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pH值对大豆分离蛋白构象及表面疏水性的影响
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摘  要：采用 Lowery 法、ANS 荧光探针法、圆二色光谱、荧光光谱方法分别对不同 pH 值大豆分离蛋白溶解度、

表面疏水性、蛋白质二级、三级结构进行分析。结果表明：随着 p H 值的升高，大豆分离蛋白的二级结构发

生由β - 折叠结构向α - 螺旋结构的转变，其 Trp 残基所处微环境极性增强。大豆分离蛋白表面疏水性与溶解度呈

负相关关系，同时大豆分离蛋白表面疏水性也与α- 螺旋结构含量呈负相关关系。
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Abstract：Lowry method, ANS fluorescence probe, circular dichroism and fluorescent spectroscopy were applied to explore

the solubility, surface hydrophobicity, secondary structure and tertiary structure of soybean protein isolate at different pH

conditions. The results showed that the transformation from β-sheet structure to α-helix structure, and the microenvironment

polarity of Trp residues revealed an obvious increase with increasing pH. A negatively linear correlation between the surface

hydrophobicity and solubility of soybean protein isolate was observed. Meanwhile, the surface hydrophobicity of soybean

protein isolate was negatively correlated with the amount of α-helix structure.
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在我国的大豆蛋白质市场上，大豆分离蛋白是产量

最大的一种产品。目前大豆分离蛋白被广泛应用于食品

加工中的各个领域，这一方面是由于大豆蛋白质自身丰

富的营养价值，而更重要的另一方面是由于大豆分离蛋

白具有许多优良的功能特性。针对不同的功能性质，大

豆分离蛋白被应用在不同食品及化工领域，化工及材料

工业主要利用了大豆分离蛋白的表面疏水性质。

蛋白质是由多种氨基酸相互联结构成的具有特定空

间结构的生物大分子，而维持蛋白质的三级结构最重要

的作用力是疏水基之间的相互作用。疏水作用是一种配

位体间非共价键相互作用，它在生物体内的许多精细化

学和物理特性以及对其反应性的研究方面的知识迄今仍

很不完全。一般来说，多数构成蛋白质的非极性氨基

酸侧链分布在分子内部形成疏水内核，而极性氨基酸分

布在表面的亲水环境中。对于一些已知结构的蛋白质表

面性质的分析表明，一些疏水基团也会出现在蛋白质表

面，使蛋白质表面也具有一定的疏水性。疏水作用对

蛋白质的稳定性、构象和蛋白质功能具有重大意义。由

于蛋白质是大分子结构，表面疏水性影响分子间的相互

作用，因此比整体的疏水性对蛋白质的功能具有更大的

影响[1]。蛋白质表面疏水性可作为疏水基团和极性溶液

环境结合数目的指标，而疏水基团和极性溶液环境结合

数目可衡量分子间相互作用的强弱，因而表面疏水性是

蛋白质一种很重要的表面性质。

研究表明，蛋白质的表面疏水性不仅与其来源、

加工条件、加工方法等有关，而且与蛋白质的物理化
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学性质、结构特征等密切相关，包括蛋白质的大小、

形状、氨基酸组成及序列及其含量分布、三级及四级

结构、分子内或分子间交联等[ 2 -3 ]。本实验通过圆二色

光谱、荧光光谱检测方法，系统研究 pH 值对大豆球蛋

白表面疏水性和结构的影响，从而可进一步探讨 pH 值

与大豆蛋白表面疏水性之间的关系，期望为大豆精深加

工及高值化应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大豆(东农 -46 号)由东北农业大学大豆研究所提供。

大豆粉碎后过 60 目筛，用石油醚脱脂，得脱脂大豆粉。

所用试剂最低纯度为分析纯。

1.2 仪器与设备

J-815 圆二色光谱仪    日本 Jasco 公司；CR22G 高速

冷冻离心机、F-4500 型荧光分光光度计  日本日立公

司；PHS-3D pH 计  上海雷磁仪器厂。

1.3　  方法

1.3.1 大豆分离蛋白制备工艺流程

脱脂豆粉→ pH8.0 碱提→离心→ pH4.5 酸沉→溶

解→冷冻干燥→成品

工艺条件：用水以料液比 1:10(m/V)的比例溶解豆

粕，用 2mol/L NaOH 溶液调节 pH 值至 8.0，在磁力搅

拌下提取 3h；然后 10000× g离心 30min；上清液用 2mol/L
HCl 溶液调节 pH 值至 4.5，再 10000 × g 离心 30min；
沥去上清液，用水洗沉淀 3 次，加少量的水溶解沉淀，

用 2mol/L NaOH 溶液调节 pH 值至 7.0；最后冷冻干燥得

到大豆分离蛋白成品(蛋白质含量为 88.89%)。

1.3.2 不同 pH 值缓冲液的配制

配制 0.01mol/L 的 pH 值为 2～6 的柠檬酸 - 磷酸二氢

钠缓冲液，pH 值为 7～9 的 Tris-HCl 缓冲液，pH10 的

甘氨酸 -HCl 缓冲液，pH11 和 pH12 的 NaOH-NaH2PO4 缓

冲液(离子浓度约为 0.05mol/L)。

1.3.3 溶解度测定　

称取100mg蛋白样品分散于10mL的去离子水中，磁

力搅拌 30min，然后用 1mol/L 的 NaOH 或 HCl 溶液调节

溶液的 pH 值，搅拌 30min 后离心(12000 × g，20min，
20℃)。上清液经适度稀释，采用 Lowery 法测定蛋白质

含量[4]，以牛血清白蛋白为标准物制作标准曲线。以上

清液蛋白质量浓度占总蛋白质量浓度的百分比表示蛋白

质的溶解度。

1.3.4 表面疏水性的测定

采用ANS荧光探针法。将蛋白质样品溶于0.01mol/L不

同缓冲液中，配成 10mg/mL 的溶液，均质 1min后 8000× g

离心 20min，取上清液用 Lowery 法测定溶液中大豆蛋白

的质量浓度，然后将上清液稀释成不同的梯度后，取

不同的样品溶液 10ml，分别加入 50μL 8mmol/L 的 ANS
溶液，振荡，静置 10m i n 后测其荧光强度( F I )。在本

实验中激发波长 330nm，发射波长 490nm。以荧光强

度对蛋白质作图，初始段的斜率即为蛋白质分子的表

面疏水值[5 -6 ]。

1.3.5 圆二色光谱分析

采用远紫外区域圆二色光谱用于研究不同 pH 值对

蛋白二级结构的影响。准确称取一定量的蛋白样品，溶

于不同 pH 值缓冲液中，蛋白质量浓度为 0.4mg/mL，室

温下将样品放置 4h。样品 pH 值采用高精度的 pH 酸度

计进行监控。采用圆二色光谱仪在 190～250nm 之间扫

描，实验温度为 20℃，样品池光程为 1mm，灵敏度为

100mdeg/cm，扫描速度率为 1 0 0 n m / m i n，分辨率

0.1nm，实验值为 5 次扫描的均值。蛋白二级结构组成采

用 CDPro 曲线拟合软件包，使用的算法为 CONTIN/LL，
使用的参考蛋白为 SMP56，取蛋白平均残基摩尔质量

(MRW)为 115g/mol，计算波长范围为 200～240nm，每

个样品重复 3 次测定。

1.3.6 荧光光谱分析

采用 F-4500 型荧光分光光度计测定大豆分离蛋白的

荧光光谱。蛋白分散于不同 pH 值缓冲液中，蛋白质量

浓度为 0.2mg/mL，激发波长为 295nm，发射光谱范围

为 300～400nm，激发和发射狭缝均为 5nm，扫描 5 次。

1.3.7 数据统计方法

用 SAS 8.12 进行相关分析和方差分析，如果方差

分析效应显著，使用 Duncan multiple range test 进行多

重比较(P ＜ 0.05)。

2 结果与分析

2.1    不同 pH 值的大豆分离蛋白溶解度曲线

大豆分离蛋白的等电点在 4.2～4.6，由图 1 可知，

大豆分离蛋白的溶解度在 4.5 附近出现最小值(约为 7%)，

图 1 不同 pH 值对大豆分离蛋白溶解度的影响

Fig.1   Effect of pH on solubility of soybean protein isolate
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而在 pH4.5 两侧的 pH 值范围内溶解性均有显著升高

(P ＜ 0.05)，同时可以看出大豆分离蛋白在强酸及碱性范

围内表现出良好的溶解性。

由于工业上生产大豆分离蛋白的 pH 值范围在 4～9，
因而选取这一区段进行研究，如溶解度曲线所示，大

豆分离蛋白的溶解度在 pH4～5 时，溶解度在 19% 以下，

呈现出较差的溶解性，并伴有沉淀及聚集体的形成，因

而在后期的光谱分析中，未选取这一区段的 pH 值，主

要由于光谱分析要求样品具有良好的溶解性，否则图谱

将无法表现出典型的结构特征。

2.2 不同 pH 值的大豆分离蛋白表面疏水性曲线

由图 2 可知，大豆分离蛋白的表面疏水性在等电点

两侧呈现显著下降趋势，并在等电点附近出现最大值。

与溶解度曲线的比较发现，在等电点以外的其他 pH 值

下大豆分离蛋白的表面疏水值与溶解度呈现负相关，这

与 Hayakawa 等[7]的研究相符。分析其原因在于蛋白质的

溶解性取决于蛋白质分子的亲水性 / 疏水性的平衡，这

种平衡取决于蛋白质分子的氨基酸组成，尤其取决于暴

露于蛋白质分子表面的氨基酸组成[8]。在氨基酸侧链残

基中，亮氨酸、异亮氨酸等疏水性残基，通过疏水键

相互结合于蛋白质分子中心，形成疏水性区域；另一方

面，谷氨酸、天门冬氨酸、精氨酸、赖氨酸等亲水

性残基，配列于能够与水分子接触的蛋白质分子外侧，

形成亲水性区域[9]。非极性基团转向分子内部，形成疏

水键；极性基团转向分子内部的，可以相互作用形成氢

键和盐键，转向分子表面的，可与水分子相互作用。

蛋白质的非极性疏水基团常趋向于分子结构域的内部，

形成一个疏水核，这种聚集是由于水对非极性基团的排

斥造成的，疏水侧链基团从水介质转到蛋白质内部的疏

水环境是受熵增的驱动自发进行的 [ 1 0 ]。蛋白质结构复

杂、种类繁多，并非上述一种结构模式，疏水核如果

不在核心而暴露在分子表面，则表现为一定的疏水性，

而亲水溶解性降低，由于疏水、亲水程度不同，造成

蛋白质不同的溶解分散性 [ 1 1 ]。同时研究表明，具有

较高的溶解性蛋白质其分子表面存在较少数量的疏水

性残基 [ 5 ]。

2.3 pH 值对大豆分离蛋白的二级结构的影响

圆二色光谱可以表征不同 pH 值对大豆分离蛋白二

级结构的影响，图 3A 表示不同 pH 值的大豆分离蛋白圆

二色光谱图，图 3B 为不同 pH 值大豆分离蛋白在 208nm
及 222nm 波长处的平均残基摩尔椭圆度(θ)，用于直观

的分析α-螺旋的变化趋势。

由图 3A 可知，大豆分离蛋白在 194nm 附近显示一

个正峰，218nm波长处显示一个负肩峰，208nm和 222nm
显示出两个负凹槽，并且还在 220～230nm 之间存在一

个很微弱的正峰。194nm 正峰和 218nm 负肩峰的存在表

示大豆蛋白中存在β- 折叠结构，208nm 和 222nm 负凹

槽则是由于α- 螺旋结构引起的负科顿效应引起的，

220～230nm 之间的微弱正峰则可表征蛋白质中存在无规

卷曲结构。由此可见大豆分离蛋白包含 4 种类型的二级

结构组分：α- 螺旋，β - 转角，β - 折叠以及无规卷

曲，其中β- 折叠以及无规卷曲含量较多[12]，这与通过

CONTIN/LL 程序分析出的结果相吻合，见表 1。通过

拟合分析发现，大豆分离蛋白随着 pH 值的升高，α- 螺
旋结构的含量逐渐增大，β- 折叠结构逐渐降低，而无

规卷曲结构略微降低，表明大豆分离蛋白的二级结构发

生由β - 折叠结构向α- 螺旋结构的转变。图 3B 可以看

出，由于α - 螺旋结构的含量会随 208 和 222nm 处峰强
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Fig.3   Effect of pH on secondary structure of soybean protein isolate
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的负增长而增大，因此通过[θ] 208nm 及[θ] 222nm 数值的降

低趋势可以看出，α - 螺旋结构的含量随 pH 值升高而

增大，与 CONTIN/LL 程序分析结论一致。

与中性及碱性条件比较发现 pH6(弱酸性)时大豆分离

蛋白的α - 螺旋结构相对较低，分析其原因可能为：α -
螺旋结构主要由多肽链上羰基(－ CO)和氨基(NH －)之间

的氢键稳定[13-14]，而大豆分离蛋白的等电点约为 4.5，这

说明在中性条件下，蛋白是呈负电荷的，酸性环境可

能会增加蛋白间因为电荷中和而产生的静电作用，从而

影响氢键的稳定性[14]。静电作用和氢键稳定性的变化会

依次引起在酸性条件下α - 螺旋的丢失[15]。

Kato 等[16]通过对卵白蛋白和溶菌酶的 CD 谱图波长

为 220nm 处椭圆率的测定发现，蛋白质的表面疏水性和

α - 螺旋结构呈现负相关，即蛋白质分子内α - 螺旋结

构含量降低时，分子内部“埋藏”的疏水性位点的暴

露程度增大，表现出更强的表面疏水性。因此，大

豆分离蛋白在 pH6～9 的范围内，随着 pH 值的降低，

[θ]222nm 的数值逐渐升高，表明分子内α - 螺旋结构含量

逐渐降低(图 3 B )，分子内部“埋藏”的疏水性位点的

暴露程度增大，表现出更大的表面疏水性，这与大豆

分离蛋白的表面疏水性曲线所表现出的增大趋势相符。

2.4 pH 值对大豆分离蛋白的三级结构的影响

在 295nm 激发的大豆分离蛋白样品荧光发射光谱主

要是由色氨酸所发射的，和其他含色氨酸和酪氨酸残基

的球蛋白一样，由于其分子中从酪氨酸残基到色氨酸残

基之间发生了能量转移，从而导致了酪氨酸残基的荧光

熄灭和色氨酸残基的荧光增加。因此大豆分离蛋白的荧

光峰实际上是色氨酸残基的荧光峰，其峰位在 3 2 5～
350nm 波长之间[17]。

蛋白质是两性物质，在不同的环境中具有不同的状

态，这是由于蛋白中所含的羧基和氨基个数和所处的环

境决定的。蛋白质中可离解的基团除了一端的α - 氨基

和另一端α - 羧基外，大多数是侧链的基团，如天冬氨

酸的β - 羧基、组氨酸的咪唑基、赖氨酸的ε - 氨基、

酪氨酸的羟基等。蛋白质可解离基团的电离情况随着溶

液中 pH 值的变化而改变，从而导致蛋白质中的构象的

变化。因而，通过研究溶液中酸碱度的变化对大豆分

离蛋白荧光性质的影响，可以得出其结构信息。通过

实验，在溶液酸碱度从 pH 6 .0 到 pH 9 .0 环境中，发

现不同 pH 值对大豆分离蛋白的荧光光谱形状几乎没有

影响(图 4)，而对其λmax 及荧光强度有改变，其变化情

况见表 2 。

pH 6 7 8 9
荧光强度 482.7 600.9 656.9 693.9
λmax /nm 331.2 333.4 335.2 338.4

表 2  不同 pH 值的大豆分离蛋白的荧光强度及λma x

Table 2    Fluoreseenee intensity and λmax of soybean protein isolate at
different pH conditions

大豆分离蛋白的λmax 分布在 331.2～338.4nm 范围内，

有研究表明λmax 与 Trp 残基所处微环境的有关，λmax 小

于 330nm 表示 Trp 残基位于蛋白质分子内部的非极性环

境中，λmax 大于 330nm 时表明 Trp 残基位于蛋白质分子

外部的极性环境中 [18]。由此可见，大豆分离蛋白在

pH6～9 的范围内，其 Trp 残基主要分布于蛋白质分子外

部的极性环境中。由表 2 可知，随着 p H 值增大，大

豆分离蛋白的λmax 向长波方向移动(红移)，表明原来处

于球状结构内部非极性环境中的 Trp 残基转移到蛋白质

分子外部，其所处的微环境极性有所提高。

另一方面，大豆分离蛋白在 pH6～9 的范围内，荧

光强度随 pH 值增大而增强。分析其荧光强度的变化可

能与大豆分离蛋白中 Trp 残基的量子产率及 Tyr → Trp 残

基能量传递有关[19]。由于实验研究选择的 pH 值范围在

微酸性及碱性范围内，因而 pH 值的变化对大豆分离蛋

白电荷分布影响较小，表现在对 Trp 残基的发光效率影

响不大。而 Tyr → Trp 能量传递可能受 pH 值变化的影

响，从而导致 Trp 残基总的荧光强度随 pH 值的变化而

改变。另外，随着 p H 值的增大，受质子解离作用影

响，原本带负电荷且靠近 Trp 残基的带电基团离开，解

除了对 Tr p 荧光的猝灭作用。

图 4 不同 pH 值大豆分离蛋白的荧光光谱

Fig.4   Fluorescence spectra of soybean protein isolate at different pH
conditions

800
700
600
500
400
300
200

荧
光
强
度

波长 /nm

320 330 340 350 360

pH6
pH7
pH8
pH9

pH α-螺旋 β-折叠 β -转角 无规卷曲

6 8.8 37.4 21.4 32.4
7 12.8 34.2 22.5 30.5
8 15.6 32.6 21.9 30
9 17.3 31.3 21.9 29.5

表 1 CONTIN/LL 程序分析出不同 pH 值的大豆分离蛋白二级

结构含量

Table 1   Secondary structure contents of soybean protein isolate at
different pH conditions %
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疏水性较强，其中 Trp 和 Phe 残基是高度疏水的非极性

基团，Tyr 残基是中度疏水的极性基团。目前关于利用

上述疏水性氨基酸微环境变化预测表面疏水性关系的研

究较多，但主要用于蛋白变性过程中，利用在酸碱变

性时，蛋白质分子的空间结构会发生变化，结构的变

化对疏水性氨基酸残基在蛋白质分子内外的分配产生影

响，从而改变了蛋白质分子的表面疏水性，使蛋白质

分子表面功能发生变化。

在本研究中主要的研究对象为 Trp 残基，其在 pH
值的增大过程中的“暴露”在一定意义上表明大豆分

离蛋白的三级结构发生变化，但这种“暴露”并未带

来类似于蛋白质变性过程中疏水性氨基酸“暴露”而

引起的表面疏水性降低，关于上述现象的原因仍需进一

步研究。结合 2.3 节关于二级结构的分析考虑，原因可

能在于在非变性状态下大豆分离蛋白的三级结构未发生

类似变性过程中发生的解折叠现象，“包裹”在球状

结构内部的疏水性基团并未完全“暴露”出来 [ 2 0 ]，而

是在二级结构基础上伴随着多肽链逐步卷曲为其它特定

构象而使疏水性氨基酸残基发生“暴露”，这种“暴

露”对表面疏水性的影响不具有代表意义。综上所述，

疏水性较强的芳香氨基酸残基微环境变化目前仍无法用

于预测非变性蛋白质表面疏水性的变化。

3 结  论

3.1 大豆分离蛋白的表面疏水性随 p H 值的变化趋势

为：在等电点两侧呈现显著下降趋势，并在等电点附近

出现最大值。

3.2 结合溶解性研究发现大豆分离蛋白表面疏水性与溶

解度呈现负相关。

3.3 圆二色光谱分析表明，随着 p H 值的升高，大豆

分离蛋白的二级结构发生由β - 折叠结构向α- 螺旋结构

的转变。这种变化进一步验证了蛋白质的表面疏水性和

α - 螺旋结构呈现负相关。

3.4 荧光光谱分析表明，随着 p H 值的增大，大豆分

离蛋白的荧光强度及λmax 均呈现增大趋势，表明大豆分

离蛋白中 Trp 残基所处微环境极性增强，这种变化对表

面疏水性的影响尚需进一步研究。
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