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糖基化结合单宁酸改性对熔球态
蛋清蛋白乳化特性的影响
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摘要：［目的］开发基于熔球态蛋清蛋白（molten-globule state egg white protein，MGEWP）稳定乳液的修饰方法。［方法］

采用 pH 诱导法使蛋清蛋白部分变性生成 MGEWP，并研究 D-木糖与单宁酸改性对 MGEWP 乳化特性的协同增强作

用。［结果］随着单宁酸浓度的增加，D-木糖糖基化修饰的 MGEWP（X-MGEWP）浊度与褐变程度显著增加（P<0.05），

且单宁酸导致 X-MGEWP 发生解折叠行为，暴露更多游离巯基与活性基团，并显著提高 X-MGEWP 的分子柔度、表观

黏度、弹性模量和黏性模量（P<0.05）。在极端 pH 处理下，MGEWP 的有效反应基团钝化，与 D-木糖的美拉德反应被抑

制，导致 X-MGEWP 的乳化特性与未经糖基化处理的 MGEWP 无显著差异（P>0.05），而添加单宁酸可显著增强

X-MGEWP 的乳化活性（P<0.05），且与单宁酸表现出剂量依赖性。［结论］D-木糖/单宁酸的协同改性是提高 MGEWP

乳化性的潜在方法之一。
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Effects of glycosylation combined with tannic acid modification on the 

emulsification properties of molten globule egg white protein
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to develop a modification method to stabilize emulsions using molten-globule state egg white 

protein (MGEWP). ［［Methods］］ MGEWP was prepared through partial denaturation of egg white protein via pH induction. The synergistic 

effects of D-xylose and tannic acid on the emulsifying properties of MGEWP were analyzed. ［［Results］］ Increasing tannic acid concentration 

significantly elevated the turbidity and browning degree of D-xylose glycosylated MGEWP (X-MGEWP) (P<0.05). Tannic acid facilitated 

the unfolding of X-MGEWP, exposing free sulfhydryl and active groups, which enhanced molecular flexibility, apparent viscosity, storage 

modulus and loss modulus (P<0.05). However, under extreme pH value treatment, the active groups of MGEWP were passivated, 

inhibiting the Maillard reaction with D-xylose. As a result, there was no significant difference in emulsification properties between 

glycosylated X-MGEWP and untreated MGEWP(P>0.05). The addition of tannic acid enhanced the emulsifying activity of X-MGEWP 

obviously (P<0.05), and it was dose-dependent with tannic acid concentration. ［［Conclusion］］ The synergistic modification of MGEWP 

with D-xylose/tannic acid represents a promising method for enhancing the emulsifying properties of MGEWP, offering potential 

applications in emulsion stabilization.
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鸡蛋中丰富的蛋白质含量赋予其优异的加工性质，

如起泡性、凝胶性和乳化性等 [1-2]，同时这类加工性质可

以通过 pH、温度、压力及化学反应或与其他分子的相互作

用等进行调控。蛋白质是由多肽链卷曲和折叠形成的紧

凑结构，蛋白质的折叠状态对蛋白质性质的影响是现阶

段食品领域研究的热点之一。天然球蛋白经过极端 pH

处理后，氢键作用增强，三级结构发生改变，然后协同疏

水残基和二硫键等作用逐渐形成熔球态（molten-globule 

state，MG）[3]。MG 蛋白质属于部分解折叠状态，比自然状

态更伸展，并且具有更大的疏水表面积，因此具备更优越

的加工性质。Wang 等 [4]通过极端 pH 环境诱导大豆蛋白

构型向 MG 蛋白转变，发现 MG 大豆蛋白起泡性与乳化特

性相比天然大豆蛋白得到了显著提升。

糖基化反应是涉及美拉德反应的常见蛋白质化学修

饰方法之一，该反应是蛋白质的游离氨基和还原糖的羰

基之间的共价反应。蛋白质的糖基化修饰可改变蛋白质

的结构、电荷分布和疏水性等，进一步改变蛋白质的凝胶

性和乳化性等功能性质 [5]。Sun 等 [6]利用美拉德反应成功

向大豆分离蛋白接入羧甲基纤维素并表征其凝胶性能，

当增加美拉德反应时间时，大豆分离蛋白—羧甲基纤维

素共轭凝胶的凝胶强度和持水能力显著增加，且微观结

构更致密。Hou 等 [7]研究了糖基化修饰对乳清蛋白乳化

性能的影响，结果表明糖基化可以提高乳液的稳定性，使

其具有更小的液滴尺寸、更高的 Zeta 电位和更稳定的

性能。

多酚是含有大量羟基和羧基结构的独特酚类化合

物，可以与蛋白质结合形成复合物，改变蛋白质的结构和

功能特性。其中单宁酸（tannic acid，TA）是一种重要的天

然物质，主要存在于许多植物中，如茶、葡萄和水果。TA

的邻苯二酚环上有 4 个酚羟基，具有良好的生物活性，如

抗氧化、抗自由基和抗炎等 [8]。Wei 等 [9]研究发现，在超声

辅助下 TA 可与肌原纤维蛋白发生非共价结合并赋予肌

原纤维蛋白更优异的乳化性、溶解度和抗氧化性等。

目前，对蛋白质改性的研究主要集中于单一糖基化

和活性物质的复合反应对蛋白质结构的影响及其功能的

表征。现阶段仍缺乏对 MG 蛋白的化学修饰及其功能特

性的研究表征。研究拟采用极端 pH 诱导法制备 MG 蛋清

蛋白（molten-globule state egg white protein，MGEWP），并

依次添加 D-木糖、TA 进行糖基化修饰和改性，研究糖基

化与 TA 改性对 MGEWP 乳化特性的影响，旨在探索通过

改性 MGEWP 以增强其乳化特性的新策略。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

蛋清粉：陕西赛恩生物科技有限公司；

大豆油：市售；

D-木糖：上海原野生物制品有限公司；

TA：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

胰蛋白酶：活性>2 500 U/mg，上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；

三羟甲基氨基甲烷（Tris）、三氯乙酸：分析纯，上海麦

克林生化科技有限公司；

甘氨酸、乙二胺四乙酸（EDTA）、尿素、十二烷基硫酸

钠（SDS）、2-硝基苯甲酸（DTNB）：分析纯，西格玛化学品

公司；

其余试剂：分析纯。

1.2　仪器与设备

紫外分光光度计：UV-2600 型，日本岛津仪器有限

公司；

流变仪：MCR301 型，奥地利安东帕股份有限公司；

高速分散机：T25 Easy Clean Digial型，艾卡（广州）仪

器设备有限公司；

偏光显微镜：DM1000 型，德国莱卡仪器有限公司。

1.3　方法

1.3.1　MGEWP 制备　取蛋清粉与超纯水制备质量分数

5% 蛋清蛋白溶液。使用 1 mol/L HCl 溶液边搅拌边调整

蛋清蛋白溶液 pH 至 1.5，确保混合完全。混合 30 min 后，

使用 1 mol/L NaOH 溶液边搅拌边调整蛋清溶液 pH 至

12.0，混合 30 min。将蛋清蛋白溶液 pH 调整至 7.0，取样

待测。

1.3.2　 X-MGEWP 制 备　 取 1.3.1 制 备 的 MGEWP，以

mD-木糖∶mMGEWP=1∶2 的比例添加 D-木糖进行美拉德反应

改性（将 2.5 g D-木糖添加到 100 g 蛋白质溶液中），并将

混合物置于水浴锅均匀搅拌（60 ℃加热 3 h）以制备 D-木

糖糖基化修饰的 MGEWP（X-MGEWP），取样待测。

1.3.3　 TA 改 性 X-MGEWP 制 备　 取 1.3.2 制 备 的

X-MGEWP 溶液，分别添加 TA 至终质量分数为 0.5，1.0，

2.0 mg/g，磁力搅拌 1 h 至溶液均匀混合，取样待测。

1.3.4　褐变程度与浊度测定　调整待测样液蛋白质质量

浓度为 1.0 mg/mL，使用紫外可见分光光度计分别检测样

液在 420，500 nm 下的吸光度值，以 A420 nm 和 A500 nm 值评估

样液的褐变程度与浊度。

1.3.5　紫外光谱扫描　调整待测样液蛋白质质量浓度为

1.0 mg/mL，使用紫外可见分光光度计在 200~400 nm 范围

内扫描样品，中等扫描速度和 1.0 nm 的采样间隔。在光

谱扫描期间，测量模式设置为吸光度，狭缝宽度为 1.0 nm，

积分时间为 0.1 s。使用直接检测单元将光源开关波长设

置为 323.0 nm，并采用标准 S/R 转换。
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1.3.6　分子柔度测定　将 250 µL 1.0 mg/mL 胰蛋白酶溶

液（溶于 0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲液中）与 4 mL 质量浓度

为 1.0 mg/mL 的待测样液混合，并立即在 38 ℃的水浴反

应 15 min，反应完成后用质量分数 5% 的三氯乙酸终止反

应。5 000 r/min 离心 15 min，取上清液并测量其在 280 nm

处的吸光度，以 A280 nm值反映蛋白质的分子柔度。

1.3.7　游离巯基测定　将 0.2 mL 待测溶液与 2.8 mL 的

Tris- 甘 氨 酸 缓 冲 液（pH 8.0，含 0.089 mol/L Tris，

0.09 mol/L 甘氨酸，0.004 mol/L EDTA 和 8 mol/L 尿素）和

0.02 mL 的 Ellman 试剂（质量浓度为 4.0 mg/mL 的 2-硝基

苯甲酸溶于 Tris-甘氨酸缓冲液中）混匀。将混合物溶液

在 40 ℃ 水浴 15 min 后测量其在 412 nm 处吸光度。按

式（1）计算游离巯基含量。

C f = 73.53 × A× D
C

， （1）

式中：

Cf——游离巯基含量，μmol/g 蛋白；

A——混合物溶液在 412 nm 处吸光度；

D——稀释倍数；

C——蛋白质质量浓度，mg/mL；

73.53——摩尔消光系数，L/(mol·cm)。

1.3.8　流变性质测定　

（1） 表观黏度：将待测样液滴入流变仪平台上，在

0.1~100 s-1范围内进行黏度扫描，流变探头选用 CP-50。

（2） 频率扫描：将待测样液滴入流变仪平台上，流变

仪设置 1% 应变从 1~100 rad/s 进行频率扫描，流变探头选

用 CP-50。

1.3.9　乳化活性与乳化稳定性测定　取 15 mL 0.001 g/mL

待 测 样 液 与 5 mL 大 豆 油 混 合 ，使 用 高 速 均 质 机 在

10 000 r/min 下均质制备乳液。均质结束后取 100 µL 混

合物，加入 5 mL 0.1% SDS 溶液均匀混合，分别于室温放

置 0，30 min 后测量混合溶液在 500 nm 处的吸光度，以

0.1% SDS 溶液作为空白对照。分别按式（2）和式（3）计算

乳化活性指数（EAI）和乳化稳定性指数（ESI）。

E= 4.606
c× ( )1 - φ × 104

× A 500 nm × D， （2）

S= 100% × A 30 min

A 0 min
， （3）

式中：

E——乳化活性指数，m2/g；

S——乳化稳定性指数，%；

A500 nm——乳液在 500 nm 处吸光度；

φ——油相体积分数，0.2；

C——蛋白质质量浓度，g/mL；

D——稀释因子；

A0 min、A30 min——0，30 min 时乳液在 500 nm 处吸光度。

1.3.10　乳液微观结构　使用偏光显微镜（PLM）来表征

乳液形态学特征。将乳液稀释 5 倍后取 10 μL 液滴滴入载

玻片上并盖上盖玻片。首先，调整偏振器和分析仪确保

其处于平行偏振位置，随后观察乳液的形态特征。其次，

调整偏振器和分析仪确保其处于互相垂直状态，视场调

整至完全黑暗，观察乳液的形态特征。

1.4　数据处理

所有试验均进行 3 次平行重复测定，结果以平均值±
标准误差表示。采用 IBM SPSS Statistics 26 软件进行显

著性差异分析，采用 Origin 2019b 软件绘图。

2　结果与分析

2.1　褐变程度与浊度

由图 1 可知，MGEWP 与 X-MGEWP 的浊度与褐变程

度均无显著差异（P>0.05），随着 TA 添加量的增加，褐变

程度与浊度均呈显著增长的趋势（P<0.05）。糖基化是蛋

白质上的游离氨基与还原单糖的羰基之间的共价美拉德

反应，可以生成棕色或黑色物质，导致体系发生褐变，浊

度升高。而美拉德反应受反应温度、化学空间位阻以及

蛋白质反应活性等因素的影响 [10]。Zhang 等 [11]表明，蛋清

蛋白经过极端 pH 反复处理后结构被破坏，氨基酸侧链基

团的反应活性降低，降低了蛋清蛋白与消化酶的反应活

性。因此，试验过程中 MGEWP 与 X-MGEWP 的褐变程

度与浊度无显著变化，这可能归因于 MGEWP 中与美拉

德 反 应 相 关 的 基 团 反 应 活 性 降 低 。 另 一 方 面 ，在

X-MGEWP 的基础上，添加 TA 使体系褐变程度显著上升

（P<0.05），原因可能是 TA 中大量的酚羟基与蛋白质形成

氢键，这种非共价结合会引起蛋白质的解折叠行为 [12]，暴

露更多蛋白质内部活性基团，促进 X-MGEWP 与木糖的

美拉德反应，导致褐变程度的增加；另一方面，TA 的加入

可能导致 X-MGEWP 体系产生蛋白质聚集体。Ren 等 [13]

通过添加黑豆皮提取物多酚以研究多酚提取物对大豆分

离蛋白消化性的影响，发现随着多酚含量的增加，蛋白质

系统内形成了粒径较大的化合物，提高了溶液的浊度。

2.2　紫外光谱

芳香族氨基酸如色氨酸（Trp）、酪氨酸（Tyr）和苯丙氨

酸（Phe）通常在 200~400 nm 处具有较强的紫外吸收，通过

观察其紫外吸收的变化，可以深入分析蛋白质三级结构

的变化 [14]。由图 2 可知，所有处理组在 280 nm 附近均存

在最大吸收峰。与此同时，X-MGEWP 与 MGEWP 紫外吸

收峰强度相近，各处理组在添加 TA 后在 280 nm 处紫外吸
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收 以 剂 量 依 赖 形 式 呈 上 升 趋 势 ，且 TA 添 加 量 为

2.0 mg/mL 时达到最高。Lu 等 [15]研究发现，糖基化与加热

可以使得蛋白质三级结构松弛，暴露出更多疏水基团，导

致 X-MGEWP 体系的紫外吸收上升。试验中，经 D-木糖

糖基化处理的 X-MGEWP 与 MGEWP 在 280 nm 附近无显

著差异，证明 MGEWP 糖基化被抑制，这与褐变程度分析

结果一致。另一方面，在基于 X-MGEWP 上添加 TA 能明

显提高 X-MGEWP 体系紫外吸光度，原因可能是 TA 分子

中的芳香环与 X-MGEWP 氨基酸残基（尤其是蛋白结构

中的 Tyr、Trp 和 Phe）之间产生的 π—π 共轭效应，提高了

分子内电子跃迁吸收的紫外吸收光强度 [16]。Ren 等 [13]研

究发现，TA 的加入可以改变蛋白质氨基酸残基的活性，使

蛋白质的构象得到延展，引起蛋白质的解折叠行为，从而

改变蛋白质的紫外吸收特性。

2.3　分子柔度和游离巯基含量

蛋白质结构的柔性与其蛋白质内游离巯基含量紧密

相关，同时也是蛋白质功能性质的关键影响因素之一 [17]。

由图 3 可知，MGEWP 与 X-MGEWP 的游离巯基含量与分

子柔度无显著差异（P>0.05），而添加 TA 后，游离巯基含

量与分子柔度均显著增加（P<0.05）。分子柔度受蛋白质

分子间氢键、疏水键、静电相互作用和共价键等因素共同

影响。根据 Wei等 [18]的研究，蛋清蛋白的糖基化和加热处

理可以导致部分化学键断裂，破坏其刚性结构，从而使蛋

白质的空间结构变得更加松弛，增加分子柔度。试验中，

糖基化处理对 MGEWP 的分子柔度和游离巯基含量没有

显著影响（P>0.05）。当 TA 质量浓度>1.0 mg/mL 时，游

离巯基含量显著增加（P<0.05）。这可能是因为 TA 的加

入促进了蛋白质的解折叠，暴露了原本隐藏的游离巯基。

同时，TA 引起的解折叠和结构松弛化进一步破坏了蛋白

质的刚性结构，扩大了柔性区域，从而提高了分子柔度。

2.4　流变行为

蛋白质溶液的表观黏度受系统内部分子间相互作

用、分子结构、蛋白质浓度等因素影响。由图 4 可知，随着

剪切速率的增加，溶液表观黏度下降，表现出剪切稀化行

为，表明 MGEWP 属于假塑性流体 [19]。与 MGEWP 相比，

X-MGEWP 表观黏度显著降低，原因可能是木糖的加入破

坏了蛋白质分子链间的缠绕结构，导致体系黏度降低。

另一方面，在 X-MGEWP 基础上添加 TA，表观黏度随着

TA 添加量的提高呈上升趋势，说明 TA 的添加可以提供

X-MGEWP 体系更高的黏度环境，其原因可能是：TA 与

X-MGEWP 间强烈的非共价相互作用增加了蛋白质分子

不同处理组之间字母不同表示显著差异（P<0.05）

图 1　TA-X-MGEWP 复合物的褐变程度和浊度

Figure 1　Browning degree and turbidity of TA-X-

MGEWP complex

图 2　TA-X-MGEWP 复合物紫外光谱图（200~400 nm）

Figure 2　Ultraviolet spectrogram of TA-X-MGEWP 

complex at 200~400 nm

不同处理组之间字母不同表示显著差异（P<0.05）

图 3　TA-X-MGEWP 复合物分子柔度和游离巯基含量

Figure 3　Molecular flexibility and free sulfhydryl groups 

in TA-X-MGEWP complex
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间的交互作用，提高了体系的表观黏度 [20]。同时，TA 的添

加促使蛋白质分子结构解折叠的过程，分子链的展开更

易于截留体系中的水分，导致体系表观黏度上升。

图 5 为各处理组频率扫描对应的弹性模量（Gʹ）与黏

性模量（Gʺ）。各处理组 Gʹ与 Gʺ均随着角频率的增加而升

高，表明各处理组 Gʹ与 Gʺ均有频率依赖性 [20]。在整个频

率扫描过程中，各处理组 Gʹ均大于 Gʺ，即弹性特性占主导

地位，说明 MGEWP 体系表现出黏弹性行为 [21]。与此同

时，相比 MGEWP，X-MGEWP 表现出更低的 Gʹ和 Gʺ，表

明糖基化过程对 MGEWP 体系的黏弹性有负面影响，原

因可能是木糖的加入破坏了 MGEWP 体系内分子链间的

交互作用，使体系对水的截留能力下降，黏弹性降低。添

加 TA 有效提高了 X-MGEWP 的 Gʹ和 Gʺ，原因可能是 TA

中大量羟基与蛋白质形成了氢键，同时改变了蛋白质的

表面电荷分布，共同促进了 X-MGEWP 体系的蛋白质交

联，提高了体系的黏弹性 [13]。

2.5　乳化特性

由图 6 可知，各组 ESI 均无显著差异（P>0.05）；对于

EAI，在 0 min 处，与 MGEWP 相比，X-MGEWP 的 EAI 无

显著差异（P>0.05），但添加 TA 改性的 X-MGEWP 的 EAI

显著提高（P<0.05），并表现出 TA 剂量依赖的趋势。其原

因可能是 TA 与 X-MGEWP 产生非共价交联，并进一步提

高乳化扩散速率。一般来说，蛋白质在油水界面的吸附

过程大致可分为 3 个阶段：初始扩散阶段、渗透阶段以及

重排阶段。研究 [16, 22]表明，TA 可与蛋白质以非共价方式

相互作用的形式促进蛋白质结构松动和解离，并诱导蛋

白质在两相界面处解折叠，增加蛋白质表面张力的衰减

速率，导致扩散速率增加并因此促进蛋白质快速渗透入

油 水 界 面 ，最 终 提 高 蛋 白 质 的 EAI。 对 比 30 min 后

MGEWP，X-MGEWP 的 EAI 有升高的趋势但并不显著

（P>0.05）。MGEWP 糖基化后 EAI 升高的原因可能是：

糖基化修饰可导致蛋白质结构的解折叠，有利于快速扩

散到油水界面，增强了乳化性能。另一方面，木糖与蛋清

蛋白共价结合后有助于产生更强的界面膜 [23]。

2.6　乳液微观结构

如图 7 所示，乳液液滴形状整体呈规则的球形。不添

加 TA 的 MGEWP 与 X-MGEWP 乳液处理组存在直径较

大且分布不均匀的乳滴。当 TA 添加量>1.0 mg/mL 时，

乳液体系内的液滴直径更小、分布更均匀且依靠更紧密，

此时乳液中水相不容易下流引起油水分层 [24]。这表明添

加 TA 会促进蛋白质的界面活性，有助于 X-MGEWP 有效

吸附到油水界面上，提高了 X-MGEWP 的 EAI。另一方

面，更小的乳滴粒径以及更均匀的乳滴分布表明 TA 可整

体提高 X-MGEWP 乳滴的稳定性。

图 4　剪切速率对 TA-X-MGEWP 复合物黏度的影响

Figure 4　Effects of shear rate on the viscosity of 

TA-X-MGEWP complex

图 5　频率对 TA-X-MGEWP 复合物弹性模量/黏性模量的影响

Figure 5　Effects of frequency on storage modulus and loss modulus of TA-X-MGEWP complex
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3　结论

该研究利用极端 pH 法制备熔球态蛋清蛋白，并研究

了 D-木糖和单宁酸对其乳化性的改性效果。结果发现，

极端 pH 抑制了熔球态蛋清蛋白的糖基化，但添加单宁酸

显著提升 D-木糖糖基化修饰的熔球态蛋清蛋白的乳化活

性指数。单宁酸促使 D-木糖糖基化修饰的熔球态蛋清蛋

白发生解折叠行为，暴露被包埋的活性基团，提高美拉德

反应活性，表现为褐变程度与浊度的显著上升，并通过形

成氢键破坏 D-木糖糖基化修饰的熔球态蛋清蛋白的刚性

结构区，暴露更多游离巯基，利于乳液的界面稳定。此

外，单宁酸的添加改善了 D-木糖糖基化修饰的熔球态蛋

清蛋白的流变学特性，提高体系的乳化性能。

综上所述，糖基化结合单宁酸改性能有效提高熔球

态蛋清蛋白的乳化性，为后续进一步研究熔球态蛋清蛋

白理化性质及其改性提供理论基础。但关于糖基化结合

单宁酸改性修饰熔球态蛋清蛋白的具体位点及其在油水

界面的分配规律有待进一步阐明。
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