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摘要：为解析黑芸豆分离蛋白（Ｂｌａｃｋｋｉｄｎｅｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ，ＢＫＰＩ）绿原酸（Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ＣＡ）复合体系中

ＣＡ对 ＢＫＰＩ功能性质的影响，研究了不同 ＣＡ添加量（００５、０１５、０２５ｇ／（１００ｍＬ））与 ＢＫＰＩ相互作用后对 ＢＫＰＩ结

构及抗氧化特性和乳化特性的影响。采用动态光散射、荧光光谱和红外光谱等技术，研究流体动力学半径、内部结

构特性及蛋白空间结构的变化。结果表明，随着 ＣＡ添加量增加，复合物中多酚结合量与浊度增加，游离氨基含量

减少，其溶液液滴粒径分布更加均匀。ＣＡ与 ＢＫＰＩ的相互作用可以改变 ＢＫＰＩ的空间结构，二级结构中 α螺旋与无

规则卷曲的相对含量降低，β转角的相对含量增加。随着 ＣＡ添加量的提高，复合物乳化性及抗氧化性显著提高

（Ｐ＜００５），当 ＣＡ添加量为 ０２５ｇ／（１００ｍＬ）时，复合物的乳化性和抗氧化性最优。这表明在乳液食品体系中，ＣＡ

ＢＫＰＩ复合物可被用作有效的抗氧化剂和潜在的乳化剂。
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０　引言

黑芸豆不仅富含蛋白质、多糖、维生素等多种营

养成分，还含有皂苷、尿毒酶等独特成分，具有提高

人体自身免疫能力、激活淋巴 Ｔ细胞、抑制肿瘤细
胞的恶化、促进脱氧核苷酸的合成等功能

［１］
。黑芸

豆分离蛋白（Ｂｌａｃｋｋｉｄｎｅｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ，ＢＫＰＩ）
是一种全价蛋白，含有 ８种人体必需氨基酸与丰富
的铁、钙、碳水化合物及多种微量元素等营养物质，

具有很高的药用价值，是一种新兴植物蛋白资

源
［２］
。然而，碱溶酸沉提取方式固有的缺陷致使

ＢＫＰＩ虽有较好的热稳定性与凝胶特性，但乳化特性
较差

［３］
，限制了其在食品工业中的应用。

研究表明，植物资源中获得的酚类化合物可以

作为金属离子螯合剂、氢供体、单线态氧猝灭剂或还

原剂
［４］
。在这些酚类化合物中，绿原酸（Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ，ＣＡ）是最常见的水溶性多酚，通常可作为调味
剂添加到食品中

［５］
。这些酚类化合物易被氧气、臭

氧或多酚氧化酶氧化成醌，醌可以形成二聚体，或直

接通过共价（Ｃ—Ｎ或 Ｃ—Ｓ）或氢键与蛋白质氨基
的侧链反应

［６］
。文献［７］研究表明，酚类化合物可

通过共价交联显著提高明胶的乳化活性指数和抗氧

化活性。因此，酚类化合物可以充当蛋白质的交联

剂，与蛋白质相互作用形成稳定的复合物，这些复合

物对变性剂的破坏作用具有一定抗性
［８］
。

近年来，研究者对蛋白与多酚的复合进行了相

关研究。如，文献［９］研究了绿原酸和凝乳蛋白的
互作机制，发现绿原酸可以提高蛋白的抗氧化性；文

献［５］研究发现，低浓度的绿原酸通过介导蛋白质
的结构修饰能够提高氧化诱导的肌原纤维蛋白凝胶

特性。文献［１０］研究发现，碱性条件下绿原酸与乳
铁蛋白复合，蛋白的二级结构发生改变，乳化性增

强。可见，绿原酸对蛋白结构的修饰可以改善蛋白

质的功能特性。这些研究多数聚焦于动物蛋白，对

于菜豆蛋白在碱性条件下与多酚作用的研究尚未见

报道。

本文选用不同质量浓度 ＣＡ，在碱性条件下与
ＢＫＰＩ互作以形成 ＣＡ ＢＫＰＩ复合物，通过接枝量与
反应基团的变化验证蛋白与多酚的结合程度，对改

性后复合物的结构变化进行研究，揭示结构对乳化

性质与抗氧化特性的影响，以期为高乳化性和高抗氧

化性ＣＡ ＢＫＰＩ的开发提供技术支持与理论基础。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
黑芸豆市售；绿原酸（纯度 ９９％以上），　上海源

叶生物科技有限公司；福林酚试剂，１，１二苯基２吡
咯基肼（１，１ｄｉｐｈｅｎｙｌ２ｐｙｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ），美国
Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ公司；Ｌ亮氨酸、邻苯二甲醛（ＯＰＡ）、
盐酸、氢氧化钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、甲醇（均

为分析纯），北京新光化工试剂厂；其它试剂均为分

析纯。

１２　仪器与设备

ＡＬ２０４型分析天平，梅勒特 托利多仪器（上

海）有限公司；ＰＨＳ ３Ｃ型实验室 ｐＨ计，中国上海
雷磁公司；Ｆ ４５００型荧光分光光度计，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ
公司；ＴＵ １８００型紫外 可见分光光度计，北京普析

通用仪器有限责任公司；ＪＪ １型增力电动搅拌器，
江苏金城国胜仪器厂；Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ型台式高速冷冻
离心机，美国贝克曼公司；ＩＲＴｒａｃｅｒ １００型傅里叶
变换红外光谱，日本岛津公司。

１３　方法
１３１　黑芸豆分离蛋白的制备

根据文献［１１］的方法，将黑芸豆去皮磨粉，过
６０目筛，用正己烷脱脂，将脱脂豆粉分散于去离子
水中，液料比 １０ｍＬ／ｇ，用 ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节
ｐＨ值至９０，搅拌１ｈ，９０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取其
上清液，然后用２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液调节 ｐＨ值至４５，
得到 蛋 白 沉 淀 物，将 蛋 白 沉 淀 物 水 洗 ３次，
６５００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ得到沉淀物，将沉淀物溶解
后，用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ值至中性，冻干，
即得黑芸豆分离蛋白，使用凯氏定氮测定蛋白含量，

蛋白质量分数为（９０６２±０５９）％。
１３２　蛋白 多酚共价复合物的制备

参照文献［１２］制备共价复合物的方法，稍作修
改。将１ｇＢＫＰＩ粉末溶解于 ５０ｍＬ去离子水中，调
节 ｐＨ值至 ９０，在 ４℃下搅拌 ２４ｈ，以确保完全水
合，然后分别将００５、０１５、０２５ｇＣＡ溶解于 ５０ｍＬ
去离子水中并搅拌，将溶液 ｐＨ值调节到 ９０，避光，
与空气接触，将蛋白溶液与多酚溶液 １∶１等体积混
合，将两种混合溶液室温（２０℃）下连续搅拌反应
２４ｈ，并维持 ｐＨ值为 ９０，加入 ００２％叠氮化钠以
防止微生物的生长，然后用３０００Ｗ的透析袋在４℃
下用去离子水透析４８ｈ以除去未结合的绿原酸，将
透析袋中的剩余混合液冻干，得到蛋白 多酚共价复

合物，置于干燥器中备用，分别标记为 ００５ＣＡ
ＢＫＰＩ、０１５ＣＡ ＢＫＰＩ、０２５ＣＡ ＢＫＰＩ。
１３３　多酚接枝量测定

采用福林酚法测定样品中绿原酸的含量
［１３］
。

首先，取１ｍＬ样品溶液（１ｍｇ／ｍＬ）于试管内，加入
５ｍＬ福林酚试剂（体积分数 １０％），旋涡混匀，静置
５ｍｉｎ后，加入 ４ｍＬＮａ２ＣＯ３溶液（００７５ｇ／ｍＬ），旋
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涡混匀，置于 ２５℃水浴锅中振荡 ２ｈ后，在 ７６５ｎｍ
波长条件下测定吸光度，并对照绿原酸标准曲线计

算样品中绿原酸的含量。

１３４　荧光光谱测定
根据文献［１４］的方法，稍作修改。对 ＢＫＰＩ、

ＣＡ ＢＫＰＩ进行三维荧光光谱测定，使用 Ｆ ４５００
型光度计，在连续扫描模式下，发射光谱范围为

２００～５００ｎｍ，激发波长设定为２００～３５０ｎｍ，并进行
总共１６次扫描，进行光谱分析。
１３５　傅里叶变换红外光谱

用 ＩＲＴｒａｃｅｒ １００型傅里叶变换分光光度计在
室温下记录 ＢＫＰＩ与 ＣＡ ＢＫＰＩ的红外光谱。将样
品与 ＫＢｒ混合，然后压片。在５００～４０００ｃｍ－１

的范

围内记录光谱，分辨率为 ４ｃｍ－１
。采用 Ｐｅａｋｆｉｔ４０

软件，高斯曲线拟合方法拟合 α螺旋、β折叠、β转
角和无规则卷曲的特征峰

［１５］
，分析其含量。

１３６　自由氨基含量测定
根据文献［１６］的方法测定自由氨基含量。配

制邻苯二甲醛（ＯＰＡ）溶液：准确称取 ４０ｍｇＯＰＡ溶
解于１ｍＬ甲醇中，分别加入 ００１ｇ／ｍＬ的 ＳＤＳ（十
二烷基硫酸钠）溶液２５ｍＬ、０１ｍｏｌ／Ｌ的硼砂溶液
２５ｍＬ、１００μＬβ巯基乙醇，最后用蒸馏水定容到
５０ｍＬ容量瓶中。测定时，取ＯＰＡ溶液４ｍＬ于试管
中，分别加入２００μＬ样品液，混匀后于 ３５℃反应
２ｍｉｎ，在３４０ｎｍ处测定其吸光度，以在 ＯＰＡ试剂中
加入２００μＬ水为空白对照，并用 Ｌ亮氨酸制作标准
曲线，根据其吸光度分析自由氨基含量。

１３７　粒径分布的测定
利用 Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００型激光粒度仪对 ＢＫＰＩ和

ＣＡ ＢＫＰＩ共价复合物溶液样品进行粒径分布测
定。颗粒折射率 １４５，分散剂折射率 １３３，吸收参
数０００１。实验采用体积平均直径 Ｄ４，３表征液滴粒

度大小
［１７］
。

１３８　Ｚｅｔａ电位测定
采用 Ｚｅｔａ电位仪测定样品的 Ｚｅｔａ电位，将

ＢＫＰＩ与 ＣＡ ＢＫＰＩ共价复合物进行适度稀释，上样
体积为 １ｍＬ，测定温度为 ２５℃，温度平衡时间为
２ｍｉｎ［１７］。
１３９　浊度测定

将待测样品适当稀释后（样品质量浓度为

５ｍｇ／ｍＬ）倒入石英比色皿中，并利用紫外分光光度
计在波长 ６００ｎｍ处对样品进行测定，在 ２５℃条件
下测量浊度

［１８］
。

１３１０　乳化活性与乳化稳定性测定
文献［１７］的方法稍作修改。将上述样品溶液

用磷酸盐缓冲液稀释（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ７０）至蛋

白质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ，将稀释的样品以体积比３∶１
溶解于葵花油中，使用高剪切均质机以１００００ｒ／ｍｉｎ
均质１ｍｉｎ形成乳状液，立即从其乳状液底部提取
５０μＬ的乳液分散于０１％的 ＳＤＳ溶液稀释１００倍。
经旋涡振荡后用分光光度法在波长 ５００ｎｍ处测定
样品的吸光度 Ａ５００ｎｍ，用相同浓度 ＳＤＳ溶液作为空
白对照。经 １０ｍｉｎ后再次测量其吸光度。乳化活
性指数和乳化稳定性指数计算公式为

ＥＡＩ＝
２×２３０３Ａ０Ｄ
１００００θＬＣ

（１）

ＥＳＩ＝
１０Ａ０
Ａ０－Ａ１０

（２）

式中　ＥＡＩ———乳化活性指数，ｍ
２／ｇ

ＥＳＩ———乳化稳定性指数，ｍｉｎ
Ｄ———稀释倍数，取１００
θ———油相体积分数，取０２５
Ｌ———比色杯厚度，取１ｃｍ
Ｃ———蛋白质质量浓度，ｍｇ／ｍＬ
Ａ０、Ａ１０———在０、１０ｍｉｎ乳状液的吸光度

１３１１　抗氧化性的测量
根据文献［１９］的方法测量 ＤＰＰＨ自由基清除

活性，稍作修改。用乙醇配制 ０１５ｍｍｏｌ的 ＤＰＰＨ
溶液，取 １５ｍＬ样品加入到 １５ｍＬ的 ＤＰＰＨ乙醇
溶液中，室温避光反应 ６０ｍｉｎ，随后检测在 ５１７ｎｍ
处的吸光度，用 Ｔｒｏｌｏｘ绘制标准曲线，以 Ｔｒｏｌｏｘ质量
摩尔浓度（单位：μｍｏｌ／ｇ）表明其抗氧化能力。
１４　数据统计

所有实验重复 ３次，实验结果采用平均值 ±标
准差表示。利用 ＳＰＳＳ２０软件进行 ＡＮＯＶＡ差异显
著性分析及相关分析，当 Ｐ＜００５时，差异性显著。
利用 Ｏｒｉｇｉｎ２０１８进行制图。

２　结果与讨论

２１　多酚接枝量与反应基团分析
为表征 ＢＫＰＩ与不同浓度 ＣＡ的结合量，通过

建立绿原酸标准曲线，用福林酚检测复合物中 ＣＡ
的接枝量，结果表明，随着绿原酸含量的增加，与

ＢＫＰＩ结合的多酚质量摩尔浓度分别为（５４６±
３９２）ｎｍｏｌ／ｍｇ、（７４８５±２３３）ｎｍｏｌ／ｍｇ、（９８７６±
２５３）ｎｍｏｌ／ｍｇ。可 以 得 知，绿 原 酸 添 加 量 为
０２５ｇ／（１００ｍＬ）时，接枝量达到最大。绿原酸分子
含有３个醇羟基和 ２个酚羟基，在碱性条件下酚羟
基可以氧化为醌与氨基酸残基反应，形成强而稳定

的共价键（Ｃ—Ｎ，Ｃ—Ｓ），进而使 ＣＡ与 ＢＫＰＩ发生紧
密结合

［６，１２］
。

由于多酚在 ｐＨ值为 ９０和有氧的情况下极易
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氧化成醌，与蛋白接触时，可以与蛋白的侧链氨基酸

等亲核基团发生反应，形成共价键 （Ｃ—Ｎ，Ｃ—
Ｓ）［６，１２］。不同质量浓度的 ＣＡ ＢＫＰＩ共价复合物自
由氨基含量测定结果表明，蛋白 多酚共阶复合物的

自由氨基含量显著低于对照蛋白，ＢＫＰＩ、００５ＣＡ
ＢＫＰＩ、０１５ＣＡ ＢＫＰＩ、０２５ＣＡ ＢＫＰＩ自由氨基质
量摩 尔 浓 度 分 别 为 （０４９３±０００６）ｎｍｏｌ／ｍｇ、
（０３８１±０００５）ｎｍｏｌ／ｍｇ、（０３１７±０００５）ｎｍｏｌ／ｍｇ、
（０２５１±０００３）ｎｍｏｌ／ｍｇ，相比对照 ＢＫＰＩ，自由氨
基含量分别减少了 ２２７２％、３５７０％、４９０９％，表
明随着绿原酸浓度增大，蛋白与绿原酸反应程度增

大，共价结合程度增加。文献［２０］研究了猪骨蛋白
水解物与芦丁的共价结合作用，发现蛋白的自由氨

基含量减少，且该方法中使用了 １％ ＳＤＳ，ＳＤＳ可以
破坏蛋白多酚之间形成的非共价键，因此可知，蛋

白 多酚共阶复合物中自由氨基残基含量的减少可

能是由于与多酚发生共价结合导致的。

图 １　不同质量浓度 ＣＡ ＢＫＰＩ结合物三维荧光光谱图

Ｆｉｇ．１　ＴｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＡ ＢＫＰＩｃｏｍｐｌｅｘｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２２　荧光光谱分析
图１为 ＢＫＰＩ与 ＣＡ ＢＫＰＩ三维荧光光谱图，

ｐｅａｋａ（λＥｘ＝λＥｍ）是瑞利散射峰，ｐｅａｋｂ（２λＥｘ＝
λＥｍ）是二阶散射峰，ｐｅａｋ１（λＥｘ ＝２８０ｎｍ，λＥｍ ＝
３３０ｎｍ）主要代表蛋白中酪氨酸残基和色氨酸残基
的变化

［２１］
，其中 λＥｘ和 λＥｍ表示激发波长和发射波

长。色氨酸荧光强度的改变表征了蛋白的三级结构

的改变，蛋白质疏水基团内部主要包裹着色氨酸，当

蛋白与多酚形成复合物以后，色氨酸残基暴露，多酚

经碱处理氧化为醌与部分氨基酸残基反应，进而导

致荧光强度降低
［１７］
。如图 １所示，随着绿原酸浓度

的增加，等高线显示峰的颜色变浅，且根据 ｐｅａｋ１
处荧光强度计算得知，与未加绿原酸的对照蛋白相

比，００５ＣＡ ＢＫＰＩ、０１５ＣＡ ＢＫＰＩ、０２５ＣＡ ＢＫＰＩ
的 ｐｅａｋ１处 荧 光 强 度 分 别 降 低 了 ７２３２％、
８３４６％、９２１７％，表示黑芸豆蛋白的荧光强度随着
绿原酸的加入逐渐降低，黑芸豆蛋白与绿原酸的结

合力逐渐增强。此外，ｐｅａｋ２（λＥｘ＝２３０ｎｍ，λＥｍ ＝

３３０ｎｍ）主要代表多肽链骨架的特征峰［２２］
，由图可

知，在绿原酸和蛋白结合之后，峰的面积和强度变

弱，０２５ＣＡ ＢＫＰＩ的荧光强度降低最为明显，这表
明随着绿原酸的加入，蛋白多肽链骨架伸展，当蛋白

与多酚形成共价复合物时，绿原酸使蛋白的结构发

生改变。

２３　红外光谱分析
通过红外光谱（ＦＴＩＲ）分析来证明蛋白与多酚

之间的共价结合，不同样品的 ＦＴＩＲ光谱如图 ２所
示，ＢＫＰＩ表现出几个特征峰，３２７８６３ｃｍ－１

（酰胺 Ａ
带，Ｎ—Ｈ 键 的 拉 伸 振 动 和 氢 键 的 吸 收 峰）、
１６３４３１ｃｍ－１

（酰胺Ⅰ带区，Ｃ—Ｏ键之间的伸缩振
动）和１５１９７６ｃｍ－１

（酰胺Ⅱ带区，Ｃ—Ｎ键的拉伸
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振动、Ｎ—Ｈ键的弯曲振动）［２３］。与对照 ＢＫＰＩ相
比，００５ＣＡ ＢＫＰＩ、０１５ＣＡ ＢＫＰＩ、０２５ＣＡ ＢＫＰＩ
酰胺 Ⅰ 带 的 吸 收 峰 均 发 生 了 蓝 移，分 别 从
１６３４３１ｃｍ－１移至 １６３５１０、１６３９００、１６３９０１ｃｍ－１，
其中，样品０２５ＣＡ ＢＫＰＩ的酰胺Ⅰ带变化最为明
显，这表明了多酚与蛋白的复合消耗了蛋白的氨基

酸残基，这与蛋白氨基酸残基变化的结果一致。

图２　ＢＫＰＩ与 ＣＡ ＢＫＰＩ复合物的傅里叶变换红外光谱

Ｆｉｇ．２　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＢＫＰＩａｎｄＣＡ ＢＫＰＩｃｏｍｐｌｅｘｅｓ
　
ＢＫＰＩ及 ＣＡ ＢＫＰＩ共价复合物样品的不同二

　　

级结构相对含量如表 １所示，ＢＫＰＩ含有 １７７４％
的 α螺旋、２８５１％的 β转角、３２７９％的 β折叠、
２０９５％的无规则卷曲，不同浓度的多酚反应体系
中蛋白的二级结构均发生显著变化，随着多酚的

添加，α螺旋与无规则卷曲相对含量显著降低，β
转角相对含量显著增加，样品 ０２５ＣＡ ＢＫＰＩ二级
结果改变最为显著，相比对照 ＢＫＰＩ，α螺旋与无规
则卷曲相对含量分别降低到 １４０７％、１５６７％，β
转角相对含量增加到 ３７７９％。样品 ０２５ＣＡ
ＢＫＰＩ的荧光强度变化也最为显著，这与荧光的结
果相同，表明多酚与蛋白共价结合可以使蛋白解

折叠，使得部分蛋白结构展开
［２４］
。文献［１３］研究

了南瓜蛋白和焦性没食子酸的共价结合，蛋白的

二级结构 α螺旋与无规则卷曲相对含量显著降
低。α螺旋形成和稳定性受蛋白侧链的分子量和
电荷状态的影响，另外极性基团或带电基团与氨

基酸侧链的连接对 β转角结构的形成具有促进作
用，因此，从这一方面也证明了 ＣＡ ＢＫＰＩ复合物
是共价结合的

［２５］
。

表 １　不同质量浓度 ＣＡ ＢＫＰＩ复合物二级结构相对含量

Ｔａｂ．１　ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣＡ ＢＫＰＩｃｏｍｐｌｅｘｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ％

样品 α螺旋 β转角 β折叠 无规则卷曲

ＢＫＰＩ （１７７４±０２３）ａ （２８５１±１０５）ｂ （３２７９±０１４）ａ （２０９５±０２６）ａ

００５ＣＡ ＢＫＰＩ （１５５０±０３３）ｂ （３６５５±１２２）ａ （３１２４±０６１）ｂ （１６２３±０１５）ｂ

０１５ＣＡ ＢＫＰＩ （１４３７±０１２）ｃ （３８２２±１３４）ａ （３１８４±０８５）ａｂ （１５５５±０１６）ｃ

０２５ＣＡ ＢＫＰＩ （１４０７±０１８）ｃ （３７７９±１１１）ａ （３１４５±０３４）ｂ （１５６７±０１３）ｃ

　　注：同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜００５）。

图 ３　ＢＫＰＩ与 ＣＡ ＢＫＰＩ的粒径分布

Ｆｉｇ．３　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＢＫＰＩａｎｄＣＡ ＢＫＰＩ

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ

２４　粒径电位分析
图３为 ＢＫＰＩ和 ＣＡ ＢＫＰＩ共价复合物的粒径

分布，粒径分布可以体现出体系的稳定性，由图可

知，共价复合物的粒径主要呈单峰分布，表明所形成

的体系较稳定。随着绿原酸浓度的增加，共价复合

物的平均粒径减小，ＢＫＰＩ、００５ＣＡ ＢＫＰＩ、０１５ＣＡ
ＢＫＰＩ、０２５ＣＡ ＢＫＰＩ的平均粒径分别为（２０３４±
１０３２）ｎｍ、（１８０８±１５９２）ｎｍ、（１５５９±４７）ｎｍ、
（１３４９±２６５）ｎｍ。文献［２６］研究表明，蛋白与多

酚共价复合后可改变蛋白性质，复合物的粒径更为

均一，蛋白与多酚内部连接更加紧密，本研究与其结

果一致。

蛋白与复合物的电位结果显示，未加入绿原酸的

蛋白电位为低负电性，电位为（－１９５±１０１）ｍＶ。随
着绿原酸浓度的增加，共价复合物呈现出带有较高

的负电性，这表明绿原酸中和了蛋白的正电荷，使蛋

白共价结合后呈现出较高的负电性，电位分别为

（３０７±３５２）ｍＶ、（３２３±３１９）ｍＶ、（３８７±
１７４）ｍＶ。当绿原酸添加量为０２５ｇ／（１００ｍＬ）时，共
价复合物带有最强的负电荷，其粒子之间的相互斥力

也最强，粒径最小，与粒径分布结果一致。文献［１７］研
究了大豆蛋白与花青素的共价复合，结果表明，共价复

合后蛋白的负电性显著增强，粒径分布均一。

２５　浊度分析
浊度通常用于研究蛋白质或水解产物与酚类化

合物之间通过共价或非共价相互作用的复杂行为，

浊度的增加是蛋白与多酚交联的重要表现形式
［８］
。

从不同浓度的 ＣＡ改性 ＢＫＰＩ溶液的浊度变化结果
可知，在 ６００ｎｍ处测定的 ＢＫＰＩ、００５ＣＡ ＢＫＰＩ、
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０１５ＣＡ ＢＫＰＩ、０２５ＣＡ ＢＫＰＩ的浊度分别为
００７、０４１１、０８９５、１１３８。可以得知，与对照组
（ＢＫＰＩ）相比，随着 ＣＡ浓度的增加，浊度显著增强，
表明蛋白和多酚发生交联作用

［２７］
。文献［８］报道，

浊度的增加是由于酚类化合物的加入和蛋白发生交

联引起的。文献［２８］也表明，ＣＡ可作为一种蛋白
质交联剂，介导蛋白进行共价复合，特别是在较高水

平的 ＣＡ时。多酚与多肽的巯基或氨基侧链通过共
价 Ｃ—Ｓ或 Ｃ—Ｎ键形成二聚体或共价缀合物，猪血
浆蛋白和 ＣＡ之间通过共价相互作用诱导微聚集，
从而导致浊度增加。

２６　乳化活性与乳化稳定性分析
乳化活性指数（ＥＡＩ）与乳化稳定性指数（ＥＳＩ）

分别反映 ＣＡ ＢＫＰＩ复合物形成油 水界面的能力

和形成小液滴的抗应变能力。复合物的乳化性受多

种因素的影响，如多酚的结合量、蛋白的柔性等
［２９］
。

ＢＫＰＩ与ＣＡ ＢＫＰＩ的乳化特性如图４（图中不同大、
小写字母分别表示乳化稳定性指数、乳化活性指数

差异显著）所示，随着 ＣＡ浓度的增加，共价复合物
的 ＥＡＩ、ＥＳＩ显著增强，由于 ＣＡ与 ＢＫＰＩ共价结合，
蛋白的二级、三级结构发生改变，疏水氨基酸处的环

境发生改变，多肽链伸展，使蛋白的亲水亲油性增

强，从而降低了油相与水相之间界面张力，形成更稳

定的界面膜，增大复合物的乳化性
［６］
。当绿原酸添

加量为０２５ｇ／（１００ｍＬ）时，复合物的 ＥＳＩ、ＥＡＩ与单
纯蛋白相比分别增加了 ２９０６％，７２８８％，这与粒
径电位的研究结果一致，０２５ＣＡ ＢＫＰＩ具有较强
的负电荷和较小的粒径，从而具有更强的乳化活性

与乳化稳定性。然而，其乳化活性较 ０１５ＣＡ
ＢＫＰＩ时变化差异不显著，这可能是绿原酸添加量为
０２５ｇ／（１００ｍＬ）时，蛋白接枝较多的亲水性多酚变

图 ４　ＢＫＰＩ与 ＣＡ ＢＫＰＩ复合物的乳化活性指数和

乳化稳定性指数

Ｆｉｇ．４　ＥＡＩａｎｄＥＳＩｏｆＢＫＰＩａｎｄＣＡ ＢＫＰＩｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ
　

得更加亲水，进而改变了油水平衡，降低了其乳化活

性。结果与文献［６］研究的一致，蛋白与多酚共价
复合可以改变蛋白的结构和表面电荷，从而提高复

合物的乳化特性。文献［２８］还表明，当绿原酸的浓
度在一定范围内持续增加时，猪血浆蛋白疏水性降

低，猪血浆蛋白的乳化活性变化不明显，乳化稳定性

持续增加。

２７　抗氧化性分析

ＤＰＰＨ广泛用于评估蛋白质的抗氧化活性。
ＢＫＰＩ的 ＤＰＰＨ自由基清除活性被测定，对照组
（ＢＫＰＩ）的 ＤＰＰＨ自由基清除活性为 ８２５７μｍｏｌ／ｇ。
随着 ＣＡ添加量的增加，ＢＫＰＩ的 ＤＰＰＨ自由基清除
活性显著增加，分别为 ９５７９、１４２４３、１６８９５μｍｏｌ／ｇ
（Ｐ＜００５）。ＤＰＰＨ自由基清除活性的增强表明，酚
类化合物的羟基在供给氢和电子中起关键作用，导

致自由基链反应的终止，从而改善食品质量和安全

性
［３０］
。因此，结果表明，用 ＣＡ改性 ＢＫＰＩ可以通过

引入羟基提供电子来改善 ＤＰＰＨ自由基清除活性，
从而导致较低程度的氧化。文献［２８］发现猪血浆
蛋白中添加绿原酸可以提高蛋白的抗氧化性，与本

文的结论相一致。

３　结论

（１）随着 ＣＡ添加量的增加，复合物的多酚接枝
量与浊度增加，游离氨基含量减少，表明共价键

（Ｃ—Ｎ、Ｃ—Ｓ）的形成，复合物的电位增强，粒径分
布变得均匀，溶液的稳定性增强。

（２）ＦＴＩＲ和荧光光谱法分析表明，ＣＡ ＢＫＰＩ
共价复合物中酪氨酸与色氨酸所处的极性微环境发

生改变，发色基团逐渐被猝灭，多肽链伸展从而改变

了蛋白质的构象。ＣＡ会导致 ＢＫＰＩ的 α螺旋与无
规则卷曲结构相对含量降低，β转角结构相对含量
增加。β转角的松散结构使蛋白柔性增加，结构更
易发生改变和伸展，进而影响 ＢＫＰＩ的界面性质，说
明 ＣＡ的复合对 ＢＫＰＩ的界面性质及蛋白的二级结
构与构象具有不可忽视的影响。

（３）乳化特性和抗氧化特性分析结果表明，随着
ＣＡ浓度的增加，复合物的乳化性增强。所有样品中，
ＣＡ添加量为０２５ｇ／（１００ｍＬ）时，复合物乳化稳定性最
佳，乳液最稳定。同时，ＤＰＰＨ法表明，ＣＡ与ＢＫＰＩ发生
共价作用，复合物的抗氧化性随ＣＡ添加量的增加而增
强。由此可见，ＣＡ的添加可以增强蛋白的抗氧化性。
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