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研究论文

ＱＣＭＤ研究蛋白质与多糖的相互作用

林　园ａ　黄庆荣ｂ　苏朝晖ａ

（ａ中国科学院长春应用化学研究所，高分子化学与物理国家重点实验室　长春 １３００２２；
ｂＲｕｔｇｅｒｓ大学食品科学系，美国新泽西州 ０８９０１）

摘　要　应用具有耗散因子功能的石英晶体微天平（ＱＣＭＤ）检测了多糖多层膜的构筑过程以及蛋白质在多
层膜上的吸附行为。研究结果表明，通过层层组装的方法，可以实现多糖卡拉胶多层膜的构筑，并且随着卡拉

胶电荷密度的增加，其组装量减少。研究了牛体血清蛋白（ＢＳＡ）在卡拉胶上的吸附行为。结果发现，ＢＳＡ的吸
附行为强烈地依赖于卡拉胶的电荷密度和基体的粗糙度。通过ＱＣＭＤ实时监测了ＢＳＡ在卡拉胶上的动力学
吸附曲线，同时根据ΔＤ值推测了ＢＳＡ在不同的基底表面上所形成的结构及吸附行为。
关键词　石英晶体微天平（ＱＣＭＤ），蛋白质，多糖
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国家自然科学基金（２０７７４０９７，２０４２３００３）和基金委创新群体（５０６２１３０２）资助项目
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蛋白质和多糖是生物体系和食品工程中２种主要的物质，二者的相互作用在食品工业中对控制
食品的组织结构及稳定性起着决定性的作用［１］，因此，更好地理解蛋白质和多糖间的相互作用对于设

计一些具有功能性的食物有重要意义。在过去的２０多年中，有关蛋白质和多糖间的相互作用的研究
均侧重在溶液状态下展开［２～５］。大量的研究表明，蛋白质和多糖间的相互作用主要是静电力起主导作

用，因此溶液的ｐＨ值、离子强度、多糖上的电荷密度以及蛋白质和多糖的混合比例均强烈地影响着蛋
白质和多糖间的相互作用［６］。尽管关于蛋白质和多糖在溶液状态下的相互作用已有大量的报道［２－５］，

但有关蛋白质和多糖在表面上的相互作用的报道很少［７］，特别是关于蛋白质在生物表面上的很多吸附

行为还不很清楚，这主要是因为缺乏有效的检测手段。石英晶体微天平（ＱＣＭ）作为微质量传感器具有
结构简单、成本低和测量精度高（可以达到纳克量级）的优点，被广泛应用于化学、物理、生物、医学和表

面科学等领域［８，９］。随着科学技术的发展，出现了具有耗散因子功能的石英晶体微天平（ＱＣＭＤ），极大
地拓宽了ＱＣＭ的应用空间。通过测量耗散系数（Ｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎ，Ｄ），能够给出更多关于表面上吸附的薄膜
的性质，从而极大地丰富了薄膜的表面信息，为研究微观变化过程，破译微观作用机理提供了一种强有

力的手段。并且其具有实时跟踪检测微观过程的变化、获取丰富在线信息的优点，是其它方法无法比拟

的。本文利用层层组装方法将多糖固定在表面上，利用 ＱＣＭＤ研究了蛋白质在多糖表面上的吸附行
为。

１　实验部分

１．１　试剂和仪器
Ｄ３００型石英晶体微天平（ＱＣＭＤ，瑞士 ＱＳｅｎｓｅ公司）；ＭｕｌｔｉｍｏｄｅⅢａＴＭ型原子力显微镜（ＡＦＭ，美

国Ｎａｎｏｓｃｏｐｅ公司）。聚二烯丙基二甲基胺盐酸盐（ＰＤＤＡ，Ｍｗ为１×１０
５～２×１０５），及４种不同电荷密度

的卡拉胶ｆｕｒｃｅｌｌｅｒａｎ（ＦＣ）、κｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ（ＫＣ）、ιｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ（ＩＣ）和λｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ（ＬＣ）均由美国Ａｌｄｒｉｃｈ

第２７卷 第５期 应 用 化 学 Ｖｏｌ．２７Ｎｏ．５

２０１０年５月 　　　　　　　ＣＨＩＮＥＳＥＪＯＵＲＮＡＬＯＦＡＰＰＬＩＥＤＣＨＥＭＩＳＴＲＹ　　　　　　　 Ｍａｙ２０１０



公司购得，分析纯试剂。牛体血清蛋白（ＢＳＡ，Ｓｉｇｍａ公司），分析纯试剂，超纯水由Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯水器制得。
１．２　（ＰＤＤＡ／卡拉胶）ｎ多层膜的制备

将双面镀金的电极用紫外光照射１０ｍｉｎ，浸泡到Ｖ（２５％氨水）∶Ｖ（３０％Ｈ２Ｏ２）∶Ｖ（超纯水）＝１∶１∶５
混合清洗液中，加热至７５℃，清洗５ｍｉｎ，取出，用大量超纯水清洗，Ｎ２气吹干，用紫外光照射１０ｍｉｎ，以
充分保证电极表面的清洁度。将清洗干净的电极浸泡至ＰＤＤＡ（１０×１０－３ｇ／ｍＬ）溶液中，１ｈ后取出用
大量超纯水冲洗，Ｎ２气吹干。将表面已吸附一层ＰＤＤＡ的电极放到 ＱＣＭＤ的测量样品池中，待其基线
稳定后，交替注入５００μＬ质量浓度为０５×１０－３ｇ／ｍＬ的卡拉胶和１０×１０－３ｇ／ｍＬ的ＰＤＤＡ溶液中，其
中每隔２０ｍｉｎ吸附一层后，用５００μＬ的超纯水冲洗。所有的实验均在室温下进行。
１．３　ＢＳＡ在（ＰＤＤＡ／卡拉胶）ｎ多层膜上的吸附

将表面已经组装了（ＰＤＤＡ／卡拉胶）ｎ多层膜的电极放到 ＱＣＭＤ的测量样品池中，注入缓冲溶液，
待基线稳定后，将溶解了ＢＳＡ的相同缓冲溶液注入到样品池中，待吸附饱和后用缓冲溶液冲洗３次。
１．４　表面粗糙度测试

首先用Ｖ（９８％浓硫酸）∶Ｖ（３０％Ｈ２Ｏ２）＝７∶３清洗液清洗硅片３０ｍｉｎ，然后用大量的超纯水冲洗，Ｎ２
气吹干；将清洗后的硅片按本文１２节中的实验步骤组装２个ＰＤＤＡ／卡拉胶双层，卡拉胶为最外层。然
后每个样品至少取３个点在２μｍ×２μｍ的区域内测试其表面粗糙度。

２　结果与讨论

２．１　（ＰＤＤＡ／卡拉胶）ｎ多层膜

图１所示为ＱＣＭＤ（ｆ＝υ×５ＭＨｚ，υ＝３）对ＰＤＤＡ／卡拉胶的层层组装监测过程。圆形状箭头代表
注入卡拉胶，三角形状箭头代表注入ＰＤＤＡ，虚线箭头代表注入超纯水冲洗。每当注入卡拉胶和 ＰＤＤＡ
时频率的降低表明卡拉胶和ＰＤＤＡ已成功地组装到金电极表面上。当用超纯水冲洗时，频率的升高表
明了一些在表面上物理吸附的卡拉胶和ＰＤＤＡ被超纯水冲洗后脱附。

由ＱＣＭＤ的数据可见，随着组装层数的增加，频率也随之降低，表明卡拉胶可与ＰＤＤＡ通过层层组
装的办法来构筑多层膜。根据每个二糖单元上的磺酸基团的数目，ＦＣ、ＫＣ、ＩＣ和ＬＣ４种卡拉胶的电荷
密度分别为０６７、０９３、１５３和２０７。

图１　卡拉胶和ＰＤＤＡ通过层层组装所引起的
电极频率的变化图

Ｆｉｇ．１　ＱＣＭＤｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｈｉｆｔｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅａｌｔｅｒｎａｔｅ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃａｒｒａｇｅｅｎａｎａｎｄＰＤＤＡ

ｌａｙｅｒｓｏｎａｇｏｌｄｃｒｙｓｔａｌ
ＣａｒｒａｇｅｅｎａｎａｎｄＰＤＤＡｅｘｐｏｓｕｒｅｓａｎｄｗａｔｅｒｒｉｎｓｅｓａｒｅ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｃｉｒｃｕｌａｒ，ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ，ａｎｄｄｏｔｔｅｄａｒｒｏｗｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图２　卡拉胶的电荷密度对卡拉胶的
平均每层组装量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆａｖｅｒａｇｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｈｉｆｔ
ｆｏｒｅａｃｈｃａｒｒａｇｅｅｎａｎｌａｙｅｒｏｎｔｈｅｃｈａｒｇｅ

ｄｅｎｓｉｔｙｏｆｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ

图２为不同电荷密度的卡拉胶吸附到ＰＤＤＡ上时平均每一层所引起的频率的变化。从图中可以看

６０５ 应 用 化 学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第２７卷　



出，随着卡拉胶电荷密度的增加，其每层平均吸附量相应降低。对于电荷密度最小的ＦＣ，其单层吸附所
引起的频率变化为Δｆ＝（９５±９）ＭＨｚ；相反，对于电荷密度最大的ＬＣ，其单层吸附所引起的频率变化为
Δｆ＝（４５±３）ＭＨｚ。这是因为电极表面的面积是一定的，当吸附了ＰＤＤＡ后，电极表面上所携带的正电
荷数目也是一定的；对于电荷密度最小的 ＦＣ，因为其电荷密度仅为０６７，其分子链段上的负电荷数目
也是最少的；为了补偿基底表面上的正电荷，就需要有更多的 ＦＣ吸附到 ＰＤＤＡ的表面上。相反，对于
ＬＣ，其电荷密度为２０７，其分子链段上的负电荷数目也是最多的，因此少量的 ＬＣ即可补偿基底表面上
的正电荷。

２．２　ＢＳＡ在（ＰＤＤＡ／卡拉胶）ｎ多层膜上的吸附行为
２．２．１　基底的影响　图３ａ为 ＢＳＡ在 ｐＨ＝４０质量浓度为１０×１０－３ｇ／ｍＬ的条件下，分别在空白的
金表面（ｇｏｌｄ）、ＰＤＤＡ表面（ｇｏｌｄ／ＰＤＤＡ）和卡拉胶的表面（ｇｏｌｄ／ＰＤＤＡ／ＩＣ）上的吸附动力学曲线。从图
中可以看出，约６０ｍｉｎ后在３种不同表面上几乎均达到了吸附饱和平台。文献［１０］中已有关于ＢＳＡ可以
通过疏水作用力直接吸附到金的表面上报道。对于ＢＳＡ在ＰＤＤＡ表面上的吸附，由于ＢＳＡ在ｐＨ＝４０
条件下所携带的净电荷为正电荷，尽管此时ＢＳＡ分子所携带的电荷与基底表面ＰＤＤＡ所携带的电荷相
同，同为正电荷，但作者依旧观察到了 ＢＳＡ在其表面上的吸附，这是因为尽管 ＢＳＡ在 ｐＨ＝４０的条件
下所携带的净电荷为正电荷，在其分子表面依旧存在部分负电荷。这些负电荷可以与基底表面 ＰＤＤＡ
上的正电荷相互吸引，使ＢＳＡ可以吸附到其表面上。同时由于相同电荷间的排斥力作用使得 ＢＳＡ在
ＰＤＤＡ表面上的吸附量较少。当ＢＳＡ吸附到带负电荷的ＩＣ上时，观察到了大量的吸附。以上数据表明，
静电力是影响ＢＳＡ吸附的主要驱动力，同时一些如氢键、范德华力以及疏水作用力同样也起着一定作
用。图３Ｂ为当ＢＳＡ吸附到不同的表面上时能量的耗散ΔＤ的变化，ΔＤ值可以提供一些关于ＢＳＡ吸附
到不同的表面上时的薄膜的性质及其分子在薄膜中的结构信息。对于厚度较薄并且致密度较高的薄

膜，ΔＤ值几乎没有多大的变化；相反，对于一些厚度较厚并且粘弹性较大的薄膜，ΔＤ值会有较大的变
化。因此由图３Ｂ可以看出，当ＢＳＡ吸附到ＰＤＤＡ表面上时，ΔＤ值非常小，表明 ＢＳＡ吸附到ＰＤＤＡ表面
后形成了非常致密的薄膜。由于ＢＳＡ是一种椭球状的蛋白，因此可以推测，此时 ＢＳＡ分子均是平躺在

图３　ＢＳＡ在ｐＨ＝４．０，质量浓度为１．０×１０－３ｇ／ｍＬ的条件下吸附在不同的表面上
所引起的（Ａ）频率及（Ｂ）耗散系数的改变

Ｆｉｇ．３　（Ａ）Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｈｉｆｔｓ（Δｆ）ａｎｄ（Ｂ）ｅｎｅｒｇｙｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎ（ΔＤ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｏｆＢＳＡｏｎｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｒｆａｃｅｓ（１．０×１０－３ｇ／ｍＬＢＳＡｉｎａｃｅｔｉｃｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎａｔｐＨ＝４．０）
ａ．ｇｏｌｄ／ＰＤＤＡ／ＢＳＡ；ｂ．ｇｏｌｄ／ＢＳＡ；ｃ．ｇｏｌｄ／ＰＤＤＡ／ＩＣ／ＢＳＡ

ＰＤＤＡ表面上的；相反，当其吸附到ＩＣ上时，ΔＤ值有了相对较大的变化。结合图３Ａ的数据分析，有大
量的ＢＳＡ分子吸附到了ＩＣ的表面上，此时的ＢＳＡ分子不再是完全平躺在基底上，而可能有部分分子直
立在表面上，从而使得更多的ＢＳＡ分子可以吸附到表面，此外由于蛋白质本身是一种较软的物质，大量
的蛋白质增加了薄膜的粘弹性。而在空白的金的表面上的吸附，ΔＤ值有了更大的变化，但在图３Ａ中其
吸附量不是最大的，这可能是由于ＢＳＡ在金表面上的吸附不是通过静电力而是通过疏水作用力，因而
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可能导致更加复杂的结构，使得薄膜的粘弹性增加了更多。由此可见，通过 ＱＣＭＤ不仅可以实时监测
ＢＳＡ在不同表面上的动力学吸附曲线，同时又可以根据ΔＤ值推测ＢＳＡ在不同的基底表面上所形成的
不同结构。

２．２．２　卡拉胶上电荷密度的影响　由于蛋白质和多糖间的作用力主要是静电力，因此多糖上的电荷密
度将对蛋白质的吸附行为有着一定的影响。研究了ＢＳＡ在ｐＨ＝４０，质量浓度为１０×１０－３ｇ／ｍＬ条件
下，在不同电荷密度下的卡拉胶上的吸附行为。通过频率的变化可知，除了 ＩＣ外，其它３种卡拉胶，随
着其电荷密度的增加，ＢＳＡ在其上的吸附量也随之增大，而最大的吸附量是 ＢＳＡ在 ＩＣ表面上的吸附。
由于ＩＣ在溶液中具有特殊的螺旋状结构，当其组装到表面上时，使得表面的粗糙度要高于其它３种卡
拉胶的表面。利用原子力测试了不同卡拉胶表面的粗糙度，发现ＩＣ表面的粗糙度为（０８９±００３）ｎｍ，
而ＦＣ、ＫＣ和ＬＣ表面的粗糙度分别为（０７７±００３）ｎｍ、（０５３±００２）ｎｍ和（０６１±００２）ｎｍ。由此
可见，基底表面的粗糙度也会影响蛋白质的吸附。图４为 ＢＳＡ在 ＦＣ和 ＩＣ上的吸附行为。图中可见，
ＢＳＡ在不同电荷密度下的卡拉胶上，在ＦＣ上的吸附量最小，而在ＩＣ上的吸附量最大，表明基底表面上
的电荷密度可以控制蛋白质的吸附量。图４ｂ为 ＢＳＡ吸附在 ＦＣ和 ＩＣ上的 ΔＤ值的变化。图中可见，
ＢＳＡ在ＩＣ上ΔＤ值的变化要高于在ＦＣ表面上ΔＤ值的变化，表明当ＢＳＡ在 ＩＣ表面上吸附时，所形成
的薄膜的粘弹性更高。由此可见，蛋白质和多糖间的相互作用，很大程度上取决于多糖上的电荷密度，

不同电荷密度下的多糖，使得蛋白质可在其上形成不同粘弹性结构的蛋白质薄膜，这对将来制备一些食

品包装材料以及生产一些具有功能性食品方面有着一定的指导作用。

图４　ＢＳＡ在ｐＨ＝４．０浓度为１．０×１０－３ｇ／ｍＬ的条件下吸附在不同的卡拉胶表面上
所引起的（Ａ）频率及（Ｂ）耗散系数的改变

Ｆｉｇ．４　（Ａ）Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｈｉｆｔｓ（Δｆ）ａｎｄ（Ｂ）ｅｎｅｒｇｙｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎ（ΔＤ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｏｆＢＳＡｏｎｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｒａｇｅｅｎａｎｓｕｒｆａｃｅｓ（１．０×１０－３ｇ／ｍＬＢＳＡｉｎａｃｅｔｉｃｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎａｔｐＨ＝４．０）
ａ．ｇｏｌｄ／ＰＤＤＡ／ＢＳＡ；ｂ．ｇｏｌｄ／ＢＳＡ；ｃ．ｇｏｌｄ／ＰＤＤＡ／ＩＣ／ＢＳＡ
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