
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１２０１３１９）；公益性行业（农业）

科研专项（编号：２０１３０３０７１）；粮油深加工与品质控制２０１１

湖南省协同创新项目（编号：湘教通［２０１３］４４８号）

作者简介：吴伟（１９８１－），男，中南林业科技大学副教授，博士。

Ｅｍａｉｌ：ｆｏｏｄｗｕｗｅｉ＠１２６．ｃｏｍ

收稿日期：２０１５－１２－１４

第３２卷第６期

２０１６年６月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．６

Ｊｕｎ ．２０１６

犇犗犐：１０．１３６５２／犼．犻狊狊狀．１００３－５７８８．２０１６．０６．００２

过氧自由基氧化修饰对大米蛋白功能性质的影响
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摘要：采用不同浓度２，２’盐酸脒基丙烷（ＡＡＰＨ）热降解形

成的过氧自由基氧化大米蛋白，研究过氧自由基氧化对大米

蛋白功能性质的影响。结果表明：大米蛋白羰基含量随

ＡＡＰＨ浓度的增加而上升，表明过氧自由基诱使大米蛋白发

生了氧化；随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白Ｚｅｔａ电位绝对

值、溶解性、持水性、起泡性和乳化性下降，持油性上升，其中

Ｚｅｔａ电位绝对值下降４５．７０％，溶解性下降２８．０４％，持水性

下降５８．０２％，起泡能力下降１４．６１％，泡沫稳定性下降

９．６６％，乳化性下降１６．８５％，乳化稳定性下降９．２３％，持油

性上升３４．８４％，表明过氧自由基氧化使得大米蛋白功能性

质发生了显著变化。
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中国稻谷年产量２亿ｔ左右，每年约有４０％稻谷入库储

藏，平均储藏时间５个季度以上
［１］。储藏期间稻谷中淀粉、

蛋白质及脂质等组分发生复杂变化，导致稻谷营养成分流

失，食用品质下降［１－２］。稻谷中淀粉含量最多，但稻谷储藏

期间淀粉变化幅度较小，对储藏稻谷食用品质影响有

限［１－２］。相比之下，含量较少的脂质和蛋白质在稻谷储藏过

程中变化较为显著。脂质易降解产生游离脂肪酸，一方面游

离脂肪酸与直链淀粉形成复合物，限制淀粉颗粒的膨胀和糊

化［１－２］；另一方面，游离脂肪酸极不稳定，容易氧化生成活性

脂质氧化产物和脂质自由基，这些活性脂质氧化产物和脂质

自由基是诱使蛋白质氧化的重要媒介［３－６］。已有研究［４］发

现，大米蛋白可被活性脂质氧化产物氧化修饰，进而影响大

米蛋白功能性质。但目前还没有脂质自由基氧化大米蛋白

的报道。

ＡＡＰＨ是一种水溶性偶氮类的自由基引发剂，有氧条件

下会热降解形成过氧自由基［５－６］，本研究拟采用 ＡＡＰＨ 热

降解产生的过氧自由基代表脂质自由基，研究过氧自由基氧

化对大米蛋白功能性质的影响，旨为进一步分析蛋白质氧化

对稻谷储藏品质的影响提供理论依据。
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１　材料与方法
１．１　材料与试剂

新收获金优２０７（籼米）、大豆油：湖南粮食集团有限责任

公司；

２，２’偶氮二（２脒基丙烷）二盐酸（ＡＡＰＨ）：纯度９７％，

日本和光纯药公司；

２，４二硝基苯肼、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氢氧化钠、

盐酸：分析纯，国药集团（上海）化学试剂有限公司。

１．２　主要仪器与设备

高速冷冻离心机：ＳｏｒｖａｌｌＬｙｎｘ６０００型，美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ公司；

冻干机：Ｆｄ５４型，美国Ｇｏｌｄｓｉｍ公司；

恒温水浴振荡器：Ｓｈａ２ａ型，北京中兴伟业仪器有限

公司；

纳米电位分析仪：ＮａｎｏＺＳ型，英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司；

高速分散均质机：Ｆａ２５型，上海弗鲁克流体机械制造有

限公司；

分光光度计：７２２型，上海精密科学仪器有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　大米蛋白的制备　参照文献［７］。

１．３．２　过氧自由基氧化大米蛋白的制备　参考文献［５］和

［６］。将大米蛋白溶解于０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．４的磷酸盐缓冲

液中（含０．５ｍｇ／ｍＬＮａＮ３），蛋白浓度为１０ｍｇ／ｍＬ。将一

定质量的ＡＡＰＨ溶解于大米蛋白溶液中，以大米在高温高

湿加速陈化试验过程中的羰基含量为参照确定ＡＡＰＨ的浓

度范 围，ＡＡＰＨ 最 终 浓 度 分 别 为 ０，０．０４，０．２，１，５，

２５ｍｍｏｌ／Ｌ，在３７℃避光条件下反应２４ｈ。反应结束后将

反应液于１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ收集上清液，除去少量不

溶性物质（非蛋白质沉淀）。最后将上清液透析７２ｈ除去未

反应的 ＡＡＰＨ，最后冷冻干燥得到过氧自由基氧化大米

蛋白。

１．３．３　过氧自由基氧化大米蛋白羰基含量的测定　参照文

献［８］。

１．３．４　Ｚｅｔａ电位的测定　将大米蛋白置于磷酸盐缓冲液

（０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０）中，搅拌后离心收集上清液，采用纳米

电位分析仪测定上清液Ｚｅｔａ电位。

１．３．５　过氧自由基氧化大米蛋白溶解性、持水性、持油性的

测定　参照文献［４］。

１．３．６　过氧自由基氧化大米蛋白起泡能力、泡沫稳定性的测

定　参照文献［９］。

１．３．７　过氧自由基氧化大米蛋白乳化性、乳化稳定性的测

定　参照文献［１０］。

１．４　数据处理与统计分析

采用Ｏｒｉｇｉｎ７．５进行数据分析。

２　结果与分析
２．１　过氧自由基氧化大米蛋白羰基含量的变化

目前表征蛋白质氧化最常用的指标是蛋白质的羰基含

量［６，１１］。由图１可知，大米蛋白羰基含量随着ＡＰＰＨ浓度增

加而上升，表明大米蛋白发生了氧化。ＡＡＰＨ降解形成的过

不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５

图１　过氧自由基氧化大米蛋白羰基含量的变化

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃａｒｂｏｎｙｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｉｃｅｐｒｏｔｅｉｎｗｈｉｃｈ

ｏｘｉｄｉｚｅｄｂｙｐｅｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ

氧自由基可通过夺氢反应将蛋白质主肽链和侧链基团转化

成为碳中心自由基，碳中心自由基与氧气反应形成过氧自由

基，蛋白质主肽链过氧自由基通过α胺基化反应导致蛋白质

羰基化，蛋白质侧链过氧自由基的进一步氧化反应也可为蛋

白质引入羰基［６，１１］。ＡＡＰＨ 产生的过氧自由基可能通过

α胺基化断裂大米蛋白的主肽链使之羰基化，或者诱使大米

蛋白侧链基团羰基化，导致大米蛋白氧化。蔡勇建等［６］发现

ＡＡＰＨ降解形成的过氧自由基可导致大豆蛋白羰基化；叶林

等［５，１１］发现ＡＡＰＨ热降解形成的过氧自由基可氧化修饰花

生蛋白，使得花生蛋白羰基含量增加。

２．２　过氧自由基氧化大米蛋白Ｚｅｔａ电位的变化

Ｚｅｔａ电位是表征溶液稳定性的重要指标，Ｚｅｔａ电位绝对

值越大，体系越稳定；反之稳定性下降，溶液出现凝结或聚

集［１２］。由图２可知，随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白Ｚｅｔａ

电位绝对值显著下降（Ｐ＜０．０５）。这可能是过氧自由基改变

了大米蛋白表面电荷和氨基酸残基的分布，使得蛋白表面作

用力失衡，体系稳定性降低。ＣｈｅｎＮａｎｎａｎ等
［８］发现过氧自

由基氧化可改变大豆蛋白表面电荷、氨基酸残基的分布，使

得Ｚｅｔａ电位绝对值下降；ＹｅＬｉｎ等
［１１］发现过氧自由基氧化

可改变花生蛋白表面吸引力／排斥力的分布，使得Ｚｅｔａ电位

绝对值下降。

２．３　过氧自由基氧化大米蛋白溶解性的变化

由图３可知，随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白溶解性

不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５

图２　过氧自由基氧化大米蛋白Ｚｅｔａ电位的变化

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｒｉｃｅｐｒｏｔｅｉｎｗｈｉｃｈｏｘ

ｉｄｉｚｅｄｂｙｐｅｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ
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不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５

图３　过氧自由基氧化大米蛋白溶解性的变化

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｒｉｃｅｐｒｏｔｅｉｎｗｈｉｃｈｏｘｉｄｉｚｅｄ

ｂｙｐｅｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ

显著下降（Ｐ＜０．０５）。大米蛋白中８０％以上为谷蛋白
［４］，本

试验测定的是大米蛋白在去离子水中的溶解度，因而溶解性

较差，均低于１０％。蛋白质溶解性与蛋白结构、共价交联及

聚集体有关［９，１３］。大米蛋白溶解性下降可能是脂质自由基

诱使大米蛋白氧化，发生共价交联，形成了不可溶性聚集体。

ＣｈｅｎＮａｎｎａｎ等
［８］发现ＡＡＰＨ产生的过氧自由基诱使大豆

蛋白逐渐形成不可溶聚集体；蔡勇建等［６］发现过氧自由基会

诱使大豆蛋白发生共价交联形成不可溶性聚集体，使得大豆

蛋白溶解性降低。

２．４　过氧自由基氧化大米蛋白持水性的变化

由图４可知，随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白持水性

显著下降（Ｐ＜０．０５）。谷物蛋白的持水、持油能力与其亲水／

疏水基团分布有关［９，１３］。大米蛋白持水性下降可能是过氧

自由基诱使大米蛋白结构改变，更多疏水基团暴露，降低了

大米蛋白的持水能力。蔡勇建等［３］发现蛋白质氧化会改变

米糠蛋白的分子结构，使得蛋白分子亲水／疏水基团分布发

生变化的同时暴露出更多疏水基团，米糠蛋白持水性下降。

２．５　过氧自由基氧化大米蛋白持油性的变化

由图５可知，随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白持油性

显著增加（Ｐ＜０．０５）。过氧自由基诱使植物蛋白氧化，氧化

后蛋白质内部疏水基团暴露［６，８，１１］。大米蛋白在过氧自由基

作用下发生氧化，原本位于蛋白分子内部的疏水基团暴露，

增加了大米蛋白对脂质的吸附能力。吴伟等［９］发现米糠谷

不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５

图４　过氧自由基氧化大米蛋白持水性的变化
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图５　过氧自由基氧化大米蛋白持油性的变化
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蛋白疏水基团的暴露会增加蛋白分子对脂质的吸附能力，米

糠谷蛋白持油性增加。

２．６　过氧自由基氧化大米蛋白起泡能力和泡沫稳定性的

变化

　　由图６可知，随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白起泡能

力和泡沫稳定性显著降低（Ｐ＜０．０５）。溶解性和结构稳定性

良好的蛋白质更易在气—液界面展开，此时蛋白分子表面张

力更小，更易形成粘弹性良好的连续蛋白膜，展现出良好的

起泡性质［９－１０］。大米蛋白起泡性质下降可能是大米蛋白结

构在过氧自由基作用下逐渐展开，暴露的疏水基团逐渐形成

聚集体，降低了大米蛋白的溶解性和结构稳定性，引起大米

蛋白起泡性质下降。吴伟等［９］发现脂质氧化产物氧化米糠

谷蛋白形成聚集体，造成米糠谷蛋白在气—液界面的稳定性

下降。

２．７　过氧自由基氧化大米蛋白乳化性和乳化稳定性的变化

由图７可知，随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白乳化性

和乳化稳定性显著降低（Ｐ＜０．０５）。蛋白乳化性质与蛋白分

子亲水亲油基团的分布、油—水界面稳定性有关［８，１０］。大米

蛋白乳化性质下降可能是过氧自由基氧化大米蛋白形成的

聚集体在破坏大米蛋白分子表面亲水亲油基团平衡的同时，

也降低了油—水界面稳定性。尤梦圆等［１０］发现米糠蛋白乳

化活性与蛋白分子的亲水亲油基团、油—水界面稳定性有关；

不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５

图６　过氧自由基氧化大米蛋白起泡能力和泡沫稳定性的变化
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图７　过氧自由基氧化大米蛋白乳化性和乳化稳定性的变化
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ＣｈｅｎＮａｎｎａｎ等
［８］发现过氧自由基诱使大豆蛋白形成不可

溶性聚集体，使得大豆蛋白乳化液油—水界面稳定性下降，

大豆蛋白乳化性质降低；吴伟等［９］发现蛋白质氧化聚集体会

限制蛋白分子的脂质吸附能力，降低油—水界面的稳定性，

米糠谷蛋白乳化性下降。

３　结论
采用ＡＡＰＨ热降解产生的过氧自由基氧化修饰大米蛋

白，研究过氧自由基氧化对大米蛋白功能性质的影响。结果

发现：ＡＡＰＨ产生的过氧自由基诱使大米蛋白发生了氧化。

随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白溶解性和Ｚｅｔａ电位绝对

值下降，表明大米蛋白氧化产生了不可溶性聚集体，蛋白溶

液稳定性下降。此外，随着ＡＡＰＨ浓度的增加，大米蛋白持

水性、起泡性质和乳化性质下降，持油性上升，表明过氧自由

基氧化导致大米蛋白功能性质发生变化；这些变化可能会增

加大米蛋白在加工过程中的溶解难度，制约大米蛋白持水能

力的应用，降低大米蛋白在气—液界面和油—水界面的平衡

和稳定，却也能在一定程度上促进大米蛋白持油能力的表达。

但过氧自由基氧化大米蛋白结构的变化还有待进一步研究。
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