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油料蛋白

大豆７Ｓ球蛋白热力学特性、溶解性和溶液性质
与表面疏水性相关性研究

刘春雷１，魏冬旭２，贾　烨３，江连洲４，李　丹１
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摘要：以６个具有代表性的大豆品种制备的７Ｓ球蛋白为实验对象，采用ＡＮＳ荧光探针法测定表面
疏水性，采用差示扫描量热法分析热力学特性，采用体积排阻－凝胶色谱法分析溶液的相对分子质
量及其分布，采用ＺｅｔａＰｌｕｓ电位及激光粒度分析仪分析流体动力学粒径及其分布并测定ξ－电位，
研究大豆７Ｓ球蛋白热力学特性、溶解性和溶液性质与表面疏水性的关系。结果表明：大豆７Ｓ球蛋
白的表面疏水性与变性温度、变性焓、ξ－电位绝对值均呈显著负相关；大豆７Ｓ球蛋白的溶解性与
表面疏水性呈极显著负相关；大豆７Ｓ球蛋白溶液可溶性聚集物的平均相对分子质量、平均粒径与
表面疏水性呈显著正相关。

关键词：大豆７Ｓ球蛋白；热力学特性；溶解性；相对分子质量分布；流体动力学粒径；ξ－电位；表面
疏水性
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　　蛋白质的表面疏水性是由于部分疏水基团暴露
于蛋白质表面引起的，是影响分子间相互作用的主

要因素，是衡量蛋白质功能性质的关键指标之一。

蛋白质的表面疏水性与蛋白质的理化性质和结构特

性等密切相关。变性温度（Ｔｄ）反映蛋白质的热稳
定性，变性焓（ΔＨ）是疏水作用和蛋白质结构紧密
性的重要指标［１－２］。溶解性是大豆蛋白可应用性的

重要参数，是大豆蛋白最重要的功能特性之一，溶解

性差通常伴随着功能特性较差［３－４］。溶液性质是大

豆蛋白实际应用中的重要性质之一，是大豆蛋白功能

特性的基础。溶液中可溶性聚集物的相对分子质量

及其分布以及流体动力学粒径及其分布反映蛋白质

的聚集程度。ξ－电位反映蛋白质表面电荷情况，与
表面疏水性共同作用，影响蛋白质溶液的稳定性［５］。

近年来，大量研究表明大豆蛋白的理化性质和

结构特性随大豆品种和产地的不同有所差异［６－８］，

而关于大豆蛋白的表面疏水性与其理化性质和结构

特性的关系研究报道不多，且研究大多数是以大豆

分离蛋白为对象，从纯品大豆７Ｓ球蛋白的角度研究
品种差异对大豆蛋白表面疏水性的影响，探讨大豆

蛋白热力学特性、溶解性和溶液性质与表面疏水性

的关系，国内外鲜有报道。本研究选择我国具有区

域代表性的６个大豆品种制备的７Ｓ球蛋白为实验
对象，探讨大豆７Ｓ球蛋白热力学特性、溶解性和溶
液性质与表面疏水性的关系，以期为今后开发大豆

蛋白特定功能性产品而进行的分子设计和重组提供

重要的理论指导。

１　材料与方法
１．１　实验材料

大豆７Ｓ球蛋白，实验室自制，分别来自于东农
４２、黑农４６、合丰５５、冀豆１２、皖豆２８、福豆２３４大
豆品种，纯度均在９０％以上［９］。

１－苯胺基 －８－萘磺酸（ＡＮＳ），Ｓｉｇｍａ公司进
口；ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、ＮａＣｌ、β－巯基乙醇，优级纯；
其余试剂为分析纯；标准蛋白（甲状腺球蛋白、醛缩

酶、牛血清白蛋白、卵白蛋白、腺苷酸激酶、激血球

素），上海康朗生物科技有限公司。

ＡＫＴＡ－蛋白质纯化仪，美国 ＧＥ公司；ＨｉＬｏａｄ
１６／６０Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００ｐｒｅｐｇｒａｄｅ凝胶预装柱，美国ＧＥ
公司；ＰＥＰｙｒｉｓ６差示扫描量热仪，美国 ＰＵＬＵＳＴＡ．
ＸＴ公司；ＺｅｔａＰｌｕｓ电位及激光粒度分析仪，美国布
鲁克海文仪器公司；７２２型可见分光光度计。
１．２　实验方法
１．２．１　表面疏水性的测定

采用ＡＮＳ荧光探针法，具体参照文献［１０－１１］。

１．２．２　热力学特性分析
利用ＰＥＰｙｒｉｓ６差示扫描量热仪测定不同品种

大豆７Ｓ球蛋白的热力学特性［１２］。称取５ｍｇ的样
品放入铝盒中，再向其中加入１０μＬ、ｐＨ７．６的磷酸
盐缓冲液，压盘密封，室温条件下放置６ｈ。温度扫
描范围：２０～１２０℃；从 ２０℃以 １０℃／ｍｉｎ升温至
１２０℃并保持１ｍｉｎ，随后从１２０℃以３０℃／ｍｉｎ降温
至２０℃。记录此过程中样品的变性温度（Ｔｄ）和变
性焓（ΔＨ）。
１．２．３　溶解性的测定

参考Ｓａｍｏｔｏ等［１３］的方法。２００ｍｇ样品分散于
２０ｍＬ去离子水中，室温下磁力搅拌 ３０ｍｉｎ，离心
（１００００×ｇ，２０ｍｉｎ）。上清液经适度稀释，采用
Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白质质量分数。以吸光度为横坐
标，蛋白质质量浓度为纵坐标，得到标准曲线方程为

ｙ＝２．５０６３ｘ－０．０１１２，Ｒ２＝０．９９９１。
样品溶解度 ＝上清液蛋白质质量浓度／（样品

质量浓度×样品蛋白质含量）×１００％
１．２．４　蛋白质溶液性质的测定
１．２．４．１　溶液相对分子质量分布的测定

采用体积排阻 －凝胶色谱法（ＳＥＣ－ＨＰＬＣ）研
究不同品种大豆７Ｓ球蛋白的相对分子质量分布。
应用ＡＫＴＡ－蛋白质纯化仪和 ＨｉＬｏａｄ１６／６０Ｓｕｐｅｒ
ｄｅｘ２００ｐｒｅｐｇｒａｄｅ凝胶预装柱，采用紫外检测器在
２８０ｎｍ处检测。流动相为磷酸盐缓冲液（２．６ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，３２．５ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４，０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
１０ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇，离子强度 ０．５，ｐＨ７．６），
在使用前经０．２２μｍ水系醋酸纤维素滤膜真空抽
滤处理。流速１ｍＬ／ｍｉｎ，限制压强０．３ＭＰａ，柱温
２５℃。进样质量浓度１０ｍｇ／ｍＬ（样品用流动相配
制），进样量１ｍＬ，进样前样品过０．２２μｍ水系醋酸
纤维素滤膜处理。

选择６种标准蛋白进行标准曲线的绘制，分别
为：甲状腺球蛋白，相对分子质量６６９ｋＤａ；醛缩酶，
相对分子质量１５８ｋＤａ；牛血清白蛋白，相对分子质
量６７ｋＤａ；卵白蛋白，相对分子质量４３ｋＤａ；腺苷酸
激酶，相对分子质量３２ｋＤａ；激血球素，相对分子质
量１７ｋＤａ。标准曲线以洗脱体积为横坐标，相对分
子质量的自然对数为纵坐标，得到标准曲线方程为

ｙ＝－０．０３９８ｘ＋１５．０４５，Ｒ２＝０．９９９４。
１．２．４．２　流体动力学粒径及其分布的测定

采用 ＺｅｔａＰｌｕｓ电位及激光粒度分析仪测定不
同品种大豆７Ｓ球蛋白的流体动力学粒径及其分布。
将样品用 ｐＨ７．６的磷酸盐缓冲液配制成０．２％的
蛋白溶液，过０．４５μｍ水系醋酸纤维素滤膜，室温
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下进行测定，取３次测定的平均值。
１．２．４．３　ξ－电位的测定

采用ＺｅｔａＰｌｕｓ电位及激光粒度分析仪测定不
同品种大豆７Ｓ球蛋白溶液的 ξ－电位。将样品用
ｐＨ７．６的磷酸盐缓冲液配制成０．２％的蛋白溶液，
上样体积为１ｍＬ，测定温度为２５℃。重复测定６次
取平均值。

１．２．５　统计与分析
单项实验重复３次，结果表示为“均值 ±标准

差”。采用ＳＰＳＳＶ１８．０软件对数据进行单因素方差
分析和相关性分析，如果方差分析差异性显著（Ｐ＜
０．０５），则使用 Ｄｕｎｃａｎ进行多重比较。采用 Ｏｒｉ
ｇｉｎ８．０软件等进行图谱分析处理和图表制作。
２　结果与讨论
２．１　表面疏水性

不同品种大豆７Ｓ球蛋白的表面疏水性见图１。

图１　不同品种大豆７Ｓ球蛋白的表面疏水性

　　由图１可知，６个品种大豆７Ｓ球蛋白的表面疏
水性指数在７０７．１４～８６８．５４之间，合丰５５＞福豆
２３４＞黑农４６＞冀豆１２＞皖豆２８＞东农４２。可见，
品种差异对大豆７Ｓ球蛋白的表面疏水性影响极显
著（Ｐ＜０．０１），这可能与不同品种大豆７Ｓ球蛋白的
结构特性和理化性质差异有关。

２．２　热力学特性与表面疏水性的关系
不同品种大豆７Ｓ球蛋白的变性温度和变性焓

见表１。由表１可知，６个品种大豆７Ｓ球蛋白的变
性温度在７３．６５～７７．５０℃之间，变性焓在２．５９～
５４８Ｊ／ｇ之间。可见，品种差异对大豆７Ｓ球蛋白的
热力学特性影响极显著（Ｐ＜０．０１）。相关性分析表
明：大豆７Ｓ球蛋白的表面疏水性与变性温度 Ｔｄ值
呈显著负相关（Ｐ＝０．０１４），相关系数为 －０．９０１；与
变性焓ΔＨ值呈显著负相关（Ｐ＝０．０１７），相关系数
为－０．８９２。分析其原因为：大豆７Ｓ球蛋白的热变
性温度与变性焓较小时，其热稳定性较差，使其完全

变性所需要的能量较小，说明稳定其高级结构的氢

键数量较少，分子展开程度较高，疏水性氨基酸残基

较多暴露于分子表面，使其具有较高的表面疏水性。

表１　不同品种大豆７Ｓ球蛋白的变性温度和变性焓

样品 Ｔｄ／℃ ΔＨ／（Ｊ／ｇ）
东农４２ ７７．５０±０．２４Ｄ ５．４８±０．２３Ｄ

黑农４６ ７４．５８±０．１５Ｂ ３．９８±０．１４Ｂ

合丰５５ ７３．６５±０．３７Ａ ２．５９±０．１３Ａ

冀豆１２ ７５．３２±０．１８Ｃ ４．０６±０．１２Ｂ

皖豆２８ ７５．４５±０．１５Ｃ ４．５１±０．２５Ｃ

福豆２３４ ７４．４３±０．１１Ｂ ３．８７±０．２７Ｂ

　注：表中同列数据肩标字母表示不同样品Ｐ＜０．０１水平的
差异显著性，字母不同表示差异极显著，字母相同表示差异

不显著。

２．３　溶解性与表面疏水性的关系
不同品种大豆７Ｓ球蛋白的溶解性见图２。

图２　不同品种大豆７Ｓ球蛋白的溶解性

　　由图２可知，６个品种的大豆７Ｓ球蛋白均具
有良好的溶解性，溶解度在８５．１３％ ～８９．９１％之
间，品种差异对大豆７Ｓ球蛋白的溶解性影响极显
著（Ｐ＜０．０１）。相关性分析表明：大豆７Ｓ球蛋白的
溶解性与表面疏水性呈极显著负相关（Ｐ＝０．００３），
相关系数为－０．９５６。分析其原因为：影响蛋白质溶
解性的主要相互作用为疏水相互作用和离子相互作

用。表面疏水性反映了蛋白质疏水相互作用的大

小，表面电荷反映了离子相互作用的大小。Ｂｉｇｅ
ｌｏｗ［１４］指出电荷、表面疏水性是决定蛋白质溶解性
的两个主要的特性，电荷越高、表面疏水性越低，蛋

白质溶解性越好。表面电荷的多少取决于蛋白质自

身带电荷情况和溶液的离子强度，因此在低离子强

度时，大豆７Ｓ球蛋白的溶解性受表面疏水性的影响
较大。

２．４　溶液的相对分子质量及其分布与表面疏水性
的关系

不同品种大豆７Ｓ球蛋白溶液的相对分子质量
分布图谱见图３。由图３可知，黑农４６－７Ｓ、合丰
５５－７Ｓ、冀豆１２－７Ｓ、皖豆２８－７Ｓ和福豆２３４－７Ｓ
溶液的相对分子质量分布相似，均为１个主峰和２
个小峰。通过标准蛋白 ＳＥＣ－ＨＰＬＣ标准曲线进行
计算，主峰相对分子质量为４３５．６３～４４４．３９ｋＤａ，是
大豆７Ｓ球蛋白的三聚体，约占总量的８４．０１％；靠
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近主峰第一个小峰相对分子质量为８１．２９～９０．７３
ｋＤａ，是大豆 ７Ｓ球蛋白的 α′亚基，约占总量的
８．５０％；第二个小峰相对分子质量为５０．３６～５９．３８
ｋＤａ，是大豆 ７Ｓ球蛋白的 β亚基，约占总量的
７．５０％。东农４２－７Ｓ溶液的相对分子质量分布与
其他５个大豆品种的７Ｓ球蛋白不同，为１个主峰和
４个小峰。通过标准蛋白 ＳＥＣ－ＨＰＬＣ标准曲线进
行计算，主峰相对分子质量约为４２１．３１ｋＤａ，是大
豆７Ｓ球蛋白的三聚体，约占总量的７７．２３％；靠近

主峰的第一个小峰相对分子质量约为２９５．９９ｋＤａ，
约占总量的１０．０３％，是大豆７Ｓ球蛋白的二聚体；
第二个小峰相对分子质量约为１２１．８５ｋＤａ，约占总
量的０．３０％，是大豆７Ｓ球蛋白分子；第三个小峰相
对分子质量约为６１．８９ｋＤａ，约占总量的５．０６％，是
大豆７Ｓ球蛋白的α亚基；第四个小峰相对分子质量
约为３９．２７ｋＤａ，是大豆１１Ｓ球蛋白的酸性亚基，是
大豆７Ｓ球蛋白制备过程中存留的杂质，约占总量的
７．３９％。

图３　不同品种大豆７Ｓ球蛋白溶液的相对分子质量分布图谱

　　东农４２－７Ｓ与其他５个品种的７Ｓ球蛋白在溶

液的相对分子质量分布上的差异，应该是由于东农

４２－７Ｓ的α亚基含量极少，而α′亚基和β亚基含量

很高导致的［９］。并且上述分析表明，含量极少的 α
亚基几乎全部处于自由状态，没有参与亚基之间的

聚集，从而导致形成的三聚体和二聚体的分子大小

有别于其他品种的７Ｓ球蛋白。

分析结果显示：６个品种的大豆７Ｓ球蛋白在溶

液中都是以９Ｓ的形式存在的［１５］，可溶性聚集物的

平均相对分子质量依次为合丰５５（３８７．９６ｋＤａ）＞

黑农４６（３８４．５８ｋＤａ）＞福豆２３４（３８３．１６ｋＤａ）＞皖

豆２８（３７６．０３ｋＤａ）＞冀豆１２（３７４．４９ｋＤａ）＞东农

４２（３６１．１７ｋＤａ）。相关性分析表明：大豆７Ｓ球蛋白

溶液可溶性聚集物的平均相对分子质量与表面疏水

性呈显著正相关（Ｐ＝０．０１２），相关系数为０．９０９。

分析其原因为：大豆７Ｓ球蛋白的表面疏水性越大，

即蛋白质表面的疏水相互作用越强，溶液中形成的

大分子聚集物越多，可溶性聚集物体积也越大，表现

为平均相对分子质量越大。

２．５　流体动力学粒径及其分布与表面疏水性的关系
不同品种大豆７Ｓ球蛋白的流体动力学粒径分

布见图４。由图４可知，６个品种大豆７Ｓ球蛋白的
流体动力学粒径分布相似，均呈现双峰分布。分析

结果显示：峰１粒子较小，为天然的大豆７Ｓ球蛋白
分子；峰２粒子相对较大，为大豆７Ｓ球蛋白分子在
溶液中形成的聚集体。６个品种大豆７Ｓ球蛋白溶
液粒子的多分散性指数均较小，依次为福豆 ２３４
（０２７）＞皖豆 ２８（０．２５）＞合丰 ５５和黑农 ４６
（０２３）＞冀豆１２（０．２１）＞东农４２（０．２０），说明样
品溶液粒径分布均匀。６个品种大豆７Ｓ球蛋白溶
液的粒子平均粒径依次为合丰５５（３７．８０ｎｍ）＞黑
农４６（３６．７０ｎｍ）＞福豆２３４（３４．１０ｎｍ）＞皖豆２８
（３０．００ｎｍ）＞冀豆１２（２６．００ｎｍ）＞东农４２（２５．００
ｎｍ）。相关性分析表明：大豆７Ｓ球蛋白溶液可溶性
聚集物的平均粒径与表面疏水性呈显著正相关

（Ｐ＝０．０１０），相关系数为０．９１５。这是因为大豆７Ｓ
球蛋白的表面疏水性越大，蛋白质分子之间的吸引

力作用越大，蛋白质分子相互靠近聚集的程度越大，

形成的可溶性聚集物粒子越大且越不均匀，从而表

现出平均粒径越大。
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图４　不同品种大豆７Ｓ球蛋白的流体动力学粒径分布图

２．６　ξ－电位与表面疏水性的关系
不同品种大豆７Ｓ球蛋白的ξ－电位见图５。

图５　不同品种大豆７Ｓ球蛋白的ξ－电位

　　由图５可知，中性（ｐＨ７．６）条件下，６个品种大
豆７Ｓ球蛋白溶液的 ξ－电位均为负值，且差异性极
显著（Ｐ＜０．０１），绝对值依次为冀豆１２（２７．７１ｍＶ）＞
东农４２（２７．６８ｍＶ）＞皖豆２８（２７．６２ｍＶ）＞福豆
２３４（２６２８ｍＶ）＞黑农 ４６（２３．３２ｍＶ）＞合丰 ５５
（１８２７ｍＶ）。相关性分析表明：大豆７Ｓ球蛋白的
ξ－电位绝对值（即表面电荷）与表面疏水性呈显著
负相关（Ｐ＝０．０４１），相关系数为 －０．８３０，说明大豆
７Ｓ球蛋白表面疏水性较低时，其溶液的 ξ－电位绝
对值较大，即蛋白质表面电荷较多。这可能是由于

大豆７Ｓ球蛋白表面疏水性较低时，暴露于蛋白质表
面的疏水基团数量较少，使得更多的极性氨基酸尤

其是带电荷氨基酸在蛋白质表面富集，表面电荷量

较多，从而使得ξ－电位绝对值较大。
３　结　论

（１）大豆７Ｓ球蛋白的热力学特性与表面疏水
性关系：大豆７Ｓ球蛋白的表面疏水性与变性温度呈
显著负相关，相关系数为 －０．９０１；与变性焓呈显著
负相关，相关系数为－０．８９２。

（２）大豆７Ｓ球蛋白的溶解性与表面疏水性关

系：大豆７Ｓ球蛋白的溶解性与表面疏水性呈极显著
负相关，相关系数为－０．９５６。

（３）大豆７Ｓ球蛋白的溶液性质与表面疏水性
关系：大豆７Ｓ球蛋白溶液可溶性聚集物的平均相对
分子质量与表面疏水性呈显著正相关，相关系数为

０．９０９；平均粒径与表面疏水性呈显著正相关，相关
系数为０．９１５；ξ－电位绝对值（即表面电荷）与表面
疏水性呈显著负相关，相关系数为－０．８３０。
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油＞菜籽油＞核桃油 ＞亚麻籽油 ＞紫苏油，结果与
烘箱法的相一致，且其氧化稳定性与亚麻酸含量有

一定关系。分析食用油在模拟法中脂肪酸含量的变

化可知，在油脂氧化初期，多不饱和脂肪酸（亚油酸

和亚麻酸）含量减少，单不饱和脂肪酸（油酸）和饱

和脂肪酸（硬脂酸和棕榈酸）含量有不同程度的增

加。多不饱和脂肪酸的含量对食用油氧化稳定性具

有较为明显的影响，尤其是亚麻酸。除此之外，内源

性抗氧化成分对食用油氧化稳定性也有一定的影

响。对比分析３种评价氧化稳定性的方法可知，烘
箱法操作简便但无法反映氧化实际情况；涂膜法检

测过程高效且实时；模拟法可反映食用油在使用中

的实际氧化过程。
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