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基于光谱技术的维生素Ｂ１２与大豆分离蛋白相互作用分析
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（东北农业大学食品学院，哈尔滨 １５００３０）

摘要：为了提高维生素 Ｂ１２稳定性和开发维生素 Ｂ１２营养强化食品，以维生素 Ｂ１２ 大豆分离蛋白复合体系为研究对

象，利用光谱技术（荧光光谱、紫外 可见吸收光谱、红外光谱、圆二色谱）分析维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白的相互作

用对蛋白质结构的影响。荧光光谱分析表明，随着维生素 Ｂ１２质量浓度的增大，大豆分离蛋白的荧光强度不断降

低，通过 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ方程计算可得，维生素 Ｂ１２对大豆分离蛋白的猝灭方式属于静态猝灭，二者主要通过范德华

力和氢键作用结合，结合位点数为 １；同步荧光光谱分析表明，维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白结合位点位于色氨酸附

近；紫外光谱分析表明，维生素 Ｂ１２诱导色氨酸残基附近的微环境疏水性增强，蛋白分子的结构发生改变；红外光谱

和圆二色谱分析表明，维生素 Ｂ１２的加入导致大豆分离蛋白的二级结构发生改变，具体表现为 α螺旋和 β转角相对

含量增加、β折叠和无规则卷曲相对含量减少。
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０　引言

维生素 Ｂ１２又被称为钴胺素，是唯一含有金属元

素的水溶性维生素，也是 Ｂ族中最晚发现的一种。
作为一种重要的营养因子，维生素 Ｂ１２参与叶酸转
化、蛋氨酸合成等生化反应，维生素 Ｂ１２缺乏会导致

恶性贫血和神经疾病等
［１］
。维生素 Ｂ１２的稳定性主

要受到光、热、溶液 ｐＨ值的影响，在食品加工过程
中常转变为各种类似物

［２］
。根据《中国居民膳食营

养素参考摄入量》
［３］
，成人维生素 Ｂ１２推荐摄取量为

２４μｇ／ｄ，该营养素人体自身不能合成，必须从食物
中摄取，动物性产品（如鱼或贝类、鸡蛋、动物肝脏

等）是其主要摄取源
［４］
。由于维生素 Ｂ１２易损失、不

稳定，构建天然保护机制是防止其被破坏的最直接

手段，也是高效利用维生素 Ｂ１２、开发强化食品、防止
维生素 Ｂ１２缺乏症的关键。

食品级蛋白质是生物活性化合物的潜在载体，

大豆蛋白是目前唯一含有人体所需 ８种氨基酸、且
含量满足人体需求的植物蛋白，因其高营养价值和

良好的消化性和功能性能（乳化性、凝胶性、起泡性

等）而被广泛应用于食品加工中
［５］
。同时，大豆蛋

白分子肽链中含有丰富的疏水氨基酸残基和带电氨

基酸残基，可通过疏水相互作用、静电作用和氢键作

用等与水溶性营养成分结合，不仅能很好地传递和

运载水溶性活性物质，还能够提高营养成分的生物

利用率，甚至可以提高蛋白的某些功能特性
［６］
。文

献［７］研究发现，热处理的大豆蛋白与花青素通过
疏水作用结合后，提高了蛋白的消化率。文献［８］
将大豆蛋白与叶酸复合制备纳米凝胶，可使叶酸维

持天然结构及生物活性，并在肠道环境中迅速释放。

文献［９］研究发现，季铵盐改性后的大豆蛋白与抗
坏血酸复合，水溶性维生素表现出较高结合率，同时

改善大豆蛋白的溶解性。

食品中的维生素 Ｂ１２以蛋白结合型存在，研究食
源蛋白与维生素 Ｂ１２的相互作用对提高维生素 Ｂ１２稳
定性至关重要。已有文献对维生素 Ｂ１２与蛋白质的
相互作用进行了研究。文献［１０］研究了维生素 Ｂ１２
和牛血清白蛋白（ＢＳＡ）复合物在不同 ｐＨ值条件下
的结合亲和性，结果表明：维生素 Ｂ１２在酸性和碱性
（ｐＨ值２５、３５、５０和 ９０）条件下与 ＢＳＡ的结合
能力低于模拟生理条件（ｐＨ值 ７４），并且相互作用
使 ＢＳＡ的二级和三级结构发生了显著的变化。文
献［１１］通过荧光光谱法和紫外吸收光谱法研究了
生理条件下维生素 Ｂ１２与牛血清白蛋白之间的相互
作用，结果表明，维生素 Ｂ１２对牛血清白蛋白的荧光

有猝灭作用，其猝灭过程属于静态猝灭并且二者的

结合位点位于色氨酸附近。文献［１２］将乳清蛋白
与维生素 Ｂ１２复合，维生素 Ｂ１２的光热稳定性提高了
１０％ ～３０％。可见，通过维生素 Ｂ１２与蛋白结合可提
高维生素 Ｂ１２的稳定性，但具有代表性的食源蛋白
（大豆分离蛋白）与维生素 Ｂ１２的相互作用研究尚未
见相关报道。

本文利用光谱技术（荧光光谱、紫外光谱、红外

光谱、圆二色谱）研究大豆分离蛋白与维生素 Ｂ１２的
相互作用对大豆分离蛋白结构的影响，以期为提高

维生素 Ｂ１２稳定性、开发维生素 Ｂ１２营养强化食品提
供理论基础。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
低温脱脂豆粕，山东禹王生态食业有限公司；维

生素 Ｂ１２，美国 Ｓｉｇｍａ试剂公司；氢氧化钠、盐酸等为
国产分析纯试剂。

１２　仪器与设备
ＦＤ １Ｃ型冷冻干燥机，北京德天佑科技发展

有限公司；ＦＪ ２００型高速分散均质机，上海标本模
型厂；ＬＧＲ２０ Ｗ型台式高速冷冻离心机，北京京
立离心机有限公司；Ｆ ４５００型荧光分光光度计，
日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司；ＴＵ １８００型紫外可见分光光
度计。

１３　试验方法
１３１　大豆分离蛋白制备

参照文献［１３］的方法并稍作修改，将低温脱脂
豆粕与去离子水按照液料比 １０ｍＬ／ｇ混合后，用
２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调 ｐＨ值至 ８０，室温（２０℃）搅
拌２ｈ后，溶液于 ９０００ｇ离心 ３０ｍｉｎ，取上清液用
２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液调 ｐＨ值至 ４５。溶液静置 ２ｈ后
于７５００ｇ离心３０ｍｉｎ得到蛋白沉淀，将蛋白沉淀溶
于去离子水后洗涤３次，用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调溶液的
ｐＨ值至７０。最后将蛋白溶液倒入平皿中冷冻干
燥后得粉末状大豆分离蛋白，储藏备用。

１３２　大豆分离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物制备
参照文献［１２］的方法并稍作修改，取１２ｍｇ大

豆分离蛋白溶于磷酸盐缓冲溶液中（００１ｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ值７４），配制质量浓度为１２ｍｇ／ｍＬ的大豆分离
蛋白溶液，于 ４℃下储存。取 １６ｍｇ维生素 Ｂ１２溶于
磷酸盐缓冲溶液中（００１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７４），配制质
量浓度为０４ｍｇ／ｍＬ的维生素 Ｂ１２溶液，于 ４℃下储
存。将大豆分离蛋白溶液稀释至 ３００μｇ／ｍＬ，分别
与不同质量浓度的维生素 Ｂ１２（０、１０、２０、２８、４０、
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５０μｇ／ｍＬ）混合，室温下黑暗搅拌 １ｈ，得到大豆分
离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物。
１３３　荧光光谱测定

参照文献［１４］的测定方法并稍作修改，大豆分
离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物的内源性荧光光谱采用
Ｆ ４５００型荧光分光光度计进行扫描。将复合物样
品用００１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ｐＨ值 ７４）配制
成质量浓度为 ０１５ｍｇ／ｍＬ的溶液。激发波长设定
为２９０ｎｍ，发散波长扫描范围为 ３００～５００ｎｍ，激发
狭缝宽度为 ５ｎｍ，发射狭缝宽度也为 ５ｎｍ，扫描速
度为２４０ｎｍ／ｍｉｎ。同步荧光光谱：室温下，分别固
定 Δλ＝１５ｎｍ和 Δλ＝６０ｎｍ，其中 Δλ表示激发波
长和发射波长彼此间保持固定的波长间隔。

１３４　荧光猝灭机理
参照文献［１５］的测定方法并稍作修改，将大豆

分离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物样品等分为 ３份，分别
置于２５、３３、４１℃的恒温水浴锅中保温 １０ｍｉｎ，利用
荧光光谱仪连续扫描并记录测定样品的荧光强度。

光谱参数同上，重复扫描３次。
１３５　紫外光谱测定

参照文献［１６］的测定方法并稍作修改，采用紫
外分光光度计扫描大豆分离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物
的紫外光谱。用 ００１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ｐＨ
值７４）将复合物样品稀释为 ０１５ｍｇ／ｍＬ后，于室
温条件下进行紫外光谱扫描，扫描范围２５０～
３５０ｎｍ，扫描速度为２００ｎｍ／ｍｉｎ，分辨率为２ｎｍ。
１３６　红外光谱测定

参照文献［１７］的测定方法并稍作修改，称取大
豆分离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物 １ｍｇ，加入溴化钾
１００ｍｇ，充分混匀压片后于室温进行红外光谱扫描。
设定波谱的扫描范围：４００～４０００ｃｍ－１

，分辨率：

４ｃｍ－１
，扫描 ６４次，利用 Ｐｅａｋｆｉｔ４２０软件处理谱

图并通过积分面积计算各二级结构的相对含量。

１３７　圆二色谱测定
将大豆分离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物溶解在磷酸

盐缓冲溶液中，将蛋白质量浓度配制为 ０５ｍｇ／ｍＬ，
将样品溶液在 １９０～２５０ｎｍ远紫外区进行扫描，扫
描速度为 ６０ｎｍ／ｍｉｎ，分辨率为０２ｎｍ，响应时间为
０２５ｓ，狭缝宽度为 １ｎｍ。使用 ＣＤｐｒｏ软件拟合蛋
白质二级结构的组成与含量。

１４　数据处理
图表制作采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８５软件，使用 ＳＰＳＳ

１９０进行 ＡＮＯＶＡ差异显著性分析和方差分析
（Ｐ＜００５为显著性差异）。每个试验重复 ３次，结
果表示为平均值 ±标准差。

２　结果与分析

２１　荧光光谱分析

大豆蛋白内部因含有不同的发色基团如色氨

酸（Ｔｒｐ），酪氨酸（Ｔｙｒ）和苯丙氨酸（Ｐｈｅ）而表现出
内源荧光特性

［１８］
。在激发波长为 ２９０ｎｍ时，主要

考虑色氨酸和酪氨酸。文献［１９］指出，蛋白的最
大发射波长 λｍａｘ与色氨酸等残基所处的微环境密
切相关，当最大发射波长 λｍａｘ超过 ３３０ｎｍ时，残基
处于外部极性环境中，相反，则表示残基处于内部

非极性环境。大豆分离蛋白与维生素 Ｂ１２复合体
系的荧光光谱如图 １所示，当蛋白浓度固定时，随
着维生素 Ｂ１２添加量的增大，大豆分离蛋白的荧光
强度逐步降低，说明维生素 Ｂ１２对大豆蛋白的内源
荧光产生了猝灭作用。并且大豆分离蛋白的最大

发射波长 λｍａｘ由 ３４０６ｎｍ蓝移至 ３３４６ｎｍ，蓝移
了 ６ｎｍ，以上现象说明维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白
发生了结合，使其构象发生了变化，色氨酸和酪氨

酸的内部微环境也趋向改变，表现出一种由极性

环境向非极性环境转变的趋势，可能是由于维生

素 Ｂ１２与蛋白表面的亲水性侧链残基相互作用，降

低荧光强度，从而改变了色氨酸残基的微环境
［２０］
。

文献［２１］在研究维生素 Ｂ１２与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）
结合机理时也发现了最大发射波长蓝移现象，可能

的原因为维生素 Ｂ１２与牛血清白蛋白表面第 １３４位
的色氨酸残基结合改变了其所处微环境的极性。而

文献［２２］报道花青素与大豆分离蛋白结合后，蛋白
的最大发射波长 λｍａｘ发生红移，肽链趋于伸展。这
可能是由于维生素 Ｂ１２含有一个咕啉大环，分子量较
大，结构复杂，与蛋白的结合方式不同，从而导致蛋

白分子的结构变化差别较大。

图 １　不同维生素 Ｂ１２质量浓度下大豆分离蛋白与

维生素 Ｂ１２复合体系的荧光光谱谱图

Ｆｉｇ．１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅａｎｄ

ｖｉｔａｍｉｎＢ１２ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓｙｓｔｅｍ
　２２　荧光猝灭机理
荧光猝灭机理一般可以分为静态猝灭和动态猝

灭两种作用形式。静态猝灭主要是指猝灭剂与荧光
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物质之间相互作用形成复合物而导致荧光强度下降，

温度升高后，猝灭常数（即 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ曲线斜率）
下降；动态猝灭则相反，主要是指猝灭剂与荧光物质

间相互碰撞产生一定程度的电子转移或能量转移，导

致荧光强度减弱，该过程与扩散效应相关，温度上升

促进了分子碰撞的剧烈程度，因此随着温度上升，动

态猝灭常数增大
［２３］
。根据 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ方程［２４］

计

算不同温度条件下的猝灭常数，从而可以初步判断该

反应的荧光猝灭机制
［２５］
为

Ｆ０
Ｆ
＝１＋ＫｓｖＱ＝１＋Ｋｑτ０Ｑ （１）

式中　Ｆ０———大豆分离蛋白中未加入猝灭剂（维生
素 Ｂ１２）时的荧光强度

Ｆ———加入猝灭剂时的荧光强度
Ｋｑ———双分子猝灭速率常数，Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）
Ｋｓｖ———猝灭常数，Ｌ／ｍｏｌ
Ｑ———猝灭剂浓度，ｍｏｌ／Ｌ
τ０———无猝灭剂时生物大分子的平均荧光寿

命，取１０－８ｓ
根据 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ方程，以 Ｑ为自变量，以

Ｆ０／Ｆ为因变量拟合一次函数方程，如图 ２所示。曲
线斜率代表猝灭常数 Ｋｓｖ，进一步求解可得 Ｋｑ。

图 ２　不同温度条件下大豆分离蛋白与维生素 Ｂ１２
复合物的 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ曲线

Ｆｉｇ．２　Ｓｔｅｒｎ ＶｏｌｍｅｒｐｌｏｔｓｏｆＳＰＩｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈｖｉｔａｍｉｎ

Ｂ１２ａｔｔｈｒｅｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　
　　由图２可知，Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ方程的曲线斜率随
着温度的上升而逐渐降低，可以推断维生素 Ｂ１２对大
豆分离蛋白的荧光猝灭机理属于静态猝灭，一般来

说，各类猝灭剂对生物大分子的最大猝灭速率常数

Ｋｑ为２×１０
１０Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ），而表 １中维生素 Ｂ１２对大

豆分 离 蛋 白的 荧光猝灭 速率常 数 均 大 于 ２×
１０１０Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ），并且随着温度上升，Ｋｑ逐渐降低，更
有力地证明了维生素 Ｂ１２对大豆分离蛋白的猝灭方
式是由于维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白相互作用形成

了基态配合物而引发了静态猝灭
［２６］
。

表 １　维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白复合物的荧光猝灭速率常数、结合位点数、结合常数

Ｔａｂ．１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓ，ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓａｎｄａｐｐａｒｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ１２ ＳＰＩｃｏｍｐｌｅｘ

温度／Ｋ Ｋｓｖ／（Ｌ·ｍｏｌ
－１） Ｋｑ／（Ｌ·（ｍｏｌ·ｓ）

－１） Ｒ２ 结合常数 Ｋａ／（Ｌ·ｍｏｌ
－１） 结合位点数 ｎ Ｒ２

２９８ （２４０４±０１１８）×１０４ａ （２４０４±０１１８）×１０１２ａ ０９９７０ （４１２１±００３３）×１０５ １２７９±０００２ ０９８４７

３０６ （１８０３±００５２）×１０４ｂ （１８０３±００５２）×１０１２ｂ ０９８７５ （１２５６±００１１）×１０５ １１９２±０００１ ０９９４３

３１４ （１５３２±００９２）×１０４ｃ （１５３２±００９２）×１０１２ｃ ０９８５３ （１８０６±００３９）×１０５ １２４２±０００３ ０９９６２

　　注：同列不同字母表示差异显著，下同。

　　由图２和表１已知维生素 Ｂ１２对大豆分离蛋白

的猝灭机制为静态猝灭，二者的结合常数 Ｋａ和结合

位点数 ｎ满足公式

ｌｇ
Ｆ０－Ｆ
Ｆ

＝ｌｇＫａ＋ｎｌｇＱ （２）

以 ｌｇ（（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ）对 ｌｇＱ作图，不同温度下维

生素 Ｂ１２猝灭大豆分离蛋白的双对数曲线如图 ３所

示。所得的曲线斜率为维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白

的结合位点数 ｎ，将截距换算为结合常数 Ｋａ。根据

表１数据显示，维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白在 ２９８、

３０６、３１４Ｋ温度下作用时，二者间的结合常数为
４１２１×１０５、１２５６×１０５、１８０６×１０５Ｌ／ｍｏｌ，表明二
者存在较强的相互作用。并且维生素 Ｂ１２与大豆分
离蛋白在 ３种不同温度下的结合位点数都接近于
１，说明维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白之间存在一个结
合位点。文献［２１］证明了维生素 Ｂ１２与牛血清白蛋

图 ３　不同温度下维生素 Ｂ１２猝灭大豆分离蛋白的

双对数曲线

Ｆｉｇ．３　ＤｏｕｂｌｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｃｕｒｖｅｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ１２ｑｕｅｎｃｈｅｄ

ｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　
白也存在一个结合位点。

小分子物质与蛋白质之间的作用力主要为疏水

作用力、静电相互作用、氢键以及范德华力。通过

ＶａｎｔＨｏｆｆ方程，　可计算出热力学参数值。维生素
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Ｂ１２与大豆分离蛋白之间的相互作用符合热力学
公式

ｌｎ
Ｋａ２
Ｋａ１ (＝ １

Ｔ１
－１
Ｔ )
２

ΔＨ
Ｒ

（３）

ΔＧ＝－ＲＴｌｎＫａ＝ΔＨ－ＴΔＳ （４）
式中　ΔＨ———焓变，ｋＪ／ｍｏｌ

ΔＳ———熵变，ｋＪ／（ｍｏｌ·Ｋ）
ΔＧ———生成自由能变，ｋＪ／ｍｏｌ
Ｒ———气体常数，取８３１４Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）
Ｔ———温度，Ｋ

当温度变化不大时，反应的 ΔＨ可看作常数。
根据文献［２７］总结的小分子与生物大分子反

应的热力学参数变化判断二者间主要作用力的类型

规律：当 ΔＨ＞０且 ΔＳ＞０时，为疏水作用力；ΔＨ＜０
且 ΔＳ＜０时，为范德华力和氢键作用；ΔＨ＜０且
ΔＳ＞０时，为静电相互作用。
　　由表２可知，维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白的自由
能变小于０，说明这是一个自由能降低的自发过程，
ΔＨ＜０且 ΔＳ＜０，表明维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白之
间的主要作用力是范德华力和氢键。文献［２８］在
研究花青素与小麦蛋白的相互作用机理发现，中性

条件下黑豆皮中的花青素（矢车菊素３Ｏ葡萄糖
苷，Ｃ３Ｇ）与麦谷蛋白主要通过范德华力和氢键作用
结合。

表 ２　维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白复合物的热力学参数值

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃｏｍｐｌｅｘｏｆ

ｖｉｔａｍｉｎＢ１２ａｎｄｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ

温度／Ｋ ΔＨ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）ΔＳ／（ｋＪ·（ｍｏｌ·Ｋ）－１）ΔＧ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

２９８ －０２７３ －３２０３２

３０６ －１１３５２８ －０２７３ －２９８６９

３１４ －０２６１ －３１５９９

２３　同步荧光光谱分析

同步荧光光谱通常应用于小分子和生物大分子

相互作用的研究中，通过测量发射波长偏移研究对

应氨基酸附近环境的极性情况从而反映小分子对生

物大分子物质构象变化的影响
［２９］
。通过将激发波

长和发射波长之差Δλ固定在１５ｎｍ或６０ｎｍ，分别对
大豆分离蛋白中的酪氨酸和色氨酸残基周围的极性

变化进行分析
［３０］
。

维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白相互作用的同步荧
光光谱如图 ４所示，随着维生素 Ｂ１２质量浓度的增
加，酪氨酸残基和色氨酸残基的荧光强度逐渐降低，

在 Δλ＝６０ｎｍ的情况下，同步荧光峰有轻微的蓝
移，从２８２ｎｍ蓝移至 ２７９ｎｍ，而在 Δλ＝１５ｎｍ时，
同步荧光峰无明显移动，可判断维生素 Ｂ１２对酪氨酸

图 ４　不同维生素 Ｂ１２质量浓度下大豆分离蛋白

与维生素 Ｂ１２复合体系的同步荧光光谱

Ｆｉｇ．４　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｓｏｌａｔｅａｎｄｖｉｔａｍｉｎＢ１２ｃｏｍｐｌｅｘｓｙｓｔｅｍ
　
残基的微环境无明显改变，而色氨酸残基所处的微

环境疏水性增加，极性降低，表明维生素 Ｂ１２与大豆
分离蛋白结合位点更接近于色氨酸残基，推测可能

的原因为维生素 Ｂ１２与大豆分离蛋白的相互作用可
能诱导色氨酸附近的多肽链形成折叠，从而微环境

疏水性进一步增加
［２１］
。文献［１１］在研究维生素 Ｂ１２

与牛血清白蛋白的相互作用时也得出了相似的

结论。

２４　紫外光谱分析
根据蛋白质的色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基

的紫外吸收峰不同，可以通过紫外光谱仪分析蛋白

三级结构的变化
［１８］
。由图 ５可知，大豆分离蛋白在

２８０ｎｍ附近存在紫外吸收峰，而维生素 Ｂ１２在 ３６１、
５２０、５５０ｎｍ处存在紫外吸收峰，随着维生素 Ｂ１２质
量浓度的增大，大豆分离蛋白和维生素 Ｂ１２复合体系
的紫外最大吸收峰由２８８ｎｍ蓝移到２８４ｎｍ，说明维
生素 Ｂ１２对大豆分离蛋白的结构产生了影响，色氨酸
所处的微环境疏水性增强，这与荧光光谱分析中蛋

白结构变化结果一致。并且大豆分离蛋白和维生素

Ｂ１２均为芳香族化合物，这种结构变化可能会促使其
参与非共价的 π π堆积作用，文献［３１］也报道了
大豆分离蛋白构象的变化与分子中色氨酸残基和酪

氨酸残基芳香杂环的 π π跃迁有关。
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图 ５　大豆分离蛋白与维生素 Ｂ１２复合体系的紫外光谱图

Ｆｉｇ．５　ＵＶｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅａｎｄ

ｖｉｔａｍｉｎＢ１２ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓｙｓｔｅｍ
　
２５　红外光谱分析

红外光谱是一种分析蛋白质二级结构的光谱技

术
［３２］
。通过红外光谱可以进一步考察蛋白质构象

的变化。加入不同质量浓度维生素 Ｂ１２的大豆分离
蛋白红外光谱如图６所示。酰胺Ⅰ带红外吸收峰的
变化主要反映了蛋白质二级结构的变化。根据已有

的研究表明：蛋白质二级结构与各子峰间的对应关系

为：波数１６４６～１６６４ｃｍ－１处对应的结构为 α螺旋；波
数１６１５～１６３７ｃｍ－１和１６８２～１７００ｃｍ－１处对应的结
构为β折叠；波数１６６４～１６８１ｃｍ－１

处对应的结构为

β转角；波数１６３７～１６４５ｃｍ－１
处对应的结构为无规

则卷曲
［３３］
。由图 ６可知，维生素 Ｂ１２加入后，大豆分

离蛋白的酰胺 Ｉ带发生轻微红移（由１６３３３ｃｍ－１
红

移到１６３５８ｃｍ－１
）而酰胺Ⅱ带基本没有移动，可能

是因为维生素 Ｂ１２与大豆蛋白发生了相互作用，通过
氢键结合形成复合物，导致大豆分离蛋白肽链重排，

最终导致二级结构的变化
［３４］
。此外，大豆蛋白酰胺

Ⅰ带的强度有所减弱，说明 α螺旋的含量在加入
　　

维生素 Ｂ１２后明显增加。文献［３１］研究大豆分离蛋

白与花青素的相互作用发现，蛋白的酰胺 Ｉ带发生

了红移引起二级结构发生改变。

图 ６　不同维生素 Ｂ１２质量浓度下大豆分离蛋白

维生素 Ｂ１２复合物中大豆分离蛋白的红外光谱图

Ｆｉｇ．６　ＩｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＰＩｉｎｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ

ａｎｄｖｉｔａｍｉｎＢ１２ｃｏｍｐｌｅｘ
　
２６　圆二色谱分析

圆二色谱是一种通过检测水溶性蛋白进而计算

各种蛋白质二级结构含量的技术。加入维生素 Ｂ１２
前后，大豆蛋白的二级结构含量如表 ３所示。随着

维生素 Ｂ１２质量浓度的增大，大豆蛋白二级结构含量

均发生了明显的变化。α螺旋和 β转角相对含量

逐渐升高，β折叠和无规则卷曲相对含量逐渐降低，

这表明 β折叠和无规则卷曲结构逐渐向 α螺旋和

β转角结构转变，可能是由于维生素 Ｂ１２与大豆蛋白

表面的亲水性侧链结合，改变了蛋白的构象，一定程

度上提高了蛋白质聚合程度
［３５］
。圆二色谱的结果

证明了维生素 Ｂ１２的结合改变了大豆蛋白的构象，改

变了荧光基团周围的局部微环境，形成了更有组织

的构象，与红外光谱得出的结果相一致。

表 ３　大豆分离蛋白 维生素 Ｂ１２复合物中大豆分离蛋白二级结构相对含量

Ｔａｂ．３　ＲｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳＰＩｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅａｎｄｖｉｔａｍｉｎＢ１２ｃｏｍｐｌｅｘ

维生素 Ｂ１２质量浓度／

（μｇ·ｍＬ－１）

相对含量／％

α螺旋 β折叠 β转角 无规则卷曲

０ （１７９４±００１）ｆ （３１９５±００１）ａ （２０９２±００２）ｅ （２９１９±００２）ａ

１０ （１９４４±００２）ｅ （３０５１±００３）ｂ （２０９０±００２）ｅ （２９１５±００１）ｂ

２０ （２０４３±００１）ｄ （２９０１±００２）ｃ （２１４８±００１）ｄ （２９０８±００３）ｃ

２８ （２０６０±００２）ｃ （２８８８±００１）ｄ （２１５０±００１）ｃ （２９０２±００２）ｄ

４０ （２０９７±００１）ｂ （２８４３±００１）ｅ （２１６０±００２）ｂ （２９００±００１）ｄ

５０ （２２０６±００４）ａ （２８４４±００１）ｅ （２１９２±００２）ａ （２８９８±００１）ｅ

３　结论

（１）荧光光谱分析表明，维生素 Ｂ１２对大豆分离

蛋白具有荧光猝灭作用，猝灭机制为静态猝灭，二者

主要通过范德华力和氢键作用结合，结合位点数为１。
（２）同步荧光光谱分析表明，维生素 Ｂ１２与大豆

分离蛋白的结合位点更接近色氨酸残基；紫外吸收

　　

光谱分析表明，维生素 Ｂ１２使得大豆蛋白中色氨酸残
基所处微环境发生变化，疏水性增强，改变了大豆蛋

白的构象。

（３）红外光谱和圆二光谱分析表明，维生素 Ｂ１２
的加入改变了大豆分离蛋白的二级结构，具体表现

为 β折叠和无规则卷曲相对含量减少、α螺旋和 β
转角相对含量增加。
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