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种还原糖对芸豆清蛋白糖基化改性产物

乳化性及结构的影响
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摘要!将葡萄糖$乳糖$果糖与紫花芸豆清蛋白!
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"进行美拉德反应#并分析美拉德反应产

物的乳化性及结构变化%结果表明#可通过与葡萄糖$果

糖和乳糖发生美拉德反应来改善芸豆蛋白的乳化活性及

乳化稳定性#其中果糖改善效果最好#芸豆蛋白的乳化性

由原来的
%$7?!-

!

(

4

增加为
*+7(*-

!

(

4

#乳化稳定性由

#(7++-/G

增加到
!+7(+-/G

'芸豆蛋白与还原糖发生美拉

德反应后#蛋白空间结构发生变化#表现为表面疏水性增

强#表面巯基和总游离巯基含量降低#紫外吸收增加#内

部荧光强度降低且发生红移#更利于蛋白吸附到油水界

面#增强其乳化性%

关键词!芸豆蛋白'还原糖'美拉德反应'乳化性'乳化稳

定性'结构

34-56785

&

JKF

:

LE

:

91F9I3K/113LH

6

5.139/GNF13/

4

.3F3KFFIIF83

9I1L

4

.E19G3KF13EL83LE.0.GHF-L01/I

6

/G

4:

E9

:

FE3

6

9IA/HGF

6

MF.G

:

E93F/G-9H/I/FHM

6

S./00.EHEF.83/9G7JKFEF1L0311K95FH

3K.33KFF-L01/I

6

/G

4

.83/N/3

6

.GH13.M/0/3

6

9IA/HGF

6

MF.G

:

E93F/G

89L0HMF/-

:

E9NFHM

6

S./00.EHEF.83/9G5/3K

4

0L891F

#

IEL8391F.GH

0.8391F

#

.GHIEL8391F5.13KFMF139GF7JKFF-L01/I

6

/G

4

.M/0/3

6

/G'

8EF.1FHIE9-%$7?!-

!

(

4

39*+7(*-

!

(

4

#

.GH3KFF-L01/I

6

/G

4

13.'

M/0/3

6

.019/G8EF.1FHIE9-#(7++-/G39!+7(+-/G

'

OI3FES./00.EH

EF.83/9G

#

3KF1

:

.3/.013EL83LEF9I

:

E93F/G8K.G

4

FH

#

5K/8K1K95FH

3K.33KF1LEI.8FK

6

HE9

:

K9M/8/3

6

/G8EF.1FH

#

3KF89G3FG39I1LEI.8F

1L0IK

6

HE

6

0

4

E9L

:

.GH393.0IEFF1L0IK

6

HE

6

0

4

E9L

:

HF8EF.1FH7S9EF'

9NF

#

3KFL03E.N/90F3.M19E

:

3/9G/G8EF.1FH

#

.GH3KFI0L9EF18FG8F/G'

3FG1/3

6

HF8EF.1FH5/3K3KFEFH1K/I37JKF1F8K.G

4

F15FEF-9EF

89GHL8/NF393KF

:

E93F/G.H19EM/G

4

393KF9/0'5.3FE/G3FEI.8F

#

3KL1

FGK.G8FH3KFF-L01/I/8.3/9G7

9:

;

<=6>-

&

A/HGF

6

MF.G

:

E93F/G

'

EFHL8/G

4

1L

4

.E1

'

-./00.EH

'

F-L0'

1/I

6

/G

4:

E9

:

FE3

6

'

F-L01/I

6

/G

4

13.M/0/3

6

'

13EL83LEF

芸豆是黑龙江种植面积最大的豆类作物之一%营养

丰富%其中清蛋白含量较高%并且所含氨基酸种类丰富%

配比合理&但是由于芸豆蛋白的理化性质限制了其应

用%目前芸豆蛋白在食品行业的利用率还比较低%深加工

产品综合利用技术水平低且附加值不高&近年来%众多

学者致力于芸豆蛋白功能特性的改善研究%如"刘高梅

等*

#

+研究表明超声能够改善芸豆蛋白的部分理化性质和

功能性质$左锋等*

!

+采用乙酰化处理对芸豆分离蛋白进

行了改性%发现乙酰化改性后芸豆分离蛋白的表面巯基

含量和表面疏水性显著提高%并且增强了凝胶形成过程

中蛋白质分子相互作用$何庆燕等*

%

+研究了鸡肉蛋白与

芸豆蛋白交联对蛋白质凝胶性)乳化性等功能性质的影

响%发现
JZ

酶促交联能促进鸡肉蛋白和芸豆蛋白交联%

并有利于改善混合蛋白食品的功能特性&蛋白质的美拉

德反应是蛋白自由氨基与还原糖羰基之间发生的非酶褐

变反应%广泛存在于食品加工和贮藏过程中%此反应能够

有效改善蛋白的功能性质*

@T?

+

&但是目前关于芸豆蛋白

糖基化改性的相关研究甚少%仅有冯玉超等*

(

+使用氨基

葡萄糖对芸豆蛋白进行了糖基化改性%发现糖基化后芸

豆蛋白的溶解性)乳化性)起泡性皆有所提高%表明利用
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糖基化改善芸豆蛋白功能性具有可行性&不同的还原糖

美拉德反应效果有所不同%因此研究并筛选美拉德反应

最佳的还原糖%可最大程度提高芸豆蛋白的功能性&试

验拟探讨
%

种还原糖与芸豆清蛋白美拉德反应产物的乳

化性与结构之间的构效关系%以期改善芸豆蛋白的功能

特性%为开发稳定的芸豆蛋白高附加值产品提供理论

依据&

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与设备

#7#7#

!

材料

紫花芸豆"蛋白含量
!%7$$Q

%市售$

?

%

?d'

二硫代双!

!'

硝基苯甲酸#!

&JB_

#)

+'

苯胺
'#'

萘

磺酸!

OBR

#"分析纯%美国
R/

4

-.

公司$

葡萄糖)果糖)乳糖"分析纯%天津凯通化学试剂有限

公司$

其他试剂均为分析纯&

#7#7!

!

仪器设备

多功能酶标仪"

,GR

:

/EF

型%美国珀金埃尔默公司$

电子分析天平"

VO#""@

型%上海巴拓仪器有限公司$

高速离心机"

CV#?Xb>>

型%日本日立公司$

真空 冷 冻 干 燥 机"

O0

:

K.0'@

(

#18

型%德 国
S.E3/G

CKE/13

公司$

水浴恒温振荡器"

R;)'++

型%常州润华电器有限

公司&

#7!

!

试验方法

#7!7#

!

紫花芸豆清蛋白!

=̀>

#的提取
!

根据文献*

$

+对紫

花芸豆中清蛋白进行提取%提取物
T+"\

冷冻干燥
@+K

后%

T!"\

保存备用&

#7!7!

!

芸豆蛋白美拉德反应产物的制备
!

将提取的芸豆

蛋白配制成
%"-

4

(

-D

的溶液
%

份%分别加入葡萄糖)果

糖和乳糖%使糖与蛋白质量比为
#

#

#

%搅拌均匀后%调
:

;

值至
+7"

后%

*"\

水浴中反应
#+"-/G

%反应后迅速冷却%

得到芸豆蛋白!

=̀>

#'各还原糖美拉德反应产物!

=̀>

与

乳糖产物简称为
=̀>mD

)

=̀>

与葡萄糖产物简称为
=̀>

mZ

)

=̀>

与果糖产物简称为
=̀>mV

#%各产物
T+"\

冷

冻干燥
@+K

后%

T!"\

保存备用&
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乳化性测定
!

根据文献*

+

+&

#7!7@
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表面疏水性
!

根据文献*

*

+%用
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磷酸盐

缓冲 溶 液 配 制 浓 度 为
"7"!?

%

"7#""

%

"7!?"

%

"7?""

%
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的芸豆蛋白溶液%设定激发波长
%$@G-

%

发射波长
@($G-

%测定芸豆蛋白的荧光强度%以荧光强度

对芸豆蛋白浓度作图%曲线的初始斜率即样品的表面疏

水值
-

"

&

#7!7?
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巯基含量测定
!

用
:

;+7"

的
JE/1'

甘氨酸缓冲液

将芸豆蛋白稀释为
!-

4

(

-D

的蛋白样品%根据文献*

*

+

测定芸豆蛋白表面巯基含量和游离巯基含量&

#7!7(

!

紫外吸收光谱分析
!

根据文献*

#"

+%用
#"--90

(

D

磷酸盐缓冲溶液作为空白对照%并用其将样品稀释至蛋

白质量浓度为
# -

4

(

-D

%紫外扫描光谱范围
!%"

#

@""G-

&

#7!7$

!

内源荧光光谱分析
!

根据文献*

#"

+%用
#"--90

(

D

磷酸盐缓冲溶液将样品稀释至蛋白质量浓度为
#-

4

(

-D

&

在激发波长
!+"G-

条件下%发射光谱范围
%""

#

@+"G-

内进行扫描%激发和发射狭缝宽度均为
?G-

&

#7%

!

数据处理

应用
R=RR#*7"

软件%对数据进行单因素方差分析%

差异显著者再进行
DR&

检验&各组数据结果以!平均

数
e

标准差#表示&

!

!

结果与分析
!7#

!

对芸豆清蛋白美拉德产物乳化性及乳化稳定性的

影响

!!

如图
#

所示%

%

种还原糖与
=̀>

的美拉德反应产物的

,O>

及
,R>

均极显著高于
=̀>

的!

=

$

"7"#

#$其中
=̀>m

V

的乳化性及乳化稳定性最理想%乳化性由原来的

%$7?!-

!

(

4

增加为
*+7(*-

!

(

4

%乳化稳定性由
#(7++-/G

,

7

与
=̀>

组相比差异显著!

=

$

"7"?

#

!,,

7

与
=̀>

组相比差

异极显著!

=

$

"7"#
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图
#

!

糖对芸豆清蛋白美拉德产物乳化性和

乳化稳定性的影响
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种还原糖对芸豆清蛋白糖基化改性产物乳化性及结构的影响



增加到
!+7(+-/G

&美拉德反应过程中糖的引入%使
=̀>

空间结构发生改变%处于蛋白质内部的疏水性基团暴露

出来%在油'水界面发生变性%可使蛋白具有双亲表面活

性剂的功能%增强了对蛋白表面的保护%阻止油滴的聚

集%使乳化活性增强*

##

+

&

!7!

!

对芸豆清蛋白美拉德产物表面疏水性的影响

表面疏水性!

-

"

#用来表征蛋白质在极性环境中表

面疏水性氨基酸残基的数量%可反映蛋白质构象变化*

#!

+

&

由图
!

可知%与芸豆蛋白的表面疏水性相比%

%

种还原糖

与芸豆蛋白美拉德反应产物的表面疏水性均显著增强

!

=

$

"7"#

#&这可能是
=̀>

与还原糖发生接枝反应%导致

=̀>

空间结构发生改变%使蛋白质分子内氢键)静电)疏

水相互作用发生变化%暴露了蛋白质分子内部的疏水性

基团%掩盖周围的亲水性基团%增加了蛋白的表面疏水

性%蛋白质的功能性质也随之改变&
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与
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异极显著!
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图
!
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芸豆清蛋白及其美拉德产物的表面疏水性
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!7%

!

对芸豆清蛋白美拉德产物巯基含量的影响

巯基是蛋白质中重要的官能团%参与弱次级键的形

成%维持三级结构稳定%其含量变化反映了蛋白的变性程

度%对蛋白质功能性质有关键的影响%表面巯基含量变化

还可反映出蛋白高级结构的变化*

*

+

&由图
%

可知%还原

糖的接入%使
=̀>

表面巯基和总游离巯基含量均显著降

低!

=

$

"7"#

#%可能是美拉德反应使蛋白质形成高分子多

聚体%在这个过程中表面巯基可转化为二硫键%导致芸豆

蛋白美拉德反应产物表面巯基含量的下降$而总游离巯

基含量的显著降低也进一步证明了芸豆蛋白在与还原糖

发生美拉德反应后%分子结构中的游离巯基发生反应形

成二硫键%参与蛋白空间结构的改变%使蛋白的功能性质

改变&

!7@

!

对芸豆清蛋白美拉德产物紫外吸收光谱的影响

蛋白质产生紫外吸收光谱主要是因为色氨酸和酪氨

酸在
!+"G-

波长附近有一个吸收峰&由图
@

可知%芸豆

,

7

与
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组相比差异显著!
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!,,
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与
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组相比差
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图
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芸豆清蛋白及其美拉德产物的巯基含量
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图
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芸豆清蛋白及其美拉德产物的紫外吸收光谱
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清蛋白及其与
%

种还原糖的美拉德产物在
!+@G-

处有

最大吸收峰%其中
=̀>

)

=̀>mD

及
=̀>mZ

紫外吸收波谱

基本一致%未见明显变化$仅芸豆蛋白与果糖的美拉德反

应产物
=̀>mV

的紫外吸光度明显增加%可能是
=̀>mV

在溶液中的构象发生改变%蛋白分子外部生色基团暴露

出来%引起紫外吸光度升高&此结果与之前测得的蛋白

乳化性及其稳定性的变化相一致%表明不同还原糖对美

拉德反应的影响不同%其中芸豆'果糖美拉德产物的结

构变化最大%功能性质改变最明显&

!7?

!

对芸豆清蛋白美拉德产物内源荧光光谱的影响

蛋白质内源荧光光谱主要是由其分子中的色氨酸残

基侧链发射产生的&色氨酸对局部环境的变化具有高灵

敏性%通过蛋白分子中侧链的色氨酸残基变化可以反映

美拉德反应过程中蛋白三级结构的变化*

#%

+

&由图
?

可

知%

%

种还原糖的美拉德产物的内部荧光强度均低于

=̀>

%降低程度为
=̀>mV

%

=̀>mD

%

=̀>mZ

%表明
=̀>

与
%

种还原糖发生美拉德反应%改变了蛋白质的三级结

构%降低了
=̀>

的荧光强度&最大吸收波长!

0

-.2

#与色氨

酸残基所处微环境有关%

0

-.2

%

%%"G-

表明色氨酸残基

暴露于蛋白质分子外部的极性环境中%

0

-.2

$

%%"G-

表

"'!

会议专栏
C<DUSBV<XC<BV,X,BC,

#

!"#*

国际杂豆产业科技论坛$ 总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



示色氨酸残基包埋于蛋白质分子内部的非极性环境中%

0

-.2

越大色氨酸残基的微环境极性越强*

#@

+

&由图
?

还可

知%

=̀>mD

的
0

-.2

由
%@?G-

!

=̀>

的
0

-.2

#变为
%?"G-

%

而
=̀>mV

和
=̀>mZ

的
0

-.2

变为
%??G-

%即发生红移%

说明
=̀>

因与糖发生共价交联%而使色氨酸残基暴露于

更加亲水的环境中&

%

种还原糖中%果糖反应物的荧光强

度最低%发射波长最长%此结果与之前测得的蛋白乳化性

增强及紫外吸收光谱的改变等结果相一致%进一步证明

了果糖的反应活性最大%美拉德反应最强烈%用于芸豆蛋

白美拉德糖基化改性的效果最好&

图
?

!

芸豆清蛋白及其美拉德产物的内源荧光光谱

V/

4

LEF?

!

CK.G

4

F19I/G3E/G1/8I0L9EF18FG8F1

:

F83E.9I

A/HGF

6

MF.G

:

E93F/G.GH/31-./00.EH

:

E9HL831

%

!

结论
试验采用美拉德反应对芸豆清蛋白进行改性%制备了

芸豆蛋白和葡萄糖)果糖及乳糖美拉德反应产物%通过对

蛋白表面疏水性)巯基含量)内部荧光光谱和紫外吸收光

谱分析得出%芸豆蛋白与还原糖发生美拉德反应后%空间

结构发生变化%蛋白分子内部生色基团)疏水性基团暴露%

色氨酸微环境改变%导致紫外吸收增加%内部荧光强度降

低且发生红移%使芸豆蛋白表面疏水性增强%更有利于蛋

白吸附到油水界面%使乳化性增强&葡萄糖)果糖和乳糖

与芸豆蛋白发生美拉德反应程度略有不同%从改善芸豆蛋

白的乳化活性及乳化稳定性角度看%其中果糖改善效果最

好&后续可对芸豆蛋白美拉德反应产物在具体食品模型

中的应用进行研究%以利于芸豆资源的合理开发和用&
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