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木糖醇和甘露醇对花生蛋白结构和功能特性的影响
6**0,/("*;

2

.'/".%)3#%))'/".")/10(/&-,/-&%.%)3

*-),/'")%.

$

&"

$

0&/'0("*

$

0%)-/

$

&"/0')(

周向军

V"HFI'02

3

(

A

D2

!

杨雪纯

/,$-ID.(5&D2

!

刘海玉

LBF "0'(

8

D

!

高义霞

-,H/'(G'0

!天水师范学院生物工程与技术学院(甘肃 天水
!

+@'&&'

#

!

!*;;.

3

.*

9

@'*.2

3

'2..?'2

3

026:.5&2*;*

38

(

:'02C&D'$*?70;F2'=.?C'>

8

(

:'02C&D'

(

-02CD+@'&&'

(

!&'20

#

摘要!利用
,)

苯胺基
)')

萘磺酸钠荧光探针法"紫外光谱法和

荧光光谱法!研究木糖醇和甘露醇对花生蛋白溶解性"乳化

性"紫外吸收光谱"荧光发射光谱及表面疏水性的影响#结

果表明%随木糖醇和甘露醇质量分数的增加!在
F

_?:&

"

(:&

时!花生蛋白溶解性均呈增加趋势!且均在
F

_@:&

处最低!

乳化性呈先增加后降低趋势$随木糖醇和甘露醇质量分数的

增加!酪氨酸被包裹进花生蛋白分子内部!而色氨酸暴露于

分子表面!花生蛋白荧光强度均降低$在木糖醇作用下!花生

蛋白表面疏水性逐渐增加!但在甘露醇作用下!其表面疏水

性先增加后降低#

关键词!花生蛋白$木糖醇$甘露醇$特性
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花生蛋白含量约为
%(P

"

?&P

,

'

-

(约占植物蛋白总量的

''P

,

%

-

)花生蛋白含有大量的必需氨基酸(是一种优质植物

蛋白资源和食品基料(包括花生球蛋白+伴花生球蛋白
"

和
""

及少量清蛋白(主要用于花生蛋白粉+饮料+花生多肽+膨化

食品和发酵食品等领域,

?

-

(但其功能特性并不突出(不能满

足工业化生产需要(因此(需要通过一定手段进行改性)在

食品行业中(花生蛋白能否提供人们期望的功能特性(主要

取决于其分子柔性+氨基酸组成+所处溶剂体系+表面亲*疏

水性+电荷分布+加工工艺和改性手段等(而蛋白质功能特性

的改进主要有超声波+高压均质+热处理+挤压处理和小分子

食品添加剂等物理改性(酸碱处理+酰化+磷酸化和接枝等化

学改性(以及以谷氨酰胺转氨酶为代表的酶法改性)其中(

物理改性虽然改性范围窄+效果不明显(但无毒且营养价值

损失小$化学改性虽然效果明显(但易产生副产物和残留毒

性试剂$酶法改性存在成本高和难以产业化等问题,

@S>

-

)

在食品加工过程中(常需要添加一些木糖醇或甘露醇类

多元醇化合物以改善食品蛋白质的各种功能特性)大量研

究表明(这些糖醇类化合物安全无毒(可较高剂量添加于食

品体系(从而不同程度降低食品水分活度(改善蛋白质的溶

解性+甜度+质构+起泡性+乳化性+吸水性+黏度+热稳定性和

胶凝性等,

(S,

-

)糖醇的种类+大小+形状及其与蛋白质间作

用力不同(则蛋白质功能特性的改善程度不同)潘明?等,

*

-

研究显示(木糖醇可增加大豆分离蛋白溶解性(但表面疏水

性和荧光强度均相应降低(表明糖醇类助溶剂有望增强蛋白

质的各种功能特性)然而(有关木糖醇或甘露醇对花生蛋白

结构和功能特性的影响(目前还未见报道)因此(本试验拟

以花生蛋白为研究对象(采用
,)

苯胺基
)')

萘磺酸钠荧光探针

法+紫外吸收光谱及荧光光谱法(研究木糖醇和甘露醇对花

生蛋白溶解性+乳化性+紫外及荧光光谱和表面疏水性的影

响(进一步拓展花生蛋白在食品行业中的应用)
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材料与方法
':'

!

材料与仪器

':':'

!

材料与试剂

花生蛋白"陕西森弗天然制品有限公司$

+'



,)

苯胺基
)')

萘磺酸钠"东京化成工业株式会社$

甘露醇+木糖醇+牛血清白蛋白"生工生物工程!上海#股

份有限公司$

考马斯亮蓝
Y)%>&

"分析纯(生工生物工程!上海#股份有

限公司)

':':%

!

仪器设备

荧光分光光度计"

#T)>?&'Z!

型(岛津!香港#有限公司$

紫外可见分光光度计"

WA)',&&

型(岛津!香港#有限

公司$

F

_

计"

Z_$)?R

型(上海精密科学仪器有限公司$

冷冻离心机"

MY\)%&̀

型(湖南湘仪离心机有限公司$

电子天平"

U\)%&@

型(梅特勒
)

托利多国际贸易!上海#

有限公司$

磁力搅拌器"

*&)?

型(上海亚荣生化仪器厂$

定氮仪"

eRT)'&?T

型(上海纤检仪器有限公司)
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方法
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溶解性测定
!

采用
N/5

=

等,

'&

-方法)标准曲线方程

为
/a'%:'?>Ik&:&%++

(

N

%

a&:**%

(

I

为蛋白质量(

.

=

(

/

为
H<

>*>

)取
&:&>

=

*

.\

花生蛋白
'.\

共
(&

份(分别加入

质量分数为
@&P

的木糖醇和甘露醇(分别用
F

_%:&

(

?:&

(

@:&

(

>:&

(

(:&

(

+:&

磷酸缓冲液补至
'&.\

(使其质量分数分别

为
&:&P

(

%:>P

(

>:&P

(

'&:&P

(

%&:&P

)磁 力 搅 拌
%3

(

>&&&<

*

.05

离心
'>.05

(取
'.\

上清液定容至
%>.\

)取

&:>.\

同标准曲线方法测定光吸收值)以每克花生蛋白上

清液中蛋白质毫克数表示溶解性(

.
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$总蛋白含量采用
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419/31

法测定)
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乳化性及乳化稳定性测定
!

参照
\0

等,
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-方法)用
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F

_+:&

磷酸缓冲液配置
'P

花生蛋白
'&&.\

(

搅拌
%3

(分别加入
@&P

木糖醇和甘露醇
&:&&&

(

&:(%>

(

':%>&

(
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(

>:&&&.\

(使其质量分数分别为
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(

%:>P

(

>:&P

(

'&:&P

(

%&:&P

)搅拌
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(取
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加入
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菜籽油(均质

%.05

后吸取
>&

'

\

(加入
?.\&:'P $R$

(于
>&&5.

处测

定
,

&

及
,

'&

(按式!

'

#+!
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#分别计算乳化性和乳化稳定性)
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式中"
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'''乳化性(

2.

%

*

=

$

#%B

'''乳化稳定性(

P

$
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'''稀释倍数$

!

'''蛋白浓度(
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#

'''油相体积比$
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&.05

吸光值$
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'''

'&.05

吸光值$

L

'''光程(
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紫外和荧光光谱测定
!

用
&:&'.;1

*

\

F

_+:&

磷酸缓

冲液配置
'P

花生蛋白(搅拌
%3

(

>&&&<

*

.05

离心
'>.05

(

取上清液
'.\

分别加入
@&P

木糖醇和甘露醇
&:&&&

(

&:(%>

(

':%>&

(

?:+>&

(

>:&&&.\

(使其质量分数分别为
&:&P

(

%:>P

(

>:&P

(

'&:&P

(

%&:&P

(

F

_+:&

磷酸缓冲液补至
'&.\

)磁力

搅拌
%3

(

,&&&<

*

.05

离心
'> .05

)取上清液于
%+&

"

?'&5.

内进行紫外光谱扫描(在激发波长
%,&5.

+发射波

长
?@&

"

?(&5.

内进行荧光光谱扫描)

':%:@

!

表面疏水性测定
!

参照文献,

'%

-)用
&:&'.;1

*

\

F

_

+:&

的磷酸缓冲液配置
%P

花生蛋白
'&& .\

(搅拌
%3

(

>&&&<

*

.05

离心
'>.05

)取
&:&%

(

&:&@

(

&:&(

(

&:&,

(

&:'&.\

上清液(分别加入
@&P

木糖醇和甘露醇
&:&&&

(

&:(%>

(

':%>&

(

?:+>&

(

>:&&&.\

(使其质量分数分别为
&:&P

(

%:>P

(

>:&P

(

'&:&P

(

%&:&P

(

F

_+:&

磷酸缓冲液补至
'& .\

(加
UB$

>&

'

\

后测定荧光强度)木糖醇和甘露醇处理组激发和发

射波长分别为
?*&

(

@*%5.

和
?*&

(

>&?5.

(激发和发射狭缝

宽
>5.

)以表面疏水性指数对木糖醇或甘露醇质量分数

作图)

%

!

结果与讨论
%:'

!

溶解性

木糖醇和甘露醇对花生蛋白溶解性的影响分别见图
'

+

%

)随木糖醇和甘露醇质量分数增加(在
F

_?:&

"

(:&

时(花

生蛋白溶解性基本呈逐渐增加趋势(几乎均在
F

_@:&

处溶

解性最低)分析原因"

#

木糖醇和甘露醇分子表面大量羟

基与花生蛋白分子形成氢键的同时(也与溶液中大量水分子

形成氢键(最终形成花生蛋白
)

糖醇
)

水分子三元复合物(即由

于糖醇亲水性强于花生蛋白而间接增加了花生蛋白溶解

性,

'?

-

$

$

花生蛋白等电点约为
F

_@:@'

,

'@

-

(等电点附近花生

蛋白分子净电荷为零(分子间不存在静电斥力而相互作用力

增加(从而使得花生蛋白与水分子间作用力降至最低(故各

组几乎均在
F

_@:&

处溶解性最低)

F

_%:&

和
F

_+:&

处理

组由于远离等电点(故溶解性高于其它处理组)

F

_%:&

处理

组溶解性高于
F

_+:&

处理组(原因是当木糖醇和甘露醇处

于
F

_+:&

时(花生蛋白解离程度较低(主要以中性分子形式

存在(当处于
F

_%:&

时(花生蛋白质子化程度均急剧增加(

相当于强化了花生蛋白
)

糖醇复合物与水分子的离子
)

偶极作

用(因此溶解性增加)

但随木糖醇和甘露醇质量分数增加(

F

_%:&

和
F

_+:&

处理组溶解性均出现一定波动)对
F

_%:&

处理组(当木糖

醇质量分数在
&:&P

"

'&:&P

时(溶解性逐渐下降(在

'&:&P

"

%&:&P

时不断增加(可能是低浓度木糖醇主要表现

为夺取花生蛋白表面水分子(而高浓度木糖醇则表现为逐渐

降低花生蛋白分子间作用力(相当于增强了花生蛋白与水分

子间作用力(故溶解性增强)当甘露醇质量分数在
&:&P

"

%:>P

时(溶解性增加(在
%:>P

"

%&:&P

时基本逐渐降低(原

因是
F

_%:&

时(

%

种糖醇均被质子化而带正电荷(但由于甘

露醇羟基数比木糖醇多(故甘露醇虽然也可降低花生蛋白分

子间作用力(但同时与花生蛋白的离子
)

偶极作用更加占优

势(最终表现为花生蛋白表面水分子被夺取(因而溶解性几

乎逐渐下降$对
F

_+:&

处理组(当木糖醇和甘露醇质量分数

在
&:&P

"

%&:&P

时(花生蛋白溶解性先增加后降低再逐渐

,'

基础研究
!

%&',

年第
+

期



图
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木糖醇对
ZZ

溶解性的影响
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图
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!

甘露醇对
ZZ

溶解性的影响

T0
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!
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增加(原因是质量分数在
&:&P

"

%:>P

时(上述
%

种糖醇均分

别与花生蛋白暂时形成二元复合物(并借助于其羟基的高水

溶性相应增加了花生蛋白的溶解性$在质量分数为
%:>P

"

>:&P

时(糖醇与糖醇分子间作用力不断增强而占优势(最终

夺取花生蛋白表面部分水分子而破坏上述二元复合物(因而

花生蛋白分子溶解性降低$在质量分数
>:&P

"

%&:&P

时(高

浓度糖醇分子通过其多羟基结构诱导水分子发生某种重排(

该水分子的重排结构使花生蛋白亲水性逐渐恢复(因而溶解

性增加,

'>

-

)

%:%

!

乳化性及乳化稳定性

木糖醇和甘露醇对花生蛋白乳化性影响见图
?

(对花生

蛋白乳化稳定性影响见图
@

)由图
?

可知(当木糖醇质量分

数在
&:&P

"

%:>P

时(花生蛋白乳化性略有降低(继续增加

质量分数至
'&:&P

时(花生蛋白乳化性呈增加趋势!

Z

'

&:&>

#(随后逐渐降低(可能是在
F

_+:&

时(木糖醇作为弱酸

性多元醇(主要通过氢键与花生蛋白相互作用而使花生蛋白

表面活性降低(不利于花生蛋白迁移至水
)

油界面)当甘露

醇质量分数在
&:&P

"

'&:&P

时(花生蛋白乳化性逐渐增加(

随后乳化性逐渐降低)原因是随糖醇质量分数的增加(花生

蛋白疏水基团不断外露(因而乳化性逐渐增强(但当进一步

增加糖醇质量分数时(花生蛋白已暴露疏水基团的相互聚集

作用逐渐增强(影响了花生蛋白在油
)

水界面的结合与吸附(

因而乳化性逐渐降低,

'(

-

)

由图
@

可知(当木糖醇质量分数在
&:&P

"

>:&P

时(花生

图
?

!

木糖醇和甘露醇对
ZZ

乳化性的影响

T0

=

D<4?

!

-HH4286;HX

I
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4.D16070108

I

;HZZ

图
@

!

木糖醇和甘露醇对
ZZ

乳化稳定性的影响

T0

=

D<4@

!

-HH4286;HX

I

108;1/59./5508;1;54.D160;5

68/70108

I

;HZZ

蛋白乳化稳定性呈逐渐降低趋势(继续增加质量分数至

%&:&P

时则出现一定波动(原因是此时花生蛋白疏水基团被

部分包裹在分子内部(分子柔性降低(不利于其扩散至油
)

水

界面(乳化稳定降低,

'+

-

)当甘露醇质量分数在
&:&P

"

>:&P

时(花生蛋白乳化稳定性逐渐降低(随后乳化稳定性增加)

原因是低浓度木糖醇和甘露醇处理(有助于降低花生蛋白乳

化液表观黏度(使乳化液微粒间碰撞频率增加,

',

-

(乳化稳定

性降低(但高浓度木糖醇和甘露醇反而增加了乳化液黏度(

因而乳化稳定性增加)

%:?

!

紫外二阶导数光谱

木糖醇和甘露醇对花生蛋白紫外光谱的影响见图
>

+

(

)

由于
Z34

+

M

I

<

和
M<

F

在
%,&5.

处均有紫外吸收!主要是

M

I

<

和
M<

F

残基吸收#(导致峰信号重叠而难以辨认(故可利

用紫外二阶导数光谱描述
M<

F

和
M

I

<

微环境变化,

'*

-

)在

%,&

"

?&&5.

时(木糖醇处理组出现
%

个正吸收峰!

%,+

(

%*@5.

#和
%

个负吸收峰!

%,?

(

%*&5.

#(甘露醇处理组出现

%

个正吸收峰!

%,,

(

%*@5.

#和
%

个负吸收峰!

%,@

(

%*&5.

#(

这些位置变化主要取决于氨基酸残基所处溶剂亲*疏水性的

影响)

%*@5.

处吸收峰被认为是
M<

F

单独贡献的结果,

%&

-

(

木糖醇和甘露醇处理组均在该波长处未发生明显红移或蓝

移(结合荧光光谱结果(可认为经过木糖醇和甘露醇分别处

理
%3

后(

M<

F

残基已充分暴露在花生蛋白分子表面(处于极

*'
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性溶剂环境中)

由于
%(&

"

%*&5.

吸收峰归属于
M<

F

和
M

I

<

残基,

%'

-

(

且木糖醇和甘露醇处理后(各二阶导数光谱峰的位置几乎未

发生变化(因此需采用导数光谱法生成
0

*

)

来分析
M

I

<

残基

微环境,

%%

-

)由图
>

+

(

可知(当木糖醇和甘露醇在
%:>P

"

'&:&P

时(各处理组峰
S

谷间纵向距离
0

和
)

值之比!

0

*

)

#

均低于未处理组(说明在木糖醇和甘露醇作用下(原来部分

暴露的
M

I

<

残基重新被翻转到分子内部疏水腔中,

%?

-

)当木

糖醇和甘露醇在
'&:&P

"

%&:&P

时(

0

*

)

均急剧增加(但木糖

醇高于未处理组(可能是高浓度木糖醇通过大量羟基与
M

I

<

形成氢键而使
M

I

<

暴露于分子表面(而甘露醇羟基数目低于

木糖醇)紫外二阶导数光谱与荧光光谱结果基本一致)

%:@

!

荧光光谱

木糖醇和甘露醇对花生蛋白荧光光谱的影响见图
+

+

,

)

内源性荧光可用于分析花生蛋白分子中
M

I

<

和
M<

F

残基微

环境的变化情况,

%@

-

)在激发波长
%+&

"

%*&5.

时(可认为

荧光来自
M

I

<

和
M<

F

残基(当激发波长大于
%*&5.

时(可认

图
>

!

木糖醇对
ZZ

紫外光谱的影响
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F
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图
(

!

甘露糖醇对
ZZ

紫外光谱的影响

T0

=

D<4(

!
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F

428<D.;HZZ

为荧光来自
M<

F

残基,

%>

-

)

M<

F

残基的荧光光谱对微环境的

变化很敏感(通常认为(其荧光峰在非极性环境中约为
?'&

"

?%@5.

(包埋于蛋白质分子内部约为
?%(

"

??%5.

(暴露于

分子表面约为
?>&

"

?>?5.

,

%(

-

)本试验发现(木糖醇和甘露

醇处理组几乎均在
?&@5.

未见荧光峰(而在
?>%5.

出现较

强荧光峰(原因是花生蛋白发生分子内
M

I

<

到
M<

F

能量转

移(导致
M

I

<

荧光猝灭和
M<

F

荧光强度增强,

%+S%,

-

)当木糖

醇或甘露醇处理
%3

后(花生蛋白分子空间结构均充分伸

展(

M<

F

残基大部分暴露在溶剂中(增加了与溶剂分子碰撞

的几率(因而荧光强度降低)

随木糖醇和甘露醇质量分数的增加(二者的荧光峰形和

?>%5.

处峰位均未发生明显变化(仅是荧光强度降低(且木

糖醇对花生蛋白荧光的猝灭程度较大(表明木糖醇与花生蛋

白间相互作用较强(疏水键和氢键等被破坏(分子充分伸展

而松散(降低了
M

I

<

到
M<

F

间的能量传递(导致花生蛋白荧

光强度逐渐降低)低浓度甘露醇与花生蛋白分子结合作用较

弱(几乎不影响荧光强度(仅高浓度时可使
M<

F

残基荧光强度

降低(可能是甘露醇溶解性明显低于木糖醇(而花生蛋白分子

猝灭程度与猝灭剂浓度在一定范围内呈线性关系(故甘露醇

处理的花生蛋白荧光强度降低程度低于木糖醇处理的)

另外(在木糖醇和甘露醇处理过程中(花生蛋白分子基

本结构未发生变化(发生了
M<

F

残基到木糖醇或甘露醇的非

辐射能量转移(从而导致花生蛋白荧光猝灭,

%*S?&

-

)杨国平

图
+

!

木糖醇对
ZZ

荧光光谱的影响
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图
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!
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等,

?'

-研究发现(木糖醇的紫外
S

可见吸收光谱与花生蛋白

的荧光光谱有一定程度重叠(木糖醇与蛋白质残基距离为

%:?*5.

(小于
+5.

(符合能量转移理论(可认为木糖醇与花

生蛋白间的结合作用力主要是静电引力(一方面阻止
M

I

<

残

基与
M<

F

残基间的能量转移(另一方面通过静态猝灭和非辐

射能量转移机制而使花生蛋白荧光猝灭(与本试验结论

相符)

%:>

!

表面疏水性

木糖醇和甘露醇对花生蛋白表面疏水性的影响见图
*

)

当激发波长为
?*&5.

时(单纯
UB$

荧光峰在
>&*5.

附

近,

?%

-

(且荧光强度较小)当加入花生蛋白+木糖醇*甘露醇

作用
%3

后(随木糖醇*甘露醇浓度增加(花生蛋白
)UB$)

木

糖醇和花生蛋白
)UB$)

甘露醇复合物的荧光强度均显著增

强(且最大荧光发射峰!

$

./X

#发生明显蓝移(说明
UB$

作为

阴离子非极性荧光探针(通过疏水作用与花生蛋白非极性区

域结合后(可使花生蛋白疏水性明显增强(溶液微环境发生

改变,

??

-

)

当木糖醇和甘露醇质量分数在
&:&P

"

'&:&P

时(花生

蛋白表面疏水性指数均显著增加!

Z

'

&:&>

#(可能是
%

种糖

醇分别与花生蛋白分子相互作用(均可使疏水基团外露(花

生蛋白分子间暂未发生聚集,

?@

-

)但当木糖醇和甘露醇的质

量分数继续增至
%&:&P

时(前者表面疏水性指数明显缓慢增

加(后者反而开始下降(可能是"

#

由于甘露醇羟基数目多

于木糖醇(甘露醇通过氢键作用占据花生蛋白分子表面(形

成花生蛋白
)

甘露醇
)

花生蛋白复合物的能力较强(因而相当

于减少了
UB$

结合位点$

$

花生蛋白分子受甘露醇影响较

为明显(其表面结构发生重排而导致疏水残基相互聚集(与

UB$

结合位点减少(因而表面疏水性降低,

?>S?+

-

)

图
*

!

木糖醇和甘露醇对
ZZ

表面疏水性的影响
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?

!

结论
研究结果表明(随甘露醇质量分数的增加(花生蛋白溶

解性基本均在
F

_@:&

处最低(花生蛋白表面疏水性和乳化

性均先增加后降低(荧光强度均不同程度降低(花生蛋白的

酪氨酸被包裹进分子内部(而色氨酸暴露于分子表面(同时

由于发生分子内
M

I

<

到
M<

F

能量转移(花生蛋白荧光强度

降低)

一般而言(蛋白质分子的表面疏水性越高(溶解性越低)

然而(本试验采用不同质量分数的木糖醇和甘露醇处理后(

花生蛋白表面疏水性与溶解性并无对应关系(说明表面疏水

性并非导致溶解性变化的唯一因素)不同质量分数木糖醇

和甘露醇作用
%3

后(

M<

F

残基%暴露&在分子表面极性微环

境(表明花生蛋白三级结构发生一定程度变化(且这种
M<

F

残基%暴露&与图
*

中花生蛋白表面疏水性均高于未添加糖

醇组的结果相一致(但不能由此将花生蛋白表面疏水性简单

归因于表面疏*亲水性残基比)目前主流观点认为(蛋白质

分子的表面疏水性还应充分考虑其空间构象差异(且
M<

F

等

疏水性残基的微环境变化并不代表非变性条件下表面疏水

性变化,

?,

-

)

Z/5

等,

?*

-研究表明(大豆分离蛋白与甘露醇+山

梨醇和木糖醇作用后(表面疏水性和荧光强度降低(酪氨酸

和色氨酸残基被包裹进分子内部(与本试验不完全一致(可

能是使用的蛋白质材料不同)另外(木糖醇作用后(花生蛋

白的表面疏水性和乳化性出现一定波动(表明花生蛋白乳化

性与表面疏水性并非完全正相关(原因是蛋白质的乳化性不

仅与其表面疏水性有关(也与柔性等有关(与
R/.;9/</5

等,

@&

-的一致)

不同质量分数木糖醇和甘露醇作用后(花生蛋白起泡

性+胶凝性+表面微观结构+巯基和二硫键以及二级结构含量

等的变化有待进一步研究)其中(二级结构如
!

螺旋和
%

折

叠含量等变化可通过圆二色谱+拉曼光谱或红外光谱等进行

分析$乳化性可通过其它辅助手段减少二硫键含量以提高花

生蛋白分子柔性$胶凝性通过质构仪进行分析$表面微观结

构可通过扫描电镜测定)
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