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动态高压微射流协同美拉德反应对
!
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乳白蛋白结构

和功能性质的影响
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摘要!采用聚丙烯酰胺凝胶电泳&

$V$%T"S/

'"光谱学等方

法!研究动态高压微射流&

VWT@

'预处理结合美拉德反应对

!

%

乳白蛋白&

!

%P"

'结构和功能性质的影响#结果表明!

VWT@

预处理使
!

%P"

的内源性荧光强度"表面疏水性增

大!且呈先增后降的趋势!在处理压力为
**)@T1

时!达到最

大值#经乳糖美拉德反应后!

!

%P"

的内源性荧光强度降低!

表面疏水性增大!乳化性"抗氧化活性增强!表明
VWT@

预

处理改变了
!

%P"

的三级结构!从而促进美拉德反应"提高美

拉德反应产物的乳化性能和抗氧化活性#

VWT@

预处理协

同美拉德反应是一种有效改善蛋白质功能性质的方法#

关键词!动态高压微射流$

!

%

乳白蛋白$美拉德反应$乳化性$

抗氧化活性
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乳白蛋白!

!

%317413G5029

%

!

%P"

#属于溶菌酶家族%结

构呈 球 形%其 单 体 由
*(,

个 氨 基 酸 组 成%分 子 量 约 为

*&:(MV1

&

!

%P"

是乳清蛋白中唯一能结合钙离子的蛋白%

且
&

个天冬氨酸残基均能结合钙离子%其独特的氨基酸序列

和三维结构赋予
!

%P"

突出的功能特性和生物学活性%使其

在食品*医药*化妆品等行业广泛应用+

*

,

&在临床领域%

!

%P"

具有抗氧化*降血压*抗癌*降血脂*抗病毒*抗菌*螯合

金属等作用+

(

,

&

目前%许多改性方法如辐照+

,

,

*美拉德+

&

,

*热处理+

'

,等%

用于提高
!

%P"

的功能性质&而动态高压微射流!
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VWT@

#是一种集高速碰撞*

高频振荡*瞬时压力降*强剪切*气穴作用和超高压作用为一

体的新兴高压加工技术%被广泛用于生物大分子的改性+

-

,

&

研究发现
VWT@

预处理能诱导牛血清白蛋白!

+$"

#的结构

发生去折叠%从而促进蛋白质的美拉德反应%提高
+$"

的美

**



拉德反应程度+

<

,

&此外美拉德反应是一种蛋白质的游离氨

基和还原糖的羧基之间的化学反应%能改善蛋白质的功能性

质%如卵清蛋白经美拉德反应修饰后%其乳化性*起泡性得到

显著改善+

=

,

&然而%对
VWT@

结合美拉德反应改性
!

%P"

的

研究较少&

本研究拟以
!

%P"

为研究对象%采用
VWT@

结合美拉德

反应对
!

%P"

进行复合改性%研究改性后的结构*乳化特性和

抗氧化活性%为拓宽
!

%P"

在食品工业中的应用提供依据&

*

!

材料与方法
*:*

!

材料与仪器

*:*:*

!

材料与试剂

牛乳
!

%P"

"

P%-)*)

%美国
$2

H

01%"3KE27C

公司$

乳糖*邻苯二甲醛!

UT"

#*

=%

苯胺
%*%

萘磺酸!

"?$

#*十二

烷基磺酸钠*

"

%

巯基乙醇"分析纯%索莱宝试剂有限公司$

大豆油"市售$

碘化钾*甲醇"分析纯%西陇科学股份有限公司$

硼砂"分析纯%天津市大茂化学试剂厂$

乳糖"分析纯%阿拉丁生化科技股份有限公司&

*:*:(

!

主要仪器设备

紫外可见分光光度计"

[%,())

型%日本日立公司$

荧光分光光度计"

X%<)))

型%日本日立公司$

纳米超高压均质机"

?!__%):))<

)

())

型%廊坊通用机械

有限公司$

圆二色谱仪"

@U$&')

型%法国
+2;%P;

H

27

公司$

冷冻干燥机"

PS_%*V%=)

型%北京亚泰科隆仪器技术有

限公司$

旋涡混合仪"

AW%=--

型%上海骥辉科学分析仪器有限

公司$

酶标仪"

$

8

9DE

H8

W*

型%美国
+2;BDM

公司&

*:(

!

方法

*:(:*

!

样品制备
!

称取一定质量的
!

%P"

%溶于磷酸盐缓冲

溶液!

T+$

#%配制成浓度为
*0

H

)

0P

的溶液&经微射流均质

机处理%均质压力分别为
)

%

=)

%

**)

%

*&)@T1

%常温下处理
,

次%收集溶液%取其中一部分溶液加入等质量的乳糖%混匀%

分装冻干%分别记为
P"%)%P17

*

P"%=)%P17

*

P"%**)%P17

*

P"%

*&)%P17

%余下溶液不加糖%分别记
?%P"

*

P"%=)

*

P"%**)

*

P"%*&)

%分装冻干冷藏备用&将冻干后的样品置于培养箱

中%在
''Y

%相对湿度
-'R

的条件下反应
=C

%反应结束后将

离心管置于冰浴中终止反应&

&Y

储存备用&

*:(:(

!

$V$%T"S/

!

根据文献+

.

,&

*:(:,

!

接枝度的测定
!

根据文献+

*)

,&用相同的方法%以赖

氨酸代替样品做标准曲线%以吸光度为纵坐标!

@

#%游离氨基

含量为横坐标!

:

#%绘制标准曲线方程为
@

g*:(=<:c):))<

&

*:(:&

!

内源荧光性测定
!

根据文献+

**

,&

*:(:'

!

表面疏水性测定
!

根据文献+

*(

,&

*:(:-

!

圆二色谱分析
!

根据文献+

**

,&

*:(:<

!

乳化性测定
!

根据文献+

*,

,&

*:(:=

!

"+B$

c

-清除能力
!

根据文献+

*&

,&

*:,

!

数据处理

本试验均重复
,

次%所得试验数据采用
$T$$*<:)

软件

进行显著性分析!

T

#

):)'

#%

UE2

H

29=:-

软件作图&

(

!

结果与分析
(:*

!

$V$%T"S/

图
*

为
VWT@

预处理结合美拉德改性对
!

%P"

分子量

的影响&由图
*

可知%

!

%P"

的分子量在
*&:&MV1

左右%与

?%P"

相比%

P"%=)

*

P"%**)

和
P"%*&)

的电泳条带均无明显

变化&

!

%P"

与乳糖混合样品的条带均上移%说明
!

%P"

与乳

糖发生了共价结合%分子量增加$然而%

P"%)%P17

*

P"%=)%

P17

*

P"%**)%P17

和
P"%*&)%P17

条带之间没有显著差别&

此外所有的样品在
,*MV1

附近出现明显条带%这是因为

!

%P"

在美拉德反应过程中分子之间发生了聚合%形成了二

聚体+

*'

,

&

@:@1EMDE

蛋白
!

*:?%P"

!

(:P"%=)

!

,:P"%**)

!

&:P"%*&)

':P"%)%P17

!

-:P"%=)%P17

!

<:P"%**)%P17

!

=:P"%*&)%P17

图
*

!

VWT@

预处理结合美拉德改性前后
!

%P"

的

$V$%T"S/

电泳图

X2

H

5ED*

!

$V$%T"S/;O

!

%P"4ED14DKG

8

VWT@

J

ED4ED140D94

7;0G29DKI24C@12331EKED1742;9

(:(

!

接枝度的测定

游离氨基含量能够用来评价美拉德反应的程度+

*-

,

%并

以接枝度的形式表示&如图
(

所示%

P"%=)%P17

*

P"%**)%P17

和
P"%*&)%P17

的接枝度均大于
P"%)%P17

%且随着处理压力

的增大%样品的接枝度显著增加!

T

#

):)'

#&表明
VWT@

预

处理能够促进美拉德反应%原因是高压作用改变了
!

%P"

的

不同字母表示差异显著!

T

#

):)'

#

图
(

!

VWT@

预处理结合美拉德反应对
!

%P"

接枝度的影响
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空间构象%暴露出更多的反应位点%提高了美拉德反应程度+

<

,

&

当压力达到
**)@T1

时%

P"%**)%P17

的接枝度达到最大%说明

美拉德反应程度达到最大&但当处理压力大于
**)@T1

时%

P"%*&)%P17

的接枝度显著降低!

T

#

):)'

#%可能是过大的压力

作用使
!

%P"

空间结构发生改变%且美拉德反应促进了蛋白质

的聚合反应%掩盖了部分反应基团+

*<

,

%降低其接枝度&

(:,

!

内源性荧光测定

内源性荧光是检测蛋白质三级结构常用的方法&图
,

为不同处理压力结合美拉德反应对
!

%P"

内源性荧光的影

响&经
VWT@

处理后%

!

%P"

的荧光强度先升高后降低&这

是因为
VWT@

的高速碰撞*高频振荡*强剪切*气穴作用等%

破坏了
!

%P"

的空间结构%导致隐藏在蛋白质分子内部的

BE

J

更多地暴露在极性环境中%从而增加
!

%P"

荧光强度&

当压力超过
**) @T1

%

P"%*&)

荧光强度降低%与
@1EDL71

等+

*=

,的研究结果类似&经乳糖美拉德反应后%

P"%P17

体系

的荧光强度显著降低%可能是因为
!

%P"

与乳糖的结合对部

分色氨酸起到了屏蔽作用&且随处理压力的增大%荧光强度

先增后减%

P"%**)%P17

的荧光强度达最低%可能是
P"%**)%

P17

的美拉德反应程度最大%结合的乳糖最多%对色氨酸产

生了更强的屏蔽效应&

图
,

!

VWT@

预处理结合美拉德反应对
!

%P"

内源性

荧光的影响
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%P"

(:&

!

表面疏水性测定

图
&

为
!

%P"

的表面疏水性指数%经
VWT@

改性后%

P"%=)

*

P"%**)

和
P"%*&)

的
3

)

较
?%P"

显著增大!

T

#

):)'

#&这和
#519

等+

*<

,的研究结果一致%可能是压力作用使

!

%P"

构象发生变化%内部疏水性基团部分暴露%

3

)

增大&

但经
*&)@T1

处理后%

3

)

相较
**)@T1

处理有所下降%可

能是蛋白质分子之间存在疏水作用%当暴露的疏水基团较多

时%会通过疏水作用重新聚合+

*.

,

&处理后的
!

%P"

与乳糖发

生美拉德反应后%

P"%P17

的
3

)

较
P"

的显著增加!

T

#

):)'

#%且随着压力的逐渐增加%

3

)

先显著增加后降低!

T

#

):)'

#&这可能是
!

%P"

与乳糖发生接枝反应%

!

%P"

结构发

生改变%暴露了蛋白质分子内部的疏水性基团+

()

,

%掩盖了周

围的亲水性基团+

(*

,

%增加了
3

)

&当压力达到
**)@T1

%

P"%

**)%P17

的
3

)

达到最大值&

不同字母表示差异显著!

T

#

):)'

#

图
&

!

VWT@

预处理结合美拉德反应对
!

%P"

表面

疏水性的影响

X2

H

5ED&

!

/OOD74;OVWT@

J

ED4ED140D947;0G29DK I24C

@12331EKED1742;9;94CDL5EO17DC

8

KE;

J

C;G2724

8

;O

!

%P"

(:'

!

圆二色光谱分析

采用圆二色光谱分析
!

%P"

二级结构中各组分的含量&

由图
'

可知%

VWT@

预处理对
!

%P"

二级结构中各组分的含

量没有显著影响%与
$5G2E1KD

等+

((

,的结论相似$这也可能是

!

%P"

结合钙离子%使其二级结构更加稳定+

(,

,

&美拉德反应

后的结果见图
-

和表
*

%

!

%P"

的
!

%

螺旋含量升高*转角和无

图
'

!

VWT@

处理对
!

%P"

二级结构的影响

X2

H

5ED'

!

/OOD74;OVWT@4ED140D94;94CDLD7;9K1E

8

L4E5745ED;O

!

%P"

图
-

!

VWT@

预处理结合美拉德反应对
!

%P"

二级

结构的影响

X2

H

5ED-

!

/OOD74;OVWT@

J

ED4ED140D947;0G29DKI24C@1233%

1EKED1742;9;94CDLD7;9K1E

8

L4E5745ED;O

!

%P"

,*

第
,&

卷第
'

期 杨
!

萍等"动态高压微射流协同美拉德反应对
!

%

乳白蛋白结构和功能性质的影响
!



表
*

!

VWT@

预处理结合美拉德反应对
!

%P"

二级结构含量的影响h
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/OOD74;OVWT@
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ED4ED140D947;0G29DKI24C@12331EKED1742;9;94CDLD7;9K1E

8

L4E5745ED7;94D94;O
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%P"

R

样品
!

%

螺旋
"

%

折叠 转角 无规卷曲

?%P" ((:,i):*

1

(&:(i):,

1

(':'i):*

1

(=:)i):(

G

P"%=) ((:,i*:<

1

(&:.i*:)

1

(':*i*:*

1

(<:<i):&

1G

P"%**) (,:(i*:,

1G

(,:.i):.

1

(&:'i):'

1

(=:&i):*

G

P"%*&) (,:(i*:'

1G

(':*i*:<

1

(':(i(:*

1

(-:'i(:&

1G

P"%)%P17 (':,i):&

G7

(,:=i):'

1

(&:*i):,

1

(-:-i):,

1G

P"%=)%P17 (<:.i*:*

K

(,:=i*:(

1

(,:'i):,

1

(':,i):<

1

P"%**)%P17 (-:)i):,

7K
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1
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1
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1G
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G7

(&:'i):(

1

(&:&i):)

1

(-:&i):,

1G

!!!!!!!!!

h

!

同列上标字母不同表示差异显著!

T

#

):)'

#&

规卷曲的含量降低%但样品
P"%)%P17

*

P"%=)%P17

*

P"%**)%

P17

和
P"%*&)%P17

二级结构各组分之间没有明显差别%可

能是因为不同的压力处理方式对
!

%P"

的二级结构影响不

大&此外
P25

等+

(&

,研究发现蛋白质二级结构组分变化与还

原糖的分子量*蛋白质和还原糖的质量比*美拉德反应的时

间长短有关&说明
P"%)%P17

*

P"%=)%P17

*

P"%**)%P17

和

P"%*&)%P17

的二级结构变化不明显可能是样品发生美拉德

反应的条件一样&

(:-

!

乳化性测定

食品中蛋白质的乳化性一般通过乳化活性!

/"Q

#和乳

化稳定性!

/$Q

#来评价&图
<

为
VWT@

预处理结合美拉德

反应对
!

%P"

乳化性的影响&经
VWT@

预处理后%

!

%P"

的

/"Q

和
/$Q

呈先升后降的趋势%当处理压力达到
**)@T1

%

P"%**)

的乳化性最大&这可能是
VWT@

的瞬时高压作用%

使得蛋白质空间结构发生变化%极性侧链的水合作用增强%

亲水性提高$与此同时一些原先被包埋在分子内部的疏水性

基团暴露出来%亲油性增强%两者达到较好的平衡%乳化性能

增强+

('

,

&但当压力高于
**) @T1

时%

!

%P"

形成分子聚集

体%表面疏水性减弱%水油平衡能力减弱%乳化能力下降&经

不同字母表示差异显著!

T

#

):)'

#

图
<

!

VWT@

预处理结合美拉德反应对
!

%P"

乳化性的影响
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!
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%P"

乳糖美拉德后%

!

%P"

的乳化性显著增大!

T

#

):)'

#%可能是

!

%P"

与乳糖产生高分子量的糖结合物%它能与疏水性蛋白

质共轭结合%并牢固地吸附在水
%

油界面%同时亲水性的糖类

物质可以高度溶解于水相介质%从而提高蛋白质的乳化性

质+

(-

,

&当
VWT@

处理压力达到
**)@T1

时%

P"%**)%P17

的

/"Q

和
/$Q

最大&这可能是
**)@T1

时%美拉德反应程度最

大%蛋白质接枝上更多的糖类%生成更多的美拉德产物&当

压力超过
**)@T1

%美拉德反应程度降低%产生较少的蛋白

质
%

糖结合物%

/"Q

和
/$Q

值降低&

(:<

!

"+B$

c

"清除能力

"+B$

c

-清除能力可以反映美拉德产物的抗氧化活

性&不同
VWT@

处理压力结合美拉德反应对
!

%P"

的

"+B$

c

-清除能力影响见图
=

&经
VWT@

预处理后%

!

%P"

的
"+B$

c

-清除能力没有显著性差异!

T

%

):)'

#%说明
VW%

T@

对
!

%P"

的
"+B$

c

-清除能力没有显著影响&而经乳

糖美拉德后
!

%P"

的
"+B$

c

-清除能力显著提高!

T

#

):)'

#%可能是
!

%P"

与乳糖产生的美拉德产物和
"+B$

c

-

反应%使得
!

%P"

体系的正离子自由基含量减少%导致蛋白质

不同字母表示差异显著!

T

#

):)'

#

图
=

!

VWT@

预处理结合美拉德反应对
!

%P"

抗氧化活性的影响
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基础研究
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年第
'

期



的抗氧化能力增加+

(<

,

&随着
VWT@

压力的增加%

"+B$

c

-

清除能力先增加后降低%处理压力为
**)@T1

时%

P"%**)%

P17

的自由基清除率达到最大%这是由于
VWT@

促进了

!

%P"

与乳糖的美拉德反应%生成更多的美拉德产物&当处

理压力为
*&)@T1

%美拉德反应程度降低%生成的美拉德产

物含量减少%且文献报道色氨酸具有自由基清除能力%而美

拉德反应的加热条件会降低色氨酸的自由基清除能力+

(=

,

%

因此
P"%*&)%P17

的自由基清除率降低&

,

!

结论
VWT@

预处理对
!

%P"

的一级和二级结构无显著影响%

而对其三级结构有显著影响&经
VWT@

预处理后
!

%P"

的

内源性荧光强度和表面疏水性增大%且呈先升后降的趋势%

在处理压力为
**)@T1

的条件下达到最大&说明
VWT@

能

改变
!

%P"

的三级结构%诱导蛋白质内部的疏水性基团暴露%

使其乳化性增强&相对
?%P"

%

VWT@

预处理结合乳糖美拉

德改性后的
!

%P"

%其乳化性和抗氧化活性增强%且随着处理

压力的增大%呈先升高后降低的趋势%在 处 理 压 力 为

**)@T1

时%乳化性和抗氧化活性最大&

VWT@

的作用使

!

%P"

结构松驰%更易与乳糖结合%促进了美拉德反应%生成

更多的美拉德产物%能更加牢固地吸附在水
%

油界面%增强乳

化性$能和
"+B$

c

-反应%减少正离子自由基%增强抗氧化

活性&

VWT@

预处理结合乳糖美拉德反应可以改变
!

%P"

结构并提高其乳化性能和抗氧化活性%可以为
!

%P"

改性提

供一种新的方法&
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糖能够诱导
Q

(

+

'

蛋白的磷酸化%从而证明姬松茸多糖能够

激活
?X%

(

+

信号转导途径&

!!

研究+

()

,表明%

2?U$

蛋白的表达*

?U

的释放与
?X%

(

+

信号转导通路的活化密切相关%

?X%

(

+

)

Q

(

+

途径在其中起重

要作用%故由试验结果可推测姬松茸多糖能够通过激活巨噬

细胞
?X%

(

+

通路诱导其合成
2?U$

从而促进释放
?U

&

,

!

结论
本试验以巨噬细胞释放

?U

的行为变化为靶点%检测姬

松茸多糖的免疫调节作用并探究其机制&试验结果显示%姬

松茸多糖作用于小鼠巨噬细胞
#"A(-&:<

后%可通过激活

?X%

(

+

信号转导通路上调
2?U$

蛋白的表达%进而促进
?U

释放%从而发挥免疫调节作用%作用效果显著且具有良好的

时效和量效性&本文选用了
?X%

(

+

信号转导通路探究姬松

茸多糖对巨噬细胞的
?U

释放作用的影响机制%在后续的研

究中%将对多糖的免疫活性及其他相关信号通路与机理等做

进一步深入的探索&
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