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γ射线和电子束辐照对牛血清蛋白结构的影响 
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摘要：为比较 γ射线和电子束对牛血清辐照灭菌后蛋白损伤的差异，将牛血清辐照 0~50 kGy 后，测定蛋白浓度、浊度、疏水性

以及纯化后白蛋白的二级结构、热稳定性和分子量大小的变化。结果表明，牛血清辐照后蛋白浓度下降，浊度和疏水性上升，电子束

辐照的变化幅度低于 γ射线。以 10 kGy剂量为转折点，白蛋白的α螺旋含量先升后降，β折叠含量先降后升，变化范围分别为 0%~15.2%

和 40.6%~52.4%。自由卷曲含量始终呈上升趋势。牛血清辐照后白蛋白组分的 DSC 图出现放热杂峰，出峰时间延长，γ 射线辐照的

峰温随剂量增加（77.4 ℃升至 79.1 ℃）而升高，电子束辐照的趋势相反。照后白蛋白在 GPC 图中出现分布加宽的杂峰。这说明射线

和电子束作用使牛血清同时发生交联和降解反应，破坏白蛋白二级结构，牛血清蛋白分子出现疏水基团外露，浊度增加，以及浓度下

降的现象。常温辐照时电子束与 γ射线效果差异不明显。 
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Abstract: To compare differences in bovine serum protein damage following sterilization by γ rays and electron beam irradiation, bovine 

serum was irradiated with 0~50 kGy and protein concentration, turbidity, and hydrophobicity were determined. The secondary structure and 

thermal stability of the albumin purified from this bovine serum were analyzed. The results showed that the protein concentration decreased, and 

the turbidity and hydrophobicity increased. And the changes induced by electron beam irradiation were smaller than those induced by γ rays. At 

the threshold dosage of 10 kGy, the α-helical content of albumin had increased and thereafter decreased, and β-fold content first decreased and 

thereafter increased, with ranges of change of 0~15.2% and 40.6~52.4%, respectively. The content of random coils always showed an increasing 

trend. After irradiation, the DSC plot of the albumin fraction from the bovine serum showed an exothermic peak with a prolonged time, and the 

peak temperature increased with increased dose (77.4 ℃ to 79.1 ℃); electron beam irradiation showed the opposite trend. In the GPC plot, the 

miscellaneous albumin peaks exhibited widening after irradiation. This shows that the interaction between the radiation and the electron beam 

causes crosslinking reactions and degradation of bovine serum, which disrupts the secondary structure of albumin and exposes the hydrophobic 

groups of bovine serum albumin to the exterior, increasing turbidity and decreasing concentration. No significant difference between the electron 

beam and γ rays was found at normal temperatures. 
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牛血清是牛血浆去除纤维蛋白后形成的一种复杂

混合物，其中含有各种血浆蛋白、多肽、生长因子与

激素等，在体外细胞培养过程中起到转脂/铁、解毒、

生物起始信号、抑制蛋白酶消化和促进细胞贴壁的作

用，是细胞培养基的重要成分[1]。随着现代生物制药

技术的快速发展，细胞培养基作为细胞生长的物质基

础，被广泛应用于细胞生物学和医学研究的各个领域，

牛血清的需求量逐年递增。据统计 2004 年全球利用细

胞培养技术生产的药物销售额 260.51 亿美元，占生物

技术药物销售总额的 68.72%。高质量的牛血清产品有

良好的市场前景。 
为排除牛血清原料中潜在的病源物威胁，我国在

2010 年版《中华人民共和国药典》中要求采用牛肾原

代细胞培养法判别牛腹泻病毒，但是进一步的荧光抗

体法检测病毒时，为试剂盒难以配备到相应病毒株[2]。

美国联邦管理法规第 9 号文件规定采用直接或间接免

疫荧光染色法对胎牛血清外源病毒检测，包括 20 种病

毒进行连传三代的中和抗体检测程序，并最终以

56 ℃、30 min 灭活或-40 ℃ γ射线照射 25~35 kGy，
该项技术没有大规模商业化应用。目前对辐照牛血清

蛋白活性的破坏机制探索，以及病毒灭活的同时避免

牛血清活性成分损伤的解决方法鲜见报道[3]。 
蛋白质处于不同的微环境下，其构象和活性发生

相应的变化。目前国内外在牛血清蛋白与药物成分以

及缓冲液离子间相互作用方面开展了大量的研究[4~8]，

采用荧光光谱技术、圆二色谱、紫外光谱、电子顺磁

光谱、等温滴定微量热和排阻色谱技术研究 pH 值[9]、

Cu（Ⅱ）、镍（Ⅱ）[10]、氧化锌量子点[11]、盐酸麻黄

碱、盐酸伪麻黄碱[12]等物质与牛血清蛋白的相互作用

过程中的蛋白内源荧光猝灭、紫外吸收、圆二色谱峰

位及吸收强度与二级与三级结构变化的相关性。关于

白蛋白与 γ球蛋白分子间的迁移和聚集性[13]也有部分

研究。有报道采用 SDS-PAGE 法[14,15]和醋酸纤维膜电

泳法[16]对血清中蛋白组分进行分析和鉴定，关于辐照

对牛血清特性和结构的影响报道鲜见。 
不同剂量率辐照在晶体管材料[17]、吸水树脂[18]、

牛肉蛋白组分[19]都有不同的损伤效应，本项目以液体

牛血清为对象，对比经 γ射线和加速器两种不同射线

分别辐照 0~50 kGy 后，蛋白的结构和特性变化，为

抑制牛血清辐照灭菌时蛋白损伤提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验试剂与仪器 

新生牛血清，浙江天杭生物科技有限公司；牛血

清白蛋白，国药集团化学试剂有限公司；蛋白标样

（MBP-β-半乳糖苷酶，分子量 175 ku；MBP-截短型-β-
半乳糖苷酶，分子量 80 ku；MBP-CBD，分子量 58 ku；
CBD-Mxe intein-2CBD，分子量 46 ku；CBD-Mxe 
intein，分子量 30 ku），Thermo 公司。 

γ射线辐照源：60Co 源（装源量 25.5 万居里）：湖

北省辐照实验中心；高频高压电子加速器(10 MeV~20 
KW)：武汉爱邦高能技术公司；示差扫描量热仪：

DSC200F3，德国 Netzsch 公司；紫外可见分光光度计

（T6 新世纪）：北京普析通用仪器有限责任公司；圆

二色谱（J-810）：日本分光公司；荧光分光光度计

（F93）：上海茸研仪器有限公司；电泳仪（DYY-12）：
北京六一仪器厂。 

1.2  实验设计 

牛血清液体采用 10 mL 离心管分装，每管 8 mL，
共 33 管。辐照处理 10 组：γ射线辐照 10、20、30、
40 和 50 kGy，电子束辐照 10、20、30、40 和 50 kGy，
均以未辐照样品为对照，共 11 个处理，每处理 3 个重

复。辐照在常温下进行，均采用动态辐照的方式，照

后立即取样进行检测，其余样品冻藏。采用硫酸亚铁

剂量计跟踪的剂量结果为：γ射线辐照组：9.80、19.65、
29.50、39.75和49.40 kGy，平均剂量率约为60 Gy/min。
电子束辐照组：9.90、19.80、29.70、39.60 和 49.50 kGy，
剂量率为 300 kGy/min。 

1.3  照后样品的处理 

取照后牛血清加入等体积磷酸缓冲液稀释后，再

滴加饱和硫酸铵进行盐析，低温离心取上清液，经透

析 24 h 后得到白蛋白部分，将其冷冻干燥后，待测

CD、DSC 和 GPC。蛋白浓度和电泳取照后牛血清离

心后的上清液测定。浊度和疏水性直接取样检测。 

1.4  指标检测方法 

蛋白浓度：按照考马斯亮蓝法（Bradford 法）在

595nm处测吸光值，根据回归方程Y=0.6286X-0.0034，
R2=0.9958 计算蛋白浓度，其中 X 为吸光值，Y 为蛋

白浓度。 
蛋白浊度：参照廖涛[20]的方法进行，在 280 nm

处测定紫外吸光值，作为浊度值。 
蛋白疏水性：参照廖涛[20]的方法进行，取 2 mL

样品溶液，加入 15 µL 8-苯氨基-1-奈磺酸（ANS），在

激发波长 385 nm 处扫描范围 420~550 nm 溶液的荧光

强度，以荧光强度对应扫描波长做曲线。 
蛋白组分：SDS-PAGE 电泳法参照廖涛等[20]操作
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进行； 
蛋白热稳定性：精确称量粉末样品 5 mg，水 10 

mg，装入铝坩埚，压封盖。于常温下平衡过夜。以空

铝坩埚为对照。温度程序为：20 ℃升温至 90 ℃，升

温速度 5 ℃/min；恒温 2 min；90 ℃降温至 20 ℃，降

温速度 5 ℃/min,恒温 2 min；20 ℃结束。 
二级结构：圆二色谱法[21]，精确称量白蛋白粉末，

用双蒸水配制成 0.25 mg/mL 的溶液，以双蒸水为空白

对照。采用 Spectra manager 程序检测，扫描波长

190~260 nm，数据进行 1 次采集，采集频率 200 
nm/min。 

相对分子量：凝胶渗透色谱法，参考文献[22]的方

法进行。 

1.5  数据统计分析 

蛋白浓度、浊度及疏水性取三次平均值。二级结构

含量采用 CD 色谱自带分析软件进行数据分析后，取

平均值。DSC 和 GPC 多次重复测定，取重现性好的

谱图进行数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1   γ 射线和电子束辐照对牛血清蛋白浓度

和浊度的影响 

辐照后牛血清的蛋白浓度和浊度测定结果见表

1。与对照相比，经 γ射线或电子束辐照 10 kGy 剂量

的牛血清蛋白浓度均有较大幅度下降，增大剂量后蛋

白浓度的下降趋势变缓。两种辐照方式相比，剂量低

于 30 kGy 时，电子束辐照的牛血清蛋白浓度高于 γ
射线辐照的，剂量高于 30 kGy 时，γ射线辐照的牛血

清蛋白浓度高于电子束辐照。 
与对照相比，经 γ射线或电子束辐照后牛血清蛋

白的浊度升高，并且随剂量的增加而增加；两种辐照

方式相比，γ 射线辐照的牛血清蛋白浊度始终大于电

子束的。 
牛血清辐照后浓度下降，浊度增加，推测与蛋白

辐照交联，进而导致溶解度下降有关。由于外界因素，

蛋白会发生聚集、浊度升高与沉淀的现象。徐幸莲等
[23]研究兔骨骼肌肌球蛋白时发现，增加蛋白浓度时肌

球蛋白聚集，溶液浊度升高，此时蛋白质的浓度与浊

度呈正相关变化，进一步增加浓度时，蛋白质浊度达

到峰值，但蛋白的浓度下降。耿胜荣等[22,24]在研究中

发现，固体明胶辐照后，剂量超过 17.2 kGy 出现不溶

物，溶液态明胶蛋白辐照后溶解度下降，不溶物较多，

同时浓度下降。可以发现，无论有无水分存在，蛋白

辐照后的分解和交联反应均会发生，导致浓度下降，

浊度升高。 
由此可见，牛血清辐照后蛋白浓度下降，浊度上

升。电子束辐照的变化幅度低于 γ射线。 
表1 两种辐照方式下牛血清蛋白浓度和浊度的变化 

Table 1 Changes in bovine serum protein concentration and turbidity between the two irradiation types 

Dose/(kGy) 
Concentration(A595) Turbidity(A280) 

γ-ray electron beam γ-ray electron beam 

0 2.37±0.00 2.37±0.00 3.71±0.00 3.71±0.00 

10 2.21±0.00 2.24±0.00 3.89±0.01 3.52±0.00 

20 2.23±0.00 2.27±0.00 3.92±0.00 3.85±0.00 

30 2.25±0.00 2.25±0.01 3.81±0.01 3.99±0.00 

40 2.23±0.01 2.20±0.01 4.00±0.00 3.82±0.00 
50 2.22±0.00 2.14±0.00 4.03±0.01 3.97±0.01 

2.2  γ 射线和电子束辐照对牛血清蛋白疏水性

的影响 

牛血清辐照后蛋白的疏水性随剂量的增加逐渐上

升，当剂量大于 10 kGy 时和剂量大于 40 kGy 时，增

加幅度更明显（见图 1aγ射线和图 1b 加速器）。两种

辐照方式相比，电子束辐照牛血清的蛋白疏水性大于

γ射线的，尤其是当剂量大于 10 kGy 后更明显。 
疏水基的相互作用是维持蛋白质三级结构的重

要作用力，疏水键是疏水侧链为避开水相而群集在一

起的一种相互作用力。牛血清辐照后疏水性提高，说

明蛋白分子表面暴露大量的疏水基团，亲水基团在分

子表面分布减少，蛋白的三级结构被破坏，这与蛋白

浊度增加趋势一致。顾可飞和高美须[25]的研究表明，

虾致敏蛋白的疏水性随剂量增加而增加，本研究与报

道结果相似。蛋白辐照后，随着辐照剂量的增加，疏

水性的增加会逐渐过渡至蛋白的溶解性下降，最终出

现不溶于水的成分。 
综上可见，牛血清辐照后蛋白的疏水性随剂量的
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增加而升高，当剂量大于 10 kGy 时，电子束辐照的牛

血清其蛋白疏水性升高幅度大于 γ射线辐照的。 

 

 
图1 两种辐照方式对牛血清蛋白疏水性的影响 

Fig.1 Effect of the two irradiation types on bovine serum 

hydrophobicity 

2.3  牛血清经 γ射线和电子束辐照后白蛋白组

分的热稳定性变化 

牛血清辐照后，经盐析、透析和冻干处理，获得

白蛋白粉末。白蛋白粉末与水按 1:2 混合、平衡后的

差示扫描热流图见图 2（图 2a 为 γ 射线辐照，图 2b
为电子束辐照），由于 γ射线照射的牛血清交联程度较

高，提取到的白蛋白有限，30 和 40 kGy 的样品极少，

故无数据，下同。由图 2 可见，随着剂量的增加，降

温凝胶峰变得尖锐，出现小杂峰。推测可能有不溶组

分，凝胶温度不同造成的。 
表 2 列出辐照牛血清中各样品凝胶峰热流参数。

随着辐照剂量的增加，白蛋白溶液降温凝胶的时间延

长，凝胶温度下降，单位质量释放的热焓增加。两种

辐照方式相比，电子束辐照的比 γ射线辐照的出峰时

间短，峰温高，峰热焓高。 
在前期的明胶辐照中发现，明胶凝胶温度下降，

熔化温度升高，这与本研究部分相似。凝胶温度下降，

主要由于可溶部分蛋白含量减少造成，这与本研究蛋

白浓度下降、浊度升高及疏水性升高的结果完全吻合。 
综上可见，牛血清辐照后白蛋白分子发生了交

联，形成了凝胶杂峰，大分子导致在较高的温度下可

以凝胶，但凝胶时间延长。 

 

 
图2 γ射线和电子束辐照后牛血清中白蛋白组分热稳定性变化 

Fig.2 Change in thermal stability of the bovine serum albumin 

component after γ ray or electron beam irradiation 

表2 不同辐照处理牛血清纯化后白蛋白DSC参数分析 

Table 2 DSC parameter analysis of BSA purified from bovine serum after different irradiation treatments 

Treat Peak time/min Peak temperature/℃ Heat flow/(mV/mg) 

γ-ray10 kGy 16.60 77.60 -0.43 

γ-ray 20 kGy 17.20 74.50 -0.44 

γ-ray 50 kGy 18.60 77.90 -0.42 

Electron beam10 kGy 16.30 79.10 -0.43 

Electron beam 20 kGy 16.50 78.00 -0.44 

Electron beam 30 kGy 17.10 75.20 -0.48 

Electron beam 40 kGy 17.40 73.80 -0.45 
Electron beam 50 kGy 17.40 73.60 -0.47 
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2.4  牛血清经 γ射线和电子束辐照后白蛋白组

分的二级结构 

从辐照牛血清中纯化和冻干得到白蛋白粉末，配

制0.25 mg/mL溶液进行圆二色谱扫描，结果见图3（图

3a 为 γ射线辐照，b 为电子束辐照）。BSA 溶液的 CD
光谱在靠近 192 nm 有一个强烈的正谱带，210 nm 和

222 nm 处的两个负特征肩峰谱带，表明 BSA 溶液含

有 α螺旋结构。这与陆锡锋等[26]的研究相同。随着辐

照剂量的增加，α 螺旋结构特征的峰型和正谱带均变

弱，振幅变小。 
表3列出各辐照处理样品白蛋白二级结构相对百

分含量。对照的 α 螺旋、β 折叠、β 转角和无规卷曲

四种结构分别为 14.6%、47.4%、3.6%和 34.3%。前三

种的含量和为 65.6%。随着辐照剂量的增加，两种辐

照方式的处理均呈现相同的趋势：α 螺旋结构含量先

增加，后大幅减少；β 折叠结构含量先减少，后明显

增加；β 转角结构含量呈增加的趋势，而无规卷曲的

结构含量逐渐增加。前三种结构的和在辐照剂量低于

30 kGy 时变化不大，高于此值以后明显降低。 
这说明，在小剂量辐照时（10 kGy），β折叠转变

为 α 螺旋结构、β 转角和少量的无规卷曲，但有序结

构总量和自由卷曲含量均基本不变；当剂量进一步增

加时（约 20 kGy），大量的 α 螺旋转变为 β 折叠、β

转角和无规卷曲，有序结构总量下降，相反无规卷曲

含量升高。 

 

 
图3 γ射线和电子束辐照后牛血清中白蛋白组分的圆二色谱变

化 

Fig.3 Change in circular dichroism in the bovine serum 

albumin component after γ ray or electron beam irradiation 

 

表3 不同辐照处理牛血清纯化后白蛋白二级结构的含量 

Table 3 Secondary structure content of BSA purified from bovine serum after different irradiation treatments 
Treat α-helix/% β-sheet/% β-angle/% h+b+t/% Random coil/% 
0 kGy 14.60 47.40 3.60 65.60 34.30 

γ-ray 10 kGy 19.70 40.60 5.10 65.40 34.50 

γ-ray 20 kGy 17.10 43.70 4.90 65.70 34.30 

γ-ray 50 kGy 4.50 48.20 5.60 58.30 41.70 

electron beam 10 kGy 15.20 45.60 4.40 65.20 34.80 

electron beam 20 kGy 9.70 48.50 4.20 62.40 37.60 

electron beam 30 kGy 1.70 52.40 3.40 57.50 42.50 

electron beam 40 kGy 0.40 52.20 3.70 56.30 43.70 

electron beam 50 kGy 0.00 51.40 4.70 56.10 43.80 

2.5  牛血清经 γ射线和电子束辐照后分子量变

化 

牛血清经辐照 30 kGy 后、纯化所获得白蛋白组

分的凝胶渗透色谱图如下图 4，以未辐照的为对照。

未辐照牛血清呈现 1 个峰（小峰为溶剂峰），峰型窄而

尖锐，出峰时间为 30~35 min 之间，响应值 20806 mV，

分散度 1.21302，数均分子量 Mn、重均分子量 Mw 和

粘均分子量 Mp 分别为 20、24 和 20 ku；经 γ射线辐

照后，白蛋白包含 4 个未完全分开的组分，出峰时间

提前至 25 min，响应值分别为 86573、15721 和 843 
mV，分散度为 1.600315，Mn、Mw 和 Mp 分别为 14、
23 和 15 ku；经电子束辐照后，白蛋白包含 3 个未完

全分开的组分，出峰时间提前至 25 min，响应值分别

为 144027、12536 和 636 mV，分散度为 1.343124，



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.12 

216 

Mn、Mw 和 Mp 分别为 160、215 和 144 ku。 
可见，牛血清辐照后白蛋白同时发生分解和交联

反应，形成分散度大的大分子和小分子混合物，在凝

胶渗透色谱图中表现为出峰时间早和延迟的现象，形

成连峰。 

 

 

 
图4 不同辐照处理牛血清纯化后白蛋白GPC图谱 

Fig.4 GPC chromatograms of BSA purified from bovine serum 

after different irradiation treatments 

3  结论 

牛血清辐照后蛋白的结构和特性的改变如下： 
3.1  未辐照牛血清的蛋白浓度和浊度分别为

2.366±0.004 mg/mL 和 3.710±0.003 A280，辐照后蛋白

浓度下降，浊度上升。电子束辐照的变化幅度低于 γ
射线。 
3.2  牛血清辐照后蛋白的疏水性随剂量的增加而升

高，当剂量大于 10 kGy 时，电子束辐照的牛血清其蛋

白疏水性升高幅度大于 γ射线辐照的。 

3.3  牛血清辐照后白蛋白分子发生了交联，热流图中

出现凝胶杂峰，凝胶温度升高，但凝胶时间延长，说

明组分不均匀性；由于同时发生分解反应，形成分散

度大的大分子和小分子系列混合物，在凝胶渗透色谱

图中出峰时间提前，且有延迟峰。 
3.4  未辐照牛血清的 α螺旋结构、β折叠、β转角和

无规卷曲的含量分别为 14.6%、47.4%、3.6%和 34.3%。

白蛋白在小剂量辐照时（10 kGy），β折叠可转变为三

种结构：α螺旋结构、β转角和少量的无规卷曲，但 α
螺旋结构、β 折叠和 β 转角的总量基本不变；当剂量

进一步增加时（约 20 kGy），大量的 α螺旋转变为 β
折叠、β转角和无规卷曲，无规卷曲含量升高。 
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