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低分子糖-麦醇溶蛋白复合物的结构与性能
及其相互作用分析
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（西南大学食品科学学院，重庆 400715）

摘 要： 以阿拉伯糖、果糖、海藻糖和麦醇溶蛋白为原料制备复合物，采用红外光谱、荧光光谱、扫描电镜、十二烷基
硫酸钠-聚丙烯酰胺电泳及乳化性分析等试验与分子动力学模拟相结合的方法， 探究低分子糖种类对复合物结构、
性能和相互作用的影响。乳化性结果表明，3种低分子糖-麦醇溶蛋白复合物的乳化活性指数和乳化稳定性指数显著
高于麦醇溶蛋白（p<0.05），且海藻糖-麦醇溶蛋白复合物乳化性最佳（乳化活性指数 45.86 m2/g；乳化稳定性指数
19.20 min）；红外光谱和分子动力学模拟结果表明，氢键对维持 3种低分子糖-麦醇溶蛋白复合物结构稳定性起重要
作用，且海藻糖-麦醇溶蛋白复合物的平均氢键寿命（11.07 ps）高于果糖-麦醇溶蛋白复合物（7.16 ps）与阿拉伯糖-麦
醇溶蛋白复合物（6.94 ps）；此外，结合能结果表明，海藻糖-麦醇溶蛋白复合物的结合能最低，为-40.65 kJ/mol，其中范
德华相互作用能对维持海藻糖-麦醇溶蛋白复合物结构稳定性起主要作用。
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Complexes and Their Interactions
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： This study aimed to prepare complexes with the raw materials of arabinose， fructose， trehalose， and
gliadin， and further to investigate the effect of low -molecular -weight saccharide type on the structure，
properties， and interactions of the complexes through Fourier transform infrared spectroscopy， fluorescence
spectroscopy， scanning electron microscopy， sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-
PAGE）， emulsifying property analysis， and molecular dynamics simulation. The results showed that the
emulsifying activity index and emulsifying stability index of complexes of each of the three saccharides and
gliadin were higher than those of gliadin（p<0.05）， particularly the trehalose-gliadin complex（emulsifying
activity index： 45.86 m2/g； emulsifying stability index： 19.20 min）. Hydrogen bonds played an important role in
maintaining the structural stability of the three complexes， and the average hydrogen bond lifetime（11.07 ps）of
the trehalose-gliadin complex was higher than that of the fructose-gliadin complex （7.16 ps） and arabinose-
gliadin complex（6.94 ps）. In addition， the binding energy of the trehalose-gliadin complex was the lowest
（-40.65 kJ/mol） and the van der Waal interaction energy played a crucial part in maintaining the structural
stability this complex.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： gliadin； arabinose； fructose； trehalose； molecular dynamics simulation
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麦醇溶蛋白（gliadin，Gli）是一种疏水性植物蛋白，
因其具有良好的生物相容性、 两亲性和可降解性，常
作为生物活性成分载体应用于食品领域[1]。 然而，分子
间相互作用影响了麦醇溶蛋白的结构和性能，进而影
响其在食品中的应用[2-4]。有研究发现超声（ultrasonics，
U）可诱导蛋白质结构展开，促进蛋白质与配体之间的
相互作用，从而影响蛋白质-配体复合物的构象和界面
性质[5]。 现有研究表明蛋白质和配体之间的相互作用
受配体物质分子结构和蛋白质种类的影响[4，6]。 因此，
阐明不同结构配体物质对麦醇溶蛋白结构的影响及
其相互作用机制对提升麦醇溶蛋白加工品质具有重
要意义。

低分子糖作为食品加工中广泛使用的小分子物
质，具有调节蛋白质构象稳定性和功能性质的作用[7-8]。
Huo 等[9]探究了 6 种低分子糖对藻蓝蛋白热稳定性的
影响，发现甘露糖对藻蓝蛋白热降解的抑制作用最
强。 阿拉伯糖（arabinose，Ara）、果糖（fructose，Fru）和海
藻糖（trehalose，Tre）是具有多个游离羟基基团的低分
子糖， 可以作为配体与麦醇溶蛋白结合生成复合物，
进而影响麦醇溶蛋白的结构和功能特性。 然而，目前
与低分子糖-蛋白质复合物相关的研究主要集中在功
能特性等宏观性质方面，对于分子层面相互作用机制
的研究较少，如何从微观层面阐明二者之间的相互作
用机制仍需进一步探讨。 分子动力学（molecular dy－
namics，MD） 模拟可从微观层面揭示两原子或分子之
间的相互作用， 从分子水平阐明复合物的形成机理，
为宏观性能指标提供理论支撑[10]。 Feng 等[11]通过 MD
模拟发现酚酸与麦醇溶蛋白之间的氢键和疏水相互
作用促进了二者的结合。因此，通过 MD模拟有助于揭
示麦醇溶蛋白与 Ara、Fru 和 Tre 之间的相互作用及其
复合物性能的调控机制。

本文旨在通过红外光谱、荧光光谱、扫描电镜、十
二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresi，SDS-PAGE）
电泳分析和乳化性测定考察不同种类低分子糖（Ara、
Fru和 Tre）与麦醇溶蛋白形成的复合物的结构和性能，
并借助 MD模拟进一步分析低分子糖与麦醇溶蛋白相
互作用的机制，以期为扩大低分子糖与麦醇溶蛋白复
合物的应用范围提供理论参考。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

谷阮粉（蛋白质含量为 75.0%）：新乡良润全谷物
食品有限公司；麦醇溶蛋白：西南大学食品科学学院
实验室自提；阿拉伯糖（纯度≥99.0%）、果糖（纯度
≥98%）、海藻糖（纯度≥98%）：合肥博美生物科技有

限公司；其他试剂均为国产分析纯。
1.2 仪器与设备

JY98- IIIDN 型超声波细胞粉碎机（探头直径
20 mm）：宁波新芝生物科技股份有限公司；FD-1A-50
型冷冻干燥机：北京博医康实验仪器有限公司；Spec－
trum Two红外光谱仪：美国 Perkin-Elmer公司；F-2500
型荧光分光光度计：日本日立公司；Phenom Pro10102
型扫描电镜：荷兰 Phenom World 公司；T18 ULTRA-
TURRAX 型高速均质机：德国 IKA 公司；DF-101S 集
热式恒温加热磁力搅拌器：巩义市予华仪器有限责任
公司；MX-S 可调式漩涡振荡器：大龙兴创实验仪器
（北京）有限公司。
1.3 方法
1.3.1 复合物的制备

分别用纯水配制 0.1 mol/L 阿拉伯糖、果糖和海藻
糖溶液，用 70%乙醇溶液配制 10 mg/mL麦醇溶蛋白溶
液，磁力搅拌使其完全混合。 取一定量混合液，用纯水
定容至 300 mL，在 300 W 下超声处理 15 min，超声过
程利用冰水浴控制溶液温度在 30℃以下，处理完毕后，
样品冷冻干燥备用，分别制得超声阿拉伯糖-麦醇溶蛋
白复合物（ultrasonics-gliadin-arabinose，U-Gli-Ara）、
超声果糖-麦醇溶蛋白复合物（ultrasonics-gliadin-fru-
ctose，U-Gli-Fru）和超声海藻糖-麦醇溶蛋白复合物
（ultrasonics-gliadin-trehalose，U-Gli-Tre）。
1.3.2 红外光谱的测定

将待测样品与溴化钾以质量比 1 ∶ 100 混合研磨，
压制薄片，使用红外光谱仪在波数 4 000 cm-1~400 cm-1

范围内采集图谱，分辨率为 4 cm-1，总扫描次数为 32次。
1.3.3 荧光光谱的测定

以天然麦醇溶蛋白为对照，使用荧光分光光度计
测定超声处理麦醇溶蛋白及其复合物的荧光光谱。 固
定激发波长为 280 nm，激发和发射狭缝宽度均设置为
5 nm，扫描范围为 300 nm~500 nm。
1.3.4 扫描电镜观察

将待测样品涂于双面导电胶上，在 10 mA电流下喷
金处理后置于扫描电子显微镜样品室，在 15 kV加速电
压扫描观察样品形貌，放大倍数为 300倍和 1 000倍。
1.3.5 SDS-PAGE分析

参考 Cao等[12]的方法略作修改。 将 0.005 g样品溶
解在 1 mL 上样缓冲液中，沸水浴 10 min，冷却至室温
（25 ℃）离心（10 000 r/min，5 min），取 10 μL 样品和预
染彩虹蛋白（Marker） 分别注入到凝胶泳道中进行电
泳。 电泳条件：浓缩胶过程电压为 80 V，分离胶过程电
压为 120 V。
1.3.6 乳化活性及乳化稳定性的测定

参考 Fan等[13]的方法，取 30mL 1mg/mL蛋白样液与
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10 mL大豆油混合，利用均质机进行均质（18 000 r/min，
2 min），使两者充分混匀。 从底部取出 50 μL乳液加入
到 5 mL 1 mg/mL 十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sul－
fate，SDS）溶液中，涡旋混匀，立即使用紫外可见分光
光度计在 500 nm处测量混合溶液的吸光度。根据以下
公式计算麦醇溶蛋白及其复合物的乳化活性指数
（emulsifying activity index，EAI） 和乳化稳定性指数
（emulsifying stability index，ESI）。

EAI/（m2/g）=DF× 2×2.303×A0

[c×（1-兹）×104]

ESI/（min）= A0

A0-A10
×t

式中：2 为常数，代表乳液的界面面积是其浊度的
2 倍；2.303 为 ln 10 的值；DF 为乳液样品稀释倍数，
100；A0 为均质后 0 min 时的吸光度；c 为乳化前蛋白
质样品的浓度，g/mL；兹 为油相的体积分数，0.25；A10 为
静置 10 min后测得的吸光度；t为时间，10 min。
1.4 MD模拟
1.4.1 模型的构建

参考 St觍nciuc 等[14]同源建模的方法获取麦醇溶蛋
白三维结构模型。 首先在 UniProt 数据库中获取麦醇
溶蛋白的氨基酸序列（Q9M4L6），然后提交氨基酸序列
至 I-TASSER服务器[15-16]获取麦醇溶蛋白结构模型，最
后采用 GROMACS（版本：2019.06）软件进一步退火平
衡麦醇溶蛋白模型，选取平衡后的最优构象模型用于
后续分子动力学模拟。

从 Pubchem 数据库中获得阿拉伯糖（ID：10323-
20-3）、果糖（ID：136023275）和海藻糖（ID：7427）的初
始分子结构模型。
1.4.2 分子动力学模拟参数

以麦醇溶蛋白和阿拉伯糖、果糖、海藻糖分别组
成不同复合物结构模型，使用 GROMACS（版本：
2019.06）软件 [17]进行分子动力学模拟，PyMOL（版本：
2.4.0a0 open-source）软件进行可视化分析。 利用 acp-
ype.py[18]调用 Ambertools 18 软件 [19]，在 glycam06 力场
下生成阿拉伯糖、果糖和海藻糖的拓扑文件和坐标文
件，并在 Amber99SB-ILDN 力场下得到麦醇溶蛋白的
拓扑和坐标文件。 然后，将 Gli-Ara、Gli-Fru和 Gli-Tre
分别封装在立方体盒子中，分子与盒子边缘的距离为
1.2 nm，加入 TIP3P 模型水，通过 Na+或 Cl-中和体系电
荷。 在系统能量最小化后，设置 pH值为 7.0，模拟温度
为 25℃，并分别运行 20 ns，时间步长为 2 fs。 最后，使
用 GROMACS 软件自带工具计算低分子糖-麦醇溶蛋
白复合物的均方根偏差（root mean square deviation，
RMSD）和氢键数量；提取 15 ns~20 ns 的轨迹，每隔
40 ps取一帧，共 125帧，采用 gmx_mmpbsa工具（https：
//jerkwin.github.io/gmxtools/） 计算低分子糖-麦醇溶蛋
白复合物的结合能，其计算公式[20]如下。

ΔGbinding = ΔEele + ΔEvdw + ΔGpolar + ΔGnonpolar

式中：ΔGbinding 为结合能，kJ/mol；ΔEele 为库仑静电相
互作用能，kJ/mol；ΔEvdw 为范德华相互作用能，kJ/mol；
ΔGpolar 为极性溶剂化自由能，kJ/mol；ΔGnonpolar 为非极性
溶剂化自由能，kJ/mol。
1.5 数据处理

试验均进行 3 次平行测定，结果以平均值±标准
偏差表示。利用 SPSS统计软件进行单因素 ANOVA分
析（p<0.05时为差异显著）。

2 结果与分析
2.1 红外光谱分析

图 1 为 Gli、U-Gli、U-Gli-Ara、U-Gli-Fru 和 U-
Gli-Tre的红外光谱。
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图 1 Gli、U-Gli和超声处理复合物的红外光谱
Fig.1 Fourier transform infrared spectroscopy of Gli， U-Gli，

and ultrasonic treatment complexes
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由图 1可知，Gli在 3402cm-1和 1450cm-1~1200cm-1

处存在的特征峰分别与 O-H伸缩振动和酰胺 III 带中
C-N拉伸和 N-H弯曲振动有关[21]。 Gli经超声处理后，
其在 3 402 cm-1 处的特征吸收峰红移至 3 393 cm-1，表
明超声处理使蛋白质分子内氢键发生改变。 与 U-Gli相
比，U-Gli-Ara、U-Gli-Fru 和 U-Gli-Tre 在 3 393 cm-1

处的特征峰发生不同程度的蓝移或者红移（51 cm-1~
8 cm-1），表明氢键诱导蛋白质与低分子糖之间的相互作
用[22]。 同时，U-Gli-Ara复合物在 1 413 cm-1和 1 241 cm-1

处的特征峰分别蓝移至 1 433 cm-1 和 1 248 cm-1；U-Gli-
Fru复合物在 1 313 cm-1 处的特征峰蓝移至 1 317 cm-1；
U-Gli-Tre 复合物在 1 206 cm-1 处的特征峰红移至
1 200 cm-1，表明低分子糖分别与麦醇溶蛋白的 C-N 基
团和 N-H基团发生相互作用。
2.2 荧光光谱分析

荧光光谱可反映蛋白质的构象变化，因此采用荧
光光谱研究麦醇溶蛋白与低分子糖配体之间的相互
作用及复合物结构变化。 图 2 为 Gli、U-Gli、U-Gli-
Ara、U-Gli-Fru和 U-Gli-Tre的内源荧光光谱。

由图 2 可知，Gli 在 334 nm 处具有最大荧光发射
峰，经超声处理后，荧光强度增加，表明麦醇溶蛋白分
子部分变性，蛋白质结构展开[23]。 同时，U-Gli-Ara、U-
Gli-Fru 和 U-Gli-Tre 的荧光强度高于 U-Gli， 这可能
是由于 Gli与低分子糖之间发生相互作用，导致 Gli 结
构发生改变，还可能是低分子糖覆盖在 Gli 表面，阻止
了发色基团的暴露，这与 Hu等[24]的研究结果一致。 此
外，U-Gli-Tre 复合物的荧光强度明显高于 U-Gli-Ara
和 U-Gli-Fru，这可能是由于海藻糖羟基基团较多，与
麦醇溶蛋白的亲和力更强。
2.3 扫描电镜分析

图 3 为 Gli、U-Gli、U-Gli-Ara、U-Gli-Fru 和 U-
Gli-Tre的扫描电镜图。

由图 3A 可知，Gli 呈现出许多不规则的片段、小

间隙和大的球形聚集体，经超声处理后，U-Gli 表现为
孔洞状结构半球形结构（图 3B），这可能是由于超声处
理削弱了蛋白质分子内氢键和范德华力，导致麦醇溶蛋
白形态变得松散多孔，其构象和二级结构发生变化[25]；
与 U-Gli 相比，U-Gli-Ara 表面孔径变得细小，样品纹
理松散，呈现出蜂窝状（图 3C）；U-Gli-Fru 表面球形聚
集体形状变小，且呈现出大量小的聚集体（图 3D）；U-
Gli-Tre 出现连续的蜂窝状网络结构（图 3E），表明低
分子糖的引入可以抑制麦醇溶蛋白分子的聚集[26]。
2.4 SDS-PAGE分析

通过分析 SDS-PAGE 探究低分子糖-麦醇溶蛋白
复合物的分子量及蛋白质亚基组成变化。 图 4为聚丙
烯酰胺凝胶电泳图。

由图 4可知，琢/茁-麦醇溶蛋白分子量分布在 30 kDa~
35 kDa[27]，Gli 在 35 kDa 左右呈现出相应的特征带（泳
道 2）。 同样，U-Gli（泳道 3）与 Gli（泳道 2）在约 34 kDa
处出现类似条带，表明超声处理对蛋白质分子量无明

图 2 Gli、U-Gli和超声处理复合物的荧光光谱
Fig.2 Fluorescence spectra of Gli， U-Gli， and ultrasonic

treatment complexes
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图 3 Gli、U-Gli和超声处理复合物的扫描电镜
Fig.3 Scanning electron micrograph of Gli， U-Gli， and

ultrasonic treatment complexes
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显影响。 此外，U-Gli-Ara（泳道 4）、U-Gli-Fru（泳道 5）
和 U-Gli-Tre（泳道 6）的条带与 U-Gli（泳道 3）相比无
明显变化，即没有观察到蛋白质亚基的降解，分子量
均在 34 kDa左右，说明低分子糖不是通过降解麦醇溶
蛋白分子来影响蛋白质结构[28]。
2.5 乳化性能分析

乳化性作为重要的功能性质之一，与蛋白质的两
亲性和分子结构特征有关[23]。 EAI 和 ESI 是反映蛋白
质形成油水界面乳状液层能力和乳状液稳定性的重
要指标。 图 5 为 Gli、U-Gli、U-Gli-Ara、U-Gli-Fru 和
U-Gli-Tre的 EAI和 ESI结果。

由图 5可知，U-Gli的 EAI和 ESI分别为 37.3 m2/g
和 14.2 min，较 Gli 分别提高了 15.4%和 7.6%，表明超
声处理可以改善麦醇溶蛋白的乳化性能。 这可能是因
为超声处理后，蛋白质聚集体尺寸减小，使其在油水
界面的吸附能力增强[29]。 此外，U-Gli-Ara、U-Gli-Fru和
U-Gli-Tre 的 EAI 较 U-Gli 分别增加了约 4.8%、5.0%
和 22.9%，ESI 分别增加了约 17.0%、31.1%和 34.8%。

表明低分子糖的引入可以进一步提高麦醇溶蛋白的
乳化性。 这可能是由于复合物的结构展开，有利于快
速吸附到油水界面，并且羟基基团的增加提高了蛋白
质的亲水性[30]。
2.6 MD模拟
2.6.1 RMSD分析

RMSD能够反映复合物在模拟过程中的构象偏离
其初始构象的程度[31]。通过分析低分子糖-麦醇溶蛋白
复合物中蛋白质骨架原子的 RMSD 随时间的变化趋
势，以考察模拟过程中复合物体系的稳定程度。图 6为
Gli -Ara、Gli -Fru 和 Gli -Tre 在 MD 模拟过程中的
RMSD变化。

由图 6 可知，在 0~15 ns 范围内，3 种低分子糖与
麦醇溶蛋白复合物的 RMSD 波动较大，且随着低分子
糖链长的增加，RMSD逐渐升高；在 15 ns 以后，三者逐

泳道 1～6分别为标准蛋白 Marker、Gli、U-Gli、U-Gli-Ara、U-Gli-Fru
和 U-Gli-Tre。

图 4 Gli、U-Gli和超声处理复合物的 SDS-PAGE图谱
Fig.4 SDS-PAGE of Gli， U-Gli， and ultrasonic treatment
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图 5 Gli、U-Gli、U-Gli-Ara、U-Gli-Fru和 U-Gli-Tre乳化性
Fig.5 Emulsifying properties of Gli， U-Gli， U-Gli-Ara， U-

Gli-Fru， and U-Gli-Tre
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图 6 Gli-Ara、Gli-Fru和 Gli-Tre在MD模拟过程中的 RMSD
变化

Fig.6 RMSD changes of Gli-Ara， Gli-Fru， and Gli-Tre during
MD simulation
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渐趋于平稳，此时 Gli-Ara、Gli-Fru和 Gli-Tre的 RMSD
分别维持在 0.36、0.45 nm 和 0.56 nm 左右，RMSD 曲线
波动幅度变小，表明所有复合物体系稳定，可用于进
一步分析氢键和结合能变化。
2.6.2 氢键分析

分子间氢键对蛋白质-配体之间的相互作用有重
要贡献，且对维持复合物的稳定性有重要意义[32-33]。 图
7 为不同复合物（Gli-Ara、Gli-Fru 和 Gli-Tre） 在 MD
模拟过程中形成的氢键数量随时间的变化。

由图 7可知，在MD模拟达到平衡后（15 ns~20 ns），
Gli-Ara、Gli-Fru 和 Gli-Tre 复合物的平均氢键寿命分
别为 6.94、7.16 ps 和 11.07 ps，且 Gli-Ara、Gli-Fru 和
Gli-Tre 在大多数时间内分别出现 4、4 个和 6 个氢键，
这可能是由于海藻糖分子羟基基团与麦醇溶蛋白形
成了更多的分子间氢键，有利于维持复合物体系的稳

定性，这与红外光谱的结果一致（图 1）。
2.6.3 结合能分析

分子间结合能可用于衡量蛋白质和配体分子间
结合亲和力，结合能越低，复合物构象相对越稳定[32，34]。
图 8 为在 MD 模拟平衡时间段内，Gli-Ara、Gli-Fru 和
Gli-Tre复合体系中各项能量的贡献情况。

由图 8可知，Gli-Tre复合物的结合能（-40.6 kJ/mol）
低于 Gli-Fru 复合物（-15.2 kJ/mol）和 Gli-Ara 复合物
（-9.9 kJ/mol）， 表明 Gli-Tre 复合物比 Gli-Fru 复合物
及 Gli-Ara复合物更稳定， 这与超声处理后的 Gli-Tre
复合物的 ESI 高于 Gli-Fru 复合物与 Gli-Ara 复合物
的结果一致（图 5）。 此外，库仑静电相互作用能的变化
趋势与范德华相互作用能相似，且后者表现为更低的
负值，这与 Katouzian 等[35]研究发现氢键和范德华相互
作用是驱动 琢-乳清蛋白与橄榄苦苷结合的主要作用
力的结果一致，表明范德华力对维持麦醇溶蛋白与低
分子糖形成的复合物的稳定性起主要作用，而 3种复合
物的极性溶剂化自由能均为正值，表明极性溶剂化自
由能是阻碍低分子糖与麦醇溶蛋白结合的主要因素。

3 结论
本文研究了不同种类低分子糖对其与麦醇溶蛋

白形成的复合物结构、稳定性及相互作用机制的影响。
结果表明，海藻糖-麦醇溶蛋白复合物的 EAI 和 ESI较
麦醇溶蛋白分别增加了约 22.9%和 34.8%，表现出最佳
的乳化性；红外光谱表明阿拉伯糖、果糖和海藻糖与
麦醇溶蛋白之间存在氢键相互作用。此外，分子动力学
模拟表明氢键与范德华力是驱动低分子糖和麦醇溶
蛋白形成复合物的主要作用力，且海藻糖-麦醇溶蛋白
复合物形成了更多的分子间氢键（6 个）和更低的结合
能（-40.6 kJ/mol），有利于维持体系稳定性。 综上，本文
为提升麦醇溶蛋白加工品质以及进一步研究低分子
糖-麦醇溶蛋白复合性能提供理论参考。
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图 7 Gli-Ara、Gli-Fru和 Gli-Tre在MD模拟过程中氢键数目
的变化

Fig.7 Changes in the number of hydrogen bonds in Gli-Ara，
Gli-Fru， and Gli-Tre during MD simulations
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图 8 Gli-Ara、Gli-Fru和 Gli-Tre在MD模拟过程中能量的变化
Fig.8 Energy changes of Gli-Ara， Gli-Fru， and Gli-Tre during

MD simulation
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