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3种己糖糖基化修饰对豌豆蛋白结构和 

抗氧化活性的影响 

姜  颖 1*, 张  蕾 2, 刘  畅 3, 刘宝慧 1 

(1. 烟台市蓬莱区市场监督管理局执法大队, 烟台  265600; 2. 泰山学院生物与酿酒工程学院, 泰安  271021;  

3. 山东省质量技术审查评价中心有限公司, 济南  250013) 

摘  要: 目的  探究 3 种己糖糖基化修饰对豌豆蛋白结构和抗氧化活性的影响。方法  通过自由氨基含量测

定、内源荧光及表面疏水性变化、ABTS+ꞏ清除能力、DPPHꞏ清除率、Fe2+螯合能力和超氧阴离子自由基清除

能力分析等研究豌豆蛋白糖基化产物的结构和抗氧化活性。结果  经糖基化处理后, 豌豆蛋白的自由氨基含

量降低, 空间结构发生改变, 其中以半乳糖制备的豌豆蛋白糖基化产物 PP-gal 糖基化程度最大。就抗氧化性

而言, PP-gal 具有更好的 ABTS+ꞏ清除能力、DPPHꞏ清除率、Fe2+螯合能力和超氧阴离子自由基清除能力, 即抗

氧化活性最强。结论  本研究可为具有良好抗氧化活性的豌豆蛋白制备提供参考。 
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Effects of glycation modifications with 3 kinds of hexose on the structure and 
antioxidant activity of pea protein 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of glycation modifications with 3 kinds of hexose on the 

structure and antioxidant activity of pea protein. Methods  The structure and antioxidant activity of glycated pea 

protein was analyzed by determining the free amino groups content, endogenous fluorescence and surface 

hydrophobicity changes, ABTS+ꞏ scavenging capacity, DPPHꞏ scavenging rate, Fe2+ chelating capacity and 

superoxide anion radical scavenging capacity. Results  After glycation, the content of the free amino groups of 

glycated pea protein decreased and the advanced structure changed. The glycation degree of pea protein-galactose 

conjugated compound (PP-gal) was the highest compared with others. In terms of antioxidant activity, PP-gal had the 

best ABTS+ꞏ scavenging capacity, DPPHꞏ scavenging rate, Fe2+ chelating capacity and superoxide anion radical 

scavenging capacity, that was, the antioxidant activity was the strongest. Conclusion  This study can provide a 

reference for the preparation of pea protein with good antioxidant activity. 
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0  引  言 

豌豆, 学名 Pisum sativum, 是一种食用广泛的豆科作

物, 中国的豌豆产量在世界上名列前茅, 在中国, 豌豆主

要分布在中部和华北部等地区[1]。豌豆营养丰富, 其淀粉

含量(50%~70%)和蛋白含量(20%~30%)相对较高[2‒3]。目前, 

豌豆主要被用于提取淀粉及其相关产品开发, 随着研究的

深入, 豌豆的加工副产物因富含植物性蛋白而引起科研者

的青睐[4‒6]。 

过量摄入动物性蛋白可能引起心血管疾病和糖尿

病等 [7]。相比于动物性蛋白 , 豌豆蛋白可降低体内胆固

醇含量, 具有一定的保健作用[8]。除此之外, 豌豆蛋白因

具备蛋白质所具有的乳化性、起泡性和抗氧化性等, 被

应用于焙烤制品、休闲食品和饮料生产等领域[9]。然而, 

单纯的豌豆蛋白的抗氧化活性较差 , 因此 , 提高其抗氧

化活性, 扩大其在食品加工领域的应用问题亟待解决。 

本研究以豌豆蛋白作为原料, 加入不同构象的己糖, 

采用干法制备豌豆蛋白糖基化产物, 通过对比不同糖基化

产物的结构和抗氧化性变化情况, 选出提高豌豆蛋白抗氧

化性的最佳还原己糖, 为具有良好抗氧化活性的豌豆蛋白

加工提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

豌豆蛋白(90%, 陕西瑞林帕尼尔生物科技有限公司); 

葡萄糖、半乳糖、果糖、二硫苏糖醇(dl-dithiothreitol, DTT)、

8-苯胺基-1-萘磺酸钠(分析纯, 上海阿拉丁试剂有限公司); 

磷酸缓冲盐溶液 (phosphate buffer saline, PBS)(pH 7.4,   

10 mmol/L)、十二烷基硫酸钠、硼砂(分析纯, 北京索莱宝

科技有限公司); 乙醇(分析纯, 天津市大茂化学试剂厂); 

邻苯二甲醛(o-phthalaldehyde, OPA)、1,1-二苯基-2-三硝基

苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)、2,2-联氮-二(3-

乙基 -苯并噻唑 -6-磺酸 )二铵盐 [2'-azinobis- (3- ethylben 

zthiazoline-6- sulphonate), ABTS]、邻苯三酚、菲洛嗪(色谱

纯, 美国 Sigma 公司)。 

1.2  仪器与设备 

DHG-9070A 电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有限

公司); Leader-A1 型超纯水仪(上海领德仪器有限公司); 

LGJ-1D-80 冷冻干燥机(北京亚泰科隆仪器技术有限公司); 

SynergyH1 型酶标分析仪(美国 Bio Tek 公司); F-7000 型荧

光光谱仪(日本日立公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  豌豆蛋白糖基化产物制备 

将豌豆蛋白(pea protein, PP)溶于 PBS 缓冲液(pH 7.4, 

10 mmol/L)中, 配制成质量浓度为 10 mg/L的溶液, 并按质

量比 1:1分别加入半乳糖(gal)、葡萄糖(glu)和果糖(fru)混匀, 

冻干。将冻干后的混合样品置于 50 ℃烘箱中反应 4 h(饱和

NaCl 溶液)。反应结束后, 经透析冻干得到各豌豆蛋白糖基

化产物, 分别记为 PP-gal、PP-glu 和 PP-fru。 

1.3.2  自由氨基测定 

参照 WANG 等[10]的方法并稍作修改。称取 9.525 g

硼砂和 0.25 g十二烷基硫酸钠于小烧杯中, 用 150 mL蒸馏

水溶解后, 称取 200 mg邻苯二甲醛溶于 5.0 mL乙醇(95%), 

再加入 0.264 g 二硫苏糖醇溶解, 最后用蒸馏水定容到 

250 mL(棕色容量瓶避光), OPA 溶液在 2 h 之内使用。取 

200 μL 样品溶液(1 mg/mL)加入配制好的 OPA 溶液 4 mL, 

室温下避光静置反应 2 min, 于 340 nm 处测定吸光值。以

赖氨酸 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mg/mL 绘制标准

曲线, 根据标准曲线计算各豌豆蛋白糖基化产物中自由氨

基含量(mg/mL)。 

1.3.3  内源荧光测定 

用超纯水将各豌豆蛋白糖基化产物溶解至质量浓

度为 1 mg/mL, 对样品进行内源荧光分析。内源荧光测

定条件为: 激发波长为 280 nm, 发射波长为 300~450 nm, 

激 发 和 发 射 的 狭 缝 宽 度 均 为 5 nm, 扫 描 速 度 为    

1200 nm/min。 

1.3.4  表面疏水性测定 

测定方法参照 ZHANG 等[11]并稍作修改。采用 8-苯胺

基-1-萘磺酸钠作为荧光探针, 测定各豌豆蛋白糖基化产物

的表面疏水性。将各豌豆蛋白糖基化产物稀释为 0.05、0.1、

0.2、0.4、0.8 mg/mL, 然后分别取 6 mL 稀释的样品与 40 μL 

8-苯胺基-1-萘磺酸钠溶液(8 mmol/L)混合, 测定其荧光强

度。测定条件设置为: 发射波长为 400~600 nm, 激发波长

为 390 nm, 发射和激发的狭缝宽度均为 2.5 nm, 扫描速度

为 1200 nm/min, 电压为 400 V。以豌豆蛋白样品质量浓度

(mg/mL)为横坐标, 荧光强度为纵坐标作图, 对曲线采用

线性回归分析进行拟合, 通过计算得到曲线斜率, 即为各

豌豆蛋白糖基化产物的表面疏水性。 

1.3.5  ABTS+ꞏ清除能力测定 

参照 NIE 等 [12]的方法, 测定各豌豆蛋白糖基化产

物的 ABTS+ꞏ清除能力。将 ABTS+ꞏ溶解于 70%乙醇溶液

中并稀释至在 734 nm 时, 其吸光值为 0.7。取 100 µL

样品与 3.9 mL 的 2,2'-联氮双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)

二铵盐[2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate),

 ABTS+ꞏ]溶液混匀, 常温下反应  10 min, 于 734 nm

处测定其 OD 值。ABTS+ꞏ清除能力计算公式如式(1): 

+ 0 sl

0

OD - OD
ABTS = 100%

OD
 清除能力         (1) 

其中 OD0 为超纯水替代样品时的 OD 值, ODs1 为各豌豆蛋

白糖基化产物与 ABTS+ꞏ溶液反应后的 OD 值。 
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1.3.6  DPPHꞏ清除率的测定 

根据 DAULAY 等[13]方法测定样品的 DPPHꞏ清除能力。

以 70%的乙醇溶液配制质量浓度为 0.25 mmol/L 的

DPPHꞏ溶液, 取 100 μL稀释的样品溶液与 100 μL DPPHꞏ溶

液于酶标板(96 孔)上混匀, 室温下避光反应 30 min, 于 

517 nm 处测定吸光值。各豌豆蛋白糖基化产物的 DPPHꞏ清

除率计算公式如式(2):  

    DPPHꞏ清除能力= ቂ1- ቀ൫ODs2-ODc൯/ODbቁቃ ×100%  (2) 
其中, ODs2为 100 μL糖基化样品和 100 μL DPPHꞏ溶液混合

测得的 OD 值, ODc 为 100 μL 样品与 100 μL 70%的乙醇混

合后的 OD 值, ODb 为 100 μL DPPHꞏ溶液与 100 μL 超纯水

混合后的 OD 值。 

1.3.7  亚铁离子(Fe2+)螯合能力测定 

按 1:1:2 (V:V:V)的比例混合适当质量浓度(mg/mL)的

各豌豆蛋白糖基化产物、FeCl2 (2 mmol/L)和菲洛嗪溶液  

(5 mmol/L), 常温下反应 10 min 后于 562 nm 处测定其吸光

值[14]。计算公式如式(3):  

            Fe2+螯合能力=
OD0-ODs3

OD0
×100%          (3) 

其中, ODs3 为加入样品测定的吸光值, OD0 为 PBS 溶液代

替样品测定的吸光值。 

1.3.8  超氧阴离子自由基清除能力测定 

向稀释的各豌豆蛋白糖基化产物溶液中加入 40 μL 邻

苯三酚(25 mmol/L), 混匀后室温下反应 3 min, 快速加入

50 μL 二硫苏糖醇溶液 (50 mg/mL), 混匀后室温反应    

15 min, 于 325 nm 处测定吸光值[15‒16]。计算公式如式(4):  

     超氧阴离子自由基清除能力=
OD0-ODs4

OD0
×100%     (4) 

其中, OD0为超纯水代替样品测定的吸光值, ODs4为加入样

品测定的吸光值。 

1.4  数据处理 

所有实验均重复 3 次, 数据表示为平均值±标准差。

采用 SPSS 26.0 对数据进行统计学分析, 使用 GraphPad 

Prism 8 对数据进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  自由氨基含量 

糖基化反应作为美拉德反应的初级阶段, 发生在蛋

白质分子上的自由氨基和糖类物质的羰基上[17]。因此, 可

以通过测定蛋白质分子中自由氨基的含量变化判断糖基化

程度。图 1 是各豌豆蛋白糖基化产物中自由氨基的含量。

由图 1 可知, 经糖基化反应后, PP 的自由氨基含量下降, 

其中 PP-gal<PP-glu<PP-fru<PP, 结果表明 gal 更容易发生

糖基化反应, glu 次之, fru 最弱。SHAO 等[18]的研究也表明, 

糖基化程度越大, 自由氨基含量就越低。 

2.2  内源荧光分析 

芳香族氨基酸尤其是色氨酸, 是引起蛋白质产生内

源荧光的原因, 而蛋白质结构的改变会引起色氨酸的暴

露或者隐藏, 从而影响蛋白质的内源荧光强弱[19]。蛋白质

发生糖基化反应时 , 其空间结构会发生改变 , 从而引起

内源荧光改变。图 2 为 PP-gal、PP-glu 和 PP-fru 的内源

荧光强度变化图。由图 2 可知, 豌豆蛋白发生糖基化反应

后 , 其内源荧光强度降低 , 这可能是因为糖基化展开了

豌豆蛋白的空间结构, 使得更多的色氨酸暴露于极性水

溶液中, 导致荧光发生猝灭[20]。PP-gal 的内源荧光最低, 

这可能是由于其糖基化程度最高, 更大程度展开豌豆蛋

白的结构, 使更多的色氨酸暴露于水溶液中。这与其自由

氨基含量最低结果一致。 

 
 

 
 

注: a~d 不同字母表示差异显著(P<0.05), 下同。 

图 1  糖基化对 PP 自由氨基的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of glycation on free amino groups of PP (n=3) 
 
 

 
 

图 2  糖基化对 PP 内源荧光的影响 

Fig.2  Effects of glycation on intrinsic fluorescence of PP 

 
2.3  表面疏水性分析 

表面疏水性主要用于评价蛋白质疏水基团在其三级

结构的分布情况。PP-gal、PP-glu 和 PP-fru 的表面疏水性

如图 3 所示, 经糖基化处理后, 豌豆蛋白的表面疏水性变

大, 其中 PP-gal 最大(P<0.05)。这可能是由于糖基化使豌

豆蛋白的三级结构展开, 导致埋藏在蛋白质分子内部的疏

水基团暴露出来, 引起表面疏水性增大[21]。LIU 等[22]研究

也表明, 糖基化程度越深, 其表面疏水性越大。 
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2.4  ABTS+ꞏ清除能力 

ABTS 可被 K2S2O8 氧化成蓝色自由基 ABTS+ꞏ, 当存

在抗氧化剂时, ABTS+ꞏ能被还原成没有颜色的 ABTS。因

此, 可以根据颜色的深浅判断样品的抗氧化能力。由图 4

可知, 与 PP 相比, PP-gal、PP-glu 和 PP-fru 的 ABTS+ꞏ清

除率变大(P<0.05), 其中, PP-gal 最大。这可能是因为一些

碗豆蛋白糖基化产物具有抗氧化性, 可以和 ABTS+ꞏ反应, 

引起其 ABTS+ꞏ自由基降低。其中 PP-gal 的抗氧化性最大, 

可能是因为 PP-gal 糖基化程度最大, 包含更多的抗氧化

物质。 

 

 
 
 

图 3  糖基化对 PP 表面疏水性的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of glycation on surface hydrophobicity of PP (n=3) 
 
 

 
 
 

图 4  糖基化对 PP 的 ABTS+ꞏ清除能力影响(n=3) 

Fig.4  Effects of glycation on ABTS+ꞏ scavenging capacity of PP 
(n=3) 

 

2.5  DPPHꞏ清除率 

DPPHꞏ是一种在 517 nm 处具有强吸收的稳定的单电

子自由基。当 DPPHꞏ被清除后颜色会从深紫色变为黄色或

无色。由图 5 可知, PP 的 DPPHꞏ清除率为 35.62%, 而经糖

基化处理后, PP-gal、PP-glu 和 PP-fru 的 DPPHꞏ清除率分别

为 69.02%、58.45%和 52.58%, 其中, PP-gal 具有更好的抗

氧化活性。 

2.6  Fe2+螯合能力 

PP-gal、PP-glu 和 PP-fru 的 Fe2+螯合能力如图 6 所示。

糖基化处理可有效提高 PP 的 Fe2+螯合能力, 其中 PP-gal

最高(54.42%0.80%), 这可能和 PP-gal 的糖基化程度有关, 

糖基化程度越大 , 生成的抗氧化性物质越多 [23]。这与

ABTS+ꞏ清除能力和 DPPHꞏ清除率结果一致。 

 

 

 
图 5  糖基化对 PP 的 DPPHꞏ清除率影响(n=3) 

Fig.5  Effects of glycation on DPPHꞏ scavenging capacity of PP (n=3) 
 
 

 
 
 

图 6  糖基化对 PP 的 Fe2+螯合能力影响(n=3) 

Fig.6  Effects of glycation on Fe2+ chelating ability of PP (n=3) 
 

 
2.7  超氧阴离子自由基清除能力 

体内的超氧阴离子自由基容易引起体内脂质氧化 , 

加快从皮肤到器官的衰老进程, 严重的可能引起皮肤病变

和癌症等[24‒25]。因此, 研究超氧阴离子自由基的清除能力

意义重大。PP-gal、PP-glu 和 PP-fru 的超氧阴离子自由基

清除能力如图 7 所示。与 PP 相比, PP-gal、PP-glu 和 PP-fru

的超氧阴离子自由基清除能力均有提高, 不同豌豆蛋白糖

基化产物之间存在差异(P<0.05), 且 PP-gal 的清除能力最

强。这与 ABTS+ꞏ清除能力、DPPHꞏ清除率和 Fe2+螯合能力

结果一致。 

3  结  论 

本研究结果显示, PP 与 gal、glu 和 fru 发生糖基化反

应后, 其自由氨基降低、内源荧光强度减弱、表面疏水性

增大, 其中, PP-gal 变化最显著, 表明其糖基化程度最大。
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PP 糖基化产物的 ABTS+ꞏ清除能力、DPPHꞏ清除率、Fe2+

螯合能力和超氧阴离子自由基清除能力增大, 其中 PP-gal

表现更强的抗氧化活性。PP 发生糖基化后其抗氧化活性提

高, 其中以 gal 作为羰基提供源具有更好的作用, 这将为

提高 PP 的抗氧化活性提供理论依据。 

 
 

 
 

 
图 7  糖基化对 PP 超氧阴离子自由基清除能力的影响(n=3) 

Fig.7  Effects of glycation on superoxide anion radical scavenging 
capacity of PP (n=3) 
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