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摘要：目的：改善罗非鱼肌纤维蛋白的乳化特性和溶解

度，开发新型乳化剂和功能食品。方法：利用低聚半乳糖

（ＧＯＳ）修饰罗非鱼肌纤维蛋白（ＴＭＰ），探究不同 ＴＭＰ／

ＧＯＳ质量浓度、ｐＨ 值、温度、时间等工艺条件对 ＴＭＰ

ＧＯＳ缀合物接枝度、溶解度、乳化活性和乳化稳定性的影

响；以乳化稳定性为响应值，对ＴＭＰＧＯＳ缀合物制备工

艺进行响应面优化；通过内源性荧光光谱、表面疏水性、

傅里叶红外光谱和ｐｅａｋｅｒｉｎｇ乳液显微观察，分析验证

ＴＭＰＧＯＳ缀合物功能特性。结果：ＴＭＰ／ＧＯＳ（犿ＴＭＰ∶

犿ＧＯＳ＝１∶１）质量浓度２７．３４ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ１１．２、反应温度

７９．９℃、反应时间４．０９ｈ。该工艺下，糖基化罗非鱼肌纤

维蛋白的乳化稳定性为（９０．３０±１．４４）ｍｉｎ、乳化活性为

（４．７０±０．０３）ｍ２／ｇ、溶解度为（６６．０９±０．５２）％。较改性

前分别提升了１１２．９７％，６２．０７％，１２９．３９％。罗非鱼肌纤

维蛋白糖基化接枝度为３４．１７％，蛋白水解程度大，蛋白

结构展开，表面疏水性指数下降５５．６８％。结论：低聚半

乳糖对罗非鱼肌纤维蛋白结构性质的修饰作用明显，可

明显改善罗非鱼肌纤维蛋白的乳化活性和溶解度。

关键词：罗非鱼；肌纤维蛋白；低聚半乳糖；糖基化；乳化

特性；蛋白结构
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罗非鱼肌纤维蛋白 （Ｔｉｌａｐｉａ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｐｒｏｔｉｅｎ，

ＴＭＰ）是一种氨基酸组成比例平衡、易消化的优质动物蛋

白［１］，占罗非鱼蛋白总量的７０％～８０％
［２］。肌纤维蛋白

（Ｍｙｏｆｉｂｒｉｎｐｒｏｔｉｅｎ，ＭＰ）被认为是制备蛋白ｐｅａｋｅｒｉｎｇ乳

液的重要原料，但 ＭＰ存在乳化性差、溶解度低、热不稳

定等缺陷［３－４］，限制了其在食品工业中的应用。蛋白质

空间结构与其功能性质密切相关，通过蛋白改性可优化

ＭＰ的乳化性，提高其溶解度。

糖基化修饰蛋白质成本低、效果好，被广泛应用于改

善蛋白质的乳化性和溶解度［３－４］。糖基化反应主要分为

干法和湿法，其中干法条件严格、成本高、反应缓慢且难

控制，不适合工业应用［５］。而湿法操作简单、反应时间

短、产品性能更稳定。然而，传统湿法糖基化反应中，蛋

白质容易发生变性和聚集，降低了其与糖的共价结合能

力，导致其接枝率低、利用效率低［６］。如Ｘｕ等
［７］通过传

统湿法制备了接枝度仅为８．８％的 ＭＰ葡萄糖缀合物，虽

然其乳化性能和溶解度优于天然 ＭＰ，但低接枝率限制了

糖基化 ＭＰ结构和功能性能的进一步改善；Ｌｉ等
［８］采用

超声辅助制备 ＭＰ葡聚糖缀合物，但其接枝率小于２０％，

说明原料没有得到充分利用。因此，亟需开发一种新型

的湿法糖基化工艺来解决提高蛋白质的利用价值。

蛋白质和糖结构特征的差异会影响糖基化程度，形

成 不 同 的 功 能 和 应 用 效 果［９］。 低 聚 半 乳 糖

（Ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＧＯＳ）是人乳中的天然益生成

分［１０］，采用ＧＯＳ修饰ＴＭＰ，改善蛋白质功能性质的同时

引入了益生元，对罗非鱼蛋白深加工与功能性食品开发具

有重要意义。研究拟利用 ＧＯＳ修饰 ＴＭＰ，探究不同

ＴＭＰ／ＧＯＳ质量分数、ｐＨ 值、温度、时间等工艺条件对

ＴＭＰＧＯＳ缀合物接枝率、溶解率、乳化活性和乳化稳定性

的影响，优化ＴＭＰＧＯＳ缀合物制备工艺，并通过内源性荧

光光谱、表面疏水性、傅里叶红外光谱和ｐｅａｋｅｒｉｎｇ乳液显

微观察分析验证ＴＭＰＧＯＳ缀合物功能特性，旨在为制备

稳定的乳化型活性物质包埋和传递体系提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

罗非鱼：市售；

低聚半乳糖、四硼酸钠、邻苯二甲醛、磷酸二氢钠、磷

酸氢二钠、丝氨酸：分析纯，上海源叶生物技术有限公司；

溴化钾、考马斯亮蓝、ＡＮＳ：上海阿拉丁生化科技股

份有限公司；

氯化钠、氢氧化钠、盐酸：分析纯，天津市永大化学试

剂有限公司；

金龙鱼大豆油：益海嘉里（武汉）粮油工业有限公司。

１．２　仪器与设备

高速均质机：Ｆ６０型，上海弗鲁克流体机械制造有限

公司；

冷冻离心机：Ｈ２０５０Ｒ型，湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司；

紫外分光光度仪：ＵＶ１７８０型，岛津仪器（苏州）有限

公司；

电泳仪：ＪＹ６００Ｃ型，北京君意东方电泳设备有限公司；

荧光光谱仪：ＲＦ６０００型，岛津仪器（苏州）有限公司；

傅里叶红外光谱仪：ＩＲＡｆｆｉｎｉｔｙ１型，岛津仪器（苏

州）有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　肌纤维蛋白的提取　参照Ｊｉａｎｇ等
［１１］的方法，取

罗非鱼背脊两侧白肉，按犿罗非鱼肉∶犿磷酸缓冲溶液＝１∶４加

磷酸缓冲溶液（ＰＢＳ）高速匀浆过４０目筛后，１００００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，沉淀即为粗ＴＭＰ。将粗ＴＭＰ加ＰＢＳ重复

以上步骤３次，获得纯ＴＭＰ。全程均在４℃下进行。

１．３．２　肌纤维蛋白的糖基化　将 ＴＭＰ与 ＧＯＳ粉末

（犿ＴＭＰ∶犿ＧＯＳ＝１∶１）混合后，将混合粉末按一定质量浓

度加入磷酸缓冲溶液中，磁力搅拌３０ｍｉｎ充分水合，调

ｐＨ值，水浴加热。冷却至室温，冻干待用。

１．３．３　单因素试验　以ＴＭＰＧＯＳ缀合物乳化稳定性为

指标，乳化活性、接枝率、溶解度为参考，固定ｐＨ 值为

１１，反应温度为８０℃，反应时间为４ｈ，考察 ＴＭＰ／ＧＯＳ

质量浓度（１０，２０，３０，４０，５０ｍｇ／ｍＬ）对 ＴＭＰＧＯＳ缀合

物乳化稳定性、乳化活性、接枝率、溶解度的影响；固定

ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度为３０ｍｇ／ｍＬ，反应温度为８０℃，反

应时间为４ｈ，考察ｐＨ值（９，１０，１１，１２，１３）对ＴＭＰＧＯＳ

缀合物乳化稳定性、乳化活性、接枝率、溶解度的影响；固

定ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度３０ｍｇ／ｍＬ，ｐＨ值为１１，反应时

间为４ｈ，考察反应温度（７０，７５，８０，８５，９０）对ＴＭＰＧＯＳ

缀合物乳化稳定性、乳化活性、接枝率、溶解度的影响；固

定ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度３０ｍｇ／ｍＬ，ｐＨ值为１１，反应温

度为８０℃，考察反应时间（２，３，４，５，６）对 ＴＭＰＧＯＳ缀

合物乳化稳定性、乳化活性、接枝率、溶解度的影响。

１．３．４　响应面试验　根据单因素的试验结果，选择反应

浓度、反应ｐＨ、反应温度、反应时间为自变量，以乳化稳

定性为响应值，运用ＤｅｓｉｇｎｅｒＥｘｐｅｒｔ１２．０软件进行四因

素三水平试验设计与分析优化。

１．３．５　溶解度的测定　参照李锦锦等
［１２］的方法，并稍作
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修改。配 制 适 宜 质 量 浓 度 犆１ 肌 纤 维 蛋 白 溶 液，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后，测定其上清液蛋白浓度

犆２。按式（１）计算溶解度。

＝
犆１

犆２
×１００％， （１）

式中：

———溶解度，％；

犆１———离心前溶液蛋白质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；

犆２———离心后上清液蛋白质量浓度，ｍｇ／ｍＬ。

１．３．６　接枝率的测定　参照Ｓａｆｏｕｒａ等
［１３］的方法，配制

ＯＰＡ溶液（０．６４％ ＯＰＡ，０．７８％ＤＤＴ，０．８％ＳＤＳ，３．０４８％

Ｎａ２Ｂ４Ｏ７）。４００μＬ０．１ｍｇ／ｍＬ蛋白溶液与３ｍＬＯＰＡ

溶液反应２ｍｉｎ，测定吸光值。按式（２）计算接枝率。

犌ＴＭＰＧＯＳ＝
犃１－犃２

犃１－犃０
×１００％， （２）

式中：

犌ＴＭＰＧＯＳ———接枝率，％；

犃０———空白组吸光度；

犃１———对照组吸光度；

犃２———试验组吸光度。

１．３．７　乳化活性和乳化稳定性的测定　根据 Ｙａｎ等
［１４］

的方法。在５００ｎｍ吸收波长分别测定吸光度犃０和犃１０。

按式（３）和式（４）分别计算乳浊液的乳化活性指数（犐ＥＡ）

和乳化稳定性指数（犐ＥＳ）。

犐ＥＡ＝
２×２．３０３×犃０×犖

ρ×ψ×１００００
， （３）

犐ＥＳ＝
犃０×１０

犃０－犃１０
， （４）

式中：

犐ＥＡ———乳化活性指数，ｇ／ｍ
２；

犐ＥＳ———乳化稳定性指数，ｍｉｎ；

犖———稀释倍数；

ρ———蛋白质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；

φ———油相体积分数，％；

犃０———０ｍｉｎ反应溶液吸光度；

犃１０———１０ｍｉｎ反应溶液吸光度。

１．３．８　ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳 　 参照 Ｘｉａ等
［１５］的方法，将

５ｍｇ／ｍＬ蛋白溶液与上样缓冲液等体积混合后，沸水浴

５ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ。在垂直电泳仪中，制备

质量分数４％的浓缩凝胶和质量分数１２％的分离凝胶，加

样量为１０μＬ，设置电压为８０Ｖ运行４０ｍｉｎ后，调整电压

为１２０Ｖ运行８０ｍｉｎ结束，并取出凝胶。以考马斯亮蓝染

色液Ｒ２５０染色２０ｍｉｎ，纯水脱至背景清晰后拍照。

１．３．９　内源性荧光光谱　参照 Ｙａｎ等
［１４］的方法，配制

２ｍｇ／ｍＬ蛋白溶液，设定激发波长为２９５ｎｍ，狭缝为

５ｎｍ，扫描波长为３００～４００ｎｍ。

１．３．１０　表面疏水性的测定　参照 Ｙａｎ等
［１６］的方法，配

制不同质量浓度（０．０２～２．００ｍｇ／ｍＬ）的蛋白溶液，取

４０μＬ８ｍｍｏｌ／ＬＡＮＳ溶液加入８ｍＬ蛋白溶液中，振匀，

避光静置２ｍｉｎ。设定激发波长为３９０ｎｍ，发射波长

４７０ｎｍ，狭缝为５ｎｍ，测定荧光强度。以荧光强度对蛋

白质质量浓度作曲线，曲线斜率即蛋白质的表面疏水性

指数（犎０）。

１．３．１１　傅里叶红外光谱　根据 Ｗａｎｇ等
［１７］的方法，采用

溴化钾压片法，犿蛋白 ∶犿溴化钾 为１∶２００，光谱分辨率为

４ｃｍ－１，扫描３２次，扫描范围为４０００～４００ｃｍ－１。

１．３．１２　光学显微观察　根据 Ｗａｎｇ等
［３］的方法，稍作修

改；将１０ｍｇ／ｍＬ蛋白溶液与大豆油按犞蛋白 ∶犞大豆油 ＝

９∶１混匀，６６５Ｗ超声乳化１ｍｉｎ，制得乳液。乳液稀释

５倍后，抽取１０μＬ转移到玻片上，用玻片覆盖后观察。

１．４　数据处理

采用ＳＰＳＳ２０２０对单因素数据进行方差统计分析

（犘＜０．０５），ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｏｒｔ１２．０软件对响应面试验结果

进行分析，用Ｏｒｉｇｉｎ２０２０绘制图表，所有数据均为３次重

复试验的平均值。

２　结果与分析
２．１　ＴＰＭ／ＧＯＳ质量浓度对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的

影响

　　由图１可知，随着ＴＰＭ／ＧＯＳ质量浓度的增加，糖基

化罗非鱼肌纤维蛋白产物（ＴＭＰＧＯＳ）的接枝率、溶解

度、乳化活性、乳化稳定性均呈先增加后减小趋势，在

ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度为３０ｍｇ／ｍＬ时，均达到最大值

（犘＜０．０５），分 别 为 ３５．３７％，６４．８１％，４．１０ ｍ２／ｇ，

８７．３５ｍｉｎ。随着ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度的增加，单位体积

内ＴＭＰ／ＧＯＳ分子接触概率增加，更易反应形成 ＴＭＰ

ＧＯＳ缀合物。ＴＭＰＧＯＳ获得大量—ＯＨ，亲水性增加、

界面张力减小，溶解性、乳化活性和乳化稳定性显著提高

（犘＜０．０５）。当 ＴＭＰ／ＧＯＳ浓度过大时，单位体积内

ＴＭＰ分子间和ＧＯＳ分子间的相互作用增强，蛋白质聚

集明显，甚至出现焦糖化等副反应，阻碍了糖基化反应的

进行，导致ＴＭＰＧＯＳ接枝率、溶解度、乳化活性、乳化稳

定性均显著下降（犘＜０．０５）。

２．２　ｐＨ对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的影响

ｐＨ值的变化会改变蛋白质分子的构象，影响蛋白质

的功能特性［１８］。由图２可知，随着ｐＨ 值的提高，ＴＭＰ

ＧＯＳ的接枝率、溶解度、乳化活性、乳化稳定性均呈先增

加后减小趋势，当ｐＨ 值为１１时，四者均达到最大值

（犘＜０．０５）。当ｐＨ值较低时，ＴＭＰ构象为复杂且紧密堆

积的球状［１９］，分子柔性低［２０］、尺寸大［２１］，不利于糖基化

反应的发生。随着ｐＨ值的提高，蛋白质分子展开
［２１］，可

溶性蛋白聚集体变小［１９］，暴露出更多的反应结合位点，促

进了糖基化反应的进行。当ｐＨ值继续提高时，其对美拉

德反应的影响减弱，而蛋白质分子碱水解增强，导致

ＴＭＰＧＯＳ的接枝率、溶解度、乳化活性、乳化稳定性均显

著降低（犘＜０．０５）。
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字母不同表示同一指标不同水平的差异显著（犘＜０．０５）

图１　ＴＭＰ／ＧＯＳ浓度对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＭＰ／ＧＯＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｉｌａｐｉａｍｕｓｃｌｅｆｉｂｒｉｎ

字母不同表示同一指标不同水平的差异显著（犘＜０．０５）

图２　ｐＨ值对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｉｌａｐｉａｍｕｓｃｌｅｆｉｂｒｉｎ

２．３　反应温度对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的影响

图３中，随着反应温度的升高，ＴＭＰＧＯＳ的接枝率、

溶解度、乳化活性和乳化稳定性均呈先增加后减小趋势，

当反应温度为８０℃时，四者均达到最大值（犘＜０．０５）。

当反应温度较低时，系统糖基化反应缓慢。随着反应温

度的升高，ＴＭＰ结构稍微展开，糖基化反应加快，ＴＭＰ

ＧＯＳ的接枝率、溶解度、乳化活性和乳化稳定性增加（犘＜

０．０５）。当温度过高时，ＴＭＰ结构进一步扩大，与ＧＯＳ通

字母不同表示同一指标不同水平的差异显著（犘＜０．０５）

图３　反应温度对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｉｌａｐｉａｍｕｓｃｌｅｆｉｂｒｉｎ
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过分子间接触和碰撞发生了剧烈的接枝反应。一个ＴＭＰ分

子可能接枝多个ＧＯＳ，而ＧＯＳ的焦糖化与蛋白质的热聚集

和热降解等副反应也会增强［２２］。这导致ＴＭＰＧＯＳ的接枝

率、溶解度、乳化活性、乳化稳定性均显著减小（犘＜０．０５）。

２．４　反应时间对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的影响

由图４可知，随着反应时间的增加，ＴＭＰＧＯＳ的接

枝率和溶解度呈持续上升趋势（犘＜０．０５），与 Ｗａｎｇ等
［２３］

和谢思怡等［２４］的研究结果一致。而ＴＭＰＧＯＳ的乳化活

性、乳化稳定性，随着时间增加均呈先增加后减小趋势

（犘＜０．０５），在４ｈ时达到最大。ＴＭＰＧＯＳ可增加油水

界面上蛋白的吸附层厚度，进而阻止油滴聚集，提高体系

乳化稳定性。但当糖基化程度过高时，ＴＭＰＧＯＳ亲水能

字母不同表示同一指标不同水平的差异显著（犘＜０．０５）

图４　反应时间对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｉｍｅｏｎｔｈｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｉｌａｐｉａｍｕｓｃｌｅｆｉｂｒｉｎ

力进一步提高，界面吸附能力和界面张力降低，导致其乳

化活性和乳化稳定性降低［２５］。

２．５　响应面试验分析

２．５．１　响应面回归方程的建立　根据单因素试验结果，

ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度、ｐＨ值、反应温度、反应时间的因素

水平见表１，以 ＴＭＰＧＯＳ乳化稳定性为响应值，采用

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ法进行试验设计，试验结果见表２。

表１　响应面试验设计水平编码表

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｔａｂｌｅ

水平
ＡＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

Ｂ反应

ｐＨ

Ｃ反应温

度／℃

Ｄ反应时

间／ｈ

－１ ２０ １０ ７５ ３

０ ３０ １１ ８０ ４

１ ４０ １２ ８５ ５

表２　响应面试验设计方案及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 乳化稳定性／ｍｉｎ 序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 乳化稳定性／ｍｉｎ

１ ０ ０ １ －１ ５５．９７ １６ ０ －１ ０ １ ５３．３３

２ ０ ０ －１ １ ５７．２４ １７ ０ １ ０ １ ６３．９２

３ －１ ０ ０ －１ ６０．７６ １８ －１ ０ ０ １ ７２．４６

４ １ ０ ０ １ ５５．９１ １９ ０ －１ １ ０ ４６．６７

５ －１ ０ １ ０ ６４．４２ ２０ １ ０ ０ －１ ５８．１４

６ ０ ０ ０ ０ ８６．５１ ２１ －１ ０ －１ ０ ６３．９７

７ ０ １ ０ －１ ５７．９２ ２２ ０ －１ －１ ０ ４７．４８

８ ０ －１ ０ －１ ４８．９９ ２３ １ ０ －１ ０ ５６．８９

９ －１ １ ０ ０ ７２．６７ ２４ １ ０ １ ０ ５６．４２

１０ １ －１ ０ ０ ４６．１７ ２５ ０ ０ ０ ０ ８８．９２

１１ ０ ０ １ １ ５６．４２ ２６ ０ ０ －１ －１ ５５．９７

１２ －１ －１ ０ ０ ６０．０１ ２７ ０ ０ ０ ０ ８９．２４

１３ ０ ０ ０ ０ ８７．６０ ２８ ０ １ １ ０ ５９．８６

１４ ０ １ －１ ０ ６１．７６ ２９ ０ ０ ０ ０ ８９．２９

１５ １ １ ０ ０ ６０．０３
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２．５．２　回归模型拟合及方差分析　利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ

１２．０对表３的结果进行响应面分析，得到关于ＴＭＰＧＯＳ

乳化稳定性（犢）对 ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度、ｐＨ 值、反应温

度、反应时间的二次多项回归方程：

犢＝８８．５１－５．０６犃＋６．１３犅－０．２９５８犆＋１．７９犇＋

０．３犃犅－０．２３犃犆－３．４８犃犇－０．２７犅犆＋０．４２犅犇－０．２１犆犇－

１１．２３犃２－１７．３６犅２－１６．８３犆２－１５．０８犇２。 （５）

由表３可知，试验 ＴＭＰＧＯＳ的乳化稳定性二次多

项回归方程模型犘＜０．０００１，该预测模型极为显著；失拟

项犘＝０．１８３８＞０．０５，失拟项差异不显著；相关系数犚２为

０．９９０８，校正决定系数犚２Ａｄｊ为０．９８１６，变异系数ＣＶ值为

２．８３％，拟合度和可信度高，表明此模型可以很好地反映

ＴＭＰＧＯＳ质量浓度、ｐＨ 值、反应时间和反应温度各因

素之间的关系，描述该工艺各因素对ＴＭＰＧＯＳ乳化稳

定性影响的情况。从犉 值可知，４个因素对 ＴＭＰＧＯＳ

乳化稳定性影响程度为Ｂ＞Ａ＞Ｃ＞Ｄ。

２．５．３　响应面各因素间交互作用分析　为探究４个因素

对ＴＭＰＧＯＳ乳化稳定性的交互影响，由回归模型得出

相应的响应面交互图（图５）。３Ｄ响应曲面图中，随着

ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度、ｐＨ 值、反应温度和反应时间４个

因素增大，ＴＭＰＧＯＳ稳定性均呈先上升后下降，在设定

的自变量范围内均存在响应曲面最高点，说明各因素之

间的影响显著。随着 ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度、ｐＨ 值的提

高，ＴＭＰＧＯＳ乳化稳定性增加幅度最大，二者的曲面

相对较陡，反应温度与反应时间的影响次之。图５（ａ）、

表３　ＴＭＰＧＯＳ乳化稳定性试验回归模型及

方差分析结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌａｎｄｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆＴＭＰＧＯＳｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ

方差来源 平方和 自由度 均方 犉值 犘值 显著性

模型 ４８１９．６９ １４ ３４４．２６ １０７．６９ ＜０．０００１ 

Ａ ３０７．３４ １ ３０７．３４ ９６．１４ ＜０．０００１ 

Ｂ ４５０．３１ １ ４５０．３１ １４０．８６ ＜０．０００１ 

Ｃ １．０５ １ １．０５ ３２．８５ ０．０２５６ 

Ｄ ３８．６３ １ ３８．６３ １２．０８ ０．００３７ 

ＡＢ ０．３６ １ ０．３６ ０．１１ ０．７４２２

ＡＣ ０．２１ １ ０．２１ ０．０７ ０．８００７

ＡＤ ４８．５１ １ ４８．５１ １５．１７ ０．００１６

ＢＣ ０．３０ １ ０．３０ ０．０９ ０．７６５０

ＢＤ ０．６９ １ ０．６９ ０．２２ ０．６４９６

ＣＤ ０．１７ １ ０．１７ ０．０５ ０．８２１９

Ａ２ ８１８．３６ １ ８１８．３６ ２５５．９９ ＜０．０００１ 

Ｂ２ １９５５．３４ １ １９５５．３４ ６１１．６５ ＜０．０００１ 

Ｃ２ １８３７．２４ １ １８３７．２４ ５７４．７１ ＜０．０００１ 

Ｄ２ １４７６．００ １ １４７６．００ ４６１．７１ ＜０．０００１ 

残差 ４４．７６ １４ ３．２０


失拟项 ３８．８１ １０ ３．８８ ２．６１ ０．１８３８ 不显著

误差项 ５．９４ ４ １．４９

总和 ４８６４．４５ ２８

　　犚２＝０．９９０８；犚２Ａｄｊ＝０．９８１６；为极显著；为显著。

图５　各因素交互作用对糖基化罗非鱼肌纤维蛋白乳化稳定性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｆａｃｔｏｒｓｏｎｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄｔｉｌａｐｉａｍｕｓｃｌｅｆｉｂｒｉｎ
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图５（ｄ）和图５（ｅ）椭圆效果最明显，等高线也相对密集，说

明ｐＨ值与ＴＭＰ／ＧＯＳ总浓度、反应温度和反应时间的

交互作用明显，对乳化稳定性的影响较大。

２．５．４　验证实验及结果　运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１２．０软件

对试验结果进行分析优化，得出ＴＭＰＧＯＳ制取的理论

最优工艺为：ＴＭＰ／ＧＯＳ质量浓度２７．３４ｍｇ／ｍＬ，反应

ｐＨ值１１．２，反应温度７９．９℃，反应时间４．０９ｈ，由此预测

制取的ＴＭＰＧＯＳ乳化稳定性为９０．６０ｍｉｎ。由数学模型

预测所得最佳工艺进行３次验证性实验，乳化稳定性结

果为（９０．３０±１．４４）ｍｉｎ，与预测值比较接近，表明响应面

法对罗非鱼肌纤维蛋白糖基化工艺条件进行的优化是稳

定可行的，对实践具有一定指导意义。改性前后罗非鱼

肌纤维蛋白理化性能的比较见表４。

表４　改性前后罗非鱼肌纤维蛋白的理化性能

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｉｌａｐｉａ

ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ（狀＝３）

样品
乳化稳定

性／ｍｉｎ

乳化活性／

（ｍ２·ｇ－１）

溶解度／

％

接枝率／

％

ＴＭＰＧＯＳ９０．３０±１．４４ ４．７０±０．０３ ６６．０９±０．５２３４．１７±０．８６

ＴＭＰ ４２．４０±０．５３ ２．９０±０．０２ ２８．８１±０．５３

２．６　ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳

由图６可知，与ＴＭＰ相比，未经糖基化反应的ＴＭＰ＋

ＧＯＳ混合物的蛋白条带并无明显差异，而糖基化后的

ＴＭＰＧＯＳ中肌动蛋白和肌动蛋白重链产物等条带明显

淡化，与谢思怡等［２４］的研究结果类似，表明ＴＭＰ分子在

糖基化反应中，发生了蛋白质的交联反应和热降解反应。

此外，ＧＯＳ与ＴＭＰ发生共价结合，也可能影响考马斯亮

蓝与ＴＭＰ的共价结合。

２．７　内源性荧光光谱与表面疏水性分析

色氨酸（Ｔｈｒ）具有荧光性强、敏感度高、干扰少等优

点，常作为蛋白质的典型内源性荧光物质。由图７、图８

图６　ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＭａｐｏｆＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

图７　ＴＭＰ、ＴＭＰ＋ＧＯＳ、ＴＭＰＧＯＳ的荧光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴＭＰ，ＴＭＰ＋ＧＯＳ

ａｎｄＴＭＰＧＯＳ

图８　ＴＭＰ、ＴＭＰ＋ＧＯＳ、ＴＭＰＧＯＳ表面疏水性分析图

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＳｕｒｆａｃｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＭＰ，

ＴＭＰ＋ＧＯＳａｎｄＴＭＰＧＯＳ

可知，与 ＴＭＰ相比，ＴＭＰＧＯＳ荧光强度峰值增大了

７６．１９％，最大发射波长红移５ｎｍ，表面疏水性指数也减

少了５５．６８％。这表明糖基化反应使ＴＭＰ结构展开，Ｔｈｒ

基团暴露，其氨基酸趋向于在更灵活的构象下向亲水性

环境转变。ＧＯＳ缀合ＴＭＰ上，亲水性增加，表面疏水性

下降。与ＴＭＰ相比，ＴＭＰ＋ＧＯＳ荧光强度峰值和表面

疏水性指数稍有下降，但最大发射波长并无移动，表明

ＧＯＳ对Ｔｈｒ基团的荧光性具有一定的屏蔽效应。

２．８　傅里叶红外光谱分析

由图９可知，ＴＭＰ在１６５０ｃｍ－１附近的峰属于酰胺

Ⅰ，与 Ｃ Ｏ 拉伸有关；１５３０ｃｍ－１处属于酰胺Ⅱ，与

Ｃ—Ｎ拉伸有关；１１５０ｃｍ－１处属于酰胺Ⅲ，由 Ｎ—Ｈ 角

振动和Ｃ—Ｎ拉伸振动相互作用形成；２９３０ｃｍ－１处的峰

与Ｃ—Ｈ拉伸有关，３３５０ｃｍ－１处的峰与蛋白质分子

Ｏ—Ｈ 弯曲变化有关。

相对于ＴＭＰ，ＴＭＰＧＯＳ酰胺Ⅰ、酰胺Ⅱ和酰胺Ⅲ的

吸收峰发生不同程度的红移，与Ｌｉ等
［８］的研究结果一致。

酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ峰面积比值增大，表明糖基化后蛋白结

构明显发生变化；酰胺Ⅲ吸收峰强度增加，表明美拉德反
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图９　傅里叶红外光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

应涉及席夫碱 （ Ｃ Ｎ）、吡嗪 （Ｃ—Ｎ）等数量增加；

２９３０ｃｍ－１处吸收峰的强度增加，３３５０ｃｍ－１处吸收带变

宽、吸收强度变强，表明糖基化反应后蛋白上 Ｃ—Ｈ 和

Ｏ—Ｈ数量增加，说明 ＧＯＳ对ＴＭＰ结构性质的修饰作

用明显。

２．９　光学显微观察

图１０中，相对于ＴＭＰ制备的乳液，ＴＭＰＧＯＳ制备

的乳液的平均粒径相对较小且均匀，表明通过糖基化反

应共价键形成的ＴＭＰＧＯＳ缀合物提高了纳米乳液的稳

定性。这是因为相对于ＴＭＰ制备的乳液，ＴＭＰＧＯＳ制

备的乳液在油滴表面上形成较厚的界面层，可以有效抵

抗油滴之间的聚集，防止油滴发生絮凝。

图１０　乳液微观结构

Ｆｉｇｕｒｅ１０　Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｅｍｕｌｓｉｏｎ

３　结论
罗非鱼肌纤维蛋白—低聚半乳糖最佳制取工艺为罗

非鱼肌纤维蛋白／低聚半乳糖质量浓度２７．３４ｍｇ／ｍＬ、

ｐＨ１１．２、反应温度７９．９℃、反应时间４．０９ｈ。该工艺下

罗非鱼肌纤维蛋白—低聚半乳糖乳化稳定性为（９０．３０±

１．４４）ｍｉｎ、乳化活性指数为（４．７０±０．０３）ｍ２／ｇ、溶解度为

（６６．０９±０．５２）％、接枝度为（３４．１７±０．８６）％。该工艺下，

湿美拉德反应程度高，伴随蛋白热聚集和降解；罗非鱼肌

纤维蛋白展开，表面疏水性显著下降；低聚半乳糖对罗非

鱼肌纤维蛋白结构性质的修饰作用明显，罗非鱼肌纤维

蛋白—低聚半乳糖缀合物制备的乳液平均粒径相对减小

且均匀。

该研究主要解决了湿法糖基化蛋白改性接枝率低

的难题，显著提高了改性蛋白的两亲性。这为罗非鱼肌

纤维蛋白—低聚半乳糖缀合物成为食品和制药中的挥

发油、香料和生物活性化合物等的包封剂和传递系统提

供了一定可能性。同时，美拉德反应也为改性蛋白提供

了一定的风味成分，可应用于一些食品开发与改良中，

如Ｚｈｕ等
［２６］将糖基化文蛤分离蛋白应用于鱼肠中，显著

提高了鱼肠的凝胶性质和感官评分。然而，该方法也存

在一些缺点，如褐变程度大、副产物多、焦糖化等，其会

限制接枝产物的应用性。而这主要是碱性反应环境加

快了美拉德反应和焦糖化反应的进行，可采用其他方法

结合，如与超声、微波、酶法等方法联用，减少糖基化副

反应的发生，以获得更高质量的改性蛋白。
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