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大豆亲脂蛋白热诱导解离缔合及自组装纳米颗粒表征

孙冰玉摇 刘琳琳摇 石彦国摇 朱秀清摇 张摇 娜摇 曾剑华
(哈尔滨商业大学食品工程学院, 哈尔滨 150076)

摘要: 大豆亲脂蛋白(SLP)是解决大豆分离蛋白水合特性和界面特性等功能特性问题的关键。 采用多光谱、热分

析和凝胶电泳等技术研究了大豆亲脂蛋白热诱导解离缔合行为,并对其自组装纳米颗粒进行表征。 结果显示,
80 ~ 90益是 SLP 热处理过渡带,在热处理温度低于 80益时,SLP 能基本保持天然构象而无显著性变化,在热处理温

度高于 90益时,SLP 二级构象发生显著性改变。 在 90益处理 20 min 时,SLP 蛋白分子结构解聚,且伸展至最大程

度,表面疏水性增加,随后自组装形成粒径约为 110 nm 的稳定单分布纳米颗粒体系。 电泳分析结果显示,解离的亚

基通过二硫键和疏水相互作用重新聚集成中间聚集体,导致分子间聚集程度增大、构象稳定性增强。 本研究可为

SLP 专用大豆蛋白粉及其在食品领域的开发应用提供理论支撑。
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Characterization of Dissociation鄄association Behavior and Self鄄assembly
Nanoparticles of Soybean Lipophilic Protein by Heating Induction

SUN Bingyu摇 LIU Linlin摇 SHI Yanguo摇 ZHU Xiuqing摇 ZHANG Na摇 ZENG Jianhua
(College of Food Engineering, Harbin University of Commerce, Harbin 150076, China)

Abstract: Soybean lipophilic protein (SLP) is a highly hydrophobic protein rich in phospholipids, which
is the key to solve the functional defects of soybean protein isolates, such as hydration properties and
interfaces properties, etc. The dissociation鄄association behavior and self鄄assembly nanoparticles of SLP
induced by heating were characterized by some modern technology means, which were the ultraviolet
spectrum, fluorescence spectrum, circular dichroism spectrum, Fourier transform infrared, thermal
analysis and gel electrophoresis techniques. The results showed that the heating treatment transition zone
of SLP was 80 ~ 90益, where the SLP can basically maintain a natural structure without significant
changes when the heating treatment temperature was below 80益 . While the secondary conformation of
SLP was changed significantly when the heating treatment temperature was above 90益 . The molecular
structure of the SLP was dissolved and extended to maximum extent, with increased surface
hydrophobicity at 90益 for 20 min. Subsequently, the SLP self鄄assembled to form a stable single鄄
distributed nanoparticle system with a particle size of about 110 nm. The dissociate subunits were
reassembled into intermediate aggregates by interaction of disulfides and hydrophobic interaction,
resulting in an increase of the degree of intermolecular aggregation and structural stability. The research
result would provide theoretical support for the development of SLP鄄specific powder and its application in
the food field.
Key words: soybean lipophilic protein; dissociation鄄association behavior; self鄄assembly nanoparticles;
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0摇 引言

热处理是大豆食品加工过程中必不可少的操作

单元,通过杀菌、钝化抗营养因子等作用而获得理想

功能品质的产品[1 - 2]。 热处理使蛋白逐渐变性,蛋
白分子历经结构展开、解聚和再聚集等过程;形成的



蛋白聚集状态主要有无定性聚集和纤维化聚集两种

形式,其中无定性聚集是工业化热处理过程中蛋白

的主要聚集状态;通常认为蛋白热聚集过程中主要

作用力为疏水相互作用、静电引力、氢键和二硫

键[3 - 5]。 通过调控热处理过程中蛋白亚基的解离缔

合反应、控制形成聚集体的状态可以获得具有优良

功能性质的聚集体。 文献[6]研究显示,在 120益条

件下能诱导大豆分离蛋白形成可溶性无定型聚集

体,其乳液具有优良的冻融稳定性[6]。
大豆亲脂蛋白(Soybean lipophilic protein,SLP)

是一种有别于大豆球蛋白和伴大豆球蛋白的富含磷

脂高疏水性的大豆蛋白组分[7],具有良好的物理和生

物功能特性[8 - 10]。 如 SLP 可通过物理作用而非生理

调控降低血液胆固醇和三酰基甘油;SLP 纳米乳液可

作为共轭亚油酸的输送载体;SLP 能显著降低界面张

力,并呈现出耐盐耐热性;添加 0郾 1%的羟丙基甲基纤

维素能提高 SLP 的乳化功能。 文献[11]研究发现,
SLP 与大豆蛋白的溶解行为具有相关性,从而推测

SLP 有可能是提高大豆分离蛋白溶解性和改善界面

特性等功能的关键因素。 近年来,自组装纳米颗粒引

起了物理、化工和医药等领域学者的广泛关注,即通

过在纳米尺度上调控粒子间的相互作用来控制粒子

在整个组装体上的分布,并着重于构建有序和复杂

的结构。 自组装颗粒超级结构因具有不同于或优于

基础粒子结构的特性和功能,而被广泛应用于药物

传递、催化、医学诊断和传感器等领域[12]。 植物球

蛋白(如大豆蛋白、玉米醇溶蛋白)因其具有良好的

生物兼容性、可持续性和环境友好性而被广大学者

作为基础材料用于蛋白纳米颗粒自组装研究[13] 中。
SLP 具有明显的亲水、疏水核心,且具有较高的疏水

性,强的疏水作用可以驱动 SLP 分子自组装[14]。 然

而,目前关于热处理过程中 SLP 的构象变化和纳米

颗粒自组装行为的研究鲜有报道。
本文以 SLP 为研究对象,采用多光谱、热分析

技术、化学分析法和微观成像技术表征热诱导对

SLP 结构和纳米颗粒自组装的影响,以期为 SLP 专

用大豆蛋白粉和 SLP 在食品领域的开发应用提供

理论支撑。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

冷榨大豆粕,黑龙江鹤旭食品有限公司;一级大

豆色拉油,九三粮油工业集团有限公司。
三羟甲基氨基甲烷 ( Tris)、十二烷基硫酸钠

(SDS)、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、四甲基乙二胺、过
硫酸铵、考马斯亮蓝 R250,分析纯,上海索莱宝生物

科技有限公司;正己烷、氯仿、甲醇、 茁鄄巯基乙醇、甲
醇、冰醋酸、甘氨酸(Gly)、尿素、 5,5忆鄄二硫代双(2鄄
硝基苯甲酸)(TDNB)、三氯乙酸(TCA)、 磷酸盐缓

冲溶液(PBS)、溴化钾、溴酚蓝,均为国产分析纯。
1郾 2摇 仪器与设备

PHS 3C 型 pH 计,上海雷磁有限公司;79 1
型磁力搅拌器,江苏国华仪器厂;HH 4 型恒温水

浴锅,江苏金坛宏华仪器厂;DYY 6D 型电泳仪,北
京六一电泳仪仪器厂;ALPHA 1 2 LD plus 型冷冻

干燥机,德国 Christ 公司;ALPHA 1650 型紫外可见

分光光度计,上海谱元仪器有限公司;Lambda365 型

紫外光谱仪、Spectrum Two 型红外光谱仪和 DSC
4000 型差示量热扫描仪,美国珀金埃尔默股份有限

公司;F 7000 型荧光光谱仪,日本日立仪器(上海)
有限公司;Chirascan CD 型圆二色谱仪,英国应用光

物理公司;Nano ZS 90 型马尔文激光粒度仪,英
国马尔文仪器有限公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 SLP 制备

SLP 的制备参照文献[15],具体方法如下:冷榨

豆粕在浓度为 0郾 5 mol / L、pH 值 8郾 5 的 Tris HCl 缓
冲液,55益条件下水浴提取 60 min,经 4 000 r / min 离

心 20 min,取上清液,将上清液 pH 值调至 6郾 4 静置

30 min,在 4 000 r / min 离心 20 min;上清液 pH 值调

至 5郾 2 静置 30 min 后,将 pH 值调回至 5郾 5,在

4 000 r / min 离心 20 min 分离出沉淀即为 SLP;沉淀

用适量去离子水溶解并将 pH 值调至 7,透析 48 h,
冷冻干燥。
1郾 3郾 2摇 热诱导处理

将 SLP 粉末用 10 mmol / L pH 值 7郾 2 的 PBS 配

制成蛋白质量浓度为 10 mg / mL 的溶液,在不同温

度条件(25 ~ 95益)下分别诱导 5、10、15、20、30 min;
诱导结束后迅速冰水浴冷却至室温(20益)并储藏

于 4益或冷冻干燥备用。
1郾 3郾 3摇 巯基、二硫键含量测定

蛋白质巯基、二硫键含量参考 Ellman 试剂

法[16]测定。
1郾 3郾 4摇 粒径和电位测定

取 10 mg / mL 的 SLP 上清液 1 mL 于 PCS8501
型石英测试池中,利用马尔文激光粒度仪 Trend 程

序升温和程序降温功能对 SLP 在热诱导过程中粒

径和电位的变化进行实时监测,具体参数设置如下:
温度 25 ~ 90益、测试间隔为 5益、每个测试点平衡

120 s、平行测量 3 次。
1郾 3郾 5摇 紫外光谱

将样品稀释成质量浓度为 0郾 1 mg / mL 的溶液,
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10 000 r / min 离心 1 min,取上清液用于紫外光谱分

析。 波长为 190 ~ 800 nm,分辨率为 0郾 2 nm,扫描速

率为 600 nm / min。 所得的一阶紫外光谱通过 Origin
2017 软件微分得到二级衍生紫外光谱。
1郾 3郾 6摇 内源荧光光谱测定

将样品液用 pH 值 7郾 2 的 PBS 稀释为质量浓度

0郾 1 mg / mL,在激发和发射狭缝均为 5 nm、电压为

500 V 条件下,以激发波长 295 nm,从波长 300 ~
400 nm 扫描得到荧光光谱,扫描 3 次取平均值最后

得到内源荧光光谱图。
1郾 3郾 7摇 外源荧光光谱测定

取 4 mL 浓度为 0郾 1 mol / L 的蛋白样品溶液,加
入 20 滋L 浓度为 8 mmol / L 的 1鄄苯胺基鄄8鄄萘磺酸荧

光探针,摇匀,静置 3 min;测试条件为:狭缝为 5 nm、
激发波长 390 nm、扫描 400 ~ 600 nm 内荧光发射光

谱。
1郾 3郾 8摇 傅里叶红外光谱

将冻干的 SLP 样品置于干燥器内,充分干燥,
精确称取 2 mg 干燥的样品,加入 200 mg 的 KBr,进
行研磨混合均匀,然后进行压片,红外光谱扫描,扫
描波段 4 000 ~ 400 cm - 1,分辨率 4 cm - 1,扫描次数

32。 采集的红外图谱进行基线校正和平滑处理后,
使用 Peakfit 4郾 0郾 2 结合 Origin 2017 对蛋白酰胺 I 带
(1 700 ~ 1 600 cm - 1)做二阶导数、去卷积和高斯曲

线拟合,根据峰面积计算各种二级结构的相对含量。
1郾 3郾 9摇 圆二色谱

将样品用磷酸盐缓冲液 ( pH 值 7郾 2, 浓度

0郾 01 mol / L) 稀释成质量浓 度 0郾 2 mg / mL, 采 用

Chirascan CD 圆二色谱在波长范围为 190 ~ 260 nm
内扫描 3 次取平均值,光径 10 mm,扫描频率为

90 nm / min,间隔时间 0郾 25 s,以相应磷酸盐缓冲液

为溶剂空白。
1郾 3郾 10摇 聚丙烯酰氨凝胶电泳

聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS PAGE)分析参照

文献[17]的方法,将 2郾 0 mg / mL 样品与含有 SDS 和

茁鄄巯基乙醇的上样缓冲液以体积比 1 颐 1混合,沸水

浴蒸煮 10 min。 上样量均为 20 滋L,浓缩胶和分离胶

质量分数分别为 5%和 12% ,凝胶板厚度为 15 mm,
电泳缓冲溶液采用 Tris 甘氨酸 SDS 缓冲体系。
Native PAGE 电泳分析与 SDS PAGE 电泳分析类

似,不同的是样品缓冲溶液及电泳缓冲溶液中无

SDS 和 茁鄄巯基乙醇,电泳缓冲溶液中无 SDS,且上样

前也不经过加热处理。
1郾 3郾 11摇 扫描电镜

取适量冻干后的样品均匀粘在扫描电镜观察台

上,用 Q150T ES 型粒子溅射镀膜仪给样品镀金,厚

度约为 15 nm,采用 Hitachi S3400 型扫描电镜观测,
仪器观测参数:加速电压 5 kV、放大倍数 500 倍。
1郾 4摇 数据处理

采用 Excel 2013 和 SPSS 22郾 0 对数据进行处理

和显著性分析,通过 Origin 2017 绘图,实验结果除

有特殊说明外,均为 3 次平均值 依标准偏差。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 热诱导对 SLP 结构影响分析

2郾 1郾 1摇 热诱导对 SLP 三级构象的影响

在 280 nm 附近的紫外吸收峰为蛋白芳香族氨

基酸残基特征吸收峰,因色氨酸紫外吸收峰较宽而

基本掩盖了酪氨酸的吸收峰,但蛋白酪氨酸和色氨

酸残基对苯丙氨酸氨基在 250 ~ 270 nm 处的吸收峰

基本没有影响,因而常规紫外光谱难以区分蛋白构

象变化过程中酪氨酸和色氨酸的行为。 紫外二阶导

数光谱在解析温度、pH 值和化学因子等引起蛋白精

细结构变化中芳香族氨基酸贡献具有重要作用,研
究表明蛋白紫外二阶导数光谱中酪氨酸和色氨酸残

基吸收峰的波峰和波谷的距离 a(284 ~ 288 nm)和 b
(291 ~ 296 nm)的比值 r(a / b)能表征蛋白构象变化

构成中酪氨酸暴露程度[18 - 19]。
热诱导对 SLP 紫外二阶导数光谱的影响如图 1

所示,当温度高于 90益时,紫外二阶导数光谱显示

SLP 紫外二阶导数吸收光谱发生 1 ~ 2 nm 蓝移,但
296 nm 处未发生变化(数据未给出);表明热处理使

得 SLP 埋藏于内部的酪氨酸残基暴露于亲水环境

中。 总体上,随着温度的升高,r 呈先增大后降低的

趋势(图 1),在 90益 具有最大值,在该条件下 SLP
构象伸展至最大程度,即此时 SLP 微环境变得更加

亲水,酪氨酸暴露程度更高。

图 1摇 热诱导对 SLP 二阶导数紫外光谱的影响

Fig. 1摇 Effects of heating induction on second鄄derivative
UV spectra of SLP

摇
进一步采用内源荧光光谱分析热诱导过程中由

色氨酸和酪氨酸残基微环境极性变化引起 SLP 三

级构象的变化,热诱导对 SLP 内源荧光光谱的影响

如图 2 所示,对外源荧光光谱的影响如图 3 所示。
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图 2摇 热诱导对 SLP 内源荧光光谱的影响

Fig. 2摇 Effects of heating induction on intrinsic fluorescence spectra of SLP
摇

图 3摇 热诱导对 SLP 外源荧光光谱的影响

Fig. 3摇 Effects of heating induction on extrinsic
fluorescence spectra of SLP

摇
与对照组(25益)相比,基本上随着热诱导温度和时

间的 增 加, SLP 的 最 大 荧 光 强 度 ( Fluorescence
intensity,FI)逐渐下降(图 2f);当温度低于 90益时,
热诱导 SLP 最大吸收波长(姿max)发生明显的蓝移现

象,表明 SLP 三维构象发生改变并且色氨酸和酪氨

酸等发色基团微环境变得更疏水,原先暴露于表面

的色氨酸等基团重新埋藏于 SLP 内部;当温度高于

90益时,SLP 的 姿max显著地向大波长方向移动;表明

该条件下热诱导 SLP 能逐步暴露出埋藏于 SLP 内

部疏水环境的发色基团。 文献[20]研究也发现热

处理能使 SPI 的 姿max发生红移。
由图 3 可知,SLP 的表面疏水性指数随着热处

理温度和时间的增加而逐渐增大,表明热处理过程

中 SLP 分子逐渐暴露出埋藏于分子内部的非极性

侧链,这与内源荧光和紫外二阶导数分析结果相一

致;此外,文献[21]研究也发现能量调控过程中能

使 SPI 表面疏水性急剧增加。
2郾 1郾 2摇 热诱导对 SLP 二级构象的影响

研究显示蛋白在热诱导过程中会发生化学键

的断裂,如维持蛋白高级结构的氢键、范德华力等

次级键以及维系亚型结构的二硫键断裂使得蛋白

聚集,从而使蛋白结构发生变化。 热诱导对 SLP
圆二色谱的影响如图 4a ~ 4e(图中 CD 值是指椭

圆率)所示,短时间热处理(5 min)后,SLP 圆二色

谱的谱型基本保持不变,表明 SLP 具有一定耐热

性,这与 SLP 中 11S 具有较高的热稳定性有关;随
着热诱导时间的增加,当温度小于 80益时,SLP 谱

型基本类似;而当温度大于 80益 时,SLP 的 CD 谱

型发生显著性改变,表明高温处理能显著改变 SLP
二级结构。 文献[22]研究显示桑葚凝集素在低于

80益处理时,其 CD 谱型基本保持不变。 随着能量

输入,SLP 的 CD 图谱(图 4f)中 218 nm 处 茁鄄折叠峰

型逐渐凸显,表明热诱导使得 SLP 的 茁鄄折叠结构含

量增加。 文献[23]研究显示热诱导后 琢鄄突触蛋白

的 茁鄄折叠结构含量增加,且伴随着表面疏水性增

强,从而有助于蛋白自组装行为的发生;因此,茁鄄折
叠结构含量增加可能与 SLP 解离缔合行为密切

相关。
2郾 1郾 3摇 热诱导对 SLP 构象稳定性的影响

天然 SLP ( 25益) 的 变 性 峰 为 74郾 63益 和

92郾 88益,对应焓值为 0郾 99 J / g 和 3郾 44 J / g,如图 5
(图中 驻T 表示温度变化量,驻H 表示焓值变化量)所
示,当热处理温度小于等于 80益 时,SLP 基本保持

大部分天然蛋白构象,而 100益处理时,SLP 基本变
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图 4摇 热诱导对 SLP 圆二色谱的影响

Fig. 4摇 Effects of heating induction on CD spectra of SLP
摇

图 5摇 热诱导对 SLP 热稳定性的影响

Fig. 5摇 Effects of heating induction on thermal stability of SLP
摇

性。 而当处理温度为 90益 时,DSC(差示扫描量热

分析)未检测到 7S 变性峰,表明 7S 球蛋白基本都发

生变性;而 11S 变性峰则逐渐增强,在热处理 20 min
时变性温度最大为 95郾 14益,同时也具有相对较高

的焓值,为 4郾 38 J / g,表明在 90益处理 20 min 冷冻干

燥后保持一定的天然构象并且热稳定性增加,持续

的能量调控使蛋白解离,当能量调控结束后蛋白亚

基重新缔合或排列成结构热稳定性更高的可溶性蛋

白聚集体,这与 FTIR 结果分析一致。
综上所述,由热诱导对 SLP 构象影响可知,

80 ~ 90益范围是 SLP 热处理分界线,在热处理温度

低于 80益时,在本次实验数据范围内,SLP 能基本

保持天然构象不发生显著性变化,而在热处理温度

高于 90益时,SLP 蛋白二级构象发生显著性改变,

在 90益处理 20 min 时,SLP 蛋白结构解聚伸展至最

大程度,表面疏水性增加,分子间聚集程度增大,同
时热稳定性增强。
2郾 2摇 热诱导 SLP 聚集体形成分析

蛋白质经热诱导后维持蛋白高级结构的氢键、
范德力等次级键以及维系亚型结构的二硫键断裂使

蛋白分子解离成亚基单位,从而引起蛋白高级结构

发生变化;而当能量调控结束后,解离的亚基会重新

聚集形成可溶性聚合物和难溶性聚合物,在 90益处

理不同时间 SLP 的 Native PAGE 和 SDS PAGE 如

图 6 所示。
Native PAGE 显示在 90益诱导 SLP 主要形成

3 个中间组分,分别为难溶性组分 M1 和高分子聚合

物 M2 ( 180 ku 以 上 ) 以 及 大 分 子 聚 合 物 M3
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图 6摇 在 90益处理不同时间 SLP 的 Native PAGE 和

SDS PAGE 谱图

Fig. 6摇 Native PAGE and SDS PAGE patter of SLP
at 90益 with different time

摇
(90郾 5 ku);而 SDS PAGE 显示在原来形成的中间

产物(M1 ~ M3)位置完全消失,取而代之的是 7S 和

11S 的 琢、琢忆和 茁 以及 A3、A 和 B 亚基,且主要为胱

氨酸和半胱氨酸含量高的 11S 球蛋白亚基。 这表明

热处理过程中 SLP 亚基经历蛋白结构伸展、亚基解

离并暴露出疏水性基团,而后 SLP 的亚基单位通过

疏水相互作用和二硫键缔合重新聚集形成中间

产物。
通过测定在 90益加热不同时间 SLP 的巯基和

二硫键的变化可以进一步判定二硫键在热处理过程

中 SLP 亚基重新聚集的重要性程度。 如图 7 所示,
短时间的能量调控(0 ~ 5 min)时二硫键和游离巯基

含量无明显变化,即表明此时 SLP 构象并未发生显

著性改变,这与本研究构象结构分析一致。 当热处

理时间增加,可以发现游离巯基含量逐渐下降、而二

硫键含量逐渐增加;这与图 6 中 M1 ~ M3 中间产物

灰度随着热处理时间的延长而增加的现象相吻合;
文献[24]研究结果显示苦杏仁蛋白在热处理过程

中亚基重新排列并通过二硫键形成分子质量在

70 ~ 88 ku 的中间产物。

图 8摇 热诱导对 SLP 纳米颗粒自组装的平均粒径和浊度的影响

Fig. 8摇 Effect of heating induction on average size and turbidity

2郾 3摇 热诱导对 SLP 自组装纳米颗粒尺寸的影响

热诱导形成 SLP 自组装纳米颗粒调控温度的

选择受 SLP 变性温度的影响。 SLP 有两个变性温

度,分别为 74郾 63益和 92郾 88益,因 SLP 中 11S 球蛋

图 7摇 在 90益处理不同时间对 SLP 游离巯基和二硫键

含量的影响

Fig. 7摇 Effect of treatment at 90益 with different time on
free —SH and S—S contents of SLP

摇
白含量最多(质量分数约 40% ),因此 SLP 具有相对

较高的热稳定性,如果想利用热诱导形成 SPL 自组

装纳米颗粒,就要选择相对较高的调控温度。 由

图 8(图中浊度以 600 nm 处 OD 值表示)和表 1 可

知,在 60、70、100益诱导处理 SLP 的 PdI(多分散系

数)大于 0郾 2;而在 80益和 90益处理时 SLP 的多分

散系数接近 0郾 2 并趋于单分布;相比 80益,在 90益
处理时形成的 SLP 纳米颗粒自组装平均粒径和表

面电荷相对稳定,平均粒径在 100 ~ 110 nm、表面电

荷在 - 23 ~ - 20 mV。 随着热诱导时间的延长,SLP
平均粒径逐渐增大、Zeta 电位绝对值逐渐减小并伴

随着浊度的升高,表明热诱导 SLP 自组装形成大量

纳米胶体颗粒。 在 90益处理 20 min 时 SLP 能形成

相对稳定的单分散纳米颗粒。
在热诱导过程中,SLP 的 Zeta 电位呈下降趋势,

即 SLP 表面带电量减少,从而引起蛋白分子之间静

电斥力减弱;但 Zeta 电位仍维持相对较大的数值

(绝对值大于 15 mV),因而分子间静电引力较弱,从
而推测热诱导引起 SLP 分子间聚集的主要作用力

不是静电引力。
SLP 的程序升温和程序降温显示 SLP 纳米颗

粒自组装具有调控规律,如图 9 所示,在温度上升

过程中,在 55益前粒径基本保持不变,当温度上升

到 60 ~ 90益时,粒径增大,这可能是蛋白受热后结
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摇 摇 表 1摇 热诱导对 SLP 纳米颗粒自组装的多分散系数和电位的影响

Tab. 1摇 Effect of heating induction on PdI and Zeta potential

指标
温度 /
益

热诱导时间 / min
5 10 15 20 30

25 (0郾 32 依 0郾 03) b (0郾 32 依 0郾 03) c (0郾 32 依 0郾 03) b (0郾 32 依 0郾 03) c (0郾 32 依 0郾 03) cd

60 (0郾 65 依 0郾 05) a (0郾 57 依 0郾 02) a (0郾 53 依 0郾 03) a (0郾 47 依 0郾 05) a (0郾 46 依 0郾 03) a

PdI
70 (0郾 51 依 0郾 22) e (0郾 55 依 0郾 01) b (0郾 54 依 0郾 02) a (0郾 45 依 0郾 03) ab (0郾 42 依 0郾 01) b

80 (0郾 22 依 0郾 01) d (0郾 21 依 0郾 01) e (0郾 18 依 0郾 07) cde (0郾 28 依 0郾 09) cd (0郾 26 依 0郾 03) d

90 (0郾 26 依 0郾 01) c (0郾 22 依 0郾 01) de (0郾 23 依 0郾 02) cd (0郾 20 依 0郾 02) d (0郾 25 依 0郾 01) de

100 (0郾 22 依 0郾 04) d (0郾 24 依 0郾 03) d (0郾 24 依 0郾 04) cd (0郾 49 依 0郾 04) a (0郾 36 依 0郾 04) c

25 ( - 7郾 16 依 0郾 65) d ( - 7郾 16 依 0郾 65) e ( - 7郾 16 依 0郾 65) e ( - 7郾 16 依 0郾 65) e ( - 7郾 16 依 0郾 65) d

60 ( - 27郾 23 依 1郾 08) a ( - 28郾 07 依 1郾 07) a ( - 26郾 93 依 0郾 42) a ( - 26郾 84 依 0郾 85) a ( - 25郾 10 依 1郾 93) a

表面电位 / mV
70 ( - 24郾 61 依 1郾 44) b ( - 25郾 22 依 0郾 89) b ( - 23郾 70 依 0郾 82) bc ( - 19郾 77 依 1郾 00) bcd ( - 18郾 77 依 3郾 23) bc

80 ( - 20郾 47 依 0郾 59) c ( - 20郾 57 依 0郾 76) cd ( - 19郾 46 依 0郾 91) d ( - 20郾 98 依 3郾 40) bc ( - 15郾 36 依 0郾 49) c

90 ( - 20郾 37 依 0郾 85) c ( - 22郾 13 依 1郾 12) c ( - 21郾 43 依 2郾 21) cd ( - 19郾 37 依 1郾 29) bcd ( - 19郾 20 依 2郾 17) b

100 ( - 24郾 37 依 1郾 62) b ( - 25郾 67 依 0郾 64) b ( - 25郾 64 依 0郾 99) ab ( - 21郾 50 依 2郾 04) b ( - 19郾 93 依 2郾 82) b

摇 摇 注:同列数据不同字母表示差异显著(p < 0郾 05)。

图 9摇 程序升温 /降温过程 SLP 平均粒径响应曲线

Fig. 9摇 Response curves of average size of SLP during
heating and cooling process

摇
构得到适当伸展,导致粒径增大;在 90益时粒径急

剧下降,这可能是维持蛋白亚型结构的次级键如氢

键、范德华力以及二硫键断裂导致 SLP 分子解聚形

图 10摇 不同热诱导条件下 SLP 的扫描电镜图

Fig. 10摇 Scanning electron microcopy images of SLP under different heating induction conditions

成亚基,从而导致 SLP 粒径减小。 在降温过程中的

初始阶段(90 ~ 100益),可能是体系中仍维持有较

高的能量,SLP 粒径变化较小,当温度进一步下降

时,在 80益时 SLP 粒径急剧增大,这可能是因为当

能量撤去后,氢键和范德华力以及二硫键的形成速

率大于分解速率,SLP 游离亚基逐渐聚集,且聚集程

度随着温度降低而逐渐增大,从而表现出 SLP 粒径

增大;这与上文热诱导对 SLP 构象影响分析结果相

一致。
2郾 4摇 显微成像分析

由图 10 可知,天然 SLP 呈大小不一、棱角分明

和质地相对密实的片状;当 SLP 进行热处理后

(60 ~ 90益),如图 10b ~ 10e 所示,SLP 结构变得相

对疏松、棱角逐渐消失,颗粒细小化并呈均匀分布,
这可能是热诱导引起维持 SLP 高级结构作用力如

氢键、二硫键断裂,促使 SLP 分子亚基解聚形成分

子量相对较小的颗粒。 当热处理温度过高时(90益
以上),SLP 通过强烈的疏水相互作用聚集成更大的
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颗粒(图 10f)。 此外热处理后溶液中的 SLP 分子结

构展开并暴露出更多的游离巯基和疏水性基团于分

子表面,但在后续冷冻干燥过程中 SLP 的游离亚基

通过游离巯基和疏水相互作用重新聚集形成较大的

聚集体[25]。
综上,综合 SLP 在热诱导过程结构变化规律、

亚基解离缔合行为以及粒径的变化趋势和微观形貌

结果,可推测 90益是 SLP 蛋白分子温度的调控关键

点。 在热处理过程中,SLP 中维持分子结构稳定的

氢键、范德华力等次级键和二硫键发生断裂,蛋白结

构伸展、解离,含有胱氨酸和半胱氨酸的侧链暴露,
表面疏水性增加,三级构象伸展程度最大,且二级构

象显著改变,并伴随着 茁鄄折叠含量增加和a鄄螺旋含

量下降,分子间聚集程度增大,同时热稳定性增强。
暴露出的胱氨酸和半胱氨酸的巯基(—SH)在热处

理过程中氧化形成极不稳定的中间硫化物,并在冷

却过程中两个相邻的不稳定中间硫化物极易形成二

硫键,从而生成了以二硫键和疏水相互作用为主要

作用力的热诱导中间产物(M1 ~ M3)。 在热诱导

20 min 时,SLP 可自组装形成相对稳定的单分布纳

米颗粒体系,如图 11 所示。

图 11摇 热诱导 SLP 自组装纳米颗粒行为示意图

Fig. 11摇 Idealized schematic self鄄assembly of SLP
by heating induction shifted treatment

摇

3摇 结束语

采用多光谱技术、热分析技术以及凝胶电泳和

动态光散射研究了热诱导过程中 SLP 纳米颗粒自

组装。 结果显示,80 ~ 90益是 SLP 热处理分界线,在
热处理温度低于 80益 时,SLP 能基本保持天然构

象,不发生显著性变化,而在热处理温度高于 90益
时,SLP 蛋白二级构象发生显著性改变。 在 90益处

理 20 min 时,SLP 蛋白结构解聚、伸展至最大程度,
表面疏水性增加。 解离后的亚基通过二硫键和疏水

相互作用重新聚集成中间聚集体,导致分子间聚集

程度增大、构象稳定性增强。 SLP 自组装形成粒径

约为 110 nm 的稳定单分布纳米颗粒体系。
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