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干燥加热磷酸化修饰对鸭蛋清蛋白结构和
抗氧化活性影响的研究

刘自单1，殷春雁1，李灿鹏2，*

（1.红河卫生职业学院，云南红河 661199；2.云南大学化学科学与工程学院，云南昆明 650091）

摘 要：干燥加热磷酸化修饰鸭蛋清蛋白（duck egg white protein，DEWP）。通过 ABTS+自由基清除能力、超氧阴离子自
由基清除能力和二价铁离子螯合能力综合评价鸭蛋清蛋白在干燥加热磷酸化前后的抗氧化性。通过荧光光谱、红外
光谱和圆二色谱法鉴定干燥加热磷酸化修饰对鸭蛋清蛋白结构的影响。结果表明，在干燥加热磷酸化修饰作用下，鸭
蛋清蛋白二级结构和溶解性几乎不受影响，但它的抗氧化活性、热稳定性显著增强。干燥加热磷酸化修饰之后抗氧化
性提高主要是由于蛋白中磷酸基团的引入和表面巯基含量的增加。
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Phosphorylation of Duck Egg White Protein by Dry-heating in the Presence of Pyrophosphate：Effect on
Protein Structure and Antioxidant Activity
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Duck egg white protein（DEWP）was phosphorylated by dry-heating in the presence of pyro -
phosphate. The antioxidant activity of DEWP， including ABTS+ free-radical scavenging capacity， superoxide
anion radical scavenging activity and Fe2 + chelating capacity， was then investigated before and after
phosphorylation by dry-heating in the presence of pyrophosphate. Furthermore， the effects of phosphorylation
on structure of DEWP were identified by spectra fluorescence， infrared spectra and circular dichroism spectra.
The results showed that the antioxidant activity of DEWP was slightly increased after heating in a dry state. The
results showed that the secondary structure and solubility of DEWP were almost unaffected under the effect
of dry-heating phosphorylation， but its antioxidant activity and heat stability were significantly enhanced. The
increased antioxidant activity of DEWP after dry-heating phosphorylation was mainly due to the introduction of
phosphate groups and the increase of the surface SH content.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： duck egg white protein； phosphorylation by dry-heating in the presence of pyrophosphate； antiox－
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机体的抗氧化能力依赖于抗氧化物质对氧自由
基的清除能力[1]。 正常情况下，抗氧化物质与自由基之
间的作用处于平衡状态，平衡破坏可能导致细胞或组
织损伤，甚至导致心血管疾病和癌症[2]。 因此，迫切需
要寻找一种安全、易吸收、营养、可食用，并具有很好抗
氧化性的食品。 鸭蛋是中国食品生产中最常用的蛋类
之一，鸭蛋清蛋白（duck egg white protein，DEWP）容易
被人体肠道所吸收[3]。 目前，食品抗氧化性研究主要集
中在从植物和动物资源中提取蛋白质[4]及筛选抗氧化
肽，例如鱼类蛋白[5]、海产品[6]、牛奶[7]等，并且多集中在
采用酶解法筛选抗氧化多肽[8-9]。

本课题组一直致力于采用干燥加热磷酸化修饰
法对蛋清蛋白理化性质和功能进行研究，例如热稳定
性 [10-14]、起泡性和乳化性 [11，14-16]、吸油性 [14]、凝胶特性和
胶体保水性[11，13]、被消化性[11]、磷酸钙可溶性[10-13]和抗氧
化性[17]。干燥加热磷酸化过程中未加入有机试剂，是一
种比较安全、简单、环保且容易实现工业化的食品改
性方法。 目前，已经报道了鸭蛋清蛋白具有抗氧化性[4]，
但鸭蛋清蛋白经磷酸化修饰后是否能影响其抗氧化
性的研究尚未报道。 本研究旨在确定干燥加热磷酸化
修饰对鸭蛋清蛋白抗氧化的影响，为抗氧化性功能食
品的开发提供一条新的思路。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1 材料

鸭蛋清蛋白的制备参照 Naknukool 等 [3]的方法略
作修改。具体为：取出新鲜鸭蛋蛋清，用 1 mol/L HCl调
节 pH值至 6.0，6 000 r/min离心 20 min。取出上清液用
10 kDa 的透析袋透析 1 d。 冻干后获得鸭蛋清蛋白
（native-duck egg white protein，N-DEWP）样品。
1.1.2 试剂

2，2-二氮-双-（3-乙基苯并噻唑-6-磺酸）-二铵
盐（ABTS）、乙二胺四乙酸二钠：上海伊卡生物科技有
限公司；1，1-二苯基-2-苦基肼（DPPH）：上海源叶生
物科技有限公司；亚铁嗪：Sigma；重硫酸钾：天津市

风船化学试剂科技有限公司。 其余试剂均为分析纯
试剂。
1.1.3 仪器

UV-1800 PC 型紫外-可见分光光度计：上海美谱
达仪器有限公司；PHS-25型 pH 计： 上海仪电科学仪
器股份有限公司；FD-1-50 真空冷冻干燥机： 北京博
医康实验仪器有限公司；FA 2004 型电子天平：上海舜
宇恒平科学仪器有限公司；实验室超纯水机：重庆圣
德利医疗器械研究有限公司。
1.2 试验方法
1.2.1 干燥加热磷酸化鸭蛋清蛋白（phosphorylation of
duck egg white protein，PP-DEWP）的制备

干燥加热磷酸化鸭蛋清蛋白的制备采用 Li 等 [10]

的方法。 称取 1 g N-DEWP 样品， 用焦磷酸钠溶液
（100 mL，0.1 mol/L） 溶解， 调节 pH 值为 3.0、4.0、5.0、
6.0、7.0，冻干，然后 85 ℃干燥加热 1 d 和 3 d。 用适量
去离子水溶解干燥加热之后的样品，装入透析袋中透
析 2 d，再次冷冻干燥，得到干燥加热磷酸化鸭蛋清蛋
白（PP-DEWP）样品。 干燥加热鸭蛋清蛋白（dry-heat－
ing of duck egg white protein ，DH-DEWP） 样品的制备
除不加入焦磷酸钠溶液外，同以上步骤。
1.2.2 磷含量的测定

样品中磷含量采用 Chen 等[18]的方法。 总磷含量
（Pt） 的测定： 在分解瓶中用 2 mL 60%的高氯酸溶解
10 mg 蛋白样品，然后在电炉上加热至溶液澄清，继续
加热 30 min。 冷却后加入 10 mL 去离子水， 沸水浴
20 min，冷却后定容到 100 mL。 配制混合液，混合液包
括：（1）3 mol/L 稀 H2SO4，（2）2.5%钼酸铵溶液，（3）10%
的抗坏血酸，按照体积比（1） ∶（2） ∶（3） ∶ 蒸馏水=1 ∶ 1 ∶
1 ∶ 2混合。分别取 2 mL不同浓度的磷酸二氢钾标准溶
液和定容后的 PP-DEWP溶液，加入等体积的混合液，
50℃水浴 1 h，冷却后测定吸光度（820 nm）。 根据磷标
准曲线求出总磷含量。 无机磷含量（Pi）的测定：在分
解瓶中加入 20 mg 左右的 PP-DEWP 样品，加入 5 mL
水，再加入 5 mL 10%三氯乙酸。 3 000 r/min 离心 2 h，
取上清液 1mL 定容到 10 mL。 分别取 2 mL 不同浓度
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的磷酸二氢钾标准溶液和 PP-DEWP 样品稀释液，加
入等体积的混合液，混匀后在50 ℃水浴中加热 1 h，
冷却后在 820 nm处测定吸光度值。

有机磷含量（Po）：Po = Pt - Pi

式中：Po 为磷酸化修饰后样品中的磷含量，%；Pt

为样品中总磷含量，%；Pi 为样品中无机磷含量，%。
1.2.3 溶解性测定

样品的溶解性采用 Lowry 等方法 [19]测定。 将
N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 样品分别溶解在
Tris-HCl（50 mmol/L，pH=7.0）的缓冲溶液中，调节浓度
为 1 mg/mL。 3 000 r/min离心 30 min 得上清。 配制 0、
0.05‰、0.15‰、0.20‰、0.25‰、0.30‰的牛血清蛋白标
准溶液。 配制混合液，混合液中各成分为（1）含 10%
Na2CO3 的 0.5 mol/L 氢氧化钠（NaOH）溶液，（2）1%的
五水硫酸铜（CuSO4·5H2O）溶液，（3）2%的酒石酸钾钠
溶液，体积比为（1） ∶（2） ∶（3）=20 ∶ 1 ∶ 1。 取 0.5 mL 不
同浓度的牛血清蛋白标准液和 0.5 mL 待测样品液，各
加入混合液 1 mL，25 ℃放置 10 min， 分别加入 2 mL
1 mol/L Folin-酚试剂，50 ℃水浴加热 15 min， 冷却后，
在 500 nm处测定容液的吸光度。
1.2.4 表面巯基含量测定

表面巯基含量测定采用 Ellman 等[20]的方法。 将
N-DEWP、DH-DEWP、PP -DEWP 样品分别溶解在
0.1 mol/L Tris-甘氨酸（pH=8.0）缓冲液中，使其浓度为
1 mg/mL。 在 1.0 mL 蛋白溶液中加入 1.0 mL 0.1 mol/L
Tris-甘氨酸（pH=8.0）的缓冲液（含 0.01 mol/L 的乙二
胺四乙酸二钠盐溶液）， 在 40 ℃加热 30 min， 再加入
50 μL 5，5′-二硫代双（二硝基苯甲酸）[5，5′-二硫代双
（二硝基苯甲酸）溶液（浓度为 1 mol/L）用 0.1 mol/L pH
8.0 的 Tris-甘氨酸的缓冲液溶解]， 在 25 ℃水浴中加
热 10 min，在 412 nm处测定其吸光度。计算公式：SH=
A×1.953 9。
1.2.5 浊度和吸光度测定

浊度测定采用 Li 等 [11]的方法。 配制 2 mg/mL 的
N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 溶液， 在 595 nm
处测定吸光度值即为浊度。 配制 1 mg/mL的 N-DEWP、
DH-DEWP 和 PP-DEWP 蛋白溶液，在 280 nm 处测定
吸光度值。
1.2.6 热稳定性测定

蛋白质热稳定性测定参考 Li 等 [12]的方法，配制
50 mmol/L Tris-HCl（pH7.0）的缓冲溶液，称取一定量
的 N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 样品溶解于上
述缓冲液中配成 1 mg/mL 的样品溶液，分别在 60、70、
80、90、100℃水浴加热 10 min，3 000 r/min 离心30 min，

取上清液用 Lowry法测定蛋白质浓度。 离心前先用相
机拍摄图片作为定性对比。
1.2.7 ABTS+自由基清除能力

ABTS+自由基清除能力根据 Zhang 等 [21]的方法测
定。 7 mmol/L ABTS 溶液：称取 38.41 mg ABTS 溶解在
5 mL 去离子水中；2.45 mmol/L 重硫酸钾：称取 6.61 mg
重硫酸钾溶解在 5 mL去离子水中； 两溶液混合均匀，
避光条件下放置 16 h ~24 h（让其充分氧化）。 使用时
用 100 mmol/L pH 7.4 磷酸盐缓冲溶液按照体积比 1 ∶
70稀释使用，现配现用。取稀释好的 ABTS溶液 4 mL，
加入用磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS）配
制好的 0.5、1.0、2.0、3.0、5.0、10.0 mg/mL 样品溶液各
80 μL 混匀，37 ℃水浴放置 10 min，测定 734 nm 处的
吸光度。 平行 3次，空白不加样品，以等量的磷酸盐缓
冲液代替，样品抗氧化率计算如下。

抗氧化率/% = A - As
A × 100

式中：As为样品的吸光度；A为空白的吸光度。
1.2.8 超氧阴离子自由基清除能力

超氧阴离子自由基清除能力根据 Zhang 等[22]的方
法测定。称取一定量蛋白，用 50 mmol/L pH 8.2 Tris-HCl
缓冲液溶解蛋白质使其浓度为 1 mg/mL。 移取 3 mL样
品溶液，加入在 25℃水浴中恒温的 0.14上 mL 5mmol/L
邻苯三酚溶液（用 10 mmol/L HCl 溶液配制），混匀，快
速倒入比色皿中，每 30 s 测定 325 nm 处的吸光度，测
定 4 min。 空白组以等量的 10 mmol/L HCl代替邻苯三
酚溶液；对照组以等量去离子水代替样品。 做吸光度
随时间变化的曲线回归方程，求出其斜率即为邻苯三
酚的自氧化速率和样品组对邻苯三酚的自氧化速率，
计算如下。

清除率/%=（V 对照-V 样品）/V 对照×100
式中：V 样品为样品组对邻苯三酚的自氧化速度；

V 对照为邻苯三酚的自氧化速率。
1.2.9 二价铁离子的螯合能力

二价铁离子螯合能力采用 Wu 等 [23]的方法测定。
配制 0.1、1.0、5.0、10.0 mg/mL 的样品溶液， 各取 1 mL
加入 3.7 mL 水， 再加入 2.0 mmol/L 的 FeSO4·7H2O 溶
液 0.2 mL，混匀，25 ℃下水浴 60 min。 加入 5 mmol/L
的亚铁嗪溶液 0.2 mL， 混匀，25 ℃下水浴 10 min，在
562 nm处测定吸光度。 平行 3次，空白不加样品，以等
量的去离子水代替，蛋白对二价铁离子的螯合能力计
算如下。

螯合率/% = A - As
A ×100
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注：不同小写字母表示差异显著（p<0.05）。

项目 有机磷含量/%

N-DEWP 0.12a±0.02

DH-DEWP 0.12a±0.02

PP-DEWP 1.22a±0.03

表面巯基含量/（mol/mol）

0.144

0.156

0.164

溶解度/% 浑浊度（595 nm） 吸光度（280 nm）

100a 0.046 0.759

97.4b±1.3 0.061 0.831

99.2c±1.2 0.043 0.820

表 1 磷酸化鸭蛋清蛋白的特性

Table 1 Some characteristics of PP-DEWP

式中：As 为样品的吸光度；A 为空白的吸光度。
1.2.10 色氨酸的荧光强度

色氨酸荧光强度采用 Li等[24]的方法测定。 用磷酸
盐缓冲液（50 mmol/L，pH7.0）配置浓度为 1.5 mg/mL 的
样品溶液。离心后取上清，用 Lowry法准确测定上层液
中样品的浓度，然后用磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，pH
7.0）稀释为 0.1 g/L。在激发波长为 280 nm，测定波长为
300 nm~450 nm 的条件下，用荧光光度计（F4500型）测
定色氨酸的荧光强度。
1.2.11 红外光谱

红外光谱测定参照 Wu 等[25]的方法。 取适量样品
粉末和一定量的 KBr 晶体在研钵中研碎，压片，用傅
立叶红外光谱仪（Nicolet AVATAR 360 FT-IR）测定红
外光谱。
1.2.12 圆二色谱测定

圆二色谱测定参照 Wu 等[25]的方法，用 50 mmol/L
pH 7.0 的磷酸盐缓冲液配制 1 mg/mL 的样品溶液，用
0.45 滋m 的滤头过滤， 用 Lowry 法测定样品的准确浓
度，调节为 0.1 mg/mL。 20 ℃下扫描，扫描的相关参数
为波长范围： 190 nm~250 nm；谱带宽度： 1 nm。

2 结果与分析
2.1 干燥加热磷酸化鸭蛋清蛋白的特性
2.1.1 磷酸化鸭蛋清蛋白中的磷含量

磷含量是干燥加热磷酸化后接在蛋白质上的有
机磷含量，即有机磷含量=总磷含量-无机磷含量。 磷
含量与 pH 值、干燥加热时间和温度等因素有关，本试
验采用 Li等[10]的方法成功制备磷酸化鸭蛋清蛋白样品
并优化了影响样品磷酸化的条件[16]，pH 值对磷含量的

影响结果见图 1。

从图 1中可以看出，pH 值不同， 即使加热时间都
是 1 d， 磷含量也不同，pH 值为 5.0、85℃干燥加热 1 d
获得的样品有机磷含量达到 1.18%。 同时研究了加热
天数 1 d 和 3 d，发现随着加热天数增加，磷含量增加，
pH 值为 5.0、85 ℃干燥加热 3 d 获得的样品有机磷含
量为 1.22%。 因此磷酸化样品条件确定为：pH 值为
5.0、85℃干燥加热 3 d。 Li等[11]采用干燥加热磷酸化法
修饰鸡蛋卵白蛋白样品， 在 pH 值为 4、85℃干燥加热
5 d条件下测定有机磷含量为 1.01%。 研究表明蛋白质
中磷的含量能够提高其功能特性， 如热稳定性，Kita－
batake 等[26]报道了当卵白蛋白含有两个磷酸基团，测
定磷含量为 0.14%， 热稳定性比去磷酸化的卵白蛋白
更好。
2.1.2 磷酸化鸭蛋清蛋白溶解度测定

本试验采用 Lowry 等 [19]方法测定样品溶解度，结
果见表 1。

如表 1 所示，与未经过任何处理的鸭蛋清蛋白
（N-DEWP）相比，未加入焦磷酸盐干燥加热的鸭蛋清
蛋白（DH-DEWP）溶解度有所下降。 但在焦磷酸盐存
在条件下干燥加热的鸭蛋清蛋白（PP-DEWP）溶解度
达到 99.2%，与 N-DEWP 溶解度相当。 表明干燥加热
磷酸化改善了鸭蛋清蛋白的溶解性。 这些结果与前期
报道一致[10-11，17]。 研究表明平均疏水性越低，静电荷越

多，蛋白质溶解性越高[27]。干燥加热磷酸化使鸭蛋清蛋
白溶解度增高可能是由于引入的磷酸基团亲水作用
的结果。
2.1.3 磷酸化鸭蛋清蛋白巯基含量测定

表面巯基含量的测定采用 Ellman 等 [20]的方法。
如表 1 所示，N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 的表
面巯基含量分别为 0.144、0.156mol/mol和 0.164mol/mol。
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图 1 pH值对磷酸化鸭蛋清蛋白中磷含量的影响
Fig.1 Effect of pH on the phosphorus content in duck egg white

protein phosphorylated by dry-heating in the presence of
pyrophosphate（PP-DEWP）
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这是因为干燥加热使 N-DEWP 的结构展开，表面巯基
含量增加[28]，干燥加热磷酸化后结构展开的更多，表面
巯基进一步增加[13]。 有研究表明蛋白质的表面巯基增
加会使抗氧化性提高[29]。
2.1.4 浑浊度和吸光度值

由表 1 可知，N-DEWP（浓度 2 mg/mL）在 595 nm
处的吸光度值为 0.046， 此时溶液为澄清透明。 DH-
DEWP的浑浊度略微升高，但 PP-DEWP的浑浊度低于
N-DEWP 和 DH-DEWP，表明干燥加热磷酸化能够抑
制干燥加热引起的浑浊增加。 这很可能是由于 PP-
DEWP中磷酸基团的静电排斥力引起的[13]。从表 1可以
看出，N-DEWP、DH-DEWP和 PP-DEWP（浓度 1mg/mL）
在 280 nm处的吸光度值为 0.759、0.831和 0.820。干燥
加热和干燥加热磷酸化后吸光度值略微增加。
2.1.5 热稳定性检测

通过定性和定量分析来检测磷酸化作用对鸭蛋
清蛋白热稳定性的影响。 将 N-DEWP、DH-DEWP 和
PP-DEWP样品分别置于不同的温度（60 ℃~100 ℃，间
隔为 10℃）下水浴加热 10 min，离心后用 lowry 法测定
上清液中可溶性蛋白的含量，结果见图 2。

如图 2 所示，当水浴温度达到 70 ℃以后，随着温
度升高，N-DEWP、DH-DEWP 样品溶解度显著降低。
而经过干燥加热磷酸化的样品（PP-DEWP）在 70 ℃的
溶解度仍大于 90%。 如图 2 的照片所示，当温度达到
80 ℃，N-DEWP、DH-DEWP 溶液开始浑浊并沉淀，而
PP-DEWP溶液在所有温度下（60 ℃~100 ℃）均保持透
明（图片文字清晰可见）。 表明干燥加热磷酸化作用显

著增强了鸭蛋清蛋白的热稳定性，这可能是由于磷酸
基团的引入导致蛋白质分子间排斥力增强的结果。 这
一结果与 Li等用鸡蛋清蛋白[11]和卵白蛋白[12]研究的结
果一致。
2.2 磷酸化对鸭蛋清蛋白结构的影响
2.2.1 色氨酸的荧光强度

为检测干燥加热磷酸化对鸭蛋清蛋白三级结构
的影响，测定 N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 的色
氨酸荧光强度，结果见图 3。

如图 3所示，经过干燥加热磷酸化之后，鸭蛋清蛋
白的色氨酸荧光强度有所降低。 这些结果暗示了干燥
加热磷酸化导致鸭蛋清蛋白构象发生变化，使更多
的色氨酸残基暴露到溶剂中。 与 Enomoto 等 [30]报道
的干燥加热对蛋白质三级结构影响不太明显这一
结果一致。
2.2.2 圆二色谱（circular dichroism，CD）测定

蛋白质 α-螺旋结构在 192 nm 附近有一正峰，在
208 nm 和 222 nm 处有两个特征性的肩峰， 因此可以
利用 CD图谱判断蛋白质的二级结构，结果见图 4。
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Fig.4 Effect of phosphorylation on the secondary structure of
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如图 4 所示，与 N-DEWP 相比，经过干燥加热和
磷酸化后，DH-DEWP 和 PP-DEWP 在 222 nm 处的特
征值略微升高， 但蛋白总体结构并未发生较大变化。
表明干燥加热磷酸化修饰对鸭蛋清蛋白二级结构影
响不大[13]。
2.2.3 红外光谱

通过红外光谱测定了 N-DEWP、DH-DEWP和PP-
DEWP，结果见图 5。

蛋白质的酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅱ带都对蛋白质的二
级结构有影响，酰胺Ⅰ带在 1 600 cm-1~1 700 cm-1 处有
吸收（主要是 C=O），酰胺Ⅱ带在 1 540 cm-1 处有吸收
（主要是 C-N键和 N-H键）[31]。如图 5所示，当干燥加热
磷酸化后，鸭蛋清蛋白的酰胺Ⅰ带的峰值从1 647 cm-1

迁移到 1 641 cm-1，酰胺Ⅱ带峰值从 1 531 cm-1 迁移到
1 535 cm-1，表明干燥加热磷酸化修饰使鸭蛋清蛋白的
二级结构受到一定影响。
2.3 磷酸化对鸭蛋清蛋白抗氧化活性的影响
2.3.1 ABTS+自由基清除能力

样品中含有的抗氧化成分会与 ABTS 反应使反应
体系褪色， 通过测定 ABTS+自由基在最大吸收波长
（734 nm）处的吸光度来进行定量分析[32]，结果见图 6。

如图 6所示，随着蛋白浓度（0.5 mg/mL ~10 mg/mL）
的增加，N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 对 ABTS+

自由基的清除能力逐渐增大。在相同浓度下，N-DEWP
和 DH-DEWP 对 ABTS+自由基的清除能力均低于
PP-DEWP。 在 10 mg/mL 蛋白浓度时，PP-DEWP 对
ABTS+自由基的清除能力提高到了 77.78%。 表明干燥
加热磷酸化显著提高了鸭蛋清蛋白对 ABTS+自由基的
清除能力。 结果与之前的报道一致[17]。
2.3.2 超氧阴离子自由基的清除能力

N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 的超氧阴离
子自由基清除能力如图 7所示。

PP-DEWP的超氧阴离子自由基清除能力（7.69%）
高于 N-DEWP（4.73%）和 DH-DEWP（5.32%）。 表明干
燥加热能够提高鸭蛋清蛋白的超氧阴离子清除能力，
干燥加热磷酸化能够进一步提高鸭蛋清蛋白的超氧
阴离子清除能力。
2.3.3 二价铁离子的螯合能力

某些蛋白质螯合剂可以通过改变过渡金属的物
理位置形成不溶性金属配合物，降低过渡金属的化学
反应活性[33]。 对 N-DEWP、DH-DEWP和 PP-DEWP的
二价铁离子螯合能力测定结果如图 8所示。

随着蛋白浓度（0.1 mg/mL~10 mg/mL）的增加，
N-DEWP、DH-DEWP 和 PP-DEWP 对二价铁离子的
螯合能力逐渐增大。 PP-DEWP 的二价铁离子螯合能
力比 DH-DEWP 显著提高，表明磷酸基团的引入能增
加鸭蛋清蛋白对二价铁离子的螯合能力。 众所周知，
EDTA是很好的螯合剂，被广泛用于食品中。 在本试验
中，当 PP-DEWP 的浓度大于 1 mg/mL 时，螯合能力与
EDTA基本相等。 PP-DEWP的螯合能力表明它是一种
很好的抗氧化剂，有望在食品中应用。

图 5 N-DEWP、DH-DEWP和 PP-DEWP的红外光谱

Fig. 5 FTIR spectra of N-DEWP，DH-DEWP and PP-DEWP
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Fig.7 Superoxide anion scavenging activity of N-DEWP，DH-
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图 8 N-DEWP、DH-DEWP和 PP-DEWP对二价铁离子的

螯合能力

Fig.8 Chelating capacity of N-DEWP，DH-DEWP，and

PP-DEWP
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3 讨论与结论
鸭蛋清蛋白经过干燥加热磷酸化修饰后抗氧化

性显著提高的原因可能包括如下两个方面。 第一，干
燥加热磷酸化修饰作用引入带负电荷的磷酸基团使
鸭蛋清蛋白的静电相互作用增强。 第二，干燥加热磷
酸化修饰作用增加了鸭蛋清蛋白的表面巯基含量。 研
究表明表面巯基含量的增加能够提高蛋白质的总体
抗氧化性[29，34]，譕ilic＇等[35]也以玉米蛋白为样品确定了表
面巯基的含量和抗氧化性存在正相关。 因此，可以肯
定本研究中鸭蛋清蛋白抗氧化性的增强是因为干燥
加热磷酸化增加了鸭蛋清蛋白的表面巯基含量。

本文采用干燥加热磷酸化法修饰鸭蛋清蛋白，得
到干燥加热磷酸化鸭蛋清蛋白（PP-DEWP）样品，通过
综合评价干燥加热磷酸化前后鸭蛋清蛋白的抗氧化
性，得出结论干燥加热使鸭蛋清蛋白的抗氧化性有所
提高， 干燥加热磷酸化修饰后其抗氧化性显著提高，
尤其是螯合能力与 EDTA基本相等。通过磷酸化修饰，
鸭蛋清蛋白二级结构轻度改变，但表面巯基含量增加
且蛋白质的溶解性、 浑浊度和吸光度基本未受影响。
可以肯定磷酸化修饰之后抗氧化性提高是由于磷酸
亲水基团的引入和表面巯基含量的增加。 以上结论表
明 PP-DEWP是很好的抗氧化剂， 有望用于食品加工
行业中的添加剂。
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