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塔格糖糖基化对蛋清蛋白粉功能特性的影响

窦小雪 1,2 陈会民 3 李倩文 2 陈 卓 1,2 陈树兴 1,2 刘丽莉 1

（1. 河南科技大学食品与生物工程学院，河南  洛阳   471023； 2. 中原食品实验室，河南  漯河   462333； 

3. 洛阳市农产品安全认证中心，河南  洛阳   471000）

摘要：［目的］利用塔格糖糖基化改善蛋清蛋白（EWP）的功能特性。［方法］对比糖基化蛋清蛋白（G-EWP）、热处理蛋清

蛋白（H-EWP）和蛋清蛋白的抗氧化性、乳化及其稳定性、起泡及其稳定性的差异，并采用十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰

胺凝胶电泳、傅里叶变换红外光谱、圆二色谱、扫描电子显微镜、粒径分析等探究糖基化蛋清蛋白的结构变化机理。［结

果］相较于 EWP 和 H-EWP，G-EWP 的抗氧化性、乳化性、乳化稳定性、起泡性和泡沫稳定性均显著提高（P<0.05）；糖基

化后相对分子质量增大，塔格糖与蛋清蛋白发生共价接枝，α-螺旋、β-折叠、β-转角含量发生变化，形态由球状变为大块

状复合物，平均粒径由 153.53 nm 降至 129.33 nm（P<0.05），Zeta 电位值由-22.68 mV 下降至-31.83 mV（P<0.05）。

［结论］塔格糖糖基化能明显改善 EWP 的功能特性。
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Abstract: ［［Objective］］ To improve the functional characteristics of egg white protein (EWP) by tagatose glycosylation. ［［Methods］］ Firstly, 

the differences in antioxidant activity, emulsifying property, emulsion stability, foaming ability, and foaming stability are compared among 

glycosylated EWP (G-EWP), heat-treated EWP (H-EWP), and EWP. Then, the mechanism underlying the structural changes of G-EWP is 

investigated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, Fourier transform infrared spectroscopy, circular dichroism, 

scanning electron microscopy, and particle size analysis. ［［Results］］ Compared with EWP and H-EWP, G-EWP exhibits significantly 

improved antioxidant activity, emulsifying property, emulsion stability, foaming ability, and foaming stability (P<0.05). After glycosylation, 

the molecular weight increases. Tagatose is covalently grafted to egg white protein, with the content of α-helix, β-sheet, and β-turn changing 

and the morphology changing from spherical to large block-like complexes. The average particle size decreases from 153.53 nm to 

129.33 nm (P<0.05), and the zeta potential value decreases from -22.68 mV to -31.83 mV (P<0.05). ［［Conclusion］］ Tagatose 

glycosylation can significantly improve the functional characteristics of EWP.
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蛋清蛋白（egg white protein，EWP）作为一种优质动

物蛋白来源，因其高营养价值，良好的乳化性、起泡性及

凝胶性而被广泛应用于食品工业中［1］。相对于新鲜蛋，粉

末状蛋制品更容易处理、易于运输、成本低且货架期更
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长。根据全球市场的最新研究报告，2020 年蛋清蛋白粉

市场估计为 74 亿美元，预计 2027 年将达到约 108.50 亿美

元。但是蛋清蛋白粉的抗氧化性和乳化等特性相对有

限，这限制了粉末状蛋制品在食品中的应用。近年来，蛋

白质改性技术逐渐成为提升其功能特性的重要手段。目

前常用的蛋白质改性有物理、化学和生物改性。物理改

性的效果不够持久；化学改性可能生成有害物质；生物改

性成本较高，反应速率受底物特异性限制等。

糖基化反应可通过将还原糖的羰基与蛋白质的氨基

共价结合，形成糖基化产物［2］。郭浩彬等［3］利用核糖、果

糖、木糖和葡萄糖与藜麦多肽进行糖基化，得到的糖基化

产物抗氧化活性均显著提升。Fu 等［4］研究发现，糖基化

可以显著提高酵母蛋白的乳化特性。Chen 等［5］研究发

现，糖基化是一种可以有效改善蛋白特性的方法。糖基

化处理不仅能够使蛋白质的一些物理或化学性质得到改

善，还能通过共价键引入糖链，协同提升其功能特性［6］。

糖基化反应因为环保高效和能显著改善蛋白质理化性质

的特点备受关注，被认为是扩大蛋白在食品加工中应用

的一种有前景的策略［7］。

塔格糖作为一种低热量、高甜度的稀有单糖［8］，其分

子中的多羟基结构可能通过糖基化反应赋予蛋白质更优

的亲水性和空间位阻效应，进一步改善功能特性。将塔

格糖作为糖基，有利于提高复合物的功能特性。试验拟

对 比 糖 基 化 蛋 清 蛋 白（G-EWP）、热 处 理 蛋 清 蛋 白

（H-EWP）和蛋清蛋白的抗氧化、乳化及起泡特性，并结合

十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳、傅里叶变换红

外光谱、圆二色谱、扫描电子显微镜等多尺度结构表征手

段，阐明塔格糖糖基化对蛋清蛋白分子构象、聚集状态及

表面电荷的作用机制，旨在为稀有糖糖基化改性蛋白的

功能性开发提供依据，并拓展蛋清蛋白在功能性食品中

的应用潜力。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

蛋清蛋白粉：蛋白质含量≥78%，安徽省亳州市众意

蛋业有限责任公司；

塔格糖：食品级，益恒源生物科技有限公司；

邻苯二甲醛（OPA）、十二烷基硫酸钠（SDS）、四硼酸

钠、甲醇、β-羟基乙醇、溴化钾（KBr）：分析纯，上海麦克林

生化科技股份有限公司。

1.2　仪器与设备

紫外可见分光光度计：UV-2800A 型，尤尼柯（上海）

仪器有限公司；

傅里叶变换红外光谱仪：INVENIO 型，上海爱仪通科

技有限公司；

扫描电子显微镜：蔡司 Sigma500 型，上海翔研仪器有

限公司；

圆二色谱：jasco J-1500 型，上海翔研仪器有限公司；

Malvern 纳米粒度仪：Zetasizer Ultra 型，英国马尔文

仪器有限公司；

数显恒温水浴锅：HH-6 型，常州普天仪器制造有限

公司；

真空冷冻干燥机：SCIENTZ-12N/D 型，宁波新芝生物

科技股份有限公司。

1.3　方法

1.3.1　H-EWP、G-EWP 的制备　称取 EWP 粉溶解于蒸馏

水中配成 5% 的乳浊液，60 ℃水浴 60 min，8 000 r/min 离心

10 min，取上清液冷冻干燥，得到 H-EWP。配制质量分数

为 5% 的 EWP 乳浊液，按质量比 1∶1 加入塔格糖，充分搅

拌溶解，60 ℃水浴 60 min，8 000 r/min 离心 10 min，取上清

液冷冻干燥，得到 G-EWP［9］，接枝度为 20.49%。

1.3.2　DPPH 自由基清除能力测定　参照 Li 等［10］的方法

并稍作修改。取冻干样品，配制成 10 mg/mL 样品溶液

（2 mL），加入 8 mL 0.1 mmol/L DPPH-甲醇溶液，暗处反

应 30 min 后，用酶标仪测定 517 nm 处吸光度。按式（1）计

算 DPPH 自由基清除率。

R= A 0 - A
A

× 100%， （1）

式中：

R——DPPH 自由基清除率，%；

A0——样品组吸光度值；

A——对照组吸光度值。

1.3.3　乳化性和乳化稳定性测定　参照文献［11］。分别

按式（2）、式（3）计算乳化性（EAI）和乳化稳定性（ESI）。

E= 2 × 2.303 × A 0 × DF

C× φ× θ× 104 ， （2）

S= A 0

A 0 - A 30
× ∆t， （3）

式中：

E——乳化性，m2/g；

S——乳化稳定性，min；

DF——稀释倍数；

C——初始蛋白质质量浓度，g/mL；

θ——光路，1 cm；

φ——乳液中油相体积分数，0.25；

A0、A30——0，30 min 时溶液的吸光度值；

Δt——时间差，min。

1.3.4　起泡性和泡沫稳定性测定　配制 1 g/mL 各样品溶

液，10 000 r/min 均质 2 min，迅速将均质后的样品转移到

刻度量筒中，分别于均质后静置 0，30 min 时读取总体积。

分别按式（4）、式（5）计算起泡性和泡沫稳定性。
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F= V 1

V 0
× 100%， （4）

FS= V 2

V 1
× 100%， （5）

式中：

F——起泡性，%；

FS——泡沫稳定性，%；

V0、V1、V2——各样品体积和静置 0，30 min 时泡沫体

积，mL。

1.3.5　十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳　根据预

试验配制 4 mg/mL 的样品溶液，使用雅酶预制胶进行垂

直电泳，80 V 运行 30 min，120 V 运行 1 h。电泳结束后用

0.1% G250 考马斯亮蓝染色，用含 10% 乙酸和 5% 无水乙

醇的水溶液脱色，直到背景板清晰，用凝胶成像仪进行

拍照。

1.3.6　傅里叶红外光谱测定　将 EWP、H-EWP 和 G-EWP

冻干样品分别与溴化钾按质量比 1∶100 混匀研磨，压成薄

片，以 4 cm-1 的分辨率于 4 000~400 cm-1 范围内进行扫

描，以纯溴化钾为测量背景。

1.3.7　圆二色谱分析　制备质量浓度为 1 mg/mL 的各样

品溶液，置于石英池中，利用圆二色谱仪于 25 ℃下进行扫

描（扫描范围 180~260 nm），测定 EWP、H-EWP 和 G-EWP

的二级结构，采用 CD Pro 计算二级结构含量变化。

1.3.8　扫描电子显微镜　称取 50 mg 冻干样品均匀平铺

到圆柱形铝盘的黑色双面胶带上，喷金涂层完成后，于

5.0 kV 加速电压下进行扫描。

1.3.9　粒径和 Zeta 电位测定　将各冻干样品配制成质量

浓度为 1 mg/mL 的样品溶液，使用马尔文激光粒度分析

仪测量粒径和 Zeta电位。

1.4　数据处理

各样品重复测定 3 次，结果以平均值±标准差表示，

采用 Excel 和 SPSS 27.0 软件进行数据处理和显著性分

析，采用 Origin 2024b 软件绘图。

2　结果与分析

2.1　DPPH自由基清除能力

由图 1 可知，G-EWP 的 DPPH 自由基清除率显著高于

EWP 和 H-EWP 的（P<0.05）。热处理会使蛋白质特有结

构打开，暴露活性基团，致使抗氧化性小幅度提高。塔格

糖分子中含有多个羟基（—OH），通过糖基化与蛋清蛋白

的氨基共价结合，在蛋白质表面形成了富含羟基的糖链

层。复合物可以通过提供氢来清除 DPPH 自由基，形成稳

定 的 DPPH—H 分 子 ，从 而 呈 现 较 好 的 自 由 基 清 除 能

力［12］。G-EWP 的 DPPH 自由基清除能力也超过了单独的

塔格糖，可能是糖基化反应过程中形成了类黑精，与

Wang 等［13］的研究结果相似。G-EWP 的 DPPH 自由基清

除能力提高，也有可能是糖基化反应在蛋白质分子上引

入了新的具有抗氧化活性的基团或结构导致的。

2.2　乳化特性

由表 1 可知，G-EWP 的乳化性和乳化稳定性较 EWP

分别提高了 15.08% 和 27.94%（P<0.05），较 H-EWP 分别

提高了 4.88% 和 24.20%（P<0.05）。热处理可以使蛋白分

子的空间结构变得松散［14］，增加蛋白质在乳化相中的分

散和吸附，引起乳化性和乳化稳定性的上升。G-EWP 的

乳化特性提高，可能是糖基化修饰改变了蛋白质的结构，

增强了其乳化特性［15］；还可能是塔格糖的键入使其形成

了相对分子质量更大的复合物，分散在油水界面上增加

了空间位阻，液滴无法在短时间内进行聚合，因此油滴不

易聚集和凝结［16］。G-EWP 结合了蛋白质的大分子特性和

塔格糖的亲水特性也可能是乳化特性提高的原因［17］，与

Zheng 等［18］的研究结果相似。

2.3　起泡性和泡沫稳定性

起泡性和泡沫稳定性是蛋白质在食品加工中非常重

要的功能特性。由图 2 可知，G-EWP 的起泡性和泡沫稳

定性显著高于 EWP 和 H-EWP（P<0.05），这是因为糖基

化引入了亲水性糖基团，改变了蛋清蛋白的表面疏水性，

使其更容易在气液界面吸附，形成稳定的液相薄层［19］。

这与 Han 等［20］的结论一致。同时，糖基化降低了蛋白质

表 1　EWP， H-EWP和 G-EWP的乳化性和乳化稳定性†

Table 1　Emulsifying property and emulsion stability of 

EWP， H-EWP， and G-EWP

组别

EWP

H-EWP

G-EWP

乳化性/（m2·g-1）

5.04±0.11c

5.53±0.03b

5.80±0.05a

乳化稳定性/min

36.73±2.58c

41.04±0.44b

50.97±0.19a

† 同列字母不同表示差异显著（P<0.05）。

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　EWP， H-EWP 和  G-EWP 的自由基清除能力

Figure 1　Free radical scavenging ability of EWP， 

H-EWP， and G-EWP
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的净电荷，减少了分子间的静电排斥，促进蛋白质在界面

聚集，也可增强泡沫稳定性［21］。在一些产品中，如冰淇

淋，起泡性和乳化特性的协同作用会形成更稳定的气泡

网络结构，改善食品的质地和口感［22］。

2.4　相对分子质量

相对分子质量的增加表明蛋清蛋白和塔格糖发生了

共价结合。由图 3 可知，EWP 有多个清晰条带，G-EWP 的

小分子条带几乎消失，大分子条带相较于 EWP 和 H-EWP

均有明显的上移，表明塔格糖与蛋清蛋白发生了共价键

合，改变了蛋白质的电荷构象，形成大分子物质，导致条

带向高相对分子质量区域迁移，形成高分子聚集体，影响

其在凝胶中的迁移行为。H-EWP 的低分子条带变得模

糊，说明蛋清蛋白热处理变性展开，内部疏水基团暴

露［23］，通过疏水相互作用形成大分子聚集体。这些聚集

体因相对分子质量过大无法进入分离胶，导致小分子条

带变浅。

2.5　傅里叶变换红外光谱分析

由图 4 可知，G-EWP 在 1 700~1 600 cm-1处峰的吸收

强度增加，相较于 EWP 和 H-EWP 吸收峰发生了红移，美

拉德反应过程中可能增加了氨基酸残基的消耗。3 700~

3 000 cm-1处 G-EWP 的峰宽增大，峰的吸收强度增加，可

能是糖分子引入的羟基或塔格糖和蛋清蛋白复合物中形

成了氢键网络［24］。这与张斌等［25］的研究结果一致。根据

两组峰的变化可以进一步确认糖基化对蛋白质结构的改

变以及接枝物中糖类化合物的存在［26］，表明糖基化反应

能引起 C—H 的变角振动及 C—OH 振动的增加，而单一

热处理对蛋白质的结构影响较小。

2.6　二级结构

由表 2 可知，相较于 EWP 和 H-EWP，G-EWP 的二级

结构中 α-螺旋含量显著降低（P<0.05），β-折叠、β-转角含

量显著增加（P<0.05）。α-螺旋含量降低说明 EWP 分子

的去折叠结构减少，β-折叠含量增加表明蛋白质有较高的

聚集倾向，有助于形成致密的微观结构。这种含量变化

会影响蛋白质分子的整体柔韧性［27］，揭示了塔格糖接入

蛋清蛋白后，会导致蛋清蛋白肽链结构的改变和伸展［28］，

使其功能特性发生变化。李倩文等［29］研究发现，糖基化

乳清蛋白因二级结构的改变，提高了蛋白质维持水油界

面的能力，进而增强了蛋白质的乳化特性。

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　EWP， H-EWP 和 G-EWP 的起泡性和泡沫稳定性

Figure 2　Foaming ability and foaming stability of EWP， 

H-EWP， and G-EWP

M. 标准蛋白  0. EWP 1. H-EWP 2. G-EWP

图 3　EWP， H-EWP 和 G-EWP 的 SDS-PAGE 图谱

Figure 3　SDS-PAGE profiles of EWP， H-EWP， and 

G-EWP

图 4　EWP， H-EWP和G-EWP的傅里叶变换红外光谱分析

Figure 4　Fourier transform infrared spectroscopy analysis 

of EWP， H-EWP， and G-EWP

表 2　EWP， H-EWP和 G-EWP的二级结构相对含量†

Table 2　Relative content of secondary structures in EWP， 

H-EWP， and G-EWP %

组别

EWP

H-EWP

G-EWP

α-螺旋

9.20±0.12a

8.90±0.06b

8.60±0.23c

β-折叠

38.90±0.02c

39.18±0.09b

40.00±0.32a

β-转角

12.60±0.10b

12.62±0.08b

13.69±0.17a

无规卷曲

39.30±0.20

39.30±0.15

39.51±0.17

† 同列字母不同表示差异显著（P<0.05）。
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2.7　微观结构

由图 5 可知，3 种样品的聚集状态和表观形貌有明显

差异。EWP 呈现出形状大小不一的球状结构，H-EWP 呈

现出破碎松散且不规则片状结构，主要是包埋在 EWP 内

部的疏水基团外露，表面疏水性增加，蛋白质分子在温度

的作用下发生聚集，形成热聚集体，从而导致蛋白结构呈

现片状结构［30］。G-EWP 的黏附性增强，发生了结合聚集

现象，形貌呈现出更大更厚的不规则形状和致密紧凑的

排列，表明分子间发生了相互作用。Song 等［31］在干热条

件下制备的面筋蛋白和麦芽糖共价复合物也形成了致密

的微观结构。

2.8　粒径和 Zeta电位分析

由图 6 可知，H-EWP 和 G-EWP 的粒径均显著小于

EWP 的（P<0.05）。H-EWP 粒径较小可能是 EWP 在热处

理过程中分解成单体或者更小的多肽链，从原来的球状

结构展开成线状或者更松散的片状，在溶液中的分布更

加均匀导致粒径减小。G-EWP 粒径较小可能是糖基化引

入的糖分子可能会在蛋白质表面形成一层亲水层，增加

空间位阻效应，这些更强的相互作用力会促使分子链更

紧密地排列、堆积在一起，减少了分子链间的自由体积。

这种更紧密的堆积方式使得由大量分子链形成的整体颗

粒的密度更高，在相同质量下体积可能更小，宏观上表现

为粒径减小。这与 Jiang 等［32］的研究结果类似。

当 Zeta 电位的绝对值为 30 mV 左右时，蛋白质的静

电排斥力强，溶液更加稳定。由图 7 可知，G-EWP 的 Zeta

电位绝对值显著大于 EWP 和 H-EWP（P<0.05），说明塔

格糖与 EWP 共价结合后促进了多肽链的膨胀，暴露了负

电荷，增强了颗粒之间的排斥力，抑制了聚集，保持了体

系的稳定性［33］。同时也说明糖基化可以改变表面静电

荷，增加静电斥力，维持蛋白稳定性，与 Yu 等［34］的研究结

果相似。

3　结论

塔格糖糖基化蛋清蛋白可以得到具有较高抗氧化

性、乳化活性、乳化稳定性、起泡性和泡沫稳定性的复合

物。十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳结果表明，

塔格糖与蛋清蛋白可以生成较大相对分子质量的复合

物；傅里叶变换红外光谱结果表明部分吸收峰增强；圆二

色谱结果表明复合物的二级结构发生变化，其中 α-螺旋

含 量 下 降（P<0.05），β - 折 叠 和 β - 转 角 含 量 上 升（P<
0.05）；扫描电子显微镜结果表明塔格糖与蛋清蛋白形成

了致密复合物；粒径减小至 129.33 nm，Zeta 电位稳定于

-31.83 mV。综上，塔格糖糖基化蛋清蛋白可以改善蛋

白质特性，拓展蛋清蛋白粉在功能性食品中的应用。塔

格糖糖基化反应可能伴随醛类、酮类等风味物质的生成，

可采用顶空固相微萃取（HS-SPME）等方法检测 G-EWP

图 5　EWP， H-EWP 和 G-EWP 的微观结构分析

Figure 5　Microstructure analysis of EWP， H-EWP， and 

G-EWP

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 7　EWP， H-EWP 和 G-EWP 的 Zeta 电位

Figure 7　Zeta potential analysis of EWP， H-EWP， and 

G-EWP

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 6　EWP， H-EWP 和 G-EWP 的粒径大小

Figure 6　Particle size analysis of EWP， H-EWP， and 

G-EWP
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