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摘要： 为拓展蓝圆鲹 (Decapterus maruadsi) 分离蛋白的应用范围，促进其高值化利用，以蓝圆鲹分离蛋白限制性酶解产

物 (Brown-striped mackerel scad protein isolate limited enzymatic hydrolysate, BPILH) 为原料，采用葡萄糖对其进行糖基化

反应，考察不同反应时间对 BPILH 结构与功能特性的影响。结果表明，葡萄糖与 BPILH 的糖基化反应程度与反应时间

和色度呈正相关。结构表征结果显示，糖基化反应使 α螺旋和无规则卷曲含量减少，并降低糖基化产物的内源荧光强度。

此外，长时间的高温使蛋白质分子内部的疏水基团暴露，使其表面疏水性增加。溶解度在酸性、碱性条件下随着反应

时间的延长呈现先升高后降低的趋势，其中，第 8 小时糖基化产物的溶解度在 pH 10 时达到最高值 (90.49±0.01)%。

乳化性随着反应时间的延长而增加，与第 0 小时相比，第 12 小时糖基化产物的乳化性提升了 24.28%，乳化稳定性和持

油性均随着反应时间的延长呈现先增加后减少的趋势，在第 1 小时乳化稳定性达到最高值 (17.51±0.13) min，在第 2 小

时持油性达到最高值 (2.19±0.21) g·g−1。因此，反应时间过长会对功能特性产生一定的负面影响，研究结果可为蓝圆鲹

分离蛋白在食品配料蛋白中的应用提供一定的理论参考。
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Abstract: In order to explore the extended application of fish proteins and promote the high value utilization of brown-striped

mackerel  scad  (Decapterus  maruadsi),  taking  the  brown-striped  mackerel  scad  protein  isolate  limited  enzymatic  hydrolysate

(BPILH) as raw material, we used glucose to conduct a glycation reaction to investigate the effects of different reaction time on

the structural and functional properties of BPILH. The results show that glucose underwent glycation reaction with BPILH, and

the degree of glycation reaction was positively correlated with reaction time and chromaticity. Structural properties results show

that the glycation reaction reduced the α-helix and irregular coil content of BPILH and decreased its endogenous fluorescence

intensity. In addition, high temperature treatment with long time during glycation reaction exposed the hydrophobic groups in-

side  the  protein  molecules  and increased their  surface  hydrophobicity.  The solubility  of  glycation BPILH firstly  increased and

then decreased with the reaction time under acidic and alkaline conditions, in which the glycation solubility of product reached

the highest value of (90.49±0.01)% at pH of 10 after 8-hour reaction. The emulsification of glycosylated BPILH increased with

the reaction time. Comparied with the original mixture before reaction, the emulsification of the glycation product after 12-hour

reaction increased by 24.28%, and both emulsification stability and oil-holding capacity showed an increase-decrease tendency

with the reaction time, with the highest value of emulsification stability of (17.51±0.13) min at 1st hour and oil-holding capacity

of  (2.19±0.21)  g·g−1 at  2nd hour.  The emulsification stability  of  glycation product  increased by 24.28% with the  reaction time.

Therefore,  long reaction time may have some negative effects  on the functional  properties,  and this  study provides theoretical

references for the application of brown-striped mackerel scad protein isolate in food industry.

Keywords: Decapterus maruadsi; Protein isolate; Limited enzymatic hydrolysis; Glycation; Structural properties; Functional

properties

 

蓝圆鲹 (Decapterus maruadsi) 又称巴浪鱼，是

我国主要的经济鱼类之一。2022 年，我国蓝圆鲹

的捕捞量高达 39.58 万吨，其中福建省居首位，达

18.9 万吨[1]。海洋鱼类是人类重要的优质食物来

源，其营养丰富，蛋白质占肌肉质量的 15%~22%，

且氨基酸配比合理，消化率高达 97%~99%，是儿

童和老人的理想蛋白质来源[2]。将鱼类蛋白质作为

原辅料添加到食品中，不仅能够有效提高食品的营

养价值，还能赋予食品特定的风味特征。为进一步

扩展鱼类蛋白质的应用范围、提高其可利用率，等

电点沉淀法被用于鱼肉分离蛋白的提取，该法不仅

能显著提高鱼类蛋白质的提取率，还可有效去除脂

肪、骨刺等杂质[3]。然而这类分离蛋白的溶解度较

低，一定程度限制了鱼类蛋白质在食品中的应用。

因此，许多方法被运用于改善分离蛋白的功能特

性，其中限制性酶解是一种重要的蛋白质改性方

法，不仅可显著提高蛋白质的溶解性，还能改善蛋

白质的乳化性、分散性及起泡性、消化特性等功能

特性。目前限制性酶解主要用于植物分离蛋白的改

性，在鱼类分离蛋白中鲜有报道。Klost 等[4] 利用

胰蛋白酶限制性酶解豌豆 (Pisum sativum) 分离蛋

白，当水解度为 2% 和 4% 时，豌豆分离蛋白在

pH 介于 3~7 时溶解度从 30% 显著提升至 60%。

Nisov 等[5] 用酸性和中性内切蛋白酶对水稻 (Oryza
sativa) 胚乳分离蛋白进行限制性酶解，蛋白质溶解

度随着水解程度的提高而增加，保水性、起泡性和

凝胶性仅在水解度为 1.5% (中性蛋白酶) 和 1.9%

(酸性蛋白酶) 之前得到改善。前期研究发现，利用

碱性蛋白酶对蓝圆鲹分离蛋白进行限制性酶解改

性，可在一定程度上提升分离蛋白酶解产物的溶解

度、起泡性、乳化性和乳化稳定性等功能特性[6]，

然而仍需进一步改进。

蛋白质/多肽和糖类物质是食品原料中两种重

要的食源性生物大分子，在加工过程中糖和蛋白质/

多肽会受温度影响相互作用发生糖基化反应。糖基

化反应是美拉德反应的前期阶段，蛋白质中氨基酸

侧链的 ε-氨基与碳水化合物的羰基共价连接形成糖

蛋白[7]。在食品蛋白改性方面，糖基化反应不仅可

用于改善大分子蛋白质的功能特性，如热稳定

性[8]、溶解度[9]、乳化性[10]、抗过敏原性[11]、抗氧

化活性[12] 等，还可以显著提高蛋白质水解物以及

限制性酶解物的抗氧化活性[13]、乳化特性[14]，减

少水解物的苦味[15]。董烨等[16] 利用葡萄糖、木糖、

核糖对鳙 (Hypophthalmichthys nobilis) 鱼皮水解物

进行糖基化改性，发现其水解物的抗氧化活性得到

了显著提升，同时苦腥味也有所改善。

加热是促进糖基化反应的常用手段，主要分为

干法加热和湿法加热。干法加热的反应时间较长，

不适合工业生产应用。相比之下，湿法加热具有成

本低、反应时间短、反应条件易操作等优点，应用
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前景广阔。马露燕[17] 采用湿法糖基化制备豌豆分

离蛋白糖基化复合物，研究了不同反应时间对糖基

化复合物乳化特性的影响，发现随着反应时间的延

长，乳化活性和稳定性均呈现先升后降的趋势。

Wang 等[18] 利用果糖对大豆 (Glycine max) 分离蛋

白进行糖基化改性，溶解度随着反应时间的延长呈

现先增加后减少的趋势，在反应第 6 小时，大豆分

离蛋白的溶解度达到最高 (8.60 mg·mL−1)。由此可

见，糖基化反应受时间的影响，其反应产物的结构

与功能特性亦会随原料蛋白质的种类不同而存在较

大差异。本研究以蓝圆鲹分离蛋白限制性酶解产物

(Brown-striped mackerel scad protein isolate li-

mited enzymatic hydrolysate, BPILH) 为对象，利用

葡萄糖对 BPILH 进行湿法糖基化处理，研究不同

反应时间对糖基化产物结构和功能特性的影响，旨

在拓展食品配料蛋白种类，并为蓝圆鲹的高值化利

用提供一定的理论参考。

 1    材料与方法

 1.1    材料与试剂

冰鲜蓝圆鲹 (每尾质量约 150 g)，购于厦门市高

崎水产批发市场；菜籽油，购于厦门市生鲜超市。

碱性蛋白酶  (广西南宁庞博生物工程有限公

司)；葡萄糖  (国产分析纯)；邻苯二甲醛  (阿拉

丁)；溴化钾 (国产光谱纯)；1-苯胺基-8-萘磺酸 (1-

anilinonaphthalene-8-sulfonic acid ammonium salt,

ANS) (阿拉丁)；十二烷基磺酸钠 (Sodium dodecyl

sulfonate, SDS) (美国 Sigma 公司)；邻苯二甲醛 (o-

Phthaldialdehyde, OPA) (美国 Agilent 公司)；色谱

级乙腈 (美国 Fisher chemical 公司)。

 1.2    仪器与设备

Avanti J-26S XP 大型台式高速冷冻离心机 (美

国 Beckman 公司)；759 s 紫外可见分光光度计 (上

海棱光技术有限公司)；Mini-PROTEAN 蛋白质电

泳装置 (美国 Bio-Rad 公司)；Alpha 1-4 LDplus 冷

冻干燥机 (德国 Christ 公司)；Phenom Pro 台式扫

描电子显微镜 (荷兰 Phenom-World Pr 公司)；GF-

1260 高效液相色谱仪 (美国 Agilent 公司)；Mini-

PROTEAN 蛋白质电泳装置 (美国 Bio-Rad 公司)；

G: BOX 凝胶成像 (英国 Syngene 公司)；FR-8200 荧

光分光光度计 (日本 JASCO 公司)；色度仪 (广东三

恩时科技有限公司)。

 1.3    方法

 1.3.1     BPILH 的制备

参考孙乐常等[19] 的方法，将蓝圆鲹肌肉与水

以 1∶8 的质量比混合均质，用 1 mol·L−1 NaOH 将

匀浆 pH 调至 11，搅拌 10 min 使蛋白质充分溶解后

8 000 ×g 离心取上清，再用 1 mol·L−1 HCl 调上清

pH 至 5.5 后搅拌 10 min，使蛋白质沉淀后离心取

沉淀，以上操作均在 4 ℃条件下进行。用 0.1 mol·L−1

PBS (pH 8.0) 配制成 0.25 g·mL−1 分离蛋白溶液，加

入 25 U·g−1 碱性蛋白酶 (计蛋白质质量)，50 ℃ 反应

3 min 后，100 ℃ 灭酶 10 min，8 000 ×g 离心

10 min 取上清置 −70 ℃ 下冷冻干燥。

 1.3.2    糖基化产物制备

参考 Zhang 等 [ 2 0 ] 的方法并做适当修改，用

20 mmol·L−1 PBS (pH 7.5) 将 1.3.1 的 BPILH 配制成

20 mg·mL−1 溶液，加入等量的葡萄糖 (蛋白质量

比)，80 ℃ 反应 0、1、2、4、6、8、10、12 h，将

溶液在冰水浴中冷却以终止糖基化反应，冷冻干燥

在−20 ℃ 下保存，以反应 0 h 作对照。

 1.3.3    糖基化改性程度

通过测定接枝率与褐变性对反应的改性程度进

行评价，褐变性采用紫外可见分光光度计测定溶液

在美拉德反应过程中的吸光度 (294 和 420 nm)，

用于分析美拉德反应的中间产物和最终产物[21]。

糖的消耗是评价糖基化反应中糖反应活性的一个关

键指标。利用 3,5-二硝基水杨酸法[22] 测定反应体

系中的葡萄糖，通过制作标准曲线，计算葡萄糖质

量浓度。

接枝度由邻苯二甲醛法[23] 测定反应溶液中的

游离氨基含量来确定，取 4 mL OPA 试剂到试管

中，然后添加 200 μL 的 10 mg·mL−1 反应液，涡旋

混合后 35 ℃ 水浴 2 min，在 340 nm 波长处测定吸

光度，用超纯水作为空白对照。接枝度计算公式

如下：

接枝度=
A0−At

A0
×100% (1)

式中：A0 和 At 分别为糖基化反应前后的吸光度。

 1.3.4    色度测定

使用色度仪测量样品粉末颜色的变化以监测棕

色色素的形成。L* 表示亮度 (%)，a* 是红色 (正)

到绿色 (负)，b* 是黄色 (正) 到蓝色 (负)，色差

(ΔE) 的计算公式如下：

ΔE=
√
ΔL*2+Δa*2+Δb*2 (2)
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 1.3.5    粒径和电位

用 0.02 mol·L−1 PBS (pH 7.5) 将样品稀释至

0.1 mg·mL−1，测定粒径大小 (nm) 和 ζ 电位 (mV) ，

测量前，样品在 25 ℃ 下平衡 120 s，所有样品均测

量 3 次。

 1.3.6    分子质量

利用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE) 技术和液相色谱分析糖基化产物分子

质量的大小和分布，凝胶采用 Laemmli [ 2 4 ] 的方

法，配制为 15% (w) 分离胶、5% (w) 浓缩胶，蛋

白质量浓度为 2 mg·mL−1，上样量 10 μL。电泳过程

结束后，凝胶用染色液处理 3 h，脱色处理 12 h。

液相色谱法参考 Wu 等[25] 的方法，用超纯水

将样品配制为 5 mg·mL−1，溶液经过 0.22 μm 滤膜

过滤，使用 TSKgel G2000SWXL 色谱柱测定分子质

量分布。用 Tyr (181.19 D)、Gly-Gly-Arg-Tyr

(451.48 D)、杆菌肽 (1 422.69 D)、50 肽 (5 617.97 D)、

鱼小清蛋白 II (11 950 D) 为标准品制作标准曲线，

流动相为乙腈、水和三氟乙酸分别以 40∶60∶0.05

的体积比配置的混合液，进样量为 20 μL，流速为

0.5 mL·min−1。采用 GPC Offline 软件对结果进行分

析，根据峰面积和保留时间计算分子质量分布比例。

 1.3.7    傅立叶红外光谱

采用傅立叶变换红外光谱仪对冻干样品进行

分析。以光谱纯溴化钾作为背景，扫描分辨率为

1 cm−1。波数范围为 4 000~400 cm−1，扫描频率为

64 次。

 1.3.8    内源荧光

内源荧光参考 Wang 等 [ 2 6 ] 的方法并适当修

改，用 10 mmol·L−1 PBS (pH 7.0) 配制 2 mL 0.1 mg·mL−1

样品溶液。设定激发波长 295 nm，发射波长 300~

500 nm，狭缝宽 5.0 nm，扫描间隔 0.5 nm，扫描

速率 100 nm·min−1 对样品溶液依次进行扫描。

 1.3.9    表面疏水性

表面疏水性参考 Cao 等[27] 的方法，用 0.1 mol·

L−1 PBS (pH 7.0) 分别配制 2 mL 0.025、0.05、0.1 mg·

mL−1 的样品溶液，加入 20 μL 8 mmol·L−1 ANS，避

光静置反应 20 min，用相同体积的缓冲液作为空

白，所有样品均测量 3 次。用荧光分光光度计设定

激发波长 390 nm、发射波长 470 nm、狭缝 10 nm，

测定荧光强度。以荧光强度为纵坐标，样品浓度梯

度作为横坐标绘制曲线，通过线性回归分析计算曲

线初始斜率即为表面疏水性 (H0)。

 1.3.10    紫外光谱

将样品用 0.02 mol·L−1 PBS (pH 7.5) 配制成 10 mg·

mL−1 的溶液，以相同体积的缓冲液作为空白，通

过扫描 200~900 nm 范围内的紫外可见光吸收强

度，分析二者的相互作用，扫描次数为 3 次。

 1.3.11    圆二色谱

用 0.02 mol·L−1 PBS (pH 7.5) 将样品溶液稀释

至 2 mg·mL−1，用此缓冲液作为空白，扫描范围为

190~260 nm，扫描速度为 100 nm·min−1。

 1.3.12    溶解度

参照陈思如[28] 的方法略有修改，将样品粉末

用超纯水配制成 50 mg·mL−1 的溶液，用 0.1 mol·L−1

的 NaOH 和 HCl 溶液调节 pH 至 2、4、6、8、

10。7 500 ×g 离心 15 min 后，用 BCA 法测定离心

前后的蛋白质含量。溶解度的计算公式如下：

溶解度=
上清蛋白质质量

离心前蛋白质质量
×100% (3)

 1.3.13    乳化性 (EAI) 和乳化稳定性 (ESI)
参照 Gong 等 [ 2 9 ] 的方法并作适当修改，取

9 mL 0.01 g·mL−1 样品溶液与 3 mL 菜籽油混合在离

心管中，用高压均质机以 21 200 r·min−1 乳化 1 min。

将乳化液静置 0、10 min 后分别从离心管底部取

50 μL，加入 5 mL 1 mg·L−1 SDS 溶液中，漩涡振荡 5 s

后测定 500 nm 波长下的吸光度。EAI (m2·g−1) 和

ESI (min) 的计算公式为：

EAI=
2×2.303

C×φ×10 000
×A0×N (4)

ESI=
A10×Δt
A0−A10

(5)

式中：A0、A10 分别为均质后 0、10 min 测得的吸

光度；N 为稀释系数  (100)；φ 为油脂体积分数

(0.25)；C 为单位体积蛋白质质量浓度 (g·mL−1)；

Δt 为时间间隔 (10 min)。

 1.3.14    持油性

参照 Tan 等[30] 的方法，称取样品粉末 0.2 g

至离心管，离心管和样品的总质量记为 m1。向离

心管中加入 4 mL 菜籽油，涡旋 5 min 使其混合均

匀，静置 30 min。  4  000 r ·min − 1 离心 20 min

后，除去上清油相，记录离心管及样品的总质量 m2，

重复测量 3 次，样品的持油性（g·g−1）计算公式为

持油性=
m2−m1

0.2
(6)

 1.3.15    扫描电子显微镜

将不同反应时间的样品进行冷冻干燥，冻干样
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品粉末固定在导电胶上，喷金后在加速电压为 5 kV、

放大倍数为 2 000× 条件下观察样品的微观结构。

 1.4    数据处理与分析

x±s

采用 Excel 2021 和 Origin 2021 软件绘图，通

过 SPSS 17.0 软件的 Duncan's 检验进行差异显著性

分析  (显著性水平 α 为 0.05)。实验数据均重复

3 次，数据以“平均值±标准差 ( )”表示。

 2    结果与分析

 2.1    接枝率和褐变性

通过测定接枝率和褐变性来表征糖基化反应程

度。如图 1-a 所示，蛋白质糖基化程度随着反应时

间的延长而增加，反应速率在开始的 2 h 内较快，

葡萄糖也相应消耗较快。当反应时间达到第 2 小

时，接枝率为 (10.10±0.03)%，之后反应速率减

缓，第 12 小时接枝率为 (15.48±0.06)%，表明反应

过程中糖基化产物不断形成，且随着葡萄糖不断的

共价接入，蛋白质的游离氨基与葡萄糖的羰基碰撞

频率降低，从而导致反应速率逐渐减缓[31]。

如图 1-b 所示，吸光度大小反映了不同反应时

间糖基化末端和中间产物的含量变化，末端产物含

量随着反应时间的延长而持续上升，中间产物含量

先上升后下降，在第 6 小时达到最高，在第 10 小

时后有下降的趋势。糖基化反应前期会产生大量的

中间产物，使其吸光度增加，但这些产物在中后期

经过缩合和聚合反应，会生成成色和成香的末端产

物[28]。因此，在反应 8 h 后，中间产物的吸光度逐

渐减小，表明部分中间产物转变成了末端产物，反

应进程到中后期。

 2.2    色度

如表 1 所示，随着反应时间的延长，糖基化产

物的 L* 降低，a*、b* 和色差显著增加 (P<0.05)。当

反应时间达到 1 2  h 时，糖基化产物的 L *  从

112.76±0.21 减小至 80.69±0.51；a* 从 −0.65±0.02

增加至 6.33±0.40；b*从 8.85±0.32 增加至 27.44±

0.59；色差增加至 37.72±0.67。a* 和 b* 的增加可能

是由于葡萄糖裂解产生无色的非荧光小分子中间

体，如酮和醛等，中间体受温度影响与蛋白质发生

了环化、脱水、异构化等化学反应，进而产生褐色

的含氮聚合物和共聚物 [ 3 2 ]。随着反应时间的延

长，反应体系中的有色物质逐渐增多，溶液颜色逐

渐加深 (图 2)。本研究的褐变现象与 DL-甘油醛和

D-赤藓糖改性明胶[33] 一致。

 2.3    粒径和电位

粒径和 ζ 电位结果如图 3 所示，随着糖基化反

应时间的延长，糖基化产物的粒径先逐渐减小，而

后趋于稳定，糖基化产物粒径从第 0 小时的 (310.9±

10.26) nm 减小至第 6 小时的 (263.6±6.39) nm，当

反应超过 6 h 后无明显变化 (P>0.05)。王可[34] 认为

蛋白质和糖的结合可以提供更大的空间斥力，防止

加热过程中蛋白质分子的聚集，从而导致蛋白质在

溶液中更加均匀地分散，粒径显著减小。还可能因

为较多的葡萄糖亲水基团接枝到蛋白质上，亲水基

团的存在会减少蛋白质分子内的疏水作用，从而抑

制蛋白质分子的聚集[35]。

0 

2 

4 

6 

8 

16 

10 

12 

14 

8.2 

8.4 

8.6 

8.8 

9.0 

9.2 

接
枝
率

葡
萄
糖
质
量
浓
度

M
as

s 
co

n
ce

n
tr

at
io

n
 o

f 
gl

u
co

se
/(

m
g·

m
L

−
1 )

0 2 4 6 8 10 12

反应时间
Reaction time/h

(a)

i
h g f

e
d

c

b

a

H
G

F

E

C A A B
D

0

0.8 

1.6 

2.4 

3.2 

4.0 

0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

0 0.5 1 2 4 6 8 10 12

中
间
产
物

In
te

rm
ed

ia
te

s 
(2

94
 n

m
)

末
端
产
物

E
n

d
 p

ro
d

u
ct

 (
42

0 
n

m
)

反应时间
Reaction time/h

(b)

 
图1    反应时间对糖基化产物接枝率和褐变性的影响

注：不同字母代表差异显著 (P<0.05)。

Fig. 1    Effect of reaction time on grafting rate and browning of glycation products

Note: Different letters represent significant differences (P<0.05).
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ζ 电位是蛋白质表面电荷密度的量度，而表面

电荷影响着蛋白质稳定性和乳液的形成和稳定[36]。

随着反应时间的延长，ζ 电位绝对值逐渐减小，从

第 0 小时的 (−36.56±11.28) mV 减小至第 12 小时的

(−6.39±0.95) mV。限制性酶解产物表现出较高的

ζ 负电位，表明其分子间存在强烈的表面静电斥

力[37]。而糖基化反应会使蛋白质分子间的静电排

斥作用减小，蛋白质更容易受到长时间高温或者葡

萄糖接枝的影响，分子构象发生改变，进而使糖基

化产物的电位绝对值降低，其稳定性也随之减弱。

类似的，李琳[38] 认为共价结合的葡聚糖可以覆盖

在蛋白质表面，并且提供使蛋白质电荷远离水相的

静电屏蔽效应，减少带电蛋白质与周围液体之间的

静电相互作用，降低了糖基化产物表面的电荷数

量，从而使 ζ 电位绝对值逐渐减小，与本研究结果

一致。

 2.4    分子质量

如图 4-a 所示，蓝圆鲹分离蛋白经过限制性酶

解后，分离胶底部出现 10 kD 左右的扩散条带，随

着糖基化反应时间的延长，扩散条带逐渐上移且颜

色变浅。这可能是因为蛋白质氨基酸残基侧链共价

结合葡萄糖基团，使蛋白质分子质量增大。游离氨

基的数量减少同时也影响了与考马斯亮蓝的结合，

从而导致凝胶条带颜色变浅[39]。

进一步用液相色谱法测定其分子质量分布，结

果如图 4-b 所示，糖基化产物分子质量主要分布

在 5 000 D 以上，随着反应时间的延长，1 000~

3 000 D 和 500 D 以下范围内的蛋白质含量逐渐减

少，500~1 000 D 和 3 000~5 000 D 的蛋白质含量不

表1    反应时间对糖基化产物色度的影响
Table 1    Effect of reaction time on chromaticity of glycation products

反应时间
Reaction time/h

亮度
L*

红绿色度
a*

黄蓝色度
b*

色差
ΔE

0 112.76±0.21  −0.65±0.02    8.85±0.32 

1 112.25±0.12a   0.32±0.09g 11.96±0.04f   3.30±0.31g

2 112.23±0.15a   1.36±0.06f 13.32±0.11e   4.94±0.24f

4 106.68±0.08b   2.38±0.05e 18.24±0.13d 11.59±0.26e

6 102.78±0.12c   3.36±0.10d 21.82±0.11c 16.85±0.29d

8   97.83±1.15d   4.01±0.04c 22.33±0.33c 20.65±1.01c

10   94.83±1.15e   5.36±0.10b 23.88±0.31b 24.16±0.95b

12   80.69±0.51f   6.33±0.40a 27.44±0.59a 37.72±0.67a

注：同列中不同字母表示存在显著性差异 (P<0.05)。

Note: Values with different letters within the same column are significantly different (P<0.05).

        0 h       1 h                2 h               4 h            6 h                 8 h                 10 h             12 h

 
图2    不同反应时间的糖基化反应溶液

Fig. 2    Glycation reaction solutions at different reaction time
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图3    反应时间对糖基化产物粒径、电位的影响
注：不同字母代表差异显著 (P<0.05)。

Fig. 3    Effects of reaction time on particle size and potential of

glycation products

Note: Different letters represent significant differences (P<0.05).
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变，5 000 D 以上的蛋白质逐渐增多。这是因为一

方面小分子蛋白质/肽具有更高的反应活性，更容

易与葡萄糖接枝[40]。另一方面，糖基化反应后期

生成的类黑素是一种大分子物质，也可能引起大分

子组分的增加[41]。

 2.5    傅立叶红外光谱

利用傅立叶红外光谱的吸收峰位置和大小变

化，对糖基化产物结构进行表征。常用的化学键和

官能团的特征范围主要有：3 600~3 100 cm−1 为 O-H

伸缩振动，1 700~1 600 cm−1 为 C=O 伸缩、N-H 伸

缩，1 450~1 200 cm−1 为 C-N 伸展、N-H 卷曲的酰

胺 II 带，1 220~1 010 cm−1 为 C-N 非对称伸展，

1 100~1 000 cm− 1 为 C-H、C-C、C=O 弯曲振

动[42]。对比 0~12 h 糖基化产物各组分发现，在

1 660 cm−1 处的吸收峰强度随着反应时间的延长

而减弱，而 1 100~900 cm−1 范围的吸收峰强度则

无明显变化，但均大于 BPILH (图 5)。此类现象

可能原因有：1) 由于葡萄糖成功接枝到蛋白质

上，游离氨基减少，由此引起蛋白质结构发生了改

变；2) 糖类的特征吸收峰在 1 100~900 cm−1，糖

基化产物中的游离糖可能会影响该范围的峰值

强度[16]。

 2.6    内源荧光和表面疏水性

利用内源荧光强度和峰位移来评估复合物中蛋

白质的三级结构和疏水残基附近微环境的变化[43]。

内源荧光结果如图 6-a 所示，随着糖基化反应时间

的延长，糖基化产物的内源荧光强度逐渐降低，且

第 10 和第 12 小时的糖基化产物的最大吸收波长

(λmax) 发生了红移。这可能是因为葡萄糖接枝到氨

基上，引入了较多的亲水基团，掩盖了色氨酸残

基，从而导致 λmax 红移。同时，长时间的高温导

致蛋白质分子内部的疏水基团暴露在蛋白质表

面，从而改变蛋白质构象，影响局部极性环境[44]。

Stanic-Vucinic 等[45] 在研究 β-乳球蛋白糖基化产物

结构特性时也发现了单糖基团接入会屏蔽残基的荧

光信号。这也表明内源荧光强度会随着糖基化程度

的增加而降低。

表面疏水性结果如图 6-b 所示，随着反应时间

的延长，糖基化产物的表面疏水性逐渐增加。这可

能是因为长时间的高温环境容易破坏蛋白质的构象

和结构，从而使蛋白质内部的疏水基团暴露在表

面[46]。另外，当蛋白质分子之间形成的聚集体较

少时，蛋白质粒径分布较小，也会导致较多的疏水

基团暴露在蛋白质表面[47]，本研究图 3 的粒径结果

与此观点相印证。
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图4    不同反应时间糖基化产物的 SDS-PAGE (a) 和分子质量分布 (b)

Fig. 4    SDS-PAGE (a) and molecular mass distribution (b) of glycation products at different reaction time

3 400 1 660 1 070

透
过
率

T
ra

n
sm

it
ta

n
ce

/%

12 h

10 h

8 h

6 h

4 h

2 h

1 h

0 h

BPILH

波长
Wavelength/cm−1

5001 0001 5002 0002 5003 0003 5004 000

 
图5    不同反应时间糖基化产物的傅里叶红外光谱

Fig. 5    Fourier transform infrared spectrum of glycation

products at different reaction time
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 2.7    紫外光谱

紫外吸收光谱通过新形成的发色基团和吸收

强度变化而被用于评估构象变化[48]。如图 7 所示，

糖基化产物的 λ m a x 分别出现在 235 和 277 nm

处，随着反应时间的延长，235 nm 处的峰值强度

无明显变化，277 nm 处的峰值强度逐渐增加。235

和 277 nm 处的吸收峰分别与肽键变化和呈色基团

有关[49]，235 nm 处吸收峰强度不变说明糖基化反

应对蛋白质的一级结构未产生影响，肽键数量未发

生改变。本研究 277 nm 处吸收峰的变化与葡聚糖

改性卵清蛋白[16] 类似，这可能是因为糖基化反应

使蛋白质结构展开，导致蛋白质三级结构发生改

变，从而引起微环境的极性变化，分子内部更多疏

水性助色基团暴露。另外，270~292 nm 范围为类

黑素的表征区域[50]，糖基化终端产物类黑素，也

会引起此范围吸光度的增加。

 2.8    圆二色谱

如图 8 所示，经糖基化修饰后，产物在

190~230 nm 均出现负峰值，随着反应时间的延

长，光谱呈现负峰逐渐减小的趋势。典型的 α螺旋

在 209 和 222 nm 左右有特征负峰出现，β 折叠的

典型特征负峰出现在 215 nm 左右，无规则卷曲出

现在 196 nm 左右[51]。195~209 nm 负峰的强度明显

降低，表明 α螺旋和无规则卷曲含量减少。可能是

因为长时间加热和单糖糖基化会影响蛋白质的二级

结构，随着糖基化程度的增加，糖的还原性端羰基

与蛋白质 α 螺旋区域的 ε-氨基形成键，从而导致

α 螺旋含量降低，蛋白质结构向无序状态转变[52]。

 2.9    溶解度

表 2 是不同反应时间 50 mg·mL−1 糖基化产物

在 pH 为 2、4、6、8、10 条件下的溶解度。随着

反应时间的延长，糖基化产物的溶解度均有所升
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图6    不同反应时间糖基化产物的内源荧光和表面疏水性

注：方柱上不同字母表示差异显著 (P<0.05)。

Fig. 6    Intrinsic fluorescence and surface hydrophobicity of glycation products at different reaction time

Note: Different letters on the bars represent significant differences (P<0.05).
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图7    不同反应时间糖基化产物的紫外光谱

Fig. 7    Ultraviolet absorption spectrum of glycation products at

different reaction time
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图8    不同反应时间糖基化产物的圆二色谱

Fig. 8    Circular dichroism spectrum of glycation products at

different reaction time
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高，但第 10 小时之后，溶解度有下降的趋势，第

8 小时糖基化产物在所有 pH 范围的溶解度最高，

且糖基化产物在酸性条件下的溶解度显著低于碱性

条件下 (P<0.05)，本研究 5 mg·mL−1 第 8 小时糖基

化产物在 pH 10 时达到最高值 (90.49±0.01)%。相

比之下，1 mg·mL−1 糖基化改性苦杏仁粕谷蛋白在

pH 9 的条件下溶解度达到最高值 91.15%[53]，这说

明糖基化对 BPILH 溶解度改善效果较好。溶解度

的提升主要是因为亲水性的葡萄糖基团接枝到蛋白

质的氨基上，使蛋白质具有更好的亲水性，进而呈

现出较好的 pH 稳定性。而反应后期溶解度降低的

原因可能包含以下两个方面：1) 由表面疏水性结

果可知，糖基化反应会改变蛋白质的构象，随着反

应时间的延长，更多的疏水基团暴露在蛋白质表

面，进而影响蛋白质的溶解度；2) 糖基化反应后

期会产生不溶于水的类黑素聚合体，也会影响产物

溶解度。而张玥等[53] 还发现糖基化反应时间过长

会使原本断裂的肽键重新聚合，蛋白质的疏水基团

增多，从而导致产物溶解度下降。因此，过长的反

应时间可能不利于溶解度的改善。

 2.10    乳化性和乳化稳定性

乳化性和乳化稳定性是蛋白质的重要功能特性

之一，能够表征蛋白质分子间以及蛋白质与脂肪的

结合能力。如图 9 所示，随着反应时间延长，乳化

性逐渐增加，在第 12 小时达到 (18.63±0.08) m2·g−1，

与第 0 小时相比提升了 24.28%。乳化稳定性呈现

先升后降的趋势，并在反应第 1 小时达到最高值

(17.51±0.13) min，与第 0 小时相比提升了 11.03%，

在第 12 小时下降至 (16.41±0.04) min。乳化性和乳

化稳定性的增加可能是因为糖基化修饰后的蛋白质

具有更高的表面疏水性，而连接的糖基具有较好的

亲水性，从而使糖基化产物兼具亲水与亲油特性[54]，

糖基化产物能够迅速扩散，吸附到油滴表面，并形

成大分子稳定层 [ 4 1 ]。然而，随着反应时间的延

长，糖基化产物分子间的静电排斥作用逐渐减小，

吸附油滴的稳定性降低，乳化稳定性也随之降低，

这与本研究 ζ 电位结果相一致。此外，随着更多的

葡萄糖被接枝在蛋白质的氨基上，蛋白质的两亲性

发生了改变，油相平衡的位点减少，也可能导致乳

化稳定性的降低。另外，长时间的糖基化处理可能

会使蛋白质热变性缩合，导致其溶解度降低，进而

影响乳化性能[55]。

 2.11    持油性

蛋白质较好的持油性可赋予食品更佳的口感与

质构。如图 10 所示，糖基化产物的持油性随着反

应时间的延长呈现先升后降的趋势，并在反应第

2 小时达到最大值 (2.19±0.21) g·g−1，比第 0 小时对

照组提升了 19.67%，而常雨晴[41] 利用木糖糖基化

改性带鱼 (Trichiurus haumela) 多肽的持油性达

0.927 mL·g−1。持油性的增加可归因于蛋白质本身

表2    不同反应时间糖基化产物的溶解度
 

Table 2    Solubility of glycation products at different reaction time %

反应时间
Reaction time/h

pH

2 4 6 8 10

0 46.97±0.07eG 55.96±0.07dE 59.17±0.07cH 80.71±0.03aE 77.94±0.04bG

1 51.22±0.02eD 52.78±0.03dH 63.94±0.07cG 80.67±0.04aE 76.70±0.04bH

2 49.56±0.05eE 53.26±0.06dG 66.22±0.04cF 81.29±0.06aD 80.50±0.04bE

4 48.19±0.02eF 54.20±0.06dF 74.38±0.04cB 84.20±0.05aC 78.25±0.04bF

6 52.16±0.01eC 57.03±0.04dC 71.06±0.01cD 85.72±0.01aB 81.71±0.03bD

8 51.15±0.04eD 60.66±0.06dA 75.73±0.04cA 87.03±0.03bA 90.49±0.01aA

10 52.31±0.01eB 59.25±0.03dB 73.15±0.09cC 73.81±0.08bG 86.96±0.04aB

12 48.58±0.12eA 56.31±0.01dD 68.74±0.10cE 75.13±0.03bF 85.42±0.02aC

注：同行不同小写字母表示相同反应时间在不同 pH 条件下存在显著性差异 (P<0.05)，同列不同大写字母表示不同反应时间在相同 pH 条

件下存在显著性差异 (P<0.05)。

Note: Different lowercase letters within the same row represent significant differences of the same reaction time under different pH conditions

(P<0.05), while different uppercase letters within the same column represent significant differences of different reaction time under the same pH

condition (P<0.05).
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图9    不同反应时间糖基化产物的乳化性和乳化稳定性
注：不同字母代表差异显著 (P<0.05)

Fig. 9    Emulsifying and emulsifying stability of glycation

products at different reaction time

Note: Different letters represent significant differences (P<0.05).
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的结构构象和糖基化反应的影响，糖基化修饰后的

蛋白质具有更松散的空间结构和更高的表面疏水

性，使其对油脂具有较强的吸附能力[56]。但随着

反应时间的延长，糖基化产物的持油性逐渐降低，

这种现象可能是由于蛋白质分子间的静电排斥作用

因葡萄糖接枝程度的增加而逐渐减小，从而导致结

构稳定性降低。此外，过多的亲水基团接枝在蛋白

质的氨基上，也会使蛋白质油相平衡的位点减少，

最终导致持油性减弱[28]。

 2.12    SEM

扫描电镜结果如图 11 所示，由于限制性酶解

作用，BPILH (图 11-a) 呈现不规则碎片状，从

图 11-b 可以看出，葡萄糖附着在碎片状的蛋白质

上，随着反应时间的延长，附着在蛋白质表面的葡

萄糖出现细条纹 (图 11-d)，且与碎片状蛋白质逐

渐开始融合，表观形态逐渐从碎片状变为有孔隙的

块状，孔隙数量随着反应时间的延长逐渐减少。刘鑫

慧[57] 也发现了面筋蛋白酶解物糖基化反应后蛋白

质体积增大的现象。产生这一现象的原因可能是糖

基化反应使葡萄糖接枝在蛋白质氨基上，形成了分

子质量更大的共价化合物，从而使蛋白质从碎片状

趋向于孔隙较少的块状。
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图10    不同反应时间糖基化产物的持油性
注：不同字母代表差异显著 (P<0.05)。

Fig. 10    Oil-holding capacity of glycation products at different

reaction time

Note: Different letters represent significant differences (P<0.05).
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图11    不同反应时间糖基化产物的扫描电镜 (2 000×)

注：a. BPILH；b—i. 反应时间为 0、1、2、4、6、8、10、12 h 的糖基化产物。

Fig. 11    Scanning electron microscopy of glycation products at different reaction time (2 000×)

Note: a. BPILH; b—i. Glycosylation products with reaction time of 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 h.
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 3    结论

本研究探讨了葡萄糖糖基化对蓝圆鲹限制性酶

解改性分离蛋白产物结构和功能特性的影响。结果

表明，糖基化反应主要作用在分子质量小于 500 D

和介于 1 000~3 000 D 的蛋白质上，中后期会产生

褐色的含氮聚合物从而改变蛋白质的色度。糖基化

反应过程中蛋白质侧链共价结合葡萄糖亲水基团和

长时间的高温环境会使蛋白质表面电荷数发生改

变，ζ 电位绝对值下降，粒径逐渐减小后趋于稳

定。从构象上看，一方面糖基化过程中糖的还原性

羰基与蛋白质的共价结合会促使蛋白质的二级结构

向无序状态转变，另一方面葡萄糖基团的接入会掩

盖色氨酸残基，从而降低糖基化产物的内源荧光强

度。此外，糖基化过程中的高温促使蛋白质疏水基

团暴露，表面疏水性增加。疏水基团的暴露还可以

促进蛋白质对油脂的吸附，进一步改善了糖基化产

物的持油力、乳化性和乳化稳定性，而亲水基团的

接入提高了糖基化产物的溶解度，但接入过多的亲

水基团会对其功能特性产生一定的负面影响。因

此，糖基化反应有助于对蛋白质的定向改性，改善

其功能性质。
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