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摘要：油脂体是植物种子储油细胞器，由单层磷脂与界面蛋白共同稳定。为增加油脂体的 ｐＨ稳定
性，选用葡萄糖和乳糖为羰基供体，通过糖基化修饰油茶油脂体的界面结构。通过粒径及Ｚｅｔａ－电
位的变化综合评估油脂体物理稳定性，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳考察油脂体膜蛋白分子质量变化，

采用ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｉｅｒｃｅＢＣＡ试剂盒分析油脂体膜蛋白溶解度的变化，并利用拉曼共聚焦显微
镜观察油脂体界面结构的变化。结果表明：糖基化反应增大了油茶油脂体粒径，但粒径分布更均

一，而Ｚｅｔａ－电位未发生显著变化（ｐ＞０．０５）；葡萄糖和乳糖与油脂体质量比分别为２∶１和５∶１时
糖基化油脂体膜蛋白溶解度最高，分别比对照组（未糖基化油脂体）提升了２６．８倍和１６．１倍。糖
基化后油脂体膜蛋白分子质量小幅增大；拉曼光谱分析表明糖与油脂体膜蛋白成功接枝。综上，糖

基化有利于提高油茶油脂体稳定性。
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　　油茶籽是油茶的主要产油部分，其含有２５％ ～
３５％的油脂，并且油中的不饱和脂肪酸含量很
高［１］。油脂体（ＯＢｓ）是植物种子中重要的储油细胞
器，其结构类似于水包油型乳液。油脂体内核为三

酰甘油酯，稳定内核的天然界面膜由单层磷脂和界

面蛋白组成［２］。这些界面蛋白被统称为油脂体膜

蛋白，主要包括油体蛋白、油体钙蛋白和油体固醇蛋

白。油脂体中不到２％的界面蛋白稳定了７０％以上
的油脂，这主要归功于界面蛋白独特的结构［３］。以

油体蛋白为例，其分子由两亲性Ｎ－末端、中心疏水
区和两亲性Ｃ－末端组成，中心疏水区嵌入油相，两
端的两亲性区域横跨在油水界面处，降低油水界面

张力［４］，从而稳定油脂。油脂体作为一种天然乳液

可直接添加于食品体系中［５］，其稳定性是应用开发

的先决条件，而其稳定性受多种因素的影响，其中应

用环境的 ｐＨ对其稳定性有显著影响。Ｉｗａｎａｇａ
等［６］研究发现，大豆油脂体的等电点在 ｐＨ４．０左
右，在ｐＨ远离等电点（ｐＨ２．０和ｐＨ８．０）时油脂体
粒径较小，为０．３μｍ；ｐＨ为４．０时粒径变大，大多
数油脂体粒径超过１０μｍ，发生了失稳现象，这与界
面蛋白在等电点表面电荷减少、蛋白质易聚集等性

质有关。对油脂体界面蛋白进行改性可提升油脂体

的稳定性，扩大油脂体的应用范围。

糖基化是一种基于美拉德反应的化学改性方

法。美拉德反应是食品制造中一种自发的非酶褐变

反应，其反应初期为羰基化合物（还原糖）和氨基化

合物（氨基酸及蛋白质）之间的缩合反应［７］，反应中

期和反应末期易生成类黑精，危害人体健康。通过

优化糖基化反应条件将美拉德反应控制在反应初

期，可避免有害物质生成并同时改善蛋白质功能性

质。张蓓［８］制备了燕麦分离蛋白 －葡聚糖共聚物，
其稳定的乳液具有更小的液滴粒径和更好的储藏稳

定性，且在不同 ｐＨ条件下共聚物稳定的乳液均具
有最小的粒径。雷苗［９］制备了乳清分离蛋白 －乳
糖共聚物，在ｐＨ５．０时，乳清分离蛋白稳定的乳液
粒径大于 ５００ｎｍ，而共聚物稳定的乳液粒径较小
（３６０ｎｍ）且具有较小的分散系数，表明乳清分离蛋
白－乳糖共聚物稳定的乳液具有更好的稳定性。综
上，糖基化在改善蛋白质界面性质方面具有较大优

势。油脂体表面的界面蛋白具有两亲性，若能改善

其界面性质，可广泛应用于食品添加，目前还未有研

究者将糖基化改性技术应用于界面蛋白性质的改

善，且关于油茶油脂体的研究也较少。

本文以油茶油脂体为主要原料，以葡萄糖和乳

糖为羰基供体，与油脂体膜蛋白 Ｃ－端和 Ｎ－端的
氨基酸在油水界面处发生糖基化反应，通过对油茶

油脂体界面修饰，以增强油茶油脂体物理稳定性。

采用粒径、Ｚｅｔａ－电位、聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）对油茶油脂体的物理稳定性和膜蛋白分子
质量进行评估，并通过拉曼共聚焦显微镜检测界面

结构的变化，以期为实现一种温和、环保的界面蛋白

修饰方法提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料

油茶籽，浙江衢州油茶种子供应商；葡萄糖、乳

糖、尿素、蔗糖、碳酸钠、氢氧化钠、氯化钠、丙酮、石

油醚、氯仿和甲醇，均为分析纯，国药集团化学试剂

有限公司。

ＴＧＬ１６高速离心机，长沙英泰仪器有限公司；
ＳｐｅｃｔｒａＭＡＸ酶标仪，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；
Ｍｉｎｉ－Ｐｒｏｔｅａｎ垂直电泳仪、ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ化学发光
凝胶成像系统，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；ＺＥＮ３６００马尔
文激光粒度仪、ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ动态光散射仪，英
国马尔文仪器有限公司；ＤＸＲ２ｘｉ拉曼共聚焦显微
镜，英国Ｒｅｎｉｓｈａｗ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　糖基化油茶油脂体的制备

油茶油脂体的制备：油茶油脂体的提取和纯化

参考Ｃｈｅｎ等［１０］的方法进行，即称取一定量油茶籽

放入匀浆机，按料液比１∶９的比例加入超纯水匀浆，
８０μｍ（２００目）纱布过滤，向滤液中加入２．５％ 蔗糖
并调节 ｐＨ为１１，室温搅拌３０ｍｉｎ，以６０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ，取上层膏状体。按照料液比１∶５的比
例依次加入８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液和０．０１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３
溶液重复洗涤２次，每次洗涤后以 １００００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ进行分离，最后得到高纯度的油茶油脂体
（对照组）。

糖基化油茶油脂体的制备：将高纯度的油茶油

脂体稀释至质量浓度为０．２ｇ／ｍＬ，将葡萄糖或乳糖
溶液（０．２ｇ／ｍＬ）分别与油脂体悬浮液按照质量比
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５∶１、２∶１、１∶１、１∶２、１∶５的比例混合，调节 ｐＨ为１１。
将共混体系密封置于９０℃油浴条件下反应６０ｍｉｎ，
反应期间以３００ｒ／ｍｉｎ的速度搅拌，以保持宏观均
一。反应结束后，立即取出样品在冰浴中冷却，以

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离上层得到糖基化油
脂体。

１．２．２　油茶油脂体粒径及Ｚｅｔａ－电位的测定
采用马尔文激光粒度仪测定糖基化前后油脂体

的粒度分布，测定条件：油相和水相的反射指数分别

为１．４７（吸光度为０．００１）和１．３３。油脂体的粒径
用体积加权平均直径（ｄ４，３）来表示。将油脂体稀释
２００倍后用动态光散射仪（自动模式）测定其Ｚｅｔａ－
电位。

１．２．３　油茶油脂体膜蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
取４０μＬ糖基化前后的油脂体悬浮液，加入１０

μＬＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白制样专用上样缓冲液，沸水中
加热１０ｍｉｎ使蛋白质变性，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心６０
ｓ，将下层样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析条件：恒流模式；上样量 ５～１０μＬ；浓缩胶
（５％）阶段电压设置为６０Ｖ，运行３０ｍｉｎ；进入分离
胶（１５％）后电压保持６０Ｖ，运行９０ｍｉｎ。取出凝胶
后，倒入适量的考马斯亮蓝 Ｇ２５０染色液染色
３０ｍｉｎ，然后脱色，直至凝胶背景清晰。最后，用凝
胶成像仪拍照并分析。

１．２．４　油茶油脂体膜蛋白溶解度的测定
参考Ｊｉｎ等［１１］的方法提取油茶油脂体膜蛋白。

在油脂体中依次加入冷丙酮、石油醚，涡旋后离心，

去除冷丙酮、石油醚，再加入氯仿 －甲醇（体积比
２∶１）溶液，涡旋后离心，将沉淀置于通风橱中自然
干燥，得到油茶油脂体膜蛋白，室温保存。

称取一定量的油茶油脂体膜蛋白，加入１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ７．０磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ），使其充分溶解。再
根据ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｉｅｒｃｅＢＣＡ试剂盒操作规范，
采用酶标仪测定其在５６２ｎｍ处的吸光度，再根据以
牛血清白蛋白为标准品绘制的标准曲线方程〔ｙ＝
０８３３３ｘ＋０．２１０４（Ｒ２＝０．９９），其中ｘ为牛血清白蛋
白质量浓度，ｙ为吸光度〕计算油脂体膜蛋白溶解度。
１．２．５　ｐＨ对油茶油脂体粒径、Ｚｅｔａ－电位、界面结
构的影响

使用超纯水稀释油脂体 ２０倍，用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液或０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液分别调节 ｐＨ至
２．０、４．０、６．０和８．０。参考１．２．２方法测定样品的
粒径和Ｚｅｔａ－电位。参考Ｃｈｅｎ等［１０］的方法采用拉

曼共聚焦显微镜测定样品的微观结构和界面结构。

观察物镜选用５０倍长焦距镜头，选定特定油水界面

处后，采用７８５ｎｍ波长激光，在６００～３０００ｃｍ－１范
围采集拉曼光谱，数据采集时间为１０ｓ。
１．２．６　数据处理

所有实验均平行测定３次，结果以“平均值 ±
标准偏差”表示。采用 Ｏｒｉｇｉｎ２０１９作图，实验结果
通过ＳＰＳＳ１８软件进行单因素方差分析，显著性水
平为ｐ＜０．０５。
２　结果与讨论
２．１　糖基化对油茶油脂体褐变程度、粒径及Ｚｅｔａ－
电位的影响

褐变是糖基化反应程度的重要评价指标之一。

在糖基化反应过程中，通过观察反应体系颜色的深

浅，可以判断糖基化的反应程度［１２］。糖基化对油茶

油脂体褐变程度的影响如图１所示。

图１　糖基化前后油茶油脂体的褐变程度变化

　　由图１可知，糖基化反应后所有样品均发生明
显褐变，随着加糖量的增加，褐变程度逐渐增大，原

因可能是拥挤的大分子环境可以有效增加蛋白质与

还原糖的接触率，促进糖基化反应［１３］。在糖与油脂

体质量比相同的条件下，乳糖组样品的褐变程度强

于葡萄糖组，说明乳糖与油脂体膜蛋白反应更加剧

烈，能较快进入美拉德反应高级阶段形成褐变物质，

这与赵艳娜［１４］发现的相较于葡萄糖，乳糖具有较高

的反应活性和张蓓［８］发现的在相同反应条件下乳

糖与燕麦分离蛋白反应体系的褐变程度大于葡萄糖

与葡聚糖的实验结果一致。

糖基化对油茶油脂体粒径及Ｚｅｔａ－电位的影响
如图２所示。

由图２可知：对照组的粒径为（４．２９±０．１６）
μｍ，且粒径分布较宽；油茶油脂体与葡萄糖或乳糖
发生不同程度的糖基化反应后，粒径分别增大至

（５３７±０．６２）μｍ和（５．１２±０．６０）μｍ，但无显著差
异（ｐ＞０．０５），糖基化后油茶油脂体粒径分布变窄，
说明粒径分布更加均一。葡萄糖和乳糖对油茶油脂

体粒径的影响具有一定的差异，可能与糖的分子质

量和羟基基团数量不同等有关［１５］。由图２还可知，
糖基化前后油茶油脂体的Ｚｅｔａ－电位未发生明显变
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化（ｐ＞０．０５），可能是由于葡萄糖和乳糖呈电中性，
没有引入过多带电荷基团所致。糖基化前后油茶油

脂体Ｚｅｔａ－电位的绝对值均大于３０ｍＶ，因此油脂
体均保持稳定分散状态［１６］。

乳液稳定性的评价指标有颗粒粒径、粒径分布

以及表面所带电荷等［１７］，其中油脂体粒径变小，粒

径分布较为均一，以及表面所带电荷绝对值变大均

可认为油脂体稳定性提升。综合评定，糖基化修饰

可提升油茶油脂体的稳定性。

　　　　

　　　　
注：不同小写字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同
图２　糖基化前后油茶油脂体的粒径及Ｚｅｔａ－电位变化

２．２　糖基化对油茶油脂体膜蛋白分子质量的影响
糖基化对油茶油脂体膜蛋白分子质量的影响如

图３所示。
由图３可知，对照组油脂体膜蛋白主要由两种蛋

白质组成，分别为油体蛋白，分子质量约为１４ｋＤａ，以
及油体钙蛋白，分子质量约为２６ｋＤａ和３０ｋＤａ，这与
Ｊｉｎ［１１］、Ｆｅｎｇ［１８］等的来源于油茶种子的油脂体界面
蛋白主要由油体蛋白（１３．８～１６．９ｋＤａ）和油体钙

蛋白（２７ｋＤａ）组成的研究结果相似。糖基化后，油
体蛋白和油体钙蛋白的分子质量均小幅增大，原因

是葡萄糖和乳糖接枝到蛋白质上，导致平均分子质

量增加；然而糖基化后蛋白质条带变得模糊，推测原

因为大量糖接枝导致蛋白质质量占比出现一定程度

的下降。这与 Ｚｈａｎｇ等［１９］发现的乳清分离蛋白 －
乳糖共聚物的分子质量从１５ｋＤａ和３０ｋＤａ增加至
１９ｋＤａ和４０ｋＤａ，且条带变得模糊的现象一致。

　　　　
图３　糖基化前后油茶油脂体膜蛋白分子质量的变化

２．３　糖基化对油茶油脂体膜蛋白溶解度的影响
糖基化对油茶油脂体膜蛋白溶解度的影响如图

４所示。
由图４可知，糖基化后，油茶油脂体膜蛋白溶解

度均发生不同程度的提升，原因是糖基化反应中生

成的共聚物引入了亲水性羟基，增强了蛋白质与水

分子之间的相互作用［２０］，进而增加了油脂体膜蛋白

的溶解度。随着葡萄糖添加量的增加，其糖基化油

茶油脂体膜蛋白溶解度呈先增大后减小的趋势，在

葡萄糖与油脂体质量比为 ２∶１时达到最大值，为
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（５３６±１７）μｇ／ｍＬ，与对照组相比提升了 ２６．８倍。
随着乳糖添加量的增加，其糖基化油茶油脂体膜蛋

白溶解度呈逐渐增大的趋势，在乳糖与油脂体质量

比为５∶１时达到最大值，为（３２２±９）μｇ／ｍＬ，与对照
组相比提升了１６．１倍。综上，葡萄糖具有更好的油

脂体膜蛋白水溶性改性效果，对油茶油脂体膜蛋白

溶解度改善效果较明显。因此，选取葡萄糖与油脂

体质量比２∶１以及乳糖与油脂体质量比５∶１作为最
优加糖量进行后续实验。

　　　
图４　糖基化前后油茶油脂体膜蛋白溶解度的变化

２．４　不同 ｐＨ下糖基化前后油茶油脂体的粒径及
Ｚｅｔａ－电位

优选糖与油脂体质量比分别为２∶１的葡萄糖糖
基化油脂体（简称“葡萄糖组”）和５∶１的乳糖糖基

化油脂体（简称“乳糖组”），进一步分析糖基化前后

油茶油脂体在不同 ｐＨ（２．０、４．０、６．０、８．０）下的稳
定性，结果如表１所示。

表１　不同ｐＨ下糖基化前后油茶油脂体的粒径（ｄ４，３）和Ｚｅｔａ－电位

ｐＨ
对照组 葡萄糖组 乳糖组

ｄ４，３／μｍ Ｚｅｔａ－电位／ｍＶ ｄ４，３／μｍ Ｚｅｔａ－电位／ｍＶ ｄ４，３／μｍ Ｚｅｔａ－电位／ｍＶ

２．０ ６．５±０．３ｇ ４４．６±１．２ｄ １４．４±０．６ｄ ３０．８±１．０ｆ １２．５±０．５ｅ ２６．４±１．６ｇ

４．０ ３８．５±０．５ａ ３１．４±０．６ｆ ３７．７±１．４ｂ １７．７±１．０ｈ ２８．８±０．１ｃ １９．４±０．７ｈ

６．０ ４．７±０．０ｈｉ －４８．９±１．３ｃ ５．８±０．０ｇｈ －４０．２±１．０ｅ ９．７±０．８ｆ －５３．７±０．８ｂ

８．０ ４．２±０．０ｉ －６７．５±０．４ａ ５．５±０．０ｇｈ －４９．９±１．６ｃ ９．５±０．１ｆ －４９．８±１．０ｃ

　注：同一个指标不同字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）；Ｚｅｔａ－电位以绝对值分析显著性

　　由表１可知，对照组、葡萄糖组和乳糖组油脂体
的粒径（ｄ４，３）均随 ｐＨ的降低而先增大后减小，在
ｐＨ４．０时达到最大值，原因是 ｐＨ４．０接近油茶油
脂体膜蛋白的等电点，油脂体通过静电引力发生聚

集现象，导致粒径变大。在ｐＨ为２．０、６．０和８．０的
条件下，糖基化油茶油脂体的粒径均大于对照组的，

而在ｐＨ为４．０时，糖基化油茶油脂体的粒径小于
对照组的，其中葡萄糖组为（３７．７±１．４）μｍ，乳糖
组为（２８．８±０．１）μｍ。由于乳液粒径大小是评价
乳液稳定性的重要依据，而粒径较小的颗粒形成的

乳液具有更好的稳定性［２１］，因此糖基化有利于提高

油茶油脂体在ｐＨ４．０处的稳定性。原因是糖的接
枝延长了油脂体膜蛋白的两亲性区域，增大了油脂

体之间的排斥力，且ｐＨ４．０接近等电点，此时油脂
体膜蛋白溶解度最低，处于最疏水状态，从而使糖基

化油脂体粒径在ｐＨ４．０时减小［２２］。

由表１还可知，３组油脂体在 ｐＨ６．０和８．０时
均带负电荷，且绝对值均大于４０ｍＶ。由此可见，糖
基化未明显改变油茶油脂体的电荷性质，但 ｐＨ６．０

和８．０时强大的静电排斥作用可使油脂体保持均匀
分散的状态，增强了体系稳定性；与对照组相比，糖

基化油茶油脂体在ｐＨ４．０时的Ｚｅｔａ－电位减小。
由于油茶油脂体粒径在ｐＨ６．０和ｐＨ８．０的条

件下没有显著差异，因此使用拉曼共聚焦显微镜观

察油茶油脂体在 ｐＨ２．０、４．０和 ６．０时界面结构
变化。

２．５　不同 ｐＨ下糖基化前后油茶油脂体的界面
结构

共聚焦拉曼光谱是将激光聚焦在显微镜观察到

的样品局部结构上形成一个小光斑，以获得该微观

结构部分物质的拉曼散射光谱信息［２３］的一种可用

于原位分析油水界面蛋白结构的新技术。采用拉曼

共聚焦显微镜观察油茶油脂体的微观结构，并探究

糖基化前后油茶油脂体膜蛋白化学键的变化。以糖

与油脂体质量比分别为２∶１的葡萄糖糖基化油脂体
（葡萄糖组）和５∶１的乳糖糖基化油脂体（乳糖组）
进一步分析糖基化前后油茶油脂体在不同ｐＨ（２．０、
４．０、６０）下微观结构的变化，结果如图５所示。
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图５　不同ｐＨ下糖基化前后油茶油脂体
微观结构的变化

　　由图５可知，当ｐＨ从２．０升高到４．０再升高到
６０时，３组油茶油脂体液滴分布依次呈现分散均
匀、聚集、再次分散均匀的变化趋势。ｐＨ６．０时糖
基化前后油茶油脂体均具有最小的粒径，与其２．４
中的粒径测定结果相吻合；在 ｐＨ４．０时，油茶油脂
体发生聚集并失稳，形成不规则的大油滴，而糖基化

油茶油脂体则出现了大团的聚集状，该现象佐证了

糖基化改性可提升油茶油脂体稳定性。

为进一步研究粒径变化背后界面结构的差异，

从显微图片中采集特定部位的拉曼光谱图进行界面

键合分析，结果如图６所示。

图６　不同ｐＨ下糖基化前后油茶油脂体液滴油水界面局部的拉曼光谱扫描图谱

　　由图６可知，油茶油脂体膜蛋白的特征峰包括
酰胺Ⅰ带（１６００～１７００ｃｍ－１）、酰胺Ⅱ带（１４８０～
１５８０ｃｍ－１）和酰胺Ⅲ带（１２３０～１３００ｃｍ－１）［２４］。
葡萄糖特征峰在８００～１３００ｃｍ－１之间［２５］，乳糖的

特征峰在８００～１２００ｃｍ－１之间［２３］。９２０ｃｍ－１处的
峰归因于葡萄糖中Ｃ—Ｏ—Ｃ的振动［２５］，１０８５ｃｍ－１

处的峰归因于乳糖中 Ｃ—Ｏ—Ｃ的伸缩振动［２３］。在

不同ｐＨ条件下，葡萄糖组在９２０ｃｍ－１处出现新的峰，
乳糖组在１０８５ｃｍ－１处出现新的峰，分别为葡萄糖和
乳糖的特征峰，表明在界面处进行了糖基化接枝。

３　结　论
以葡萄糖和乳糖与油茶油脂体界面上的油脂体

膜蛋白发生糖基化反应，探究了糖基化反应对油茶

油脂体界面结构的影响。结果显示：糖基化反应增大

了油茶油脂体的粒径，但粒径分布更加均一，Ｚｅｔａ－电
位未发生显著变化（ｐ＞０．０５）。糖基化改性后，油
茶油脂体膜蛋白分子质量小幅增大。糖与油脂体质

量比分别为２∶１和５∶１时，糖基化油脂体膜蛋白溶
解度提升了２６．８倍（葡萄糖）和１６．１倍（乳糖），葡
萄糖具有更好的油茶油脂体膜蛋白水溶性改善效

果。糖基化使油茶油脂体在接近等电点（ｐＨ４．０）
处的粒径显著减小（ｐ＜００５），提升了油茶油脂体
的稳定性。综上，糖基化有利于提升油茶油脂体的

稳定性，为绿色、高效、原位糖基化修饰界面蛋白提

供了理论依据，但油茶油脂体膜蛋白在油水和气液

等界面处的分布行为还需进一步深入系统研究。
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