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光谱法研究变性剂对苦荞麦蛋白质构象的影响

郭晓娜, 姚惠源

江南大学食品学院, 江苏 无锡 � 214122

摘 � 要 � 采用紫外差示光谱和荧光光谱研究了不同浓度的乙醇溶液和盐酸胍溶液对苦荞麦蛋白质

( TBWSP31)构象变化的影响。研究表明, TBWSP31 的色氨酸残基和酪氨酸残基有的位于分子内部, 有的暴

露于分子表面。乙醇溶液使 TBW SP31 变性时, 仅仅是分子的外层结构发生了变化, 分子内部疏水核的变化

较小, 高浓度的盐酸胍使位于 TBW SP31 分子内部疏水核的酪氨酸和色氨酸转移到分子表面, 暴露于溶剂

中, 所处的微环境发生了很大的变化。
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引 � 言

� � 蛋白质分子具有生色基团, 生色基团处于不同的微环

境, 蛋白质的分子构象影响微环境的性质。改变蛋白质的分

子构象, 其所处的微环境发生变化, 生色基团的紫外吸收光

谱随之改变。采用紫外差光谱检测生色基团紫外吸收光谱的

变化, 研究其微环境的改变, 可以推断出蛋白质分子在溶液

中的构象变化[1] 。

荧光光谱法可以研究蛋白质分子在溶液中的构象变化。

它能够提供许多物理参数, 包括激发光谱和发射光谱、荧光

强度、荧光寿命和量子产率。通过对这些参数的测定, 可推

断蛋白质分子在各种环境下的构象变化, 研究蛋白质的结构

和生理功能的关系[2] 。

在生命活动过程中, 不同的蛋白质具有不同的生理活性

功能。蛋白质的活性功能不仅决定于蛋白质分子的一级结

构, 更决定于其三维结构。因此对蛋白质的结构进行深入的

研究是十分必要的, 这对于其生理活性功能的解释具有非常

重要的意义。

本文采用紫外差示光谱和荧光光谱研究了不同浓度的乙

醇溶液和盐酸胍对苦荞麦蛋白质构象变化的影响。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂
ZOPR�52D冷冻离心机(日本 Hit achi Koki公司) ; U V�

2800紫外�可见分光光度计(海尤尼柯仪器有限公司) ; BSZ�
100 自动部分收集器(上海沪西分析仪器厂) ; HD�3 紫外检

测仪(上海沪西分析仪器厂) ; SP2558 多功能光谱测量仪(美

国 Roper Scientific Inc� ) ; DEAE�Sepharose FF 和 Sephacryl

S�200 购自瑞典 Pharmacia 公司; Sephadex G�100 购自上海

华美生物工程公司; 所用试剂均为分析纯。

1� 2 � 苦荞麦抗肿瘤蛋白的制备

采用硫酸铵分级沉淀、DEAE�Sephar ose FF离子交换色

谱、Sephadex G�100 凝胶过滤色谱对苦荞麦水溶性蛋白质逐

步分离纯化, 并结合细胞实验, 筛选出苦荞麦蛋白 TB�

WSP31 [3] 。

1� 3 � 紫外差示光谱分析

紫外差示光谱研究了不同浓度的乙醇溶液和盐酸胍溶液

对 TBW SP31 构象变化的影响。配制 1 mg � mL - 1的样品溶

液(用 pH 7� 0, 20 mmol � L - 1的磷酸盐缓冲液溶解) , 作为

储液, 然后分别用乙醇溶液和盐酸胍溶液稀释, 最终样品浓

度为 100 �g� mL - 1。

紫外差示光谱是在紫外�分光光度计上测定的[ 4] , 采用

匹配的隔板式比色皿, 比色皿宽度 1 cm, 样品按照如下方式

置入光路中。

参比光路: 样品溶液 (未处理)和变性剂溶液; 样品光

路: 含有样品的变性剂溶液和磷酸盐缓冲液; 扫描波长范围

200~ 300 nm。

1� 4 � 荧光光谱分析

荧光光谱主要研究了不同浓度的乙醇溶液和盐酸胍溶液

对 TBW SP31 构象变化的影响。样品处理见 1� 3。分别以 280



和 295 nm 的波长激发, 发射光波长300~ 500 nm, 由多功能

光谱测量仪测定[5] 。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 紫外差示光谱分析

蛋白质分子的生色基团处于不同的微环境。当生色基团

位于蛋白质分子表面时, 改变所接触的溶剂极性, 生色基团

的吸收峰则发生变化。当生色基团位于蛋白质分子内部的疏

水性环境中时, 非极性溶剂对生色基团的吸收峰产生影响。

改变生色基团的微环境, 其紫外吸收光谱随之发生变化, 吸

收峰红移或蓝移, 变化后与变化前的光谱差即为紫外差示光

谱。本实验采用紫外差示光谱研究了 TBWSP31 在不同浓度

的乙醇溶液和盐酸胍溶液中的构象变化。

2� 1� 1 � TBWSP31 在不同浓度乙醇溶液中的紫外差示光谱

分析

TBW SP31 在不同浓度乙醇溶液中的紫外差示光谱如图

1 所示。在不同浓度的乙醇溶液中, TBW SP31 的紫外差示光

谱在 225~ 240 nm 范围内出现吸收峰, 并且随着乙醇浓度的

增大, 峰的吸收强度逐渐增大。

在紫外差示光谱中, 溶剂或邻近基团的极性对于分子中

生色基团的吸收峰有很大的影响, 可以改变吸收峰的位置和

吸收强度。一般来说, 减小溶剂极性, 吸收峰向长波方向移

动, 称为红移。

紫外差示光谱中, 色氨酸在 220 nm 附近有强吸收峰[6] ,

本实验在 225~ 240 nm 范围内出现吸收峰, 反映了色氨酸残

基微环境的变化。可能的解释是 T BW SP31 经乙醇溶液处理

后, 位于分子表面的色氨酸残基微环境的极性减弱, 导致色

氨酸在 220 nm 附近的吸收峰红移, 在 225~ 240 nm 范围内

出现吸收峰[7, 8] 。此外, 紫外差示光谱中强吸收正峰的出现

同时也说明乙醇溶液使 TBWSP31 变性时, 仅仅是分子的外

层结构发生了变化, 分子内部疏水核的变化较小或不受影

响[9] 。

Fig� 1� UV dif ferential absorption spectra of TBWSP31

in ethanol solution of various concentrations

2� 1� 2 � TBWSP31 在不同浓度盐酸胍溶液中的紫外差示光

谱分析

TBW SP31 在不同浓度盐酸胍溶液中的紫外差示光谱如

图 2 所示。经过 0� 05 mo l � L - 1的盐酸胍溶液处理, TB�
W SP31 的紫外差示光谱只在 225 nm 附近出现正吸收峰; 经

过 1� 5 和 3 mol � L- 1的盐酸胍溶液处理, 不仅在 225 nm 附

近出现正吸收峰, 还在 235 nm 附近出现负吸收峰, 并且随

着盐酸胍浓度的增大, 负峰的吸收强度增大。据文献报道,

色氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸三种氨基酸残基发色基团的紫外

吸收峰分别为 292 nm(吲哚环) , 259 nm(苯环) , 287 nm(苯

酚环) [10]。正峰的出现可解释为 T BWSP31 分子表面色氨酸

残基微环境的极性减弱 , 负峰的出现说明原来埋藏在分子内

部的芳香族氨基酸转移到分子表面, 暴露到盐酸胍溶液中,

并且发生蓝移。也有学者认为, 235 nm 差吸收的变化可能与

蛋白质 ��螺旋结构的变化直接相关[ 11, 12] 。

Fig� 2 � UV differential absorption spectra of TBWSP31

in GuHCl solution of various concentrations

2� 2 � 荧光光谱分析

在蛋白质分子中, 能发射荧光的氨基酸有色氨酸、酪氨

酸以及苯丙氨酸。蛋白质的内源荧光主要来自色氨酸和酪氨

酸残基[13] 。通常处于非极性环境中的色氨酸残基在 310~

324 nm 附近有最大荧光发射峰, 包埋于蛋白质分子内部的

色氨酸残基在 326~ 332 nm 之间有最大荧光发射峰, 而暴露

于蛋白质分子表面的色氨酸残基在350~ 353 nm 范围内具有

最大荧光发射峰[ 14] 。色氨酸残基对微环境的变化很敏感, 并

且大多数蛋白质都含有几个不同的色氨酸残基, 因而常作为

内源荧光探针来研究溶液状态下蛋白质的构象。

2� 2� 1 � TBW SP31 在不同浓度乙醇溶液中的荧光发射光谱

分析

图 3( a)和( b)分别表示激发光为 280 和 295 nm 波长时,

T BWSP31 在不同浓度乙醇溶液中的荧光发射光谱。从图中

可知, TBWSP31(未处理)共出现 3 个吸收峰, 其中两个分别

位于 331 和351 nm, 副峰位于 380 nm 附近, 非常平缓。随着

乙醇浓度的增大, 吸收峰的荧光强度逐渐增大, 峰的位置有

所红移, 但幅度很小。331 nm 的荧光吸收峰来自分子内部的

酪氨酸和色氨酸残基, 351 nm 的荧光吸收峰来自暴露于蛋

白质分子表面的色氨酸残基。实验中 380 nm 附近出现平缓

的副峰, 在所检索的文献中没有发现相关的报道, 推测其原

因可能是由于蛋白质分子表面的酪氨酸残基和部分色氨酸残

基发生了能量转移。从 3( b)可知, 当激发光为 295 nm 波长

时, 吸收峰的位置基本上和激发光为 280 nm 波长时一致,

只是峰的吸收强度有所降低。

2� 2� 2 � TBW SP31 在不同浓度盐酸胍溶液中的荧光发射光

谱分析
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图 4( a)和( b)分别表示激发光为 280 和 295 nm 波长时,

TBW SP31 在不同浓度盐酸胍溶液中的荧光发射光谱。从图

中可以看到, 0� 5 mo l� L - 1盐酸胍处理后的荧光光谱和未处

理样品的荧光光谱十分相似, 说明在盐酸胍浓度较低时,

TBW SP31 中芳香族氨基酸残基所处的微环境不受其影响或

影响很小。继续增大盐酸胍浓度( 1� 5 和 3 mo l� L- 1 ) , 荧光

光谱发生了很大的变化, 331 nm 的吸收峰强度降低, 并且逐

Fig� 3� Fluorescence emission spectra of TBWSP31 in

ethanol solution of various concentrations

Fig� 4 � Fluorescence emission spectra of TBWSP31 in

GuHCl solution of various concentrations

渐红移, 在 385 nm 附近出现最大吸收, 这说明 T BWSP31 经

高浓度的盐酸胍处理后 , 位于蛋白质分子内部疏水核的酪氨

酸和色氨酸转移到分子表面, 暴露于溶剂中, 所处的微环境

发生了很大的变化。从图 4( b)可知, 当激发光为 295 nm 波

长时, 吸收峰的位置基本上和激发光为 280 nm 波长时一致,

只是峰的吸收强度有所降低。
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Spectrometric Study on the Effect of Denaturant on the Conformation of

Tartary Buckwheat Protein

GUO Xiao�na, YAO H ui�yuan

Schoo l o f Foodstuff, Jiangnan Univer sity, Wux i� 214122, China

Abstract� T he effect o f ethanol and GuHCl solution on the str ucture of tartar y buckwheat pr otein ( TBW SP31) w as studied by

UV differ ential absorption and fluo rescence emission spectr a. T he alcoho l denaturation of TBW SP31 was a kind of pa rtial

denaturation. The hydrophobic cor e o f T BWSP31 remained intact and the confo rmation of the hydrophilic shell w as changed.

When T BWSP31 was denatured by GuH Cl solution with higher concent ration, T yr and T rp residues w ere expo sed to the pola r

aqueous so lvents from the hydrophobic co re, and the microenvironment showed a gr eat change.

Keywords� Tar tary buckwheat; Pro tein; Str ucture; UV different ial absorpt ion spectr a; Fluorescence emission spect ra
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