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采用 FTIR技术研究高压处理对冻干大豆分离蛋白构象的影响
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摘 � 要 � 采用傅里叶转换红外光谱技术 ( FT IR )研究了高压 ( HP )处理对冷冻干燥的大豆分离蛋白 ( SP I)构象

的影响。在 SP I的去卷积 FT IR光谱的酰胺�  区域 ( 1 600~ 1 700 cm - 1 ) , 观察到 12个与蛋白构象相关的红

外吸收峰, 分别对应于 C O 键伸缩振动与肽键的 C! N伸缩振动。通过对该区域的峰强度与波数分析显

示, 压力为 200~ 400M Pa的 HP处理导致 SP I在该区域的峰发生明显的 ∀红移# (约 2 cm- 1 ), 强度也显著增

加。更高的 HP处理进一步增强了 SP I的酰胺�  区域的峰强度。对酰胺∃峰分析显示, H P处理导致酰胺 ∃

峰 (如 1 560~ 1 500 cm- 1 )的强度、面积逐渐增加 (与压力呈正相关 )。以上分析显示, HP处理导致 SP I的二

级与三级结构逐渐打开, 然而变性蛋白的结构在高压释放后经历一个 ∀重构过程#。
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引 � 言

� � 大豆蛋白由于具有良好的营养与功能特性, 作为一种重

要的食品组份, 广泛应用于食品工业。对该蛋白进行适当地

改性处理, 包括物理、化学及生物手段, 可进一步提高其应

用途径。

国内外较多学者尝试了采用高静压 ( HP )处理改性大豆

分离蛋白 ( SP I) [ 1�4]。譬如 M olina等 [ 1]报道压力为 400MPa的

HP处理对大豆 7S球蛋白的乳化活性指数 ( EA I)的改善最为

明显, 而对于 11S球蛋白来言, 最佳 EAI值发生于 200 MPa。

Puppo等 [ 2]指出, 在 pH 3和 8时, 压力介于 200~ 600 M Pa

的 HP处理导致 SP I的溶解度、表面疏水度、游离巯基 ( SH )

以及二级结构发生了不同程度的变化。HP处理也可提高大

豆蛋白 (特别是 7S的 ��亚基与 11S的酸性亚基 )吸附于水包

油 ( 30 /70)乳浊液的 O /W界面。最近, 我们采用直接以从脱

脂大豆粕中提取的 SP I溶液为 H P处理对象, 检测了 HP处理

对 SP I的诸多物化与功能性质的影响 [ 4]。结果发现, HP处理

对 SP I的性质的影响较大程度上取决于蛋白溶液的蛋白浓

度。

尽管广泛开展了 HP处理对大豆蛋白的物化改性研究,

然而涉及结构性质的报道却非常欠缺 , 只有少数工作指出

HP会对大豆蛋白的结构产生一定的影响。譬如, Puppo等 [2]

使用圆二色光谱 (远紫外 CD)技术检测了 HP处理对大豆蛋

白构象的影响, 指出随着 H P的压力水平的不断增加, 其 ��
helix含量不断下降, 而无规卷曲则不断增加。另一方面, 去

卷积 ( Deconvo luted)的傅里叶转换红外 ( FT IR )光谱技术已成

为一种经典的蛋白构象分析手段 [ 5]。本研究的主要目标就是

采用 FT IR技术表征 HP处理对 SP I的构象的影响, 以期更多

地了解 HP改性的 SP I的结构信息。

1� 材料与方法

1�1� 材料
所采用的 SP I从脱脂豆粕 (购自山东新奇粮油公司 )按照

文献 [ 4]方法制备而得。涉及的其他化学试剂均为分析级以

上纯度。

1�2� HP处理

H P处理在一个 5 L的反应单元 (中国大洋压力系统 )中

进行, 该单元配置有温度与压力调控装置。HP处理之前,

SP I溶液真空包装于一个密封的聚乙烯包内。高压处理过程

中要控制温度的上升, 使其控制在 ( 25 % 2) & , 以免导致蛋

白溶液的过热。SPI样品分别在压力 200, 400及 600 M Pa时

H P处理 15 m in。升压的速率约为 250 MP∋ m in- 1, 降压的速

率约为 300 MPa∋ m in- 1。经 HP处理后, SP I溶液经冷干制备

H P处理的 SP I样品。

1�3� FTIR光谱

根据 E llepo la等 [ 6]的方法进行蛋白质的 FT IR分析。首



先, 制备溶于 0�01 mo l∋ L- 1的 Deuterated磷酸缓冲液 ( pD

7� 4)的 SP I分散液 ( 10% ,  )。整个实验过程都采用 D2O替

代 H
2
O, 因为前者在 1 600~ 1 700 cm- 1的红外区有较高的透

光率。为了确保 D! H完全交换, 要提前 1 d制备样品, 并在

4 & 下贮存 (直至红外测量 )。

SP I分散液的红外光谱采用配置有 DTGS检测器的 B io�
Rad Exca libur FT IR光谱仪 ( B io�Rad Labo rato ries, Cambr idge,

MA )收集。样品置于 25 !m厚的 IR液体池 (介于两片 C aF2

窗之间 )。扫描 32次, 精度为 2 cm- 1。采用 1� 2的 M erlin软

件 ( B io�Rad Laborator ies Inc�, Cam bridge, MA, USA )对红外

光谱进行去卷积处理。用于去卷积的半峰宽为 10 cm - 1, 强

化因子 ( ∀)为 2� 0。介于酰胺�  区域 ( 1 600~ 1 700 cm - 1 )的

峰根据以前的文献 [ 7, 8]进行归属。根据 By ler& Sussi等 [7]

使用的 G aussian分布及曲线拟合方法, 对不同二级结构进行

定量分析。所有 FT IR实验都测量两次, 所得的数据的标准

偏差都小于 10%。

1� 4� 数理统计

对数值进行 ANOVA分析, 在 P < 0� 01显著水平比较不

同数据的差异。

2� 结果与讨论

2� 1� 酰胺�  峰的归属

图 1为未经处理的 SP I的去卷积处理前后的典型红外酰

胺�  图谱 ( 1 600~ 1 700 cm- 1 )。相对于原始图谱, 去卷积图

谱的分辨率更高。在去卷积曲线的酰胺�  区域, 可明显观察

到 12 个与蛋白构象相关的红外吸收峰。已有大量研

究 [ 7, 9, 10]把此类峰主要归属于 C O 键伸缩振动及肽键的

C! N伸缩振动, 可反映蛋白质的二级结构。SP I的酰胺 �  

区域的峰可归属为: 1 690 cm- 1, ��Type turn及 bend; 1 674

cm- 1, Extended strands(��strand); 1 666与 1 658 cm - 1, ��

turns; 1 651 cm- 1, ��he lix; 1 641 cm - 1, Unorde red structures

( random co ils); 1 631 cm- 1, 反平行 ��shee t结构。

Fig�1� A typ ica l FTIR spectrum of 10 g∋ ( 100 mL) - 1 SPI

a: Orig inal spectrum; b: Deconvo luted spectrum

� � 另外, 位于约 1 628 cm- 1的弱峰可归于强健合的 ��

strands[ 8]或扭曲的 ��strands[ 11]。该峰也可显示分子间的 ��

sheet类型结构 [ 12]。而位于 1 611 cm - 1的峰则可归属于侧链

如酪氨酸残基的振动 [ 6], 也可能与精氨酸残基相关 [9]。位于

1 681和 1 618 cm- 1的两个峰则经常与蛋白质的絮凝组分相

关 [ 8, 12] (以下称为絮凝峰 )。在此场合, 此两峰可能与蛋白质

的自絮凝反应相关。前一个峰归属于来自絮凝反应的分子间

��shee t, 而后者的存在则显示具反向结构的 ��shee t[ 8]。两个

峰的存在与以下的事实相一致: 中性条件下大豆蛋白的不同

蛋白组分大多以絮凝物或类似于絮凝物的形式存在。根据

By ler[ 7]的方法, 该 SP I的二级结构组成可估计为: 44�9% Ex�
tended strands(总和 ), 21� 5% ��turns, 15�4% ��helix以及

17� 6% Random co ils, 而絮凝的 Strands(对应于峰 1 618与

1 682 cm- 1 )的组成则约为 9� 6% 。

2�2� HP处理对酰胺�  峰的影响

采用 FT IR光谱技术讨论了 H P( 200~ 600 MPa)处理对

SP I的构象结构的影响, 结果如图 2所示。图中列出了 H P处

理的诸多 SP I样品的酰胺�  峰 (去卷积 )的总红外吸收强度。

对峰位移与强度的变化模式 (图 2与图 3)的分析显示, SP I

的二级结构极易受 HP处理的影响。此前研究 [4]已显示, SP I

的不同蛋白组份在高于 200 MPa的 HP处理后几乎都完

全变性。因此 , 可合理地推测 : 由于疏水或其他相互作用 ,
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HP处理的初期阶段形成的结构展开及变性的蛋白可能有某

种程度的 ∀再聚集# ( re�assoc ia tion)或絮凝反应, 在 HP释放

之后, 已破坏的二级结构发生了 ∀复性#现象。在一项检测压
力对牛 ��乳白蛋白结构的影响的 FT IR研究 [ 13]中, 已确证压

力从 760 MPa释放至 0�1 M Pa致使结构已展开 (H P诱导 )的

蛋白部分重构其二级结构。

� � 压力为 200 MPa的 H P处理致使 SP I的酰胺�  峰发生显
著的 ∀红移# (约 2 cm- 1 ) , 峰 (特别介于 1 660与 1 630 cm - 1

之间的峰 )的强度也显著增加 (图 2与图 3)。这意味着经压

力为 200 MPa的 H P处理的蛋白的构象结构相对于未处理的

蛋白更舒展, 因为波数的红移 [ 14]显示分子间 ��sheet的氢键

的强度在 HP处理后变得更强。这些现象伴随着 Random co il

(约 1 642 cm - 1 )与 ��type turn或 Bend( 1 690 cm- 1 )的含量的

增加, 以及 ��he lix ( 1 653 cm- 1 )含量的下降 (数据未列出 )。

有趣的是, 归属于反平行类型的 ��sheet结构 [ 9, 15]的峰 ( 1 636

cm- 1 )向低波数 (约 1 632 cm- 1 )位移。这种红移现象在压力

高于 200 MPa的 H P处理的 SP I中更为明显 (图 2), 也显示

出原先埋于蛋白结构内部的 ��sheet结构的氢键强度的增加。
这是 HP诱导蛋白结构展开的一个间接的证据。

相对于 200 MPa的场合, 压力为 400 M Pa的 HP处理未

导致 SPI的酰胺�  峰发生显著的变化 (图 2与图 3)。然而,

经更高压力 ( 600 MPa)的 HP处理后, 位于约 1 692, 1 668与

1 660 cm - 1的峰强度及相对应的 Turns与 Bends含量明显增

加 (图 3)。这在一定程度上证实了结构展开的蛋白经历了二

级结构的(重构过程 ) , 因为越来越多的 Turns与 Bends结构

参与此重构过程。另外, 在 1 620 cm - 1出现一个明显的肩峰

(归属于与絮凝相关的分子间氢键结合的 ��sheet[8, 12, 15] )也

说明了这一点。

2� 3� HP处理对酰胺∃峰的影响

与酰胺�  峰相比, 位于 1 550 cm- 1左右的酰胺 ∃峰 (在

D2 O中一些峰会向 1 450 cm- 1位移 )给出的二级结构信息更

少。不过, 酰胺 ∃峰与酰胺基团的 ∀面外 # ( out�of�phase )与

∀面内# ( in�p lane)的 C! N伸缩振动与 N! H 弯曲振动相关。

该区域的峰强度指示 D /H 交换的程度, 因为蛋白质结构展

开, 从而允许分子内部的氢与 D2O相互交换 (例如, N! H向

N! D转换 ) [ 15]。因此, 酰胺∃峰的红外吸收的强度变化

F ig� 4� S tacked p lot of deconvolu ted am ide ∃ region in the

FTIR spectra of untreated and HP�treated ( 200 ~

600 MPa) SP I

在一定程度上可反映蛋白三级结构的构象变化。

� � 图 4为未处理与 HP处理 ( 200~ 600 MPa)的 SPI的酰胺

∃峰 (去卷积 )的图谱。总体来说, 酰胺∃区域由两类不同峰
组成, 其中一类位于 1 600与 1 560 cm - 1之间, 另一类则介

于 1 560与 1 500 cm- 1之间 (根据 1 500与 1 600 cm- 1之间的

基线 )。可观察到前一类峰的经积分的强度变化 (正 )与后一

类峰的强度 (负 )紧密相关 (相对于基线 )。M ilite llo等在 BSA

的 IR图谱中也观察到相类似的现象, 即酰胺 ∃峰 ( 1 560与

1 500 cm- 1 )的强度 (负 )在 58 & 的反应过程中逐渐增加, 并

把该现象归结于蛋白三级结构的逐渐展开。基于该发现, 我

们比较了未处理及 HP处理的 SP I场合中位于 1 507 cm- 1的

主要峰的强度或高度以及酰胺 ∃峰的绝对面积 (相对于基

线 ) , 结果如图 5所示, 其主要峰 ( 1 507 cm - 1 )的红外吸收强

度随 HP处理的压力水平的变化模式与酰胺∃峰的绝对面积
一致。这说明位于 1 507 cm- 1的峰的红外吸收强度的变化可

反映 SP I的三级结构的变化。

从图 5可以看出, SP I的位于 1 507 cm - 1的峰的强度在

0�1~ 600 M Pa之间随压力的增加而显著增加 (P < 0�05), 表

明 SP I的三级结构的展开程度随 H P处理时压力的增加而增

加。另外, 在此酰胺∃区域的大多峰的波数几乎不受 HP处

理的的影响 (图 4), 反映出 SP I的三级结构的维持主要与疏

水相互作用相关, 而与分子内的氢键无关。可见, H P处理对

SP I的三级构象的影响在一定程度上解释了 H P处理对 SP I

的与表面性质相关的改性效果 [ 4]。

Fig�5� Effects of HP treatm en t on the peak in ten sity of the

band at 1 507 cm- 1 ( relative to the baseline) and ab�

so lu te area of am ide∃ bands of SPI

1: Peak in tens ity; 2: Area

3� 结 � 论

� � FT IR技术可以成功地用于大豆蛋白由 HP处理引起的

构象变化的表征。SP I经 H P处理 ( 200~ 600M Pa)后, 其二级

及三级结构发生了显著的变化。通过检测 HP处理对 SPI的

构象的影响, 发现尽管 SP I的构象结构可被 H P处理破坏,

在高压释放之后, 它仍具有重构其二级与三级结构的能力。

对于大豆蛋白的这种构象重构机理仍有待于进一步的研究。
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Effects ofH igh Pressure on the Conformation of Freeze�Dried Soy Protein

Isolate: A FTIR Spectroscopic Study

TANG Chuan�he1, MA Cheng�yung2

1. Depa rtm en t of Food Sc ience and Techno logy, South China University of Techno logy, Guangzhou� 510640, China

2. Schoo l o f B io log ica l Sc iences, TheUn iversity o fH ong Kong, H ong Kong, Ch ina

Abstrac t� The effect o f high pressure (H P) treatm ent on the confo rma tion o f freeze�dr ied soy pro tein iso lates ( SP I) w as investigated by

Fourier transfo rm infrared ( FT IR ) spectroscopy. W ith in the am ide �  reg ion ( 1 600�1 700 cm- 1 ) o f the deconvo luted FT IR curve o f

SP I, m o re than 10 bands assoc iated w ith prote in con fo rm ation w ere distinctly observed, attributed to the C O stretch ing v ibra tion and

to a sm all extent to C! N stretching v ibra tion o f the peptide bonds, respective ly. The secondary structure of native SP I is estim ated to be

composed of 15% �16% ��he lix, 39% �44% ex tended strands, 17. 5% random co ils, and 21% �27% turns. The analyses of intensity

and w avenumber of the bands show ed that, H P treatm ent at pressures of 200�400M Pa resulted in the increases in intensity and a ∀ red�

shift# ( about 2 cm- 1 ) of these bands. HP treatm ent at 600M Pa furthe r increased the band intensity o f the am ide �  reg ion. The ana ly�
ses of am ide ∃ bands show ed tha tHP treatment led to g radua l increases in intensity and abso lute area of am ide ∃ bands, in a pressure�

dependent m anner. Thus, it is suggested thatH P treatm ent resulted in gradua l un fo lding o f seconda ry and tertiary structure of SP I, wh ile

the structure o f dena tured pro te ins underw ent a ∀ rebuild ing# process after the re lease of high pressure. These results confirm that the

HP�induced m odifica tion o f SP I is bym eans of the HP�induced conform a tiona l changes.

K eywords� Soy pro tein iso lates ( SP I); F our ier transform infrared spectroscopy ( FT IR ); H igh pressure; P rotein conform ation
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