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摘 要：将溶菌酶与卵黏蛋白相互作用，以溶菌酶与卵黏蛋白为对照，研究溶菌酶与卵黏蛋白在不同反应时间(10、

20、30、40、50、60 min)，温度(5、15、25、35、45 )℃ ，pH(7.0、7.5、8.0、8.5、9.0)，质量比(0.50∶1.00、0.75∶

1.00、1.00∶1.00、1.00∶0.75、1.00∶0.50)下相互作用的浊度、表观黏度的变化；通过 SDS–PAGE 凝胶电泳、傅

里叶红外光谱、低场核磁共振技术、扫描电镜对复合物的类型、作用力及结构等进行表征。结果表明：在反应时

间为 40 min、反应温度为 25 ℃、pH 为 8.5、溶菌酶与卵黏蛋白的质量比为 0.75∶1.00 时，溶菌酶与卵黏蛋白相

互作用最强；相较于卵黏蛋白和溶菌酶，复合物中 α–螺旋和 β–转角占比增加，β–折叠和无规则卷曲占比减少；

互作后其结合水含量增加，自由水含量有所降低，疏水性高于溶菌酶，而低于卵黏蛋白；卵黏蛋白与溶菌酶互作

包括氢键和二硫键结合及存在静电相互作用、表面疏水作用等分子间作用力；互作后微观结构发生变化，呈现出

絮状结构。表明蛋白质间相互作用会导致其结构和聚集状态发生较大变化，产生不溶性复合物，可能与蛋清浓蛋

白的黏弹性有关。 
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Abstract: This study aimed to investigate the interaction mechanism between lysozyme and ovomucin. With lysozyme 
and ovomucin as controls, the turbidity and apparent viscosity of the interaction between lysozyme and ovomucin were 
studied under six reaction time(10, 20, 30, 40, 50, 60 min), five temperatures(5, 15, 25, 35, 45 ), ℃ five pH(7.0, 7.5, 8.0, 
8.5, 9.0), and five mixing ratios(0.50∶1.00, 0.75∶1.00, 1.00∶1.00, 1.00∶0.75, 1.00∶0.50). The acting force and 
structure of aggregates were characterized by SDS-PAGE gel electrophoresis, Fourier transform infrared spectroscopy, 
low-field nuclear magnetic resonance and scanning electron microscope. The results showed that the conditions of best 
interaction between lysozyme and ovomucin were incubation time of 40 min, reaction 25 , pH of 8.5, ℃ with the ratio of 
0.75∶1.00. Compared with ovomucin and lysozyme alone, the complex owned more α-helix and β-turn, and less 
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β-pleated sheet and irregular coil. After interaction, the bound water content increased, and the free water decreased. The 
hydrophobicity of complex was higher than that of lysozyme, but lower than that of ovomucin. There were electrostatic 
interaction, hydrophobic interaction, hydrogen bond, disulfide bond and other intermolecular forces in the interaction 
between ovalbumin and lysozyme. After interaction, the microstructure changed and then flocculent structure was 
showed. It indicated that the protein-protein interactions would lead to great changes in their structure and aggregation 
state and produced insoluble complex, which might be related to the viscoelasticity of egg white protein. 

Keywords: egg white; lysozyme; ovomucin; interaction; turbidity; apparent viscosity; structure 

 

蛋清是一种以水作为分散介质，以蛋白质作为

分散相的非牛顿假塑性流体[1]，在贮藏过程中会发生

蛋清稀化现象，有学者认为这些可能与蛋清蛋白之

间的相互作用有关[2–3]。关于蛋清稀化的机制至今未

研究清楚。在国内，研究[4–5]发现蛋清稀化现象与禽

蛋的贮藏条件、贮藏时间等密切相关。在蛋清稀化

过程中，蛋清蛋白发生了明显的变化。在贮藏过程

中，卵白蛋白、卵转铁蛋白、卵黏蛋白、溶菌酶等

物质的浓度变化可能与蛋清的液化有关，尤其以卵

黏蛋白、卵白蛋白和溶菌酶的变化最明显。卵黏蛋

白属于浓蛋白，是维持蛋清凝胶结构的关键物质，

而浓蛋白随着贮藏时间的延长逐渐转化为低黏度状

态，卵白蛋白由 N–构型向 S–构型转化，卵黏蛋白–
溶菌酶复合体逐渐解离，直至完全水化[6]。说明蛋白

质的构象变化对蛋清稀化起着重要的作用[7]。 
近年来，蛋白之间的作用机制已被不断发掘，

如蛋白质会在热处理及 pH 等条件发生变化下产生

不同程度的聚集，引起蛋白质的结构或功能基团发

生变化等。WU 等[8]研究了在高压脉冲电场下蛋清

蛋白溶液的稳定性，发现热处理后的蛋白复合物有

可溶性和不溶性 2 种，主要靠二硫键的作用，蛋清

溶液经高压脉冲电场处理后仅有不溶性复合物，pH
会影响溶液中不溶性复合物的形成。CHANG 等[9]

研究发现，蛋白质溶液经酸或酸热处理后，更多的

疏水性氨基酸和带电基团暴露在分子表面，但蛋白

二级结构变化不大。汪吴晶等[10]探究了蛋清中主要

蛋白质间的相互作用及其物理性质和结构变化，发

现加热处理后卵白蛋白、卵转铁蛋白、溶菌酶及卵

黏蛋白间相互作用后的浊度及溶解度会发生明显

变化，结构展开，疏水基团暴露。雷姝敏[11]研究发

现，二硫键和巯基在乳液蛋白体系中发挥了重要作

用，阻断巯基和二硫键形成会对肌原纤维蛋白、蛋

清蛋白和大豆分离蛋白等 3 种蛋白乳化液产生影

响，破坏蛋白质分子结构，使内部包埋的疏水基团

暴露导致表面疏水性发生变化。这些对于蛋清蛋白

相互作用的研究[12–13]大多侧重于乳蛋白、大豆蛋白

与蛋清蛋白或蛋清的卵白蛋白、卵转铁蛋白及溶菌

酶之间的相互作用，对于蛋清的溶菌酶与卵黏蛋白

的相互作用研究较少。 
为了解蛋清中的溶菌酶与卵黏蛋白的相互作

用，采用浊度和表观黏度对蛋白质的物理性质进行

分析，初步确定蛋白质发生相互作用的最佳条件；

通过傅里叶中远红外光谱、低场核磁共振及扫描电

镜等对溶菌酶与卵黏蛋白的相互作用的结构变化

进行表征，通过 SDS–PAGE 凝胶电泳对蛋白质分子

量进行表征，从而判断蛋白质相互作用对其结构的

影响机理，以期为研究蛋清的劣变规律及控制鸡蛋

品质变化提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂 

鸡蛋购自洛阳当地某超市；浓盐酸、乙酸、乙

醇均为 AR，购自洛阳昊华化学试剂有限公司；磷

酸二氢钠、磷酸氢二钠、十二烷基硫酸钠均为 AR，

购自天津市德恩化学试剂有限公司。  

1.2 仪器与设备 

UH–5300 型双光束紫外可见分光光度计和

TM3030Plus 型扫描电镜为日立产品；TDZ5–BP 型

高速冷冻离心机为长沙湘锐离心机有限公司产品；

NMI20–015V–I 型低场核磁共振成像分析仪为上海

纽迈电子科技有限公司产品；ERTEX70 型傅里叶

变 换 中 远 红 外 光 谱 仪 为 BRUKER 产 品 ； Cary 
Eclipse 型荧光分光光度计为安捷伦产品；DHR–2
型流变仪为沃特斯产品。 

1.3 方法 

参照 SHAN 等[14]的方法，从鸡蛋中提取卵黏蛋

白；参照周钦育等[15]的方法，从鸡蛋中提取溶菌酶。

以磷酸缓冲液为溶剂，分别制备溶菌酶溶液和卵黏

蛋白溶液，将适量的溶菌酶与卵黏蛋白溶液混合后

振荡均匀，以互作时间(10、20、30、40、50、60 min)，
温度(5、15、25、35、45 ℃)，pH(7.0、7.5、8.0、8.5、

9.0)，溶菌酶与卵黏蛋白的质量比(0.50∶1.00、0.75∶
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1.00、1.00∶1.00、1.00∶0.75、1.00∶0.50)为单因素，

以浊度与表观黏度为测定指标，确定复合物制备的

最佳工艺条件。参照 JIANG 等[16]的方法，测定溶菌

酶与卵黏蛋白复合物浊度。参照常雪娇等 [17]及

GIRARD 等[18]的方法并加以改进测定表观黏度，其

中，静态流变剪切速率范围为 0.01~1000/s。 
将溶菌酶、卵黏蛋白及在最佳互作条件下互作

后的溶液进行真空冷冻干燥制得溶菌酶、卵黏蛋白

及复合物粉末，以备后续研究。将干燥后的粉末与

溴化钾按照质量比为 1∶100 均匀混合，研细后置

于压片机中于 18 MPa 下压片 1 min，制成无裂纹的

薄片，放置于傅里叶红外光谱仪样品槽中进行扫

描，测定其结构变化，其中，分辨率为 4/cm，扫描

范围为 4000~400/cm。称取 30 mg 冻干后的样品，

置于核磁观察瓶中扫描，进行低场核磁共振分析，

检测蛋白质凝胶中水的流动性和分布变化，其中，

重复时间(TR)为 2000 ms，回波时间(TE)为 0.3 ms，

图谱中 T21(0.01~1.00 ms)的峰代表结合水，T22(1~10 
ms)的峰代表弱结合水，T23(10~1000 ms)的峰代表自

由水。采用荧光光谱法测定溶菌酶与卵黏蛋白相互

作用的疏水性变化，其中，激发波长为 280 nm，扫

描范围为 300~450 nm。参照林伟静[19]的方法并加以

改进，样品分别用 0.6 mol/L NaCl 溶液(溶液 A)、0.6 
mol/L NaCl+2% SDS 溶液 (溶液 B)、0.6 mol/L 

NaCl+2% SDS+8 mol/L 尿素溶液(溶液 C)、0.6 mol/L 
NaCl+2% SDS+8 mol/L 尿素+2% 2–巯基乙醇溶液

(溶液 D)溶解。溶液 A 可破坏静电相互作用；溶液

B 可破坏静电相互作用和疏水键；溶液 C 可破坏静

电相互作用、疏水键和氢键；溶液 D 可破坏静电相

互作用、氢键和二硫键。每种溶液与复合物充分混

合后离心，取上清液进行还原态 SDS–PAGE 凝胶电

泳分析相互作用后蛋白组分的变化，测定复合物的

互作类型与作用力，其中，样品质量浓度为 4 
mg/mL，采用 12%的分离胶及 5%的浓缩胶，上样

量为 20 μL。参照陈珂等[20]的方法，通过扫描电镜

观察卵黏蛋白、溶菌酶及复合物的微观结构。 

1.4 数据处理 

每组试验均重复 3 次。采用 Origin 8.5 及 DPS 
7.05 对试验数据进行绘图与显著性分析。 

2 结果与分析 

2.1 溶菌酶与卵黏蛋白互作的浊度变化 

溶菌酶与卵黏蛋白在不同条件下互作后产生

肉眼可见的不溶性复合物，其浊度变化如图 1 所示。

随反应时间的增加，复合物浊度先增大，在 20 min
时最大，随后急剧减小，30 min 时浊度显著(P<0.05) 

             
10       20       30       40       50      60             0        10       20       30       40       50 

反应时间/min                                                反应温度/℃ 

              
7.0       7.5       8.0       8.5       9.0         0.50∶1.00  0.75∶1.00  1.00∶1.00  1.00∶0.75  1.00∶0.50     

pH                                              溶菌酶与卵黏蛋白质量比 
图上不同字母示处理间的差异有统计学意义(P<0.05)。 

图 1 溶菌酶与卵黏蛋白在不同条件下互作的浊度 
Fig.1 Turbidity of lysozyme and ovomucin under different conditions  
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降低，达到最小值，之后又增大，40 min 后呈减小

的趋势。随反应温度的升高，复合物的浊度先下降；

当反应温度高于 15 ℃时，浊度先增大，高于 35 ℃
后又减小，但整体较为平缓，这可能是由于蛋清发

生了热聚集现象，蛋白发生互作后分子结构改变，

分子之间趋于聚集，使蛋白质的颗粒变大，导致浊

度随温度升高而增大。pH 对蛋白质的相互作用影

响也较大，在 pH 为 7.5 时，浊度显著(P<0.05)降低，

当 pH 大于 7.5 时，浊度随 pH 的增大而增大，在

pH 为 8.5 时浊度最大，随后呈减小的趋势。复合物

浊度随溶菌酶与卵黏蛋白配比的增大而变化的趋

势与其随时间变化的趋势类似，溶菌酶与卵黏蛋白

的配比为 0.75∶1.00 时，其相互作用后的浊度最大。 

2.2 溶菌酶与卵黏蛋白互作的表观黏度变化 

从图 2 可知，溶菌酶与卵黏蛋白的互作溶液表

观黏度随剪切速率增加而降低，有明显的剪切稀释

现象，说明溶菌酶与卵黏蛋白的互作溶液属于非牛

顿流体；在溶菌酶与卵黏蛋白的反应时间为 40 min、

反应温度为 25 ℃、pH 为 8.5、溶菌酶与卵黏蛋白

的配比为 0.75∶1.00 时，其相互作用后的表观黏度

最大，可能是蛋白质互作后的复合物颗粒较大，影

响了溶液的表观黏度，这与浊度的变化基本一致；

反应时间少于 40 min 时，随反应时间延长，溶液的

黏度逐渐增大，超过 40 min 后，随反应时间延长，

溶液的黏度逐渐降低，可能是蛋白质发生聚集作用

后，溶液不稳定，导致表观黏度发生变化；反应温

度低于 25 ℃时，黏度随温度升高逐渐增大，而高

于 25 ℃后，黏度随温度升高呈现降低趋势；pH 8.5
时表观黏度最大，说明 pH 8.5 时溶菌酶与卵黏蛋白

互作较好，此时互作产物较为均衡稳定。 

           
0.01       0.1        1         10       100      1000           0.01       0.1        1         10       100      1000 

剪切速率/s–1                                                      剪切速率/s–1 

       
0.01       0.1        1         10       100      1000           0.01       0.1        1         10       100      1000 

剪切速率/s–1                                                       剪切速率/s–1 

图 2 溶菌酶与卵黏蛋白在不同条件下互作的表观黏度 
Fig.2 Apparent viscosity of lysozyme and ovomucin under different conditions  

2.3 溶菌酶与卵黏蛋白互作的结构变化 

由图 3 可知，溶菌酶与卵黏蛋白互作后在红外

图谱的 4000~400/cm 内结构变化明显；酰胺Ⅰ带、

酰胺Ⅱ带和酰胺Ⅲ带具有明显的吸收峰变化，说明

溶菌酶与卵黏蛋白互作后结构发生了变化；酰胺Ⅰ

带在 1600~1700/cm 处能反映蛋白二级结构中氢键

的多少，波峰越低，氢键越少，溶菌酶与卵黏蛋白

互作后氢键数量减少。对 1615~1637/cm 的 β–折叠

区、1637~1645/cm 的无规则卷曲区、1646~ 1664/cm
的 α–螺旋区、1664~1681/cm 的 β–转角进行分析后
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发现，两者相互作用后 α–螺旋和 β–转角占比增加，

β–折叠占比减少，无规则卷曲程度降低(表 1)。β–
折叠可能转化为 α–螺旋和 β–转角，可能与互作发

生时蛋白质分子内部发生凝聚力被破坏有关，说明

分子间和分子内的氢键减弱，β–转角与蛋白质的热

聚集有关，其数量增加可能与溶菌酶与卵黏蛋白相

互作用后发生不溶性聚集现象有关。 

 
图 3 溶菌酶与卵黏蛋白及其互作后的中远红外图谱 

Fig.3 Mid-far infrared spectrum of lysozyme, ovomucin and their complex  

表 1 溶菌酶与卵黏蛋白互作前后的酰胺Ⅰ带二级结

构的组成比例 
Table 1 Composition ratio of the secondary structure of the 

amide Ⅰ band before and after the interaction of 

lysozyme and ovomucin                        % 

占比 
样品 

α–螺旋 β–转角 β–折叠 无规则卷曲

溶菌酶 26.48 15.28 41.32 16.92 

卵黏蛋白 26.92 16.22 40.07 16.80 

复合物 27.99 17.95 37.33 16.73 
 

2.4 溶菌酶与卵黏蛋白互作的水分分布变化 

由图 4 可知，溶菌酶与卵黏蛋白互作后，T21

弛豫时间发生明显左移，峰面积增加，说明互作

后的结合水含量增加，可能与氢键数量变化有关，

这与红外光谱分析结果一致；T22 和 T23 峰值降低，

面积减小，说明互作后的蛋白体系中弱结合水和

自由水含量有所降低，可能与蛋白质互作后结构

发生变化、疏水基团外露导致蛋白质的持水能力

降低有关。 

 
0.001   0.01  0.1     1    10    100   1000  10 000  100 000 

横向弛豫时间 

图 4 溶菌酶与卵黏蛋白及其互作后的低场核磁图谱 
Fig.4 Low-field NMR spectrum of lysozyme, ovomucin and 

their complex  

2.5 溶菌酶与卵黏蛋白互作的疏水性变化 

由图 5 可以看出，溶菌酶与卵黏蛋白相互作用

后荧光强度发生明显的改变；复合物峰位及最大吸

收峰值介于溶菌酶与卵黏蛋白之间，由此可看出溶

菌酶与卵黏蛋白发生了相互作用，导致其结构发生

改变，蛋白质的氨基酸残基的微环境发生了变化。

这可能是由于其相互作用引起疏水基团暴露后又

发生聚集作用引起的。 
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300      325     350      375      400     425      450 

   波长/nm 
a 空白；b 溶菌酶；c 复合物；d 卵黏蛋白。 

图 5 溶菌酶与卵黏蛋白及其互作后的荧光光谱 
Fig.5  Fluorescence spectrum of lysozyme, ovomucin and 

their complex  

2.6 溶菌酶与卵黏蛋白的互作类型 

从图 6 可知，不同溶液处理过的溶菌酶与卵黏

蛋白互作复合物的相对分子质量发生了较大变化，

处理后的溶液体系中均出现了大量溶菌酶及部分

卵黏蛋白，说明两者互作主要为氢键和二硫键结合

以及存在静电相互作用、表面疏水作用等分子间作

用力。 

 
泳道 2~4 分别示溶菌酶、卵黏蛋白、复合物的条带；5~8 分别

示溶液 A、溶液 B、溶液 C、溶液 D 处理的复合物的条带。 

图 6 不同溶液处理的溶菌酶与卵黏蛋白互作复合物

的 SDS–PAGE 凝胶电泳结果 
Fig.6 SDS-PAGE result of the complex of lysozyme and 

ovomucin with different solutions  

2.7 溶菌酶与卵黏蛋白互作的外观结构变化 

从图 7 可知，卵黏蛋白呈现出海绵状结构，含

有大量孔隙；溶菌酶具有一定的球状结构；二者互

作后其结构发生变化，呈现出一定的絮状结构。这

可能是溶菌酶与卵黏蛋白互作后蛋白质的结构展

开，然后通过氢键、二硫键等方式重新结合聚集，

更利于蛋白质的疏水基团发生改变。 

 

     
HL   D5.3  ×500  200 μm                                        HM  D4.3  ×500   200 μm                                          HM D4.1  ×500   200 μm 

a 卵黏蛋白；b 溶菌酶；c 复合物。 

图 7 扫描电镜观察的溶菌酶与卵黏蛋白及其互作后的微观结构 
Fig.7 SEM image of ovomucin, lysozyme and their complex  

3 结论与讨论 

蛋白溶液的浊度变化在一定程度上可反映溶

液中蛋白质颗粒的变化，浊度随蛋白颗粒和数量的

增大而逐渐增大[21]，与溶液中的蛋白聚集程度成正

比，与溶解度成反比[22]。本研究中，在反应初期，

天然蛋清蛋白较紧密的球状结构一定程度上阻碍

了蛋清蛋白间的相互作用，而随着反应时间的变

化，蛋白质因内部基团发生变化而逐渐发生互作，

产物为肉眼可见的不溶性复合物，浊度增大；随着

反应时间逐步进行，复合物沉降于底部，导致溶液

中的浊度减小；在反应时间继续延长后，2 种蛋白

质之间发生互作，部分产物溶解后引起溶液的浊度

逐渐增大。这与齐宝坤等[23]关于热处理对大豆 11S
球蛋白特性及结构的影响的研究结果相似。 

反应溶液的浊度与蛋白的溶解度也有一定的

关系，pH 的变化可能会导致一些带电的功能基团

发生沉降，从而影响浊度。本研究中，pH 对蛋白

质的相互作用影响也较大，在 pH 为 7.5 时，浊度
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显著(P<0.05)降低；当 pH 大于 7.5 时，浊度随 pH
的增大而增大；在 pH 为 8.5 时浊度最大，随后呈

减小的趋势。在 pH 更接近溶菌酶的 pI 时，非共价

增强引起分子的随机聚集减少，溶菌酶溶解度降

低，浊度升高。这与王晓翠等[24]的研究结果类似，

溶菌酶与卵黏蛋白在 pH 为 7 时相互作用最大，随

后其互作程度随 pH 升高而降低。溶菌酶比卵黏蛋

白的溶解性更强，过量的卵黏蛋白能使二者更好的

发生互作，溶菌酶与卵黏蛋白互作后的产物溶解性

降低，溶液中不溶性颗粒增多，加剧了浊度的变化。 
升温有助于蛋白质的溶解，使蛋白质间发生互

作，聚集作用导致溶液变得黏稠；温度高出一定程

度会导致蛋白质发生热聚集，使溶液中不溶性沉淀

增多，导致溶液弹性恢复能力降低，从而引起黏度

降低[25]。这与陈珂等[26]关于温度对蛋清蛋白流变特

性影响的研究结果相似。溶菌酶溶解度高于卵黏蛋

白，当溶液中的溶菌酶含量较高时，互作后产生聚

集现象，但未有大量沉淀，其表观黏度相对较低；

而当卵黏蛋白含量继续增大时，由于其分子量较

大，导致蛋白颗粒增大，流动性降低，溶液表观黏

度增大[27–28]。 
荧光强度与表面疏水性呈正相关，复合物峰位

及最大吸收峰值介于溶菌酶与卵黏蛋白之间，由此

可知，互作后的疏水性高于溶菌酶，而低于卵黏蛋

白，可能是在溶菌酶与卵黏蛋白互作过程中卵黏蛋

白的内源性氨基酸随其结构展开而暴露在溶剂环

境中，导致荧光强度发生改变；或溶菌酶与卵黏蛋

白发生互作时，通过化学键相结合的方式使二者结

构发生改变。王艺等[29]研究表明，不同条件处理蜂

王浆蛋白，导致其内源荧光强度增加，可能与蛋白

质的聚集有关。本研究结果与其相似。 
综合试验结果可知，在反应时间为 40 min、反

应温度为 25 ℃、pH 为 8.5、溶菌酶与卵黏蛋白的

质量比为 0.75∶1.00 时，溶菌酶与卵黏蛋白互作程

度较高；相较于卵黏蛋白与溶菌酶，复合物中二级

结构的组成比例发生了变化，β–折叠可能转化为 α–
螺旋和 β–转角，β–转角数量增加可能与溶菌酶与卵

黏蛋白互作后发生聚集有关；聚集现象的产生导致

互作后其疏水性发生改变，结合水含量增加，自由

水含量降低；在溶菌酶与卵黏蛋白互作过程中有氢

键和二硫键结合及存在静电互作、表面疏水作用等

分子间作用力；两者互作后微观结构呈现出絮状结

构。说明蛋白质间相互作用会导致其结构和聚集状

态发生较大变化，产生不溶性复合物，可能与蛋清

浓蛋白的黏弹性有关。 
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