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摘要!为探究球磨处理促进南瓜籽蛋白酶解的机制!以未处理的南瓜籽蛋白为对照!研究球磨处理

对南瓜籽蛋白二级%三级结构!溶解性!热力学特性以及微观结构的影响& 结果表明'南瓜籽蛋白经

不同时间球磨处理后!其结构有所改变#傅里叶变换红外光谱显示!球磨处理造成南瓜籽蛋白二级

结构发生变化!球磨处理 %& 24A 时!

"

#螺旋和无规卷曲结构分别由处理前的 %.9.6i和 %-9!6i

增加至 !"9&.i和 %7j&%i#内源荧光光谱和紫外吸收光谱分析结果表明!球磨处理后的南瓜籽蛋

白三级结构变得更加疏散#球磨处理提高了南瓜籽蛋白的溶解度!球磨处理 & 24A 时!溶解度提高

了 %79.! 百分点#*M[图谱表明!球磨处理使南瓜籽蛋白的变性温度降低#粒径分布和扫描电镜图

显示!球磨处理 %& 24A时!峰顶的粒径从 !%/9$ A2下降至 %&.96 A2!整体结构被破坏& 综上!适度

球磨处理可以改变南瓜籽蛋白分子结构!使酶容易与南瓜籽蛋白的酶切位点结合!从而促进酶解&

关键词!南瓜籽蛋白#球磨处理#结构#性质#酶解
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JJ近些年来%随着人们消费观念的转变及政策支

持%植物蛋白市场潜力巨大& (3XHD\Z3AE (3XHD\Z

L(

0!"!" 年植物蛋白1预测%未来五年植物蛋白市场将

以 %-i年复合增长率发展%且分离蛋白将会是市场

主导产品)%*

& 南瓜籽富含蛋白质%蛋白质含量约

$"i%其饼粕中蛋白质含量超过 -"i

)!*

& 南瓜籽蛋

白含有人体必需的 6 种氨基酸%含量较联合国粮农

组织" N̂]#与世界卫生组织"bQ]#规定的标准高%

且组成与人体所需氨基酸组成模式相似)$ #-*

& 因

此%南瓜籽蛋白营养价值高%极具开发潜力&

球磨法是通过外部机械力作用%使物料与研磨

介质在高转速下高频碰撞挤压%促使物料断裂(变形

呈微粉状的一种物理改性技术%具有操作简单(工艺

流程短(能耗低(污染小的特点%是一种便捷安全的

操作技术& 唐永康等)&*研究表明%将球磨作为蛋白

提取的一种预处理方式%可提高榛子蛋白提取率&

谭文等)7*研究表明%球磨预处理可改变蛋清蛋白的

分子结构%使蛋清蛋白暴露出更多的酶切位点%从而

增加对胰蛋白酶的敏感性& 本课题组前期研究表

明%球磨处理后南瓜籽蛋白酶解产物的N[0抑制率

显著高于未经处理的南瓜籽蛋白酶解产物%且球磨

处理时间有较明显影响)/*

&

本研究采用红外光谱(荧光光谱(紫外光谱(差

示扫描量热仪(纳米粒度及电位分析仪和扫描电子

显微镜分析不同球磨处理时间下南瓜籽蛋白分子构

象及表观形态变化%旨在探究球磨处理促进南瓜籽

蛋白酶解的机制%以期为蛋白质酶解特性的改变提

供理论依据&

<=材料与方法

%9%J实验材料

%9%9%J原料与试剂

脱脂南瓜籽粕"蛋白质含量 &79%"i#%宝得瑞

"湖北#健康产业有限公司提供!磷酸盐缓冲液(溴

化钾等均为分析纯&

%9%9!J仪器与设备

_#/ _'微型行星式球磨机%德国飞驰仪器公

司!L*)& #bM 台式离心机!QQ#7 型数显恒温水

浴锅! *̂#6 型冷冻干燥机%北京博医康公司!

+0SPM7/" 傅里叶红外光谱仪%美国尼高力公司!

#̂-7"" 荧光光谱仪%日本日立公司!0̀;5=\4;A!!"

紫外可见分光光度计%美国 L?DX2; 4̂Z?DX公司!

*M[#O%" 型差示扫描量热仪%美国 LN公司!

)D\3Z4>DX$""" QMN纳米粒度及电位分析仪%英国马

尔文仪器公司!M #$"""+扫描电子显微镜%日本

QVLN[QV公司&

%9!J实验方法

%9!9%J南瓜籽蛋白的制备与球磨处理

取脱脂南瓜籽粕按照料液比 %k& 加水混合%调

节 TQ至 .9&%于 &"f水浴处理 ! ?%冷却至 !"f后%

以 % """ m! 离心 %" 24A%取上清液并调节其 TQ至

-9&%于&"f水浴处理! ?%冷却至室温后%以% """ m!

离心 %" 24A%取沉淀并用蒸馏水洗至中性%真空冷冻

干燥得到南瓜籽蛋白"蛋白质含量 .6i左右#& 将

南瓜籽蛋白用球磨机分别处理 &(%"(%& 24A%得到球

磨处理的南瓜籽蛋白&

%9!9!J傅里叶红外光谱" L̂VY#分析

取 ! 2I南瓜籽蛋白与 !"" 2I干燥的nWX粉末

在玛瑙研钵中混匀并充分研磨%取适量压片并进行

傅里叶红外光谱分析& 分析条件'扫描范围 -"" g

- """ :2

#%

%分辨率 ! :2

#%

%扫描次数 $! 次& 利用

](+V[软件对图谱进行分析%并对图谱中酰胺
$

区

"% 7"" g% /"" :2

#%

#进行解析%确定蛋白质 - 种二

级结构的相对含量&

%9!9$J内源荧光光谱分析

用磷酸盐缓冲液""9"% 2;5F'%TQ/9"#配制

% 2IF2'的南瓜籽蛋白溶液%以 - """ XF24A 离心

!" 24A%取上清液进行内源荧光光谱分析"以磷酸盐

缓冲液作为空白#& 分析条件'激发波长 !." A2%扫

描范围 $"" g&"" A2%扫描速度 % !"" A2F24A&

%9!9-J紫外吸收光谱分析

取 %9!9$ 中的上清液进行紫外吸收光谱分析

"以磷酸盐缓冲液作为空白#& 分析条件'扫描范围

!"" g-"" A2%扫描速度 %"" A2F24A&

%9!9&J溶解性测定

按 %9!9$方法%取一定的南瓜籽蛋白%用磷酸盐缓

冲液配制 % 2IF2'的南瓜籽蛋白溶液%离心取上清液

稀释至合适的浓度%再按文献)6*的操作测定并计算蛋

白质溶解度指数%以表征南瓜籽蛋白的溶解度&

%9!97J热力学特性测定

利用差示扫描量热仪测定南瓜籽蛋白的热力学

%!
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特性& 取 - g& 2I南瓜籽蛋白于铝制样品皿中%放

入压片机压片密封%以空铝制样品皿为参比%以氮气

为载气%在流速 !" 2'F24A(温度扫描范围 !" g

!""f(升温速率 %"fF24A 条件下进行测试%记录

并计算变性温度"E

E

#和变性所需要的能量"变性

焓%

#

F#&

%9!9/J粒径分布测定

参考方海砚等).* 的方法%用磷酸盐缓冲液

""j"% 2;5F'%TQ/9"#配制 % 2IF2'的南瓜籽蛋白

溶液%将溶液通过 "9-&

!

2滤膜除去不溶性杂质

后%采用纳米粒度及电位分析仪进行粒径分布的

测定&

%9!96J扫描电子显微镜观察

将南瓜籽蛋白样品固定在干净的样品台上%对

样品进行喷金后用扫描电子显微镜观察%放大倍数

分别为 !&" 倍和 % """ 倍&

>=结果与分析

!9%J球磨处理对南瓜籽蛋白 L̂VY谱图的影响

L̂VY是研究蛋白质二级结构良好方式%其需要

的蛋白量少%且不受原料状态和环境等因素的影响%

因此成为研究蛋白质二级结构的重要方法)%"*

& 不

同球磨处理时间的南瓜籽蛋白 L̂VY谱图如图 % 所

示& 参考文献)%% #%!*并结合图 % 可知%经球磨处

理后%南瓜籽蛋白 L̂VY谱图中特征峰的变化主要

在 % &"" g% 7"" :2

#%处的酰胺
%

带(% 7"" g% /""

:2

#%处的酰胺
$

带(! .7% :2

#%处的$[Q的特征吸

收峰和 $ -!- :2

#%处的单强峰& 经球磨处理后%南瓜

籽蛋白 L̂VY谱图中特征峰位置发生了偏移%强度也

明显减弱%说明球磨处理破坏了南瓜籽蛋白的结构&

图 <=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白的MN#O谱图

JJ将蛋白质中红外区的酰胺
$

带经傅里叶去卷积

处理后二阶求导并绘制二阶导数图谱%可根据图谱

准确估算蛋白质各二级结构的比例)%$ #%&*

& 目前公

认的酰胺
$

带二级结构的区域指
"

#螺旋"% 7&" g

% 77" :2

#%

#(无规卷曲"% 7-" g% 7&" :2

#%

#(

!

#折

叠"% 7"" g% 7-" :2

#%

#和
!

#转角"% 77" g% /""

:2

#%

#

)%7*

& 不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白二级

结构含量见表 %&

表 <=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白二级结构含量#*P?$ L

项目
"

#螺旋
!

#折叠
!

#转角 无规卷曲

未处理
%.9.6 l"9"&

E

$/9%7 l"9"7

:

!69&6 l"9"&

3

%-9!6 l"9"/

E

球磨 & 24A

!!9$% l"9"/

3

$&9.$ l"9"7

E

!-96" l"9"6

d

%79.7 l"9"-

d

球磨 %" 24A

!"9!6 l"9"6

:

$69.6 l"9"6

3

!$9&$ l"9"6

:

%/9!% l"9"/

3

球磨 %& 24A

!"9&. l"9".

d

$69"6 l"9"6

d

!-96! l"9"6

d

%79&% l"9"7

:

J注'同列不同字母表示差异显著"%o"9"&#

JJ由表 % 可知%未处理的南瓜籽蛋白二级结构的

主要组成为
!

#折叠%占二级结构总量的 $/9%7i&

经过球磨处理后%南瓜籽蛋白的主要二级结构也是

!

#折叠%但随着球磨处理时间的延长%

!

#折叠含

量总体呈先减少后增加的趋势!与未处理相比%在球

磨 & 24A时%

!

#折叠含量显著下降"%o"3"&#%在球

磨 %"(%& 24A时%

!

#折叠含量显著增加"%o"3"&#&

经过球磨处理后%南瓜籽蛋白二级结构的
"

#螺旋

和无规卷曲的含量均显著增加"%o"3"&#%

!

#转角

含量则显著降低"%o"3"&#& 本研究发现%南瓜籽

蛋白经球磨处理一定时间后%

!

#转角结构会转化

为
"

#螺旋(

!

#折叠和无规卷曲结构& 赵飞)%/*研

究表明%一个
!

#转角结构中的 - 个氨基酸残基由

氢键来稳定%氢键在稳定蛋白二级结构中起主要作

用力& 因此%球磨处理会破坏蛋白质肽链间或链内

的氢键%改变南瓜籽蛋白的二级结构%暴露其结合位

点%从而更有利于酶与底物结合&

!9!J球磨处理对南瓜籽蛋白内源荧光光谱的影响

内源荧光光谱可反映蛋白质构象的变化%主要

取决于芳香族氨基酸的环境极性%特别是色氨酸&

不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白荧光光谱图如图 !

所示&

由图 ! 可见%未处理的南瓜籽蛋白最大荧光发

射波长为 $$/9! A2%经过球磨处理 &(%"(%& 24A 后

其最大荧光发射波长分别红移至 $&$96($&&9- A2

和 $&79" A2& 这可能是因为球磨处理使南瓜籽蛋

白的空间构象发生变化%芳香族氨基酸残基的极性

环境增大%更多的芳香族氨基酸残基暴露%而肽链结

构的舒展使南瓜籽蛋白的三级结构变得更加疏散%

这使酶与南瓜籽蛋白的酶切位点有更大概率接触%

!!
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从而可促进酶解)%6*

& 尹燕霞等)%.*研究表明红移程

度越大则蛋白质构象变化的程度越大& 本研究中%

随着球磨处理时间的延长%红移量和荧光强度增加%

说明球磨处理使南瓜籽蛋白的空间构象改变%结构

展开&

J注'39未处理!d9球磨 & 24A!:9球磨 %" 24A!E9球磨%& 24A&

下同

图 >=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白的荧光光谱图

!9$J球磨处理对南瓜籽蛋白紫外吸收光谱的影响

蛋白质在紫外线区域具有特定的吸收光谱%其

中 !7" g!6" A2的吸收峰代表芳香族氨基酸残基的

吸收)!"*

& 对南瓜籽蛋白进行全波长"!"" g-"" A2#

紫外吸收光谱扫描%结果如图 $ 所示&

图 ?=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白的紫外吸收光谱图

JJ由图 $ 可见%南瓜籽蛋白在 !7" g!6" A2范围

内有吸收峰%但是强度较弱%这是因为南瓜籽蛋白中

芳香族氨基酸含量较低& 在 !7" g!6" A2范围内%

未处理的南瓜籽蛋白最大吸收峰的位置为 !/&9.-

A2%经过球磨处理 &(%"(%& 24A后%最大吸收峰的位

置分别蓝移至 !7.96$(!/%j6/(!/"9%/ A2%表明球

磨处理改变了南瓜籽蛋白的三级结构!随着球磨处

理时间的延长%南瓜籽蛋白紫外吸收强度不断升高%

表明南瓜籽蛋白结构舒展促使芳香族氨基酸残基

暴露&

!9-J球磨处理对南瓜籽蛋白溶解性的影响

影响溶解性的因素主要有蛋白质分子形状(大

小(电荷分布)!%*

& 不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白

的溶解度如图 - 所示&

由图 - 可见'随着球磨处理时间的延长%南瓜籽

蛋白的溶解度呈先增加后降低的趋势!与未处理的

南瓜籽蛋白相比%当球磨处理时间为 & 24A 时%溶解

度从 -/j6$i增加到 7-9/&i%提高了 %79.! 百分

点%当球磨处理时间超过 %" 24A%溶解度的增加程度

逐渐降低& 经过球磨处理%南瓜籽蛋白分子舒展%增

大了蛋白质与水的接触面积)!!*

%同时蛋白质内部的

极性基团和疏水基团被暴露出来%蛋白质分子表面

电荷发生改变%水化作用增强%从而使南瓜籽蛋白溶

解度提高& 房岩强等)!$*的研究也证明了机械力可

以导致部分蛋白质结构发生改变%活性基团暴露%强

化了蛋白质#水的相互作用%提高了其溶解性& 本

研究中%当球磨处理时间超过 %" 24A 时%长时间的

机械力作用可能导致南瓜籽蛋白结构受到破坏%疏

水基团大量暴露%南瓜籽蛋白溶解度的增加量下降&

图 G=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白的溶解度

!9&J球磨处理对南瓜籽蛋白热力学特性的影响

差示扫描量热"*M[#技术可分析评价蛋白质热

变性%变性温度常可表征蛋白质的热稳定性%而变性

焓则可评价不同蛋白质分子的亲(疏水性大小%此外

还可表征不同蛋白质分子的有序性)!-*

& 不同球磨

处理时间的南瓜籽蛋白的*M[图如图 & 所示&

图 H=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白的!QI图

JJ由图 & 可见%不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白

的峰形相似%均只有 % 个变性峰& 未处理的南瓜籽

蛋白变性温度为 %%/9/%f%变性焓为 !%"9% UFI%经

过球磨处理 &(%"(%& 24A 后%变性温度分别降低为

%"/9$7( %"696.( %".9.%f%变性焓分别降低至

!"-j-(%/%97(%/"9" UFI& 这表明球磨处理改变了

南瓜籽蛋白的空间构象%使南瓜籽蛋白的变性温度

和变性焓降低%变性程度增加%减小了南瓜籽蛋白结

构的稳定性%这与紫外吸收光谱和内源荧光光谱的

$!
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分析结果吻合&

!97J球磨处理对南瓜籽蛋白粒径分布的影响

粒径分布规律可有效表征蛋白质聚集(解聚等

行为)!&*

& 图 7 为不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白

的粒径分布&

图 R=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白的粒径分布

JJ由图 7 可知%南瓜籽蛋白的粒径主要分布在

% """ A2以内%未处理的南瓜籽蛋白峰顶的粒径为

!%/9$ A2& 随着球磨处理时间的延长%南瓜籽蛋白

的粒径分布逐渐向小粒径处移动%在球磨处理时间

为 &(%"(%& 24A时%峰顶的粒径分别为 %."j$(%/&9.

A2和 %&.96 A2& 这是因为南瓜籽蛋白经过球磨处

理后%由于冲击动量和摩擦力%南瓜籽蛋白被高强度

粉碎%粒径变小%从而导致南瓜籽蛋白在溶液中趋于

分散%可提高酶解效率& 吴长玲等)!7*在研究超微粉

碎豆渣蛋白以及薛健翼等)!/*在研究球磨发芽糙米

浆的粒径变化时%均得出了与本研究结果一致的

结论&

!9/J球磨处理对南瓜籽蛋白微观结构的影响

不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白扫描电镜图如

图 / 所示&

图 S=不同球磨处理时间的南瓜籽蛋白的扫描电镜图

JJ由图 / 可见'未处理的南瓜籽蛋白呈球形%颗粒

大小不均匀但结构紧密!经过球磨处理的南瓜籽蛋

白的微观结构均有显著变化%整体结构被破坏%呈块

状结构!球磨处理 & 24A%南瓜籽蛋白呈现部分聚集

现象%球形结构已经消失%随着球磨处理时间的延

长%块状颗粒逐渐变细%质地变得疏松%表明球磨处

理破坏了南瓜籽蛋白的球状致密结构& 查越)!6*研

究表明%球磨产生的高碰撞力(剪切力以及摩擦力改

变了紫贻贝蛋白的表面形态%使得蛋白质分子粒径

变小%与本研究结果相符& 南瓜籽蛋白的粒径减小%

酶更易进入南瓜籽蛋白颗粒内部%从而促进酶解%这

与纳米粒度及电位分析仪检测南瓜籽蛋白粒径分布

的结果一致&

?=结=论

本研究探究了球磨处理对南瓜籽蛋白的影响&

球磨处理造成了南瓜籽蛋白 L̂VY谱图中特征峰峰

强明显减弱%特征峰的位置也发生了偏移%南瓜籽蛋

白的二级结构改变%

!

#转角结构转化为
"

#螺旋结

构(

!

#折叠结构和无规卷曲结构%且
"

#螺旋和无

规卷曲的含量均显著增加%

!

#折叠含量先减小后

增加!球磨处理的南瓜籽蛋白更多的芳香族氨基酸

残基逐渐暴露在外部的亲水环境中%水化作用增强%

溶解度提高%而过长时间的机械力作用会导致南瓜

籽蛋白结构受到破坏%疏水基团大量暴露%溶解度降

低!球磨处理的南瓜籽蛋白的变性温度降低%且球磨

处理时间越长%变性程度越大!南瓜籽蛋白的粒径随

着球磨处理时间延长而减小& 上述结构变化使酶更

易与南瓜籽蛋白的酶切位点结合%从而提高了南瓜

籽蛋白的酶解效率%可为进一步开发利用南瓜籽蛋

白提供参考&
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