 一 个 残 基 为 自 由 巯 基，牛 乳β－ＬＧ当 低

于１１０℃加热时，内部构象展开，巯基和二硫键之 间 发 生 交

换［１９］，当加热温度超过１１０℃，二硫键介导的聚合反应形成

聚合物，使过敏原表位被隐藏 起 来，也 导 致 蛋 白 与ＩｇＥ的 结

合活力降弱。ＥＬＩＳＡ实验的结果与上述的推测也相吻合。

上述的结果表明，牛乳β－ＬＧ是个热稳定性较强的蛋白，

在１１０℃ 以下加热 对 其 免 疫 原 性 影 响 不 大，当 加 热 温 度 超

过１１０℃，由于蛋白二级结构发生明显变化和二硫键介导的

聚合反应形成聚合物使其免疫原性降低。

３　结　论

　　通过对牛乳β－ＬＧ加热过程的ＤＳＣ和ＣＤ光谱和荧光光

谱实验研究，得 到 牛 乳β－ＬＧ加 热 过 程 中 的 光 谱 学 特 征，并

通过ＥＬＩＳＡ实验对其 免 疫 原 性 进 行 了 检 测，通 过 现 代 的 生

物信息学方法对牛乳β－ＬＧ的 光 谱 学 特 征 进 行 了 解 释。通 过

本论文的研究，初步构建起一种研究食品中主要过敏原蛋白

热变性的光谱学实验方法，为研究热变性降低食物的过敏原

性进行了有益探索。
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