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要
!

利用圆二色性光谱和荧光光谱对牛乳
/

-

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
/

-

乳球蛋白构象变化的特点!探讨

了热变性使牛乳
/

-

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"

关键词
!

/
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!!
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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(

"

)

!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(

*

)

"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(

!

)

"婴幼儿牛乳过

敏的发生率约为
*b

$

?b

!成年人约为
+'"b

$

+'Ab

(

>

)

"牛

乳过敏主要是
\

;

R

介导的变态反应!也有非
\

;

R

介导的(

A

)

"

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#

.

-

乳白蛋白及
/

-

乳球蛋白%

/

-

&501%

;

&%N:&96

!以下简称为
/

-M]

&是主要的过敏原(

"

)

"

/

-M]

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
A+b

!分子量为
!?IL5

左右!由
"?*

个氨

基酸残基组成!具有多方面的营养作用(

?

!

,

)

"目前有一些关

于加热对牛乳
/

-M]

免疫原性影响的报道!但结果不尽相

同(

#

)

!因此!有必要研究探讨加热导致牛乳
/

-M]

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
/

-M]

为研究对象!利用差示扫描量热法%

L.B

&获得

牛乳
/

-M]

热变性的有关热#动力学信息!进一步通过圆二

色光谱%

BL

&#荧光光谱%

VK

&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
/

-M]

构象的变化!

通过酶联接免疫吸附剂测定实验%

RM\.8

&检测蛋白的免疫原

性!探讨牛乳
/

-M]

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"

"

!

材料与方法

('(

!

主要仪器与材料

S-#"A

型的圆二色光谱仪%日本
S530%

公司&!

K->A++

荧

光分光光度仪%日本日立公司&!

L.B-*B

型示差扫描量热计

%美国
WR

公司&!紫外
H̀ !

型酶标仪%美国
QF/2D%/&/012%6

公司&#洗板机"牛乳
/

-M]

#牛血清白蛋白%

C.8

&#生物素标

记羊抗人
\

;

R

抗体%

ẀM

公司&#

UVW

标记的链霉亲和素

%

$/01%2

公司&#吐温
-*+

%

.9

;

D5

公司&!牛乳过敏患者阳性血

清均采自深圳市儿童医院%经
_691B8W

检测!

*

级以上&"其

他化学试剂均为国产或进口分析纯"

('8

!

实验方法

"'*'"

!

蛋白质结构及抗原表位分析

通过
WLC

数据库!获得牛乳
/

-M]

的晶体结构数据!

WLC

数据库编号为
*f*H

(

<

)

"通过
_B.K-BF9D/25

软件(

"+

)

!

计算牛乳
/

-M]

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
/

-M]

抗原表位信息(

""

)进行分

析"



"'*'*

!

/

-M]

的热处理实验

用
"D%&

0

M

O"

!

)

U,'+

的磷酸盐缓冲液%

WC.

&溶解牛

乳
/

-M]

!分别在
*+

!

,+

!

#+

!

<+

!

"++

!

""+

和
"*+o

条件下

恒温
"+D96

"

"'*'!

!

L.B

实验

用
"D%&

0

M

O"

!

)

U,'+

的
WC.

溶解牛乳
/

-M]

!用
L.B

记录样品的热效应曲线"实验扫描温度范围为
+

$

*++o

!升

温速度为
A`

0

3

O"

!以
<<'<<<b

氮气为载气!流速
A+DM

0

D96

O"

"

"'*'>

!

圆二色光谱实验

取不同处理的样品!用
WC.

%

"D%&

0

M

O"

!

)

U,'+

&稀释

浓度为
+'"*AD

;

0

DM

O"的溶液!检测样品在远紫外区%

"<+

$

*A+6D

&的
BL

光谱"每个样品重复扫描三次$利用网上

B=(Q\(

程序分析获得的图谱数据!对样品二级结构的
.

-

螺

旋#

/

-

折叠#

/

-

转角和无规则卷曲百分比含量进行模拟计

算(

"*

!

"!

)

"

"'*'A

!

荧光光谱实验

取不同温度处理的样品!将样品浓度用
WC.

%

"D%&

0

M

O"

!

)

U,'+

&稀释为
+'+AD

;

0

M

O"

!扫描样品的荧光光谱"

分别以波长
*#+

和
*<A6D

的激发光激发!样品发射光谱的

检测范围为
!++

$

A++6D

"

"'*'?

!

RM\.8

实验

按文献(

">

)方法!采用常规的间接
RM\.8

法进行检测!

取样品%

"6

;

0

'

M

O"

&加入到孔板中!每孔加入样品溶液为

"++

'

M

!于
>o

下包被过夜!次日后用
WC.Q

洗板$每孔加

入
"++

'

MC.8-WC.

%

*b

&溶液进行封闭!

!,o

振荡
*F

!洗

板$将牛乳过敏患者血清按
"d"+

的比例!用
C.8-WC.Q

%

"bC.8-WC.

!

"d*+++QG//6

&进行稀释!每孔加入
"++

'

M

!

!,o

振荡
*F

!用
WC.Q

洗板$生物素标记羊抗人
\

;

R

抗体按比例
"d*+++

用
C.8-WC.Q

进行稀释!每孔分别加

入
"++

'

M

!

!,o

振荡
*F

!用
WC.Q

洗板$

UVW

标记的链霉

亲和素按
"d"+++

用
.12Q5Y-UVWN:EE/2

%

A+DD%&

0

M

O"

Q293

!

+'"ADD%&

0

M

O"

(5B&

!

+'"b QG//6*+

!

)

U,'A

&进

行稀释!每孔分别加入
"++

'

M

!

!,o

振荡
"'AF

!用
WC.Q

洗板$每孔加入
QHC

和
U

*

=

*

底物液!

!,o

反应
"+D96

$

每孔分别加入浓度为
*D%&

0

M

O"的
U

*

.=

>

A+

'

M

终止反应!

测定每孔在
>A+6D

的吸光值"

*

!

结果与讨论

!!

RM\.8

实验测得分别加热到
*+

!

,+

!

#+

!

<+

和
"++o

时!牛乳
/

-M]

在
>A+6D

的光密度值变化不大!当加热温度

超过
""+o

时光密度值明显降低"光密度值在
"*+

与
""+o

相近为
+'*"A

!相对于加热温度为
*+ o

时的光密度值

+'A"+

!降低了
A,'#b

"结果表明当加热温度超过
""+o

时!

牛乳
/

-M]

与
\

;

R

的结合能力有所减弱!导致牛乳
/

-M]

的免

疫原性有所降低"

8'(

!

牛乳
#

ÛO

的蛋白结构及抗原表位

通过已报道牛乳
/

-M]

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
/

-M]

相关结构信息%见图
"

&!由结果

可知牛乳
/

-M]

的两个色氨酸%

Q2

)

&发布在蛋白的不同部分!

第
?"

位属
/

折叠!第
"<

位属无规则卷曲$第
?"

位位于蛋白

表面!第
"<

位处于一定程度的疏水环境"四个酪氨酸%

Q

4

2

&

散布在蛋白的不同部分!第
*+

位#第
>*

位!第
"+*

位属
/

折

叠结构!第
<<

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
\

;

R

表位在肽链的
"

3

#

!

*A

3

>+

!

>"

3

?+

!

"+*

3

"+>

!

"><

3

"?*

"由图
"

可知!

"

3

#

主要为

.

螺旋!

*A

3

>+

部分是
.

螺旋!

>"

3

?+

位部分是
/

折叠$有

两个
Q

4

2

在主要的抗原表位中"

$%

&

'(

!

):+*.:*+/-57/

0

%:4

0

/2%5,4+3-:%454,3%1F

#

ÛO

8'8

!

牛乳
#

ÛO

的热稳定性

牛乳
/

-M]

的
L.B

实验结果如表
"

所示"由表
"

可知!

牛乳
/

-M]

变性峰的峰值为
""!'*o

"

A-61/(

!

!)W%5,4+3-:%454,3%1F

#

ÛO

A

"

/

o A

D

/

o A

*

/

o

/

-M] #!', ""!'* ">"'+

!

A

"

/

o

'

\69195196

;

7/651:2519%61/D

)

/251:2/

$

A

D

/

o

'

W/5IY5&:/%E

7/651:2519%6

$

A

*

/

o

'

Q/2D96519%67/651:2519%61/D

)

/251:2/

8'D

!

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(

"A

)

'一般而言!蛋白
/

-

折叠的圆

二色谱在
*"?6D

处有一负圆二色谱带!在
"#A

$

*++6D

处

有一正圆二色谱带$蛋白
/

-

转角的圆二色谱在
*+?6D

附近

处有一正圆二色谱带$蛋白
.

-

螺旋的圆二色谱在
"<*6D

附

近处有一圆二色谱谱带!并在
***

和
*+#6D

处会出现两个

负的特征肩峰谱带!其圆二色谱
$

值在
***6D

附近处的绝

对值越大!则显示蛋白二级结构中含更多的
.

-

螺旋结构"牛

乳
/

-M]

热变性过程中的
BL

光谱如图
*

所示"

?+**

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
!"

卷



$%

&

'8

!

$-+U]_W!2

0

/.:+-4,3%1F

#

ÛO

"

3

>

'

/

-M]51*+o

!

"++o

!

""+o

!

"*+o2/3

)

/019Y/&

4

!!

由图
*

所示%

,+

!

#+

和
<+o

的数据略&!

*+

!

,+

!

#+

!

<+

和
"++o

的
BL

光谱曲线没有发生显著变化$

""+

和
"*+o

的
BL

光谱曲线基本相似!正峰的峰值与
*+o

的
BL

光谱曲

线相比有明显降低"光谱特征说明!温度低于
"++o

时!牛

乳
/

-M]

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
""+o

时!牛乳
/

-M]

蛋白二

级结构发生显著的变化"利用
B=(Q\(

软件进行计算!分析

获得牛乳
/

-M]

蛋白中各种二级结构的百分比含量如表
*

所

示"由表
*

所示!牛乳
/

-M]

在
*+o

到
"++o

的加热范围内

其蛋白的二级结构变化不明显!加热到
""+o

时蛋白中
.

-

螺

旋结构和
/

-

螺旋结构的含量显著减少!而
/

-

转角和无规则卷

曲的含量则相应增加"蛋白质分子的
/

-

折叠结构和
.

-

螺旋结

构通常是包藏在多肽链内部(

"?

!

",

)

!表明当加热温度低于
""+

o

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
""+o

时!蛋白质子伸展比较充分"

A-61/8

!

)/.457-+

<

2:+*.:*+/24,3%1F

#

ÛO

:+/-:/7-:7%,,/+/5::/3

0

/+-:*+/

./0%6752

4

312:01:2/ *+

$

"++o ""+

$

"*+o

.

-F/&9P ,'?b *'?b

/

-3F//1 !,'+b ,'?b

/

-1:26 "'+b *A'+b

V567%D0%9& A>'>b ?>'#b

8'D

!

荧光光谱

蛋白质中氨基酸能发射荧光的为
Q2

)

!

Q

4

2

和苯丙氨酸

%

WF/

&!荧光强度由强到弱依次为
Q2

)

!

Q

4

2

和
WF/

"蛋白质

的荧光通常在
*#+6D

或更长的波长被激发!而
WF/

的最大

激发波长为
*A,6D

!所以
WF/

在绝大多数实验条件下不被

激发"在
*,+

$

*<+6D

激发时!荧光来自于
Q2

)

和
Q

4

2

$当

激发波长大于
*<+6D

时!可认为荧光仅仅来自于
Q2

)

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

*<A

和
*#+6D

的激发波长下!不同温度处理的牛乳
/

-M]

的

荧光光谱如图
!

所示"

$%

&

'D

!

$1*4+/2./5./2

0

/.:+-4,3%1F

#

ÛO/I.%:/7-:8ZG53

"

3

,

'

/

-M]51*+o

!

"*+o

!

,+o

!

""+o

!

#+o

!

<+o

!

"++o

2/3

)

/019Y/&

4

$%

&

'E

!

$1*4+/2./5./2

0

/.:+-4,3%1F

#

ÛO/I.%:/7-:8>?53

"

3

,

'

/

-M]51"*+o

!

*+o

!

""+o

!

,+o

!

#+o

!

<+o

!

"++o

2/3

)

/019Y/&
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!!

由图
!

所示!在
""+o

以下加热时随温度提高!牛乳
/

-

M]

荧光逐渐减弱!当温度超过
""+o

时荧光强度比
"++o

有所增强!

""+o

时的荧光强度超过
#+o

!

"*+o

时的荧光

强度超过
,+o

"由图
>

可知!在
""+o

以下加热时随温度提

高!牛乳
/

-M]

荧光逐渐减弱!当加热温度超过
""+o

时荧

光强度比
"++o

有所增强!

""+o

时的荧光强度超过
,+o

!

"*+o

时的荧光强度甚至超过
*+o

"根据蛋白三级结构的数

据!牛乳
/

-M]

第
"<

位
Q2

)

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
""+o

以下加热!作为维系牛乳
/

-M]

蛋白高级结构的

疏水键和氢键被破坏!使牛乳
/

-M]

蛋白的结构趋于松散!

使原处于疏水环境中的
Q2

)

残基暴露于溶剂中!

Q2

)

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
""+o

!可能是高温导致二硫键介导的聚合反应形成聚

合物(

"#

)

!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
/

-M]

的四个
Q

4

2

都

位于蛋白的表面!当加热温度超过
""+o

!聚合反应使该荧

光生色团被隐藏起来!导致在
*#+6D

激发波长下
"*+o

时

的蛋白荧光强度甚至超过
*+o

"

,+**
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结合
L.B

!

BL

和
VK

数据可推测牛乳
/

-M]

在低于
""+

o

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
/

-M]

内部的构象展开!但二级结构

没有发生明显变化!加热超过
""+o

!蛋白的
.

-

螺旋结构和

/

-

折叠结构明显减少!根据牛乳
/

-M]

的蛋白质结构数据和

主要抗原表位信息可知!

"

3

#

位和
*A

3

>+

位抗原表位为
.

螺旋结构!

>"

3

?+

位部分抗原表位为
/

折叠结构!高温处理

下牛乳
/

-M]

的
.

-

螺旋和
/

-

折叠结构相应减少!也可能导致

含有这些结构特征的牛乳
/

-M]

蛋白抗原表位构象发生了变

化!导致蛋白与
\

;

R

的结合活力降弱"同时牛乳
/

-M]

每个

单体含有五个半胱氨酸%

B

4

3

&残基!其中四个残基在链内形

成
*

个二硫键!还有一个残基为自由巯基!牛乳
/

-M]

当低

于
""+o

加热时!内部构象展开!巯基和二硫键之间发生交

换(

"<

)

!当加热温度超过
""+o

!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
\

;

R

的结

合活力降弱"

RM\.8

实验的结果与上述的推测也相吻合"

上述的结果表明!牛乳
/

-M]

是个热稳定性较强的蛋白!

在
""+o

以下加热对其免疫原性影响不大!当加热温度超

过
""+o

!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"

!

!

结
!

论

!!

通过对牛乳
/

-M]

加热过程的
L.B

和
BL

光谱和荧光光

谱实验研究!得到牛乳
/

-M]

加热过程中的光谱学特征!并

通过
RM\.8

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
/

-M]

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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