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酶法糖基化修饰对玉米醇溶蛋白部分结构

及流变学性质的影响
8//$".-/$%9

7

3(.&"

'

4

7

"-,

7

4(.&-%3-)&/&"(.&-%-%

+

(#.&(4

,.#:".:#(4(%)#1$-4-

'

&"(4

+

#-

+

$#.&$,-/9$&%

曲
!

悦#

!

!

O-4@1

#

'

!

!

王晓杰#

!

!

M?#KT/%(&

U

/1

#

'

!

!

刘晓兰#

!

!

23-T/%(&8%)

#

'

!

!

丛万锁#

!

!

7H#KM%)&5@(

#

'

!

#

#6

齐齐哈尔大学食品与生物工程学院'黑龙江 齐齐哈尔
!

#&#""&

*

!6

黑龙江省普通高校农产品加工重点实验室'黑龙江 齐齐哈尔
!

#&#""&

$

#

#67(881

*

1(

9

:((;%);P/(8(

*

/=%8")

*

/)11>/)

*

'

O/

Q

/C%>-)/B1>5/A

'

'

O/

Q

/C%>

'

,1/8()

*U

/%)

*

#&#""&

'

7C/)%

*

!6,1/8()

*U

/%)

*

G1

'

2%D(>%A(>

'

(

9

?

*

>/=@8A@>%8F>(;@=A5F>(=155/)

*

'

O/

Q

/C%>

'

,1/8()

*U

/%)

*

#&#""&

'

7C/)%

$

摘要!为了提高玉米醇溶蛋白的生物利用率"用谷氨酰胺转

氨酶#

AH+J:

$和低聚氨基葡萄糖对玉米醇溶蛋白进行酶法糖

基化修饰"研究了
AH+J:

催化的低聚氨基葡萄糖的共价结合

反应对玉米醇溶蛋白部分结构性质及流变学性质的影响(试

验结果表明"与玉米醇溶蛋白相比"低聚氨基葡萄糖的共价结

合使玉米醇溶蛋白的游离巯基含量降低
1!21'

#

*4<

%

V

"热变

性温度和变性焓分别增加
##_

和
'!21@

%

V

"即糖基化反应使

玉米醇溶蛋白的热稳定性增加(在剪切速率为
#

$

#""J

Z#

条件下"糖基化玉米醇溶蛋白分散液的表观黏度最高"并表

现出剪切稀化的特性(在剪切频率
"2#

$

#"\Y

时"交联玉

米醇溶蛋白和糖基化玉米醇溶蛋白分散液的弹性模量#

Kn

$

均大于黏性模量#

Ko

$"表现为类固体特征(

关键词!玉米醇溶蛋白)低聚氨基葡萄糖)转谷氨酰胺酶)游

离巯基)流变学性质

34-56785

*

BK4./:.Q4,*

;

.4T:QD:S,4+T+,-+S,-,Q

0

4UY:,K

"

RD,3DR+J

*4/,U,:/S

0

WJ,K

V

QD: *,3.4S,+-Q.+KJ

V

-WQ+*,K+J:+K/ 3D,Q4J+K2

(UU:3QJ4UQD::KY

0

*+Q,3

V

-

0

34J

0

-+Q,4K *4/,U,3+Q,4K4KQD:

;

+.Q,+-

JQ.W3QW.+-+K/.D:4-4

V

,3+-

;

.4

;

:.Q,:J4UY:,KR:.:JQW/,:/2>4*

;

+.:/

Q44.,

V

,K+-Y:,K

"

QD:U.::JW-UD

0

/.

0

-

V

.4W

;

J4UQD:

V

-

0

34J

0

-+Q:/Y:,K

/:3.:+J:/S

0

1!21'

#

*4<

%

V

"

QD:/:K+QW.+Q,4KQ:*

;

:.+QW.:+K/QD:

/:K+QW.+Q,4K:KQD+-

;0

4UQD:

V

-

0

34J

0

-+Q:/Y:,K,K3.:+J:/S

0

##_+K/

'!21@

%

V

"

.:J

;

:3Q,T:-

0

2AD:J:.:JW-QJJW

VV

:JQQD+QQD:.*+-JQ+S,-,Q

0

4U

QD:Y:,K R+J,K3.:+J:/ S

0

:KY

0

*+Q,3

V

-

0

34J

0

-+Q,4K .:+3Q,4K2NQ

JD:+.,K

V

.+Q:.+K

V

,K

V

U.4*#Q4#""J

Z#

"

QD:/,J

;

:.J,4KJ4UY:,K+K/

3.4JJ)-,K[:/+JR:--+J

V

-

0

34J

0

-+Q:/Y:,K:XD,S,Q:/JD:+.QD,KK,K

V

S:)

D+T,4W.

"

+K/+

;;

+.:KQT,J34J,Q

0

4UQD.::J+*

;

-:JR+JJ,

V

K,U,3+KQ-

0

,K)

3.:+J:/S

0

QD::KY

0

*+Q,3

V

-

0

34J

0

-+Q,4K2O:+KRD,-:

"

QD::-+JQ,3,Q

0

*4/W-WJ

#

Kn

$

4UQD:

V

-

0

34J

0

-+Q:/Y:,K+K/3.4JJ)-,K[:/4K:R:.:

D,

V

D:.QD+KT,J34WJ*4/W-WJ

#

Ko

$"

+K/QD:,.U-4RS:D+T,4.

;

.:J:KQ:/

+J+J4-,/)-,[:3D+.+3Q:.+QU.:

c

W:K3,:J4U"2#

$

#"\Y2

9:

;

<=6>-

*

Y:,K

)

3D,Q4J+K

)

Q.+KJ

V

-WQ+*,K+J:

)

QD:U.::JW-UD

0

/.

0

-

V

.4)

W

;

J34KQ:KQ

)

.D:4-4

V

,3+-

;

.4

;

:.Q,:J

玉米蛋白粉#

>4.KH-WQ:KO:+-

'

>HO

$是湿法玉米淀粉

加工中产量最大的副产物(

>HO

中含有
5

种溶解性不同的

蛋白质'含量约为
&!P

$

'#P

(其中'醇溶性玉米蛋白的含

量为
&$P

$

&6P

'碱溶性谷蛋白的含量为
!!P

$

11P

'是

>HO

中
!

种主要蛋白质!

#Z!

%

(玉米醇溶蛋白和谷蛋白在水

相中溶解性差的特点严重限制了玉米蛋白在食品工业中的

应用!

!

%

(如果能对玉米蛋白进行改性'使其溶解性等功能性

质显著改善'则玉米蛋白将有机会应用于食品工业中(

在食品工业中'普遍采用非酶褐变的美拉德反应

#

O+,--+./.:+3Q,4K

$去改善食物中蛋白质的溶解性等加工特

性和抗氧化等生理功能特性!

1Z$

%

(但是'该反应存在反应时

间长+反应温度高+营养成分可利用率下降+会产生致突变物

#如丙烯酰胺+呋喃+羟甲基糠醛$等缺点(

微生 物 来 源 的 谷 氨 酰 胺 转 氨 酶 #

Q.+KJ

V

-WQ+*,K+J:

'

AH+J:

$是一种不依赖
>+

!l

+可以催化蛋白质#或多肽$分子

之间发生共价交联的酰基转移酶'广泛应用于肉制品等加工

业(

AH+J:

催化的酰基转移反应中'谷氨酰胺残基上的甲酰

##



胺基提供乙酰基供体'赖氨酸残基上的
#

)

氨基提供乙酰基受

体!

&

%

(当乙酰基受体由氨基葡萄糖+氨基半乳糖和低聚氨基

葡萄糖等含有伯胺基团的糖提供时'则发生了蛋白质的酶法

糖基化修饰(用
AH+J:

催化的大豆分离蛋白)酪蛋白与氨基

葡萄糖)低聚氨基葡萄糖发生糖基化反应时'供体蛋白质的

部分物化性质被显著改善'如溶解性+凝胶性和流变学性质

等!

'Z%

%

(与美拉德反应相比'酶法糖基化的反应温度更温

和+反应时间更短'且不会产生美拉德反应中所生产的致突

变物'显示出良好的应用优势与前景(

玉米蛋白的氨基酸组成特点决定其适合作为
AH+J:

的

催化底物(但迄今为止'未见用
AH+J:

和低聚氨基葡萄糖对

玉米醇溶蛋白进行改性的相关文献报道(本课题组已经用

反相高效液相色谱法和红外光谱法证实了在
AH+J:

催化下'

低聚氨基葡萄糖共价结合到玉米醇溶蛋白分子上!

#"

%

'并建

立了玉米醇溶蛋白与低聚氨基葡萄糖之间的
AH+J:

酶法糖

基化反应体系(在前期研究基础上'本试验拟以玉米醇溶蛋

白为原料'研究低聚氨基葡萄糖的共价结合对玉米醇溶蛋白

部分结构性质及流变学性质的影响'为进一步研究糖基化修

饰玉米醇溶蛋白的结构与其生理活性之间的关系提供理论

依据(

#

!

材料与方法
#2#

!

材料与仪器

#2#2#

!

材料与试剂

低聚氨基葡萄糖"相对分子质量
#2$[F+

'青岛博智汇力

生物科技有限公司*

AH+J:

"酶活力
#"""d

)

V

'泰兴市一鸣生物制品有限

公司*

$

'

$n)

二硫代双#

!)

硝基苯甲酸$#

FA8E

$"色谱级'上海

9+K

V

4K

有限公司(

#2#2!

!

主要仪器设备

数显恒温水浴振荡器"

9\g)N

型#往复式$'江苏金坛医

疗仪器厂*

低速常温离心机"

>?!#H

/

型'日立集团*

高级旋转流变仪"

b,K:XWJ

型'英国马尔文公司*

差示扫描量热仪"

m)!"

型'美国
AN

仪器有限公司*

真空冷冻储存箱"

<F)$1

型'美国
O,--.43[

公司*

紫外可见分光光度计"

Fd6""

型'贝克曼库尔特商贸#中

国$有限公司*

超低温冷冻冰箱"

EO$#$

型'法国
L?]B<NE]

集团(

#2!

!

方法

#2!2#

!

玉米醇溶蛋白的提取
!

参照文献!

##

%(

#2!2!

!

糖基化玉米醇溶蛋白和交联玉米醇溶蛋白的制备

参照文献!

#!

%'修改如下"按照酰基供体与酰基受体的

摩尔比为
#

"

1

'向玉米醇溶蛋白悬浮液#底物浓度
1P

$中加

入低聚氨基葡萄糖'用
!*4-

)

<8+]\

将反应初始
;

\

调整

至
'2'

'按照
&"d

)

V

蛋白的加酶量加入
AH+J:

#为了增加酶

的分散性'可事先将
AH+J:

配制成
#*<

的溶液$'在
1'_

下反应
6D

(在此期间'每隔
#D

检测
#

次
;

\

'使反应体系

的
;

\

始终维持在
'2'

(反应液置于
6$ _

水浴锅中处理

$*,K

钝化
AH+J:

'冷却至室温(为了除去反应体系中未参

加反应的低聚氨基葡萄糖'用截断分子质量
!"""F+

的透析

袋在
5_

透析
56D

(透析后的样品经冷冻干燥
56D

后即为

糖基化玉米醇溶蛋白(交联玉米醇溶蛋白的制备方法同上'

区别仅在于反应体系中不加入低聚氨基葡萄糖(

#2!21

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物游离巯基含量的

测定
!

参照文献!

##

%(

#2!25

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物热变性温度和变

性焓的测定
!

利用差示扫描量热仪测定(精确称取
!2$*

V

样品放入铝盒中'压盖密封后置于
F9>

仪器的样品支持器

上'以密封空铝盒作为对照(测定条件"氮气压力
"2"$O=+

'

升温速率
#"_

)

*,K

'温度范围
!"

$

#6"_

(

#2!2$

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物流变学性质的

测定

#

#

$

;

\

对糖基化玉米醇溶蛋白表观黏度的影响"在底

物浓度为
#"P

的条件下'分别将糖基化玉米醇溶蛋白分散液

的
;

\

值调整至
&2"

'

'2"

'

62"

'

62$

'

%2"

'然后进行表观黏度的

测定'比较不同
;

\

值对糖基化玉米醇溶蛋白表观黏度的

影响(

#

!

$表观黏度的测定"配制底物浓度均为
#"P

#蛋白基$

的蛋白质分散液'放在
5_

冰箱中静置过夜'使样品充分水

合(用高级旋转流变仪测定'测定条件"夹具
=d&"

型*剪切

速率
#

$

#""J

Z#

*温度
!$_

(

#

1

$黏弹特性的测定"按
#2!2$

#

!

$方法制备蛋白质分散

液'通过低振幅振荡试验确定
1

种样品在线性黏弹区的应力

振幅值*然后在夹具
=d&"

型+剪切频率
"2#

$

#"2"\Y

+应力

振幅值
"2#!P

+温度
!$_

条件下进行频率扫描'分析
1

种样

品分散液的弹性模量#

Kn

$和黏性模量#

Ko

$(

#2!2&

!

数据的统计学分析
!

应用
9=99#%2"

统计软件中的

<9F

和
FWK3+K

检验对数据进行差异显著性分析(

!

!

结果与讨论

!2#

!

AH+J:

糖基化修饰对玉米醇溶蛋白部分结构性质的

影响

!2#2#

!

AH+J:

糖基化修饰对玉米醇溶蛋白游离巯基含量的

影响
!

游离疏基是一个影响蛋白质抗氧化活性和乳化行为

的重要参数!

##

%

(糖基化修饰过程会引起蛋白质游离巯基和

二硫键之间的相互转化'通过测定游离巯基含量的变化情况

可以预测蛋白质在结构方面的变化程度(采用
(--*+K

,

J

分

光光度法测定
1

种样品的游离巯基含量'试验结果见图
#

(

!!

由图
#

可以看出'与原玉米醇溶蛋白相比'交联玉米醇

溶蛋白的游离巯基含量增加'可能是
AH+J:

催化的分子内交

联作用使球状玉米醇溶蛋白的结构伸展!

#1

%

'原包埋在分子

内部的含硫氨基酸残基上的巯基暴露到分子表面'导致游离

巯基含量增加*

AH+J:

催化的糖基化反应使玉米醇溶蛋白的

游离巯基含量降低'可能有以下两方面的原因"

%

糖基化过

程中与玉米醇溶蛋白共价结合的长链低聚氨基葡萄糖分子'

产生了空间位阻'屏蔽了部分游离巯基*

&

虽然含有巯基的

!#

基础研究
!

!"#6

年第
%

期



不同小写字母表示差异显著#

=

#

"2"$

$

图
#

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物的游离巯基含量

L,

V

W.:#

!

AD:U.::JW-UD

0

/.

0

-

V

.4W

;

J34KQ:KQ4UY:,K+K/

3.4JJ)-,K[:/+JR:--+J

V

-

0

34J

0

-+Q:/Y:,K

氨基酸暴露在蛋白质表面'但由于形成的糖基化蛋白结构性

质不稳定'随着糖基化反应程度进一步加深'使得暴露的巯

基之间形成新的二硫键'致使修饰产物巯基含量下降(游离

疏基含量的变化说明了
AH+J:

催化的糖基化反应使蛋白质

的构象发生变化'使得其功能特性也会发生相应的变化(另

外'一些研究!

#5

%结果表明'疏基含量与乳化活性具有显著的

相关性'糖基化玉米醇溶蛋白乳化活性的降低可能与其游离

巯基含量下降有关(

!2#2!

!

糖基化修饰对玉米醇溶蛋白热变性温度和变性焓的

影响
!

F9>

通过测量在以恒定速率加热时与分子热变性相

关的热能改变测定稳定性'热跃迁中点#

L*

$越高'分子越稳

定(对玉米醇溶蛋白及其
!

种糖基化修饰产物进行
F9>

测

定'以表征
AH+J:

催化的糖基化反应对玉米醇溶蛋白热稳定

性的影响'试验结果见图
!

和表
#

(

!!

由表
#

可以看出'

AH+J:

催化的糖基化修饰使玉米醇溶

蛋白的变性温度和总变性焓均发生了不同程度的上升'在整

体上提高了玉米醇溶蛋白的热稳定性(与玉米醇溶蛋白相

比'分子内交联反应使玉米醇溶蛋白的变性温度和总变性焓

变化不显著'可能与玉米醇溶蛋白的氨基酸组成有关(

AH+J:

催化的交联反应以赖氨酸残基上的
#

)

氨基为乙酰基

受体'而玉米醇溶蛋白中赖氨酸含量低'导致交联反应发生

几率低'对玉米醇溶蛋白的热稳定性影响较小(糖基化反应

图
!

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物的
F9>

曲线
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W.:!

!

F9>
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.4U,-:4UY:,K+K/,QJ
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0

34J

0

-+Q:/

;

.4/W3QJ

表
#

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物的变性温度

和热变性焓a

A+S-:#

!

AD:/:K+QW.+Q,4K

;

:+[Q:*

;

:.+QW.:+K/QD:.*4/:)

K+QW.+Q,4K :KQD+-

;0

4UY:,K +K/,QJ

V

-

0

34J

0

-+Q:/

;

.4/W3QJ

样品 变性温度)
_

总变性焓)#

@

/

V

Z#

$

玉米醇溶蛋白
!!!

#"62$!M!2$5

+

#&!25$M62%6

S

交联玉米醇溶蛋白
!

##!2"6M"2%#

+

#&"2&"M##21#

S

糖基化玉米醇溶蛋白
##%2$!M#!2&"

+

!152'$M!12%1

+

!

a

!

不同小写字母表示差异显著#

=

#

"2"$

$(

使玉米醇溶蛋白的变性温度提高了
##_

'总变性焓提高了

'!21@

)

V

'可能是与玉米醇溶蛋白共价结合的长链低聚氨基

葡萄糖分子阻止了蛋白分子之间的相互靠近和作用'进而抑

制了蛋白质的变性和聚集沉淀'与迟玉杰等!

#$

%的研究结论

相一致(

!2!

!

糖基化修饰对玉米醇溶蛋白流变学性质的影响

!2!2#

!;

\

对糖基化玉米醇溶蛋白表观黏度的影响
!

蛋白质

只有处于溶解状态时才能表现出良好的功能特性'因此'糖

基化玉米醇溶蛋白只有处于良好的溶解状态才能表现出良

好的表观黏度(蛋白质的溶解性受
;

\

影响较大'在高于或

低于等电点的
;

\

条件下'会对蛋白质的溶解性产生有益的

作用(为了防止样品中不溶性颗粒对蛋白质表观黏度测定

的影响'在剪切速率为
#

$

#""J

Z#条件下'测定在不同
;

\

条

件下的蛋白分散液的表观黏度'结果见图
1

(

图
1

!;

\

对糖基化玉米醇溶蛋白分散液表观黏度的影响

L,

V

W.:1

!

(UU:3Q4U

;

\4KQD:+

;;

+.:KQT,J34J,Q

0

4UQD:+

c

W:)

4WJ/,J

;

:.J,4KJ4UQD:

V

-

0

34J

0

-+Q:/Y:,K

!!

由图
1

可以看出'在底物浓度均为
#"P

条件下'在
;

\

值为
&2"

时'糖基化玉米醇溶蛋白分散液的表观黏度值最

低*在碱性
;

\62"

$

%2"

值条件下'低剪切频率时'分散液的

表观黏度呈先上升后降低的趋势'在高剪切频率时'分散液

的表观黏度有波动'曲线不光滑'可能是分散液中的不溶性

颗粒对表观黏度的测量产生了影响(

;

\

值为
'2"

时'分散

液的表观黏度最大'曲线光滑下降'没有波动'说明此条件下

样品的溶解性最高'避免了分散液中不溶性颗粒对玉米醇溶

蛋白表观黏度测量的影响(因此'选择底物浓度
#"P

+

;

\'2"

的条件进行糖基化玉米醇溶蛋白表观黏度的测定(

1#

第
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!2!2!

!

糖基化修饰对玉米醇溶蛋白表观黏度的影响
!

将
1

种玉米醇溶蛋白样品配置成底物浓度为
#"P

#蛋白基$的分

散液'并调节
;

\

值为
'2"

'在此条件下测定
1

种玉米醇溶蛋

白样品的表观黏度'试验结果见图
5

(

图
5

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物表观黏度随剪切频

率的变化曲线
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34J
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!!

由图
5

可以看出'在剪切速率
#

$

#""J

Z#时'糖基化玉米

醇溶蛋白的表观黏度最大'而交联玉米醇溶蛋白的表观黏度

大于玉米醇溶蛋白'并且
1

种样品的表观黏度均随着剪切频

率的增加而逐渐下降'为假塑性流体所特有的剪切稀化现象(

在氨基糖不存在的条件下'

AH+J:

催化蛋白质分子内

的交联反应#乙酰基受体由赖氨酸残基上的
#

)

氨基提供$'形

成了分子质量和体积较大的蛋白质聚合物'增加了蛋白质分

散液的表观黏度'与
94K

V

等!

#&Z#'

%的研究结果一致(在氨基

糖存在的条件下'

AH+J:

催化的糖基化反应使低聚氨基葡萄

糖与玉米醇溶蛋白共价结合'糖分子改善了玉米醇溶蛋白的

溶解性'增加了反应体系中蛋白质之间的相互作用'进而增

加了表观黏度(另外'与玉米醇溶蛋白共价结合的糖分子使

溶液的黏度增加'对糖基化玉米醇溶蛋白表观黏度的增加具

有促进作用(因此'糖基化玉米醇溶蛋白的分散液表现出最

高的表观黏度(

!2!21

!

糖基化修饰对玉米醇溶蛋白黏弹特性的影响
!

食品

的结构+品质与黏弹特性密切相关(在确定应力值为

"2#!P

+剪切频率范围为
"2#

$

Z#"2"\Y

的条件下'测定
1

种玉米醇溶蛋白样品分散液的
Kn

和
Ko

'试验结果见图
$

(

!!

从图
$

可以看出'在测定的剪切频率范围内'玉米醇溶

蛋白分散液由类液体特征#剪切频率
"2#5

$

"2'!\Y

$转变为

类固体特性#剪切频率
#

$

#"\Y

$'表明玉米醇溶蛋白的交联

程度很弱'处于半流体状态(

AH+J:

催化的糖基化修饰在一

定程度上改变了玉米醇溶蛋白的黏弹特性(在剪切频率为

"2#%\Y

时'交联玉米醇溶蛋白的
Kn

和
Ko

值相等*在频率

"2#%

$

#2""\Y

时'

Kn

高于
Ko

'且两者均随着剪切频率的增加

而逐渐增加*在频率
#

$

#"\Y

时'

Kn

和
Ko

的值变化幅度较

小'说明体系形成了凝胶!

#6

%

(在剪切频率
"2#

$

#"2"\Y

时'

糖基化玉米醇溶蛋白的
Kn

和
Ko

均随剪切频率的增加而增

加'且
Kn

始终高于
Ko

'表现为类固体特征'说明糖基化反应

图
$

!

玉米醇溶蛋白及其糖基化修饰产物的黏弹性

模量随剪切频率的变化曲线
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促使玉米醇溶蛋白具有更好的增稠作用(

1

!

结论
针对玉米醇溶蛋白水溶性差的特点'本试验利用具有多

羟基结构的低聚氨基葡萄糖分子对玉米醇溶蛋白进行糖基

化改性'以期在改善玉米醇溶蛋白的溶解性的同时'改善玉

米醇溶蛋白的结构和功能等性质(游离巯基含量和热学性

质的测定结果表明'

AH+J:

催化的低聚氨基葡萄糖的共价结

合反应使玉米醇溶蛋白的热稳定性增加(在剪切速率为
#

$

#""J

Z#条件下'糖基化玉米醇溶蛋白分散液的表观黏度最

高'并表现出剪切稀化的特性(在剪切频率
"2#

$

#"2"\Y

时'糖基化玉米醇溶蛋白分散液的
Kn

均大于
Ko

'表现为类固

体特征(说明与玉米醇溶蛋白和交联玉米醇溶蛋白相比'低

聚氨基葡萄糖的共价结合反应可以在一定程度上改善玉米

醇溶蛋白的结构性质和流变学性质(
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