
FOOD & MACHINERY 第  40 卷第  9 期  总第  275 期  |  2024 年  9 月  |

酶解—磷酸化协同改性猪血红蛋白制备
工艺优化及特性分析
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摘要：［目的］为高值化利用猪血，提升猪血红蛋白（hemoglobin pig，Hb）的应用范围。［方法］对 Hb 进行了酶解—磷酸化

协同改性，并探索最佳制备条件及特性变化。采用响应面试验确定最优参数，研究协同改性对猪血红蛋白（enzymatic 

hydrolysis-phosphorylation of porcine hemoglobin，HP-Hb）的 影 响 。［结 果］磷 酸 化 的 最 优 参 数 为 磷 酸 盐 添 加 量

10 g/100 mL、pH 9、猪血红蛋白肽（pig hemoglobin peptide，H-Hb）添加量 8 g/100 mL、反应时间 2.1 h。与 Hb 和 H-Hb 相

比，HP-Hb 的乳化性能和抗氧化性显著提升，电泳结果表明，相对分子质量并无明显变化。结构分析表明磷酸根大部

分接入在 N 原子上；二级结构的变化，增强了 HP-Hb 的结构稳定性；HP-Hb 的热稳定性增强，而其微观结构更加松散。

［结论］酶解—磷酸化协同改性处理明显改善了猪血红蛋白的乳化性能、抗氧化性能和热稳定性，说明协同改性是一种

较为可行的改善蛋白质的方法。
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to make high-value use of pig blood and improve the application range of pig hemoglobin (Hb). 

[Methods] Hb was modified by enzymolysis and phosphorylation, and its optimum preparation conditions and characteristics were 

explored. The optimal parameters were determined by response surface test to study the effect of enzymatic hydrolysis-phosphorylation of 

porcine hemoglobin (HP-Hb). [Results] The optimal parameters for phosphorylation were 10 g/100 mL phosphate addition, pH 9, 

8 g/100 mL pig hemoglobin peptide (pig hemoglobin peptide, H-Hb) addition, and a reaction time of 2.1 hours. Compared with Hb and H-

Hb, HP-Hb showed significantly improved emulsification properties and antioxidant activity. Electrophoresis results indicated no significant 

change in molecular weight. Structural analysis revealed that the phosphate groups were mostly attached to the N atoms. The change of 

secondary structure of HP-Hb enhanced its structural stability. [Conclusion] Enzymolysis phosphorylation co-modification significantly 

improved the emulsification property, antioxidant property and thermal stability of porcine hemoglobin, indicating that co-modification is a 

feasible method to improve protein.
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猪 血 作 为 畜 产 品 屠 宰 加 工 处 理 中 的 主 要 副 产 物 之

一 [1]，是 优 质 的 蛋 白 质 来 源 ，其 主 要 成 分 为 猪 血 红 蛋 白

（hemoglobin pig，Hb）。猪血红蛋白可以赋予和提升食品

在制备、加工和贮藏过程中的品质 ，且与乳类、豆类和大

麦蛋白相比不具有致敏性，常被应用于食品加工领域，但

由 于 其 稳 定 性 差 和 有 异 味 等 缺 点 ，限 制 了 其 在 工 业 上 的

应用及发展 [2]。

目前针对蛋白质的改性方法主要通过酶解和化学改

性 。 酶 解 改 性 具 有 过 程 温 和 ，可 以 改 善 稳 定 性 和 生 物 活

性等优点。武云娇等 [3]采用不同方式处理小米中的淀粉，

发现经微波和酶解复合处理的结构和理化性质更好。陈

思蕊等 [4]选取了 5 种酶对核桃蛋白进行改性，发现酶解改

性 可 以 显 著 提 高 核 桃 蛋 白 的 溶 解 性 和 乳 化 性 ，制 备 的 乳

液 稳 定 性 高 ，油 滴 显 微 体 积 减 小 且 分 散 更 加 均 匀 。 李 佳

笑等 [5]通过对花生蛋白高压均质—中性蛋白酶酶解处理

后 ，发 现 显 著 提 高 花 生 蛋 白 在 pH 4.0 条 件 下 的 溶 解 度 且

改性后蛋白在酸性饮料中稳定性良好。化学改性主要采

用磷酸化、糖基化、酰基化和硝基化等方法 ，通过在蛋白

质中添加不同的基团来不同程度地改变蛋白质的活性和

功能。李娇等 [6]研究了改性对酒糟中蛋白的影响，发现磷

酸化可以有效提升醇溶蛋白的功能特性和稳定性。刘静

媛等 [7]研究了磷酸化和糖基化对大豆蛋白胃肠道酶解物

性 质 及 其 肠 道 细 胞 跨 膜 转 运 的 影 响 ，结 果 表 明 磷 酸 化 和

糖 基 化 改 变 了 大 豆 蛋 白 酶 解 物 的 性 质 ，提 高 了 消 化 产 物

的 表 面 疏 水 性 ，降 低 了 大 豆 蛋 白 氨 基 酸 的 损 失 。 李 金 华

等 [8]研究了磷酸化改性对乳清分离蛋白营养价值和消化

吸 收 的 影 响 ，结 果 表 明 磷 酸 化 改 性 可 以 有 效 改 善 乳 清 分

离 蛋 白 的 功 能 特 性 ，并 对 蛋 白 质 的 营 养 价 值 和 消 化 利 用

无不利影响。但目前对两种改性方法协同处理蛋白质的

研 究 较 少 ，是 否 会 改 善 蛋 白 质 的 功 能 特 性 并 且 同 时 具 有

两种改性方法的优点也尚不明确。

研究拟通过响应面法优化酶解—磷酸化协同改性猪

血红蛋白（enzymatic hydrolysis-phosphorylation of porcine 

hemoglobin，HP-Hb）的制备工艺，并对其协同改性前后猪

血红蛋白乳化性能、抗氧化性能和结构变化进行研究，以

期 拓 宽 猪 血 红 蛋 白 在 食 品 加 工 中 的 应 用 层 面 ，提 高 猪 血

红蛋白附加值，为猪血红蛋白的修饰提供新思路。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

鲜猪血：洛阳正大食品公司；

三聚磷酸钠：分析纯，南京都莱生物技术有限公司；

氢氧化钾：分析纯，飞净生物科技有限公司；

磷酸氢二钠、磷酸二氢钾：分析纯，方正试剂厂；

溴化钾（KBr）：分析纯，天津化工研究所；

碱 性 蛋 白 酶（20 万 U/mL）：分 析 纯 ，鑫 尔 瑞 生 物 科 技

有限公司；

标 准 蛋 白 Marker：光 谱 纯 ，赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限

公司；

维生素 C（VC）：分析纯，卡郎试剂有限公司。

1.2　仪器与设备

真 空 冷 冻 干 燥 机 ：X-21 型 ，北 京 四 环 起 航 科 技 有 限

公司；

离心机：TDL-5-A 型，上海安可科技有限公司；

磁力搅拌器：M1 型，浙江艾科仪器设备有限公司；

紫外可见光分光光度计：UV-2600 型，日本岛津仪器

有限公司。

1.3　方法

1.3.1　 猪 血 红 蛋 白 的 分 离　 将 新 鲜 猪 血 与 8% 柠 檬 酸 钠

溶液混合 [9]，柠檬酸钠与猪血的终体积比例为 1∶125，搅拌

混匀，置 4 ℃冷藏保存。猪血红蛋白采用盐析法 [10]进行分

离 提 取 。 鲜 猪 血 加 入 抗 凝 剂 后 过 滤 杂 质 ，经 5 000 r/min 

15 min 离心后去除上层血清和白层，取下层沉淀，加入饱

和 硫 酸 铵 溶 液 ，调 节 pH，室 温 下 磁 力 搅 拌 1 h，冷 冻 离 心

10 000 r/min，20 min，取下层沉淀，使用纯水透析 48 h，每

4 h 更换一次透析液。透析脱盐后，-40 ℃预冻 10 h，冷冻

干燥得猪血红蛋白。

1.3.2　酶解—磷酸化协同改性猪血红蛋白的制备方法　

酶解—磷酸化协同改性猪血红蛋白的制备主要分为

猪血红蛋白肽（pig hemoglobin peptide，H-Hb）的制备和磷

酸化程度调整。制备方法参照刘丽莉等 [11]的方法，并稍作

修改。先将 Hb 配制为 5% 的溶液，使用稀盐酸调节 pH 至

8.2，碱 性 蛋 白 酶 添 加 量 为 5 500 U/g，在 恒 温 水 浴 锅 中

52.5 ℃水 浴 加 热 5 h，反 应 结 束 后 ，将 反 应 物 置 于 90 ℃的

水浴锅中加热 5 min，使酶钝化 ，冷却至室温 ，4 500 r/min

离心 10 min，取上清液冷冻干燥，得到 H-Hb。

取上述 H-Hb 溶于 0.02 mol/L pH 7.4 的磷酸盐缓冲溶

液中，配制成 1 g/100 mL 的蛋白质溶液，调节 pH 值至 8.0，

添加 9% 的 STP，在磁力搅拌器上搅拌 4 h，得到 HP-Hb 溶

液 ，透 析 48 h 进 行 脱 盐 除 酶 处 理 后 ，冷 冻 干 燥 制 成 粉 末

备用。

1.3.3　磷酸化改性单因素试验设计　

（1） pH：固 定 时 间 2 h，磷 酸 盐 添 加 量 6 g/100 mL，蛋

白（蛋白为 H-Hb）添加量 6 g/100 mL，分别选取 pH 为 7，8，

9，10，11 进行试验，确定最佳 pH。

（2） 时间：固定 pH 为 9，磷酸盐添加量 6 g/100 mL，蛋

白 添 加 量 6 g/100 mL，分 别 选 取 时 间 为 1.0，1.5，2.0，2.5，

3.0 h 进行试验，确定最佳时间。

（3） 磷 酸 盐 添 加 量 ：固 定 时 间 2 h，pH 为 9，蛋 白 添 加

量 6 g/100 mL，分 别 选 取 磷 酸 盐 添 加 量 为 4，6，8，10，

12 g/100 mL 进行试验，确定最佳磷酸盐添加量。
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（4） 蛋 白 添 加 量 ：固 定 时 间 2 h，pH 为 9，磷 酸 盐 添 加

量 6 g/100 mL，分 别 选 取 蛋 白 添 加 量 为 4，6，8，10，

12 g/100 mL 进行试验，确定最佳蛋白添加量。

1.3.4　 磷 酸 化 改 性 响 应 面 试 验 设 计　 在 单 因 素 的 基 础

上，采用 Box-Behnken 试验设计，确定响应面的四因素三

水平，以蛋白质磷酸化程度为响应值，对 pH、时间、磷酸盐

添加量和蛋白添加量 4 个因素进行优化，以获取最优磷酸

化程度的条件。

1.3.5　 蛋 白 磷 酸 化 程 度 测 定　 采 用 钼 蓝 比 色 法 [12]，得 到

的标准曲线为 Y=2.015 3X+0.175 4，R2=0.991 2。

1.3.6　聚丙烯酰胺凝胶电泳　选用标准蛋白 Marker 用于

Hb、H-Hb 和 HP-Hb 电 泳 分 析 。 将 Hb、H-Hb 和 HP-Hb 配

制 为 2 mg/mL 的 溶 液 ，加 入 上 样 缓 冲 液 ，涡 旋 混 匀 后 ，沸

水 加 热 10 min，上 样 量 为 10 μL。 配 制 5% 的 浓 缩 胶 和

10% 的 分 离 胶 。 用 含 有 1% 考 马 斯 亮 蓝 R-250、30% 甲 醇

和 8% 乙酸的溶液进行染色。配制 10% 醋酸和 5% 乙醇的

脱色液，脱色 4 h 后更换脱色液，持续 12 h 后观察条带。

1.3.7　乳化性能测定　参照 Xue 等 [13]的方法。按式（1）和

式（2）计算乳化活性指数（EAI）和乳化稳定性（ESI）。

E = 2 × 2.303
ρ×（1－φ）× 104 × A 0 × 100， （1）

S= A 10

A 0
× 100%， （2）

式中：

E——乳化活性指数；

S——乳化稳定性；

A0、A10——乳浊液在 0，10 min 的吸光值；

φ——油相体积分数（油的体积/乳浊液的体积），%；

ρ——蛋白质质量浓度，g/mL。

1.3.8　DPPH 自由基清除能力　采用 Liu 等 [14]的方法并稍

作修改，测定了在光保护条件下对 DPPH 自由基的清除活

性。将 Hb、H-Hb 和 HP-Hb 溶解在纯化水中，生成不同质

量 浓 度（0.5~2.5 mg/mL）的 样 品 溶 液 。 结 合 200 mL 样 品

溶液和 200 mL DPPH 溶液（0.2 mmol/L）进行 DPPH 检测。

将混合溶液反应 30 min 后，搅拌 10 s，在 517 nm 处测量吸

光度。按式（3）计算 DPPH 自由基的清除率。

D= ( )1－
A 1－A 2

A 0
× 100%， （3）

式中：

D——DPPH 自由基清除率，%；

A1——样品的吸光度值；

A2——样品的吸光度值（乙醇而非 DPPH）；

A0——对照（去离子水代替样品溶液）的吸光度值。

1.3.9　ABTS 阳离子自由基清除能力　参照 Untea 等 [15]的

方法。以样品与过硫酸钾混合液作为空白对照。

1.3.10　铁离子还原能力　参照谢欢欢等 [16]的方法。

1.3.11　羟自由基清除活性测定　参照刘阳等 [17]的方法。

以 VC 作为阳性对照。

1.3.12　傅里叶红外光谱分析　参照刘丽莉等 [11]的方法。

1.3.13　 热 稳 定 性 的 测 定　 使 用 差 示 扫 描 量 热 仪 分 析 热

稳定性，将（5.0±0.1） mg 的 Hb、H-Hb 和 HP-Hb 粉末放入

铝坩埚中。每组样品在氮气气氛中加热，在 30~200 ℃的

温度范围内加热，加热速率为 10 ℃/min。

1.3.14　数据分析　试验分 3 个重复进行，结果以平均±
标准差（SD）表示。采用 SPSS 软件进行统计学分析。采

用方差分析进行数据分析，显著水平设为 P<0.05。使用

Origin 2021 软件进行相关性分析和数据可视化。

2　结果与分析

2.1　磷酸化改性单因素试验

从图 1 可以看出 ，随着 pH、时间、磷酸盐添加量和蛋

白 添 加 量 的 增 加 ，HP-Hb 的 磷 酸 化 程 度 呈 先 上 升 后 下 降

的趋势。

pH 为 7~9 时，磷酸化程度逐渐升高，在 pH 为 9 时到达

最 高 ，当 pH 继 续 升 高 磷 酸 化 程 度 开 始 降 低 ，原 因 可 能 是

pH 过高，蛋白质的折叠状态和暴露的氨基酸发生改变，导

致 磷 酸 化 程 度 下 降 ，或 是 因 为 pH 过 高 蛋 白 质 变 性 ，结 构

被破坏，导致磷酸化程度降低。

反 应 时 间 为 1~2 h 时 ，磷 酸 化 程 度 逐 渐 升 高 ，在 反 应

时间为 2 h 时到达最高 ，再增加反应时间 ，磷酸化程度开

始降低。原因可能是反应 2 h 磷酸化反应达到饱和，再延

长 反 应 时 间 磷 酸 根 可 能 与 蛋 白 产 生 了 相 互 作 用 ，导 致 磷

酸化程度降低。

当磷酸盐添加量为 4~10 g/100 mL 时，磷酸化程度逐

渐 增 大 ，在 磷 酸 盐 添 加 量 为 10 g/100 mL 时 达 到 最 大 ，继

续 增 加 磷 酸 盐 ，磷 酸 化 程 度 开 始 减 少 。 原 因 可 能 是 磷 酸

盐添加量升高，溶液中的磷酸根浓度增加，溶液电荷发生

了 变 化 ，可 能 会 影 响 磷 酸 根 离 子 与 氨 基 酸 残 基 的 相 互 作

用。而磷酸根的增多也会改变溶液的 pH，导致蛋白质的

活性下降 ，甚至变性 ，使其结构被破坏 ，从而导致了磷酸

化程度的降低。

当蛋白添加量为 4~8 g/100 mL 时，磷酸化程度上升，

当蛋白添加量为 8~12 g/100 mL 时，磷酸化程度下降。原

因可能是溶液中高浓度的蛋白质由于磷酸根的加入产生

了聚集，影响了磷酸根与氨基酸残基的结合，导致磷酸化

程度降低。

2.2　磷酸化改性响应面试验

基于单因素试验结果，进行响应面试验，以磷酸化程

度为指标，以 pH、时间、磷酸盐添加量和蛋白（H-Hb）添加

量 为 影 响 因 素 ，进 行 响 应 面 试 验 。 试 验 因 素 及 水 平 见

表 1，试验结果见表 2。
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使用 Design-Expert V8.06.1 软件对试验数据进行多项

式回归拟合，得到磷酸化程度与各因素的二次方程模型为：

Y=-13.626 62+1.548 33A+0.304 83B+0.883 42C+
0.599 46D+ 0.074AB- 0.023 875AC- 0.026 625AD-
0.000 6BC+0.060 25BD-0.010 875CD-0.070 875A2-
0.334B2-0.027 813C2-0.020 406D2。 （4）

由表 3 可知，模型的 P 值<0.000 1，极显著，而失拟项

P 值为 0.257，不显著，说明拟合的误差较小，能反映各个

因素与磷酸化程度的联系，最后得到的预测值比较准确。

模 型 的 R2=0.996 6，表 明 试 验 值 与 预 测 值 有 很 好 的 相 关

性 ；R 2
Adj=0.980 4，表 明 模 型 可 以 解 释 98.04% 的 响 应 值 变

化。说明该模型可用于分析和预测酶解—磷酸化协同改

性猪血红蛋白的磷酸化程度。其中，B、C、D、AD 和 AC 对

HP-Hb 的磷酸化程度有显著影响（P<0.05），A、A2、B2、C2

和 D2 影响极显著（P<0.01），其他影响不显著。

Design-Expert V8.06.1 软 件 对 试 验 的 优 化 结 果 为 磷

酸 盐 添 加 量 10.35 g/100 mL、pH 8.8、蛋 白 添 加 量

8.35 g/100 mL、反 应 时 间 2.09 h，该 最 优 条 件 下 的 磷 酸 化

程 度 预 测 值 为 64.69 g/100 mL。 采 用 优 化 后 的 参 数 进 行

验 证 实 验 ，为 方 便 操 作 ，将 参 数 调 整 为 磷 酸 盐 添 加 量

10 g/100 mL、pH 9、蛋 白 添 加 量 8 g/100 mL、反 应 时 间

2.1 h。 经 过 3 次 平 行 验 证 实 验 后 测 得 的 磷 酸 化 程 度 为

（64.69±3.76）%，与响应面模型的预测值无显著差异，说

明磷酸化程度的参数较为准确。

2.3　SDS-PAGE 电泳分析

图 2 中 M 为标准蛋白 Marker，Hb 在 14 000 左右出现

了条带，H-Hb 和 HP-Hb 在 2 000，2 800，5 200，21 000 出现

了 条 带 。 经 酶 解 改 性 后 ，蛋 白 质 的 相 对 分 子 质 量 明 显 降

低 ，说 明 Hb 经 过 酶 解 后 变 为 不 同 相 对 分 子 质 量 的 小 肽 。

经 过 磷 酸 化 改 性 后 蛋 白 质 的 相 对 分 子 质 量 并 无 明 显 变

化，因为磷酸根的接入对肽的相对分子质量改变较小，在

电泳条带上较难看出。21 000 的条带可能是没有酶解完

全，蛋白质发生了聚集。

表 1　响应面试验设计因素水平表

Table 1　Level table of design factors for response surface 

experiment

水平

-1

0

1

A pH

8

9

10

B 时间/h

1.5

2.0

2.5

C 磷酸盐添加量/

(10-2 g·mL-1)

8

10

12

D 蛋白添加量/

(10-2 g·mL-1)

6

8

10

图 1　磷酸化程度的单因素试验结果

Figure 1　Single factor test results of phosphorylation degree
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2.4　酶解—磷酸化协同改性猪血红蛋白的乳化性能

图 3 中显示了 Hb、H-Hb、HP-Hb 的乳化性能。HP-Hb

的 EAI 与 Hb 和 H-Hb 相 比 升 高 了 6.31，12.42 m2/g，ESI 升

高了 3.04%，6.37%。原因可能是协同改性导致 Hb 的结构

发 生 了 变 化 ，增 强 了 蛋 白 质 与 油 水 界 面 的 亲 和 力 。 并 且

磷 酸 化 通 常 会 引 入 负 电 荷 基 团 到 蛋 白 质 分 子 上 ，可 以 增

加 蛋 白 质 与 水 相 之 间 的 排 斥 力 ，同 时 增 加 蛋 白 质 与 油 相

之 间 的 吸 引 力 ，从 而 有 助 于 在 油 水 界 面 形 成 更 稳 定 的 乳

化系统。表明协同改性可以有效提高猪血红蛋白的乳化

性能，与刘丽莉等 [11]的研究结果一致。

2.5　酶解—磷酸化协同改性猪血红蛋白的抗氧化性

由图 4 可以看出，HP-Hb 与 Hb 和 H-Hb 相比，DPPH 自

表 2　磷酸化程度响应面设计及结果

Table 2　Response surface design and results of phosphorylation degree

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

A

1

0

0

1

0

0

0

1

0

0

1

0

-1

0

0

B

1

1

1

-1

-1

0

1

0

-1

0

0

0

-1

0

0

C

0

1

-1

0

1

0

0

1

0

0

-1

0

0

0

1

D

0

0

0

0

0

0

1

0

-1

0

0

0

0

0

-1

磷酸化程度/mg

0.624

0.504

0.497

0.465

0.547

0.411

0.366

0.408

0.492

0.417

0.391

0.378

0.467

0.551

0.475

试验号

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

-1

0

0

0

0

1

-1

1

-1

-1

-1

0

0

1

B

1

0

-1

0

1

0

0

0

0

0

0

1

1

-1

C

0

-1

-1

1

0

0

1

0

-1

0

0

1

-1

0

D

0

-1

0

1

-1

-1

0

1

0

1

-1

0

0

0

磷酸化程度/mg

0.467

0.346

0.646

0.432

0.387

0.641

0.405

0.625

0.378

0.626

0.623

0.622

0.451

0.271

表 3　回归模型磷酸化程度方差分析†

Table 3　Variance analysis of phosphorylation degree of 

regression model

方差

来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

0.300 000

0.009 464

0.009 690

0.005 334

0.093 000

0.005 476

0.010 000

0.011 000

0.001 440

0.015 000

0.009 900

0.037 000

0.044 000

0.082 000

0.039 000

0.001 037

0.001 027

0.000 001

0.300 000

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方

0.022 000

0.009 460

0.009 690

0.005 334

0.093 000

0.005 476

0.010 000

0.011 000

0.001 440

0.015 000

0.009 900

0.037 000

0.044 000

0.082 000

0.039 000

0.000 740

0.000 102

0.000 025

F 值

291.36

127.75

130.80

72.00

1 256.75

73.92

137.70

153.10

1.94

196.00

133.64

499.09

599.55

1 113.07

529.26

5.69

P 值

<0.000 1

<0.000 1

0.012 5

0.024 5

0.030 1

<0.000 1

0.047 8

0.042 1

0.185 0

0.000 2

0.000 7

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.257 4

显著性

极显著

极显著

显著

显著

极显著

极显著

不显著

† R2=0.996 6；R2
Adj=0.980 4。

图 2　Hb、H-Hb 和 HP-Hb 的 SDS-PAGE 电泳图

Figure 2　SDS-PAGE electrophoregram of HB， H-Hb and 

HP-Hb
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由基清除率、羟自由基清除率、ABTS 阳离子自由基清除

率 、铁 离 子 还 原 能 力 都 得 到 了 显 著 增 强 ，分 别 提 升 了

10.67，12.76，8.40，13.58 个 百 分 点 和 7.32，7.12，4.67，

9.97 个 百 分 点 。 原 因 可 能 是 酶 解 后 Hb 被 酶 解 为 大 量 小

肽 ，氨基酸残基增多 ，可结合的自由基增多 ；磷酸化后磷

酸根接入，溶液的电荷状态发生了改变，能够结合更多的

自由基。表明协同改性可以有效提升猪血红蛋白的抗氧

化能力，与 Li 等 [18]的研究结果一致。

2.6　傅里叶红外光谱分析

FT-IR 光谱通常用于表征化学键和官能团 [19]，它可以

分析 Hb、H-Hb 和 HP-Hb 的结构变化。HP-Hb 在酰胺Ⅰ带

有特征吸收，PO 3 -
4 的红外特征吸收峰在 1 100 cm-1 左右，

P—N 的吸收峰在 500 cm-1[20]。由图 5 可以看出，PO 3 -
4 在

950~1 100 cm-1 内有对称伸缩振动 ，在 1 000~1 200 cm-1

内 有 反 对 称 伸 缩 振 动 ，在 500~700 cm-1 内 有 弯 曲 振 动 。

由于酶解导致 Hb 的肽链打开，PO 3 -
4 与—NH 反应，导致了

HP-Hb 的峰产生红移。也可能是在酰胺Ⅲ带 H-Hb 和 STP

发生了共价键结合。HP-Hb 在 900，700 cm-1 处的吸收峰

与 500 cm-1 处 峰 的 增 加 有 关 ，原 因 可 能 是 与 三 聚 磷 酸 钠

反应后 ，磷酸根增加 ，负电荷升高 ，所以吸收峰发生了偏

移，透光率也发生了变化，产生了新的吸收峰。

对 蛋 白 质 采 用 不 同 的 处 理 方 法 会 影 响 肽 链 中 的 氢

键，导致蛋白质二级结构的改变，特别是 α-螺旋和 β-折叠

的 含 量 ，二 级 结 构 含 量 主 要 由 氢 键 决 定 。 通 过 Peakfit 

Version 4.2 分别对图 5 中 1 600~1 700 cm-1 处的峰谱图进

行去卷积、二阶求导和高斯拟合处理，得到图 6。结果表

明 ，HP-Hb 的 二 级 结 构 含 量 有 显 著 变 化 。 蛋 白 质 中 的

β-折 叠 与 分 子 间 的 氢 键 形 成 的 相 互 作 用 有 关 。 与 Hb 和

H-Hb 相比，HP-Hb 的 β-折叠含量分别增加了 11% 和 8%，

β-折叠的形成通常涉及多个氨基酸残基的相互作用，可以

使蛋白质结构更为紧凑。说明磷酸根的接入导致蛋白质

的电荷分布发生改变。这种改变可能会影响蛋白质内的

相互作用，包括氢键、离子键和疏水相互作用。磷酸根的

接 入 会 导 致 H-Hb 的 结 构 发 生 变 化 ，导 致 无 规 卷 曲 的 减

少。α-螺旋含量通常与蛋白质的稳定性相关，α-螺旋含量

的 增 加 可 能 增 强 蛋 白 质 的 结 构 稳 定 性 [21]。 HP-Hb 中 的

α-螺旋含量增加，表明其稳定性增强。

图 3　Hb、H-Hb 和 HP-Hb 的乳化活性指数和乳化稳定性

Figure 3　Emulsifying total activity and emulsifying 

stability of HB， H-Hb and HP-Hb

图 4　Hb、H-Hb 和 HP-Hb 的抗氧化性图

Figure 4　Oxidation resistance of HB， H-Hb and HP-Hb

图 5　Hb、H-Hb 和 HP-Hb 的 FT-IR 图

Figure 5　FT-IR diagrams of HB， H-Hb and HP-Hb

图 6　Hb、H-Hb 和 HP-Hb 的二级结构含量分布图

Figure 6　Distribution of secondary structure content of 

Hb， H-Hb and HP-Hb

41



基础研究  FUNDAMENTAL RESEARCH 总第  275 期  | 2024 年  9 月  |

2.7　热稳定性分析

由图 7 可知，Hb、H-Hb 和 HP-Hb 的热变性温度为 HP-

Hb（86.57 ℃）>H-Hb（72.70 ℃）>Hb（66.57 ℃），热焓值为

HP-Hb（619.87 J）<H-Hb（381.96 J）<Hb（269.01 J）。 原

因 是 温 度 过 高 会 导 致 蛋 白 质 变 性 ，破 坏 其 分 子 构 象 。 蛋

白质的氨基酸组成会影响蛋白质的稳定性。其中疏水性

氨 基 酸 与 亲 水 性 氨 基 酸 相 比 ，结 构 稳 定 性 更 强 ，不 易 变

性。由于酶解处理 Hb，Hb 的球形蛋白结构打开，内部疏

水氨基酸被释放出来，同时磷酸化引入电子，增强了其分

子 间 的 离 子 相 互 作 用 ，使 得 蛋 白 质 变 性 所 需 要 的 热 能 更

多 ，蛋 白 质 能 够 承 受 的 温 度 更 高 。 所 以 HP-Hb 的 热 稳 定

性相比 Hb 和 H-Hb 更强。由此说明酶解—磷酸化协同改

性提高了猪血红蛋白的热稳定性。

3　结论

研 究 采 用 酶 解 — 磷 酸 化 协 同 改 性 猪 血 红 蛋 白 ，并 对

其磷酸化工艺进行了优化，在单因素基础上，对磷酸化工

艺 进 行 响 应 面 试 验 优 化 ，得 到 的 磷 酸 化 最 优 工 艺 为 磷 酸

盐 添 加 量 10 g/100 mL、pH 9、蛋 白 添 加 量 8 g/100 mL、反

应时间 2.1 h。酶解—磷酸化协同改性后猪血红蛋白的乳

化 活 性 指 数 和 乳 化 稳 定 性 得 到 大 幅 度 提 升 ，提 升 了

12.42 m2/g 和 6.37%。 抗 氧 化 性 能 分 析 表 明 ，与 猪 血 红 蛋

白相比，酶解—磷酸化协同改性猪血红蛋白的 DPPH 自由

基 清 除 率 提 升 了 10.67%、羟 自 由 基 清 除 率 提 升 了

12.76%，ABTS 阳 离 子 自 由 基 清 除 率 提 升 了 8.40%，铁 离

子还原能力提升了 13.58%。电泳结果显示，酶解—磷酸

化 协 同 改 性 猪 血 红 蛋 白 条 带 主 要 出 现 在 2 000，2 800，

5 200 和 21 000，HP-Hb 和 H-Hb 相比条带无明显变化。红

外分析表明，酶解—磷酸化协同改性猪血红蛋白在 950~

1 100，1 000~1 200，500~700 cm-1 范 围 内 出 现 特 征 吸 收 ，

且 酶 解 — 磷 酸 化 协 同 改 性 猪 血 红 蛋 白 的 峰 产 生 了 红 移 ；

二级结构中 α-螺旋含量和 β-折叠含量增多 ，表明结构稳

定性增强。对其热稳定性进行分析发现协同改性后的热

变性温度升高，热焓值降低，热稳定性增强。酶解—磷酸

化 协 同 改 性 处 理 明 显 改 善 了 猪 血 红 蛋 白 的 乳 化 性 能、抗

氧 化 性 能 和 热 稳 定 性 ，是 一 种 有 效 改 善 蛋 白 质 特 性 的 改

性方法。
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