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摘要!旨在为开发低敏性大豆蛋白产品提供理论基础!以大豆中主要致敏蛋白大豆球蛋白"**G#为

原料!采用不同超高压"*"" ]("" c_1#预处理后用复合蛋白酶水解!对其抗原性$水解度$十二烷

基硫酸钠$聚丙烯酰胺凝胶电泳"GaG $_+N.#$FV292<R$GaG $_+N.$傅里叶变换红外光谱"TF$

Ib#$紫外光谱$荧光光谱进行分析!探究处理前后 **G 抗原性及结构的变化规律% 结果表明&超高

压联合酶解处理对 **G 的抗原抑制率和水解度均有影响!其中 ("" c_1超高压联合酶解处理 **G

的抗原抑制率最低!水解度最高!分别为 &(8(-B和 %8-%B'("" c_1超高压联合酶解处理对 **G

结构的影响最大!**G中酸$碱性亚基明显被降解!**G二级结构中
#

$螺旋含量显著升高!

"

$折叠

含量显著降低!**G三级结构发生明显变化!紫外最大吸收强度和荧光强度均显著降低!并伴随紫

外光谱蓝移!荧光光谱红移% 综上!超高压联合酶解处理能够改变 **G 的构象!进而显著降低其抗

原性%
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HH大豆是常见的优质植物蛋白质来源$同时也是

公认的主要食物过敏原之一'*(

% 据报道$全球约

!8,B的儿童和 "8!,B的成年人对大豆过敏'!(

$其

中大豆球蛋白"**G#是大豆中存在的关键致敏蛋白

之一$占大豆总蛋白质含量的 #"B左右'&(

% **G

是由 ' 种不同类型亚基组成的六聚体蛋白$每个

亚基由酸性肽链"+#和碱性肽链" #̂组成$引起患

者过敏反应的主要是酸性链"+*1)+*5)+!)+&)

+##

'#(

% **G结构非常稳定$在自然状态下不易被

破坏''(

$因此选择性加工处理是降低其致敏性的有

效途径%

目前常见的降低大豆致敏性的技术可分为热处

理法)非热处理法)化学法和生物法% 其中$非热处

理技术在降低大豆蛋白抗原性方面显示出巨大的潜

力$例如超高压处理)低温等离子体和超声波处理

等'((

% 超高压处理是常用的绿色非热处理技术$可

以破坏蛋白质分子中的非共价键$导致其结构发生

重大变化',(

% 赵益菲等'%(研究表明$**G 经 '"" c_1

超高压处理 !" 02< 后其抗原性降低了 &'8('B$空

间结构发生显著变化% 李堂昊等'-(研究表明$#""

c_1超高压处理可最大程度上降低
"

$伴大豆球蛋

白的免疫活性$从而削弱其抗原性并降低致敏风险%

超高压处理虽然不能完全消除蛋白的致敏性$但能

够改变蛋白质的构象型表位$增加蛋白酶的作用位

点$有效促进蛋白质的水解$从而降低免疫球蛋白.

"I=.#结合能力$最终实现抗原性和致敏性的双重

降低'*"(

% 此外$化学法中的酶解处理也常被用于改

变蛋白质结构和功能性质$其可以破坏蛋白质分子

内部的一些肽键$部分或完全消除连续抗原表位$有

效降低抗原性'**(

$从而显著降低抗原的致敏性% 然

而研究表明$即使经过长时间的酶解$蛋白的抗原性

也不能被完全消除且会产生更多苦味肽'*! $*&(

% 因

此$有学者采用酶解与其他方法联合处理的方式来

降低蛋白的抗原性$以期降低其潜在的致敏性% 目

前已有研究将超高压联合酶解技术用于处理食物过

敏原的研究中% CRR等'*#(研究发现$荞麦蛋白经

("" c_1超高压处理 &" 02< 后再用碱性蛋白酶水

解$其 I=.结合率降低了 %&8%B ]*""B% 江连洲

等'*'(研究发现$超高压协同限制性酶解处理可显著

降低豆乳粉的致敏性$在最优工艺条件下致敏性降

低率为 %%8"-B% cR2<3:9;02UX等'*(( 利用超高压

"#"" c_1和 '"" c_1#协同风味蛋白酶处理大豆分

离蛋白$采用间接竞争酶联免疫吸附"29$.CIG+#

法检测
"

$伴大豆球蛋白的免疫活性$结果发现$一

组抗体识别的表位在水解过程中被充分破坏$抗原

性几乎被完全抑制$而另一组抗体识别的表位仅略

有下降% 目前关于超高压联合酶解处理对 **G抗原

性和结构的影响尚不清楚%

本文利用超高压对 **G 进行预处理$随后用复

合蛋白酶进行水解$考察超高压联合酶解对 **G 抗

原性)水解度及结构特性的影响$探究超高压联合酶

解对 **G影响的作用机制$以期为大豆蛋白过敏原

脱敏技术的研究提供参考%

<=材料与方法

*8*H实验材料

*8*8*H原料与试剂

低温脱脂豆粕"蛋白质含量 #!8,!B)水分含量

,8#*B)脂肪含量 *8#'B)灰分含量 '8(*B#$山东

禹王生态食品有限公司!Lb_$标记的羊抗兔 I=N

"+(*'##$美国 G2=01公司!牛血清蛋白" Ĝ+#)&)

&v)')'v$四甲基联苯胺"Fĉ #显色液)凝胶电泳试

剂盒$北京索莱宝科技有限公司!复合蛋白酶"*!"

)?0=#)% $苯胺基$* $萘磺酸"+MG#$上海源叶生

物科技有限公司!其他试剂均为分析纯%

*8*8!H仪器与设备

L__8C! $(""?*" 型超高压设备$天津华泰森

淼生物有限公司!CbL$*'"T型恒温生化培养箱$

上海一恒科技有限公司!FaC$'+型离心机$上海

安亭科学仪器厂!aJJ$(a型电泳仪$北京六一仪

器厂!cP3X2:A1< TQ型酶标仪$美国赛默飞世尔仪器

有限公司!F)$*-"* 型紫外可见分光光度计$北京

普析通用仪器有限责任公司!Q1V4.932Y:R荧光分光

光度计$美国 d1V21<公司!EoT$'*" 傅里叶变换红

外光谱仪$北京瑞丽分析仪器有限公司! *̀*"" 型凯

(,
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氏定氮仪$济南海能仪器有限公司%

*8!H实验方法

*8!8*H**G的制备

参考彭开锋等'*,(的方法$并稍作修改% 将脱脂

豆粕与 "8"& 063?CFV2:$LQ3缓冲液"YL%8"#按料

液比 *D*' 混合$于室温下搅拌 # ;$随后在 #e下以

*" """ V?02<离心 !" 02<$取上清液$按 * =?C加入

M1LGO

&

$搅拌均匀$用 ! 063?CLQ3溶液调整 YL至

(8#$于 #e下保存过夜$然后以 *" """ V?02< 离心

!" 02<$取沉淀并溶于 "8"* 063?C磷酸盐缓冲液

"_̂ G$YL,8##中$分别采用 '"B)('B硫酸铵对溶

液进行分级沉淀$将沉淀透析)冻干后得 **G$于

$*%e保存备用% 经凯氏定氮法测得 **G 中蛋白

质含量为 -!8,-B$ 1̂<UG91< 软件分析 **G 的十二

烷基硫酸钠 $聚丙烯酰胺凝胶电泳"GaG $_+N.#

图谱发现 **G 样品的纯度为 -,8!"B$可用于后续

实验分析%

*8!8!H超高压联合酶解处理 **G

将 *8!8* 得到的 **G 用 YL,8#)"8"* 063?C

_̂G稀释至 ! 0=?0C$并置于真空袋中包装$于室温

条件下分别采用 *"")!"")&"")#"")'"")("" c_1压

力处理 !' 02<$冻干后得到超高压处理样品$分别命

名为L*"")L!"")L&"")L#"")L'"")L(""% 将上述

不同超高压处理后的 **G 用蒸馏水稀释至 !'

0=?0C$在 '"e)YL,8' 下采用复合蛋白酶 "加酶

量为 * """ )?=#分别对其水解 ! ;$冻干后得到超高

压联合酶解处理样品$分别命名为L*"" $.)L!"" $

.)L&"" $.)L#"" $.)L'"" $.)L("" $.% 以未经

超高压和酶解处理的 **G"**G#和只进行酶解处理

的 **G".#样品作为对照组%

*8!8&H抗原性测定

参照 TP 等'*%(的方法$采用间接竞争酶联免疫

吸附法 "29$.CIG+#测定 **G 的抗原性% 用 '"

0063?C碳酸盐缓冲液"YL-8(#将 **G 样品稀释至

"8#

"

=?0C后包被于 -( 孔酶标板"*""

"

C?孔#$于

#e下过夜% 同时$另取 **G样品用 _̂ G稀释至 "8*

0=?0C$然后与效价为 *D!' ("" 的兔抗 **G 血清等

体积混合$于 #e下过夜$得预混液% 取出孵育过夜

的酶标板$弃液$用含有 "8"'B吐温 $!" 的 _̂ G

"_̂ GF#洗涤后于 &,e下使用 *B Ĝ+封闭 ! ;%

_̂ GF洗涤$加入预混液"*""

"

C?孔#$同时设置无

竞争体系"只加血清#$&,e孵育 * ;% _̂ G 重复洗

涤 & 次后加入 Lb_标记的效价为 *D!" """ 的酶标

二抗"*""

"

C?孔#$&,e反应 * ;$_̂ G 洗涤后加入

Fĉ 显色液"*""

"

C?孔#$避光反应 *" 02<% 最后$

加入 ! 063?C稀硫酸"'"

"

C?孔#终止反应% 用酶标

仪分别在 #'" <0和 (!" <0处测得样品吸光度%

样品抗原性以抗原抑制率表示$抗原抑制率与抗

原性成正比$抗原抑制率"J#计算公式如式"*#

所示%

Ji'* $"-

#'"

$-

(!"

#?-

"

( g*""B "*#

式中&-

#'"

为样品在 #'" <0处的吸光度!-

(!"

为

样品在 (!" <0处的吸光度!-

"

为无竞争体系在 #'"

<0处的吸光度与其在 (!" <0处的吸光度的差值%

*8!8#H水解度测定

参考 l26<=等'*-( 的方法$采用邻苯二甲醛

"O_+#法对 **G酶解液进行水解度测定% 将 "8* =

十二烷基硫酸钠"GaG#)&8% =硼砂)%" 0=O_+"纯

度 -,B#)%% 0=二硫苏糖醇"纯度 --B#溶解于蒸

馏水中$加入 # 0C乙醇$并用蒸馏水定容至 *""

0C$制得O_+溶液% 取 %""

"

C**G 酶解液与 ( 0C

O_+溶液混合$旋涡 ' :$避光反应 ! 02<$使用紫外

可见分光光度计测定其在 &#" <0处的吸光度

"Oa

&#"

#% 以丝氨酸为标准品$配制系列浓度 "")

"8!&, -)"8#,' %)"8,*& ,)"8-'* ( 0063?C#标准溶

液$于 &#" <0处测定吸光度$以丝氨酸浓度"A#为

横坐标$吸光度"3#为纵坐标$绘制标准曲线$拟合

得标准曲线方程3i"8,(" %A$"8""! !"'

!

i"8--- -#%

水解度"@#计算公式如式"!#所示%

@i"$gPg%K*$

"

#K"

#

g1

X6X

# g*""B "!#

式中&$为样品吸光度代入标准曲线方程所得

的浓度$0063?C!P为酶解液稀释倍数!%为样品体

积$C!*为通过考马斯亮蓝法测得的样品中蛋白质

的质量$=!1

X6X

为大豆蛋白总肽键数$取 ,8% 0063?=!

#

和
"

为经验校正系数$用于修正测定中氨基含量

与吸光度之间的差异$分别取常数 "8-," 和 "8&#!%

*8!8'HGaG $_+N.和 FV292<R$GaG $_+N.分析

GaG $_+N.分析&参照JP等'!"(的方法并稍作

修改% 用样品缓冲液将样品稀释至蛋白质质量浓度

为 * 0=?0C$沸水浴 ' 02< 后离心$取上清液进行

GaG $_+N.分析$电泳时使用分子质量 *" ]*%"

Aa1蛋白质标准品作为对照% 分析条件&上样量 *"

"

C?孔!*!B的分离胶和 'B的浓缩胶!恒流电泳时

浓缩胶电流 !" 0+$分离胶电流 #" 0+% 电泳完毕

后$凝胶固定 &" 02<$染色 #" 02<$脱色后拍照分析%

FV292<R$GaG $_+N.分析&参考 cR2等'!*(方

法并稍作修改分析样品中分子质量 *" Aa1以下的

小分子肽分布% 将样品与还原性样品缓冲液混合$

在 *""e下煮沸 ' 02<$离心取上清液$待 FV292<R$

GaG $_+N.分析$使用分子质量 &8& ]&* Aa1的蛋

,,
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白质标准品作为对照% 分析条件&分离胶 *(8'B$

夹层胶 *"B$浓缩胶 #B!上样量 *"

"

C?孔!分析时

间 ( ]% ;!恒流电泳时浓缩胶及夹层胶电流 !" 0+$

分离胶电流 #" 0+% 电泳结束后凝胶固定和染色各

&" 02<$在脱色液中脱色 !# ;后拍照分析%

*8!8(H傅里叶变换红外光谱"TF$Ib#分析

参照 E1<=等'!!(的方法$将 ! 0=样品和 *'"

0=̀ V̂混合后研磨并压成薄片$待 TF$Ib测定%

测定条件&扫描范围 # """ ]#"" 90

$*

$扫描次数 (#

次$分辨率 # 90

$*

% 使用 _R1A T2X#8*! 软件$通过

基线校正)去卷积)二阶导数处理和高斯拟合计算样

品蛋白质二级结构含量%

*8!8,H紫外光谱分析

利用 _̂ G 将样品稀释至蛋白质质量浓度为 *

0=?0C$进行紫外光谱扫描% 分析条件&波长范围

!"" ]#"" <0$狭缝宽度 ! <0$波长间隔 * <0%

*8!8%H荧光光谱分析

参考JR等'*(方法$将样品溶解于 _̂ G 中配制

成质量浓度为 "8! 0=?0C的样品蛋白溶液$取 # 0C

蛋白溶液与 !"

"

C+MG 溶液"*" 0063?C#混匀后$

采用荧光分光光度计采集样品荧光光谱% 分析条

件&激发波长 &-" <0$发射波长#"" ],"" <0$扫描

速度 ("" <0?02<$狭缝宽度 ' <0%

*8!8-H数据处理

所有数据均水平测定 & 次$结果用+平均值 h

标准误差,表示% 采用 1̂<UG91< 软件分析 GaG $

_+N.图谱$使用 Îc G_GG !' 和 OV2=2< !"!& 软件

对数据进行统计分析和作图%

>=结果与分析

!8*H超高压联合酶解对 **G抗原性的影响

超高压联合酶解对 **G抗原性的影响见图 *%

H注&不同字母表示具有显著差异",j"8"'#% 下同

HM6XR& a2SSRVR<X3RXXRV:2<U291XR:2=<2S291<XU2SSRVR<9R:",j

"8"'#8F;R:10R5R36\

图 <=超高压联合酶解对 <<Y抗原性的影响

?+@A<=E**%60()*1+@11:-/)(0'0+6./%((4/%6)28+,%-;+01

%,F:2'0+61:-/)&:(+(),01%',0+@%,+6+0: )*<<Y

HH由图 * 可知$与未处理 **G相比$单一酶解处理

以及超高压联合酶解处理的 **G 抗原性均显著降

低% 单一酶解时$**G的抗原抑制率相比未处理 **G

仅降低了 &"8&* 百分点$这可能是由于 **G 中的线

性表位相对稳定$不易被酶水解% 超高压联合酶解

处理时$当压力大于 &"" c_1后$**G 抗原性随着压

力的升高显著降低$尤其是 ("" c_1时$其抗原抑制

率降至最低$为 &(8(-B$相比未处理和单一酶解处

理分别降低了 (*8(( 百分点和 &*8&' 百分点% 这与

cR2<3:9;02UX等'*((的研究结果趋势一致$其报道了

在 &"" c_1以上超高压联合酶解处理下$大豆蛋白

抗原性呈现明显的下降趋势% 这可能是因为当压力

超过 &"" c_1时$超高压通过破坏疏水作用和静电

相互作用引起 **G结构变化$肽链得到伸展$紧密结

构变得松散$使抗原表位易于受到蛋白酶的影响$更

多的抗原表位被酶解作用破坏或掩埋$从而有效降

低了 **G的抗原性%

!8!H超高压联合酶解对 **G水解度的影响

水解度是衡量 **G酶解程度的重要指标% 超高

压联合酶解对 **G水解度的影响见图 !%

图 >=超高压联合酶解对 <<Y水解度的影响

?+@A>=E**%60()*1+@11:-/)(0'0+6./%((4/%6)28+,%-;+01

%,F:2'0+61:-/)&:(+(),01%-%@/%%)*1:-/)&:(+()*<<Y

HH由图 ! 可知$相比单一酶解处理$超高压联合酶

解处理显著提高了 **G 的水解度$当压力为 (""

c_1时 **G 的水解度达到最大$为 %8-%B$说明超

高压联合酶解有效提高了 **G 的水解效率% CRR

等'*#(研究表明$超高压可以改变蛋白质结构$导致

蛋白酶的水解位点增加$进而水解度升高$最终降低

蛋白质的抗原性% 但水解度并不是越高越好$水解

度过高时会产生苦味肽$影响产品风味$因此需要根

据实际情况来监测水解程度$在保证蛋白产品品质

的同时降低其抗原性%

!8&H超高压联合酶解对 **G分子质量分布的影响

通过 GaG $_+N.图谱可以观察不同处理后

**G亚基的变化% 经 GaG 和
"

$巯基乙醇处理后$

**G及其酶解物的二级和三级结构被改变$分子间

%,
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和分子内的二硫键被破坏$**G 及其酶解物的电泳

迁移率仅受分子质量的影响'!&(

% 不同处理下 **G

样品的 GaG $_+N.图谱见图 &%

H注&c8标准蛋白!*8.!!8L*"" $.!&8L!"" $.!#8L&"" $

.!'8L#"" $.!(8L'"" $.!,8L("" $.!+8酸性亚基! 8̂碱

性亚基% 下同

HM6XR& c8c1VARV! *8.! !8L*"" $.! &8L!"" $.! #8L&"" $.!

'8L#"" $.! (8L'"" $.! ,8L("" $.! +8+92U29:P5P<2X!

8̂̂1:29:P5P<2X8F;R:10R5R36\

图 D=不同处理下 <<Y的Y!YCT7RE图谱

?+@AD=Y!YCT7RE./)*+&%()*<<Y4,-%/-+**%/%,00/%'02%,0(

HH由图 & 可知$与未处理的 **G相比$单一酶解和

超高压联合酶解处理后 **G 的酸)碱性亚基均发生

了不同程度的降解$且随着压力的升高其降解程度

不断增加% 尤其是经 '"")("" c_1超高压联合酶解

处理后$**G的酸)碱性亚基的条带几乎完全消失$

且在分子质量小于 *" Aa1处出现了明显条带$说明

超高压处理有效诱导了 **G的酶解%

由于 GaG $_+N.不能准确显示酶解后小分子

肽的分布$因此采用FV292<R$GaG $_+N.对超高压

联合酶解处理后的 **G 进行进一步分析$结果如图

# 所示%

由图 # 可知$所有 **G酶解物均形成了 (8' Aa1

左右的小分子亚基和多肽$但没有出现 &8& Aa1以

下的小分子肽$表明 **G被部分水解'!#(

%

图 G=不同处理下 <<Y的O/+6+,%CY!YCT7RE图谱

?+@AG=O/+6+,%CY!YCT7RE./)*+&%()*

<<Y4,-%/-+**%/%,00/%'02%,0(

!8#H超高压联合酶解对 **G二级结构的影响

上述抗原性)水解度和电泳结果表明$("" c_1

超高压联合酶解处理在结构破坏与降敏效果方面最

为显著$具有代表性% 因此$选取了未处理 **G)单

一酶解处理 **G)("" c_1超高压及其联合酶解处理

**G进行TF$Ib分析$结果见图 '%

图 H=不同处理下 <<Y的?OC#$图谱

?+@AH=?OC#$(.%60/' )*<<Y4,-%/-+**%/%,00/%'02%,0(

HH由图 ' 可知$不同样品在酰胺
,

区"* ,"" ]

* ("" 90

$*

#的特征吸收峰有所区别$表明不同处理

**G蛋白质结构发生了变化$反映了蛋白质中二级

结构相对含量的变化% 不同处理下 **G二级结构相

对含量见表 *%

表 <=不同处理下 <<Y二级结构相对含量

O'8&%<=$%&'0+P%6),0%,0)*(%6),-'/: (0/4604/%(+,<<Y4,-%/-+**%/%,00/%'02%,0( S

样品
#

$螺旋
"

$折叠
"

$转角 无规卷曲

**G

!!8*# h"8*"

9

&'8&# h"8"(

1

*'8#- h"8"&

9

!,8"& h"8!#

1

L(""

*%8,# h"8"!

U

*'8,& h"8*"

5

#,8'( h"8&,

1

*,8-, h"8*'

U

.

!%8(" h"8*'

5

*&8(! h"8*(

9

&&8', h"8"-

5

!#8!* h"8"!

9

L("" $.

&*8'( h"8"!

1

*"8#* h"8",

U

&&8&' h"8&&

5

!#8(% h"8"&

5

H注& 同列不同字母表示具有显著差异",j"8"'#

HM6XR& a2SSRVR<X3RXXRV:2< X;R:10R963P0< 2<U291XR:2=<2S291<XU2SSRVR<9R:",j"8"'#

HH由表 * 可知$未处理的 **G 中
#

$螺旋)

"

$折

叠)

"

$转角)无规卷曲的含量分别为 "!!8*# h

"8*"#B) "&'8&# h"8"(#B) "*'8#- h"8"&#B)

"!,8"& h"8!##B$表明
"

$折叠是 **G 的主要构

型% 这与l2等'!'(的研究结果一致$其研究中
"

$折

叠的相对含量为"#-8-% h"8!!#B$同样为 **G 二

级结构的主要类型% 相比未处理 **G$经 ("" c_1

超高压处理的 **G中
#

$螺旋)

"

$折叠和无规卷曲

含量显著降低$

"

$转角含量显著增加% 通常$蛋白

质的
"

$折叠结构是由肽链间的氢键支撑'!((

$

#

$

-,
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螺旋位于多肽链内部$是紧密结合的空间结构$

"

$

折叠和
#

$螺旋含量的降低说明超高压处理打乱了

**G有序的折叠结构$蛋白质构象变得更为伸展$肽

链的排列更加无序% 而相对于单一的超高压处理$

("" c_1超高压联合酶解处理的 **G 中
#

$螺旋和

无规卷曲含量显著升高$

"

$折叠含量显著降低$表

明 **G构象整体由有序向无序转变$空间结构发生

重构$有助于抗原位点的暴露与降解$从而降低蛋白

致敏性% 类似地$李玉蝶等'!,(报道$经戊糖乳杆菌

发酵处理后$花生蛋白中
"

$折叠减少$并向
#

$螺

旋及无则卷曲等结构转化% 这可能是由于在酶解过

程中维系蛋白质二级结构稳定性的氢键被破坏$导

致多肽链解折叠$并伴随着一定程度的聚集'!%(

% 由

于 **G的抗原表位多位于
"

$折叠和无规卷曲结构

处'!-(

$经超高压联合酶解处理后 **G 的
"

$折叠和

无规卷曲含量显著降低$推测超高压联合酶解处理

破坏或掩埋了 **G 的抗原表位$进而有效降低了

**G的抗原性%

!8'H紫外光谱分析

蛋白质中存在芳香氨基酸$如色氨酸)酪氨酸和

苯丙氨酸$可以吸收 *%' ]&!" <0范围内的紫外光%

因此$当蛋白质被修饰时$紫外吸收光谱会有效反映

出蛋白质三级结构的变化% 超高压处理和超高压联

合酶解处理下 **G的紫外光谱图见图 (%

HHHH

图 I=超高压处理和超高压联合酶解处理下 <<Y的紫外光谱图

?+@AI=]V(.%60/' )*<<Y4,-%/1+@11:-/)(0'0+6./%((4/%',-1+@11:-/)(0'0+6

./%((4/%6)28+,%-;+01%,F:2'0+61:-/)&:(+(0/%'02%,0(

HH由图 (1可知$单一超高压处理的 **G 在约 !,,

<0处均表现出特征吸收峰% 在压力 *"" ]&"" c_1

范围内$单一超高压处理 **G 的紫外最大吸收峰吸

光度相较于未处理 **G 的显著降低$这可能是由于

较低压力下蛋白质发生了部分构象紧缩或分子间轻

度聚集$导致芳香族残基进一步埋藏于疏水核心区

域$从而降低了其对紫外光的吸收% 随着压力升高

至 #"" c_1以上$单独超高压处理 **G 的吸光度随

着压力的升高而增大$说明此时高压已足以破坏蛋

白质的紧密结构$促使内部芳香残基暴露$蛋白质构

象发生显著变化$表明超高压在较高压力下对 **G

的解构作用更加显著% 由图 (5 可知$较未处理的

**G$单一酶解处理 **G 的吸光度显著升高$说明酶

解处理打开了 **G 的空间结构$更多的芳香氨基酸

残基暴露于蛋白质表面'&"(

% 而经超高压联合酶解

处理后$**G的吸光度却降低了$且样品的吸收峰均

发生了不同程度的蓝移$这可能是超高压处理改变

了蛋白质结构$增加了酶的可及性$水解作用破坏或

掩盖了超高压处理过程中暴露的发色基团$最终导

致吸光度降低'&*(

%

!8(H荧光光谱分析

通过荧光光谱可进一步表征 **G的三级结构变

化% 超高压处理和超高压联合酶解处理下 **G的荧

光光谱图见图 ,%

HHHH

图 J=超高压处理和超高压联合酶解处理条件下 <<Y的荧光光谱图

?+@AJ=?&4)/%(6%,6%(.%60/' )*<<Y4,-%/1+@11:-/)(0'0+6./%((4/%',-1+@11:-/)(0'0+6

6)28+,%-;+01%,F:2'0+61:-/)&:(+(0/%'02%,0(

"%
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HH蛋白质结构的改变会影响氨基酸微环境的极

性$导致最大发射波长"

)

01[

#和荧光强度发生变化%

由图 ,1可知$相较于未处理 **G$单一超高压处理

**G的
)

01[

均出现了蓝移"& ]*" <0#$表明蛋白质

结构发生了变化$暴露出更多的疏水性基团$其中

#"")'"")("" c_1处理 **G 的荧光强度显著升高$

("" c_1时最高$表明超高压处理有效诱导了蛋白

质结构展开$暴露出更多的色氨酸残基% 由图 ,5可

知$相较于未处理 **G$超高压联合酶解处理 **G 的

荧光强度显著下降$("" c_1超高压联合酶解 **G

的
)

01[

"#-( <0#相较于未处理 **G 的"#,- <0#发

生明显红移$这可能是由于超高压预处理增加了蛋

白酶的作用位点$进一步改变了 **G构象$使其在非

极性微环境中埋藏的芳香族残基暴露于极性溶剂环

境中'&!(

% 由此推测$**G 抗原性的降低可能是因为

在超高压处理过程中$**G的结构被打开$原本包埋

在内部的疏水性基团暴露$更利于蛋白酶作用于抗

原表位'&&(

$经酶解后$这些表位无法被 I=N抗体有

效识别$最终导致抗原性下降%

D=结=论

本研究考察了不同超高压联合复合蛋白酶处理

对 **G抗原性)水解度和结构的影响% 结果表明$经

&"" c_1以上压力预处理后再酶解可有效降低 **G

的抗原性$其中 ("" c_1超高压联合酶解处理 **G

的抗原性降低最为显著$且水解度达到最高$并有效

降解了 **G的酸)碱性亚基$同时 **G的二级结构中

"

$折叠和无规卷曲的含量显著减少% 紫外光谱和

荧光光谱结果表明$超高压联合酶解处理 **G 的三

级结构发生改变% 综上$超高压联合酶解处理可通

过改变 **G的构象进而影响其抗原表位$从而有效

降低其抗原性%
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