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氨基半乳糖改性对玉米谷蛋白结构性质

及抗氧化活性的影响
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摘要!为了提高玉米谷蛋白的水溶性!采用谷氨酰胺转氨

酶$

PF5K?

%和
L.

氨基半乳糖对玉米谷蛋白进行糖基化改

性!研究了糖基化改性对原玉米谷蛋白结构性质及抗氧

化活性的影响"红外光谱的测定结果表明!在
PF5K?

的

催化下!玉米谷蛋白与
L.

氨基半乳糖发生了共价结合"

与玉米谷蛋白相比!

L.

氨基半乳糖的共价结合使玉米谷

蛋白的游离氨基含量增加
#0$44<7

#

]

V

/蛋白!热变性

温度和变性焓分别降低
1;")a

和
2$;E(e

#

V

!即糖基化改

性使玉米谷蛋白的结构变得无序而松散!热稳定降低'同

时!糖基化改性使玉米谷蛋白对
)

种自由基 $包括

'IIU

)羟基和超氧阴离子%的清除活性)对
&?

!d的螯合

能力以及还原力等显著提高!尤其是
&?

!d 螯合活性!其

A-

0"

值减少了
#;!E4

V

#

4H

"试验结果表明酶法糖基化

是一种适合于对玉米谷蛋白进行改性的有效方法"

关键词!玉米谷蛋白'

L.

氨基半乳糖'糖基化'热稳定性'

抗氧化活性
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玉米中含有
2(O

"

E$O

的淀粉'通常作为生产淀粉

的原料(在湿磨法玉米淀粉生产过程中'产生了玉米加

工量
2;#!O

的玉米蛋白粉(玉米蛋白粉中含有
(

种溶解

性不同的蛋白质'分别为醇溶蛋白-谷蛋白-清蛋白和球

蛋白+

#

,

(其中'玉米谷蛋白是由
!"

多种分子量在
##

"

#!E]'5

的蛋白质亚基通过二硫键等紧密结合而形成的

巨大-复杂的大分子蛋白质'其不溶于中性水溶液和乙醇

溶液'仅溶于稀酸或稀碱溶液+

!

,

(玉米谷蛋白水溶性差

的特性限制了这一量大-廉价-有优良功能潜力的植物蛋

白在食品工业的应用(

目前'为了提高玉米蛋白的水溶性'主要采用化学法

对其进行改性处理'包括磷酸化+

)

,

-琥珀酰化+

(

,与糖基

&'!

&ZZ'[Y+*UJM3,%

第
)0

卷第
E

期 总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



化+

0b2

,等(其中'糖基化改性是利用糖类物质的多羟基

特性改善食物蛋白质的亲水)亲油平衡'进而改善蛋白

质在水相中的溶解性等功能特性'采用的方法包括美拉

德反应和酶法糖基化(其中'酶法糖基化改性具有反应

特异性强-反应条件温和-产物食用安全等优点'已成功

应用于大豆蛋白+

E

,

-酪蛋白+

$

,

-乳清蛋白+

1

,

-豌豆蛋白+

#"

,

-

燕麦麸皮球蛋白+

##

,等食物蛋白质的改性中'显示出良好

的应用优势与前景(

酶法糖基化改性是以转谷氨酰胺酶#

PF5K?

%为催化

剂'利用其酰基转移能力催化氨基糖与蛋白质中谷氨酰

胺残基之间异肽键的形成(玉米谷蛋白中谷氨酰胺残基

含量高达
)(O

+

#!

,

'是酶法糖基化改性的良好底物(但到

目前为止'仅见用壳寡糖对玉米谷蛋白进行糖基化改性

的报道+

#)

,

(未见对改性产物的结构和功能性质进行的研

究'也未见用其他氨基糖对玉米谷蛋白进行改性的报道(

在前期研究工作中'本课题组已经建立了
PF5K?

和
L.

氨

基半乳糖改性玉米谷蛋白的反应体系(在此基础上'本

试验拟以
L.

氨基半乳糖糖基化改性玉米谷蛋白为原料'

研究糖基化改性对玉米谷蛋白结构性质及抗氧化活性的

影响'为糖基化改性玉米谷蛋白在功能性食品领域的应

用提供理论依据(

#

!

材料与方法
#;#

!

材料与仪器

#;#;#

!

材料与试剂

L.

氨基半乳糖$分析纯'上海御略化工有限公司&

PF5K?

$食品级'酶活力
#"""\

*

V

'泰兴市一鸣生物

制品有限公司&

邻苯二甲醛-菲洛嗪-硫代巴比妥酸$分析纯'上海生

工生物有限公司&

'IIU

-

!.

脱氧
.L.

核糖$分析纯'美国
-6

V

45

公司(

#;#;!

!

主要仪器设备

差示扫描量热仪$

N.!"

型'美国
P+

仪器有限公司&

傅里叶变换红外光谱仪$

-

>

?9C@=4 ZL?

型'美国

I?@]6L374?@

公司&

双光束紫外可见分光光度计$

P\#1"#

型'北京普析

通用仪器有限责任公司(

#;!

!

方法

#;!;#

!

玉米谷蛋白的提取
!

参照文献+

#)

,(玉米蛋白粉

经挤压膨化-去淀粉和脱色处理后'用
E"O

乙醇萃取两次(

将两次萃取后的沉淀按
#

&

#"

#

V

*

4H

%加入
";#4<7

*

H

M5ZU

溶液'

0"

"

2"a

条件下水浴振荡
!:

(水浴结束

后'

(0""@

*

46L

离心
#" 46L

'沉淀再用相同条件萃取

#

次'将两次上清液合并(调节上清液
>

U

至
(;0

"

(;$

'

(0""@

*

46L

离心
#" 46L

'沉淀用
E"O

乙醇静置洗涤

两次'水洗两次'取沉淀烘干'获得玉米谷蛋白(

#;!;!

!

糖基化玉米谷蛋白的制备
!

向底物浓度为

)

V

*

#""4H

的玉米谷蛋白悬浮液中添加
L.

氨基半乳糖

#酰基供体与酰基受体的物质的量比为
#

&

)

%'按

)0\

*

V

0蛋白的加酶量加入
PF5K?

'在
>

UE;E

-

((a

条

件下反应
(:

(反应结束后'

$0a

热处理
046L

'钝化反应

体系中的
PF5K?

(冷却至室温'用截断分子质量
#"""'5

的透析袋除去反应体系中未反应的氨基糖(透析后的样

品经冷冻干燥后获得糖基化玉米谷蛋白'贮存在干燥器

中备用(

#;!;)

!

玉米谷蛋白及其糖基化改性产物游离氨基含量的

测定
!

采用邻苯二甲醛#

ZI+

%法+

#(

,

(取
)4H

一定浓度

的待测样品'与同体积的
ZI+

溶液混合'反应
046L

后

测定
)("L4

处的吸光度值(利用
G.

亮氨酸标准曲线

#

>

i!;0$)Dd";""!

'

P

!

i";111

%计算样品中游离氨基的

含量(

#;!;(

!

玉米谷蛋白及其糖基化改性产物的红外光谱分析

采用
/̀ @

压片法制备两种待测样品'测定波数为

("""

"

(""94

b#范围内的红外光谱'分辨率为
(94

b#

(

#;!;0

!

玉米谷蛋白及其糖基化改性产物热稳定性的测定

精确称取
!;"4

V

样品放入铝盒中'压盖密封后在升

温速率
#"a

*

46L

-温度范围
!"

"

#1" a

的条件下进行

'-*

扫描(通过变性峰的面积计算热焓值'并得到相关

蛋白的变性温度(以密封空铝盒作为对照(

#;!;2

!

玉米谷蛋白及其糖基化改性产物抗氧化活性的测

定
!

抗氧化活性的测定指标包括
)

种自由基清除活性

#包括
'IIU

-羟基和超氧阴离子自由基%-

&?

!d螯合能力

以及还原力'测定方法参照文献+

!

,(

!

!

结果与讨论
!;#

!

糖基化改性对玉米谷蛋白结构性质的影响

!;#;#

!

红外光谱分析
!

在酶法糖基化改性研究中'普遍

采用红外光谱来鉴定氨基糖是否与底物蛋白质发生了共

价结合(玉米谷蛋白及其糖基化改性产物的红外光谱图

如图
#

所示(

图
#

!

玉米谷蛋白及其糖基化改性产物的傅里叶

变换红外光谱图
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氨基半乳糖改性对玉米谷蛋白结构性质及抗氧化活性的影响



!!

由图
#

可以看出'玉米谷蛋白及其糖基化改性产物的

红外光谱图变化趋势基本相同'仅在
##)"

"

#!""94

b#处

略有差异'而
#!""

"

#"""94

b#间比较大的吸收峰是由

两种
*

)

Z

伸缩振动所引起的'其中一种是属于
*

)

Z

)

U

的'另一种是糖环的
*

)

Z

)

*

官能团的伸缩振动和糖环

存在的典型特征+

#0

,

(说明在
PF5K?

的催化下'

L.

氨基半

乳糖与玉米谷蛋白发生了共价结合'但糖基结合量相对

较低(

!;#;!

!

'-*

分析
!

采用
'-*

考察糖基化改性对玉米谷

蛋白热稳定性的影响'结果如图
!

和表
#

所示(

图
!

!

玉米谷蛋白及其糖基化改性产物的
'-*

曲线
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表
#

!

糖基化改性对玉米谷蛋白变性温度和

热变性焓的影响

P5Q7?#

!

3SS?9C<SC:?

V

7

G

9<K

G

75C6<L4<A6S695C6<L<LC:?

A?L5C=@5C6<LC?4

>

?@5C=@?5LA?LC:57

>G

<SC:?@.

457A?L5C=@5C6<L<S9<@L

V

7=C?76L

#

+i)

$

样品名称 变性温度*
a

热变性焓*#

e

0

V

b#

%

玉米谷蛋白
!!!

##1;1"D";1! !$";!ED!#;#(

糖基化玉米谷蛋白
##";$ED);!( !##;0)D!2;$E

!!

由图
!

可以看出'与玉米谷蛋白相比'糖基化改性产

物的
'-*

曲线变浅'且波谷向左移动(由表
#

可知'玉米

谷蛋白的变性温度及变性焓值分别为
##1;1 a

和

!$";!Ee

*

V

'说明玉米谷蛋白具有较高的热稳定性'与其

结构紧密的特点相符(与玉米谷蛋白相比'糖基化改性

玉米谷蛋白的变性温度及变性焓分别降低
1;") a

和

2$;E(e

*

V

'说明糖基化改性使玉米谷蛋白由有序结构转

变为无序结构'此时谷蛋白的结构较为松散'热稳定性降

低(这一结果与糖基化改性燕麦麸皮中的球蛋白结果+

##

,

一致'但与玉米醇溶蛋白的糖基化改性结果+

#2

,相矛盾'可

能与底物蛋白质的本身结构有关(

!;#;)

!

游离氨基含量
!

玉米谷蛋白及其糖基化改性产物

的游离氨基含量的测定结果如表
!

所示(

!!

由表
!

可以看出'玉米谷蛋白的游离氨基含量仅为

表
!

!

糖基化改性对玉米谷蛋白游离氨基含量的影响

P5Q7?!

!

3SS?9C<SC:?

V

7

G

9<K

G

75C6<L4<A6S695C6<L<LC:?S@??

546L<

V

@<=

>

K9<LC?LC<S9<@L

V

7=C?76L

#

+i)

$

样品名称 游离氨基含量*#

44<7

0

]

V

b#

0

I@<C

%

玉米谷蛋白
!!!

)!;!)D";0#

糖基化玉米谷蛋白
#1";"0D";"(

)!44<7

*

]

V

0蛋白'进一步说明了玉米谷蛋白的结构紧

密'将含有氨基的酰胺基氨基酸埋藏在分子内部(在糖

基化改性过程中'糖基化玉米谷蛋白的游离氨基含量显

著增加'达
#1"44<7

*

]

V

0蛋白'与美拉德反应及大豆酶

法糖基化改性的结果相矛盾+

$

'

#E

,

'可能是糖基化改性使

玉米谷蛋白本身紧密的结构变得松散'使分子内部暴露

出的游离氨基的含量远大于糖基化反应损耗的游离氨基

的含量'导致虽然酶法糖基化反应发生'但游离氨基含量

增加'与
!;#;#

红外光谱分析的结论一致'即
L.

氨基半乳

糖虽然与玉米谷蛋白发生了结合'但结合量较低(

!;!

!

糖基化改性对玉米谷蛋白抗氧化活性的影响

!;!;#

!

'IIU

自由基清除率
!

以玉米谷蛋白为对照'测

定不同浓度下糖基化改性玉米谷蛋白对
'IIU

自由基的

清除能力'结果如图
)

所示(

图
)

!

糖基化改性和蛋白浓度对玉米谷蛋白

'IIU

自由基清除率的影响

&6

V

=@?)

!

3SS?9C<SC:?4<A6S695C6<L5LA

>

@<C?6L9<LC?LC

<LC:?'IIU @5A6957K95R?L

V

6L

V

95

>

596C

G

<S

9<@L

V

7=C?76L

!!

由图
)

可知'玉米谷蛋白及其糖基化改性产物的

'IIU

自由基清除率均随着样品浓度的增加而逐渐增

大'且糖基化改性产物清除
'IIU

自由基的能力高于玉

米谷蛋白(在浓度为
!4

V

*

4H

时'糖基化玉米谷蛋白的

'IIU

自由基清除率为
E(;(1O

'比玉米谷蛋白高
$;!)O

(

玉米谷蛋白及其糖基化产物清除
'IIU

自由基的
A-

0"

值

分别为
";E#

'

";2$4

V

*

4H

'说明
PF5K?

和
L.

氨基半乳糖

的改性改善了玉米谷蛋白清除
'IIU

自由基的能力(分

析可能有两方面的原因$

*

糖基化改性产物可以向

'IIU

自由基提供氢原子'使之形成稳定的非活性化合物

'IIU.U

&

+

糖基化改性使谷蛋白分子结构展开'暴露出

('!

提取与活性
3_P,+*PJZM [ +*PĴJP%

总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



更多的疏水基团'这些疏水性基团更易与脂溶性的
'IIU

自由基反应'从而提升了对
'IIU

自由基的清除能力(

!;!;!

!

羟基自由基清除率
!

分别测定玉米谷蛋白及其糖

基化改性产物的羟基自由基清除率'结果如图
(

所示(

图
(

!

糖基化改性和蛋白浓度对玉米谷蛋白羟基

自由基清除率的影响
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V
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!!

由图
(

可知'糖基化改性前后玉米谷蛋白均具有清

除羟基自由基的能力'且同一浓度下'糖基化玉米谷蛋白

的羟基自由基清除率均高于玉米谷蛋白'可能是糖基化

玉米谷蛋白既是良好的供氢体'也是亚铁离子螯合剂'能

通过抑制
&?LC<L

反应而减少羟基和超氧阴离子自由基的

生成'提高自由基的清除能力+

#$

,

(

!;!;)

!

超氧阴离子自由基清除活性
!

不同浓度下两种待

测样本的超氧阴离子自由基清除率如图
0

所示(

!!

由图
0

可知'与玉米谷蛋白相比'

L.

氨基半乳糖的糖

基化改性使玉米谷蛋白清除超氧阴离子自由基的能力增

强(在浓度为
! 4

V

*

4H

时'糖基化产物的清除率为

#);!2O

'比玉米谷蛋白高
2;#"O

(这可能是因为糖基化

改性产物分子中抗氧化活性的氨基酸与
L.

氨基半乳糖

的伯-仲)

ZU

的协同作用使邻苯三酚在自氧化初期产

图
0

!

糖基化改性和蛋白浓度玉米谷蛋白超氧阴离子

自由基清除率的影响

&6

V

=@?0
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生的超氧阴离子自由基形成稳定的分子'或者与一些过

氧化物的前体物反应阻止过氧化物的生成'从而有效地

阻断了自由基的反应链(

!;!;(

!

还原力
!

分别测定玉米谷蛋白及其糖基化改性产

物在
E""L4

处的吸光度值'以表征两种待测样品的还原

能力'结果如图
2

所示(

图
2

!

糖基化改性和蛋白浓度对玉米谷蛋白

还原力的影响
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!!

由图
2

可知'玉米谷蛋白具有还原力'但能力较弱'

可能与玉米谷蛋白的结构紧密-抗氧化氨基酸埋藏在分

子内有关(经
L.

氨基半乳糖改性后'玉米谷蛋白的还原

力显著增加'在浓度为
!4

V

*

4H

时'糖基化改性产物的

还原力为
";2"

'比同浓度玉米谷蛋白提高
";((

(这可能

是糖基化改性产物可以提供电子将
&?

)d还原成
&?

!d

'使

&?

!d发生
I?@7fKI@=KK65L

蓝反应'使普鲁士蓝的生成量增

加'

E""L4

处吸光值升高'糖基化样品的还原力增强+

#E

,

(

!;!;0

!

&?

!d螯合能力
!

分别测定玉米谷蛋白及
L.

氨基半

乳糖糖基化改性产物的
&?

!d螯合能力'结果如图
E

所示(

!!

由图
E

可以看出'玉米谷蛋白具有较强的
&?

!d螯合

能力'在浓度为
!4

V

*

4H

时'其螯合率达
)#;!)O

'可能

与玉米谷蛋白的长链结构有关(与玉米谷蛋白相比'糖

图
E

!

糖基化改性和蛋白浓度对玉米谷蛋白

&?

!d

.

螯合能力的影响
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)'!

#

<̂7;)0

"

M<;E

王晓杰等!

L.

氨基半乳糖改性对玉米谷蛋白结构性质及抗氧化活性的影响



基化改性使玉米谷蛋白
&?

!d螯合能力进一步增加'两者

螯合
&?

!d的
A-

0"

值分别为
!;1(

'

#;2E4

V

*

4H

(分析可

能的原因是糖基化改性使玉米谷蛋白的结构发生改变'

谷氨酰胺残基上的一些配位能力较强的基团例如羰基

#)

*

!

Z

%裸露出来'更易于与
&?

!d发生络合反应'因此

糖基化改性玉米谷蛋白可以通过螯合
&?

!d来阻止
&?

!d

与
U

!

Z

!

反应产生羟基自由基'从而消除自由基对机体造

成的氧化性损伤'与
!;!;!

的结果相一致(

)

!

结论
玉米谷蛋白是结构紧密-分子量巨大而复杂的大分

子蛋白质'其溶于稀酸碱性溶液的特性限制了其在食品

工业中的应用(本试验利用
PF5K?

和
L.

氨基半乳糖对

玉米谷蛋白进行糖基化改性'研究了糖基化改性对玉米

谷蛋白结构性质和抗氧化活性的影响(红外光谱的测定

结果表明'在
PF5K?

的催化下'玉米谷蛋白与
L.

氨基半

乳糖发生了共价结合'但结合量较低(与玉米谷蛋白相

比'

L.

氨基半乳糖的共价结合使玉米谷蛋白的结构变得

无序而松散'热稳定性降低&同时'糖基化改性使玉米谷

蛋白的抗氧化活性显著提高'说明酶法糖基化是一种适

合于对玉米谷蛋白进行改性的有效方法(在此基础上'

可以采用细胞试验和动物试验进一步研究糖基化玉米谷

蛋白的毒性及生理功能特性'这对糖基化玉米谷蛋白能

否成功应用于食品工业具有重要意义(
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