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电子束辐照对氨基酸与蛋白质结构的影响
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摘要 为探索辐照处理对农产品蛋白质及氨基酸营养价值的影响，应用质谱及十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE）技术分析电子束辐照后17种氨基酸及牛血清白蛋白（Bovine serum albumin， BSA）

结构的变化。结果发现，电子束辐照对8种必需氨基酸中的蛋氨酸影响较大，当吸收剂量为1 kGy时，蛋氨

酸质量浓度降低了65%；随着吸收剂量的增加，BSA水溶液发生混浊；SDS-PAGE电泳实验结果发现，辐

照处理下BSA同时发生交联和降解反应；质谱分析发现电子束辐照对BSA的二级结构无规则卷曲、弯曲、

转角及链内二硫键影响较大。结果表明，蛋氨酸及蛋白质特定的二级结构对电子束辐照相对敏感。
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ABSTRACT In order to explore the influence of irradiation on the nutritional value of protein and amino acids in 

agricultural products, the effect of electron-beam irradiation on the structure of 17 amino acids contained within 

bovine serum albumin (BSA) was analyzed by mass spectrometry and sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). Electron-beam irradiation of BSA significantly influenced content of methionine and 

of the other 8 essential amino acids. An absorbed dose of 1 kGy decreased the mass concentration of methionine by 

65%. Turbidity of aqueous BSA solution increased concomitantly with increasing absorbed dose. This was due to 

irradiation-induced BSA cross-linking and degradation, as demonstrated by SDS-PAGE. Mass spectrometry analysis 

revealed various secondary BSA structures (irregular, curl, bend, and corner) and demonstrated susceptibility of two 

sulfur bonds in the amino acid chain to radiation.

KEYWORDS Amino acids, Bovine serum albumin, Electron-beam irradiation, Structure

CLC        TR699，TL99

γ射线、电子束及X 射线辐照作为冷杀菌食品

贮藏保鲜技术，受到国内外学者的广泛关注。目

前，国内应用最广泛的是以 60Co为放射源的 γ射线

及高能电子束辐照技术。电子束辐照加工技术无

放射性污染等安全问题，是一种理想的辐照技

术［1］。中国“十一五”、“十二五”期间对食品电

子束辐照研究加大支持力度。辐照加工技术对辐

照食品品质存在正负两方面的影响，有研究表明，

高剂量辐照可使肉的颜色改变，加速脂肪氧化

等［2］；也有相当多的研究报道，辐照对食品的营

养成分及营养价值影响不大，且可提高营养成分

的利用率［3-11］；而有关辐照对氨基酸和蛋白质结构

及营养价值的影响报道比较少见。耿胜荣等［12］研

究表明，经射线和电子束辐照后，牛血清蛋白的

二级结构发生变化，螺旋含量先升后降，折叠含

量先降后升，无规则卷曲含量始终呈上升趋势，

同时发现，牛血清蛋白质发生交联和降解反应。

本文以氨基酸标准品及牛血清白蛋白（Bovine 

serum albumin，BSA）为研究对象，初步分析辐照

作用下氨基酸及蛋白质不同二级结构对辐照的敏

感性以及剂量效应关系，为改进电子束辐照技术

对食品感官品质的影响提供技术支持。

1   材料与方法

1.1　  仪器与材料　

ESS-010-03 型电子直线加速器，射线能量为

10 MeV，功率 10 kW，日本 IHI 公司；L-8900 氨

基酸自动分析仪，日本 IHI 公司；5800 MALDI-

TOF/TOF，AB Sciex；紫外分光光度仪，UV-2100

型，尤尼柯（上海）仪器有限公司；DYY-6C 型电

泳仪、DYCZ-24D 型垂直电泳仪，北京六一仪器

厂。Na2HPO3、NaH2PO3，分析纯，北京化学试剂

有限公司；丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、十二烷基

磺酸钠、巯基乙醇、低相对分子质量标准蛋白质，

美国Sigma 公司；牛血清白蛋白（BSA）、17种氨

基 酸 标 准 品 、 ProteoMass Peptide & Protein 

MALDI-MS Calibration Kit、α-氰基-4羟基肉桂酸

（CHCA），美国Sigma 公司；样品靶，美国应用生

物系统公司（AB SCIEX）。

1.2　  方法　

1.2.1　 溶液的配制　

氨基酸溶液配制：取氨基酸固体，用蒸馏水

配制成浓度为 0.25 nmol/L的溶液（17 种氨基酸：

丙氨酸（Ala）、精氨酸（Arg）、天冬氨酸（Asp）、

胱氨酸（Cys）、谷氨酸（Glu）、甘氨酸（Gly）、

组氨酸（His）、异亮氨酸（Ile）、亮氨酸（Leu）、

赖氨酸（Lys）、蛋氨酸（Met）、苯丙氨酸（Phe）、

脯氨酸（Pro）、丝氨酸（Ser）、苏氨酸（Thr）、缬

氨酸（Val）、酪氨酸（Tyr））。

BSA溶液配制：取适量BSA固体，用蒸馏水

配制，质量浓度10 mg/mL。

1.2.2  辐照处理

1.2.1节中氨基酸及BSA溶液分装于1 mL离心

管，均以重铬酸银（<4 kGy）和重铬酸钾（≥4 kGy）

做化学剂量的计量跟踪剂，剂量率为 5.6 kGy/h 

（ ≤1 kGy） 和16.8 kGy/h （>1 kGy），辐照设置吸收

剂量 0（对照组 CK）、1、2、4、6、8、10 kGy，

重复3次。

1.2.3  氨基酸浓度的测定

氨基酸测定参考GB /T5009.124－2003《食品

中氨基酸的测定》方法［13］。
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1.2.4　 SDS-PAGE电泳实验　

辐照处理后BSA 酶液分别经质量浓度为 15%

分离胶、5%浓缩胶和8%分离胶、5%浓缩胶进行

SDS-PAGE 电泳分离，具体方法参见文献［14］。

1.2.5　 BSA相对分子质量测定　

取 1 μL蛋白样品点至样品靶上，自然干燥后

再取 0.6 μL 的CHCA基质溶液点至对应靶位上并

自然干燥。用相同的方法在样品靶位相邻位置点

标准品。在正离子模式下选择反射方法对样品测

试范围进行校准测试。校准标准物质为反射校

准物质，校准范围为：1 046.542±0.500、1 533.858±

0.500、2 465.199±0.500、3 494.651±0.500。在正离

子模式下选择反射方法测试样品的相对分子质量。

5800 MALDI-TOF/TOF产生的原始数据及图谱由

4000 Series Explorer V3.5软件导出。

1.2.6　 数据分析　

氨基酸溶液测定所得数据由SAS 8.2 软件通过

一般线性模型（General linear model，GLM）进行

显著性分析，分析方法为邓肯多重范围检验

（Duncan’smultiple range tests），显著性水平为 p<

0.05。BSA相对分子质量、二级结构及氨基酸序列

分析通过DNAStar软件Protean进行分析。

2   结果与讨论

2.1　  辐照后氨基酸的浓度变化及分析　

辐照氨基酸的质量浓度变化见图１。由图1可

知，当吸收剂量为1 kGy时，胱氨酸和蛋氨酸质量

浓度分别降低了65%和52%，酪氨酸、苯丙氨酸、

组氨酸、脯氨酸质量浓度均略有下降，其它氨基

酸在低剂量（≤4 kGy）辐照处理下浓度变化不大。

当吸收剂量为 10 kGy时，胱氨酸质量浓度降低了

80%，蛋氨酸未检出，酪氨酸、苯丙氨酸、组氨

酸、脯氨酸质量浓度也大幅度降低，其它氨基酸

质量浓度均有不同程度降低。以上结果分析认为

（详见图2中（a）和（b）），胱氨酸和蛋氨酸均含

有C−S键，此键可能对辐照比较敏感，在辐照作

用下容易发生断裂或重组，而酪氨酸、苯丙氨酸、

组氨酸、脯氨酸结构中均含有环状结构，环状结

构在辐照作用下也不稳定。有研究表明［15-17］：羟基

自由基（电子束辐照产生主要自由基之一，是辐

照间接作用因子）氧化可使蛋白质的总巯基及活

性巯基的含量都有着不同程度地减少；使表面疏

水性和羰基含量均随着氧化剂浓度的增加和氧化

时间的延长而增加；使蛋白质的二级结构也发生

了改变。结果表明，低剂量电子束辐照（≤4 kGy）对

必需氨基酸蛋氨酸的影响较大，对其它必需氨基

酸影响不大（色氨酸未测）。

图1　辐照后氨基酸浓度
Fig.1　Amino acid concentrations after irradiation
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2.2　  辐照对BSA溶解性的影响　

辐照处理后BSA溶解性见图 3。由图 3可知，

随着吸收剂量的增加，BSA水溶性逐渐下降，在

吸收剂量为4~6 kGy时，BSA水溶液中出现微细絮

状沉淀；当剂量≥8 kGy时，出现了大量絮状沉淀，

表明BSA疏水性随着吸收剂量的增加而增大。分

析认为，辐照处理导致BSA的蛋白质立体结构及

二级结构发生改变，疏水键外露，或是聚合反应

以及发生一级结构肽键断裂等所致。

2.3　  BSA的SDS-PAGE电泳实验　

辐照处理后 BSA 经 SDS-PAGE 分离，结果见

图 4。从图 4可见，随着吸收剂量的增加出现了部

分相对分子质量大于和小于BSA的蛋白质，说明

BSA 肽链部分发生断裂和聚合。具体从图 4（a）

可见，当吸收剂量为2~6 kGy时，出现了相对分子

质量约为 13、22、33 kDa 以及 43~66 kDa 的蛋白

质；从图 4（b）可见，当吸收剂量为 2~4 kGy时，

出现了明显的相对分子质量大的蛋白条带，表明

辐照处理下，BSA发生少量聚合反应。

2.4　  辐照处理对BSA相对分子质量及结构的影

响　

BSA分子二级结构见图5，辐照处理后BSA经

MALDI-TOF/TOF质谱检测结果见图 6。假设BSA

分子肽链发生断裂时，断裂后碎片蛋白质相对分

子质量总和约为BSA相对分子质量，即当BSA断

裂为2个蛋白质A和B时，MA+MB≈MBSA（M为相对

分子质量（kDa）），断裂为更多蛋白质时以此类

推（参考2.1节适当考虑蛋氨酸和胱氨酸巯基侧链

丢失）。

在此假设前提下，从图6结果可见，相对分子

质量分别为 13 309 和 53 504、22 375 和 43 662、

33 396 等 3组蛋白质。通过 Protean蛋白质相对分

子质量与氨基酸序列关系软件分析，13 309 和

53 504 一组蛋白质可能由肽链N端第116~117或第

465~467 位氨基酸附近肽链断裂产生， 22 375

图2　半胱氨酸与蛋氨酸结构图
Fig.2　Structures of cysteine and methionine

图3　辐照后BSA的溶解度变化
Fig.3　Changes of BSA solubility after irradiation

  

图4　辐照处理后BSA电泳结果:（a) A; (b) B
Fig. 4　BSA electrophoretic results A after irradiation: (a) A; (b) B
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和 43 662一组蛋白质可能由肽链N端第193~194或

第380~381位氨基酸附近断裂产生，33 396蛋白质

可能是由BSA肽链在N端第 290~291位氨基酸附

近断裂产生。参考图5 BSA二级结构图（适当考虑

蛋氨酸和胱氨酸巯基侧链丢失）分析，BSA的N

端第 116~117 位附近肽链的二级结构为无规则卷

曲，第465~467附近肽链二级结构为无规则卷曲或

弯曲，193~194附近肽链位于链内二硫键区域，第

380~381位附近肽链位于二级结构肽链转角区域，

第290~291位则为肽链无规则卷曲区域。综上分析

推论，电子束辐照后BSA肽链断裂多发生于BSA

蛋白质无规则卷曲、转角及链的二硫键区域，表

明蛋白质结构中无规则卷曲、转角及二硫键等结

构对辐照处理更为敏感。有研究表明，鱼虾类过

图5　BSA二级结构（来源于PDB ID: 4OR0）
Fig.5　Secondary structure of BSA (derived from PDB ID: 4OR0)
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敏原致敏活性对辐照较为敏感［18-19］，这可能是过敏

原的抗原表位 80%位于以上二或三级结构区域所

致，这一结果也同时说明辐照对不同蛋白质生物

活性影响具有的差异性。

图6　辐照处理后BSA的质谱检测结果
Fig. 6　Mass spectrometric results of BSA after irradiation
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3   结论

电子束辐照技术在农产品保鲜领域已被广泛

应用，辐照对农产品营养成分的影响也有研究，

但对营养成分的营养价值及功能成分活性的影响

少有报道，本文从构成蛋白质的氨基酸，特别是

人体必需氨基酸及蛋白质的二级结构的角度分析

了电子束辐照处理后蛋白质不同二级结构及氨基

酸结构的变化，进一步分析电子束辐照对氨基酸

及蛋白质营养价值的影响。实验结果表明，辐照

对人体必需氨基酸蛋氨酸影响较大，因此，对含

水量较大的农产品应用辐照处理时须谨慎选择保

鲜技术或辐照处理的剂量。其次，蛋白质的二级

结构无规则卷曲、转角及链内、甚至链间的二硫

键等高级结构对辐照相对敏感，这可能对具有生

理功能活性蛋白质的活性造成不同程度的影响，

相关活性影响还有待于进一步的研究。综上所述，

本研究对辐照技术在农产品加工领域应用的优化

与完善具有一定的理论意义。
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