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美拉德糖基化对玉米蛋白粉双酶水解产物

抗氧化活性的影响
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摘要!利用复合蛋白酶和碱性蛋白酶协同作用于玉米蛋白

粉"将得到的双酶水解产物与壳寡糖进行美拉德糖基化反

应"研究不同蛋白浓度下的酶解物和糖基化产物的抗氧化活

性(结果表明"酶解物和糖基化产物都具有良好抗氧化活

性"美拉德糖基化反应可以提高酶解物的抗氧化活性(当糖

基化产物蛋白浓度为
$2""*

V

%

*<

时"其-

]\

清除率和

F==\

- 清除率分别达到了
%"2%#P

和
&#2'$P

"蛋白浓度为

#2""*

V

%

*<

时"

L:

!l 螯合能力为
6125!P

"比酶解物-

]\

清除率和
F==\

-清除率分别提高了
562'6P

和
1!2!&P

"

L:

!l螯合能力提高了
!!2&1P

(

关键词!玉米蛋白粉)美拉德糖基化)酶解)抗氧化
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玉米蛋白粉#

34.K

V

-WQ:K*:+-

$是玉米湿法生产淀粉过

程中的主要副产物'因为疏水性氨基酸含量高'水溶性差'加

工性能不好'人体消化吸收利用率低等因素的影响'限制了

其在食品加工中的应用(与其他谷物蛋白相比'玉米蛋白粉

的多肽链中含有抗氧化+抗高血压和促进酒精代谢等功能序

列区!

#

%

'使用合适的蛋白酶处理可以很好地将这些功能序列

释放出来'使玉米蛋白粉成为优良的功能食品原料(本课题

组!

!

%曾利用碱性蛋白酶和复合蛋白酶协同作用玉米蛋白粉'

结果发现水解产物的/

]\

清除率+

F==\

/清除率和
L:

!l

螯合能力均较高(

蛋白质翻译后修饰是改变细胞生物活性的关键一步'因

为它可以调节分子间的相互作用'如蛋白质和多肽!

1

%

(蛋白

质翻译后修饰可能以糖基化+磷酸化+甲基化等方式出现'而

蛋白质的糖基化被认为是细胞中重要的翻译后修饰!

5

%

(因

为蛋白质糖基化后会产生许多具有特性功能的糖蛋白'这些

糖蛋白在生物体内起到了调控生命体正常活动的作用'例如

生物体的免疫调节功能+抗氧化功能和抗疲劳能力都与之有

着密切联系!

$

%

(

蛋白质美拉德糖基化是蛋白质+短肽和氨基酸与还原糖

之间的一种非酶褐变反应!

&

%

(食品加工过程中'它的反应产

'5#



物可以影响到食品的风味和色泽!

'

%

(在一些体外试验研

究!

6Z%

%中'美拉德反应产物表现出了抗氧化+抗高血压和抑

菌的生物活性'

O+.[4

等!

#"

%研究还发现'美拉德反应产物具

有调节肿瘤细胞生长的功能(

壳寡糖是自然界中唯一呈碱性+带正电+相对分子质量

在
!"""

以内+水溶性+动物性纤维寡糖'被誉为是人体的第

六生命要素(壳寡糖不仅有提高机体的免疫能力+调节血

脂+保护化学性肝损伤等功能'因具有甜味'还可以作为添加

剂改善食品风味!

##

%

(

本研究拟通过美拉德糖基化改性技术'对双酶水解玉米

蛋白粉的水解产物进行蛋白改性'并研究酶解产物和其美拉

德糖基化产物的抗氧化活性(

#

!

材料和方法

#2#

!

材料

玉米蛋白粉"黑龙江龙凤玉米开发有限公司*

!

)

淀粉酶"酶活
!2"̀ #"

$

d

)

V

'食品级'北京双旋微生物

培养基制品厂*

碱性蛋白酶"#酶活
!2#`#"

$

d

)

V

$+复合蛋白酶#酶活

!21̀ #"

5

d

)

V

$"食品级'丹麦诺维信公司*

壳寡糖"分子量为
.

#[F+

'脱乙酰度为
%$P

'浙江金壳

生物化学有限公司*

F==\

"纯度
*

%$P

'美国
9,

V

*+

公司*

其他化学试剂均为实验室常规分析纯试剂(

#2!

!

主要仪器和设备

紫外分光光度计"

Ad)#6#"

型'北京普析通用仪器有限

责任公司*

;

\

计"

=E)#"

型'赛多利斯科学仪器有限公司*

冷冻 干 燥 机"

=>

)

=<>)<F)$1

型'美 国
OB<<?]>b

公司*

蛋白质色谱仪"

=W.,U,:.#""

型'美国
H(

公司*

集热式磁力加热搅拌器"

FL)#

型'江苏省金坛市荣华仪

器制造有限公司*

台式离心机"

A><)#&H

型'上海安亭科学仪器厂(

#21

!

玉米蛋白水解产物#

>H\

$的制备

精确称取一定量的玉米蛋白粉'用
$"**4-

)

<

;

\'2"

的
A,.J)\>-

缓冲液配成浓度为
#"P

的蛋白悬液'先后用复

合蛋白酶和碱性蛋白酶进行水解(复合蛋白酶加酶量为

!2$

V

)

#""

V

/底物'水解#温度
$"_

'

;

\'2"

$

1D

后立即用

!*4-

)

<8+]\

调节反应体系
;

\

至
62$

'加入碱性蛋白酶'

碱性蛋白酶加酶量为
!2$

V

)

#""

V

/底物'水解#温度
&$_

'

;

\62$

$

!2$D

(水解过程中使用
#*4-

)

<8+]\

调节反应

体系
;

\

#复合蛋白酶为
'2"

'碱性蛋白酶为
62$

$恒定'水解

$2$D

后于沸水中灭酶
#$*,K

'于
1""".

)

*,K

离心
!"*,K

'

将上清液冷冻干燥后备用(

#25

!

玉米蛋白水解物美拉德糖基化产物#

>HH

$的制备

精确称取一定量的玉米蛋白水解物'用去离子水配成质

量浓度为
5"

V

)

<

的玉米蛋白溶液'用
#*4-

)

<8+]\

调节

反应溶液的
;

\

为
#"

'加入壳寡糖的质量与玉米蛋白溶液中

水解物的质量比为
#

"

#

'将玉米蛋白水解物溶液与壳寡糖混

合'用
#*4-

)

<8+]\

和
"2$*4-

)

<\>-

调节混合后溶液的

;

\

为
#"

'置于
'"_

恒温水浴锅中反应
#"D

(反应结束后'

迅速冷却样品'冷冻干燥后备用(

#2$

!

蛋白含量测定

采用微量凯式定氮法'按
HE$""%2$

&

!"#"

执行(

#2&

!

水解度测定

采用
;

\)JQ+Q

法!

#!

%

(

#2'

!

抗氧化活性测定

将冻干后的玉米蛋白水解物和其糖基化产物配成蛋白

浓度为
"2"$

'

"2#"

'

"2$"

'

#2""

'

12""

'

$2""

'

'2""*

V

)

*<

的溶

液(本试验设置
!

组对照'第
#

组是壳寡糖#浓度设定参考

玉米蛋白水解物糖基化产物'梯度浓度为
"2"!$

'

"2"$"

'

"2!$"

'

"2$""

'

#2$""

'

!2$""

'

12$""*

V

)

*<

$对照组'第
!

组是

壳寡糖加玉米蛋白水解物#浓度设定参考玉米蛋白水解物糖

基化产物'壳寡糖和玉米蛋白水解物混合后溶液的梯度浓度

为
"2"$

'

"2#"

'

"2$"

'

#2""

'

12""

'

$2""

'

'2""*

V

)

*<

$对照组(

#2'2#

!

L:

!l螯合能力测定
!

参考文献!

#!

%(

#2'2!

!

/

]\

清除率测定
!

参考文献!

#!

%(

#2'21

!

F==\

/清除率测定
!

参考文献!

#!

%(

#26

!

分子量分布的测定

用体积排阻色谱法(使用凝胶色谱柱
9W

;

:./:X=:

;

Q,/:

#"

)

1""H<

测定样品中可溶性蛋白的分子量分布(准确称

取
!*

V

冻干后玉米蛋白粉水解液和其糖基化样品'溶解于

# *<

;

\

为
'2"

的
!" **4-

)

<

的
=E9

缓 冲 溶 液 #含

"2#$*4-

)

<8+>-

$中'样品溶液在
#"""".

)

*,K

离心
#"*,K

'

将上清液过
"2!!

#

*

微孔滤膜后上样'上样量为
#""

#

<

'用

;

\

为
'2"

的
!"**4-

)

<

的
=E9

缓冲溶液#含
"2#$*4-

)

<

8+>-

$洗脱'流速为
"2!$*<

)

*,K

'检测波长为
!#5K*

(

用来标定分子量的标准物质有蓝色葡聚糖
!"""

#

!"""[F+

'浓度
!*

V

)

*<

$+

+

;

.4Q,K,K:

#

&$##2$#F+

'浓度

#*

V

)

*<

$+杆菌肽#

#5!!2&%F+

'浓度
!*

V

)

*<

$+氧化性谷

胱甘肽#

&#!2&1F+

'浓度
1 *

V

)

*<

$和还原性谷胱甘肽

#

1"'21!F+

'浓度
1*

V

)

*<

$'使用
;

\'2"

+

!"**4-

)

<

的

=E9

缓冲溶液配置标准蛋白溶液'将标准蛋白溶液在

#"""".

)

*,K

离心
#"*,K

'再将上清液过
"2!!

#

*

微孔滤膜

后上样'上样量为
#""

#

<

'洗脱液用
;

\

为
'2"

+

!"**4-

)

<

的
=E9

缓 冲 溶 液 #含
"2#$ *4-

)

< 8+>-

$'流 速 为

"2!$*<

)

*,K

'检测波长为
!#5K*

(

!

!

结果与讨论

!2#

!

样品中粗蛋白含量

玉米蛋白粉经去淀粉+酶解+糖基化反应后分别获得去

淀粉玉米蛋白粉+玉米蛋白水解物+玉米蛋白水解物糖基化

产物'各个样品的粗蛋白含量见表
#

(

65#

提取与活性
!

!"#6

年第
%

期



表
#

!

样品粗蛋白含量

A+S-:#

!

9+*

;

-:3.W/:

;

.4Q:,K34KQ:KQ P

样品 粗蛋白含量

玉米蛋白粉
$'2$&M12&%

去淀粉玉米蛋白粉
6"21!M$2!&

玉米蛋白水解物
&'25%M!2!$

玉米蛋白水解物糖基化产物
562#1M#21%

!!

试验中使用的玉米蛋白粉是玉米湿法生产淀粉的副产

物'里面还含有不少的淀粉'经过去淀粉预处理后'玉米蛋白

粉的蛋白含量提高了
!1P

左右(玉米蛋白水解物的蛋白含

量相较于去淀粉玉米蛋白粉的降低了
#1P

左右'因为玉米蛋

白中主要是醇溶蛋白和谷蛋白'在水溶液中的溶解性差'酶

解后离心'发现还有少量的玉米蛋白沉淀残留'此时的水解

度为#

112#6M#2$5

$

P

(玉米蛋白水解物糖基化产物的粗蛋

白含量较玉米蛋白水解物的降低了
#%21&P

(

!2!

!

抗氧化活性

抗氧化能力主要是用于评价样品对自由基的清除能力'

其中/

]\

可以引起脂质的过氧化反应'

L:

!l螯合能力可以

有效地减少/

]\

的产生'

F==\

/是人工合成的'它既是抗

氧化剂又是自由基指示剂'所以/

]\

清除率+

L:

!l螯合能

力和
F==\

/清除率是评价样品对自由基清除率的重要指

标(研究!

#1

%表明玉米蛋白水解物具有一定的抗氧化活性'

且玉米蛋白水解物糖基化产物在一定程度上可以提高玉米

蛋白水解物的抗氧化活性(

!2!2#

!

L:

!l螯合能力
!

蛋白质与
L:

!l螯合能力可以反映出

生命体对矿物元素的吸收利用情况'

L:

!l可以催化活性氧形

成自由基'氧化不饱和脂类'所以蛋白质对
L:

!l螯合能力越

强'越可以减缓蛋白质被氧化'说明蛋白具有较强的抗氧化

活性(玉米蛋白水解物#

>H\

$+玉米蛋白水解物美拉德糖基

化产物#

>HH

$及对照样品在不同浓度下与
L:

!l螯合能力见

图
#

(

由 图
#

可知'壳寡糖对
L:

!l 螯合能力较弱'

>HH

和

图
#

!

蛋白浓度对
L:

!l螯合能力的影响
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>H\

在低蛋白浓度时
L:

!l螯合能力也较弱'随着蛋白浓度

的提高螯合能力不断加强'具有明显的量效关系(在蛋白浓

度为
"2#"

$

"2$"*

V

)

*<

时螯合能力有显著的提高'此时

>HH

和
>H\

的
L:

!l螯合能力分别提高了
12#

倍和
62%

倍(

>H\l

壳寡糖组的
L:

!l螯合能力比
>HH

组和
>H\

组的都

要小'说明
>H\

和壳寡糖之间有糖基化反应的发生(从

图
#

的整体趋势可以看出'玉米蛋白水解物经过美拉德糖基

化改性后'

L:

!l螯合能力均有不同程度的提高'说明美拉德

糖基化修饰玉米蛋白水解产物可以通过与
L:

!l螯合来阻止

自由基链式反应'消除自由基的氧化对机体造成伤害(汪姣

玲!

#5

%研究乳清蛋白美拉德糖基化改性时'发现改性后的蛋

白质
L:

!l螯合能力是原蛋白的
#2&5

倍'/

]\

清除率增长

了
!"26!

倍'

F==\

/清除率增长了
!21$

倍'与本研究结果基

本一致'美拉德改性技术可以增强蛋白的抗氧化活性(

从图
#

中还可以看出'随着蛋白浓度的不断升高'

>H\

和
>HH

的
L:

!l螯合能力均出现不同程度的降低'可能是玉

米蛋白粉没有经过去色素预处理'随着蛋白浓度的不断增

高'蛋白溶液的颜色不断加深'会影响测定时的吸光值'使后

期
L:

!l螯合能力下降(由图
!

+

1

可知'后期随着蛋白浓度的

升高'/

]\

清除率和
F==\

/清除率也出现下降的现象(

!2!2!
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/

]\

清除率
!

不同蛋白浓度的玉米蛋白水解物

#

>H\

$+玉米蛋白水解物美拉德糖基化产物#

>HH

$及对照

样品的/

]\

清除率测定结果见图
!

(

图
!

!

蛋白浓度对-

]\

清除率的影响
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由图
!

的整体趋势可以看出'壳寡糖自身具有显著的

/

]\

清除能力'且随着壳寡糖浓度的增加'/

]\

清除率

在不断的增加'达到一定浓度后'增加趋势趋于平稳(

>HH

的/

]\

清除能力比
>H\

强'且两者的/

]\

清除能力在

一定浓度范围内具有量效关系(

>HH

清除/

]\

能力增强'

可能是因为它作为金属螯合剂'能够与
L:

!l 螯合并抑制

/

]\

的产生'这与
!2!2#

中的试验结果一致(

>H\

在蛋白

浓度为
12""*

V

)

*<

时/

]\

清除率达到最高值为
$$2%6P

'

而
>HH

在蛋白浓度为
$2""*

V

)

*<

时/

]\

清除率达到了

最高值为
%"2%#P

(在蛋白浓度为
$2""*

V

)

*<

时对应的

>H\

+

>H\l

壳寡糖组和壳寡糖的/

]\

清除率分别为
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'发现此时
>HH

的/

]\

清除率为

%"2%#P

'比
>H\

+

>H\l

壳寡糖组和壳寡糖的高'说明

>H\

和壳寡糖之间发生了交联反应(美拉德糖基化反应对

玉米蛋白水解物的/

]\

清除率有较为明显的加强'与尹晨

玲等!
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%研究的美拉德反应可以提高酶解后蛋白的/

]\

清

除率结果相一致(

!2!21

!

F==\

/清除率
!

不同蛋白浓度的玉米蛋白水解物

#

>H\

$+玉米蛋白水解物美拉德糖基化产物#

>HH

$及对照

样品的
F==\

/清除率测定结果见图
1

(

F==\

是一种含发色团的化合物'溶解在乙醇中后呈深

紫色'可直接与抗氧化物质反应(由图
1

可知'

>H\

+

>HH

和壳寡糖对
F==\

/都有一定清除能力'在蛋白浓度为

"2$"

$

'2""*

V

)

*<

时
>H\l

壳寡糖组的
F==\

/清除率

约为
>H\

和壳寡糖的简单加和'而
>H\

的
F==\

/清除率

比
>H\l

壳寡糖组的低'可以推断
>H\

与壳寡糖发生了交

联反应(不同浓度下
>HH

的
F==\

/清除率都要比
>H\

的高'说明美拉德糖基化改性改善了
>H\

对
F==\

/的清

除能力'可能是与
>H\

共价结合的壳寡糖能够向
F==\

/提

供氢原子'使
F==\

/形成稳定的
F==\)\

物质(
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%在研究小麦蛋白水解物时'发现美拉德糖基化反应会产

生一种具有增强抗氧化能力的产物'与本研究结果一致(

>HH

和
>H\

在蛋白浓度均为
$2""*

V

)

*<

时
F==\

/清除

率达到了最大值'分别为
&#2'$P

和
!%25%P

'此时壳寡糖和

>H\l

壳寡糖组的值为
&%266P

和
6&25%P

'比
>HH

和
>H\

的高(说明美拉德糖基化反应可以有效地提高蛋白水解物

的
F==\

/清除率'且影响自由基清除率的不是简单依靠壳

寡糖和蛋白水解物对自由清除率的简单叠加(另外'从图
1

的整体变化趋势可以得到'蛋白水解物的抗氧化活性与蛋白

浓度之间存在剂量依赖关系(这与
]D

等!
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%研究山药蛋白

及其糖基化产物的抗氧化活性时'提出的蛋白浓度与抗氧化

物活性之间有剂量依赖关系相符(

!!

总的来说'玉米蛋白水解物经美拉德糖基化修饰后'抗

氧化活性显著增强'且抗氧化活性与蛋白浓度之间具有量效

关系(

图
1

!

样品的蛋白浓度对
F==\

-清除率的影响
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>H\

%

>HH

的分子量分布

采用凝胶过滤色谱分析玉米蛋白酶解产物和糖基化产

物的分子量分布情况(玉米蛋白酶解产物和其糖基化产物

的分子量分布见图
5

(

!!

如图
5

所示'经计算可知'在复合蛋白酶和碱性蛋白酶

协同作用下'

>H\

的分子量在
&$""F+

以下的约占总数的

%6P

'其中分子量在
#"""F+

以下的小分子多肽约占总数的

'$P

'可以看出复合蛋白酶和碱性蛋白酶协同水解能很好地

将玉米蛋白粉中大蛋白分子切割成小分子玉米多肽(

>HH

的分子量在
&$""F+

以下的约占总数的
%&P

'其中分子量

在
#"""F+

以下的小分子多肽约占总数的
'#P

(分子量在

!""F+

以下的
>H\

约占总数的
#6P

'而
>HH

约占总数的

$P

'可以看出玉米蛋白经美拉德糖基化后'美拉德糖基化产

物的分子量略有升高(据报道!

#6

%小分子多肽与大分子蛋白

图
5

!

>H\

和
>HH

的分子量分布洗脱图谱
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质相比'具有可以迅速提供能量+消化吸收利用率高和生物

活性强等优点(再由图
#

$

1

可以看出'玉米蛋白水解产物

具有较强的抗氧化能力'所以玉米蛋白粉经过双酶协同作用

后可以提高玉米蛋白粉在食品行业的利用价值(

1

!

结论
美拉德糖基化可以增强玉米蛋白水解物的抗氧化活性'

>H\

和
>HH

随着蛋白浓度的增加'抗氧化活性上升趋势明

显'在一定的蛋白浓度范围内剂量依赖关系明显(后续将利

用细胞试验继续研究
>H\

和
>HH

的抗氧化活性'并对比两

者之间的区别(美拉德糖基化改性蛋白质在食品中的应用

潜力巨大'并且正在逐步扩大到功能食品行业中'本研究在

功能食品生产中具有广阔的应用前景(
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