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核桃衣多酚改性对植物蛋白溶解性和抗氧化活性的影响
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摘要!为改善植物蛋白的溶解性并提升其抗氧化活性!选择核桃蛋白$小麦蛋白和芝麻蛋白为实验

对象!在碱性条件下与核桃衣多酚相互作用!考察了核桃衣多酚改性对 @ 种植物蛋白中性条件下的

溶解度和抗氧化活性的影响% 此外!通过 *c* #_(E,$圆二色光谱和荧光光谱对溶出蛋白质的结

构变化进行表征% 结果表明&在核桃衣多酚添加量为 %2 .>9>时!核桃蛋白$小麦蛋白和芝麻蛋白

在中性条件下的溶解度分别提升了 A$623$ A$6!@$A+6!2 百分点'同时!添加核桃衣多酚改性后的

核桃蛋白$小麦蛋白和芝麻蛋白的c__N自由基和 (C\* 自由基清除活性显著升高'@ 种植物蛋白

在核桃衣多酚的作用下均形成了大分子聚集体!总体上蛋白质的
!

#螺旋和
#

#转角含量增加!

#

#折叠含量减少!同时内源性荧光强度降低% 综上所述!核桃衣多酚改性可以使蛋白质结构发生

改变!显著改善植物蛋白的溶解性并提升其抗氧化活性%
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BB随着食用油市场的逐年壮大$粮油加工副产物

脱脂粕的产量也逐年递增& 脱脂粕中富含蛋白质$

常被用作动物饲料($ #!)

$除此之外$脱脂粕的深加工

!$$
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方向多是从其中提取植物蛋白$从而提升其附加值&

然而部分植物蛋白$如核桃蛋白%芝麻蛋白等在中性

条件下溶解度较低$极大地限制了其应用(@ #2)

&

提高植物蛋白在中性条件下溶解度的方法主要

为物理法%酶法和化学法& 物理法耗能高$酶制剂价

格高昂(A)

$而常用的化学改性如脱酰胺等则需要酸

协同高温处理$会引起部分氨基酸的异构化和结构

破坏$导致蛋白质营养价值降低(% #&)

& 因此$探究一

种简单有效且绿色无污染的植物蛋白改性方法是有

意义且必要的&

蛋白质与多酚的相互作用会引起蛋白质结构的

改变$从而影响蛋白质的亲9疏水性%热稳定性和溶

解性等$进而影响其功能性质$包括乳化性%起泡性

等(+)

& 因此$蛋白质与多酚类物质的相互作用近年

来已经逐渐成为新的研究热点& 核桃仁的内种皮$

即核桃衣中含有大量多酚类物质$主要为鞣花单宁

和鞣花酸($")

& 核桃衣多酚具有保护神经%降脂%降

糖%抗癌%抗氧化及抑菌等多种生物活性$受到人们

的关注($$)

& 采用核桃衣多酚改性植物蛋白可在改

善其溶解性的同时提高抗氧化活性$但目前鲜见该

方面的研究报道&

蛋白质 #多酚复合物的功能性质受蛋白质类

型%多酚类型和发生相互作用时环境的影响较大&

本研究选取了 @ 种溶解度较低的植物蛋白"核桃蛋

白%小麦蛋白和芝麻蛋白#$与核桃衣多酚在碱性条

件下相互作用$考察核桃衣多酚改性对植物蛋白溶

解度和抗氧化活性的影响$并进一步对复合物的结

构进行表征$以阐明多酚对蛋白质性质的影响机制&

<=材料与方法

$6$B实验材料

$6$6$B原料与试剂

芝麻蛋白"干基蛋白质含量 +36+%^#%核桃蛋白

"干基蛋白质含量 %&6&+^#$参照 n8;>等($)的方法

实验室自制!小麦蛋白"干基蛋白质含量 %36!2^#$

市售!聚丙酰胺%L$L$LX$LX#四甲基乙二胺

"\,j,c#%十二烷基硫酸钠 " *c*#%二硫苏糖醇

"c\\#%考马斯亮蓝"'CC#E#!2"%溴酚蓝%福林酚

试剂%没食子酸%三氟乙酸"\d(#%$$$ #二苯基 #

! #三硝基苯肼"c__N#和 !$!X#联氮双"@ #乙基苯

并噻唑啉 #A #磺酸#二铵盐"(C\*#$上海 *0>./#

(1ST07W有限公司!氢氧化钠%浓硫酸%盐酸%无水硫

酸铜均为市售分析纯&

$6$6!B仪器与设备

_N* #@\'数显 GN计!分析天平$梅特勒 #托

利多仪器"上海#有限公司!)#2"$ 旋转蒸发仪$申

科科技有限公司!数显恒温水浴锅$上海一科仪器设

备!*'D,L\Q#$"Lc冷冻干燥机$南京伊诺达仪器

设备有限公司!Oe#$&"" 型紫外分光光度计$翱艺

仪器"上海#有限公司!n+&3" 型凯氏定氮仪$济南

海能仪器股份有限公司!EI1c87#\U\* 凝胶成像

仪$美国Oe_公司!多功能酶标仪$美国伯腾仪器有

限公司!'W0T/Y7/; 圆二色光谱仪$英国应用光物理

公司!N0./7E)!$E

)

高速冷冻离心机%d#%""" 荧

光光谱仪$日本日立公司&

$6!B实验方法

$6!6$B核桃衣多酚的提取

核桃仁手动剥皮$将剥下的核桃衣冻干后碾碎

过 "6!2 .."A" 目#筛$按料液比 $r2 加入正己烷$

搅拌提取 ! W后抽滤$重复 @ 次后将残渣自然晾干

即得到脱脂核桃衣&

核桃衣多酚提取参照 QW/;>等($!)的方法并稍

作修改& 称取一定量脱脂核桃衣$以料液比 $r!" 加

入 &"^甲醇$于 @"" m%3"p下超声处理 32 .0; 后

于 3 """ qO 离心 $" .0; 取上清$残渣重复提取 @

次$合并上清$在 @%p下旋转蒸发至有机相完全挥

发$将剩余液体经过(C#& 大孔吸附树脂柱富集后

冻干得到核桃衣多酚&

$6!6!B植物蛋白#核桃衣多酚复合物的制备

参考K/;>等($@)的方法制备植物蛋白#核桃衣

多酚复合物& 分别将 $ >核桃蛋白%小麦蛋白%芝麻

蛋白分散在 +" .b去离子水中$用 ! .819b的氢氧

化钠溶液调节 GN至 +6"$在 !"p下搅拌 $ W& 将不

同质量""6"!2%"6"2%"6"%2 >#的核桃衣多酚分别溶

解在 $" .b去离子水中$并将溶液的 GN调节至

+6"& 将制备的 @ 种植物蛋白溶液"+" .b#和核桃

衣多酚溶液"$" .b#分别混合$并在室温%GN+6" 条

件下搅拌 +" .0;$然后将 GN调节至 %6"$得到植物蛋

白#核桃衣多酚复合物& 分别以核桃衣多酚添加量

"以植物蛋白质量计#标记样品$即对照组"" .>9>#%

$ 号"!2 .>9>#%! 号"2" .>9>#和 @ 号"%2 .>9>#&

以 $ >植物蛋白溶于 $"" .b去离子水$搅拌使其充

分溶解得到的样品为空白组&

$6!6@B核桃衣多酚组成测定

总酚含量采用福林酚分光光度法($!)测定!糖含

量参照EC2""+6%*!"$A 采用直接滴定法测定!蛋

白质含量参照 EC2""+62*!"$A 采用凯氏定氮法

测定&

$6!63B蛋白溶解度的测定

植物蛋白及其多酚复合物溶液在 3p下以

$" """ qO离心 !" .0;$用微量凯氏定氮法测定上清

@$$
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液的蛋白质含量$并计算蛋白溶出率"溶出蛋白质

量与总蛋白质量的比值#$以此表征蛋白溶解度&

采用蛋白溶出物进行后续性质表征&

$6!62B抗氧化活性测定

采用c__N自由基清除率和 (C\* 自由基清除

率来表征抗氧化活性& c__N自由基清除率的测定

参照E/1ZI=等($3)的方法& (C\*自由基清除率的测

定参照 *0SSWFT/:F

($2)的方法&

$6!6AB十二烷基硫酸钠 #聚丙烯酰胺凝胶电泳

"*c* #_(E,#分析

样品的 *c* #_(E,分析参照 b/I..10

($A)的方

法& 分离胶和浓缩胶浓度分别为 $!62^和 @^& 取

"62 .b植物蛋白及其多酚复合物溶液$加入等体积

的样品溶解液 " 3^ *c*% !"^ 甘油$ GN A6&%

"6$!2 .819b\T0Y#N'1缓 冲 液 #% !"

'

b c\\

"$"^#%$"

'

b溴酚蓝指示剂$沸水浴加热 2 .0; 后

上样& 上样量 $"

'

b$电泳条件为电流 $@ .(%电压

!A" e$电泳完成后$凝胶经固定%染色%脱色$采用凝

胶成像仪扫描并保存图片$然后用 D./>Ib/V 软件

对电泳条带进行分析&

$6!6%B圆二色光谱分析

圆二色光谱测定参考 \/;>等($%)的方法& 将植

物蛋白及其多酚复合物溶液用 "6"$ .819b磷酸盐

缓冲液稀释至 "6! .>9.b$置于 ! ..厚度石英比

色皿中$以 "6"$ .819b磷酸盐缓冲液作为空白对

照$在 $+" h!A" ;.测定吸收值$测量温度 !2p$

扫描速度 $ Y9;.& 测量 @ 次取平均值$通过

c07WT8RIV程序估算蛋白质二级结构含量&

$6!6&B荧光光谱分析

荧光光谱测定参考EF0./T�IY等($&)的方法并作

相应改动& 将植物蛋白及其多酚复合物样品分散在

$" ..819bGN%62 的_C*缓冲液中$使其蛋白质质

量浓度为 "6$2 .>9.b& 在激发波长 !&" ;.和发射

波长 !+" h2"" ;.处记录荧光光谱$测量 @ 次取平

均值&

$6!6+B统计分析

所有实验均重复 @ 次$数据以-平均值 o标准

差.的形式表示& 使用 *_** !!6" 统计分析软件进

行显著性分析& 采用单因素方差分析中的 cF;7/;

检验各组数据间的显著性差异&

>=结果与讨论

!6$B核桃衣多酚的组成

按 $6!6@ 方法测定核桃衣多酚的组成$结果见

表 $&

表 <=核桃衣多酚的组成

总酚含量9".>9># 糖含量9".>9>#蛋白质含量9̂

A&$6!@ o$@6"A @$36!2 o$6$3$6A$ o"6$&

B注'糖含量以葡萄糖计

由表 $ 可以看出$核桃衣多酚的主要组成为多

酚类物质和糖类& 经鉴定核桃衣多酚中的多酚类物

质主要是鞣花单宁$与 jIS07等($")研究结果一致&

对核桃衣多酚采用乙醇沉淀法进行检测$并结合本

实验中核桃衣多酚的提取方法"多糖在 &"^甲醇溶

液中会沉淀$被除去#分析$确认所制备的核桃衣多

酚中不含多糖$同时$采用斐林试剂检测发现核桃衣

多酚中几乎不含还原糖$故测得核桃衣多酚中的糖主

要来自鞣花单宁结构中与鞣花酰基相连的糖苷&

!6!B植物蛋白溶解度变化

核桃衣多酚改性前后 @ 种植物蛋白溶解度的变

化见图 $&

B注'不同小写字母表示具有显著性差异";̀ "6"2#

图 <=核桃衣多酚改性前后 ? 种植物蛋白溶解度的变化

BB由图 $ 可知$@ 种植物蛋白"核桃蛋白%小麦蛋

白%芝麻蛋白#在未添加核桃多酚且未经过 GN调节

的情况下 "空白组#蛋白溶出率均较低$分别为

@!63@^%$"6!$^和 !$6A$^& 在不添加核桃衣多

酚调节 GN的情况下"对照组#$@ 种植物蛋白溶解

度有所提升$其中核桃蛋白和芝麻蛋白的溶解度均

达到 A2^左右$这可能与植物蛋白的组成有关& 据

报道$芝麻蛋白主要由 &"^的
!

#球蛋白和 !"^的

3$$
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#

#球蛋白组成($+)

$而脱皮的核桃蛋白主要来自核

桃 $$*和 %*球蛋白(!")

& 由于球蛋白的溶解度受盐

离子影响较大$在 GN调节中引入的盐离子可能是

蛋白质溶解度升高的原因& 除此之外$虽然核桃经

过了脱皮处理$但核桃仁中仍有部分多酚类物质$例

如槲丽贾纳素(

($"$!$)

$推测这些物质在碱性条件下

与蛋白质结合$促进了溶解度的进一步提升& 而小

麦蛋白在经过 GN调节后溶解度提高较少$这主要

是由于小麦蛋白中醇溶蛋白占 3"^ h2"^ $谷蛋白

占 @2^ h32^$这些蛋白组分的溶解度受盐离子影

响较小(!!)

&

添加核桃衣多酚改性后$@ 种植物蛋白的溶解

度都有显著提升$且溶解度随着多酚添加量的增

加而增加$当多酚添加量达到 %2 .>9>时$核桃蛋

白%小麦蛋白和芝麻蛋白的溶解度分别达到了

+@6+%^%%$633^和 +"6&A^$相比未处理的原蛋

白分别增加了 A$623%A$6!@ 百分点和 A+6!2 百

分点&

!6@B植物蛋白抗氧化活性变化

核桃衣多酚改性前后 @ 种植物蛋白抗氧化活性

变化分别见表 !%表 @&

由表 !%表 @ 可以看出$空白组核桃蛋白 c__N

自由基清除率的 D'

2"

最低$说明其 c__N自由基清

除能力最强$而在 (C\* 自由基清除体系中则是小

麦蛋白清除能力最强& 对照组 @ 种植物蛋白样品

c__N自由基和(C\*自由基清除能力均有所下降$

说明仅调节 GN至碱性并回调 GN至中性并不能提

高 @种植物蛋白的抗氧化活性& 核桃衣多酚改性后$

@ 种植物蛋白的 c__N自由基和 (C\* 自由基清除

率D'

2"

均显著降低$证明其抗氧化活性得到大幅改

善$并且D'

2"

随着核桃衣多酚添加量增加而显著降

低$可见随着核桃衣多酚添加量的增加抗氧化活性

显著提高$这也与前人研究结果(!@ #!2)相似&

表 >=核桃衣多酚改性前后 ? 种植物蛋白

!FFL自由基清除活性变化

样品
D'

2"

9".>9.b#

核桃蛋白 小麦蛋白 芝麻蛋白

空白组 $63$" o"6$!3V !62!% o"6"2$V !6A&2 o"6$$$/

对照组 $6+&+ o"6!3@/ !6&3@ o"6$@A/!6%3" o"6"&3/

$ 号 "6@@" o"6"$27 "63"A o"6"3!7"63%3 o"6""+V

! 号 "6!&! o"6""2S "6$$2 o"6"!+S "6!%2 o"6"3%7

@ 号 "6$!% o"6"!$I "6"%+ o"6"$$I"6!@! o"6"$@7S

B注'同列不同小写字母表示具有显著性差异";̀ "6"2#& 下同

表 ?=核桃衣多酚改性前后 ? 种植物蛋白

$OPN自由基清除活性变化

样品
D'

2"

9".>9.b#

核桃蛋白 小麦蛋白 芝麻蛋白

空白组 "6$"" o"6"$!V "6"%$ o"6""@V "6"&$ o"6"$"/V

对照组 "6$!@ o"6""@/ "6"%+ o"6""!/ "6"+3 o"6""!/

$ 号 "6"%@ o"6"$"7 "6"33 o"6"$27 "6"A2 o"6"$$V

! 号 "6"2+ o"6""3S "6"@& o"6""$7S "6"3" o"6""%7

@ 号 "6"@& o"6""@I "6"!% o"6""3S "6"@@ o"6""$7S

!63B*c* #_(E,分析

为了探究添加核桃衣多酚后制备的蛋白质#多

酚复合物中蛋白质的组成情况$分别对其进行

*c* #_(E,分析$结果如图 ! 所示&

B B

B注'j为j/T<IT!d为植物蛋白!" h@ 分别为对照组及 $ 号%! 号%@ 号样品的溶出蛋白

图 >=核桃衣多酚改性前后 ? 种植物蛋白N!NKF$UD图谱

BB由图 !/可知$核桃蛋白与对照组溶出蛋白条带

相差不大$证明整体蛋白和其溶出成分组成基本相

似& 其中对照组溶出蛋白有 @ 个主要区域$分子质

量分别为 $& h!$ <c/%@$ h@2 <c/和 2" h%! <c/$

与j/8等(!A)的研究结果类似& 添加核桃衣多酚改

性后$出现了分子质量大于 $2" <c/聚集体条带$并

2$$
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且随着核桃衣多酚添加量的增加$聚集体的条带颜

色变得更深%更宽& 相比之下$$& h!$ <c/和 @$ h

@2 <c/的条带显著减弱$说明这些分子质量的肽段

参与了蛋白质聚集体的形成& 由于 *c* #_(E,实

验中氢键和疏水相互作用等非共价相互作用已被破

坏$由此可以说明核桃衣多酚诱导的蛋白质聚集主

要是由共价相互作用驱动的&

由图 !V可知$小麦蛋白与对照组溶出蛋白的条

带相差很大$可见小麦蛋白可溶性部分和整体蛋白

质组成有很大差异& 而添加核桃衣多酚改性后表现

出与核桃蛋白相似的趋势$即大分子聚集体条带增

加$小分子条带减弱& 与核桃蛋白相似$由于蛋白质

与多酚相互作用$核桃衣多酚的添加改变了溶出小

麦蛋白的结构&

由图 !7可知$芝麻蛋白与对照组溶出蛋白条带

差别不大$而核桃衣多酚改性导致大分子聚集体条

带增加$同时 !2 h@2 <c/和 $2 <c/以下的条带减

弱$这也与核桃蛋白的变化情况类似$说明这些条带

可能参与形成了大分子聚集体&

!62B蛋白质二级结构变化

通过圆二色光谱"'c#表征植物蛋白二级结构的

变化$结果如图@所示$二级结构拟合结果如表3所示&

图 ?=核桃衣多酚改性前后 ? 种植物蛋白8!图谱

BB由图 @/可见$核桃衣多酚添加量较少的 $ 号样

品和未添加多酚的对照组样品图谱基本相似& 随着

核桃衣多酚添加量的增加$! 号和 @ 号样品图谱形

状产生较大差异&

表 @=核桃衣多酚改性前后 ? 种植物蛋白

蛋白质二级结构含量 I

样品
!

#螺旋
#

#折叠
#

#转角
无规

卷曲

核桃蛋白

B对照组 $36$ 3A62 $+6$ !A6+

B$ 号 $36+ 326A $+63 !A6%

B! 号 $36+ 326% $+6% !%6!

B@ 号 $26! 3@6! !$6" !&6"

小麦蛋白

B对照组 $26% @26! !@6" @"6"

B$ 号 $26& @%6@ !!63 !+6A

B! 号 $A6$ @%6" !!6+ !+6!

B@ 号 $A6! @A6A !!63 !+6@

芝麻蛋白

B对照组 A6+ 2"6+ $%6@ !+6!

B$ 号 $!6& 326+ $&6+ !%6+

B! 号 $262 3!6@ $+6A !&6"

B@ 号 $A6% 3"6@ !"6$ !&6!

BB由表 3 可知$随着核桃衣多酚添加量的增加$总

体来看
!

#螺旋含量增加$

#

#折叠含量减少$

#

#转

角含量和无规卷曲含量增加&

!

#螺旋含量增加说

明蛋白质内部肽链收缩(!%)

& 这种变化与表没食子

儿茶素没食子酸酯",E'E#和大豆蛋白%脂肪酶共

价结合时变化趋势(!&)相同& 另外$这种变化可能与

蛋白质形成大分子聚集体有关&

由图 @V可见$小麦蛋白的'c图谱变化趋势在

!@" ;.后与核桃蛋白相似& 由表 3 可知$随着核桃

衣多酚添加量的增加$

!

#螺旋含量呈现增加的趋

势$

#

#折叠含量则是先增后减$

#

#转角和无规卷

曲含量变化较小&

由图 @7可见$随着核桃衣多酚添加量的增加$

芝麻蛋白'c图谱 !"" ;.前响应值逐渐变强$!""

;.后逐渐变小$!3" ;.后又逐渐增强& 由表 3 可

知$随着核桃衣多酚添加量的增加$

!

#螺旋含量及

#

#转角含量逐渐增加$

#

#折叠含量逐渐减少$无

规卷曲含量差别不大$变化趋势与核桃蛋白相似$可

能与形成大分子聚集体有关&

!6AB蛋白质三级结构变化

蛋白质三级结构的变化由内源性荧光光谱进行

表征$结果如图 3 所示&

由图 3 可见$核桃衣多酚改性后$核桃蛋白%小

麦蛋白和芝麻蛋白内源性荧光光谱响应值均小于对

照组$证明核桃多酚对蛋白内源性荧光产生了猝

灭(!+)

& 从光谱形态上看$核桃蛋白与芝麻蛋白光谱

变化更为相似$证明二者所含蛋白变化具有一定相

似性& 而小麦蛋白的荧光图谱中最大吸收峰蓝移$

证明蛋白质发生了聚集(!+)

$生成大分子聚集体&

A$$
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图 @=核桃衣多酚改性前后 ? 种植物蛋白荧光图谱

?=结=论

从核桃衣中提取的核桃衣多酚通过在碱性条件

下与蛋白质相互作用$能够有效提升蛋白质的溶解

性和抗氧化活性& 添加 %2 .>9>核桃衣多酚可以使

核桃蛋白%小麦蛋白和芝麻蛋白中性条件下的溶解

度分别达到 +@6+%^%%$633^和 +"6&A^& 通过

*c* #_(E,%圆二色光谱和荧光光谱分析初步表征

了蛋白质溶解度提升的机制$主要是由于植物蛋白

与核桃衣多酚的共价结合形成了大分子可溶性聚集

体导致溶解度的改变& 本研究为油料加工副产物脱

脂粕的加工利用提供了新的发展方向$即在核桃粕

加工中通过保留富含多酚类物质的核桃衣或其他脱

脂粕中加入核桃衣多酚的方式$制备溶解度高的天

然来源功能性植物蛋白产品&
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