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摘要!模拟食品加工条件$构建赖氨酸)还原糖和精氨酸)

赖氨酸)还原糖体系$分析各影响因素在体系发生
(45664J@

反应中产生有害
Z.1<

%晚期糖基化终末产物&的作用$比较

两个体系添加和不添加黄酮条件下对
Z.1<

形成量的影响"

用荧光光谱法%

&

?N

(

&

?3 c!*#

(

%%#83

&测定
Z.1<

的含

量$考察不同因素如还原糖种类!浓度!金属离子!温度!

L

U

和染料木素对有害
Z.1<

形成的影响$以及赖氨酸(精氨酸

并存对
Z.1<

形成量的影响"结果表明#在赖氨酸发生

(45664J@

反应过程中$温度越高!还原糖中核糖$糖浓度越

大!

L

U)>$

$形成的
Z.1<

越多'不同的金属离子对
Z.1<

的

作用各异$

(

9

$d 和
R?

$d 能促进
Z.1<

的形成$

+4

$d 抑制

Z.1<

的形成'抑制剂染料木素浓度越大%

)33C6

(

b

&$

Z.1<

抑制效果越好'赖氨酸(精氨酸混合体系中
Z.1<

形成量主

要由赖氨酸来决定"各影响因素对赖氨酸
(45664J@

反应过

程中产生
Z.1<

均有一定作用$时间是最主要因素$其次是

L

U

和温度'而赖氨酸(精氨酸混合体系中
Z.1<

的形成量取

决于赖氨酸的含量"

关键词!荧光性晚期糖基化终末产物'赖氨酸'美拉德反应'

荧光光谱法
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加工和贮藏过程中所发生的一些化学变化不仅改变了

食品的结构和功能(同时也会产生一些有害物质)美拉德

反应!又称非酶糖基化#对于食品风味+色泽的形成皆具重

要作用%

"

&

$但是非酶糖基化反应也会产生不可逆转的晚期

糖基化终末产物%

$

&

(

Z.1<

是一类物质的总称(目前已发现

$#

多种
Z.1<

(在体内以多种不同的形式存在(包括羧甲基

赖氨酸!

+(b

#+吡 咯 素+戊 糖 素+羧 乙 基 赖 氨 酸!

+1b

#

等%

!T%

&

)

Z.1<

通过在体内蓄积%

&T0

&可以导致一些疾病的

发生(如阿兹海默症+动脉粥样硬化+糖尿病病症+慢性心脏

衰竭等%

*T)

&

)人体试验%

"#

&研究发现(高
Z.1<

膳食与低

Z.1<

膳食相比(能更为严重地损伤
SS

型糖尿病患者的血

管功能)

.C6@P?J

9

等%

""

&研究表明(肉类以及肉类替代品中
Z.1<

的含量平均可以达到
%!Q̀

*

9

$脂肪类食品中
Z.1<

可达到

"##Q̀

*

9

!

"`

+

">00#j"#

T$*

Q

9

#(平均含量最高(碳水化合

物类食品中
Z.1<

仅为
!>%Q̀

*

9

(平均含量最低)房红娟

等%

"$

&研究发现油炸类食品!如麻花+油条等#的
Z.1<

含量

0$



均在
"##Z̀

之上(麻花+油条分别达到!

"W0>!0&g">!!*

#(

!

"##>&&!g">)W"

#

Z̀

)

/C<A;58<Q

M

等%

"!

&研究认为(大约

"#e

的食源性
Z.1<

与体内循环系统和组织中的
Z.1<

有

着密切联系)其中赖氨酸含有两个氨基!伯#(因此由赖氨酸

及蛋白质赖氨酸残基引发的糖基化反应最为普及(广泛引起

食品界关注(所以(构建赖氨酸还原糖体系并研究不同因素

对该体系中荧光性
Z.1<

形成的影响(具有一定的现实

意义)

部分
Z.1<

具有一定的荧光吸收(其荧光强度随着体系

中
Z.1<

浓度的增大而增大%

"%

&

)荧光光谱法!

&

?Nc!%#

#

!*#83

和
&

?3 c%$#

#

%%#83

#可以较为直观地表征
(4562

64J@

反应中荧光性
Z.1<

的总含量)本试验针对还原糖浓

度+金属离子+温度+

L

U

和染料木素等各影响因素(分析各因

素对赖氨酸'还原糖体系中
Z.1<

形成的影响(并确定主要

因素)进而结合实验室前期精氨酸'还原糖试验结果%

"&

&

(

分析赖氨酸'精氨酸'还原糖体系中决定
Z.1<

形成关键

因素)

"

!

材料与方法
">"

!

试验试剂与仪器

">">"

!

试剂

精氨酸+赖氨酸"分析纯(上海生物生工有限公司$

果糖+半乳糖+葡萄糖+核糖"分析纯(上海国药化学试剂

有限公司$

染料木素"分析纯(南京广润生物制品有限公司

">">$

!

仪器

数字式
L

U

计"

XU[2!+

型(上海三信仪表厂$

G1+ZD

多孔酶标仪"

S8H585I?$##XJC

型(瑞士帝肯贸易

有限公司$

微型漩涡混合仪"

,_2W#Z

型(上海沪西分析仪器厂有

限公司)

">$

!

试验方法

">$>"

!

糖的种类和浓度对赖氨酸引发的
(45664J@

反应中有

害产物
Z.1<

的影响
!

参照文献%

"&

&建立赖氨酸'还原糖

体系(测定不同还原糖种类和浓度条件下(

&

?N

*

&

?3c

!*#83

*

%%#83

处荧光值)

">$>$

!

温度对赖氨酸引发的
(45664J@

反应中有害产物

Z.1<

的影响
!

参照文献%

"&

&的方法模拟食品加工条件构

建赖氨酸'还原糖反应(测定不同温度条件下
&

?N

*

&

?3c

!*#83

*

%%#83

处荧光值(即
Z.1<

的量)

">$>!

!

金属离子对赖氨酸引发的
(45664J@

反应中有害产物

Z.1<

的影响
!

参照文献%

"&

&的方法模拟食品加工条件构

建赖氨酸'还原糖反应(测定
&

种金属离子各自存在时体系

中
Z.1<

量)

">$>%

!L

U

对赖氨酸引发
(45664J@

反应中有害产物
Z.1<

的

影响
!

参照文献%

"&

&的方法模拟食品加工条件构建赖氨

酸'还原糖反应(测定不同
L

U

条件下(体系中
Z.1<

量)

">$>&

!

染料木素含量对赖氨酸引发
(45664J@

反应中有害产

物
Z.1<

的影响
!

参照文献%

"&

&的方法模拟食品加工条件

构建赖氨酸'还原糖体系(测定添加不同浓度 !

">&

#

)>#33C6

*

b

#染料木素时(体系中
Z.1<

的量)

">$>0

!

赖氨酸*精氨酸'葡萄糖体系中有害产物
Z.1<

的测

定
!

用
#>$3C6

*

b

L

U*>%

的磷酸盐缓冲液分别配置浓度为

"

(

$

(

!33C6

*

b

的赖氨酸和精氨酸溶液各
$&3b

(配置浓度

为
%33C6

*

b

的葡萄糖溶液
&#3b

)在不同的
"#3b

试管

中分别加入最终摩尔浓度比为
"

(

"

(

%

(

"

(

$

(

%

(

"

(

!

(

%

(

$

(

"

(

%

(

!

(

"

(

%

的赖氨酸+精氨酸和葡萄糖溶液各
$3b

(

再加
$3bX̂ [

)以磷酸盐缓冲液代替氨基酸溶液做空白对

照(参照文献%

"&

&的方法测定体系中
Z.1<

量)

">$>*

!

染料木素抑制赖氨酸*精氨酸'葡萄糖体系中有害产

物
Z.1<

的测定
!

根据
">$>0

的试验结果(选取其中荧光值最

高的一组浓度!赖氨酸
(

精氨酸
(

葡萄糖
c!

(

"

(

%

#进行本

组实验)分别将赖氨酸+精氨酸和葡萄糖溶解于
#>$3C6

*

b

L

U*>%

的磷酸盐缓冲液中(分别取
$3b

赖氨酸(

$3b

精氨

酸(

$3b

葡萄糖于
"#3b

样品管中(使赖氨酸+精氨酸和葡

萄糖的最终浓度分别为
!

(

"

(

%33C6

*

b

(加入
$3b

染料木黄

酮溶液(使其浓度为
">&

(

!

(

0

(

)33C6

*

b

)参照文献%

"&

&的

方法测定体系中
Z.1<

量)

">!

!

数据分析方法

采用
1NA?6$#"#

+

(585I4P"0

分析数据)

$

!

结果与讨论
$>"

!

赖氨酸&糖体系发生
(45664J@

反应产生有害产物

Z.1<

的研究

$>">"

!

糖的种类和浓度对赖氨酸
T

还原糖体系中有害产物

Z.1<

的作用
!

图
"

结果表明(反应
$%#358

时(在
%

种赖氨

酸'还原糖体系中(还原糖的浓度越大(体系中荧光性

Z.1<

的形成量就越多)其中在赖氨酸'核糖模型中形成

的荧光性
Z.1<

的量最高(而果糖+半乳糖+葡萄糖诱导产生

Z.1<

的量相差不大$核糖在糖浓度为
!33C6

*

b

时体系中(

产生的
Z.1<

量大约是另外
!

种糖分别与赖氨酸反应形成

Z.1<

量的
$

倍)原因推测核糖为五碳糖(果糖+半乳糖+葡

萄糖为六碳糖(而五碳糖的反应活性和速率远大于六碳

糖%

"0

&

)

=̂88

等%

"*

&研究表明(葡萄糖
))e

以上的六元环结构

是高度稳定的(相对于其它糖类不容易受到来自其他分子的

图
"

!

糖的种类和浓度对赖氨酸)还原糖体系中

有害产物
Z.1<

的作用

R5

9

=J?"
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1HH?AICHI;?<CJI48@AC8A?8IJ4I5C8CH
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9

4JC8

L

JC@=A58
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Z.1<

*$

基础研究
!

$#"0

年第
"$

期



亲和攻击$与此同时(葡萄糖以其环状结构高度稳定性(限制

蛋白质发生潜在有害的非酶糖基化反应)

'46PC=I

等%

"W

&也证

实开环的核糖更易形成
Z34@CJ5

产物(因而比环状的六碳糖

反应要快)

!!

将该试验结果与本课题组%

"&

&前期报道的
ZJ

9

还原糖体

系的结果相对比(尽管
Z.1<

的总量偏高(但还原糖浓度和

种类的变化对两种氨基酸体系荧光性
Z.1<

的量带来的影

响(差异性不显著)

$>">$

!

温度对赖氨酸'还原糖体系中有害产物
Z.1<

的作

用
!

图
$

是反应时间为
$%#358

时(温度对赖氨酸'还原糖

模拟体系产生荧光性
Z.1<

的影响)由图
$

可知(温度对赖

氨酸'还原糖模型中荧光性
Z.1<

的形成有很大的影响$且

温度越高(产生的荧光性
Z.1<

越多)在较低温度!

!*

(

0#a

#下(荧光性
Z.1<

形成量无明显变化$当温度
*

W&a

时(随着温度的升高(体系中荧光性
Z.1<

的形成量显著增

加(并在
"$"a

时达到最高值)很显然是因为高温促进了美

拉德反应的进程)对比
%

种不同的还原糖可知(核糖体系产

生的 荧光性
Z.1<

最多(其他
!

种还原糖产生的
Z.1<

量差

图
$

!

温度对赖氨酸)还原糖体系中有害产物
Z.1<

的作用

R5
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L
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Z.1<

别不大)相比前期发表的
ZJ

9

还原糖模型%

"&

&

(

b

M

<

还原糖模

型相同条件下产生的荧光性
Z.1<

含量均高于
ZJ

9

模型(最

高差别约
"

倍以上$且不同还原糖之间差异较大)

$>">!

!

金属离子对赖氨酸'还原糖体系中有害产物
Z.1<

的作用
!

图
!

为赖氨酸'还原糖模拟体系中(金属离子对荧

光性
Z.1<

形成的影响)由图
!

可知(不同金属离子对体系

中荧光性
Z.1<

的形成影响不同)其中(

+4

$d会抑制体系荧

光性
Z.1<

的产生(

(

9

$d和
R?

$d会促进荧光性
Z.1<

的形

成(而其他金属离子的作用效果则不明显)这是因为金属离

子可以促进氢过氧化物的降解(从而促进自由基生成(而自

由基在
Z.1<

的生成中起着重要的作用%

")

&

)

Y43C845I

M

I?

等%

$#

&的研究表明过渡金属离子如
R?

!d

+

R?

$d等会通过催化

作用形成自由基而促进
Z.1<

的产生)

!!

但在本课题组%

"&

&前期研究的
ZJ

9

'还原糖模型中(

&

种

金属离子均会增加体系中荧光性
Z.1<

产生的量(而且不同

金属离子在不同还原糖模型体系中的作用效果不同)在核

糖和果糖体系中(金属离子诱导产生的荧光性
Z.1<

量比较

大(其次是半乳糖(葡萄糖体系影响最低)金属离子对两种

氨基酸糖基化反应的差异性原因有待进一步研究)

$>">%

!L

U

对赖氨酸'还原糖体系中有害产物
Z.1<

的作

用
!

图
%

为反应
$%#358

时(

L

U

对赖氨酸'还原糖模拟体系

荧光性
Z.1<

的影响)由图
%

可知(在本研究设定的
%

种

L

U

!

%>#

(

0>&

(

*>%

(

)>$

#条件下(

L

U

越偏碱性(体系的荧光性

Z.1<

的形成量就越高(

L

U)>$

时产生的荧光性
Z.1<

含量

最高(而
L

U%>#

时产生量较少)这是由于在偏酸性条件下(

(45664J@

的前体物质
$2

葡萄糖胺容易被水解(从而导致反应

速率降低%

$"

&

$碱性条件能显著促进美拉德反应尤其是其后

期反应的进行%

$$

&

)在
%

种还原糖模型中(形成荧光性
Z.1<

量最大的体系为赖氨酸'核糖(反应强度最大(其他糖反

图
!

!

金属离子对赖氨酸)还原糖体系中有害产物
Z.1<

的影响

R5

9

=J?!

!

1HH?AICH3?I465C8C8

L

JC@=A58

9

Z.1<

W$

第
!$

卷第
"$

期 李
!

普等"赖氨酸在
(45664J@

反应中形成有害产物
Z.1<

的研究
!



图
%

!L

U

对赖氨酸)还原糖体系中有害产物
Z.1<

的影响

R5

9

=J?%

!

1HH?AICH

L

UC8

L

JC@=A58

9

Z.1<

应活性依次排序为果糖+半乳糖和葡萄糖)该反应趋势与前

期精氨酸试验%

"&

&结果相一致)

$>">&

!

染料木素对赖氨酸'核糖体系中有害产物
Z.1<

的

影响
!

图
&

为赖氨酸'还原糖模拟体系中(染料木素对荧光

性
Z.1<

形成的影响)由图
&

可知(染料木黄酮的浓度越

大+反应的时间越长(其抑制效果越好)当时间为
$%#358

+

染料木素浓度为
)33C6

*

b

时(荧光性
Z.1<

的抑制率达到

)0e

(效果良好)该试验结果与前期研究%

"&

&精氨酸'糖体

系的抑制率
)&e

相一致)表明黄酮对不同的糖基化体系均

能达到显著的抑制效果)

'=8

9

E>U

等%

$!

&研究发现染料木

素能阻断
Z.1<

与多种不同的细胞表面受体
YZ.1

的结合(

Z.1

'

YZ.1

交联导致病变)染料木素含量越高(阻断效果

越好)

$>">0

!

各影响因素对体系中有害产物
Z.1<

的贡献值分

析
!

如表
"

所示(在赖氨酸'还原糖模拟体系中(影响荧光

图
&

!

染料木素对赖氨酸)核糖体系中

有害产物
Z.1<

的影响

R5

9

=J?&

!

S8;5P5ICJ

M

4AI5O5I5?<CH

9

?85<I?58C8

L

JC@=A58

9

Z.1<58b

M

<2J5PC<?

表
"

!

各影响因素对体系中有害产物
Z.1<

的贡献值分析

G4P6?"

!

+C8IJ5P=I5C8CHH4AICJ<C8

L

JC@=A58

9

Z.1<

58b

M

<2<=

9

4J<

M

<I?3 e

因素 贡献值 因素 贡献值

时间
%">#%

温度
j

时间
$>0$

温度
)>W0

还原糖
j

时间
#>W$

还原糖
#>)&

还原糖浓度
j

时间
$>)&

还原糖浓度
0>!#

L

Uj

时间
W>%%

L

U "!>W%

金属离子
j

时间
#>0W

金属离子
$>#%

染料木黄酮
j

时间
#>#"

染料木黄酮
#>")

误差
&>$*

性
Z.1<

产生的因素(第一位是时间(其次是
L

U

(第三是温

度)而其他因素对体系荧光性
Z.1<

的形成所占比例较低

且相差不大)对照前期研究%

"&

&精氨酸'还原糖体系(前
!

个主要影响因素依次为时间+还原糖种类和
L

U

)由此(不同

氨基酸发生糖基化反应过程中(对比各影响因素的贡献值发

现(时间是关键因素(其次是对
L

U

的敏感性(而温度和还原

糖种类相差较大)

$>$

!

赖氨酸'精氨酸&葡萄糖体系产生荧光性
Z.1<

的

研究

$>$>"

!

赖氨酸*精氨酸'葡萄糖体系荧光性
Z.1<

的产生情

况
!

鉴于不同氨基酸发生糖基化反应的差异性(以及在食品

体系中多种氨基酸的共存(选取两种易于与还原糖发生美拉

德反应的氨基酸(赖氨酸!两个伯氨基#+精氨酸!多氨基#(建

立赖氨酸*精氨酸'葡萄糖体系)由图
0

可知(赖氨酸*精氨

酸'葡萄糖体系中(相对荧光值
YR̀

随着赖氨酸比例的增

大而提高(但精氨酸比例提高则几乎没变化)本课题的前期

研究%

"&

&表明在精氨酸'葡萄糖体系中(随着时间的延长(相

对荧光值
YR̀

在
$%#358

即可达到
$####

)而当两种氨基

酸共存发生
(45664J@

反应时(体系中
Z.1<

的产生主要由赖

氨酸的含量来决定(推测其原因可能是(两分子赖氨酸可以

发生交联作用!赖氨酸'赖氨酸'糖#

%

$%

&

(另外赖氨酸与精

氨酸也进行交联反应!赖氨酸'精氨酸'糖#

%

$%

&

)

$>$>$

!

染料木素对赖氨酸*精氨酸'葡萄糖体系
Z.1<

形成

的影响
!

图
*

是染料木素对赖氨酸*精氨酸'葡萄糖体系产

生荧光性
Z.1<

的影响)由图
*

可知(在添加染料木素后(

图
0

!

赖氨酸(精氨酸)葡萄糖体系
Z.1<

的产生

R5

9

=J?0

!

G;?HCJ34I5C8CHZ.1<58b

M

<

(

ZJ

9

2

9

6=AC<?

<

M

<I?3

图
*

!

染料木素对赖氨酸(精氨酸)葡萄糖体系

Z.1<

形成的影响

R5

9
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!

S8;5P5ICJ

M

4AI5O5I5?<CH

9
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9

Z.1<58ZJ

9

(

b

M
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6=AC<?<

M
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!
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年第
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期



赖氨酸*精氨酸'葡萄糖体系中相对荧光值
YR̀

明显下降(

!

组试验的
YR̀

在反应前
$;

均下降到了半值以下)且其

抑制率与染料木素的添加量呈量效关系(染料木素的浓度越

大(抑制率越高(说明染料木素对赖氨酸*精氨酸共存体系中

荧光性
Z.1<

的产生有明显的抑制作用)

!

!

结论
各种影响因素对于赖氨酸'还原糖体系中荧光性

Z.1<

的产生皆有明显的影响)当反应时间为定值时(温

度+还原糖浓度和
L

U

越高(产生荧光性
Z.1<

的量就越高$

染料木素的浓度越大对荧光性
Z.1<

的抑制效果越好(且有

显著抑制作用)通过分析各个影响因素的贡献值(反应时间

是赖氨酸'还原糖体系产生荧光性
Z.1<

的决定性因素(其

次为
L

U

$第三为温度(其他因素对荧光性
Z.1<

产生的影响

较小且差别不大)当赖氨酸和精氨酸共存时(赖氨酸含量决

定混合体系精氨酸*赖氨酸'葡萄糖反应中产生
Z.1<

的

量(精氨酸含量的高低影响不大)
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