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熔球态蛋白质的结构表征及功能的研究进展 

李祥鹏, 高  健, 刘晓飞, 关桦楠, 陈凤莲, 王  冰, 刘琳琳, 杨  杨, 朱秀清, 
石彦国, 张  娜* 

(哈尔滨商业大学食品工程学院, 哈尔滨  150076) 

摘  要: 蛋白质熔球态是球蛋白变性过程中的一个稳定的中间态, 此状态下的蛋白被发现具有良好的功能性

质。本文简要综述了球蛋白熔球态的发现及其研究进展, 介绍了球蛋白熔球态可以在酸碱、加热、变性剂以

及高压下形成, 并具有类似天然态的紧密性以及更强的疏水性等特性; 熔球态蛋白常用的表征方法有荧光光

谱法、圆二色谱法、核磁共振法等; 介绍了熔球态蛋白的某些生物功能性质以及食品加工性质。蛋白质“熔球

态”的发现与研究, 对生命科学有着深远影响, 也对食品化学与食品蛋白加工有着指导意义。 
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Research progress in structure characterization and function of the molten 
globule of protein 

LI Xiang-Peng, GAO Jian, LIU Xiao-Fei, GUAN Hua-Nan, CHEN Feng-Lian, WANG Bing,  
LIU Lin-Lin, YANG Yang, ZHU Xiu-Qing, SHI Yan-Guo, ZHANG Na* 

(College of Food Engineering, Harbin University of Commerce, Harbin 150076, China) 

ABSTRACT: “Molten globule” state protein is a stable intermediate state in the denaturation process of globulin. 

Proteins in this state have good functional properties. This paper briefly reviewed the discovery and research progress of 

“molten globule” state protein, introduced that the molten globule state protein could be formed under acid-base, 

heating, denaturant and high pressur, and had the characteristics of compactness similar to natural state and stronger 

hydrophobicity. This paper also introduced the common characterization methods of molten globule state protein 

including fluorescence spectroscopy, circular dichroism, nuclear magnetic resonance spectroscopy, etc, and some 

biological functional properties and food processing properties. The discovery and research of “molten globule” of protein 

had a profound impact on life science, and also had a guiding significance for food chemistry and food protein processing. 
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1  引  言 

蛋白质是一类结构复杂, 功能多样的大分子, 其对食

品的持水性、乳化性、凝胶性以及风味物质等物理化学特

性都起着重要的作用。自 20 世纪 80 年代以来, 结构生物

化学得到了迅速的发展, 很多研究都表明蛋白质的结构对
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生物活性有着重要影响, 结构改变其功能性质也发生不同

程度的改变[1]。蛋白质熔球态的变化, 本质上就是蛋白质

空间构象的变化, 而蛋白质的空间构象主要受到氢键、范

德华力、疏水作用力、盐键以及二硫键等作用力的影响。

本文通过对蛋白质熔球态的研究进行概述, 揭示蛋白质熔

球态形成的机制, 了解蛋白质变性过程中的结构变化及其

对功能性质的影响, 明确结构与功能的关系, 无论对蛋白

质的折叠/解折叠, 还是对蛋白质在食品加工和生产中的

功能特性都有着重要的作用和指导意义。 

2  蛋白质熔球态的发现 

随着 1961 年 Anfinsen 的“热力学假说”和 1968 年

Levinthal 的“Levinthal 悖论”的提出[2,3], 研究人员发现蛋白

质的折叠过程中可能存在中间状态。为了描述其存在的可

能性, Ptitsyn 于 1973 年首次提出了-蛋白质折叠过程是“逐

步阶段式机制”假说 , 这个假说又被人们称为“框架模

型”(framework model)。Ptitsyn 指出蛋白质的折叠过程存在

若干个中间状态, 且每个状态都会越来越接近天然状态结

构的特征, 这些特征不会被重新改变, 而是在随后的折叠

过程中稳定下来。即蛋白质折叠时首先形成一些二级结构

域, 随后这些二级结构域渐渐的组装成一个类似天然态二

级结构的紧凑的状态, 最终这个中间状态转变成刚性的天

然态[4](如图 1 所示)。 

 

 
 

图 1  蛋白质折叠过程的“逐步阶段式机制” 

Fig.1  Step-by-step mechanism of protein folding 

 
随着这个假说的提出, 科研人员们对这个假说不断

的进行探索, 最终证实这一中间体无论是在折叠动力学中

还是平衡实验中都是存在的。1981 年, Dolgikh 等[5]通过对

人乳 α-乳清蛋白和牛乳 α-乳清蛋白在酸性条件下的变性实

验, 发现它们均能转变到处于天然态和伸展态之间的一个

稳定的中间状态。在此状态下, 其球蛋白结构紧凑, 具有

类似天然状态的二级结构, 但缺少刚性的三级结构, 没有

协同熔化温度, 并且分子内迁移率远远大于天然状态; 且

该中间状态不是带有二级结构的蛋白质分子的局部展开链, 

而是一种特殊的蛋白质分子的物理状态且是稳定存在的。

1983 年 Ohgushi 等[6]在酸性条件下对马的细胞色素 C 进行

处理, 同样得到了一个处于天然态和伸展态之间的中间状

态, 这个中间状态具有和 Dolgikh 等发现的中间态相似的

特征, 最终 Ohgushi 将这种蛋白质折叠过程中处于天然态

和伸展态之间的中间状态命名为“熔球态”。在随后的研究

中, 不同的球状蛋白质(如牛的碳酸酐酶、牛乳 β-乳球蛋

白、β-内酰胺酶、脱辅基肌红蛋白以及马乳 β-乳球蛋白)

中均发现了熔球态的存在[710], Ptitsyn 等[11]认为熔球态是

球状蛋白质早期折叠路径中普遍存在的。 

3  熔球态蛋白的制备方法 

由于分子内氢键、疏水相互作用、范德华相互作用以

及离子相互作用等, 构成了天然球蛋白稳定且紧密的三级

结构。然而经过温和的变性条件处理后的球蛋白, 这些相

互作用被中断而使天然球蛋白的三级结构发生改变, 导致

了熔球态蛋白的形成。大量的实验研究表明, 热处理、极

端 pH 处理、高压以及不同浓度的变性剂等都是诱导球状

蛋白形成熔球态的常用方法。 

天然态的球蛋白经过强酸或强碱处理后, 氢键作用

力增强, 三级结构发生改变, 然后协同疏水残基和二硫键

等作用逐渐形成熔球态。在早期熔球态蛋白基础研究中, 

采用的是极端酸性 pH 来诱导获得蛋白的熔球态, 一般采

用的酸性条件为 pH 1.5~2.0[1215]。但由于不同蛋白中氢键

等次级键的构成不同 , pH 值也会发生稍微的变动。如 , 

Golaki 等[16]在 pH 3.0 的条件下得到了脂肪酶-3646 的熔球

态, 而 Yeh 等[17]却在 pH 4.0 时得到了牛血清白蛋白的熔球

态。此外, 随着研究不断地深入, 球蛋白被证实也可以通

过极端碱性 pH 条件形成熔球态, 而极端碱性的条件至少

是 pH＞10.0。如 Dave 等[18]在碱性的条件下处理茎菠萝蛋

白酶, 发现在 pH 7.0~10.0 其二级结构和三级结构没有明

显的变化; 当 pH＞10.0 时, 茎菠萝蛋白酶的构象显示处于

熔球状态。Sen 等[19]在 pH 11.2 的条件下得到了牛血清白

蛋白的熔球态。 

热处理是另一种有效的制备方法。由于不同蛋白质受

温度影响程度不同, 则变性温度不同, 所以得到蛋白质熔

球态时的温度也不同。Polverin 等[20]通过圆二色谱技术观

察, 在 45 ℃温度加热下的 α-乳清蛋白, 其二级结构和天然

态相似, 缺少刚性的三级结构。Chaudhuri 等[21]在 23 ℃下, 

得到了 10 mmol/L, pH 为 7.0 的缓冲溶液中牛的脱辅基 α-

乳清蛋白的熔球态。NCBL[22]对藜麦的 11S球蛋白经 100 ℃

加热 0~15 min 处理, 发现藜麦的 11S 球蛋白在加热 5 min

时其二级结构未发生明显变化, 而三级结构表现出明显的

展开, 证明此时藜麦的 11S 球蛋白为熔球态。Wit 等[23]对

牛乳 β-乳球蛋白在从 50~125 ℃加热处理得到了不同的中

间构象。在蛋白质浓度为 25 mg/mL 时, 天然态二聚体的解

离和小的构象变化发生在 55 ℃, 且冷却后可逆; 却在 pH 

6.8 条件下, 加热到 60~70 ℃之间观察到 β-乳球蛋白部分

伸展进入熔球态且是稳定的; 在 65~70 ℃之间, 由巯基和

二硫键的交换反应引起了小的低聚物的形成; 在 75~85 ℃
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时, 非共价键作用导致低聚物增大。在 125~150 ℃时, 剩

余的残留蛋白结构全部展开。而 Laurette 等[24]却在 80 ℃

温度下对 β-乳球蛋白加热 1 h, 也得到了 β-乳球蛋白的熔

球态。 

除了 pH 和温度外, 变性剂和压力等方法也可以诱导

蛋白质的熔球态。目前, 被证实可以用来诱导熔球态的变

性剂有山梨醇[25]、三氟乙醇[26]、3-羟基丁盐酸[27]以及十二

烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)[28]等。而对于压力

诱导, 一般在高压下才能形成蛋白质的熔球态。Chen 等[29]

采用高静水压方法对华根霉脂肪酶进行处理, 因为低压以

及中压对氢键的影响较弱, 所以在小于 400 MPa 时, 其基

本保持着天然态的结构, 而压力大于 400 MPa 时, 三级结

构开始展开, 空间构象发生改变; 随着压力的逐渐增加, 

当大于 600 MPa 时, 华根霉脂肪酶分子会聚集形成一个体

积较大的聚集态, 而此时如果加入(NH4)2SO4, 就可以阻止

其聚集而形成熔球态。Marion 等[30]研究高静压对人的乙酰

胆碱酯酶(acetylcholinesterase, hAChE)结构的影响 , 通过

弹 性 非 相 干 中 子 散 射 技 术 (elastic incoherent neutron 

scattering technology, EINS)将其在压力下的结构变化分为

4 部分, 即天然态、伸展态、熔球态以及完全变性态。当

压力为 0~100 MPa 时 , 乙酰胆碱酯酶处于天然状态 ; 

100~200 MPa 时, 处于伸展态(此时三级结构仍然存在); 

200~300 MPa 时, 形成熔球态; 大于 300 MPa, 乙酰胆碱酯

酶逐渐形成完全变性态。 

研究人员证实, 同一蛋白质经上述不同变形条件下

形成的熔球态是具有同一构象的。Balobanov 等[31]对抹香

鲸脱辅基肌红蛋白采用不同的变性条件(pH、温度、变性

剂浓度)进行熔球态诱导, 通过圆二色性光谱技术与荧光

光谱技术研究发现不同方法得到的脱辅基肌红蛋白的熔球

态中间体都属于脱辅基肌红蛋白构象图中的同一区域, 即

同一蛋白质不同条件下形成的熔球态具有相同的结构。 

4  蛋白质熔球态的结构特性 

蛋白质熔球态结构的表征是熔球态鉴定、性质分析、

构效关系分析的重要依据和前提, 球状蛋白的熔球态二级

结构保留、三级结构缺失的基本特征外, 蛋白质熔球态的

紧密性和较大的疏水表面积是其非常重要的结构特性, 从

而显著影响其功能特性。 

4.1  紧密性 

天然态的蛋白质分子内是紧密堆积的, 而经过変性

处理后, 其空间结构被破坏, 分子内逐渐变得疏散, 最终

成呈无规则卷曲的线状。由于熔球态的蛋白质具有与天然

态相似的二级结构, 因此其空间结构的紧密程度是与天然

态相似的, 即紧密性相似。蛋白质紧密性的变化可以通过

特性黏度或流体力学半径进行表征, 与天然态相比, 熔球

态的黏度变化不大, 而流体力学半径相较于天然态增加

10%~30%, 不同的蛋白质变化程度不同。如 Dolgikh 等[5]

发现, 牛和人的α-乳清蛋白熔球态的特性黏度为 3~4 cm3/g, 

与天然态(3.1~3.4 cm3/g)非常接近; 而完全变性的伸展态

是天然态的 2 倍, 为 6.1~6.6 cm3/g。Gilmanshin 等[32]测得

由酸性 pH 诱导变性得到的牛乳 α-乳清蛋白熔球态的流体

力学半径值为 15.7Å, 其与天然态相比, 增加了 10%。相同

的, Gast 等[32]由高温诱导的人的 α-乳清蛋白熔球态, 其流

体力学半径与天然态相比, 也增加约 10%; 伸展态与天然

态相比, 增加了约 40%。Stojanovski 等[34]在 pH 值对 5-氨

基酮戊酸合酶结构影响的研究中, 通过动态光散射法得到

5-氨基酮戊酸合酶熔球结构的流体力学半径比天然状态增

加了 12%。 

4.2  疏水性 

蛋白质熔球态具有半柔韧性, 其内部的一些非极性

基团暴露在分子表面, 从而使疏水表面积相较于天然状态

下有所增加, 疏水性更强, 这导致熔球态蛋白质和溶液中

的非极性分子结合比天然状态下更强烈。蛋白质分子的疏

水 表 面 积 一 般 使 用 8- 苯 胺 基 萘 -1- 磺 酸 铵 盐

(8-anilinonaphthalene-1-sulfonic acid ammonium salt, ANS)
染料作为荧光探针, 通过荧光光谱法检测发光强度进行表

征。如 Semisotnov 等[35]在进行碳酸酐酶、β-内酰胺酶和 α-

乳清蛋白熔球状态的平衡和动力学研究时, 采用了 ANS

荧光探针结合的方法。发现 ANS 的荧光强度与同源多肽无

规则卷曲侧链和 α-螺旋的亲和力并不明显, 而与 β-结构结

合的更强烈。此外, 在形成蛋白质的熔球状态时, 蛋白质

的刚性结构受到破坏, ANS 与蛋白分子的亲和力显著增加, 

荧光强度明显增强。除了 ANS 染料以外, 疏水性光敏试剂

3-(trifluoromethyl)-3-(m-[125I]iodophenyl) diazirine 或[3H] 

diazofluorene(DAF)标记蛋白, 也可以用来观察蛋白质熔球

态、天然态以及伸展态的疏水表面积[36,37]。蛋白质熔球态

疏水表面积的增加是整体性的, 而不是局部性的。例如, 

牛乳 α-乳清蛋白在天然状态下有 4 个埋藏在分子结构内部

的色氨酸(分别在氨基酸链的 26、60、104 和 118 的位置上), 

但是当其处于熔球状态时, 分子结构发生变化, 其中的 2

个色氨酸就会被暴露出来[37]。这些实验结果都表明了球状

蛋白的熔球态具有较大的疏水表面, 具有较强的疏水性, 

易发生疏水性结合。 

5  蛋白质熔球态的表征方法 

圆二色谱(近/远紫外圆二色谱)、荧光光谱(色氨酸内

源荧光、ANS 外源荧光)以及核磁共振和氢氘交换技术均

可以有效的对球蛋白的熔球状态的结构特征进行表征。 

5.1  圆二色谱法 

圆二色性光谱法是研究溶液中蛋白质分子构象的常
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规手段, 一般分为 2 段, 一段是 185~245 nm, 称为远紫外

区; 另一段是 245~320 nm, 称为近紫外区。远紫外是肽键

的吸收峰范围, 反映蛋白质主链的二级结构构象, 在远紫

外区蛋白质处于天然状态时圆二色谱线是 190 nm 左右为

正峰, 205~235 nm 时为负槽。近紫外区, 蛋白质的圆二色

性主要由侧链基团所贡献, 即观察其三级结构[38]。在蛋白

质熔球态的圆二色谱测定时, 通过远紫外圆二色谱拟合图

可以发现, 熔球态的二级结构图像与天然态相类似, 曲线

接近且保持同一趋势。而近紫外圆二色谱拟合图中, 熔球

态的曲线与完全变性态的接近且相似, 即为一条平坦的曲

线。如 Sattarahmady 等[39]使用不同浓度葡萄糖对 pH 7.4、

0.2 mg/mL 的人类血清蛋白糖基化培养不同天数时发现, 

在 35 mmol/L 浓度下培养 21 d 得到了其熔球态结构, 通过

远紫外圆二色谱的检测, 计算平均残基摩尔椭圆度做圆二

色曲线谱图发现, 35 mmol/L 葡萄糖糖基化 21 d 后的人血

清蛋白的二级结构与未糖基化 21 d(新鲜的)的人血清蛋白

的二级结构相似。López-Llano 等[40]在采用 ɸ-平衡分析法

研究 1-149-脱辅黄素氧化还原蛋白片段(重组片段)熔球状

态的能量和结构的变化中, 采用远/近紫外光圆二色性光

谱分别对 1-149-脱辅黄素氧化还原蛋白片段、不同突变体

以及全长的野生型脱辅黄素氧化还原蛋白进行二级和三级

结构的监测。发现与全长的野生型脱辅黄素氧化还原蛋白

相比, 野生型 1-149-脱辅黄素氧化还原蛋白片段的熔球态

二级结构变化不明显。在 0.5 mol/L 氯化钠存在条件下观察

的近紫外光谱中, 1-149-脱辅黄素氧化还原蛋白曲线是保

持平坦的, 说明没有明显的三级结构。Watanabe 等[41]对犬

乳中溶菌酶熔球态的 β区域中非天然 α螺旋形成的研究中, 

采用远紫外光圆二色性光谱和 AGADIR 算法, 发现熔球状

态下的螺旋含量高于天然状态下, 表明了在犬乳溶菌酶熔

球态下, 有非天然的 α 螺旋结构的形成, 且这种结构可能

是在第三 β-链区域形成的, 在近紫外光谱下, 熔球状态的

局部三级结构发生缺失, 但蛋白质仍保持球状。 

5.2  荧光光谱法 

荧光光谱法主要以蛋白质分子内的色氨酸为对象 , 

通过荧光强度的形式表现出结构的变化程度, 从而成为判

断是否成为熔球态的依据之一。一般情况, 与天然态相比, 

熔球态的内源性色氨酸荧光强度更弱, 但却比完全伸展态

要强。但是有些蛋白在天然态时, 复杂的空间构象会形成

自身的荧光淬灭效果, 因此这些蛋白熔球态的荧光强度会

比天然态时的荧光强度更高。但是, 无论熔球态荧光强度

发生增强还是减弱, 其最大激发波长较天然态时, 是发生

红移的。如 Chaudhuri 等[42]采用荧光光谱法对牛乳 α-乳清

蛋白的天然态和熔球态进行检测观察, 牛乳 α-乳清蛋白天

然状态下的色氨酸最大发射波长在 330 nm 处, 熔球态下

的发射光谱中发生了红移, 色氨酸最大发射波长在 338 nm; 

尿素诱导的完全变性的牛乳 α-乳清蛋白荧光光谱中最大发

射波长在 348 nm 处。Bohlooli 等[43]在以 3-β-羟丁酸作为酮

体诱导人血清蛋白熔球态的研究中, 发现由 3-β-羟丁酸对

人血清蛋白变性过程中的荧光强度随时间的增加而降低; 

并在 21 d 时人类血清蛋白形成熔球状态。Alam 等[44]通过

内源性荧光光谱法发现, 相较于天然状态的大豆凝集素蛋

白的最大激发波长在 339 nm 处, 在 pH 2.2 条件下诱导得

到的大豆凝集素蛋白熔球态的最大激发波长红移了 3 nm, 

且荧光强度显著降低。  

5.3  核磁共振波谱与氢氘交换技术 

5.3.1  核磁共振波谱法 

液相核磁共振波谱法 (nuclear magnetic resonance, 

NMR)是一种被广泛接受并用于研究溶液中蛋白质折叠、

展开/再折叠和部分折叠状态的结构与动力学的强大技术。

核磁共振信号的弛豫参数包含了蛋白质分子运动的信息, 

可以作为探针来获得蛋白质分子的动力学特性。通常用于

蛋白质动力学研究的宏观可测弛豫参数包括: 纵向弛豫速

率 R1, 横向弛豫速率 R2, 以及异核稳态(nuclear overhauser 

effect, NOE)效应。通过核磁共振法可以测得蛋白质分子中

的螺旋含量、进行化学位移归属、记录蛋白质分子中螺旋

与无规则卷曲之间的转化过程、测定蛋白质特定区域的构

象等。传统的核磁共振方法需要对蛋白质进行同位素的标

记, 采集目标蛋白质的多维 NMR 谱对其 1H 原子、15N 原

子、13C 原子进行主链和侧链的化学位移归属和指认。蛋

白质的结构计算可以通过多套 NMR 实验来获得约束。

NOE 实验可以获得核之间近程的距离约束[45]。 

核磁共振波谱技术已经广泛应用于形成蛋白质熔球

态的测定中, 用以研究蛋白质熔球态形成过程中的动力学

变化特征。如 Kim 等[46]对豚鼠的 α-乳清蛋白酸诱导的熔

球态进行核磁共振测定发现, 在 1H-15N HSCQ 光谱中大多

数交叉峰出现了变宽的现象, 这表明存在着交换变宽和复

杂的动力学行为。当化学位移值大于 8 ppm 时, 图谱中出

现了一些更尖锐的共振, 表明存在各种弛豫性质的 15N 共

振。通过 15N CP-R2 CPMG(carr paucell meiboom gill)弛豫

实验在 0.1~2.0 ms 时间尺度范围内检测发现, α-乳清蛋白

熔球态的构象波动范围在 0.2~0.5 ms。此外得到 α-乳清蛋

白熔球态核心的主链运动平均活化能值为 4 kcal/mol, 比

天然态(20~50 kJ/mol)的活化能要小的多。Ramboarina 等[47]

对 20 ℃, pH 2.0 条件下诱导的人血清视黄醇结合蛋白

(retinol binding protein, RBP)熔球态进行 NMR 监测, 发现

熔球态状态下在 HSQC 光谱中仅能观察到一个峰, 这是由

于熔球状态的构象异质性和复杂的动力学性质导致了极端

线展宽和峰的缺失。在添加不同浓度尿素后发现, 随着尿

素浓度的增加, 峰数量也随之增加, 在 8 mol/L尿素浓度时, 

观察到所有的预期峰。表明 PBR 熔球态的展开可以在单个
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残基的水平上进行监测, 在特定的尿素浓度下的首个峰值

出现后, 可以清楚地观察到整个滴定过程中 RBP 的 176 个

酰胺架的 118 个共振。Mishra 等[48]通过 NMR 的 1H-15N 

HSCQ 光谱观察到 pH 2.0 条件下诱导的恶性疟原虫 P2 单

体的熔球态的峰值仅有近 40 个, 而完全伸展的预期峰值

为 138 个。观察到在 25 ℃、pH 7.4 的条件下加入 ANS 后

的 PfP2 四聚体的 2D 1H-15N HSQC 光谱中 C-末端残基与未

加入 ANS 的 C-末端残基相比没有发生位移变化, 说明 C-

末端结构域与 ANS 不反应, 即疏水腔是蛋白质的 N-末端

构建的。此外, 在添加尿素后也发现, 随着尿素浓度的增

加峰数目逐渐变多。通过采用 15N-CPMG 弛豫扩散实验方

法, 得到了 μs~ms 时间尺度下 PfP2 四聚体和二聚体的结合

位点。 

利用二维氢谱只能解析分子量小于 10 kD 的蛋白质。

而对于分子量大于 10 kD 而小于 25 kD 的蛋白质, 由于氢

谱的谱峰重叠比较严重, 需要使用 13C 和 15N 标记的样品, 

采集一系列的 1H、13C、15N 三共振谱图进行化学位移归属

和结构解析。对于分子量更大的蛋白质, 则需要使用 D2O

配制的溶液获得氘代的蛋白样品进行核磁共振实验[49]。 

5.3.2  氢氘交换 

氢氘交换是指将蛋白质样品溶解在重水(D2O)中, 此

时蛋白质分子中主链酰胺键上不稳定的氢原子会与重水溶

液中的氘原子进行交换, 根据此交换过程可以对蛋白质的

结构进行研究, 这个交换过程会受到 pH、温度以及相邻的

侧链等影响[50,51]。氢氘交换实验允许在低 pH 条件下形成

熔球态的时间内进行, 然后通过回调 pH 值来终止氢氘交

换。熔球态下, 大量的酰胺与溶剂缓慢的交换并在核磁共

振波谱上产生明显的波动。在低 pH 条件下不同的交换周

期内, 实验重复使用重水进行溶解, 会观察到随着交换周

期的增加, 这些共振的整体强度是降低的, 从而得到了熔

球状态下这些氢交换的独特速率[52]。 

此外, 二维核磁共振(2D NMR)氢氘交换实验还可以用

来识别二级结构形成所涉及的特定残基[53]。蛋白质熔球态

与天然态一样, 具有着明显且大量的二级结构, 特别是 α螺

旋结构[54]。这些二级结构可以被用来获取氢氘交换中有关

酰胺保护的信息[55]。如 Schanda 等[56]将牛的天然态 α-乳清

蛋白溶解在 pH 2.0 的重水溶液中, 得到浓度为 300 μmol/L

的蛋白溶液, 并在 30 s~3.5 h 的时间范围内选取特定时间

点等分样品后冷冻以猝灭交换。将冷冻干燥后的样品在 pH 

5.5 的条件下重新溶解在含有 Ca2+的缓冲溶液中, 并采用

COSY 光谱收集酰胺。发现牛 α-乳清蛋白熔球状态下 α螺

旋域的 A、B 以及 C 端螺旋的保护因子(大约 100 左右)远

远的低于天然状态下的(约为 107), 但是酰胺在 D 和 C 末

端形成的螺旋在熔球态中没有被发现, 因此说明在蛋白质

天然状态下这些螺旋中的酰胺是不被保护的。Annika 等[57]

利用 NMR 波谱表征了大分子(29 kD)的人碳酸酐酶的氢交

换过程以及熔球态聚集的特征。人碳酸酐酶的熔球态与天

然态在观察到的酰胺质子中提供氢氘交换保护是相似的, 

在高蛋白浓度下熔球态形成了较大的聚集。Honda 等[58]通

过氢氘交换实验与核磁共振联用表征了在 pH 2.0条件下酸

诱导得到了朊病毒蛋白独特的熔球态。1H-15N HSQC 二维

核磁共振光谱结果表明, 朊病毒蛋白熔球态在 7.5和 9 ppm

附近的峰几乎消失, 但是在 8.5 ppm 附近熔球态比天然态

的峰值略微增加; 根据光谱中峰强度和形状表明此状态的

蛋白质是未完全伸展的。此外, 在 pH 2.0 条件下的 N-末端

结构域(残基 90~119)中峰的弛豫时间 T2 与 pH 4.6 时是大

致相同, 这表明熔球态下此结构域的仍具有灵活性。氢氘

交换和核磁共振联用实验表明, 朊病毒蛋白熔球态的保护

系数比天然的要小, 保护因子谱表明熔球态在 H2-H3 区域

是轻微稳定的, 而S1-H1-S2区域在很大程度上是不稳定的。 

6  熔球态蛋白质的功能性质 

蛋白质无论在生命系统还是在食品中都具有一定的

功能特性和作用, 熔球态蛋白质一般情况下会依然保持这

种特性 , 并在某些情况下 , 具有更加良好的功能意义。

Kasper 等 [59]对熔球态的大肠杆菌的二氢叶酸还原酶

(dihydrofolate reductase, DHFR)与配体的结合情况发现 , 

NADP+(一种功能配体, 辅酶Ⅱ)与熔球态的 DHFR 结合方

式与天然态的相似, 此外通过对 DHFR-NADP+配合物晶体

结构以及不同 NADP+浓度下 DHFR 部分展开所需的自由

能分析, 发现熔球态的腺嘌呤结构域保持天然态的结构和

结合腺嘌呤的能力。Hilvert’s 团队发现单体形式存在的熔

球态分支酸变位酶(methylmalonylcoenzymeamutase, mCM)

其结构比天然态更紧密, 并具有比天然态更高的活性。通

过配体和 mCM 结合的动力学和热力学实验研究表明, 熔

球态的支酸变位酶与配体结合/释放过程要比天然态下的

快的多[60]。此外, 熔球态蛋白质在细胞的信号传导[61]、细

胞器膜插入和易位的过程[62]、参与 E1-E2-E3 级联反应[63]以

及与 DNA 和其他蛋白的相互作用[64]等都起着重要的作用。 

另一方面, 熔球态的蛋白质具有较强的表面活性, 其

乳化性、凝胶性、起泡性及与其他蛋白质间的作用均较天

然态和完全变性的蛋白质有十分明显改善[65,66]。凝胶性是

大豆分离蛋白非常重要的功能性质, 其中 7S 和 11S 的亚基

组成对凝胶性起到重要的作用, 7S 主要影响蛋白凝胶的粘

弹性, 而 11S 比例越高, 凝胶硬度更大。热处理后的蛋白

结构的变性展开对凝胶的形成具有明显的影响。Feng 等[67]

报道了大豆蛋白在 90 ℃或 95 ℃预热处理 3 min 提高了蛋

白的凝胶能力。同样, Campbell 等[68]也发现大豆蛋白在

95 ℃水浴加热 10 min 后比未加热样品显著提高了凝胶弹

性模量。Jiang 等[69]通过极端 pH 偏移处理得到大豆蛋白的

熔球态, 提高了大豆 SPI、7S 和 11S 的乳化活性和乳化稳
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定性, 其中大豆 11S 的乳化性得到了大幅度的提高; 在较

低离子强度下(≤0.1 mol/L NaCl), pH 12 偏移处理后的大豆

SPI 和 11S 蛋白在 pH 2~3 和 6~8 缓冲液中的溶解度显著提

高, 而 pH 1.5 偏移处理后增加略小。此外极端 pH 偏移处

理后的大豆蛋白膜厚度增加, 湿度含量略有增加, 拉伸性

明显增加, 但拉伸强度和阻湿能力降低。此外, Lajnaf 等[70]

发现骆驼乳蛋白熔球态蛋白的起泡性比天然态有了明显的

改善。目前, 无论国内外, 对熔球态蛋白的功能性质这一

方向的研究尚不完善, 亟待解决。 

7  总结与展望 

目前蛋白质熔球态结构特征的表征手段已经被很好

的证实了。但对于蛋白质熔球态的研究还存在以下不足: (1) 

虽然蛋白质熔球态的功能性质被越来越多的人关注, 熔球

态蛋白在某些情况下功能性得到了改善, 但是目前对于其

研究的深度还远远不足。(2) 蛋白质熔球态形成的机制尚

未明确, 对于这一机制的研究使得蛋白质折叠/去折叠理

论更加完善。(3) 如何获得稳定的蛋白质熔球态方法尚未

完善。以上不足将成为蛋白质熔球态研究的主要方向。 
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