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摘 要：该文模拟小麦制品热加工条件，建立麦醇溶蛋白（gliadin，Gli）-丙酮醛（methylglyoxal，MGO）体系，用邻苯二甲
醛法和荧光光谱法测定不同丙酮醛添加量、糖化温度、糖化时间下，体系中游离氨基含量变化及晚期糖基化终产物
（advanced glycation end-products，AGEs）生成规律，并对改性后的麦醇溶蛋白的功能特性和结构特性进行表征。结果
表明，在麦醇溶蛋白与丙酮醛质量比 1 ∶ 6、反应温度 140℃、反应时间 75 min 时，产物游离氨基含量较低，AGEs 生成
量较少。 麦醇溶蛋白与丙酮醛反应后的样品（methylglyoxal-gliadin，MGO-Gli） 的乳化活性较未处理的麦醇溶蛋白
（native-gliadin，N-Gli）提高 50.03%，乳化稳定性提高 79.51%；起泡性和泡沫稳定性分别提高 13.33%、28.20%；十二烷
基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳结果表明，麦醇溶蛋白与丙酮醛发生糖基化反应；MGO-Gli 的紫外光谱结果显示，光
谱峰值发生红移， 说明 MGO-Gli 的内部结构发生伸展， 使内部的色氨酸暴露； 傅里叶红外光谱（Fourier transform
infrared spectroscopy，FT-IR） 结果表明，Gli经 MGO糖基化改性后 α-螺旋结构含量减少、β-折叠结构含量增加、α-螺
旋/β-折叠由 0.608降为 0.508，说明 MGO-Gli的分子柔性增加。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： The gliadin-methylglyoxal （Gli-MGO） system was established and used for the simulated thermal
processing of wheat products. The effects of different MGO additions， modification temperature and time， free
amino content， and the formation rule of advanced glycation end-products（AGEs） were determined by o-
phthaldialdehyde（OPA）-based spectrophotometric assay and fluorescence spectroscopy. The effect of MGO on
the functional properties and structure modification of gliadin were evaluated. The results showed that the
reaction with the Gli-to-MGO mass ratio of 1 ∶ 6 at 140℃ for 75 min had the product with low free amino content
andmoderate formation of AGEs. Compared with native gliadin（N-Gli），MGO-Gli showed the emulsion capacity，
emulsion stability， foaming capacity， and foaming stability increasing by 50.03%， 79.51%， 13.33%， and 28.20%
respectively. The result of sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE） indicated
the occurrence of glycation between Gli and MGO. The result of ultraviolet spectroscopy showed a red shift in the
peak， implying the structure of Gli-MGO was extended， leading to exposure of tryptophan residues. The result
of Fourier transform-infrared spectroscopy showed that the α-helix content decreased while the β-sheet content
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increased and the α-helix/β-sheet ratio decreased from 0.608 to 0.508 after modification with MGO， indicating
that the molecular flexibility of MGO-Gli was improved.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： gliadin； methylglyoxal； free amino content； glycation； functional properties； structure
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小麦是我国加工面粉的原料， 主要用于生产面
条、馒头、饼干和蛋糕。 小麦面筋蛋白是生产小麦淀粉
的副产品[1]，其氨基酸组成比较完整，是营养丰富的优
质植物蛋白源。麦醇溶蛋白（gliadin，Gli）占总面筋蛋白
的 40%~50%，根据酸性条件下的电泳迁移率，醇溶蛋
白可分为 α-型、β-型、γ-型和 ω-型，分别占总量的
25%、30%、30%和 15%[2]。 糖和蛋白质是各种小麦制品
中最常见的成分，因此，糖基化反应（美拉德反应）在食
品加工过程中广泛发生，从而影响产品的色、香、质和
保质期[3-4]。 热加工过程中的糖基化反应会提高蛋白质
组分的热稳定性、乳化稳定性和溶解性 [5-6]，表明糖基
化反应可有效改善食品质量。 然而糖基化反应除改善
蛋白质的功能性质外，还会产生有害物质，不利于保
障食品安全[7]。

小麦产品在热加工过程中会发生美拉德反应，产
生 α-二羰基化合物。 α-二羰基化合物的生成主要发
生在美拉德反应的中间阶段，同时它也可由食品体系
中碳水化合物的焦糖化或氧化产生[8]。 在美拉德反应
中，醛基与游离氨基反应形成席夫碱，然后重排形成
可逆的阿马道里产物，经过氧化、脱水、还原等一系列
反应，化学重排、缩合产生大量晚期糖基化终末产物。
α-二羰基化合物作为高活性晚期糖基化中间产物，能
与蛋白质中的赖氨酸和精氨酸残基迅速反应，产生羧
甲基赖氨酸[Nε-（carboxymethyl）lysine，CML]、羧乙基赖
氨酸[Nε-（carboxyethyl）lysine，CEL]、乙二醛基二聚赖氨
酸（glyoxal derivedlysinedimer，GOLD）、丙酮醛基二聚赖
氨酸（methylglyoxalderivedlysinedimer，MOLD）等晚期糖
基化终产物（advanced glycation end-products，AGEs）。

AGEs 是葡萄糖或其他还原糖与脂类、蛋白质、多
肽和氨基酸发生美拉德反应生成的一系列复杂的共
价加合物[9]。 研究发现，AGEs 可与人体组织蛋白结合
改变组织蛋白的结构和功能，也可与晚期糖基化终产
物受体（the receptor of advanced glycation endproducts，
RAGEs）发生特异性的结合导致炎症，从而危害人体健
康。 因此，对于控制小麦制品热加工过程中糖基反应

形成的 AGEs生成量的研究引起了广泛的关注。
美拉德反应过程的每个步骤几乎都是可逆和开

放的， 因此糖基化蛋白质中的糖基化结构类型很复
杂。 以还原糖为原料制备糖基化蛋白，系统产物复杂，
不能很好地反映 α-二羰基化合物与蛋白质的相互作
用。因此，本文以 AGEs的重要前体———α-二羰基化合
物[丙酮醛（methylglyoxal，MGO）]作为糖基化试剂，模
拟小麦产品的热加工条件，探究麦醇溶蛋白与不同丙
酮醛添加量在不同糖化温度和时间下，其游离氨基含
量变化及 AGEs 生成的规律，通过分析糖化蛋白的结
构以及功能特性的变化，揭示 AGEs 的生成机理，对小
麦制品热加工过程中控制 AGEs 的生成量及提高热加
工小麦制品的质量、营养和安全性具有重要的理论价
值和现实意义。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

麦醇溶蛋白（98%）：佛山科学技术学院广东省食
品智能制造重点实验室自制；MGO（40%水溶液）：上海
易恩化学技术有限公司；石油醚、无水乙醇：天津市百
世化工有限公司；牛血清白蛋白（bovine serum albu－
min，BSA）：合肥博美生物科技有限责任公司；氢氧化
钠、尿素、考马斯亮蓝 R-250、盐酸胍、三羟甲基氨基甲
烷 [tris（hydroxymethyl）aminomethane，Tris]、甘氨酸、三
氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）、考马斯亮蓝 G-250：
国药集团化学试剂有限公司；硫酸铜、磷酸氢二钠、磷
酸二氢钠、四硼酸钠、十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl
sulfate，SDS）：西陇科学股份有限公司；酒石酸钾钠：天
津市恒兴化学试剂制造有限公司；邻苯二甲醛：上海
易汇生物科技有限公司；β-巯基乙醇（2-mercaptoet-
hanol，β-ME）：上海麦克林生化科技有限公司；乙二胺
四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）：美国
Sigma 公司；大豆油：益海嘉里金龙鱼粮油食品股份有
限公司；5，5’-二硫双（2-硝基苯甲酸）[5，5'-dithio bis-
（2-nitrobenzoic acid），DTNB]：上海阿拉丁生化科技股

基础研究
49



食品研究与开发２０23 年 3 月
第 44 卷第 5 期

份有限公司。 所有试剂均为分析纯。
1.2 仪器与设备

磁力搅拌器（ZNCL-BS）：河南爱博特科技发展有
限公司；高速冷冻离心机（TGL-20MB）：长沙湘智离心
机仪器有限公司，pH 计（PHS-3E）：上海仪电科学仪器
股份有限公司；电子分析天平（JA2003）：宁波市华丰
仪器厂；冷冻干燥机（Scientz-30N）：上海泰坦科技股份
有限公司；紫外可见分光光度计（EU-2600A）：上海昂
拉仪器有限公司；高速剪切机（BRT）：安徽博进化工机
械有限公司；油水浴锅（WO-2L）：上海东玺制冷仪器设
备有限公司；紫外分光光度计（UV-2700）：岛津实验器
材有限公司；多功能酶标仪（Thermo-Varioskan.Flash）：
北京九宇金泰生物技术有限公司；电泳仪（DYCZ-24-
DN）：北京六一仪器厂；傅里叶变换红外光谱仪（SHI-
MADZU-IRT racer-100）：日本岛津企业有限公司。
1.3 方法
1.3.1 麦醇溶蛋白及悬浮液的制备

参考文献[10]的方法，称取 0.1 g麦醇溶蛋白，加入
100 mL 的 50 mmol/L、pH7.0 磷酸盐缓冲溶液，使用高
速剪切机以 10 000 r/min 将麦醇溶蛋白悬浮液均质
化，以实现在缓冲液中的均匀分散。
1.3.2 游离氨基含量的测定

采用邻苯二甲醛（o-phthaldialdehyde，OPA）法测
定蛋白质游离氨基含量[10]。 OPA 试剂配制：称取40 mg
邻苯二甲醛，溶于 25 mL 10 mmol/L 四硼酸钠，加入
2.5 mL 20%SDS 和 100 μL β-巯基乙醇，用超纯水定容
至 50 mL。 将蛋白样品液稀释一定倍数，取 1 mL蛋白
液与 2 mL OPA 液混合后摇匀，50 ℃水浴 5 min， 冷却
至室温（25 ℃~27 ℃），在波长 340 nm 处测定吸光度，
游离氨基含量按下式计算，做 3组平行。

游离氨基含量/%=（A-A0）/（B-B0）
式中：A为糖化蛋白液与 OPA液反应后在 340 nm

处的吸光度；A0 为糖化蛋白液和缓冲溶液混合后在
340 nm处的吸光度；B为未糖化蛋白液与 OPA 液反应
后在 340 nm 处的吸光度；B0 为未糖化蛋白液和缓冲
溶液混合后在 340 nm处的吸光度。
1.3.3 荧光分光光度法检测样品中 AGEs生成量

参考文献[11]的方法，将糖化蛋白液稀释一定倍
数，控制荧光强度在 1 000 以下，在电压 700 V、激发波
长 370 nm、发射波长 440 nm 下进行扫描，测定糖化蛋
白的荧光强度，所有试样做 3组平行。
1.3.4 麦醇溶蛋白改性过程中游离氨基含量和 AGEs
生成量的影响因素分析
1.3.4.1 丙酮醛添加量的影响

取 5 mL 1 mg/mL 麦醇溶蛋白悬浮液于血清瓶中，
分别加入不同添加量 MGO（40%），使麦醇溶蛋白和

MGO的质量比分别为 1 ∶ 1、1 ∶ 2、1 ∶ 4、1 ∶ 6、1 ∶ 8、1 ∶ 10。
然后将混合液于 100℃油水浴锅中加热 30 min，反应结
束后置于冰水浴中冷却至室温（25 ℃~27 ℃），分别按
照 1.3.2 和 1.3.3 所述方法检测游离氨基含量和 AGEs
生成量。将不含 MGO的麦醇溶蛋白悬浮液于 100℃油
水浴锅中加热 30 min作为对照。
1.3.4.2 糖化温度的影响

取 5 mL 1 mg/mL 麦醇溶蛋白悬浮液于血清瓶中，
加 75 μL 40%MGO 到悬浮液中，然后将混合液分别在
80、100、120、140、160、180 ℃下加热 30 min。 将不含
MGO的麦醇溶蛋白悬浮液作为对照。反应结束后置于
冰水浴中冷却至室温（25 ℃~27 ℃），分别按照 1.3.2和
1.3.3 所述方法检测游离氨基含量和 AGEs生成量。
1.3.4.3 糖化时间的影响

取 5 mL 1mg/mL麦醇溶蛋白悬浮液于血清瓶中，加
75 μL 40%MGO到悬浮液中， 使麦醇溶蛋白和MGO 的
质量比为 1 ∶ 6。 然后将混合液在 140 ℃油水浴锅中分
别加热 15、30、45、60、75、90 min。用 pH7.0的磷酸盐缓
冲溶液代替丙酮醛溶液作为对照。 反应结束后置于冰
水浴中冷却至室温（25 ℃~27 ℃）， 分别按照 1.3.2 和
1.3.3所述方法检测游离氨基含量和 AGEs生成量。
1.3.5 糖基化改性对麦醇溶蛋白结构和功能的影响
1.3.5.1 样品的制备

根据 1.3.4 的结果，糖化蛋白的制备：取 5 mL
1 mg/mL 原始麦醇溶蛋白（native-gliadin，N-Gli）悬浮
液于血清瓶中，加 75 μL 40%MGO 到悬浮液中，使麦
醇溶蛋白和 MGO 的质量比为 1 ∶ 6， 然后将混合液在
140 ℃油水浴锅中加热 75 min， 反应结束于冰水浴中
冷却至室温（25℃~27℃）后置于-10 ℃下保存；加热麦
醇溶蛋白（heated-gliadin，H-Gli）的制备：取5 mL 1mg/mL
原始麦醇溶蛋白（native-gliadin，N-Gli）悬浮液于血清
瓶中，加 75 μL pH7.0 的磷酸盐缓冲溶液代替丙酮醛
溶液，其余操作同糖化蛋白的制备。
1.3.5.2 乳化性能测定

根据 Bi 等[12]的方法测定样品乳化活力指数（em-
ulsion capacity，EAI）和乳化稳定性（emulsion stability，
ESI），准确称取一定量 N-Gli、H-Gli 和 MGO-Gli 样品
溶解于磷酸盐缓冲溶液（50 mmol/L、pH7.0）中，配制成
蛋白浓度为 3 mg/mL的样品溶液。取 9 mL蛋白溶液置
于烧杯，加入 3 mL 大豆油，利用高速剪切机对溶液进
行均质处理（19 000 r/min）1 min，然后从乳液底部取样
50 μL，于 10 mL 预先配制的 SDS 溶液（0.1%）中混合
均匀，然后分别在 0、30 min 取样，于 500 nm 波长处测
定吸光度，空白液为 SDS 溶液，根据以下公式计算
EAI、ESI。
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EAI/（m2/g）=2×（2.303×A500）×N×10-4/（ΦLC）
式中：A500 为样品在 500 nm处的吸光度；N 为稀释

倍数；Φ 为玉米油的体积分数，0.25；L 为比色池光径，
1 cm；C为蛋白浓度，3 mg/mL。

ESI/%=A0×Δt/（A0-A30）
式中：A0、A30 为 0、30 min时样品于 500 nm 处的吸

光度；Δt为时间差，30 min。
1.3.5.3 起泡性能测定

参考文献[13]的方法，将蛋白样品溶于磷酸盐缓
冲液中，配制蛋白浓度为 5 mg/mL的溶液，利用高速剪
切机对溶液进行均质处理（19 000 r/min）1 min，分别准
确记录蛋白溶液搅打后 0、30 min 时的泡沫体积高度，
根据以下公式计算起泡性（foaming capacity，FC）和起
泡稳定性（foaming stabitily，FS）。

FC/%=（V0-V）/V×100
FS/%=（V30-V）/（V0-V）×100

式中：V 为蛋白原液体积，mL；V0、V30 为蛋白溶液
经高速均质机搅打后 0 min和 30 min的体积，mL。
1.3.5.4 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳的测定

根据 Xue 等[14]方法并作修改，聚丙烯凝胶电泳试
验对不同处理蛋白样品蛋白亚基条带进行测定的具
体操作：1）配制质量分数为 10%的分离胶和 5%的浓
缩胶；2）蛋白变性处理：取约 2 mg 蛋白样品于 2 mL 离
心管中，加入含有 5% β-巯基乙醇、2% SDS、10%丙三醇
和 0.002%溴酚蓝的 Tris-HCl缓冲液（pH6.7、0.5 mol/L），
充分溶解配制成 2 mg/mL蛋白溶液，并置于沸水 5 min；
3）进样：将变性蛋白溶液离心（5 000 r/min，5 min），取
15 μL 上清液于电泳进样槽中，电压 120 V 直至样品
达底部；4）电泳凝胶采用考马斯亮蓝 R-250（0.1%）染
色，并使用脱色液（含乙酸 40%）多次脱色至条带清
晰，于凝胶成像系统拍照观察。
1.3.5.5 紫外光谱的测定

参考文献[15]的方法，准确称量 N-Gli、H-Gli 和
MGO-Gli 样品溶解于磷酸盐缓冲溶液（50 mmol/L、
pH7.0）中，配制蛋白浓度为 1 mg/mL 的 N-Gli、H-Gli和
MGO-Gli 蛋白溶液，样品的扫描波长范围为 290 nm~
600 nm。
1.3.5.6 傅里叶红外光谱（Fourier transform infrared sp-
ectroscopy，FT-IR）分析

根据 Ai 等 [16]的方法稍作修改，分别取 N-Gli、H-
Gli 和 Gli-MGO 与 KBr 按质量比 1 ∶ 100 混合，研磨并
压成 1 mm 的薄膜，在 4 000 cm-1~400 cm-1 波数、以分
辨率为 2 cm-1 扫描 128次。 使用 Peak Fit软件对酰胺 I
带（1 700 cm-1~1 600 cm-1）去卷积处理，计算蛋白质的
二级结构含量。

1.3.5.7 游离巯基和二硫键的测定
根据Wang等[17]的方法并略作修改。 具体操作：称

取 75 mg 冻干样品，加入 4.7 g 盐酸胍，并用 Tris-Gly
缓冲液（pH8.0）定容至 10 mL。 然后取 1 mL 样液再加
入 4 mL 8 mol/L 尿素振荡均匀，25℃放置 30 min，每隔
10 min混匀 1次，离心（4℃，5 000×g，10 min）后得到上
清液。 将部分上清液用考马斯亮蓝 G-250 测蛋白含
量；另外取 1 mL 上清液加入 20 μL Ellman 试剂[将含
1.04%Tris、0.69%甘氨酸和 0.12%EDTA 的 Tris-Gly 缓
冲液（pH8.0）配制成 4 mg/mL 的 DNTB 溶液 ]迅速混
合，于 25℃下避光反应 30 min，在 412 nm 下测定吸光
度，空白对照为上述缓冲液。

总巯基含量的测定：取 75 mg冻干样品，加入 4.7 g
盐酸胍，并用 Tris-Gly 缓冲液（pH8.0）定容至 10 mL，
样液加入 4 mL Urea-GuHCl 溶液（含 8 mol/L 尿素和
5 mol/L 盐酸胍的 Tris-Gly 缓冲液）、0.05 mLβ-巯基乙
醇，25 ℃保温 1 h，再加入 10 mL 12%TCA 溶液，继续
25 ℃保温 1 h后离心（4℃，5 000×g，10 min），将样品中
的沉淀分散于 10 mL TCA（12%）溶液中后离心（4 ℃，
5 000×g，10 min）以除去 β-ME，重复 2 次后再将沉淀
溶解于 10 mL 8 mol/L尿素中，振荡均匀至溶解完全。取
一部分上清液用考马斯亮蓝 G-250 测蛋白含量，再取
1 mL上清液加入 20 μL Ellman试剂，避光反应 30 min，
测定上清液在 412 nm下的吸光度。

巯基（-SH）含量和二硫键（-S-S-）含量的计算公
式如下。

-SH/（μmol/g）=（73.53×A412×D）/C
-S-S-/（μmol/g）=（SHtotal-SHfree）/2

式中：73.53 为 Ellman 试剂的摩尔吸光系数；A412

为样品在 412 nm 下所测的吸光度；D 为稀释因子；C
为样品浓度，mg/mL；SHtotal 为总巯基含量，μmol/g；SHfree

为游离巯基含量，μmol/g。
1.4 数据统计与分析

所有试验均进行 3次平行试验，结果采用 SPSS 13.0
软件中最小显著法（least significance difference method，
LSD）进行方差和显著性分析，以 P＜0.05表示差异显著，
采用 Origin 8.0软件作图。

2 结果与分析
2.1 丙酮醛添加量对醇溶蛋白改性过程中游离氨基
含量和 AGEs生成量的影响

丙酮醛添加量对醇溶蛋白改性过程中游离氨基
含量和 AGEs生成量的影响见图 1。

由图 1可知，随着丙酮醛添加量的增大，糖化蛋白
的游离氨基含量逐渐下降，从 88%下降到 43%，当丙
酮醛添加量大于 75 μL（Gli与 MGO的质量比为 1 ∶ 6），
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糖化蛋白的游离氨基含量下降缓慢，这可能是因为随
着 MGO 添加量的增加，MGO 和 Gli 碰撞的几率会增
大，反应程度也随之增大。 但随着反应的进行会产生
一定的空间位阻，使得过多的 MGO无法继续与蛋白游
离氨基接触反应[18]。另一方面，随着丙酮醛添加量的增
大，糖化蛋白的荧光强度逐渐增大，即 AGEs 的生成量
逐渐增多。 因此，为提高其安全性，在确保糖基化改性
效果的前提下，应优先选择适中的丙酮醛添加量，即
丙酮醛添加量应控制在 75 μL（1 ∶ 6）以内以减少有害
物质 AGEs的产生。
2.2 糖化温度对醇溶蛋白改性过程中游离氨基含量
和 AGEs生成量的影响

图 2为糖化温度对醇溶蛋白改性过程中游离氨基
含量和 AGEs生成量的影响。

由图 2可知， 游离氨基含量随着糖化温度的升高
而逐渐下降，从 24%降低到 3%，140 ℃之后下降缓慢。
这是因为温度越高，糖基化反应程度越大，是典型的
热反应[19]。另一方面，随着糖化温度的升高，AGEs的生

成量先上升，当糖化温度大于 100℃时，荧光性 AGEs生
成量急剧下降最后趋于稳定。推测是 100℃处理后，模拟
体系中的麦醇溶蛋白会加速与 MGO 反应生成 AGEs，
引起荧光值迅速增大；但在更高温度（140、160 ℃）下，
糖基化程度加剧，荧光性 AGEs生成量减少。其原因是
升温加快了美拉德反应速率，在 100 ℃时 AGEs 生成
最多，但随着温度的升高，反应中荧光性 AGEs 迅速转
化成类黑素等不具有荧光性的物质而导致荧光值降
低[20]。 由此发现在糖化温度 140℃的反应条件下，其糖
基化程度较高，而 AGEs 的生成量较低。 因此，为了降
低体系中美拉德反应过程有害产物的生成量，应选择
在 140℃下进行糖化反应。
2.3 糖化时间对醇溶蛋白改性过程中游离氨基含量
和 AGEs生成量的影响

糖化时间对醇溶蛋白改性过程中游离氨基含量
和 AGEs生成量的影响如图 3所示。

由图 3可知， 糖化蛋白的游离氨基含量随糖化时
间的延长逐渐下降，从 34%降低到 11%，糖化 75 min
后游离氨基含量的变化不显著（P>0.05），表明糖基化
程度逐渐加深并趋于平缓。 这是由于前期丙酮醛会迅
速与暴露在蛋白质表面的游离氨基发生反应，随着反
应程度的加深，丙酮醛的接入产生一定的空间位阻，
从而限制了反应的进行。 另一方面，随着糖化时间的
延长，糖化蛋白的荧光强度逐渐增大，但 45 min 之后，
AGEs的生成量随着糖化时间的延长而减少，与刘慧琳
等[21]的结果相同。 推测是由于随着糖基化反应时间的
延长，荧光性 AGEs 进一步转变成不具荧光性的物质
（如类黑素）。 由于有害产物 AGEs 生成量与糖化时间
成正比，因此改性时间不宜过长，选择 75 min 作为糖
化时间，此时具有较好的糖基化效果和较低的有害产
物生成量。
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图 1 丙酮醛添加量对糖化蛋白游离氨基含量和AGEs生成量的影响
Fig.1 The effect of the amount of MGO added on the content of
free amino groups and the amount of AGEs in glycated protein

图 2 糖化温度对糖化蛋白游离氨基含量和 AGEs生成量的影响
Fig.2 The effect of glycation temperature on the content of free

amino groups and the amount of AGEs in glycated protein
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图 3 糖化时间对糖化蛋白游离氨基含量和 AGEs生成量的影响
Fig.3 The effect of glycation time on the content of free amino

groups and the amount of AGEs in glycated protein
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2.4 糖基化改性对麦醇溶蛋白结构和功能的影响
N-Gli、H-Gli和MGO-Gli的功能特性如表 1所示。

2.4.1 乳化性和乳化稳定性分析
由表 1 可知，经糖基化处理后的 MGO-Gli 乳化性

最高，为 6.444 m2/g，较 N-Gli 提高了 50.03%，而经加
热处理后 H-Gli 的乳化性较 N-Gli 下降了 23.84%（P<
0.05）。 这可能是因为 MGO 的糖基化修饰使分子大小
和溶解度增加，提高了 MGO-Gli 的可溶性蛋白含量，
从而使吸附到乳液液滴表面的蛋白质增多，乳滴之间
的絮凝减少，麦醇溶蛋白的乳化能力随之增加。 经丙
酮醛糖基化修饰后的麦醇溶蛋白容易相互交联形成
更大尺寸的分子，由于这种大分子聚合物在乳化过程
中有利于抑制液滴的聚集和破裂，从而有效提高蛋白
的乳化性和乳化稳定性[22]。 而在仅加热的过程中蛋白
质发生变性，引发多聚集体的产生，降低了蛋白分子
的柔顺性和溶解度，使蛋白更难分散于乳化界面中，这
在一定程度上降低蛋白的乳化性[23]。
2.4.2 起泡性和起泡稳定性分析

由表 1 可知，MGO-Gli 的起泡性和泡沫稳定性较
N-Gli 均有明显提高，原因可能是 MGO 和麦醇溶蛋白
之间的共价结合，导致麦醇溶蛋白上亲水基团的数量
增加，从而提高了麦醇溶蛋白的溶解度，进一步导致
MGO-Gli 的起泡性增加[24]。 但 H-Gli 较 N-Gli 的起泡
性轻微减弱，这可能是由于加热导致蛋白质大量变性，
蛋白质分子结构展开，从而提高内部的疏水基团和巯
基暴露程度，麦醇溶蛋白分子通过非共价键重新连接，
形成更大的分子聚集体，从而降低了水-空气界面膜的
稳定性，使蛋白的起泡性下降[25]。
2.4.3 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱分析

本文将麦醇溶蛋白与丙酮醛反应后的样品
（MGO-Gli）进行 SDS－聚丙烯酰胺凝胶电泳分析，以未
处理的麦醇溶蛋白（N-Gli）和加热时不加丙酮醛的样
品（H-Gli）作为对照，电泳结果如图 4所示。

由图 4 可知，N-Gli 分子量主要分布在 25 kDa~
46 kDa，分别对应 α-/β-和 γ-醇溶蛋白，并且在 66.2 kDa
处出现浅色条带，与其他文献[26-27]结果一致。 与 N-Gli
相比，H-Gli 在低分子量的条带消失，出现的条带主要

分布在 28.1 kDa 和 46 kDa，推测是由于加热导致蛋白
发生聚集，分子量聚集。而相比 N-Gli和 H-Gli，糖化蛋
白（MGO-Gli）亚基条带的颜色较浅，这是因为考马斯
亮蓝主要以非共价作用与蛋白质分子上游离氨基、巯
基等活性基团相结合，呈现颜色反应[28]。 当MGO-Gli 进
行糖基化反应时，游离氨基和巯基含量迅速减少，阻
碍了考马斯亮蓝与蛋白质分子的结合，导致电泳凝胶
用考马斯亮蓝染色时不显色，这一现象也间接表明麦
醇溶蛋白与 MGO是以共价键结合，而且在浓缩胶与分
离胶分界线处观察到染色现象，同时低分子量处的蛋
白条带消失，这说明小分子蛋白质经过 MGO修饰糖化
反应生成了分子量较大、难以通过浓缩胶进入分离胶
的大分子聚合物。 电泳的试验结果进一步证实了丙酮
醛和麦醇溶蛋白发生了糖基化反应，形成了以共价键
结合的糖蛋白聚合物。
2.4.4 紫外光谱分析

图 5为 N-Gli、H-Gli和 MGO-Gli的紫外光谱。

蛋白质本身含有带芳香环的色氨酸、苯丙氨酸和
酪氨酸残基，并在 280 nm处具有特殊的紫外吸收[29-30]。
如图 5 所示，MGO-Gli 与 H-Gli、N-Gli 的紫外光谱曲

表 1 N-Gli、H-Gli和MGO-Gli的功能特性
Table 1 The functional properties of N-Gli，H-Gli and MGO-

Gli

样品 乳化性/
（m2/g） 乳化稳定性/% 起泡性/% 起泡稳定性/%

N-Gli
H-Gli

MGO-Gli

4.295±0.510a

3.271±0.690b

6.444±0.820a

18.333±2.250b

17.778±8.650b

32.910±9.860a

38.333±0.020b

26.667±0.050c

51.667±0.020a

17.424±0.010c

30.952±0.030b

45.625±0.200a

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

14.4
18.4

25.0

35.0
46.0

66.2

116.0
kDa MGO-GliH-GliN-GliM

M为标准蛋白。

图 4 N-Gli、H-Gli和MGO-Gli的电泳图谱
Fig.4 Electrophoresis patterns of N-Gli，H-Gli and MGO-Gli
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螺旋含量从 28.71%下降到 27.45%， 而 β-折叠含量从
47.22%增加到 54.04%，α-螺旋结构含量的减少，表明
蛋白质分子间的氢键被破坏，致使游离氨基和丙酮醛
发生糖基化反应，这与 Zhao 等[37]的研究结果一致。 与
α-螺旋结构相比，β-折叠结构构象的稳定性较差，有
利于功能特性所需要的某些构象变化，α-螺旋/β-折
叠代表蛋白分子柔性，比例越高，分子柔性越低[38]。 研
究发现，MGO-Gli 样品中的 α-螺旋与 β-折叠之比为
0.508，明显低于 N-Gli 样品中的 0.608，这说明糖基化
改性后，经丙酮醛分子修饰的麦醇溶蛋白的二级结构
发生改变，蛋白的分子柔性增强，利于蛋白质的功能
特性的改善[39]。 这与 2.4.1 中的 MGO-Gli 的乳化性得

到较大改善的结果一致。
2.4.6 游离巯基和二硫键含量的分析

N-Gli、H-Gli和 MGO-Gli的游离巯基和二硫键含
量结果如图 7所示。

如图 7所示，随高温加热的进行，麦醇溶蛋白结构
趋于暴露式，H-Gli 的游离巯基含量增加，而 MGO-Gli
样品的游离疏基含量较 N-Gli 进一步降低， 但二硫键
含量高于 N-Gli 和 H-Gli， 表明羰基化加剧了一些被
掩蔽游离巯基的暴露，随后暴露的游离巯基氧化形成
新的二硫键。 这种巯基与二硫键含量的变化对于维持
蛋白分子空间结构稳定以及改变功能特性起到了关
键作用[40]，这也解释了前文提到的糖基化前后功能特

线有着明显的不同，丙酮醛糖化过程中除了提高糖化
蛋白在 280 nm处的紫外吸收峰峰值， 也在 330 nm 左
右出现了新的吸收峰，说明糖基化过程改变了基团的
微环境，暴露了肽链上具有紫外吸收的色氨酸、苯丙
氨酸和酪氨酸残基[31]，且伴随糖基化反应的进行产生
了新的具有紫外吸收的结构物质。
2.4.5 红外光谱分析

N-Gli、H-Gli 及糖基化 MGO-Gli 的红外光谱如
图 6所示。

由图 6 可知，当麦醇溶蛋白肽链上的游离氨基与
丙酮醛发生糖基化反应，最直观的表现就是蛋白质的
游离氨基减少，多肽链上引入了丙酮醛的羰基，在红

外光谱中，3 400 cm-1 左右的吸收峰代表 O-H 键和 N-
H键伸缩振动，N-Gli 出峰在 3 295.4 cm-1，而 MGO-Gli
出峰在 3 301.3 cm-1，发生了蓝移，说明糖基化后 Gli 引
入了 MGO 分子，MGO 分子的共价接入影响了 N-H 键
的振动，氢键作用力减弱[32]。与 N-Gli相比，糖基化产物
MGO-Gli 在波数 1 640 cm-1 左右的吸收峰发生了蓝移
且吸收强度减弱，表明糖基化反应的发生引起了 C=O
键的伸缩振动变化，这与 Greene 等[33]的研究结果基本
一致。 在 1 539 cm-1 处，MGO-Gli较 N-Gli的吸收强度
减弱，这表明分子中-NH2 的弯曲振动减弱。Gu等[34]研
究发现蛋白质发生糖基化反应后，蛋白质中的-NH2 等
功能性基团会减少，会导致此处的吸收峰强度下降；
此外 1 250 cm-1 左右的峰代表 C-N 键伸缩振动，发现
MGO-Gli 在该处的吸收峰出现蓝移，并且吸收峰强度
增大，说明糖基化反应增大了分子中新形成的 C-N 共
价键吸收强度，由此可以证明，经过糖基化反应，麦醇
溶蛋白以共价键的形式引入丙酮醛分子[35]。 从图 6 中
可以发现，糖基化产物 MGO-Gli 在 1 050 cm-1 处的吸
收峰强度明显增大，说明糖基化反应使麦醇溶蛋白的
侧链上引入了对应的功能基团，从而促使蛋白质的侧
链发生了振动[36]。

N-Gli、H-Gli 和 MGO-Gli 的二级结构组成如表 2
所示。

由表 2 可以看出， 与 N-Gli 相比，MGO-Gli 中 α-

图 6 N-Gli、H-Gli和MGO-Gli的红外光谱
Fig.6 FT-IR spectra of N-Gli，H-Gli and MGO-Gli
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样品
分子内 β-折叠 水化伸展 β-折叠 α-螺旋 β-转角 伸展 β-折叠

峰位置/cm-1 含量/% 峰位置/cm-1 含量/% 峰位置/cm-1 含量/% 峰位置/cm-1 含量/% 峰位置/cm-1 含量/%

N-Gli 1 610.270 10.65±0.36b 1 630.519 20.83±0.50b 1 650.768 28.71±0.38a 1 671.017 24.08±0.31b 1 690.301 15.74±0.21b

H-Gli 1 609.305 5.84±0.29c 1 631.483 17.75±0.45c 1 650.767 28.99±0.39a 1 670.052 30.11±0.25a 1 688.373 17.30±0.41a

MGO-Gli 1 611.234 11.06±0.13a 1 631.483 25.53±0.32a 1 649.803 27.45±0.23b 1 670.052 18.51±0.09c 1 690.301 17.45±0.44a

表 2 N-Gli、H-Gli和MGO-Gli的二级结构组成
Table 2 Secondary structural contents of N-Gli，H-Gli and MGO-Gli

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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性和结构的变化。

3 结论
本文以麦醇溶蛋白和丙酮醛为研究对象，通过模

拟小麦制品热加工体系进行糖基化反应。 结果表明，
麦醇溶蛋白与丙酮醛质量比 1 ∶ 6、糖化温度 140 ℃、糖
化时间 75 min 时，MGO-Gli 的游离氨基含量较少，糖
基化效果好，且有害物质荧光性 AGEs生成量少。针对
Gli 以及糖基化改性的 MGO-Gli 的功能性质及结构进
行研究，得出以下结论：糖基化后的 MGO-Gli 的乳化
活性较 N-Gli 提高了 50.03%， 乳化稳定性提高了
79.51%，起泡性和起泡稳定性分别提高了 13.33%、
28.20%，表明糖基化改性有利于功能特性的改善。 电
泳结果分析表明，小分子量蛋白经 MGO修饰后共价结
合形成蛋白-MGO共聚物。由于其分子量大，无法进入
分离凝胶并聚集在浓缩凝胶和分离凝胶的交界处；紫
外光谱结果显示光谱峰值发生红移，说明糖基化过程
改变了基团的微环境，暴露了肽链上具有紫外吸收的
色氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸残基。 通过红外光谱分析，
与 N-Gli 相比， 糖基化改性后 MGO-Gli 的 α-螺旋含
量减少，而 β-折叠的含量增加，说明糖基化反应影响
了麦醇溶蛋白的二级结构含量。
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