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摘要!为了对花生蛋白的加工贮藏提供参考!探究了多酚对过氧自由基氧化花生球蛋白的影响& 通

过 !!!w#偶氮二异丁基脒二盐酸盐建立花生球蛋白氧化体系!采用不同浓度的阿魏酸%绿原酸%儿

茶素对氧化体系进行干预!分析多酚对氧化花生球蛋白羰基%游离氨基%巯基%溶解度%浊度和内源

荧光光谱的影响!并对各指标进行了相关性分析& 结果表明'不同浓度的 ' 种多酚干预后!花生球

蛋白的羰基含量不同程度地降低!游离氨基%巯基含量上升!最大内源荧光波长发生红移!浊度增

大!溶解度总体变化较小#相关性热图分析说明蛋白质的功能性与其氧化程度相关& 综上!适量的

多酚可抑制过氧自由基对花生球蛋白的氧化!且 ' 种多酚对氧化体系的干预效果不同!其中绿原酸

抑制花生球蛋白氧化的能力最好&
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EE花生中蛋白质含量高达 !(_ c'&_

(%)

$是人类

植物蛋白的重要来源之一& 花生蛋白根据其溶解特

性可分为水溶性蛋白"%"_#和盐溶性蛋白")"_#

两大类(!)

$其中盐溶性蛋白又包括花生球蛋白

"/'_#%伴花生球蛋白
8

"&_#和伴花生球蛋白
#

"!%_#& 花生球蛋白分子质量为 '$" A 3̂$是花生

("%
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蛋白中最主要的成分$极大程度地决定了花生蛋白

的功能性质(')

&

在花生的贮运过程中$其中的油脂在外界条件

作用下容易发生氧化$产生的醛类%酮类%自由基等

过氧化产物可共价修饰蛋白质$造成蛋白质营养%风

味和品质的下降& 因此$如何延缓或控制食物蛋白

质的氧化已成为食品化学领域亟待解决的重要问

题& 多酚是存在于许多高等植物中的一大类重要代

谢产物的总称$具有抗氧化%抗菌等作用& 研究表

明$植物多酚可干预并阻碍蛋白质的氧化进程(()

$

如'*9@C<KYC等($)研究发现$茶多酚能够结合自由

基$保护猪肉中蛋白质巯基免受自由基的攻击!鞠健

等(&)研究发现$茶多酚能够较好地抑制鲈鱼肌原纤

维蛋白的氧化!胡熠等(/)研究发现$没食子酸能有

效抑制海鳗肌原纤维蛋白的氧化$改善其凝胶的持

水性和微观结构& 目前$多酚干预蛋白质氧化的研

究主要集中在肉类蛋白$而对植物蛋白氧化干预的

研究相对较少&

本文以花生球蛋白为研究对象$通过有氧热分

解产生过氧自由基"f̀ 1̀#对其进行模拟氧化$根

据前期的预实验结果$选择阿魏酸%绿原酸%儿茶素

' 种多酚干预氧化进程$探讨不同浓度的 ' 种多酚

对过氧自由基氧化花生球蛋白的干预作用$以期为

植物蛋白的加工贮藏提供参考&

;<材料与方法

%7%E实验材料

%7%7%E原料与试剂

花生$购于昆明市市场& $$$w#二硫代双"! #

硝基苯甲酸#" F̂OW#%!$!w#偶氮二异丁基脒二盐

酸盐"NNh,#$北京索莱宝生物科技有限公司!!$( #

二硝基苯肼" Ôh,#%邻苯二甲醛" h̀N#%牛血清蛋

白$上海伯奥生物科技有限公司!阿魏酸"XN$ 纯

度
$

)._#%绿原酸"H+N$纯度
$

)._#%儿茶素"H$

纯度
$

)/_#$上海源叶生物科技有限公司&

%7%7!E仪器与设备

$."(f型多功能高速冷冻离心机$ 德国

0[[K@U9Y>公司!Ra#!&"" 紫外可见分光光度计$北

京泰科仪器技术有限公司!P̂ G[K8VY3P3\h5;T'.(

酶标仪$美国W49VKA公司!Q;24@3荧光光度计$美国

赛默飞世尔科技有限公司!P9U;5D9̂ #!'" 冷冻干

燥机$上海木森生物科技有限公司&

%7!E实验方法

%7!7%E花生球蛋白的制备

参考尹可宏等(')的方法并稍加修改& 将花生

仁于 ($d干燥后粉碎$经石油醚脱脂后$过 "7"."

22"%." 目#筛得脱脂花生粉& 按料液比 %i%" 加入

"7"$ 295?Q[,/7) 的 FY4T#,H5缓冲液$搅拌提取

% L后$在 (d%( """ Y?24@下离心 '" 24@$取上清液

并加入O3,G`

'

$于 (d贮存过夜$再离心收集沉淀$

水洗至中性$冻干后即得花生球蛋白&

%7!7!E过氧自由基氧化体系和多酚干预体系的

建立

参考焦铭(.)的方法并略作修改& 以含 "7"$_

叠氮钠的 %" 2295?Q[, /7) 的磷酸盐缓冲液

"hWG#配制质量浓度为 !$ 2C?2Q的花生球蛋白分

散液$添加NNh,使其浓度为 %" 2295?Q"氧化组#$

经 !( L 振荡避光反应%/! L 透析和冻干后$得到过

氧自由基氧化花生球蛋白& 同时$以未添加 NNh,

的作为未氧化组花生球蛋白& 另外$向氧化组体系

中分别加入 ''

!

295?C和 %""

!

295?C的阿魏酸%儿

茶素和绿原酸"添加NNh,后添加#$重复以上操作

后得到多酚干预#氧化花生球蛋白样品&

%7!7'E花生球蛋白样品相关指标检测

%7!7'7%E羰基含量测定

参照-;等( ) )的方法并略作修改& 用 "7"% 295?Q

FY4T#,H5缓冲液将蛋白样品配制成质量浓度为

%" 2C?2Q的溶液$与 %" 2295?Q Ôh,"含 ! 295?Q

,H5#试剂反应后$用质量分数 !"_的三氯乙酸沉

淀$分离出沉淀$用乙酸乙酯 #乙醇溶液"体积比

%i%#洗涤沉淀至无色$再用 & 295?Q盐酸胍溶解后$

在 (d%%! """ Y?24@ 下离心 $ 24@$取上清液于

'/" @2处测定吸光值$同时参照 +W$"")7$*!"%&

测定其蛋白质含量& 按式"%#计算羰基含量&

At5

'/"

B"!!86# j% """ "%#

式中'A为羰基含量$@295?2C!5

'/"

为上清液吸

光值!8为比色光径$82!6为蛋白质含量$2C?2Q&

%7!7'7!E游离氨基含量测定

参照万晨茜等(%") 的方法并稍作修改& 用

"7"% 295?QFY4T#,H5缓冲液将蛋白样品配制成质量

浓度为 ' 2C?2Q的溶液$与 ' 2C?2Q的 h̀N试剂

"乙醇配制#混匀后于室温下反应 ! 24@$于 '(" @2

处测定吸光值$再根据以 D #亮氨酸为标准品绘制

的标准曲线计算游离氨基含量&

%7!7'7'E巯基含量测定

参照M9@CT3:3VU4C;35等( %%)的方法并加以修改&

游离巯基含量测定'用 "7"% 295?QFY4T#,H5缓冲

液将蛋白样品配制成质量浓度为 ' 2C?2Q的溶液$

向其中加入 "7! 295?Q[,.7" 的 FY4T#+5D缓冲液

和 ( 2C?2Q的 F̂OW溶液$于 !$d水浴保温 % L$在

%! """ Y?24@ 下离心%" 24@$取上清液在 (%! @2处

$"%
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测定吸光值"以 "7! 295?Q[,.7" 的FY4T#+5D缓冲

液代替样品溶液作为空白调零#& 总巯基含量测

定'在 "7! 295?Q[,.7" 的FY4T#+5D缓冲液中加入

. 295?Q尿素$其余操作同游离巯基含量测定& 分

别按式"!#和式"'#计算游离巯基含量和总巯基

含量&

A

%

t/$=$' j5

(%!

B6 "!#

A

!

t/$=$' j$='% j5

(%!

B6 "'#

式中'A

%

为游离巯基含量$@295?2C!5

(%!

为样品

的吸光值!6为上清液蛋白质含量$2C?2Q!A

!

为总

巯基含量$@295?2C&

%7!7'7(E溶解度的测定

参照SL3@C等(%!)的方法并稍作修改& 将蛋白

样品以 "7"% 295?Q[,/7( 的hWG 配制成质量浓度

为 % 2C?2Q溶液$并于 (d%. """ Y?24@ 下离心

%$ 24@$取上清液$按+W$"")7$*!"%& 测定其蛋白

质含量& 同时$测定蛋白样品溶液中的蛋白质含量&

按公式"(#计算溶解度&

3 t6

%

B6

!

j%""2 "(#

式中'3为溶解度!6

%

为上清液蛋白质含量!6

!

为

样品溶液中的蛋白质含量&

%7!7'7$E浊度测定

参照H39等(%')的方法并稍作修改& 用 "7"% 295?Q

FY4T#,H5缓冲液将蛋白样品配制成质量浓度为 %"

2C?2Q的溶液$在 %! """ Y?24@下离心 $ 24@$取上清

液于 &"" @2处测定吸光值$以此表征样品的浊度&

%7!7'7&E内源荧光光谱测定

参照 J3@C等(%()的方法并稍作修改& 用 "7"%

295?Q[,/7( 的 hWG 将蛋白样品配制成质量浓度

为 % 2C?2Q的溶液$在 (d%%! """ Y?24@下离心 %"

24@$取上清液于激发波长 !)" @2%发射波长 '"" c

$"" @2下进行荧光扫描&

%7!7(E数据处理与分析

所有实验均进行 ' 次平行实验$采用 0\8K5

!"%"% Ỳ4C4@ !"%.%IWPGhGG GV3V4TV48T!$ 和 f语言

"版本 (7"7(#对数据进行处理%绘图%方差分析和显

著性分析"!k"7"$#&

=<结果与讨论

!7%E多酚对氧化花生球蛋白相关指标的影响

!7%7%E对羰基含量的影响

羰基含量是反映蛋白质氧化程度的重要理化指

标$在氧化体系中$自由基可诱导蛋白质侧链基团氧

化和主肽链断裂$从而导致羰基化合物含量增

加(%$)

& 多酚对氧化花生球蛋白羰基含量的影响如

图 % 所示&

E注'O9@7未氧化组! -̀7氧化组!XN#%7''

!

295?C阿魏酸!

XN#'7%""

!

295?C阿魏酸!H+N#%7''

!

295?C绿原酸!

H+N#'7%""

!

295?C绿原酸! H#%7''

!

295?C儿茶素!

H#'7%""

!

295?C儿茶素& 不同小写字母表示差异显著$

"!k"7"$#&下同

图 ;<多酚对氧化花生球蛋白羰基含量的影响

EE由图 % 可知$花生球蛋白经过氧自由基氧化后

羰基含量显著增大"!k"7"$#& 与氧化组相比$多

酚的干预能显著抑制花生球蛋白羰基的产生$其中

绿原酸的干预效果最好$当绿原酸添加量为 %""

!

295?C时$羰基含量降低 &(7)_& 这是因为多酚的

抑制能力与其结构%浓度和氧化条件有密切关

系(%&)

$绿原酸的高羟基含量赋予其较好的清除自由

基和螯合金属离子的能力(%/)

&

!7%7!E对游离氨基含量的影响

蛋白质氨基酸侧链中含有的*O,*或*O,

!

基

团"如
"

#氨基丁酸#参与羰基的形成$同时羰基又可

与*O,

!

共价结合形成席夫碱$进一步降低游离氨基

的含量(%.)

$所以游离氨基在一定程度上可用来表征

蛋白质结构的展开程度和氧化程度& 多酚对氧化花

生球蛋白游离氨基含量的影响如图 !所示&

图 =<多酚对氧化花生球蛋白游离氨基含量的影响

EE由图 ! 可知$未氧化组的花生球蛋白游离氨基

含量最高$经过氧自由基氧化后$游离氨基含量显著

下降"!k"7"$#& ' 种多酚的干预均可使氧化花生

球蛋白的游离氨基含量不同程度地上升$其中添加

''

!

295?C绿原酸的干预作用最好$游离氨基含量

较氧化组的增加 %$)_$但随着绿原酸浓度的增大

其干预效果反而下降& 这可能是因为绿原酸能与色

氨酸%半胱氨酸等亲核基团反应$转变成醌类化合

物$而醌类化合物中含有大量的反应性亲电分子$这

些分子很容易与蛋白质或氨基酸的官能团进一步共

&"%
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价结合(%&)

$从而导致蛋白质游离氨基含量降低$因

此增大绿原酸的浓度反而降低了蛋白质游离氨基的

含量(%))

& 曹云刚(%&)研究发现$绿原酸在低浓度时

可抑制肌原纤维蛋白的氧化$这与本研究结果相符&

!7%7'E对巯基含量的影响

巯基是蛋白质分子中具有较高反应活性的基

团$其含量变化可显示蛋白质的变性程度(!")

& 多酚

对氧化花生球蛋白巯基含量的影响如图 ' 所示&

图 ?<多酚对氧化花生球蛋白巯基含量的影响

EE由图 ' 可知$花生球蛋白经过氧自由基氧化后

总巯基和游离巯基含量均显著下降"!k"7"$#$表

明蛋白质侧链巯基被氧化成二硫键和半胱氨酸次磺

酸%亚磺酸和磺酸等化合物(!%)

& 与氧化组相比$多

酚的干预使花生球蛋白的总巯基和游离巯基含量不

同程度地上升$其中添加 ''

!

295?C儿茶素时总巯

基含量最高$增幅为 '$7._$添加 ''

!

295?C绿原酸

时游离巯基含量最高$增幅为 %'!7._$但均随添加

量的增大而下降& 这是因为儿茶素与绿原酸均属邻

苯二酚结构$低浓度时酚羟基作为氢供体$与过氧自

由基结合可防止蛋白质进一步被氧化$而当浓度超

过饱和时$多酚因羟基含量高被氧化成醌$花生球蛋

白的巯基进一步与其交联形成巯基 #醌加成物$从

而导致巯基含量减少(!!)

& 张典(!')研究也表明$随

着绿原酸和没食子酸浓度的增大$鸡胸肉肌原纤维

蛋白的巯基含量反而减小&

!7%7(E对溶解度的影响

蛋白溶解度是蛋白质之间%蛋白质与溶剂之间相

互作用的结果$可用于表征蛋白质交联及聚集的程

度$也是蛋白质具有其他功能性质的必要条件(!()

&

多酚对氧化花生球蛋白溶解度的影响如图 (所示&

图 @<多酚对氧化花生球蛋白溶解度的影响

EE由图 (可知$未氧化组花生球蛋白的溶解度最好$

经过氧自由基氧化后$溶解度显著下降"!k"7"$#$这

可能是自由基诱导蛋白质发生了交联聚合(%.)

& 多

酚的干预使花生球蛋白溶解度进一步降低$但总体

上变化较小$且多酚浓度对其无显著影响& 可能是

酚类与蛋白质交联结合$加速了蛋白质的聚集$削弱

了蛋白质与水的相互作用$从而影响了溶解性(!$)

$

f3:K5等(!&)研究发现$大豆蛋白可与酚类化合物形

成稳定的多酚#蛋白质复合物$使其溶解度减小$这

与本研究结果相似&

!7%7$E对浊度的影响

浊度常用于表征蛋白质的聚集程度$可体现溶

液中悬浮粒子的尺寸和数量(!')

& 多酚对氧化花生

球蛋白浊度的影响如图 $ 所示&

图 A<多酚对氧化花生球蛋白浊度的影响

EE由图 $可知$未氧化组花生球蛋白的浊度最低$经

过氧自由基氧化后$浊度显著增大"!k"7"$#$表明氧

化导致花生球蛋白溶液形成了较大的蛋白质聚集体$

而经 '种多酚干预后$浊度均进一步增大$其中添加

%""

!

295?C阿魏酸时浊度最大$较氧化组的浊度增幅

为 /(7/_& 这是因为多酚与蛋白质分子有固定的结合

部位$且当多酚浓度增大时$多酚能持续与蛋白质结合

形成大量难溶复合物$使浊度增大$这与h3Y9543等(!/)

的研究结果相符& 浊度的结果也进一步说明氧化会使

蛋白质分子发生聚集而导致溶解度降低&

!7%7&E对内源荧光光谱的影响

蛋白质的内源荧光主要来源于酪氨酸和色氨酸

残基$其变化程度可反映蛋白质结构的变化程

度(!.)

& 多酚对氧化花生球蛋白内源荧光光谱的影

响如图 & 所示&

图 B<多酚对氧化花生球蛋白内源荧光光谱的影响

/"%
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EE由图 & 可知$花生球蛋白经过氧自由基氧化后

内源荧光强度显著下降"!k"7"$#$且最大内源荧

光波长蓝移$可能是氧化使蛋白质分子聚集$导致色

氨酸残基部分被包埋& 而经绿原酸等多酚干预后$

花生球蛋白的最大内源荧光波长红移$且荧光强度

随浓度的降低有规律地被猝灭$说明多酚与花生球

蛋白结合过程中$发射荧光的色氨酸残基和酪氨酸

残基等所处的微环境发生变化$导致其内源荧光猝

灭$而猝灭效果因多酚种类的不同而显现出差

异(!))

& 贾娜等('")研究发现$在氧化条件下$猪肉肌

原纤维蛋白的荧光强度随没食子酸浓度的降低而减

小$这与本研究的结果相符合&

!7!E各指标相关性分析

相关性热图中聚类距离和相关性系数可反映样

本之间的接近程度& 多酚对氧化花生球蛋白各处理

组的羰基含量%总巯基含量%游离巯基含量%游离氨

基含量%溶解度和浊度的相关性分析如图 / 所示&

图 Q<各指标间的相关性热图

EE由图 /可知$羰基含量与游离氨基含量之间呈显

著负相关"&t#"7(/$!k"7"%#$与游离巯基%总巯基

含量之间均呈极显著负相关"&t#"7./$!k"7"%#$

而游离氨基含量与游离巯基%总巯基含量之间均

呈显著正相关"&t"7&"$!k"7"%#$溶解度与浊度

之间呈极显著负相关"&t#"7./$!k"7"%#& 总

的来看$溶解度与反映蛋白质氧化程度的羰基含

量呈负相关$与反映蛋白质结构和变性程度的游

离氨基%总巯基和游离巯基含量等指标呈正相关$

而浊度则相反$说明蛋白质的功能性质受其氧化

程度影响较大&

?<结<论

过氧自由基氧化可使花生球蛋白的羰基含量和

浊度显著增大$游离氨基含量%总巯基含量%游离巯

基含量%溶解度%内源荧光强度显著下降& 而经不同

浓度的阿魏酸%绿原酸%儿茶素干预后$氧化花生球

蛋白的羰基含量不同程度地降低$游离氨基%总巯基

游离巯基含量上升$最大内源荧光波长发生红移$同

时浊度增大$溶解度总体上变化较小& 相关性热图

分析表明$蛋白质的功能性与其氧化程度相关& '

种多酚对过氧自由基氧化花生球蛋白体系的干预效

果不同$其中绿原酸的氧化抑制效果最好& 因此$在

花生蛋白食品的加工和贮藏过程中$可通过添加适

量多酚以抑制蛋白质氧化带来的不利影响&
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(%') HǸ ,J$ GROfQ$ G,I*f$ KV3570>>K8V9>;5VY3T9@48

9@ VLKTVY;8V;YK3@U ];354VD8L3Y38VKY4TV48T9>];4@93

[Y9VK4@ 9\4U3V49@ 3CCYKC3VKT(*?̀Q)7R5VY3T9@ G9@98LK2$

!"!%$ //' %"$&.$ (!"!! #"( #!))7LVV[T'??U9479YC?

%"7%"%&?=7;5VT9@8L7!"!%7%"$&.$7

(%() JNO+SP$ ,0S$ +NO-$ KV3570>>K8V9>[KY9\D5

Y3U4835T9@ VLKTVY;8V;YK3@U CK5[Y9[KYV4KT9>4T953VKU

Y3<<4V2K3V2D9>4<Y4553Y[Y9VK4@T(*)7I@V*X99U G84FK8L$

!"%.$ $'"%!#' !&./ #!&)&7

(%$) GFN̂ FPNO0f$ Q0aIO0fQ7XYKKY3U4835#2KU43VKU

9\4U3V49@ 9>>YKK324@9384UT3@U 324@9384U YKT4U;KT4@

[Y9VK4@T(*)7N24@9N84UT$ !""'$ !$"'#' !"/ #!%.7

(%&) 曹云刚7植物多酚对肉蛋白氧化稳定性和功能特性的

影响机理及应用( )̂7江苏 无锡' 江南大学$ !"%&7

(%/) +R̀ -$ gIR, ,$ ^̀ O+-f$ KV3570>>K8V9>

8L59Y9CK@48384U 9@ VLK[LDT4898LK248353@U >;@8V49@35

[Y9[KYV4KT9>89YKC9@;T[K5KU 2D9>4<Y4553Y[Y9VK4@ VLY9;CL

LDUY9\D5Y3U48359\4U3V49@(*?̀Q)7P95K8;5KT$ !"%)$ !(

"%/#' '!"$ ( !"!! #"( #!) )7LVV[T'??U9479YC?%"7

'')"?295K8;5KT!(%/'!"$7

(%.) 冉丽丹$ 李文慧$ 赵超$ 等7茶多酚#

%

#环糊精包合

物对羊肚冷藏期间肌原纤维蛋白氧化的影响(*)7食

品科学$ !"!%$ (!"'#' !!/ #!'$7

(%)) 0GFza0SP7hY9VK4@ 83Y<9@D5T4@ 2K3VTDTVK2T' 3YKZ4K:

(*)7PK3VG84$ !"%%$ .)"'#' !$) #!/)7

(!") 周蓓蓓$ 陈小雷$ 鲍俊杰7天然植物对小龙虾仁抗氧

化效果的初步研究(*)7湖北农业科学$ !"%.$ $/"$#'

.$ #.)7

(!%) F,̀ PNG *N$ PNQQIG f*7NC4@C3@U 9\4U3V49@ 9>

YK38V4ZK[Y9VK4@ T;5>LDUYD5T(*)70\[ +KY9@V95$ !""%$ '&

")#' %$%) #%$!&7

(!!) 刘丹7五种植物多酚对氧化环境中猪肉肌原纤维蛋白

结构及凝胶特性的影响 ( )̂7辽宁 锦州' 渤海大

学$ !"%/7

(!') 张典7没食子酸和绿原酸对磷酸化鸡胸肉肌原纤维蛋

白性质的作用研究( )̂7天津' 天津商业大学$ !"%)7

(!() JNO+O$ S,̀ R-O$ JNO+J O$ KV73570>>K8V9>

L4CL 4@VK@T4VD;5VY3T9;@U 9@ VLKTVY;8V;YK3@U T95;<454VD9>

T9D[Y9VK4@ 4T953VK#[K8V4@ 892[5K\(*?̀Q)7R5VY3T9@

G9@98LK2$ !"!%$ ."' %"$.". ( !"!! #"( #!) )7

LVV[T'??U9479YC?%"7%"%&?=7;5VT9@8L7!"!%7%"$.".7

(!$) N̂P̀ N̂fNOG$ hNfeIOeQ$ X0OO0PN`f7

XK@@K23wT>99U 8LK24TVYD(P)7W983f3V9@' HfHhYKTT$

!""/7

(!&) fNJ0Q,P$ HSN*eN $̂ f̀ ,OG7KV357I@VKY38V49@T

9>U4>>KYK@V[LK@9548384UT3@U >53Z9@94UT:4VL T9D[Y9VK4@T

(*)7I@V*W495P38Y9295$ !""!$ '""'#' %'/ #%$"7

(!/) hNf̀ QING$ PNQ0M *$ GNPPMONIe0O f$ KV357

GVY;8V;YK#>;@8V49@354VD9>5K@V45[Y9VK4@ #[95D[LK@95

89@=;C3VKT(*?̀Q)7X99U HLK2$ !"!!$ '&/' %'"&"'

(!"!! # "( # !) )7 LVV[T'??U9479YC?%"7%"%&?=7

>99U8LK27!"!%7%'"&"'7
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