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酶解&磷酸化协同改性对卵白蛋白特性

与结构的影响
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摘要!为考察酶解和磷酸化协同改性对卵白蛋白特性和结构

的影响#针对酶解和磷酸化协同改性的卵白蛋白的功能特性

变化进行分析#并通过
-K0ID

$

\'*

和
'&W

对协同改性的卵

白蛋白结构变化进行分析%结果表明#协同改性后的卵白蛋

白的溶解度$凝胶强度$乳化性较酶解后的和未改性的卵白

蛋白都有较大的提高#但起泡性和泡沫稳定性有所降低(结

构上#卵白蛋白因酶解导致其肽链发生断裂#使得更多的氨

基酸残基暴露出来#

"

0

螺旋和
!

0

折叠均有所增加(协同改性

的卵白蛋白热变性温度较酶解的和未改性的卵白蛋白分别

升高了
=:"!

#

"$:"/]

(此外#由于磷酸基团的嵌入#使蛋白的

结构发生了变化#分子结构由球状体变成了层叠的片状结构%

关键词!卵白蛋白(酶解(磷酸化(协同改性(功能特性(结构

分析
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鸡蛋中含有丰富的蛋白%其中卵白蛋白!

J>E

#占蛋清

蛋白的
Z#N

$

%/N

%是一种优质蛋白质,

"

-

&

J>E

资源丰富%

具有良好的营养价值和功能特性%水溶性好%极易被人体消

化吸收,

9

-

&它具有蛋白质典型的乳化性+凝胶性+起泡性等

功能特性%在食品中可作为乳化剂+凝胶剂+起泡剂等%大大

提高了其在食品中的应用价值&但蛋清粉腥味重+溶解性

差+黏度大+受热易凝固%这些性质又限制了它在食品加工中

的应用,

!

-

&因此%应用适当的方法对蛋清粉的特性进行改

造%开发出功能性的蛋清粉%对于拓展其在食品及其他领域

的应用将具有非常重要的市场价值&涂勇刚等,

#

-通过酶解

改善蛋清蛋白的起泡性%在蛋清液
Z1G

+酶解时间
#Z13A

+

酶添加量
!):91

L

+酶解温度
#=:Z]

+

T

B%:!

的条件下%酶解

液的起泡性比原蛋清液提高了
"#$N

左右&

G3

等,

Z

-通过干

燥加热磷酸化分别对蛋清蛋白和
J>E

进行改性%使得干燥

加热磷酸化改性的蛋清蛋白乳化性+溶解性+热稳定性+持水

性等功能特性得到了一定程度的提高%并分析了干燥加热磷

酸化对
J>E

结构的变化与其功能特性变化之间的联系&

目前%提高
J>E

的功能特性主要通过物理+化学+酶法

实现%但使用协同改性的方法对
J>E

进行改性的研究尚未

见相关报道&因此本试验采用碱性蛋白酶对
J>E

进行酶

解%随后采用三聚磷酸钠对酶解产物进行磷酸化改性%探讨

="



协同改性对
J>E

功能物性和结构的影响%从而使卵白蛋白

的功能特性进一步提高%为其在食品行业中的应用提供理论

依据%以适应不同产品的需要&

"

!

材料与方法

":"

!

材料与试剂

鲜鸡蛋"洛阳市农贸市场$

三聚磷酸钠"分析纯%郑州市米莱化工产品有限公司$

氢氧化钾"分析纯%广东西陇化工试剂厂$

磷酸氢二钠+磷酸二氢钾"分析纯%天津市北辰方正试

剂厂$

H[7

"分析纯%天津市光复经济化工研究所&

":9

!

仪器与设备

真空冷冻干燥机"

[C629:)G\

型%德国
*BDI'K

公司$

超速冷冻离心机"

ER2A63.0&

型%美国
[C;V12A*<@46C7

公司$

均质机"

-.09$$

型%上海标本模型厂$

质构仪"

IA567<AZZ##

型%美国
[7<<VS3C4P

公司$

-K0ID

红外光谱仪"

(C76CA\E=9$$

型%德国
[7@VC7

公司$

差示扫描量热仪"

\'*9$#-"

型%瑞士
WC664C70K<4CP<

公司$

电子扫描显微镜"

.'W0Z%"$G>

型%日本
.&JG

公司&

":!

!

方法

":!:"

!

J>E

的酶解和磷酸化协同改性的产物制备
!

配制质

量分数为
ZN

的
J>E

溶液%调节
T

B

至
):9

%碱性蛋白酶的添

加量为
ZZ$$`

(

L

%在恒温水浴锅中以
Z9:Z]

的温度反应

Z8

&反应结束后%将反应物置于
/$ ]

的水浴锅中加热

Z13A

%使酶钝化%冷却至室温%

#Z$$7

(

13A

离心
"$13A

%取

上清液冷冻干燥%得到
J>E

的酶解物,

%

-

&

取一定量的
J>E

酶解物溶于
$:$91<4

(

G

T

B=:#

的磷

酸盐缓冲溶液中%配制成
"

L

(

"$$1G

的蛋白质溶液%调节

T

B

至
)

%三聚磷酸钠添加量为
/N

%在
!$ ]

的条件下反应

#8

%同时磁力搅拌
!8

%采用截留分子量为
)$$$

$

"9$$$

的

透析袋在
#]

条件下用蒸馏水透析
#)8

%冷冻干燥备用&

":!:9

!

协同改性
J>E

功能特性的测定

!

"

#溶解度的测定"蛋白质的溶解度通常采用
HJB

溶

解法,

=

-测定水溶性氮的含量%称取
"

L

样品置于烧杯中%准

确量取质量分数为
9N

的
HJB

溶液
Z$1G

与样品充分混

合%磁力搅拌
98

%

#]

条件下
!Z$$7

(

13A

冷冻离心
Z13A

%

室温下静置
"$13A

%取上清液
"Z1G

%样品中总氮含量与上

清液中氮含量均用凯氏定氮法测定,

)

-

&溶解度按式!

"

#

计算"

,:+

P

,

"

,

$

^

"$$N

% !

"

#

式中"

,:+

'''溶解度%

N

$

,

$

'''样品中总氮含量%

1

L

(

1G

$

,

"

'''溶于
9N

的氢氧化钾上清液氮含量%

1

L

(

1G

&

!

9

#凝胶强度的测定"将蛋白样品溶于
$:" 1<4

(

G

T

B=:#

的磷酸盐缓冲溶液中%配制成浓度为
"$N

的蛋白溶

液%取
Z$1G

于
"$$1G

烧杯中%用保鲜膜密封%置于
)$]

水浴锅中加热
"8

%然后立即用冷水冲洗烧杯外壁%冷却至室

温后的凝胶样品于
#]

冰箱中放置
"98

%采用质构仪测定其

凝胶强度&

测试条件"探头为圆柱状平头探头$测试前速
Z11

(

5

%

测试速度
911

(

5

%距离!探头与样品的距离#

"Z11

&硬度%

即探头在下压的过程中最大感应压力!单位
L

#%每份样品重

复
Z

次%计算其平均值&

!

!

#乳化特性的测定"分别取
J>E

+酶解
J>E

和协同

改性
J>E

%加入一定体积
T

B=:#K7350B*4

缓冲液%将其配

制成质量浓度为
"N

的蛋白溶液&取
"Z1G

蛋白溶液和

Z1G

大豆油%于
"$$$$7

(

13A

均质
"13A

%分别取均质后
$

%

"$13A

的最底层乳化液
"$$

#

G

加入到
"$$1G$:"N

的
'\'

溶液中%用紫外分光光度计在
Z$$A1

波长处测定其吸光值%

空白为
$:"N'\'

溶液&乳化活性指数!

&EI

#和乳化稳定性

!

&'I

#分别按式!

9

#+!

!

#计算"

N#+

P

9

R

9@!$!

#

R

"

Q

$

! #

R

"$

#

R

#

$

R

"$$

% !

9

#

N:+

P

#

"$

#

$

R

"$$N

% !

!

#

式中"

N#+

'''乳化活性指数%

1

9

(

L

$

N:+

'''乳化稳定性%

N

$

#

$

+

#

"$

'''乳浊液在
$

%

"$13A

的吸光值$

$

'''油相体积分数!油的体积(乳浊液的体积#%

N

$

#

'''蛋白质质量浓度%

L

(

1G

&

!

#

#起泡性的测定"分别将
J>E

+酶解
J>E

和协同改

性
J>E

溶于
T

B=:#K7350B*4

缓冲液中%配成
ZN

的蛋白溶

液%取
Z$1G

蛋白溶液%记录起始高度
"

$

%

"$$$$7

(

13A

均

质
913A

后%记录高度
"

"

%静置
"$13A

后再次记录高度

"

9

&蛋白溶液起泡性!

7#+

#和泡沫稳定性!

7:+

#按式!

#

#+

!

Z

#计算"

7#+

P

"

"

Q

"

$

"

$

R

"$$N

% !

#

#

7:+

P

"

"

Q

"

9

"

"

R

"$$N

% !

Z

#

式中"

7#+

'''蛋白溶液起泡性%

N

$

7:+

'''泡沫稳定性%

N

&

":!:!

!

协同改性
J>E

的结构分析

!

"

#傅里叶红外光谱分析"将一定量干燥后的
H[7

分别

与冷冻干燥后的
J>E

+酶解
J>E

和协同改性
J>E

按质量

比
"$$

"

"

置于玛瑙研钵中%研磨均匀至混合物为粉末状%将

样品置于样品槽中%在压力
"$

$

"ZW(2

下压片%将样品取

出%放入样品室%采用红外光谱仪在
#$$

$

#$$$;1

Y"波长区

间对样品进行扫描,

/

-

&

!

9

#差示扫描量热分析"分别称量!

Z:$e$:"

#

1

L

的

J>E

+酶解
J>E

和协同改性
J>E

于铝坩埚中%样品升温范

)"

基础研究
!

9$"=

年第
%

期



围为
!$

$

!$$]

%升温速率
"$]

(

13A

%以空白为参比%并做

重复试验,

"$

-

&

!

!

#扫描电镜分析"将导电胶带均匀地贴在样片台上%

样品粉末均匀地散落在导电胶上%把样品台朝下使粉与胶未

带接触的颗粒脱落%用洗耳球吹掉多余的粉末%喷金处理后%

利用扫描电镜观察其形貌%放大
9$$

倍%加速电压为
9$V>

&

":!:#

!

数据分析
!

通过
J73

L

3A(7<):Z

软件进行统计分析&

9

!

结果与分析
9:"

!

协同改性前后
J>E

的功能特性

9:":"

!

溶解性分析
!

由图
"

可知%在
T

B9:Z

$

):Z

条件下酶

解后的
J>E

溶解性显著高于
J>E

!

(

#

$:$Z

#%而协同改性

J>E

的溶解性显著高于
J>E

和酶解
J>E

!

(

#

$:$Z

#&因

为在酶解过程中使蛋白分子断裂%形成了小分子肽链%增加

蛋白与水的接触%使得酶解后的
J>E

溶解度升高&另外%酶

解
J>E

的溶解度在
T

BZ:$

时最低%而
J>E

的溶解度在其

等电点
#:Z

时最低%表明酶解使
J>E

等电点升高了&协同

改性
J>E

在酶解的基础上%其肽链上又多了极性的磷酸根

基团与某些特定基团相结合%增强了蛋白的水化作用%使水

化层上蛋白的厚度增加%导致蛋白分子不易聚集沉降%从而

提高了其溶解性,

""

-

&协同改性
J>E

的等电点又降低到

#:$

%因此通过酶解和磷酸化协同改性
J>E

%既能在一定程

度上提高
J>E

功能特性%又能改善
J>E

在加工过程中的

特性&

图
"

!

协同改性前后
J>E

溶解性分析

-3

L

@7C"

!

EA24

Q

535<S68C<R24M@13A5<4@M3436

Q

MCS<7C2AP

2S6C768C5

Q

AC7

L

3563;1<P3S3;263<A
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!

凝胶性分析
!

由图
9

可知%酶解显著改善了
J>E

的

凝胶强度%

J>E

在热处理
#P

后凝胶强度达到
%)"

L

%而酶解

后的
J>E

在热处理
#P

后凝胶强度达到
=#$

L

%显著高于未

处理的
J>E

%酶解使
J>E

球状结构破坏%形成了紧密的纤

维状结构&在一定的加热时间内%协同改性
J>E

的凝胶强

度明显高于
J>E

&当加热到
!P

时协同改性
J>E

的凝胶

强度达到
=)!

L

较
J>E

提高了
")$

L

%可能是磷酸化改性的

蛋白质表面电荷发生变化%在加热过程中促进了紧密有序的

三维空间凝胶结构的形成%使其凝胶强度增大,

"9

-

&通过酶

解和磷酸化协同改性
J>E

有效改善了
J>E

的凝胶特性%

利于具有特殊功能性食品的加工&

9:":!

!

乳化性和乳化稳定性分析
!

由图
!

可知%酶解
J>E

乳化

活性指数和乳化稳定性较未改性
J>E

分别提高了
#Z:!9N

%

图
9

!

协同改性前后
J>E

凝胶强度分析
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"$:#%N

%因为酶解使得
J>E

的疏水基团增加%结合油滴的

能力增强,

"!

-

%亲水基团伸展到水相中%提高了
J>E

的乳化

性和乳化稳定性&协同改性
J>E

的乳化活性指数比
J>E

的提高了
"):#%1

9

(

L

%乳化稳定性提高了
"9:##N

&主要原

因"

(

磷酸化改性后%蛋白质中引入了
(J

!Y

%

(J

!Y增加液

滴之间的斥力%易于分子的扩散%更利于蛋白质在油(水界面

重新排列$

)

磷酸化改性使得更多的疏水基团暴露出来%提

高了蛋白质的亲油性%降低了乳化液的表面张力%使之更易

形成乳状液滴,

"#

-

&

图
!

!

协同改性前后
J>E

的乳化性和乳化稳定性分析
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!

起泡性和泡沫稳定性分析
!

由图
#

可知%酶解会引起

J>E

起泡性的下降%原因可能是"

(

J>E

分子的肽链断

裂%无法形成稳定的泡沫黏膜$

)

虽然酶解使
J>E

的溶解

性增加%但酶解使其溶液的黏度下降%在搅打和起泡过程中

不利于
J>E

分子在气液界面上快速吸附,

"Z

-

&协同改性

J>E

起泡性与
J>E

相比降低了
9":/N

%泡沫稳定性降低了

"!:""N

&蛋白质的起泡性与溶液的温度+

T

B

值有关&温度

与蛋白质泡沫的形成和稳定有直接关系%温度太低或太高均

不利于蛋白的起泡%蛋白质溶液一般在
!$]

时起泡性最好%

因此夏季的新鲜鸡蛋在搅打过程中易起泡&溶液的
T

B

对

蛋白泡沫的形成影响很大%蛋白质在等电点时%形成泡沫的

能力较差%因此在搅打蛋白时通过调节蛋白的
T

B

%以增强蛋

白质的起泡性,

"%

-

&

/"

第
!!

卷第
%

期 刘丽莉等"酶解'磷酸化协同改性对卵白蛋白特性与结构的影响
!



图
#

!

协同改性前后
J>E

的起泡性与泡沫稳定性分析
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!

协同改性前后
J>E

的结构分析

9:9:"

!

傅里叶红外光谱分析
!

由图
Z

可知%

J>E

!

+

#+酶解

J>E

!

,

#及协同改性
J>E

!

*

#的红外图谱存在一定的差

异%说明三者的结构有一定不同&蛋白质在红外区有若干特

征吸收带%对分析二级结构最有价值的区域是
"%$$

$

"=$$;1

Y"酰胺
+

带和
"99$

$

"!!$;1

Y"酰胺
*

带,

"=

-

$在

!9$$

$

!=$$;1

Y"处为游离羟基的伸缩振动吸收带&

图
Z

中
+

+

,

+

*

在
"99$

$

"!!$;1

Y"处都有蛋白质的

特征吸收峰%但
*

的吸收峰较强%其次是
+

+

,

%说明酶解作

用使
J>E

肽链断裂%蛋白质多以二级结构存在%因此酶解处

理的蛋白质在酰胺
*

带!

"99$

$

"!!$;1

Y"

#有强的吸收峰$

"

0

螺旋特征吸收频率为
"9/$

$

"!!$;1

Y"

%三者在
"9/$

$

"!!$;1

Y"均出现了蛋白质的特征吸收峰%且吸收强度
*&

,&+

%说明在酶解和磷酸化后促进了
"

0

螺旋的形成%因为

酶解和磷酸化作用引起了
?

'

B

键变形振动%从而使其在

"9/$

$

"!!$;1

Y"的吸收峰增强$

!

0

转角的特征吸收频率在

"9/$

$

"9%Z;1

Y"

%图中
+

+

,

+

*

在
"9%Z

$

"9/$;1

Y"处

均出现了特征吸收峰%且吸收强度
*&,&+

%说明酶解和

磷酸化
J>E

促进了
!

0

转角的形成%在改性过程中更多氨基

酸的残基游离出来%其中脯氨酸具有环状结构和固定的肽平

面角%这种特殊结构能够在一定程度上促进
!

0

转角形成&

9:9:9

!

差示扫描量热分析
!

差示扫描量热法!

\'*

#是用来

测定蛋白质的热变性温度%在系统升温过程中%是分析温度

与样品和参比之间量热差的一种方法&

图
Z

!

红外光谱图分析结果

-3

L

@7CZ

!

-<@73C7672A5S<713AS727CP5

T

C;67<1C6C7

!!

由图
%

可知%三者的
\'*

热变性温度曲线均出现了明

显的放热峰%原因是蛋白质受热变性导致分子构象发生了变

化&蛋白质的热稳定性与其氨基酸组成相关%疏水性氨基酸

比亲水性氨基酸比例高的蛋白质一般热稳定较好,

")

-

&酶解

后的
J>E

球状结构遭到破坏%埋藏在分子内部的疏水基被

释放出来%所以酶解
J>E

的热变性温度比
J>E

的升高

%:=$]

$协同改性后%

J>E

球状结构遭到破坏%埋藏在分子

内部的疏水基被释放出来%所以协同改性的
J>E

热变性温

度较
J>E

升高了
"$:"/]

%说明协同改性可以提高蛋白的

热变性温度&

图
%

!

热收缩温度分析结果
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!

扫描电镜分析
!

'&W

是通过高倍数放大样品%从分

子形态上分析样品结构&对改性前后的
J>E

进行
'&W

分

析%结果见图
=

&

由图
=

!

2

#可知%

J>E

为典型的球蛋白$图
=

!

M

#为酶解

J>E

%因肽链的断裂%球状结构遭到破坏$图
=

!

;

#为协同改

性
J>E

%可以看出协同改性后的
J>E

%因磷酸根与蛋白结

合%使蛋白的结构发生变化%形成了层叠的片状结构&

图
=

!

改性前后
J>E

的微观结构
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9̂$$

"

!

!

结论
!

"

#通过对
J>E

+酶解
J>E

和协同改性
J>E

功能特

性进行分析%得出协同改性
J>E

溶解度较酶解
J>E

和

J>E

都有较大的提高%凝胶强度分别提高了
#/

%

/%

L

%乳化

活性指数分别提高了
#:/$

%

"):#%1

9

(

L

%乳化稳定性分别提

高了
":/=N

%

"9:#!N

%起泡性分别降低了
!:=9N

%

9$:/$N

%泡

沫稳定性分别降低了
=:"!N

%

"!:""N

&

!

9

#对
J>E

+酶解
J>E

和协同改性
J>E

进行结构分

析%通过
-K0ID

光谱+

\'*

+

'&W

分析表明"卵白蛋白因酶解

导致其肽链发生断裂%使得更多的氨基酸残基暴露出来%

"

0

螺旋和
!

0

折叠均有所增加$协同改性
J>E

热变性温度较酶

!下转第
Z9
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解
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和
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分别升高了
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$此外%由于磷酸

基团的嵌入使蛋白的结构发生了变化%分子结构由球状体变

成了层叠的片状结构&
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磷酸化修饰对大豆分离蛋白酶解

液溶解性的影响,
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