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贮藏条件对核桃仁蛋白质品质的影响
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摘要!以核桃仁为研究对象"探讨了温度和真空度对其贮

藏过程中蛋白质结构和功能的影响#结果表明%核桃仁

蛋白质品质受温度和真空度影响显著"且温度
$

真空度"

恒温&

07L

'

$

室温&

47L

'

$

冷藏&

$L

'$随着贮藏时间

的延长"核桃仁蛋白质物质组成中游离巯基含量下降"二

硫键!羰基化合物含量增加$由电泳和红外分析可知"核

桃仁蛋白质发生了聚集现象"二级结构中
!

&

折叠和无规

卷曲度比例上升"

"

&

螺旋和
!

&

转角比例减少$在功能特性

方面其表面疏水性上升"溶解度下降"消化特性发生了显

著变化#

关键词!核桃仁$蛋白质$品质$贮藏条件$结构特性
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年世界核桃总产量为
0##475J9

$中国的核桃

总产量为
!76#0#J9

)

!

*

$约占世界核桃总产量的
!

'

4

%核

桃仁中富含维生素(矿物质(蛋白质以及脂质$其中约

J5F

的脂质为不饱和脂肪酸$如油酸(亚油酸(亚麻酸

等)

4G7

*

%食品加工中$由于核桃仁富含营养物质一直被

作为功能性成分添加到食品中$如肉类(乳制品和烘焙类

食品的加工等)

#

*

%

核桃仁蛋白质含
!6

种人体所需的各种必需氨基酸$

是一种营养均衡的重要植物蛋白质资源$其由清蛋白(球

蛋白(醇溶蛋白和谷蛋白等组成)

J

*

%在贮藏过程中核桃

仁蛋白易受到环境条件!如温度(光照(氧气含量等#的影

响而造成其品质下降$姜莉等)

6

*研究发现$温度对核桃仁

蛋白的溶解性影响显著$当温度为
77L

时其溶解性达到

最大+曹灿等)

"

*研究发现核桃蛋白在其等电点时乳化性

最小而在碱性环境中其乳化性较好%

试验拟以核桃仁为研究对象$通过圆二色光谱和

PQHI8&XEN&P[

等技术分析其贮藏过程中蛋白质理化

组成(结构特性和消化产物变化规律$旨在揭示贮藏条件

对核桃仁蛋白质营养与功能影响$为其贮藏保鲜与开发

利用提供技术参考%
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!

材料与方法
!1!

!

材料与仪器

核桃&温
!67

$新疆阿克苏地区+

7

$

7

2

&

二硫代二硝基苯甲酸盐!

IXSc

#(

4

$

$&

二硝基苯

肼!

ISMK

#(

6&

苯胺
&!&

萘磺酸!

QS[

#&优级纯$美国
[)

.

'(

公司+

二硫苏糖醇!

IXX

#&分析纯$

Q*(@@)-

阿拉丁试剂

公司+

其他试剂&分析纯$国药集团化学试剂有限公司+

试验用水均为去离子水+

双光束紫外可见分光光度计&

XZ&!"55

型$北京普析

通用仪器有限责任公司+

荧光分光光度计&

N&$#55

型$日立高新技术!上海#国

际贸易有限公司+

圆二色光谱仪&

b&!755

型$日本
b(/23

公司+

傅里叶红外变换光谱仪&

S;\C/$J5

型$美国
P;99*;:

公司%

!14

!

试验方法

!141!

!

样品处理
!

核桃仁去壳烘干后分为真空包装和非

真空包装两种包装方式$分别于!

$15m51!

#$!

0715m51!

#$

!

4715m51!

#

L0

种温度下保存
"

个月$贮藏期间提取核

桃仁蛋白进行各项指标的测定%

!1414

!

核桃仁蛋白的提取
!

参照
H)C

等)

!5

*的方法略修改%

通过石油醚脱脂并用体积分数
"7F

乙醇洗涤得到脱脂核

桃粉%将得到的脱脂核桃粉溶解于去离子水)

0

核桃粉
h

Q

去离子水
i!h45

!

.

'

'H

#*中$用
!'3*

'

HS(EK

溶液调

>

K

至
!!15

%

05L

下搅拌
0,

$于
$L

(

!5555:

'

')-

离心

!7')-

%取上清液$用
!'3*

'

HKR*

溶液调
>

K

至
$17

$

$L

(

!5555:

'

')-

离心
!7')-

%用
!'3*

'

HS(EK

溶液

将沉淀
>

K

调至
J15

$

$L

透析
0@

去除杂质和多余试剂$

冷冻干燥得到蛋白粉%

!1410

!

[I[&MQY%

电泳
!

将核桃仁蛋白溶液!

!'

.

'

'H

#

与样品缓冲液以
Q

核桃仁蛋白
hQ

缓冲液
i!h!

混合%选择

$F

的积层凝胶和
!4F

的分离凝胶进行电泳%样品进入

分离凝胶后$先于
J5`

下电泳约
05')-

$然后于
!55`

下电泳)

!!

*

%

!141$

!

二硫键和游离巯基含量测定

!

!

#巯基含量&参照
_,(3

等)

!4

*的方法并略改%取核

桃仁蛋白粉
51!

.

加入
05'H

去离子水$磁力搅拌
4,

后

转移至
75 'H

容量瓶中定容%移取
! 'H

蛋白溶液

!

4'

.

'

'H

#溶解于包含有
7 'H

尿素溶液!

6 '3*

'

H

(

>

K615

#的
X:)/&

甘氨酸缓冲液和
515$'HIXSc

溶液

!

$'

.

'

'H

#中%

47L

反应
!,

$测定
$!4-'

处吸光度%

按式!

!

#计算游离巯基含量%

7

[K

i

J7J70j#

$!4-'

jP

7

$ !

!

#

式中&

7

[K

"""游离巯基含量$

&

'3*

'

.

+

#

$!4-'

"""蛋白质在
$!4-'

处吸光度+

7

"""样品质量浓度$

'

.

'

'H

+

P

"""稀释因子%

!

4

#二硫键含量&取
015'H

包含有
!5''3*

'

HIXX

的尿 素 溶 液 !

6 '3*

'

H

#与
!15 'H

的 蛋 白 质 溶 液

!

4'

.

'

'H

#混匀$

47L

反应
!,

%添加
#'H

体积分数为

!4F

的三氯乙酸!

XRQ

#反应
!,

$将得到的蛋白质悬液于

$L

(

!5555:

'

')-

离心
!5')-

%将沉淀加入到
"'H

尿

素!

6'3*

'

H

#溶液和
515"'HIXSc

溶液中%混匀$测定

$!4-'

处吸光度%按式!

4

#计算二硫键含量%

7

[[

i

7

[KX

G7

[KN

4

$ !

4

#

式中&

7

[[

"""二硫键含量$

&

'3*

'

.

+

7

[KX

"""总巯基含量!包括游离
[K

和还原的
[[

#$

&

'3*

'

.

+

7

[KN

"""游离巯基含量$

&

'3*

'

.

%

!1417

!

羰基化合物含量测定
!

参照
[,)

等)

!0

*的方法并略

改%将
!'H

蛋白溶液!

4'

.

'

'H

#加入到溶有
!'HIS&

MK

溶液!

!5''3*

'

H

#的
4'3*

'

HKR*

中$室温黑暗条件

下搅拌
!,

%加入
0'H45F

的
XRQ

用来沉淀蛋白质%

用
!'H

乙醇和乙酸乙酯!

Q

乙醇
hQ

乙酸乙酯 为
!h!

#混合物

洗涤沉淀物
0

次$于
0'H

盐酸胍!

#'3*

'

H

#中
0JL

下溶

解
45')-

%用不含蛋白的溶液作为空白对照组$测定

0J5-'

处吸光度$按式!

0

#计算羰基化合物的浓度%

7

R

i

#

0J5-'

jP

7j

.

0J5-'

$ !

0

#

式中&

7

R

"""羰基含量$

&

'3*

'

.

+

#

0J5-'

"""样品在
0J5-'

处吸光度+

P

"""稀释因子+

7

"""蛋白质浓度$

'

.

'

'H

+

.

0J5-'

"""

ISMK

的摩尔消光系数$

44555

%

!141#

!

圆二色光谱
!

用
45 ''3*

'

H

磷酸盐缓冲液

!

>

KJ15

#将蛋白质溶液配置为
514'

.

'

'H

溶液$扫描范

围为
!"5

"

475-'

%

!141J

!

蛋白质溶解度的测定
!

参照
nC

等)

!$

*的方法并略

修改%样 品 溶 液 !

!5 '

.

'

'H

#于 室 温 下 搅 拌
4 ,

$

6555:

'

')-

离心
45')-

$按式!

$

#计算上清液蛋白浓度%

1i

7

!

7

4

j!55F

$ !

$

#

式中&

1

"""蛋白质溶解度$

F

+

7

!

"""上清液中蛋白质含量$

'

.

'

'H

+

$$!

贮运与保鲜
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7

4

"""样品中蛋白质含量$

'

.

'

'H

%

!1416

!

表面疏水性!

"

3

#的测定
!

参照
K3C

等)

!7

*的
QS[

探针法并略修改%将质量浓度为
!'

.

'

'H

的核桃仁蛋

白溶 液 分 别 稀 释 至
5155!47

$

5155475

$

5155755

$

515!555

$

51545 55 '

.

'

'H

%取
45

&

H QS[

溶 液

!

6''3*

'

H

#加入到
$'H

蛋白溶液中混匀%激发波长

0"5-'

$发射波长
$J5-'

$激发和发射狭缝宽度均为

417-'

%以荧光强度为纵坐标$蛋白质浓度为横坐标作

图$其斜率即为表面疏水性%

!141"

!

体外消化
!

参照
E:/)-)

等)

!#

*的方法并修改%采

用胃蛋白酶对核桃仁蛋白进行消化分解$

0

胃蛋白酶
h

0

蛋白质为
!h!5

$将反应体系的
>

K

调至
415

$

0J L

水浴

4,

$加入
51!'3*

'

H

的碳酸钠溶液灭酶$

#555:

'

')-

离心

45')-

$上清液于
$L

贮藏%

!

!

#水解度!

IK

#的测定&参照
R,(-

.

等)

!J

*的方法并

修改%配制
$5'

.

'

'H

的邻苯二醛!

EMQ

#试剂!溶于甲

醇#$依次加入十二烷基硫酸钠!

[I[

#溶液
417'H

(四硼

酸钠溶液
47'H

(巯基乙醇
!55

&

H

$加入去离子水定量至

75'H

%取
455

&

H

核桃仁蛋白溶液加入至
$'HEMQ

试

剂中$

07L

反应
4')-

$测定
0$5-'

处吸光度$按式!

7

#计

算水解度%

P

K

i

!

#

9

G#

5

#

jD

.

jBj$

j!55F

$ !

7

#

式中&

P

K

"""水解度$

F

+

#

9

"""水解样品的吸光度+

#

5

"""原样品的吸光度+

D

"""核桃仁蛋白的平均分子量+

.

"""摩尔消光系数$

#555

!

'3*

/

2'

#

G!

+

B

"""样品浓度+

$

"""每个蛋白质分子的平均肽键数%

!

4

#

PQHI8&XEN&P[

分析&利用
PQHI8&XEN&P[

对体外消化产物上清液进行分析$肽质量指纹图谱参数

设置&紫外波长
077-'

+加速度电压
45555`

+最佳质量

分辨率
!755I(

+重复频率
455K+

+采集
#5

"

J555I(

的

信号%

!141!5

!

数据处理及分析
!

所有试验重复
0

次$使用

[M[[!#15

软件进行统计分析%结果以均数
m

标准差表

示$

M

#

5157

表示差异显著%

4

!

结果与分析
41!

!

蛋白质分子量分布

由图
!

可知$核桃仁蛋白分子量主要分布在
07

"

J5

$

!5

"

!7BI(

+且随着贮藏时间的延长$分子量位于
!5

"

!7BI(

处的蛋白波段逐渐变浅$

!$5BI(

处的波段逐渐

加深$表明随着贮藏时间的增加$核桃仁蛋白分子聚集度

加大+同时$与非真空条件相比$核桃仁蛋白在真空条件

下聚集程度较低$两种真空条件下$

$L

的聚集程度均低

于
47L

和
07L

的%这可能是由于核桃仁蛋白分子在贮

藏过程中结构被破坏$蛋白质内部二硫键含量发生变化

以及表面电荷的改变使得小分子肽之间发生聚集$造成

蛋白质聚集度上升$而在真空或者冷藏条件下蛋白质结

构被破坏的程度较低%

414

!

二硫键%游离巯基及羰基化合物含量变化

蛋白质游离巯基和二硫键含量的变化与蛋白质中的

活性基团特别是半胱氨酸残基密切相关$二硫键含量越

高$蛋白质结构更紧密$其表面活性越差%由图
4

!

(

#(

图
4

!

D

#可知$随着贮藏时间的延长$核桃仁蛋白的游离

巯基含量显著降低$从
061JJ'3*

'

.

下降至
6177'3*

'

.

$

而二硫键含量从
!#166'3*

'

.

增加到
0#1$5'3*

'

.

+真空

条件下核桃仁蛋白质的二硫键(游离巯基含量的下降趋

势缓于非真空条件+两种真空条件下$

$L

时游离巯基含量

的下降趋势最慢$表明核桃仁蛋白在贮藏过程中结构被破

坏$暴露出了更多的活性基团!主要是疏水基团和半胱氨

酸#$以及半胱氨酸和蛋氨酸残基$其极易被氧化%而蛋白

质中的游离巯基易受羟基自由基的影响$会被氧化转化为

分子内和分子间的二硫键)

!6

*

$导致二硫键含量上升$且真

空和冷藏环境对于游离巯基的氧化具有抑制作用%

P1

蛋白质标品
!

!1

真空条件
$L

!

41

真空条件
47L

!

01

真空条件
07L

!

$1

非真空条件
$L

!

71

非真空条件
47L

!

#1

非真空条

件
07L

图
!

!

[I[&MQY%

电泳图

N)

.

C:;!

!

[I[&MQY%;*;29:3

>

,;:3

.

:('

%$!

"

3̀*10J

"

S31$

彭
!
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!!

蛋白质的羰基化是非酶促不可逆反应$会造成蛋

白质结构的损坏$导致蛋白质失去其原有的溶解性(表

面疏水性等功能特性%由图
4

!

2

#可知$核桃仁蛋白质

中羰基化合物含量随贮藏时间的增加而增加+

07 L

非

真空贮 藏
"

个 月 后$核 桃 仁 蛋 白 质 的 羰 基 含 量 从

51!!'3*

'

.

显著增加到
!41"!'3*

'

.

!

M

#

5157

#+

$ L

真空贮藏
"

个月后$羰基化合物含量变化最小%这可

能是由于蛋白质的
"

&

碳原子和氨基酸!赖氨酸(精氨

酸(组氨酸(酪氨酸等#侧链易受自由基(脂质过氧化或

中间产物的氧化+同时肽链可以通过断裂或与非蛋白

成分结合形成羰基$使核桃仁蛋白质的羰基化合物含

量在贮藏期间增大+而真空冷藏条件不利于羰基化合

物的生成%

410

!

二级结构变化

由表
!

可知$随着贮藏时间的增加$蛋白质的
!

&

折叠

和无规卷曲度上升$

"

&

螺旋和
!

&

转角减少+真空条件下

$L

时二级结构的变化趋势最为缓慢$表明随着贮藏时

间的增加$核桃仁蛋白质的二级结构发生了变化$即蛋白

质结构趋向于无序松散状态$其稳定性逐渐降低+真空和

冷藏环境对于蛋白质结构的变化具有减缓作用%

图
4

!

贮藏条件对游离巯基!二硫键及羰基化合物含量的影响

N)

.

C:;4

!

8-A*C;-2;3A/93:(

.

;23-@)9)3-/3-9,;23-9;-93A[KN23-9;-9

"

[[23-9;-9

"

2(:D3-

?

*23'

>

3C-@

表
!

!

贮藏条件对核桃仁蛋白质二级结构的影响

X(D*;!

!

8-A*C;-2;3A/93:(

.

;23-@)9)3-/3-/;23-@(:

?

/9:C29C:;3A=(*-C9B;:-;*

>

:39;)-

贮藏时间'月 包装方式 温度'
L

"

&

螺旋'
F

!

&

折叠'
F

!

&

转角'
F

无规卷曲'
F

5

!

0

#

"

"

真空
!

非真空

真空
!

非真空

真空
!

非真空

真空
!

非真空

"

4$1#m51! 461!m515 401$m514 401"m51!

$ 4$15m51! 461Jm51! 4415m51! 4710m515

47 401$m515 4$1$m51! 471"m515 4#1$m514

07 441#m514 0415m514 451#m51! 4$16m51!

$ 441Jm515 4J15m51! 441$m51! 4J1"m51!

47 4!14m51! 0717m51! !610m51! 471!m515

07 4514m514 0"15m51! !#14m51! 4$1#m514

$ 4410m515 0$16m514 !J10m515 471Jm51!

47 4$1!m514 0!1$m51! !J1!m51! 4J10m515

07 441!m51! 471"m51! !610m51! 001Jm515

$ 4#1$m51! 4$17m515 !610m515 051Jm51!

47 451$m515 0516m515 !#14m51! 041#m514

07 4517m514 051"m51! !615m515 051#m51!

$ 451!m515 0!10m51! !J1!m51! 0!17m514

47 441!m51! 4$1Jm515 !617m514 0$1Jm51!

07 4!1!m51! 0415m51! 451#m51! 4#1$m51!

$ !"17m514 0717m51! !71$m51! 4"1#m515

47 !615m51! 4"1#m515 441#m515 4"16m51!

07 !J1"m51! 0J1$m515 !717m51! 4"1!m51!

$ 4415m51! 0J1"m51! !516m51! 4"10m515

47 !616m515 0!17m51! !61$m51! 0!1$m514

07 !617m51! 001!m51! !71#m515 041Jm515

$ !"17m51! 0!1Jm51! !415m514 0#16m51!

47 !#14m515 $!16m514 !410m515 4"1Jm51!

07 !J1"m51! 0715m515 !$17m51! 041Jm51!

&$!
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41$

!

蛋白质功能特性

41$1!

!

溶解性
!

由图
0

可知$随着贮藏时间的延长$核桃

仁蛋白质溶解度显著降低!

M

#

5157

#%非真空
07L

时的

溶解度降低得最多$贮藏
"

个月后蛋白质溶解度由

471#0F

降低至
014JF

+真空
$ L

时的溶解度降低得最

少$贮藏
"

个月后溶解度由
471#0F

降低至
!$177F

%溶

解度的降低可能与蛋白质表面电荷的变化引起疏水作用

的增强有关)

!"G45

*

&

#

聚集后的蛋白质表面电荷分布不

均$亲水性片段较少$限制了蛋白质与水之间相互作用的

频率$促进了蛋白质颗粒之间的聚集$最终降低了蛋白质

的溶解性+

$

由于蛋白质结构的破坏(疏水性基团的暴露

进一步导致了蛋白质溶解度的降低$而真空和冷藏条件

对于溶解度的降低具有阻碍作用%

41$14

!

表面疏水性
!

由图
$

可知$核桃仁蛋白质的表面

疏水性随贮藏时间的增加而增加$其中非真空
07L

下的

表面疏水性增加得最多$从
$5$"1J

增长至
"!#71"

+真空

$L

下的表面疏水性增加得最低$由
$5$"1J

增长至

#7J014

%这可能是由于贮藏过程中蛋白质结构发生改

变$将原本存在于内部的疏水性基团暴露在蛋白质表面

从而增加了蛋白质的表面疏水性)

4!

*

+且真空和冷藏条件

对于表面疏水性的上升具有阻碍作用%

41$10

!

体外消化特性

!!

!

!

#水解度&由图
7

可知$真空
$L

时的水解度略有

图
0

!

贮藏条件对核桃仁蛋白质溶解度的影响

N)

.

C:;0

!

8-A*C;-2;3A/93:(

.

;23-@)9)3-/3-/3*CD)*)9

?

3A=(*-C9B;:-;*

>

:39;)-

图
$

!

贮藏期间核桃仁蛋白质表面疏水性的变化

N)

.

C:;$

!

R,(-

.

;3A/C:A(2;,

?

@:3

>

,3D)2)9

?

)-=(*-C9

B;:-;*

>

:39;)-@C:)-

.

/93:(

.

;

下降$而非真空
07 L

时的水解度下降最为显著$从

$J146F

下降至
0#1!7F

+说明较高的温度及非真空条件

使得水解度的降低更为明显%水解度的下降可能是由于

蛋白质分子的聚集$较高的温度和非真空环境会促进蛋

白质分子聚集$降低胃蛋白酶作用位点$抑制胃蛋白酶活

性)

44

*

+此外蛋白质二级结构的改变也会导致蛋白质消化

程度的改变$例如
!

&

折叠的含量与蛋白质体外消化率呈

负相关关系)

40G4$

*

%

!!

!

4

#消化产物&由图
#

可知$核桃仁蛋白质体外消化

分解产物的初始阶段肽段主要集中在
!555

"

4555I(

$

与
$L

贮藏的样品相比$非真空
07L

下的低分子量肽分

布较少$高分子量肽分布较多$肽段种类较丰富%这是由

于核桃仁蛋白质分子随贮藏时间的延长而发生交联并产

生聚集$掩盖了胃蛋白酶的裂解位点$因此核桃仁蛋白质

聚集物难以被胃蛋白酶降解成小肽段$故核桃仁蛋白质

消化肽段的分子量逐渐增加%

!!

!

0

#维恩图&由图
J

可知$真空条件下核桃仁蛋白质

消化后鉴定出的独特多肽数分别为
!074!

$

!40$0

$

!5"#"

$

!54"#

+非真空条件下$独特肽段分别为
!066#

$

!40JJ

$

!5!!$

$

7$"J

%由于消化率越高$其消化产物中独

特的肽段越多%因此$贮藏方式对核桃仁蛋白质的消化

特性影响较大$其中真空
$L

下核桃仁蛋白质的消化率

较高%

0

!

结论
随着贮藏时间的延长$

#

种贮藏方法下的核桃仁蛋白

质的品质(结构和功能特性均发生了不同程度的变化$且

温度与真空度对核桃仁蛋白质品质具有显著影响%贮藏

期间$核桃仁蛋白质的二硫键含量和羰基化合物含量显

著上升$游离巯基含量显著下降+蛋白质的结构在贮藏期

间发生改变&

!

&

折叠和无规卷曲度的比例上升$

"

&

螺旋和

!

&

转角的比例下降$蛋白质结构总体上趋向于无序松散状

态$非真空包装
07L

下贮藏
"

个月后的核桃仁蛋白质的

二级结构变化最为明显$其
"

&

螺旋下降至
!610JF

$

!

&

折叠

上 升至
041"$F

%蛋白质功能特性方面&贮藏期间核桃仁

图
7

!

核桃仁蛋白质的水解程度

N)

.

C:;7

!
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.
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?
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>
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图
#

!

核桃仁蛋白质体外消化分解产物分子量分布

N)

.

C:;#

!

P3*;2C*(:=;)

.

,9@)/9:)DC9)3-3A=(*-C9B;:-;*

>

:39;)-@)

.

;/9)3-(-@@;23'

>

3/)9)3-

>

:3@C29/)-<)9:3

图
J

!

核桃仁蛋白质贮藏
"

个月后消化产物维恩图

N)

.

C:;J

!

;̀--@)(

.

:('3A@)

.

;/9;@

>

:3@C29/3A=(*-C9B;:-;*

>

:39;)-)-/93:(

.

;3A"'3-9,/
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蛋白质由于其结构的破坏使得疏水性基团暴露导致表面

疏水性增加$溶解度下降$其中非真空
07L

下的变化最

为明显$表面疏水性从
$5$"1J

增长至
"!#71"

$而溶解度

由
471#0F

降低至
014JF

+此外$核桃仁蛋白质聚集度的上

升与蛋白质结构的改变掩盖了胃蛋白酶的作用位点$降

低了核桃仁蛋白质的消化特性$且真空
$L

下贮藏的核

桃仁蛋白质的消化率最好%后续可探究核桃仁蛋白质的

品质变化机理及调控策略方法等$以提高其开发应用的

广度和深度%
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