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液态簧振动力学谱在蛋白质水凝胶脱水变性

过程的应用研究*
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本文用液态簧振动力学谱 (RMS-L)方法,对典型蛋白质水凝胶鸡蛋清的脱水变性过程进行了测量,结果表明,

随水含量的减少,鸡蛋清至少存在 4个力学谱的显著变化过程. 基于此结果并结合力学谱的理论分析,作者推测,随

水含量的减少,鸡蛋清可能依次存在下述 4个状态: 1)类体水 (bulk-likewater)的蛋白质水凝胶态; 2)键合水 (bond

water)的蛋白质水凝胶态; 3)键合水和键合蛋白质 (bonding protein)的混合态; 4)键合蛋白质态. 而蛋白质的空间构

型 (spatial configuration)转变即变性,主要发生在拥有键合水的蛋白质通过失水向键合蛋白质转变的混合态. 这表明

RMS-L对鸡蛋清脱水变性过程的检测是有效的,所得结果对蛋白质变性机理、以及蛋白质水凝胶态的深入研究也

应具有参考价值.
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1 引 言

在物理和化学因素作用下,蛋白质分子特定的

空间构象被破坏,进而导致蛋白质理化性质的改变

和生物活性的丧失,称为蛋白质的变性 [1−25]. 蛋白

质变性后, 不仅失去了生理活性, 同时也失去了原

来的可溶性. 这可用于许多方面,如利用变性因素,

作用于病原微生物蛋白,使其变性失活来消毒及灭

菌; 利用各种蛋白质对变性剂的敏感程度不同,使

结合蛋白质变性沉淀,达到提纯生物制品等. 因此,

蛋白质变性研究不仅是生物物理与生物化学的基

本问题之一,同时也具有现实的应用价值 [1−18].

蛋白质变性研究方法是多种多样的, 如核磁

共振 [19]、差热分析 [20]、红外光谱 [21,22]、荧光光

谱 [23]、电泳 [24]、色谱 [25] 技术等. 但不同方法

各有优缺点, 所以探索检测蛋白质变性的新手段

无疑是有益的, 因为它必然从新视角给出相应的

新信息. 本文中, 作者尝试了用液态簧振动力学

谱 [26−32] (reed-vibration mechanical spectroscopy for

liquids, RMS-L), 对典型蛋白质水凝胶鸡蛋清的脱

水变性过程进行了测量与分析,目的是探索该方法

在相关领域应用的可行性. 另外,随水含量的变化,

蛋白质水凝胶存在几个状态仍有争议 [1,18]. 本文对

该问题也进行了探讨.

2 实 验

本文选用的鸡蛋清样品是按照如下方法获得

的. 打开鸡蛋壳后, 将未混合的蛋清和蛋黄至于玻

璃盘中,蛋清中浓度较稀的部分会自然流向边缘处,

然后在靠近蛋黄的蛋清中取出一部分. 该部分蛋清

较稠, 蛋白质含量较高, 是良好、无色透明的天然

蛋白质水凝胶.
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RMS-L 的示意图如图 1 所示, 其测量原理
为 [26−32]: 1) 首先测量簧片 (衬底) 的共振频率
( fr)和内耗 (Q−1

r )随温度 (T )和时间 (t)的变化; 2)
然后测量液态样品和衬底组成复合体系的共振频

率 ( fc) 和内耗 (Q−1
c ) 随 T 和 t 的变化; 3) 再利用

测得的 fr, Q−1
r , fc, Q−1

c 数据, 并依据 RMS-L 的测
量理论 [26−32], 计算出待测样品的复杨氏模量随
T 或 t 的变化. 实验结果表明, 只要所选择的衬底
与液态样品能够浸润结合, 实验的可重复性就非

常好.
共振频率和内耗的测量仪器为南京大学

自主知识产权的 PJ-II 型簧振动力学谱仪. 本
文所用衬底材料为 SiO2 玻璃, 其尺寸为: lr ×
w × hr = 40 mm × 4 mm × 0.4 mm, 基频共振频率
fr ≈ 1520 Hz,加上待测样品的频率变化约为 60 Hz,
由此可以估算出样品质量约为 30 mg.
实验测量条件为室温 (约 290 K)、1个大气压、

相对湿度约 45%.

图 1 (a)为 RMS-L示意图; (b)和 (c)分别为衬底和样品的侧视和俯视图 (其中 w为簧片 (衬底) 宽度, lr, ls 分别为衬底和样品长度, hr,
hs 分别为衬底和样品的厚度)

3 结果与讨论

图 2所示的是鸡蛋清/SiO2 玻璃衬底复合系统

的 fc(图 2(a))和 Q−1
c (图 2(b))随 t 变化的测量结果.

由于 SiO2 衬底的 fr 和 Q−1
r 几乎不随 t 变化,所以

图 2中 fc和Q−1
c 随 t的变化只能来自鸡蛋清.另外,

d fc/dt 更能反映 fc 随 t 变化的细节, 所以图 2(c)
中还给出了 d fc/dt 随 t 变化的结果. 需要说明的
是, 图中 ts (= 17 min) 由 d fc/dt 斜率变化确定, tc
(= 215 min)由 Q−1

c 的最小值确定, tf (= 307 min)由
d fc/dt 和 Q−1

c 的斜率变化确定.
图 2的结果表明,鸡蛋清脱水变性的力学谱主

要有如下 4个变化过程:
1) 0 至 ts 的 I 过程, fc 随 t 而快速上升, 但是

d fc/dt 和 Q−1
c 都快速下降;

2) ts至 tc的 II过程, fc随 t继续上升,但 d fc/dt
和 Q−1

c 下降变缓;
3) tc 至 tf 的 III 过程, fc 和 Q−1

c 随 t 上升, 而
d fc/dt 缓慢减小;

4) tf 以后的 IV 过程, fc 和 Q−1
c 随 t 极为缓慢

地增加,而 d fc/dt 则极为缓慢的减小.

可以想象,直接观测也表明, tf 以后鸡蛋清的脱

水变性基本完成. 因此,上述结果表明,鸡蛋清的脱

水变性过程至少包括 3 个过程, 即: 0 至 ts 的 I 过

程; ts 至 tc 的 II过程; tc 至 tf 的 III过程. 换句话说,

鸡蛋清随水含量的变化,至少可能存在如图 2(c)所

示的 I, II, III, IV等 4个状态. 下面对上述过程或状

态进行深入分析.

按照 RMS-L 的测量理论 [26−32], 当样品长度

ls、厚度 hs 分别比簧片长度 lr、厚度 hr 小得多时,

即 ls/lr ≪ 1和 hs/hr ≪ 1时,可以得到

fc = fr

[
1− ms

2mr

(
1− 3ρr

ρs

Ys

Yr

)]
, (1)

Q−1
c = Q−1

r +
3ρr

ρs

Ys

Yr

ms

mr
(Q−1

s −Q−1
r ), (2)

其中 mr, ρr, Yr和 ms, ρs, Ys分别簧片和样品的质量、

密度和杨氏模量, Q−1
s 为样品的内耗.

由于刚获得的鸡蛋清中水含量 ∼ 80%, 所以

可以想象有 Ys ≪ Yr, 并依据方程 (1) 可得 fc ≈

fr

(
1− ms

2mr

)
. 由该方程可得, I 过程中 fc 随 t 的

快速上升、以及 d fc/dt 和 Q−1
c (方程 (2)) 的快速
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下降, 主要是由于鸡蛋清的质量减少, 即其中水的
快速挥发导致的. 又因为与 II, III, IV 状态相比,
I 状态的 Q−1

c 最大. 因此, 按照内耗产生的一般理
论 [33−37],说明 I状态中水分子的随机运动最强,与
大体积水 (bulk water)中分子行为最为类似 [18]. 因
此, I状态主要为类体水 (bulk-like water)的蛋白质
水凝胶态.

图 2 鸡蛋清/SiO2 复合系统的共振频率 fc (a), 内耗 Q−1
c (b),

d fc/dt (c)随时间 t 的变化结果

与 I状态相比, II状态的 Q−1
c 逐步变小,最后到

达 tc时最小. 该结果表明 II状态中分子的随机运动
逐步受到抑制,而且在 tc 分子的随机运动在所有状
态中最弱 [33−37]. 换句话说, II状态中分子之间的关
联逐步增强,并在 tc 发展到最强 [33−37]. 可以想象,
随着水含量的减少, II 状态中与蛋白质形成氢键
的水分子比例逐渐增大、甚至在 tc 可能几乎全部

成键,即类体水的比例逐步减小、以致可能完全消

失 [18]. 同时, 体系中成键分子比例的增加, 必然导

致 Ys 的快速增加, 也必然导致 d fc/dt 的斜率快速

变小 (方程 (1)). 因此, II 状态主要为键合水 (bond

water)的蛋白质水凝胶态.

对 tc 至 tf 的 III状态,其 fc 和 Q−1
c 随 t 而增加,

表明随着其中键合水的挥发,失去键合水分子的蛋

白质分子中的氢键基团,既可以与分子内部、也可

以与相邻蛋白质分子的氢键基团,通过氢键连接形

成键合蛋白质 (bonding protein),即形成化学交联结

构而导致相应蛋白质分子变性,当然材料的 Ys即 fc

必然增加 (方程 (1)). 同时,也有部分蛋白质分子的

氢键基团,由于附近已经没有可以形成氢键的基团,

而处于相对自由的状态. 该部分基团的数目随水含

量的减少而增加,而它们的随机运动必然导致 Q−1
c

随 t 而增加 [33−37], 直到水分子几乎挥发完毕后基

本不再改变.因此, III状态主要是键合水和键合蛋

白质的混合态.

可以想象, tf 以后主要为键合蛋白质态,蛋白质

分子之间的三维化学交联结构已经形成,鸡蛋清脱

水变性基本完成. 此时 fc和 Q−1
c 随 t 的微小变化是

材料中极少量水的挥发和结构微调引起的.

上述分析表明, 在鸡蛋清脱水变性过程中, 蛋

白质的构型转变即变性,主要发生在拥有键合水的

蛋白质,通过失水向键合蛋白质转变的混合态.

总之,本文的 RMS-L测量与分析表明,随水含

量的减少, 鸡蛋清可能依次存在下述 4 个状态: 1)

类体水的蛋白质水凝胶态; 2)键合水的蛋白质水凝

胶态; 3)键合水和键合蛋白质的混合态; 4)键合蛋

白质态. 而蛋白质的空间构型 (spatial configuration)

转变即变性,主要发生在拥有键合水的蛋白质通过

失水向键合蛋白质转变的混合态. 这表明 RMS-L

对鸡蛋清脱水变性过程的检测是有效的,所得结果

对蛋白质水凝胶态、蛋白质变性机理的进一步研

究,也应具有参考价值.
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Abstract
Protein denaturation is not only one of the basic problems in biophysics and biochemistry, but also a practical one in applications. It

is undoubtedly useful to explore new methods for detecting protein denaturation because they will surely provide some new information
from new angles of view. For the first time, Sofar as we know we apply the reed-vibration mechanical spectroscopy for liquids (RMS-
L) to measure the dehydration and denaturation process of egg white, one of typical protein hydrogels, in this work. The results show
that there exist at least 4 remarkable processes of mechanical spectra with the reduction of water content. Based on the experiments
and the analyses according to the relevant mechanical spectrum theories, the authors inferred that, with the water content reduction
egg white may undergo the following 4 states successively: 1) bulk-like water protein hydrogel state; 2) bond water protein hydrogel
state; 3) bond water and bonding protein mixed state; 4) bonding protein state. And the spatial configuration change of protein, namely
degeneration, happens mainly in the mixed state in which the protein with bond water transforms to binding protein by losing the water.
This means that the detection of dehydration and denaturation of egg white by RMS-L is effective, and we think the conclusions would
also be reference materials for the deep studies of protein denaturation mechanisms and protein hydrogel states.

Keywords: mechanical spectrum, protein hydrogel, protein denaturation

PACS: 62.40.+i, 82.70.Gg, 87.15.kr, 87.14.E− DOI: 10.7498/aps.62.076203

* Project supported by the Ke-Ji-Zhi-Jiang Program of Xinjiang Uygur Autonomous Region, China (Grant No. 201091112), the National Basic Research
Program of China (973 Program), (Grant No. 2012CB821500), and the Natural Science Foundations of Xinjiang Uygur Autonomous Region, China
(Grant Nos. 2009211B16, 2010211B16).

† Corresponding author. E-mail:

076203-5


