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DHA氧化产物对牛血清白蛋白的修饰作用及其对

蛋白质结构的影响

王景怡 1 张志文 1 吴 华 2 肖俊松 1*
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摘要：【目的】探讨二十二碳六烯酸（DHA）氧化衍生的 2-烯醛和二烯醛对牛血清白蛋白（BSA）的共价修饰作

用及其对蛋白质结构的影响。【方法】采用超高效液相色谱-串联质谱联用技术（UPLC-MS/MS）分析醛类-蛋

白质加合物形成情况，通过 2，4-二硝基苯肼（DNPH）比色法测定蛋白质羰基化水平，并利用傅里叶变换红外

光谱（FT-IR）和紫外可见吸收光谱分析蛋白质二级结构变化。【结果】二烯醛与 BSA 中组氨酸和赖氨酸残基

形成的加合物显著多于 2-烯醛；随着醛类浓度的升高，BSA 羰基化水平显著上升；醛类修饰导致 BSA 的 α 螺

旋结构减少、β 折叠结构增加，紫外可见吸收光谱显示增色效应，表明蛋白质发生解折叠及分子间交联。

【结论】DHA 氧化衍生的醛类可通过共价修饰诱导 BSA 结构紊乱和氧化损伤，该研究为提升多不饱和脂肪

酸制剂中蛋白质载体的氧化稳定性提供了理论依据，对于解析富含多不饱和脂肪酸食品在加工贮藏过程中

的品质劣变机制具有重要参考价值，并为开发抑制蛋白质氧化、延长食品货架期的策略提供了数据支持。
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Abstract: [Objective] To explore the covalent modification effects of 2-enal and dienal derived from the 

oxidation of docosahexaenoic acid (DHA) on bovine serum albumin (BSA) and their influences on the protein 

structure. [Method] The formation of aldehyde-protein adducts was analyzed by ultra-performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). The level of protein carbonylation was determined 

by 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) colorimetry. The changes in protein secondary structure were analyzed by 

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and ultraviolet-visible absorption spectroscopy. [Result] The 

adducts formed by dienal with histidine and lysine residues in BSA were significantly more than those formed by 

2-enal. With the increase in aldehyde concentration, the carbonylation level of BSA rose significantly. Aldehyde 

modification led to reduced α helices and increased β folds of BSA. The ultraviolet-visible absorption spectrum 

showed a hyperchromic effect, indicating that the protein underwent unfolding and intermolecular cross-linking. 

[Conclusion] The aldehydes derived from the oxidation of DHA can induce structural disorder and oxidative 

damage of BSA through covalent modification. This study provides a theoretical basis for improving the 
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oxidative stability of protein carriers in polyunsaturated fatty acid preparations and has important reference value 

for understanding the quality deterioration mechanism of foods rich in polyunsaturated fatty acids during 

processing and storage. In addition, it provides data support for the development of strategies to inhibit protein 

oxidation and extend the shelf life of food.

Keywords: DHA oxidation product; amino acid modification; FT-IR; UPLC-MS/MS

蛋白质的氧化修饰是生物体内重要的化学过

程，在氧化应激条件下尤为显著。这种修饰可导

致蛋白质结构和功能的改变，进而影响其生理作

用。DHA 是一种重要的 ω-3 多不饱和脂肪酸，在

维护神经发育、视网膜功能和心血管健康中不可

或缺，因此广泛应用于营养补充剂和药物制剂领

域［1］。DHA 在氧化过程中衍生的活性醛类（如

2-烯醛和二烯醛）能通过迈克尔加成或席夫碱反

应，共价修饰蛋白质中的亲核氨基酸（如赖氨酸、

组氨酸等）残基，从而改变蛋白质的结构与功能。

在乳制品、肉制品、富含不饱和脂肪酸的乳化

饮料及微胶囊化鱼油等产品中，脂质氧化与蛋白质

修饰常同时发生［2］。这不仅会导致蛋白质功能性

质（如溶解度、乳化性、凝胶性）下降，影响产品质

构，还会引发非酶褐变、产生不良风味、降低营养价

值，甚至可能生成潜在有害物质，是影响食品品质

与安全的关键问题之一［3-4］。因此，探究 DHA 氧化

产物对载体蛋白的修饰机制，对食品工业控制氧化

劣变、提升产品稳定性具有重要的现实意义。

BSA 作为一种重要的载体蛋白，因良好的生

物相容性和易于修饰的特性，被广泛应用于药物递

送、生物材料构建和生物医学研究［5］。然而，在含多

不饱和脂肪酸的复杂制剂体系中，BSA易受到脂质

氧化产物的攻击，发生共价修饰，导致其结构稳定

性和功能完整性下降，目前相关修饰机制及结构影

响尚未系统阐明［6］。修饰反应主要通过 2种机制进

行：第一种为迈克尔加成（Michael addition），即

α，β-不饱和醛（如 2-烯醛）的碳碳双键与亲核氨基

酸的基团（如组氨酸的咪唑基或半胱氨酸的巯基）

发生共轭加成［7］；第二种为席夫碱反应（Schiff 

base formation），即醛基与赖氨酸的 ε-氨基缩合形

成亚胺键（C==    N），这一过程在二烯醛修饰中尤为

常见［8］。这些修饰反应可引起蛋白质羰基化、聚

集及构象变化，进而影响其生物学功能。

目前，对 DHA 氧化衍生物与载体蛋白间相互

作用机制的研究仍不够深入，尤其是在不同结构醛

类修饰特异性、修饰产物定量分析及对蛋白质功能

特性影响等方面尚存争议。因此，系统研究DHA氧

化产物对 BSA 的共价修饰行为，明确其修饰类型、

位点及对结构的影响，不仅具有理论价值，而且对

提高蛋白质载体在食品氧化环境中的稳定性、指导

抗氧化剂应用、优化DHA制剂配方也具有重要的实

践意义。

作者旨在系统考察 DHA 氧化过程中产生的 2

类代表性醛类物质（2-烯醛和二烯醛）对 BSA 的共

价修饰作用，采用了多种分析技术，如羰基质量摩

尔浓度测定用于量化蛋白质氧化损伤程度［9-10］，

UPLC-MS/MS 用于鉴定赖氨酸和组氨酸残基上的

特异性修饰产物［11］，FT-IR 用于分析蛋白质二级结

构的构象变化［12］。通过这些方法的联合应用，从分

子水平揭示不同醛类物质对 BSA 修饰的活性差异

及其潜在机制，为理解氧化应激条件下蛋白质的修

饰机制提供数据支撑，并为开发针对性的蛋白质载

体保护策略、推动 BSA 载体广泛应用在富含多不

饱和脂肪酸的生物医学制剂中提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

Nε-乙酰基 -L-赖氨酸：分析纯，上海优宁维生

物科技股份有限公司；甲醇：分析纯，美国 Sigma

公司；乙醇：分析纯，北京化学工业集团有限责任

公司；乙酸乙酯：分析纯，天津市津东天正精细化

学试剂厂；盐酸：分析纯，天津市申泰化学试剂有

限公司；盐酸胍（分析纯）、三氯乙酸（纯度  99%）、

BSA（纯 度 98%）、（E）-2- 戊 烯 醛（纯 度 95%）、

（E）-2-己烯醛（纯度 98%）、（E）-2-庚烯醛（纯度

95%）、（E，E）-2，4-己二烯醛（纯度 95%）、氰基硼氢

化钠（纯度 95%）、（E，E）-2，4-庚二烯醛（纯度

90%）、4-羟基 -2-壬烯醛（纯度 90%）、DNPH（纯度

98%）：上海麦克林生化科技股份有限公司。

1.2　仪器与设备

精密电子天平：JJ6000A 型，美国双杰集团有

限公司；迷你涡旋混合器：YQDL017 型，北京鼎国
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昌盛生物技术有限公司；高速离心机：1-14K 型，美

国 Sigma公司；超声波清洗器：KQ-100E 型，上海精

密仪器仪表有限公司；氮吹仪：UGC-12M型，北京优

晟联合科技有限公司 ；UPLC-MS/MS：ACQUITY

型，美国 Waters 公司；紫外-可见分光光度计：TU-

1900 型，北京普析通用仪器有限责任公司；FT-IR

仪：Nicolet iS20型，美国赛默飞世尔科技公司。

1.3　方法

1.3.1　醛-BSA 复合物的制备　

将 Nε-乙酰基 -L-赖氨酸标准品用超纯水配制

成质量浓度为 0、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0、32.0、

64.0 μg/mL 的标准曲线工作液 ，过膜上样。将

BSA 溶解于 0.01 mol/L 的磷酸盐缓冲溶液（pH 

7.4），使蛋白质质量浓度为 10 mg/mL。将（E）-2-戊

烯醛、（E）-2-己烯醛、（E）-2-庚烯醛、（E，E）-2，4-己

二烯醛、（E，E）-2，4-庚二烯醛分别配制成浓度为

1 mol/L 的储备液。使用前，将上述储备液分别用

0.01 mol/L的磷酸盐缓冲溶液（pH 7.4）稀释至终浓

度为 5、10、25、50 mmol/L。将 480 μL 配制好的不

同浓度的醛类物质分别与 500 μL 配制好的 BSA

溶液置于棕色液相小瓶混匀，在黑暗环境下 37 ℃

孵育 6 h。

1.3.2　醛-BSA 复合物中氨基酸加合物的测定　

加合物的分析步骤见图 1。反应结束后，将棕

色液相小瓶置于冰水浴中停止反应。加入 50 μL 

氰基硼氢化钠（溶于 5 mol/L NaOH 溶液），在 37 ℃

孵育 1 h 还原醛 -BSA 复合物。在冰上用约 500 μL

质量分数 20% 的三氯乙酸处理 1 h，以沉淀羰基修

饰后的 BSA。在 4 ℃、5 000 g 下离心 10 min，将沉

淀转移至水解管中，氮吹排除样品中的空气，加入

2 mL 6 mol/L 的 HCl，在 110 ℃下水解约 20 h，将蛋

白质水解液转移至平皿中进行冷冻干燥。将冻干

后的样品重新溶于 1 mL 乙醇中，过 0.22 μm 有机

微孔滤膜，采用 UPLC-MS/MS检测。

采用 Waters ACQUITY UPLC 超高效液相色谱

系统，与 Xevo TQS 三重四极杆质谱仪联用进行分

析。色谱柱：Waters BEH C18 柱（100 mm×2.1 mm×

1.7 μm）；流动相 A 为体积分数 0.1% 甲酸水溶液，

流动相 B 为甲醇；流量 0.30 mL/min；进样量 5 μL。

洗脱梯度如下：0 min，流动相 A 体积分数为 80%；

5 min，流动相 A 体积分数为 80%；10 min，流动相

A 体积分数为 90%。质谱条件如下：选择多反应

监测（MRM）正离子模式，使用氮气作为雾化气

体，离子源温度 120 ℃ ，去溶剂气温度 350 ℃ ，锥

电压 25 V，碰撞能量 25 eV，去溶剂化气体流量

700 L/h，锥孔气体流量 50 L/h，碰撞气体为氩气。

BSA 中的组氨酸和赖氨酸残基是脂质过氧化

衍生的醛共价修饰的 2 个代表性目标。醛与赖氨

酸形成的加合物（迈克尔加成型、席夫碱）在 m/z=

84 处具有共同的特征碎片离子，醛与组氨酸形成

的加合物（迈克尔加成型）在 m/z=110 处具有共同

的特征碎片离子［13］。因此，作者对这 2 种氨基酸

的糖基化修饰产物进行了定量分析，定量离子对

见表 1。

1.3.3　醛-BSA 复合物中羰基的测定　

在 50 mL 离 心 管 中 加 入 10 mL 配 制 好 的

10 mg/mL BSA 溶液和 9.6 mL 不同浓度（5、10、25、

50 mmol/L）的醛类物质，置于黑暗环境中于 37 ℃

反应 6 h。同时制备不加醛类物质的空白对照，反

图 1　加合物分析步骤

Fig. 1　Analysis steps for adducts

表 1　产物定量离子对

Table 1　Quantitative ion pairs of the products

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

加合物名称

组氨酸-反-2-戊烯醛

组氨酸-反-2-己烯醛

组氨酸-反-2-庚烯醛

组氨酸-反，反-2，4-己二烯醛

组氨酸-反，反-2，4-庚二烯醛

赖氨酸-反-2-戊烯醛

赖氨酸-反-2-己烯醛

赖氨酸-反-2-庚烯醛

赖氨酸-反，反-2，4-己二烯醛

赖氨酸-反，反-2，4-庚二烯醛

赖氨酸-反-2-戊烯醛

赖氨酸-反-2-己烯醛

赖氨酸-反-2-庚烯醛

赖氨酸-反，反-2，4-己二烯醛

赖氨酸-反，反-2，4-庚二烯醛

m/z

Q1

240.28

254.30

268.29

252.29

265.29

231.31

245.33

259.32

243.32

257.32

213.31

227.33

241.32

225.32

239.32

Q3

110

110

110

110

110

84

84

84

84

84

84

84

84

84

84
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应结束后将离心管置于冰水浴中停止反应。在冰上

用 10 mL质量分数为 20% 的三氯乙酸处理 1 h以沉

淀羰基修饰后的BSA，在 4 ℃、5 000 g下离心 10 min

后冷冻干燥。取适量氧化修饰后的 BSA 冻干粉末

溶解于 0.01 mol/L磷酸盐缓冲溶液（pH 7.4）中，使蛋

白质质量浓度约为 2 mg/mL。用 100 mL 2 mol/L的

盐酸溶液溶解 0.198 g的 DNPH，得到 10 mmol/L的

DNPH盐酸溶液，现用现配。

取 400 μL 上述溶解好的蛋白质溶液于 2 mL

离心管中，加入 800 μL 10 mmol/L的 DNPH 盐酸溶

液混匀，并设空白对照，即不含 DNPH 的 2 mol/L 

HCl溶液，于黑暗环境下孵育 2 h 后，加入 400 μL

质量分数为 20% 的三氯乙酸溶液沉淀蛋白质，

混匀后静置 0.5 h，然后在 4 ℃、10 000 r/min 离心

20 min，弃去上清液，将沉淀加到 1 mL 乙醇-乙酸

乙酯（乙醇与乙酸乙酯的体积分数均为 50%）混合

溶液中，同样条件下离心洗涤沉淀 3 次，最后将得

到的沉淀溶解在 1 mL 6 mol/L 的盐酸胍溶液中，

在 370 nm 处测定吸光度。羰基质量摩尔浓度按

照式（1）计算。

n =
A

C
×

1

K × b
× 1 000 （1）

式中：

n——羰基质量摩尔浓度，nmol/mg；

A——370 nm 波长下的吸光度；

K——摩尔消光系数，22 000 mol/（L·cm）；

b——光径，cm；

C——蛋白质质量浓度，mg/mL。

1.3.4　醛-BSA 复合物蛋白质二级结构的测定　

参考 Qiao等［14］的方法进行 FT-IR的测定，并稍

加修改。利用 FT-IR 仪对冷冻干燥后的醛-BSA 复

合物粉末进行测定，称取复合物样品约 1 mg，干燥

的溴化钾 150 mg，将两者混合后用研钵研磨成均匀

粉末，压片机压片 0.5~1.0 min，取出进行 FT-IR 的测

定。具体参数如下：光谱扫描范围 4 000~400 cm-1，

分辨率 4 cm-1，扫描次数 16 次。利用 Peakfit软件，

通过自去卷积、二阶导数求导和曲线拟合等方法计

算蛋白质二级结构的占比。

1.3.5　紫外可见吸收光谱的测定

用 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲溶液（pH 7.0）配制

得到 0.2 mg/mL 的醛-蛋白质复合物溶液体系，加

到 光 程 长 度 为 10 mm 的 石 英 比 色 皿 中 。 在

240~600 nm 处利用紫外-可见分光光度计对 BSA

溶液和醛-BSA 复合物溶液进行测定。

1.3.6　数据统计与分析　

首先通过 Excel 2019 进行数据初步整理，随

后采用 SPSS 26.0 进行统计学分析。使用 One-

way ANOVA 方法对多组数据进行显著性检验，当

P<0.05 时认为差异具有显著性。采用 Origin Pro 

2021软件绘制图表。

2　结果与讨论

2.1　醛-BSA 复合物的颜色变化

经氰基硼氢化钠还原、蛋白质沉淀及离心处

理后，获得了不同醛类物质修饰的 BSA 复合物沉

淀，见图 2。所有测试浓度的 5 种醛 -BSA 复合物

均有明显褐变现象。当 BSA 受到相同类型的醛类

物质修饰时，醛类物质浓度越高，修饰后产物的褐

变效应越明显；在相同的反应浓度下，随着链长增

加，烯醛类物质修饰后的 BSA 颜色逐渐变浅。整

体而言，（E）-2-戊烯醛 -BSA 的颜色较深，其次是

（E）-2-己烯醛-BSA，最浅的是（E）-2-庚烯醛-BSA。

在 2 种二烯醛类物质中也观察到了类似趋势 ：

（E，E）-2，4-己二烯醛 -BSA 比（E，E）-2，4-庚二烯

醛 -BSA 颜色略深。这可能是因为链长较短的不

饱和醛类物质受到的空间位阻效应较小，更容易

a—（E）-2-戊烯醛-BSA；b—（E）-2-己烯醛-BSA；c—（E）-2-庚烯醛-BSA；d—（E，E）-2，4-己二烯醛-BSA；e—（E，E）-2，4-庚二烯醛-BSA。

图 2　醛-BSA 复合物的颜色变化

Fig. 2　Color changes of aldehyde-BSA complexes
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进入蛋白质结构中并与其暴露在外的氨基酸残基

共价修饰［15-16］。与 3 种 2-烯醛类物质修饰的 BSA

相比，2 种二烯醛类物质修饰后 BSA 的褐变程度

更显著。

2.2　醛-BSA 复合物的定量分析

组氨酸和赖氨酸是 BSA 中的亲核氨基酸残

基，容易被脂质过氧化衍生的亲电体修饰。组氨

酸对这些醛类物质显示出特异性反应，而赖氨酸

是这些醛类物质的普遍靶标，可以产生多种类型的

加合物［17-18］。采用 Nε-乙酰基-L-赖氨酸标准品作为

外标，计算醛 -BSA 复合物中检测到的氨基酸加合

物质量浓度。Nε-乙酰基-L-赖氨酸标准品的标准曲

线和决定系数（R2）分别为 y=287  464x-85  846 和

0.991 6。标准曲线的 R2 大于 0.99，表明在一定的

质量浓度范围内线性关系良好，可用于计算氨基

酸加合产物的质量浓度。

在组氨酸加合物的分析中，5种醛类物质均通

过迈克尔加成反应与组氨酸结合，图 3（a）展示了 5

种醛类物质在其 C==    C 双键位置对 BSA 中组氨酸

上的咪唑氮原子发生迈克尔加成反应后形成的加

合物结构。值得注意的是，二烯醛类物质的加合

物生成量显著高于相应的 2-烯醛（P<0.05），且这

种差异随着醛类物质浓度的增加而更加明显，见

图 3（b）。这一现象可以从分子结构的角度得到解

释：二烯醛分子中的共轭双键体系使 β位碳原子具

有更高的电子密度，因而更易受到亲核试剂的攻

击，表现出更强的反应活性。这一发现与 Li 等［19］

的研究结果相吻合，他们同样观察到二烯醛对蛋

白质氨基酸残基的修饰活性高于单烯醛。

对于赖氨酸残基的修饰，作者发现了更为复

杂的反应途径。醛类分子中的 α，β-不饱和键与赖

氨酸分子上的游离氨基发生了迈克尔加成反应，

见图 4（a）。无论是 2-烯醛还是二烯醛，它们对赖

氨酸修饰过程中所产生的加成产物质量浓度都相

对较高，随着反应中醛类物质浓度的提升，所形成

的迈克尔加成产物总量也显著上升（P<0.05），定

量分析结果见图 4（b）。

赖氨酸除了可以发生迈克尔加成反应外，还

可以通过游离氨基进攻醛的羰基基团上带有正电

荷的碳原子，完成亲核加成反应，形成 α-羟基胺类

中间化合物，然后进一步脱水形成席夫碱［20］。如

图 5所示，检测到了 5种醛类物质修饰 BSA 中的赖

图 3　5 种醛类物质分别与 BSA 中组氨酸形成的迈克尔加成

产物结构及质量浓度

Fig. 3　Structure and mass concentrations of Michael addition 

products formed by 5 aldehydes with histidine residue in BSA

图 4　5 种醛类物质分别与 BSA 中赖氨酸形成的迈克尔加成

产物结构及质量浓度

Fig. 4　Structure and mass concentrations of Michael addition 

products formed by 5 aldehydes with lysine residue in BSA
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氨酸后形成的席夫碱。定量结果显示，相较于 3种

2-烯醛类物质，（E，E）-2，4-己二烯醛和（E，E）-2，4-庚

二烯醛更易与 BSA中的赖氨酸残基形成席夫碱，这

可能是由于不同结构的醛类物质在蛋白质修饰过程

中的相对活性存在差异所致。

2.3　蛋白质羰基质量摩尔浓度分析

采用 DNPH 比色法测定了修饰后 BSA 的蛋白

质羰基质量摩尔浓度。如图 6所示，随着醛类物质

浓度的增加，BSA的蛋白质羰基质量摩尔浓度显著

上升，表明氧化损伤加剧。在 37 ℃与 50 mmol/L的

（E）-2-戊烯醛 、（E）-2-己烯醛 、（E）-2-庚烯醛 、

（E，E）-2，4-己二烯醛和（E，E）-2，4-庚二烯醛孵育 6 h

后，观察到 BSA中的羰基质量摩尔浓度分别比对照

组增加 58.54、55.17、51.09、49.68、47.34 nmol/mg，这

一变化趋势与 Li等［19］用丙二醛、（E，E）-2，4-庚二烯

醛和（E）-2-庚烯醛介导 BSA修饰的结果一致。羰基

的显著增加表明，所有测试醛类物质均能有效诱导

BSA发生氧化损伤，且该过程具有明显的浓度依赖

性。值得注意的是，在相同浓度条件下，短链 2-烯醛

（如（E）-2-戊烯醛）所致羰基化程度普遍高于长链二

烯醛，这可能与其分子体积较小、空间位阻较低有

关，因而更易接近并修饰蛋白质靶点。该结果与前

述加合物分析中短链醛反应活性更高的结论一致，

进一步印证了醛类物质分子结构对其蛋白质修饰能

力及所致氧化损伤程度的显著影响。

2.4　FT-IR 分析

通过 FT-IR 技术系统研究了 5 种醛类物质修

饰对 BSA 二级结构的影响，BSA 和醛-BSA 复合物

在中红外波长区域的光谱图见图 7（a）。未修饰的

BSA 在 3 300 cm-1处显示出典型的宽吸收峰，这归

因于 O—H 和 N—H 键的伸缩振动形成的分子间

氢键［21］。在 1  800~1  400 cm-1 的特征区域，所有

醛 -BSA 复合物中均观察到酰胺 Ⅰ带（主要来自

C==    O 伸缩振动）和酰胺Ⅱ带（主要来自 N—H 弯曲

振动和 C—N 伸缩振动）的吸收峰。

值得注意的是，醛类修饰导致 BSA 的酰胺 I

带吸收峰从 1 658.4 cm-1位移至 1 663.3 cm-1，同时

酰胺Ⅱ带从 1 538.9 cm-1位移至 1 543.7 cm-1。这些

位移表明醛类物质与 BSA 分子中的 C==    O、N—H

图 6　5 种醛类物质分别对 BSA 进行共价修饰后蛋白质羰基

质量摩尔浓度的变化

Fig. 6　Changes in protein carbonyl molality of BSA after 

covalent modification with 5 different aldehydes

图 5　5 种醛类物质分别与 BSA 中赖氨酸形成的席夫碱结构

及其质量浓度

Fig. 5　Structure and mass concentrations of Schiff bases formed 

by 5 aldehydes with lysine residue in BSA
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和 C—N 发生了相互作用，可能通过形成氢键影响

了蛋白质的二级结构［22］。此外，与未修饰的 BSA

相比，醛 -BSA 复合物的酰胺带吸收强度明显减

弱，这直接证明了醛类共价修饰对 BSA 二级结构

产生了实质性改变，见图 7（b）［23］。

通过对酰胺 I 带（1 700~1 600 cm-1）的精细解

析［24］，定量评估了不同醛类物质修饰对 BSA 二级

结构组成的影响，见表 2。未修饰 BSA 的二级结

构组成为：α 螺旋占比 7.14%、β 折叠占比 43.95%、

β转角占比 39.51%、无规卷曲占比 9.40%。经过醛类

物质修饰后，所有处理组均表现出 α螺旋结构的完

全消失和 β折叠结构的显著增加（60.31%~86.78%），

而 α螺旋占比的降低有助于 β 折叠和无规卷曲二

级结构的形成［25］。其中，3 种 2-烯醛修饰后的 β 折

叠占比（84.97%~86.78%）明显高于 2 种二烯醛

（60.31%~65.05%），而二烯醛处理组保留了较多的

β 转角结构（26.10%~31.64%）［26］。这些结构变化

表明，醛类修饰使 BSA 的二级结构趋于松散无序，

这与 Ince等［27］的结果相吻合，随着己醛浓度增大，

配体与蛋白质的络合作用引起了 β 转角和 α 螺旋

结构的相应减少。这些变化表明在不饱和醛的存

在下，BSA 的二级结构变得松散无序，更容易暴露

于溶剂中。

值得注意的是，不同醛类物质诱导的结构变

化程度存在明显差异。2-烯醛类物质（（E）-2-戊烯

醛、（E）-2-己烯醛和（E）-2-庚烯醛）诱导 β 折叠增

加更为显著，而二烯醛类物质（（E，E）-2，4-己二烯

醛和（E，E）-2，4-庚二烯醛）则保留了相对较多的

天然构象。这种差异可能与不同醛类分子的反应

活性和修饰位点选择性有关，也反映了醛类分子

结构对其诱导蛋白质构象变化能力的重要影响。

这些结果为研究氧化应激条件下蛋白质结构损伤

的分子机制提供了基础。

2.5　紫外可见吸收光谱分析

紫外可见吸收光谱是一种深入了解蛋白质和其

他化合物之间分子间相互作用的通用方法。37 ℃

反应 6 h 后，BSA、（E）-2-戊烯醛 -BSA、（E）-2-己烯

醛 -BSA、（E）-2-庚烯醛 -BSA、（E，E）-2，4-己二烯

醛 -BSA 以及（E，E）-2，4-庚二烯醛 -BSA 的变化

表 2　5种醛类物质与 BSA 互作后酰胺Ⅰ带二级结构组成占比

Table 2　Composition ratios of the secondary structural elements of amide I bands after interactions of 5 aldehydes with BSA

产物

BSA

（E）-2-戊烯醛-BSA

（E）-2-己烯醛-BSA

（E）-2-庚烯醛-BSA

（E，E）-2，4-己二烯醛-BSA

（E，E）-2，4-庚二烯醛-BSA

β折叠占比/%

43.95±1.24d

86.78±0.43a

86.69±0.21a

84.97±0.48a

60.31±0.70c

65.05±0.46b

无规卷曲占比/%

9.40±0.16a

7.55±0.19b

8.95±0.25a

7.89±0.26b

8.05±0.19b

8.85±0.14a

α螺旋占比/%

7.14±0.25

0

0

0

0

0

β转角占比/%

39.51±0.41a

5.67±0.22e

4.36±0.39f

7.14±0.21d

31.64±0.40b

26.10±0.37c

注：同列不同字母代表组间差异显著（P<0.05）。
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图 7　5种醛类物质分别与 BSA 反应后产物的 FT-IR图

Fig. 7　Fourier transform infrared spectra of the products after 

the reactions of 5 aldehydes with BSA
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见图 8。BSA 溶液的吸收峰在 280 nm 左右，这可

能是芳香氨基酸残基（Trp、Tyr和 Phe）π-π*跃迁的

结果［28］。随着不饱和醛浓度的增大，BSA 的紫外

吸收峰强度随之递增。这些结果表明，5种不饱和

醛均与溶液中的 BSA 发生了相互作用，导致蛋白

质结构展开，使显色性芳香氨基酸残基暴露。

3 种 2-烯醛和 2 种二烯醛与 BSA 反应后，紫外

可见吸收光谱中观察到了轻微的差异。其中，衍

生自（E）-2-戊烯醛、（E）-2-己烯醛和（E）-2-庚烯醛

的 BSA 的紫外可见吸收光谱呈现出相似的特征。

在 280 nm 及 300~350 nm 处观察到 2 个吸收峰的

最大值增加，尽管 300~350 nm 处吸光度的增加

相对较小。这表明 BSA 蛋白质结构中引入了新

的发色团，在 300~350 nm 产生了额外的吸光度。

（E）-2-庚烯醛 -BSA 复合物的吸光度增加程度最

大，其次是（E）-2-己烯醛-BSA，（E）-2-戊烯醛-BSA

最弱。而甲基乙二醛和葡萄糖衍生的 BSA 中具有

类似的紫外可见吸收光谱特征，有研究者推测这

是蛋白质交联的结果，生成了具有 argpyrimidine

和 pentosidine结构的晚期糖基化终末产物［29-30］。

3　结论

作者考察了 DHA 氧化衍生的 2类代表性醛类

物质（2-烯醛和二烯醛）对 BSA 的共价修饰作用及

其结构影响。采用氰基硼氢化钠还原、酸水解结

合 UPLC-MS/MS 分析，在 BSA 的组氨酸残基上检

测到迈克尔加成产物，同时在赖氨酸残基上检测

到迈克尔加成和席夫碱加合物。加合物质量浓度

随醛浓度增加而升高，且二烯醛表现出比 2-烯醛

更高的反应活性。FT-IR 和紫外可见吸收光谱分
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图 8　5种醛类物质分别与 BSA 反应后产物的紫外可见吸收光谱图

Fig. 8　Ultraviolet-visible absorption spectra of the products after the reactions of 5 aldehydes with BSA
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析表明，醛类修饰导致 BSA 的 α 螺旋结构减少、

β 折叠结构增加，二级结构趋于松散无序，并伴有

明显的增色效应及潜在分子交联。通过测定羰基

质量摩尔浓度进一步证实了氧化损伤的累积效

应。上述结果系统揭示了 DHA 氧化产物通过共

价修饰诱导 BSA 构象变化的分子机制。此外，建

立的多技术联合分析策略（UPLC-MS/MS、FT-IR、

DNPH 法）可为复杂体系中蛋白质氧化修饰研究

提供方法学参考，揭示了不饱和醛类介导的蛋白

质氧化是导致富含多不饱和脂肪酸食品品质退化

的重要途径。研究结果表明，通过监测特定加合

物（如组氨酸-二烯醛加合物）或羰基质量摩尔浓

度，可以更加精准地评估食品的氧化程度。此外，

短链烯醛更高的反应活性提示在食品配方设计

中，需特别关注源自短链脂肪酸氧化的危害。

为提升以 BSA 或其他蛋白质为功能成分或载

体的食品体系（如乳化型饮料）的氧化稳定性，建

议采取以下策略：1）控制食品加工与贮藏环境，通

过真空/充氮包装、降低贮存温度等方式抑制脂质

氧化；2）添加天然抗氧化剂，如维生素 E 或多酚类

物质，阻断脂质过氧化链式反应；3）对蛋白质载体

进行预处理，采用糖基化等修饰手段屏蔽易受攻击

的氨基酸残基，或选用氧化稳定性更高的替代蛋

白；4）建立氧化监测体系，以羰基或特定加合物为

指标，实现产品质量控制。综上所述，作者探讨了

蛋白质氧化修饰机制，为优化富含多不饱和脂肪酸

的制剂稳定性提供了切实可行的技术方案。

目前醛类修饰的具体位点尚未进行肽段水平

鉴定，修饰后 BSA 的生物学功能（如结合能力、抗

氧化性）变化也未作评估。后续研究可结合蛋白

质组学技术对修饰位点进行精准解析，并进一步

考察修饰对 BSA 功能特性及体内代谢行为的影

响，为 DHA 制剂中蛋白质载体的合理设计与稳定

性调控进行更全面的分析。
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