
书书书

基金项目：国家自然科学基金资助项目（编号：３１２０１３８１，３１３０１５０５）

作者简介：何健（１９９１—），男，江南大学在读硕士研究生。

Ｅｍａｉｌ：Ａｄｒｉａｎ＿ＨＪ＠１６３．ｃｏｍ

通讯作者：王韧

收稿日期：２０１５－１０－０７

第３２卷第１期

２０１６年１月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．１

Ｊａｎ．２０１６

犇犗犐：１０．１３６５２／犼．犻狊狊狀．１００３－５７８８．２０１６．０１．００１

不同修饰程度对蜡质玉米淀粉理化性质和

消化特性的影响
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摘要：利用淀粉蔗糖酶（ＡＳ）的转糖基活力修饰蜡质玉米淀

粉（ＷＣＳ），探索不同修饰程度对其理化性质和消化特性的影

响。结果表明：在给定的反应条件下，酶反应进程可用对数

函数进行模拟；与 Ａ型的原淀粉相比，改性 ＷＣＳ的结构更

为致密，且呈现出Ｂ型结晶特性；改性前后淀粉的支链长度

分布变化显著，随着转糖基率（犜犚）的增加，ＦｒＩ（聚合度

（犇犘）＞３０）组分所占比例显著增加，ＦｒＩＩＩ（犇犘＜１３）组分所

占比例显著减小；与原淀粉（抗性淀粉（ＲＳ）含量＝０．８％）相

比，改性 ＷＣＳ的 ＲＳ含量明显提高（５３．１％≤ＲＳ含量≤

７３．６％），随着犜犚的增加，改性 ＷＣＳ的ＲＳ含量呈现先增加

后缓慢降低的趋势，在 犜犚＝８８％时，ＲＳ含量达到最高

（７３．６％）。
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淀粉蔗糖酶（ａｍｙｌｏｓｕｃｒａｓｅ，ＡＳ）是一种葡萄糖基转移

酶，隶属于糖苷水解酶１３家族，它最大的特点是不需要外加

糖基供体，仅依靠蔗糖糖苷键断裂的能量就可以形成一个新

的α１．４糖苷键
［１－２］。根据反应体系中是否存在糖基受体，

ＡＳ的催化途径可以分为两种：① 当反应体系中仅存在蔗糖

底物时，ＡＳ将蔗糖水解成游离的葡萄糖和果糖，并以葡萄糖

为初始受体发生转糖基反应，生成不同链长的直链α１，４葡

聚糖［１］；② 当反应体系中同时存在蔗糖底物和受体时，ＡＳ

则直接将蔗糖的葡糖基转接到受体分子的非还原性末端，进

行支链延长修饰，同时生成果糖［３］。ＡＳ对受体的选择具有

特异性，只有通过α１，４糖苷键，或者α１，４糖苷键和α１，

６糖苷键连接的α葡聚糖，才能作为它的有效受体
［４］。目前，

关于ＡＳ应用的研究主要集中在抗性淀粉（ＲＳ）或慢消化淀

粉的制备方面［５－７］，但是关于 ＡＳ不同修饰程度对支链淀粉

理化性质、分子结构以及消化特性的影响，目前尚未见报道。

本研究拟以蜡质玉米淀粉（ＷＣＳ）为受体，利用 ＡＳ的转

糖基活力制备出不同程度支链延长修饰的改性 ＷＣＳ，并对

其理化性质、分子结构和消化特性进行分析表征，以期为合

理利用ＡＳ修饰支链淀粉提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

蜡质玉米淀粉：国民淀粉化学（上海）有限公司；

１



蔗糖、果糖、麦芽五糖和麦芽七糖：美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ

公司；

普鲁兰多糖标准品：日本昭和电工科学仪器有限公司；

异淀粉酶、ＲＳ测定试剂盒：爱尔兰 Ｍｅｇａｚｙｍｅ公司；

三（羟甲基）氨基甲烷、盐酸、３，５二硝基水杨酸：分析

纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

高效液相色谱仪：１２６０系列，配备示差检测器，美国安

捷伦科技有限公司；

色谱柱：ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋＳＢ（８０４、８０２．５）ＨＱ，日本昭和

电工科学仪器有限公司；

Ｘ射线衍射仪：Ｄ８型，德国ＢＲＵＫＥＲＡＸＳＧＭＢＨ有限

公司；

水浴恒温振荡器：ＳＨＺＢ型，上海博讯实业有限公司医

疗设备厂；

扫描电子显微镜：Ｑｕａｎｔａ２００型，荷兰ＦＥＩ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　ＡＳ的制备及酶活测定　ＡＳ的基因克隆、表达、分离

和纯化参照文献［２］。酶活的测定在振荡速率为１２０ｒ／ｍｉｎ

的３５℃的水浴摇床中进行，蔗糖底物浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ，

ＷＣＳ浓度为１ｍｇ／ｍＬ，反应时间１０ｍｉｎ，以０．０５ｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ（ｐＨ７．０）作为缓冲溶液。１个酶活单位（Ｕ）被定

义为：在此反应条件下每分钟释放１μｍｏｌ的果糖
［５］。果糖

的测定采用３，５二硝基水杨酸法（ＤＮＳ法）
［８］。酶液蛋白质

浓度测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法，以牛血清蛋白作为标准物。

１．２．２　转糖基率的测定　转糖基率被定义为转接到原淀粉

上的葡萄糖基的质量与原淀粉质量的百分比，根据 ＡＳ反应

原理，可通过ＤＮＳ法测定反应体系中释放出的果糖的量来

计算转糖基率，见式（１）。

犜犚 ＝
１６２×犿犳
１８０×犿狊

×１００％ （１）

式中：

犜犚———转糖基率，％；

犿犳———果糖质量，ｇ；

犿狊———初始淀粉质量，ｇ。

１．２．３　改性 ＷＣＳ的制备

（１）酶反应进程的数学模拟：改性反应在酶反应器中进

行，反应前淀粉（０．１％，犿／犞）在常压下煮沸１ｈ进行糊化预

处理，反应温度３５℃，蔗糖浓度０．０２ｍｏｌ／Ｌ，酶活２８０Ｕ／Ｌ。

在不同反应时间下取样，煮沸灭酶后测定转糖基率，以反应

时间为横坐标（犡），转糖基率为纵坐标（犢），利用软件Ｏｒｉｇｉｎ

８．０中的对数函数模型对酶反应进程进行非线性拟合，得到

回归方程。

（２）不同程度支链延长修饰改性 ＷＣＳ的制备：对淀粉

大分子进行支链延长修饰会导致其沉淀析出，针对这种现

象，本研究在反应体系出现沉淀前后共选取了４个不同的目

标转糖基率（５０％，９０％，１３０％，１７０％），并利用上述回归方

程计算出理论反应时间犜狋，从而精确控制酶反应制备出不

同支链延长修饰程度的改性淀粉。反应结束后，加热煮沸

１０ｍｉｎ灭酶，随后将其置于４ ℃冰箱中过夜，通过离心

（１００００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）、洗涤、冻干、研磨、过筛（２００目）后得

到改性淀粉样品。对照样的制备是将淀粉（０．１％）在常压下

煮沸１ｈ糊化后，置于４℃冰箱中过夜，冷冻干燥。

１．２．４　淀粉颗粒形态表征　淀粉的颗粒形态采用扫描电子

显微镜表征，将研磨过筛后的样品粘于薄层双面胶上，真空

喷涂铂金，在电压为５ｋＶ的电子束中观察样品，拍摄具有代

表性的淀粉颗粒形态照片。

１．２．５　淀粉结晶特性分析　淀粉的结晶特性采用Ｘ射线衍

射仪测定。将淀粉样品置于相对湿度１００％的干燥器中平衡

１８ｈ，随后将样品压入带有凹槽的玻璃片中，并保证淀粉样

与玻璃片保持水平［５］。Ｘ射线衍射测试条件：衍射角２θ＝

４ｏ～４０
ｏ；步长：０．０２ｏ；扫描速度：２ｏ／ｍｉｎ；靶型：Ｃｕ／Ｋα；管压：

４０ｋＶ。

１．２．６　淀粉支链长度分布测定

（１）样品预处理：精确称取改性 ＷＣＳ５０ｍｇ于２５ｍＬ

具塞玻璃瓶中，加１ｍＬ超纯水润湿后，再加入９ｍＬＤＭＳＯ

和十字形磁力搅拌子，盖塞后置于沸水浴中加热（同时磁力

搅拌）１ｈ，随后在室温条件下搅拌过夜。精确量取１ｍＬ的

上述溶液于１５ｍＬ的Ｆａｌｃｏｎ离心管中，加入６ｍＬ无水乙

醇，混匀后离心（４５００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，弃去上清后将离心管

放在通风橱中沥干，加入９ｍＬ煮沸的超纯水，并置于沸水浴

中加热１０ｍｉｎ；将离心管转入５０℃的恒温水浴锅中，待温度

稳定后加入１ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠缓冲液（ｐＨ３．５），混匀

后立即加入２μＬ异淀粉酶（１０００Ｕ／ｍＬ）进行脱支，反应

４８ｈ后沸水浴加热终止反应，过０．２２μｍ水系滤膜后趁热

进样。

（２）高效体积排阻色谱（ＨＰＳＥＣ）：采用ＨＰＳＥＣ对脱支后

的淀粉支链长度分布进行表征，色谱柱为ＳｈｏｄｅｘＳＢ８０４ＨＱ

和ＳＢ８０２．５ＨＱ串联并配备ＳｈｏｄｅｘＳＢＧ保护柱，柱温为

５０℃，检 测 器 温 度 为 ３０ ℃，流 动 相 为 超 纯 水，流 速 为

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为２０μＬ。以麦芽五糖、麦芽七糖以及不

同分子量的普鲁兰多糖（Ｐ５、Ｐ１０、Ｐ２０和Ｐ５０）作为标样，标

样进样浓度为１ｍｇ／ｍＬ。所得示差信号归一化处理后，不同

链段ＦｒＩ（聚合度（犇犘）＞３０）、ＦｒＩＩ（１３＜犇犘＜３０）、ＦｒＩＩＩ

（犇犘＜１３）所占比例通过峰面积累计积分计算获得
［９－１０］。

１．２．７　ＲＳ含量测定　采用ＲＳ测定试剂盒。

２　结果与讨论
２．１　不同程度支链延长修饰改性 ＷＣＳ的制备

改性反应进程中转糖基率随反应时间的变化见图１。采

用对数函数模型对其进行拟合，回归方程为犢＝３８．８７ｌｎ犡＋

１０１．４４，校正系数犚２＝０．９８７，表明该回归方程能很好的模

拟ＡＳ对 ＷＣＳ的改性反应进程。反应过程中可以观测到：

在反应进行４８ｍｉｎ后，反应体系开始浑浊并慢慢有沉淀生

成。在此基础上，本研究在沉淀出现前后共选取了４个不同

的目标转糖基率（５０％，９０％，１３０％，１７０％）作为反应终点，

来制备不同程度支链延长修饰的改性 ＷＣＳ。表１给出了制

备这些样品的理论反应时间及其实测转糖基率值，由表１可

知：制备不同程度支链延长修饰改性 ＷＣＳ（５０％，９０％，

１３０％，１７０％）所需的理论反应时间犜狋分别为１６，４５，１２５，

３５０ｍｉｎ；改性淀粉的实测转糖基率值均与目标值非常接近，

进一步证实上述回归方程能够很好地模拟酶反应进程。

２

基础研究 　 ２０１６年第１期



图１　酶反应进程的数学模拟

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆ

ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

２．２　淀粉颗粒形态

如图２所示，ＷＣＳ的原淀粉颗粒呈现出不规则多边形或

球状，表面较为光滑，粒径大小在５～２５μｍ，这与 Ｈｉｚｕｋｕｒｉ
［９］

表１　制备改性 ＷＣＳ的理论反应时间及实测转糖基率值

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｆｏｒｐｒｅｐａｒｉｎｇｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｗａｘｙｃｏｒｎｓｔａｒｃｈａｎｄｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｏｆｔｒａｎｓｇｌｙ

ｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｒａｔｅ（狀＝３）

目标转糖基率／％ 理论反应时／ｍｉｎ 实测犜犚／％

５０ １６ ５２±１

９０ ４５ ８８±１

１３０ １２５ １３０±２

１７０ ３５０ １６８±３

和杨留枝等［１１］报道的结果相一致。对照样呈现无颗粒片状

形态，这是糊化淀粉冷冻干燥后的典型形态。改性淀粉颗粒

呈现出大小形状不规则、堆积致密的块状结构，这与Ｚｉｅｂａ

等［１２］报道的回生淀粉颗粒形态相似。Ｋｉｍ等
［６］在研究 ＡＳ

修饰改性大米、大麦淀粉时，也报道了类似的颗粒形态变化。

图２　原淀粉及改性淀粉扫描电镜图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｈｅｎａｔｉｖｅａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｘｙｃｏｒｎｓｔａｒｃｈｅｓ

２．３　淀粉颗粒晶体结构

由Ｘ射线衍射图谱（图３）可知，原淀粉呈现出典型的 Ａ

型结晶特征，对照样的曲线中只有弥散特征而无衍射特征，

改性 ＷＣＳ则呈现出典型的Ｂ型结构特征，这与Ｒｙｕ等
［５］报

道的结果相一致。Ｈｉｚｕｋｕｒｉ等
［９］在研究支链淀粉结晶类型

与淀粉链长关联时发现，Ａ 型淀粉链长较短，且短链（６＜

犇犘＜１２）部分所占比例较大，而Ｂ型淀粉相反。Ｃａｉ等
［１３］认

为淀粉在高浓度、高温、短链条件下易形成Ａ型结晶结构，而

在低浓度、低温、长链条件下易形成Ｂ型结晶结构。在本研

究中，对照样经过热处理后失去淀粉原有的结晶结构，但由

于 ＷＣＳ分子中含有较多的短链，阻碍了淀粉分子在低温环

境下通过回生形成结晶，因此谱图中无衍射特征；而在改性

ＷＣＳ样品中，由于ＡＳ的修饰改性使得淀粉的支链得到显著

延长，降低了短链所占比例，从而促进了淀粉分子的中长链

两两缔合形成稳定的双螺旋结构，并通过氢键堆积最终形成

Ｂ型结晶结构；此外，从图３中还可以发现，与犜犚＝５２％和

８８％的改性淀粉相比，犜犚＝１３０％和１６８％的两个样品的衍

射峰明显要低，表明这两个改性淀粉样品具有较低的结

晶度。

２．４　支链链长分布

由图４可知，原淀粉与对照样的支链链长分布无明显差

异，均在犇犘１４出现主峰。当犜犚≤８８％时，改性 ＷＣＳ支链

３
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链长呈正态分布，而且随着犜犚的增加，主峰向左平移（犇犘＝

２６，３２），表明 ＷＣＳ的支链被ＡＳ显著延长；当犜犚＞８８％时，

改性 ＷＣＳ支链链长分布图谱中的主峰不再移动，均出现在

图３　原淀粉和改性淀粉的Ｘ射线衍射图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｔｈｅｎａｔｉｖｅａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｗａｘｙｃｏｒｎｓｔａｒｃｈｅｓ

犇犘３６处，但在主峰左侧逐渐形成副峰，尤其是在 犜犚＝

１６８％时，在链长为犇犘１２２处出现一个较大的副峰。结合样

品制备过程中的沉淀现象，可以推测：当犜犚≤８８％时，淀粉

分子处于较好的溶解状态，ＡＳ对 ＷＣＳ的每个支链都进行了

延长，因此在图４中表现为主峰逐渐向左平移；而当犜犚＞

８８％时，由于反应体系中逐渐形成淀粉沉淀，ＡＳ的反应活性

位点急剧减少，导致ＡＳ仅能够对暴露在沉淀表面的少数非

还原性末端进行延长修饰，从而产生一部分的超长链，在图４

中表现为主峰位置不变，而副峰逐渐形成。

　　通过对图４不同链段部分所占面积进行积分计算可得

表２。由表２可知：在酶改性反应初始阶段（犜犚≤５２％），

ＦｒＩＩＩ链段含量由原淀粉中的２４．６％迅速降低至２．１％，ＦｒＩ

和ＦｒＩＩ链段分别由２６．１％，４９．３％增加至４２．５％，５５．３％。

随着酶改性反应的进行，ＦｒＩＩ链段含量逐渐下降，ＦｒＩ链段

仍持续增加。综上所述，ＡＳ对 ＷＣＳ的修饰改性，在整体上

延长了淀粉的每一个非还原性末端，增加了长链的比例，从

而对淀粉的理化性质和消化特性产生影响。

图４　改性淀粉分子支链长度分布图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＨＰＳＥＣｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔｈｅｄｅｂｒａｎｃｈｅｄｗａｘｙｃｏｒｎｓｔａｒｃｈｅｓ

４
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表２　淀粉不同链段所占比例

Ｔａｂｌｅ２　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅａｒｅａｏｆＦｒＩ，ＦｒＩＩａｎｄＦｒＩＩＩｉｎＨＰＳＥＣ

ｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔｈｅｄｅｂｒａｎｃｈｅｄｓｔａｒｃｈｅｓ ％

淀粉样品
ＦｒＩ

（犇犘＞３０）

ＦｒＩＩ

（１３＜犇犘＜３０）

ＦｒＩＩＩ

（犇犘＜１３）

犇犘狑

（重均聚合度）

原淀粉 ２６．１ ４９．３ ２４．６ ２５．５

对照样 ２６．５ ４９．４ ２４．１ ２６．０

犜犚＝５２％ ４２．５ ５５．３ ２．１ ３１．７

犜犚＝８８％ ６１．５ ３７．５ １．０ ３８．７

犜犚＝１３０％ ７５．０ ２４．６ ０．５ ４６．１

犜犚＝１６８％ ７７．６ ２１．６ ０．８ ５３．３

２．５　抗性淀粉含量

目前，ＲＳ含量的测定方法主要是体外消化法，具体包

括：ＭｃＣｌｅａｒｌｙ法、Ｅｎｇｌｙｓｔ法、Ｇｏｎｉ法和Ｃｈａｍｐｉｏｎ法等。本

研究使用的ＲＳ测定试剂盒是遵照 ＭｃＣｌｅａｒｌｙ法设计的。由

表３可知，与原淀粉相比（ＲＳ含量＝０．８％），改性 ＷＣＳ的

ＲＳ含量明显提高（５３．１％≤ＲＳ含量≤７３．６％），且随着犜犚

的增加，改性 ＷＣＳ的 ＲＳ含量呈现出先增加后缓慢降低的

趋势，在犜犚＝８８％时，ＲＳ含量达到最高（７３．６％）。

表３　原淀粉及改性淀粉中抗性淀粉含量

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔａｒｃｈｆｏｒｔｈｅｎａｔｉｖｅａｎｄ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｘｙｃｏｒｎｓｔａｒｃｈｅｓ（狀＝３）

ＴＲ 原淀粉 对照样 ５２％ ８８％ １３０％ １６８％

ＲＳ含

量／％
０．８±０．０ ０．０ ５３．１±０．４７３．６±２．３６７．１±１．０６１．１±０．７

　　在淀粉的体外消化过程中，猪胰腺α淀粉酶与葡萄糖淀

粉酶协同水解淀粉，其中占主导作用的是猪胰腺α淀粉酶。

Ｃａｓｓｅｔ等
［１４］研究表明，直链淀粉双螺旋具有抗性消化性，是

因为猪胰腺α淀粉酶的结合位点无法容纳直链淀粉形成的

体积大而且强度高的双螺旋片段。在本研究中，改性淀粉的

ＲＳ含量变化应该与淀粉的支链长度分布以及淀粉蔗糖酶的

作用模式相关。推测：在反应体系出现沉淀前（犜犚≤８８％），

ＡＳ对 ＷＣＳ进行支链延长修饰显著提高了长链组分ＦｒＩ所

占比例，从而促进抗酶解的双螺旋结构的形成，提高ＲＳ的含

量；但是当反应体系出现沉淀后（犜犚＞８８％），ＡＳ只能对暴

露在沉淀表面的非还原性末端进行延长修饰，而这部分被延

长修饰的淀粉支链由于相互之间的间距较大，可能无法形成

稳定的双螺旋结构，只是疏松的包覆在淀粉颗粒表面，从而

易被淀粉酶水解，导致ＲＳ含量降低。

３　结论
通过本研究，可以得出以下结论：① 采用对数函数模型

可以较好地模拟ＡＳ酶改性反应进程；② 与原淀粉相比，改

性 ＷＣＳ的颗粒形态和晶体结构都发生了明显的变化；③ ＡＳ

能够显著延长 ＷＣＳ的支链长度，但是在反应体系出现沉淀

前后，其作用模式也不同；④ 改性 ＷＣＳ的ＲＳ含量不仅与淀

粉的支链长度分布有关，而且与淀粉蔗糖酶的作用模式相

关，体系出现沉淀后继续反应不利于ＲＳ含量的提高。
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