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脂肪氧合酶催化亚油酸氧化与大豆蛋白

相互作用的荧光光谱分析

黄友如1，华欲飞2，卢祥云1，顾建华1，陈义勇1

(1. 常熟理工学院生物与食品工程系，江苏 常熟      215500；2. 江南大学食品学院，江苏 无锡      214122)

摘   要：利用低脂质含量大豆蛋白、脂肪氧合酶和亚油酸组成的三元体系，模拟大豆蛋白质制备过程，通过荧

光光谱结合可溶性蛋白表面疏水性分析，研究了反应后大豆蛋白芳族氨基酸的氧化情况，结果证明，在LOX 的催

化作用下，LA 过氧化所产生的氢过氧化物及其降解产物可与大豆蛋白作用，反应后大豆蛋白的荧光光谱最大激发

波长在 350nm，最大发射波长在 440nm。LOX 催化 LA 氧化与大豆蛋白的相互作用，在 LRSP+LA+LOX 模拟体系

中产生荧光物质。该荧光物质部分可溶于氯仿-甲醇溶液的有机相中，其荧光光谱最大激发波长在350nm，最大发

射波长在430nm，且荧光强度随着反应程度的增加而增强。伴随着荧光物质的形成，反应后大豆蛋白的可溶性蛋

白的表面疏水性降低。使用抗氧化剂(BHT)可抑制荧光物质的产生和蛋白质疏水性的丧失。
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Fluorescence Assay of Interaction of Soybean Protein  and Linoleic Acid Oxidation Induced by Lipoxygenase
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Abstract ：Soybean proteins were prepared from the model systems consisting of lipid-reduced soybean proteins and different

levels of linoleic acid(LA) and lipoxygenase. The interactions of soybean proteins and oxidizing linoleic acid catalyzed by

lipoxygenase were assayed by fluorescence spectroscopy and soluble protein hydrophobicity. The fluorescence of the oxidized

samples showed excitation and emission maxima at 350nm and 440 nm respectively. The fluorescent compounds were partially

soluble in the organic layer of the chloroform-methanol (2:1,V/V). The solution fluorescence showed an excitation maximum at

350 nm and an emission maximum at 430 nm, and the intensity increased with reaction time. The interactions of soybean proteins

and oxidizing linoleic acid catalyzed by lipoxygenase also resulted in decreases of soluble protein hydrophobicity. With an

antioxidant (BHT) addition, the changes in fluorescence and soluble protein hydrophobicity were inhibited.
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通过模拟反应体系，本课题组研究了脂肪酸氧合酶

(lipoxy genase IB, LOX)催化亚油酸(LA) 氧化导致大豆蛋

白聚集[1]。Hidalgo和Kinsella在研究β-乳球蛋白与LA

氧化产生的 13- 氢过氧化物相互作用的过程中发现，脂

质氢过氧化物首先作用于蛋白质的色氨酸和半胱氨酸残

基，使之发生氧化；此后，脂质氧化产物(氢过氧化物

或醛类)可与蛋白质氨基酸残基的游离氨基反应产生荧光

物质并促使蛋白质聚合。脂质氧化产物与蛋白质、氨

基酸相互作用形成具有荧光的蛋白质-羰基化合物研究已

见报道[2- 6 ]。荧光发色团或者是脂溶性的，或者是水溶

性的，也有水不溶的。目前，使用氯仿 - 甲醇混合溶

剂可将发生氧化的生物组织中绝大部分荧光化合物萃取

出来[8-9]，并将氯仿- 甲醇萃取液中脂溶性物质荧光强度

的变化作为评价脂质氧化与蛋白质相互作用的指标[6,9-13]。

本实验利用LOX、LA和低脂质含量大豆蛋白(lipid-

reduced soybean proteins，LRSP)构建各个模拟体系，

通过荧光光谱结合表面疏水性分析，进一步探讨 LOX 催

化的 L A 氧化与大豆蛋白质的相互作用，以及这种相互
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作用与大豆蛋白聚集之间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

低温脱脂豆粕    山东禹王实业有限公司植物油厂。

脂肪氧合酶(LOX I-B，70800单位/mg)、亚油酸(色

谱纯，含量≥99.0%)  Sigma 公司；其他试剂均为分析

纯 。

1.2 低脂质含量大豆蛋白(LRSP)的制备

方法见参考文献[14]。

1.3 利用 L O X、L A 和 L R S P 构建模拟反应体系

底物 LA 溶液和 LOX 酶液的配制见参考文献[14]。

将 LRSP 溶于去离子水中配制成 5% 的 LRSP 溶液，

用1 mol/L NaOH 调 pH至 9.0。

将由 LA 溶液 8.5ml、LOX 酶液 10ml 和 LRSP 溶液

100ml 组成的模拟反应体系LRSP+LOX+LA，以及对照反

应体系LRSP+LOX、LRSP+LA 和 LRSP 分别放入 30℃的

水浴中分别恒温振荡培养0.5、1.0、2.0、4.0、6.0h 后

取出，冰浴冷却至 0℃后冷冻干燥。为探讨抗氧化剂对

脂质- 蛋白质相互作用的影响，在LRSP 溶液中先添加抗

氧化剂BHT(2,6- 二叔丁基对甲酚，200mg/L)，然后再分

别与 LOX 和 LA 混合水浴的样品也如上述样品制备方法

一样平行制备。将上述冷冻干燥样品粉碎并过80 目标准

筛 。

1.4 280nm 激发的大豆蛋白内源性荧光光谱

参照Kalapathy 等[15]的方法，将模拟反应所得的大

豆蛋白溶于0.01mol/L pH7.0的磷酸盐缓冲液中，配制成

2.0mg/ml的蛋白质溶液，以0.01mol/L pH7.0的磷酸盐缓

冲液作参比，采用日本岛津RF-5301PC 型荧光分光光度

计进行荧光测定，激发波长 280nm，发射光谱扫描范围

300～500nm 之间。

1.5 大豆蛋白的激发光谱和发射光谱

将模拟反应所得的大豆蛋白溶于去离子水中，配制

成2.0mg/ml的蛋白质溶液，3000× g离心10min去除沉

淀。以去离子水做空白对照，采用日本岛津RF-5301PC

型荧光分光光度计进行荧光测定，激发光谱：发射波长

固定在 440nm，扫描范围 220～400nm；发射光谱：激

发波长固定在350nm，扫描范围400～600nm。经氯仿-

甲醇(2:1，V/V)混合溶液脱脂处理(见1.6)的大豆蛋白激发

光谱和发射光谱的测定方法同上。

1.6 大豆蛋白氯仿-甲醇萃取液的激发光谱和发射光谱

该荧光光谱的测定是根据Liang[6]和 Saeed[16]等人的

方法，取模拟反应所得的大豆蛋白0.2g 加入20ml氯仿-

甲醇(2:1，V/V)混合溶液，在45℃条件下均质约1min。

再加入20ml 去离子水，剧烈振摇均匀后在4℃条件下以

3000 × g 离心 10min。用移液管转移氯仿层至具小螺旋

盖的耐热玻璃管以备随后的荧光测定。采用日本岛津

RF- 5 3 0 1 P C 型荧光分光光度计进行荧光测定，激发光

谱：发射波长固定在 430nm，扫描范围 220～400nm；

发射光谱：激发波长固定在 3 5 0 n m，扫描范围 4 0 0～

600nm。各样品相对荧光强度采用激发波长350nm(狭缝

4nm)，发射波长430nm(狭缝 5nm)的测定，将硫酸奎宁

溶于0.1mol/L的硫酸溶液中配制成浓度为1μg /ml的溶

液，以此浓度的硫酸喹宁溶液作标准调零，记录各样

品的相对荧光强度。

1.7 可溶性大豆蛋白表面疏水性的测定

将模拟反应所得的大豆蛋白样品经上述氯仿 - 甲醇

(2:1, V/V)混合溶剂脱脂处理后，参考Kato和Nakai[17]的

方法测定可溶性大豆蛋白的表面疏水性。称取0.05 g 蛋

白样品溶于0.01mol/L，pH7.0 的磷酸盐缓冲液中，在室

温下间歇搅拌约1.0h，然后在10000 × g下离心30min，

取上清液过滤并收集滤液。用Folin-酚法[18]测定滤液中

的蛋白浓度。用0.01mol/L pH7.0的磷酸盐缓冲液稀释至

蛋白浓度在0.005～0.50mg/ml 之间。取不同浓度的稀释

样品4ml，加入40μl的ANS溶液(使用0.01mol/L pH7.0的磷

酸盐缓冲液配制成8mmol/L的溶液)。采用Hitachi 650-

60 型荧光分光光度计在365nm 的激发波长(狭缝5nm)和

484nm 的发射波长(狭缝5nm)下测定样品的荧光强度，以

荧光强度对蛋白质浓度作图，外推至蛋白质浓度为 0 ，

曲线初始阶段的斜率即为蛋白质分子的表面疏水性指

数 。

2 结果与分析

2.1 大豆蛋白内源性荧光光谱的分析比较

在280nm 激发的大豆蛋白样品荧光发射光谱主要是

由色氨酸和酪氨酸残基所发射的[19]，又名内源性荧光光

谱。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。因此大豆球蛋白的荧光峰实际上是色氨酸残

基的荧光峰，其峰位在325～350nm 波长之间[15]。图 1为

大豆蛋白样品的内源性荧光光谱，激发波长为 280 n m。

对照样品 LRSP、LRSP+LA、LRSP+LOX 在整个反应时

间内的内源性荧光光谱，以及模拟体系 LRSP+L A + LO X

反应开始后的内源性荧光光谱，可见其强度和峰型基本

没有变化，且λmax 均位于344nm。由LRSP+LA+LOX 组成

的模拟体系经0.5、1.0、2.0、4.0和6.0h 反应后，λmax

分别位于 347、345、340、338 和 335 nm。可见样品

LRSP+LA+LOX 的荧光峰位(λmax)和强度随反应程度的不

同而不同。

反应后样品荧光强度和λmax 的改变反映了色氨酸残
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基被氧化的程度和所处微环境的变化[1,15]。与对照样品

相比，在反应达1.0 h 之前，λmax 向长波方向移动(红

移)，表明色氨酸残基暴露于蛋白质分子表面，这可能

是由于 LOX 催化 LA 氧化产生的氢过氧化物与大豆蛋白

的相互作用，蛋白质分子解折叠造成的；荧光强度增

加，说明此时的色氨酸残基基本没有被氧化，或被氧

化的程度较低，为蛋白质解折叠暴露的色氨酸残基所补

充。在反应达2.0h 之后，λmax 向短波方向移动(蓝移)，

表明色氨酸残基位于蛋白质分子内部的疏水区，原因可

能是解折叠的蛋白质分子通过疏水相互作用、氢键和静

电等进一步形成较大的聚集体，从而使色氨酸残基周围

的水分子数量减少；另一方面荧光强度降低，特别是反

应6.0h 样品的荧光强度降低明显，也说明此时色氨酸残

基被氧化的程度较高，位于蛋白质分子表面的色氨酸残

基减少。

Hidalgo和Kinsella[1]在研究β-乳球蛋白与亚油酸13-

氢过氧化物的相互作用时也发现，氧化β - 乳球蛋白的

图1  大豆蛋白的内源性荧光发射光谱(280nm激发)

Fig.1    Intrinsic fluorescence spectra of soybean protein with
excitation at 280 nm

a、b、c、d、e 和 f 分别为LRSP+LA+LOX 反应0.0、0.5、1.0、2.0、

4.0和 6.0h的样品。
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λm a x 向短波方向移动且荧光强度降低的现象。

LRSP+LA+LOX 经 6.0h 反应后，样品内源性荧光光谱的

变化可能与色氨酸残基的氧化有关。据报道，蛋白质

的色氨酸残基是对过氧化脂质最敏感的氨基酸残基之

一，在过氧化亚油酸甲酯的作用下易被氧化成β - 羟基

吲哚丙氨酸和N-甲酰犬尿氨酸[20]。蛋白质解折叠暴露在

表面的色氨酸残基可加速其氧化的进程[21]。

2.2 脱脂前后大豆蛋白激发光谱和发射光谱的分析比较

脂质 氨基酸或蛋白质 荧光 参考文献

过氧化LA 甲酯 牛血清蛋白 激发340～350nm，发射420～430nm [2]

LA 氢过氧化物 牛血清蛋白 激发330～360nm，发射410～450nm [22]

LA 氢过氧化物 β-乳球蛋白 激发350nm，发射 450nm [1]

LA 氢过氧化物 不同类型氨基酸 激发353～360nm，发射430～435nm [3]

脂质氢过氧化物 赖氨酸，甘氨酸 激发350～380nm，发射420～460nm [4]

及其次生氧化产物 牛血清蛋白

(E)-4,5-环氧-(E)-2-庚烯醛 赖氨酸 激发350nm，发射 450nm [5]

辛烯-2-醛 牛血清蛋白，赖氨酸 激发350nm，发射 450nm [23]

LA 甲酯氢过氧化物

及其次生氧化产物 牛血清蛋白 激发350nm，发射 100～450nm [24]

大豆油 大豆蛋白 激发355nm，发射 440nm [6]

(E)-4,5-环氧-(E)-2-庚烯醛 牛血清蛋白 激发350nm，发射 100～450nm [25]

过氧化 LA 甲酯 精氨酸，赖氨酸，组氨酸 激发360nm，发射 420nm [16]

氧化鱼油 溶菌酶，卵清蛋白，鱼肌球蛋白 激发360nm，发射 420nm [16]

表1   蛋白质/氨基酸与脂质氧化产物相互作用形成具有荧光的蛋白质-羰基化合物研究

Table 1    Study on amino acid or protein interaction with lipid oxidation products leading to formation of fluorescent protein-carbonyl
compounds

图2为未经脱脂处理反应6.0h 的大豆蛋白激发光谱

(440nm 发射)和发射光谱(350nm 激发)。对照样品LRSP、

LRSP+ LA 和 LRSP+ L OX 的激发光谱有两个峰，分别位

于280nm 和 350nm 附近；其中280nm 附近的峰强度最大。

相比之下，样品 LRSP+LA+LOX 的荧光光谱发生了明显

变化，表现为激发光谱350nm 附近的峰强度和发射光谱

440nm 附近的峰强度随着反应程度的增加而增强。

脂质氧化产物与蛋白质、氨基酸相互作用形成具有

荧光的蛋白质-羰基化合物研究已有很多报道(表 1)，所

形成的荧光发色团或者是脂溶性的，或者是水溶性的，

激发光谱

图2  未经脱脂处理反应6.0 h的大豆蛋白激发光谱和发射光谱

Fig.2    Fluorescence spectra of soybean protein untreated

a. LRSP；b. LRSP+LOX；c. LRSP+LA；d.LRSP+LA+LOX。
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也有水不溶的，其荧光光谱的最大激发波长在 3 3 0 ～

380nm，最大发射波长在410～460nm。Liang[6]在研究高

温(60℃)贮藏期间的大豆蛋白与大豆油相互作用时发现，

发生氧化的大豆蛋白样品的荧光光谱也出现上述类似的

变化，其荧光光谱最大激发波长在 355nm，最大发射波

长在440nm。这里样品LRSP+LA+LOX 在反应 6.0h 后，

伴随着色氨酸残基的氧化，内源性荧光的降低(图1)，激

发光谱350nm 附近峰强度和发射光谱440nm 附近峰强度

的增强，说明在模拟体系中产生了一些新的荧光物质。

反应后大豆蛋白激发光谱和发射光谱的这种变化应是这

些新形成的荧光化合物光谱叠加造成的，且这些新产生

的荧光物质部分具有水溶性的特点。这些新荧光物质的

生成反映了 LOX 催化的氧化 LA 与大豆蛋白的氨基酸残

基侧链基团之间的相互作用。

图3为将反应后大豆蛋白经氯仿-甲醇(2:1，V/V)混

合溶剂萃取后的激发光谱和发射光谱。可见脱脂以后样

品 L R S P + L A + L O X 的荧光强度降低，接近对照样品

L R S P 、L R S P + L A 和 L R S P + L O X 。这说明样品

LRSP+LA+LOX 形成的荧光物质部分可溶于氯仿溶液中。

样品LRSP+LA+LOX 的激发光谱有两个峰，分别位于280

nm 和 350nm 附近，类似于对照样品 LRSP、LRSP+ L A

和 LRSP+LOX，但 350nm 附近的峰强度仍略高于对照样

品，表明某些氧化产物是不溶于氯仿溶液的。此外，

值得注意的是280nm 附近的峰强度低于对照样品。激发

光谱280nm 附近的峰主要归属于蛋白质中芳族基团的吸

收，样品 LRSP+LA+LOX 在 280nm 附近峰强度的降低，

说明在模拟体系中大豆蛋白的芳族氨基酸残基可与LA 氧

化所产生的氢过氧化物及其降解产物反应，生成某些新

的荧光物质，且含有这些新荧光物质的相互作用产物可

部分溶于氯仿溶液。

2.3 大豆蛋白氯仿-甲醇萃取液激发光谱和发射光谱的

比较分析

为更好地理解大豆蛋白荧光光谱的这种变化与脂质-

蛋白质相互作用之间的关系，本实验进一步比较研究了

大豆蛋白氯仿 - 甲醇萃取液的激发光谱和发射光谱(图

4 )。结果显示，将激发波长固定在 3 5 0 n m，其发射光

谱的最大发射波长位于 4 3 0 n m ；将发射波长固定在

430nm，其激发光谱出现三个峰强度较高的峰，分别位

于350、300 和 270nm 附近。图 4 为大豆蛋白样品的氯

仿 - 甲醇萃取液的激发光谱和发射光谱。对照样品

LRSP、LRSP+LOX 以及 LRSP+LA 的激发光谱只有一个

峰，位于360nm 附近。对于LRSP +LA+LOX 样品而言，

随着反应程度的增加，其激发光谱360nm 的峰位置逐渐

位移至 350 n m，且另外出现两个峰强度逐渐增加的峰，

分别位于300nm 和 270 nm 附近。由氧化脂质-蛋白质组

成的复合体系，其荧光强度增加已见诸于报道(表1)，且

Braddock和 Dugan[26]已经从LA甲酯与鲑鱼肌球蛋白的氧

化反应体系中分离出某些荧光物质，这些化合物都含有

磷和C=N 官能团。且含C=N 官能团的物质溶于氯仿- 甲

醇萃取液的有机相中，其荧光光谱类似于Schiff碱结构物

质的荧光光谱(激发340～370nm和发射420～450nm)[7,27-29]。

这里样品LRSP +LA+LOX 激发光谱300nm 和 270nm 附近

峰强度的增加进一步说明，在模拟体系中大豆蛋白与过

氧化 L A 及其降解产物发生了反应，所形成的荧光物质

部分可溶于氯仿 - 甲醇萃取液的有机相中。相比之下，

发射光谱中只有一个峰形较宽的单峰，其强度随着反应

程度的增加逐渐增强，且峰位置由 420nm 逐渐位移至

430nm。

从图 4 可以看出，随着模拟反应体系中反应程度的

增加，样品 LRSP +LA+LOX 发射光谱的强度增强，但

曲线形状不变。为了有利于分析比较，我们将硫酸奎

宁溶于0.1mol/L的硫酸溶液中配制成浓度为lμg /ml 的溶

液，以此浓度的硫酸喹宁溶液作标准调零，采用激发

图3   经氯仿-甲醇混合溶剂处理后的反应6.0 h的大豆蛋白激发光谱

和发射光谱

Fig.3  Fluorescence spectra of samples after extraction with
chloroform /methanol

a. LRSP；b. LRSP+LOX；c. LRSP+LA；d. LRSP+LA+LOX。
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图4 大豆蛋白氯仿-甲醇萃取液的激发光谱和发射光谱峰形比较

Fig.4   Fluorescence spectra of organic layers from chloroform-
methanol extractions of reacted soybean proteins

a、b、c 分别为LRSP、LRSP+LOX、LRSP+LA 各模拟体系反应6.0h

后的样品；d、e、f、g、h 为模拟体系LRSP+LA+LOX 分别反应0.5、

1.0、2.0、4.0 和 6.0h 后的样品。
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波长350nm(狭缝4nm)、发射波长430nm(狭缝5nm)来测定

各样品氯仿- 甲醇萃取液的相对荧光强度，结果见图5。

由图 5 可以看出，对照样品 LR S P、L R S P + L A 和

LRSP+LOX 在整个反应时间内的每个阶段，其相对荧光

强度均很低。而样品 LRSP + L A + L O X 在混合反应 2.0h

后，其相对荧光强度急剧增加。添加抗氧化剂 B H T ，

可使样品 L R S P + L A + L O X 的相对荧光强度降低 7 0 %～

8 0 % 。
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2.4 可溶性蛋白的表面疏水性分析

图 6 为各模拟体系经不同时间反应后的表面疏水性

值变化情况。可见，样品 L R S P + L A + L O X 的表面疏水

性随着反应时间的延长而降低。反应前，在模拟体系

中添加抗氧化剂 B H T 对该变化趋势有抑制作用。前面

280nm激发的大豆蛋白内源性荧光光谱和氨基酸组成分析

也发现，随着模拟体系反应时间的延长，L O X 催化 L A

过氧化产物的增加，样品 LRSP+LOX+LA 的色氨酸和酪

氨酸等含量降低。Liang[7]在研究高温(60℃)贮藏期间的

大豆蛋白与大豆油相互作用时发现，发生氧化的大豆蛋

白样品，可溶性蛋白的表面疏水性降低。Boatright 和

Hettiarachchy[30]也观察到在大豆分离蛋白加工过程中，

由于蛋白质氧化而引起的蛋白质表面疏水性的降低。反

应后大豆蛋白芳族氨基酸的损失，说明 LOX 催化 LA 产

生的过氧化物及其次生产物可与大豆蛋白的疏水基团反

应 形 成 脂 溶 性 的 荧 光 物 质 ， 从 而 造 成 反 应 后 的

LRSP+LA+LOX 脱脂样品可溶性蛋白的表面疏水性降低。

使用抗氧化剂 BHT 可抑制荧光物质的产生和蛋白质疏水

性的丧失(图 5 和 6)。

图6   各模拟体系经不同反应时间后的表面疏水性值变化情况(X±SD,

n=3)

Fig.6   Surface hydrophobicity of samples after water incubating at
different reaction time(X ±SD,n=3)
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3 结  论

利用 LO X、L A 和 L R S P 构建各个模拟体系，采用

荧光光谱结合可溶性蛋白表面疏水性分析，进一步探讨

了 LOX 催化的 LA 氧化与大豆蛋白的相互作用关系，主

要结论如下。

3.1 在 L O X 的催化作用下，L A 过氧化所产生的氢过

氧化物及其降解产物可与大豆蛋白作用，反应后大豆蛋

白的荧光光谱最大激发波长在 350nm，最大发射波长在

440nm。

3.2 L O X 催化 L A 氧化与大豆蛋白的相互作用，在

LRSP+LA+LOX 模拟体系中产生荧光物质。该荧光物质

部分可溶于氯仿 - 甲醇溶液的有机相中，其荧光光谱最

大激发波长在350nm，最大发射波长在430nm，且荧光

强度随着反应程度的增加而增强。

图5  各样品氯仿-甲醇萃取液的相对荧光强度

Fig.5    Fluorescence formation in samples and molar fluorescence
intensities relative to quinine sulphate in 0.1mol/L H2SO4 solution

激发波长350nm(狭缝 4nm)；发射波长430nm(狭缝 5nm)。
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3.3 伴随着荧光物质的形成，反应后大豆蛋白的可溶

性蛋白表面疏水性降低。使用抗氧化剂 BHT 可抑制荧光

物质的产生和蛋白质疏水性的丧失。
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