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　　摘要：我国的畜禽血液年产量达到上百万ｔ，营养价值极高，但利用率低、浪费严重。其中血浆蛋白营养丰富，可发
展潜力大，需更多地探索研究。本研究通过鸡血浆蛋白经１５０Ｗ固定频率超声处理０、５、１０、２０、３０ｍｉｎ处理后，利用
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ探究鸡血血浆蛋白的亚基组成，圆二色谱研究蛋白质的二级结构，荧光光谱分析蛋白质分子构象的变化，
表面疏水性测定超声波处理对疏水基团的影响，自由巯基含量测定蛋白质的变性程度、粒径分布，研究超声处理对血

浆蛋白的分解作用，Ｚｅｔａ电位仪测定表面电荷来研究血浆蛋白的稳定性及扫描电镜研究蛋白质微观表面结构等，全面
透彻地研究超声处理对血浆蛋白的影响。结果表明，不同时间的超声处理不会破坏鸡血浆蛋白的亚基组成和二级结

构，但会显著影响蛋白的三级结构、表面性质、粒径分布和表面微观形态。同时，超声波会引起蛋白质分子间的相互作

用从而使自由巯基含量因先暴露增加后又被部分包埋而减少，经过超声处理的血浆蛋白平均粒径明显低于未超声处

理的样品，疏水性先增加后因亚基聚集而减弱并保持稳定。本试验为扩大血浆蛋白的应用提供了一定的理论依据。
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　　动物血浆年产量大，营养丰富，血浆中含有纤维蛋白、白
蛋白、球蛋白以及其他少量脂蛋白、糖蛋白等［１－３］，而血浆中

的蛋白质总称为血浆蛋白［４］。血浆蛋白中含有人体所需的

１８种氨基酸，其中包括８种必需氨基酸，其中赖氨酸（Ｌｙｓ）可
达６．５０％以上［５］，血浆蛋白中含有丰富的矿物质，磷含量约

占血浆蛋白粉总量的１．７８％，钙含量达到０．２０％，铁含量达
到７８ｍｇ／ｋｇ［６］，另外，血浆蛋白中还含有较多的促生长因子、
干扰素、激素、溶菌酶等其他功能成分［７］。

我国每年的肉鸡屠宰量达１０亿多羽，鸡血来源丰富。鸡
血中含大量蛋白质、氨基酸、微量元素、维生素、酶类和其他生

物活性物质，而脂肪和糖类含量较低，其中含干物质

１７．９０％、矿物质５．９０％（大部分为铁）、必要元素２．３０％、磷
０．５６％［８－９］，而鸡血细胞中必需氨基酸含量在畜禽动物中最

高，但目前对鸡血的研究较少，而且大量的鸡血作为废弃物排

放，造成资源浪费和环境污染。

本研究旨在通过测定不同超声处理时间下鸡血浆蛋白的

多种理化特性，全面分析超声作用对血浆蛋白性质和结构的

影响，为血浆蛋白的应用提供理论基础，使其在医药工业、食

品工业和饲料工业等方面有更广阔的前景。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
１．１．１　材料　鸡血浆蛋白冻干品：实验室自制。主要操作：
取少量柠檬酸三钠饱和溶液加入现取鸡血血浆并搅拌均匀，

后采用 ６０ｍＬ离心管分装，以 ３０００～３５００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清液装入表面皿，用保鲜膜、橡皮筋封存，放入
－４０℃ 冰箱保藏。待样品完全冻结后放入冻干机４２～４５ｈ
后取出即得到试验用血浆蛋白粉。

１．１．２　主要试剂　１－苯氨基－８萘横酸盐（ＡＮＳ）、β－巯基
乙醇（购自美国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｍａｒｋｅｒ（购自上海源叶生物科技
有限公司）；磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氢氧化钠（购自西陇化

工股份有限公司）；考马斯亮蓝（购自南京建成生物科技有限

公司）；Ｔｒｉｓ、甘氨酸、十二烷基硫酸钠（购自南京荣胜达实验
仪器有限公司）；盐酸（购自扬州沪宝化学试剂有限公司）。

１．１．３　主要仪器　ＦＬ－４６００荧光分光光度计，购自日本日
立高新技术公司；ＵＶ－６１００紫外／可见光分光光度计，购自
上海元析仪器有限公司；Ｔ－２５型数显匀浆机，购自德国 ＩＫＡ
公司；Ｍ１２４Ａ电子天平，购自意大利 Ｂｅｌ公司；便携式 ｐＨ计，
购自美国奥豪斯公司；ＨＪ－８（ＤＦ－１）集热式磁力搅拌器，购
自常州国华电器有限公司；Ｊａｓｃｏ－７１５圆二色谱仪，购自日本
Ｊａｓｃｏ公司；真空冷冻干燥机，购自德国 Ｃｈｒｉｓｔ公司；ＵｎｉＣｅｎ
ＭＲ冷冻离心机，购自德国Ｈｅｒｏｌａｂ公司；超声波细胞破碎仪，
购自宁波新芝生物科技股份有限公司；多功能微孔板检测仪，

购自美国ＢｉｏＴｅｋ公司；激光粒度分析仪（Ｎａｎｏ－ＺＳ９０），购
自英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司；超纯水机（Ｍｉｌｌｉ－Ｑ），购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｑ２０差式量热扫描仪，购自美国ＴＡ公司；ＪＳ－
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６８０Ｃ全自动凝胶成像分析仪，购自上海培清科技有限公司。
１．２　试验方法
１．２．１　不同超声时间试验用血浆蛋白粉制取　将未经超声
处理的血浆蛋白粉２０ｇ溶于４００ｍＬ双蒸水中获得５％溶液，
分别将溶液经超声波细胞破碎仪用固定频率１５０Ｗ超声处
理０、５、１０、２０、３０ｍｉｎ，得到５种不同处理的样品。对不同超
声时间的溶液表面皿封存，冻干得到蛋白粉备用。

１．２．２　血浆蛋白物化性质的测定
１．２．２．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳测蛋白分子量及蛋白质种类
　上样前处理：取 ２０μＬ蛋白样品，加入 ５μＬ上样缓冲液
（ｐＨ值８．８的 ０．０６ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液、２．０％ ＳＤＳ、
５０％ β－巯基乙醇、２５．０％甘油、０．１％溴酚蓝）混合，于
９５℃ 条件下反应 ５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取 １５～
２０μＬ处理后样品上样，同时制备１２％分离胶和５％浓缩胶。
采用分子量蛋白Ｍａｒｋｅｒ（１１～１３５ｋｕ）作为对照。电泳缓冲液
为０．０２５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ、０．１９２ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸、０．１％ ＳＤＳ，
电泳先在电压８０Ｖ进行２０～３０ｍｉｎ，后在１２０Ｖ电泳至条带
与胶底面平行。电泳结束后，采用考马斯亮蓝 Ｒ－２５０染色
２０～３０ｍｉｎ，然后用脱色液（甲醇 ∶乙酸 ∶水 ＝１∶１∶８）脱
色，直至可清楚地辨别条带。

１．２．２．２　圆二色谱测蛋白质二级结构　采用圆二色谱仪测
定样品溶液的近紫外圆二光谱变化。将制备的样品配制成浓

度为０．５ｍｇ／ｍＬ蛋白溶液，注入１ｍｍ厚的样品池。设定圆
二色谱仪参数为：扫描范围 １９０～２５０ｎｍ，扫描速度
５０ｎｍ／ｍｉｎ，光谱间隔１．０ｎｍ。得到ＣＤ数据以平均椭圆率表
示，采用ＣＤＰｒｏ软件进行二级结构分析。
１．２．２．３　荧光光谱　采用１０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ值
７．０）将样品溶液配制成蛋白浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ。荧光光谱采
用激发波长为２９０ｎｍ扫描，测定的发射波长范围为 ３００～
４６０ｎｍ，狭缝宽度均为２．５ｎｍ。每个样品测定重复３次。
１．２．２．４　表面疏水性的测定　将样品配制成１０ｍｇ／ｍＬ的
蛋白溶液，后采用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲溶液（ｐＨ值７．０）将样
品液稀释１、２、４倍。取４．０ｍＬ稀释后的蛋白溶液与２０μＬ
８０ｍｍｏｌ／ＬＡＮＳ磷酸盐缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为７．０）混
匀，室温下放置２ｍｉｎ后测定荧光强度。设置参数为：激发波
长３７１ｎｍ，发射波长４６７ｎｍ，扫描速率２４０ｎｍ／ｍｉｎ，狭缝宽度
１０ｎｍ。得到数据以蛋白质质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）对荧光强度作
图，采用线性回归分析进行曲线拟合，直线斜率即是蛋白质的

表面疏水性（Ｈ０）指数。
１．２．２．５　自由巯基含量测定　准确量取０．５ｍＬ质量浓度为
１０ｍｇ／ｍＬ的蛋白液样品，后加入 ２．５０ｍＬＴｒｉｓ－Ｇｌｙ－８Ｍ
Ｕｒｅａ溶液和０．０２ｍＬ４ｍｇ／ｍＬ的 ＤＴＮＢ溶液，迅速混合后于
２５℃反应２５ｍｉｎ，波长４１２ｎｍ下测定吸光度（Ｄ４１２ｎｍ），并以
蒸馏水作空白对照。每个样品做３次平行试验，最终结果取
其平均值，并按公式（１）进行计算：

自由巯基含量＝７３．５３×Ｄ４１２ｎｍ×Ｄ÷Ｃ。 （１）
式中：７３．５３＝１０６／（１．３６×１０４），１．３６×１０４为 Ｅｌｌｍａｎ试剂的
摩尔消光系数；Ｄ４１２ｎｍ为波长４１２ｎｍ下所测得的吸光值；Ｃ为
蛋白质样品的质量浓度，单位为 ｍｇ／ｍＬ；Ｄ为稀释因子，在游
离巯基测定中Ｄ值取为６．０４。
１．２．２．６　差式扫描量热　取样品３～６ｍｇ用差示量热扫描

仪（ＤＳＣ）进行扫描，扫描温度为室温至 ２０℃，扫描速度为
５℃／ｍｉｎ（程序升温），所有的测定都要在氮气环境下进行。
最大变性温度（Ｔｍａｘ）用Ｖｅｒ１．２ＮＳｏｆｔｗａｒｅ（ＴＡＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）分
析。

１．２．２．７　粒径分布　超声处理和未超声的血浆蛋白粒度分
布采用Ｎａｎｏ－ＺＳ９０激光粒度仪进行测定，介质为蒸馏水，折
射率为１．３６１，测定时以蒸馏水为背景。设置物质折射率为
１．５２，加入样品至遮光率达 １０％ ～２０％后，进行信息采集。
每个样品平行采集３次，取平均图谱。
１．２．２．８　Ｚｅｔａ电位分析　Ｚｅｔａ－电位（ζ，ｍＶ）也用 Ｎａｎｏ－
ＺＳ９０激光粒度仪来测定。采用超纯水将蛋白质溶液稀释成
０．５％（质量分数），加入样品电位测量池测量。ζ是通过电导
迁移率（ＵＥ）采用激光多普勒测速技术结合相分析光散射来
计算。

１．２．２．９　扫描电镜　将超声处理和未超声的蛋白冷冻干燥
后进行扫描电子显微镜观测。操作流程：将样品置于样品台，

经离子溅射仪真空干燥、金粉喷镀后，调节电镜加速电压为

２０ｋＶ，对样品进行观测摄图。
１．３　数据统计

上述所有试验均３次重复，结果表示为“平均值 ±标准
差”。采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行处理，Ｏｒｉｇｉｎ９．０作图，采
用组间ＡＮＯＶＡ进行统计分析，Ｔｕｒｋｅｙ检验用于组间数据分
析，Ｐ＜０．０５表示两组间差异显著。

２　结果与分析

２．１　血浆蛋白凝胶电泳分析
将不同超声处理时间的鸡血血浆蛋白样品上样进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，检测并比较不同超声处理时间鸡对血浆蛋
白亚基组成的影响。由图１可知，不同超声时间的鸡血浆蛋
白条带其清晰度和数目均无明显差异［１０］，各鸡血浆蛋白的亚

基分子量主要集中在４３～９５ｋｕ，蛋白条带完整，无杂碎条带，
该结果表明不同超声时间处理并未改变鸡血血浆蛋白的亚基

组成［１１］。

２．２　圆二光谱
圆二色性主要由肽键的电子跃迁引起，因此圆二色谱可

反映蛋白质主链肽键的构象，其远紫外（１９０～２５０ｎｍ）能够
提供蛋白质二级结构（α－螺旋，β－折叠，β－转角和无规卷
曲）含量信息［１２－１３］，是检测蛋白质结构变化的重要指标，可

根据远紫外圆二光谱来分析蛋白质的二级结构。由图２可
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知，鸡血浆蛋白在超声功率１５０Ｗ下处理０、５、１０、２０、３０ｍｉｎ，
鸡血浆蛋白在２０９ｎｍ和２２２ｎｍ处有２个负峰，在１９３ｎｍ处
有１个正峰，这是典型的α－螺旋结构特征峰［１４］。不同超声

时间处理的蛋白其图谱几乎无改变，且 α－螺旋含量大致相
同，此结果与表１数据相符，说明本试验中不同的超声处理时
间并没有破坏血浆蛋白的二级结构，这与王金梅等的结论［１５］

一致。β－折叠含量高则 α－螺旋和 β－转角含量低，β－折
叠含量低则α－螺旋和 β－转角含量高，而无规则卷曲几乎
不变，这说明α－螺旋、β－转角和 β－折叠之间存在着一种
相互转化关系，维持一种动态平衡。

２．３　荧光光谱
荧光光谱通过测定样品蛋白质中部分能产生荧光的氨基

表１　蛋白质二级结构含量信息

超声处理

时间（ｍｉｎ）
含量（％）

α－螺旋 β－折叠 β－转角 无规则卷曲

０ １８．３ ６１．７ ２．４ １７．６
５ ２０．７ ５８．９ ２．７ １７．７
１０ １７．４ ６３．８ １．２ １７．６
２０ ２０．２ ６０．０ ２．５ １７．３
３０ １７．４ ６３．５ １．６ １７．５

酸残基（色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸）可推测其蛋白构象的变

化趋势，这是表征蛋白质分子构象发生变化的一种常用手

段［１６］，通过荧光强度和峰位变化可反映蛋白质局部三级结构

的变化［１７］。由图３可知，鸡血浆蛋白的最大发射荧光强度在
３３５ｎｍ处改变，但不同处理时间鸡血浆蛋白的最大发射荧光
强度波长位置基本不变，但是超声处理５、１０、２０ｍｉｎ的血浆
蛋白荧光强度高于超声０ｍｉｎ血浆蛋白，这可能是由于鸡血
浆蛋白经超声处理后，超声波产生的机械效应和空化效应使

蛋白内部肽链伸展程度变大，暴露出部分掩埋于分子内部的

疏水基团，从而荧光强度发生了增强［１８］。贾俊强等通过超声

处理麦胚清蛋白后其荧光强度发生明显增强［１９］，本结果与之

一致。而超声３０ｍｉｎ鸡血浆蛋白荧光强度明显下降且最大
发射峰强峰位较对照组有较小程度的红移，这可能是由于蛋

白质分子间作用力而发生了荧光猝灭作用［２０］。该结果还说

明不同超声处理时间可改变鸡血浆蛋白分子的高级构象［２１］。

２．４　鸡血浆蛋白表面疏水性测定
表面疏水性是蛋白质重要的表面性质，研究表明表面疏

水性是影响蛋白质功能特性的重要因素，对保持蛋白质稳定

构象和生物活性具有重要作用［２２］。荧光探针法是测定蛋白

质疏水性最广泛的方法，其优点是蛋白用量少，操作简单便

捷［２３］。ＡＮＳ探针荧光在水溶液中单独存在时，荧光量子产量
较低，随着ＡＮＳ与蛋白质结合，荧光强度显著增强，通过这一
特性可以表征鸡血浆蛋白的表面疏水性［２４］。由图４可知，经
过不同超声时间处理的鸡血浆蛋白表面疏水性显著提高，这

可能是由于超声波的空穴效应，导致鸡血浆蛋白质相互碰撞

后发生卷曲、折叠，蛋白结构被破坏，在水溶液中暴露出疏水

性氨基酸残基，更多的血浆蛋白与 ＡＮＳ相结合，荧光强度增
强，其表面疏水性显著提高［２５］。贾俊强等发现通过超声频率

为１８００Ｗ的超声波处理后小麦胚芽球蛋白溶液的表面疏水
性提高了［２６］。超声１０ｍｉｎ鸡血浆蛋白与超声５ｍｉｎ鸡血浆
蛋白相比表面疏水性下降了，但是其差值不及超声２０ｍｉｎ与
超声１０ｍｉｎ的差值。表面疏水性下降可能是因为随着超声

处理时间的提高，蛋白质间相互作用加强，蛋白质的表面疏水

性增加，当表面疏水相互作用达到一定程度时蛋白质的亚基

聚集形成共价键及氢键等结构，使得一部分疏水基团被包埋，

疏水相互作用减弱，疏水性降低［２７－２８］。超声处理２０ｍｉｎ和
３０ｍｉｎ的血浆蛋白疏水性显著低于超声处理１０ｍｉｎ的蛋白
样品，这可能是超声处理使鸡血浆蛋白间的相互作用达到稳

定状态，疏水性保持稳定。

２．５　自由巯基
巯基基团含量变化可反映蛋白质变性程度，对探究蛋白

的功能性质利用有重要作用［２９］。由图５可知，在超声５ｍｉｎ、
超声１０ｍｉｎ、超声２０ｍｉｎ组别中，经过超声处理的血浆蛋白
其自由巯基含量提高，这可能是由于超声处理破坏了蛋白分

子间的二硫键和巯基互相转化［３０］，使埋藏在蛋白分子内的巯

基暴露出来，蛋白分子空间结构得到伸展［３１］。Ｈｕ等发现，超
声处理增加了大豆分离蛋白的游离疏基含量［３２］，本试验结果

与之一致。在超声处理３０ｍｉｎ组自由巯基含量出现明显下
降，这可能是由于长时间超声处理使得蛋白质中部分—ＳＨ被
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重新氧化成 Ｓ—Ｓ［３３］，使巯基基团被重新包埋。蛋白质自由
巯基含量还受到其他因素影响，试验操作中温度的改变或样

品溶液的复杂性都会改变自由巯基含量［２７，３４］。同时，不同超

声处理时间下鸡血浆蛋白样品的巯基变化趋势与疏水性相

似，这可能是由于超声时间增加，蛋白质变性程度增加，同时

蛋白质分子间相互作用形成更多的蛋白质聚集体。

２．６　差式扫描量热
由表２可知，鸡血浆蛋白热扫描出现２组温度数据，这是

血浆蛋白中２种主要蛋白（白蛋白和球蛋白）的变性温度及
热焓变，与Ｄｅｒｇｅｚ等研究［３５］一致。经过超声处理的血浆蛋白

变性温度较对照组均有所下降，且大致呈逐步下降趋势，鸡血

浆蛋白对热的敏感性增强。这可能是超声处理影响了血浆蛋

白的热稳定性，使血浆蛋白的三级结构发生了改变，空间立体

性增加，蛋白与蛋白之间的交联发生改变，这与史培磊等的试

验结果［３６］相类似。

２．７　粒径分布
不同超声处理时间（０、５、１０、２０、３０ｍｉｎ）对鸡血浆蛋白粒

径的影响见图６。由图６可知，经过超声处理的血浆蛋白明
显平均粒径均低于未超声处理的样品［３７］。但还可以看到粒

径并没有随着超声时间的增加而持续减小，超声３０ｍｉｎ鸡血
浆蛋白粒径大于超声２０ｍｉｎ组，同时超声５ｍｉｎ的血浆蛋白
粒径跨度即粒径图宽度显著变大，而其他超声时间下蛋白粒

径又存在减小现象，说明可能蛋白分子一部分发生了分解作

用，一部分发生了聚集作用。这一结果与叶钰等的研究结

果［３８］一致，而出现这一现象的本质原因可能是超声过程中的

表２　血浆蛋白的差式量热扫描数据

超声处理时间

（ｍｉｎ）
Ｔ１
（℃）

ΔＨ１
（Ｊ／ｇ）

Ｔ２
（℃）

ΔＨ２
（Ｊ／ｇ）

０ ７１．４５ ９．１７５ １４６．９ １１５．９
５ ５８．４０ ６．５７０ １３８．５ １３７．２
１０ ５５．９６ ５．２６３ １４１．８ １４６．５
２０ ５２．１７ ３．６８５ １４１．５ １５８．８
３０ ５４．７７ ４．６８８ １３９．４ １７２．４

空化作用产生极强的剪切力，破坏了蛋白质分子间的共价或

非共价作用［３９］，使粒径分布较大的血浆蛋白分子分解成较小

的蛋白质分子。

２．８　蛋白表面电荷
Ｚｅｔａ电位是表征胶体分散系稳定性的重要指标，可近似

用来表示表面电荷。Ｚｅｔａ电位的绝对值越大，说明胶体的体
系越稳定；反之，Ｚｅｔａ电位绝对值越小，蛋白质分子排斥力会
小于吸引力，分子会有吸引聚集的趋势［４０］。由图７可知，经
过固定频率超声处理的血浆蛋白其 Ｚｅｔａ电位绝对值都大于
未超声处理组，这与 Ｒｙａｎ等的研究结果［４１］一致。Ｓｃｈｍｉｔｔ等
认为Ｚｅｔａ电位绝对值大于２０ｍＶ，胶体较稳定［４２］，所以经过

超声处理的血浆蛋白稳定性增强。本研究中经过超声处理的

血浆蛋白稳定性增强明显。

２．９　扫描电镜
由图８可知，随着超声时间的增加，蛋白质的结构出现孔

隙，变得疏松甚至分离，表面结构发生改变，这符合超声处理产

生的剪切力破坏了分子间氢键和范德华力，使蛋白质发生分

散，形成更加宽松的层状结构［４３］。这与冯景丽等采用超声处

理酪蛋白表面微观结构变得片层化和“空洞”化［４４］是一致的。
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３　结论

试验结果表明，超声处理不会破坏鸡血浆蛋白的亚基组

成和二级结构，但会显著影响蛋白的三级结构、表面性质、粒

径分布和表面微观形态。在超声频率不变时，改变超声时间

对血浆蛋白的作用效果不是呈现相关性增长，而是一种不确

定的改变，并不是超声时间越长达到的效果越好，根据实际需

要达到的效果可选择最适超声时间。而本研究证明超声对改

变蛋白质功能结构的有效性，为超声处理蛋白质改善蛋白质

的功能特性利于其应用于生活中提供了理论基础。
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结构的变化研究［Ｊ］．光谱学与光谱分析，２０１１，３１（８）：２２２０－
２２２５．　

［１８］ＬｉＳＹ，ＹａｎｇＸ，ＺｈａｎｇＹＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄａｎｄ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄａｓｓｉｓｔｅｄａｌｋａｌｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓａｎｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］． Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｓ
Ｓｏｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１６，３１：２０－２８．
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