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摘 要:采用转谷氨酰胺酶 ( TGase) 对花生分离蛋白 ( PPI) 进行交联改性，比较了 TGase 在 37℃下催化不同时间
( 0～240min) 对 PPI理化与功能特性的影响。结果表明，TGase可促使 PPI 亚基发生改变并形成高分子聚合物，同时使
PPI的游离巯基含量降低，表面疏水性增加。随着交联程度的上升，PPI在 pH30～100 的溶解性逐渐降低，其制备的乳
状液表面积平均粒径( d32 ) 趋于增大，但适度交联( 37℃下交联 90min) 可明显改善蛋白乳状液的稳定性。
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Abstract: Peanut protein isolate ( PPI) was cross － linked by Transglutaminase ( TGase ) ，and the effects of TGase －
catalyzed reactions( 37℃，0 ～ 240min) on physicochemical and functional properties of PPI were studiedThe results
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我国是花生生产大国，其年产量位居世界首位，
花生资源十分丰富。花生在我国主要作为油料作物
用于榨油，经压榨处理后的花生粕大多作为饲料使
用，高值化应用程度低，造成蛋白资源的大量浪费。
为此，利用改性手段提高花生粕蛋白的功能特性是
充分利用该蛋白资源的重要途径。转谷氨酰胺酶
( TGase，EC 23213) 是一种可催化酰基转移反应的
酶，可促使蛋白分子内或分子间、蛋白质与多肽、氨
基酸以及多肽间形成 ε－ ( γ－谷氨酰基) －赖氨酸异肽
共价键，从而使其发生交联聚合［1］。蛋白分子交联后
由于聚合物的生成和支链结构的引入，其空间构型
与分子柔性发生改变，改性后的蛋白功能特性也随
之发生变化。目前，TGase交联已成为蛋白改性的重
要手段，应用于改善多种植物或动物蛋白功能特性

的领域中，但国内外关于 TGase改性花生蛋白的研究
较少，且尚缺乏深入的研究。本文拟从花生粕中提
取分离蛋白，探讨 TGase交联程度对花生蛋白理化与
功能特性的影响，以期为拓宽花生粕蛋白资源的应
用范围，为提高其附加值提供方法和理论指导。

1 材料与方法
11 材料与设备

低温脱脂花生粕 山东天申生物蛋白有限公
司;转谷氨酰胺酶 江苏一鸣生物制品有限公司; 其
它试剂 均为分析纯。

CR22G高速冷冻离心机、F－7000 荧光分光光度
计 日本日立公司; 320－S 数显 pH 计 瑞士梅特勒
－托利多公司; Alpha1－4 LD plus 冷冻干燥机 德国
Marin Christ公司;电泳槽 北京六一仪器厂; APV－
1000 高压均质机 丹麦 APV 公司; Mastersizer2000
粒度分布仪 英国 Malvern Instruments Ltd。

12 实验方法
121 花生分离蛋白的制备 取一定量的花生粕将
其与水按 1∶10 ( w /w) 混合，用 1mol /LNaOH 调节 pH
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至 80，常温搅拌提取 1h，离心 30min ( 8000 × g) ，取
上清液，用 1mol /L HCl 调节 pH 至 45，离心 10min
( 8000 × g) ，取离心沉淀物，加水，用 1mol /L NaOH调
节 pH至 70 使其充分溶解，用去离子水透析 24h，冷
冻干燥制备得花生分离蛋白( PPI) 。
122 TGase交联反应 将 PPI配成蛋白浓度为 2%
的溶液，调节溶液 pH 至 70，添加 TGase，加酶量为
05g /100g 蛋白，在 37℃分别反应 30、60、90、120、
240min，反应后冷冻干燥制备得 PPI交联样品。
123 乳状液的制备 用去离子水将蛋白样品配成
蛋白浓度为 2%的溶液，调节 pH 为 70，将溶液与玉
米油按质量比 4∶1 混合，采用 APV 均质机在 30MPa
下均质制成乳状液。
124 十二烷基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS
－PAGE ) 参考 Laemmli 方法［2］。分离胶浓度为
12%，浓缩胶浓度为 5%，电泳进样前，将已和样品缓
冲液混合的样品煮沸 5min，并离心 5min，上样量为
10μL，凝胶电泳于恒流下进行，在浓缩胶中电流为
40mA，进入分离胶后增至 80mA，然后取胶用考马斯
亮蓝 R250 染色，甲醇和醋酸混合液脱色。
125 游离巯基含量的测定 参照 Beveridge 等人［3］

的 Ellman试剂分析方法。加 4mg DTNB 试剂于 1mL
的 Tris－甘氨酸缓冲液 ( 0086mol /L Tris，009mol /L
甘氨酸，4mmol /L EDTA，pH80 ) 中，配成 Ellman 试
剂。分别称取 15mg 样品溶于 5mL 的 Tris－甘氨酸－
8mol /L尿素缓冲液中，漩涡震荡，加入 50μL Ellman
试剂，将悬浮液置于室温下保温 1h，以未加蛋白混合
液为空白，测定 412nm 处吸光值( A412 ) ，游离巯基含
量( μmol /g ) = 7353 × A412 /C，式中: 7353 = 106 /
( 136 × 104 ) ，136 × 104 为摩尔消光系数，C为样品的
蛋白质浓度，mg /mL。
126 表面疏水性的测定 采用 ANS( 1－苯胺基－8
－萘磺酸) 荧光探针法［4］，用 001mol /L 的磷酸盐缓
冲液 ( pH70 ) 配制不同浓度的样品蛋白溶液
( 0005%～02% ) 和 8mmol /L 的 ANS 溶液。取 20μL
ANS溶液加到 4mL蛋白溶液中，混合均匀，迅速测定
混合液的荧光强度，激发波长和发射波长分别为
390nm和 470nm，以荧光强度对蛋白质浓度作图，直
线斜率即为蛋白质样品的表面疏水性( H0 ) 。
127 溶解性的测定 将 1% ( w /w) 的蛋白质溶液
调节到 pH30～100，然后离心 20min( 8000 × g) ，上清
液中的蛋白质采用 Lowry法［5］测定，利用牛血清蛋白
( BSA) 做标准曲线，测定 500nm处的吸光值。根据样
品中蛋白质含量和溶液中蛋白质含量来计算溶解度。
128 粒度分布的测定 乳状液样品按质量比
1∶1000用去离子水稀释，采用粒度分布仪测定乳状液
中粒子大小及其分布，根据相关参考文献设置操作
参数［6－7］，表面积平均粒径 d32的计算公式为: d32 =
∑nid

3
i /∑nid

2
i，式中: ni 是直径为 di 的脂肪球的数量。

129 乳析率测定 向制备好的乳状液中添加 2%
( w /v) 的叠氮钠溶液，使叠氮钠在乳状液中最终浓度
达 002% ( w /v) ，以抑制乳状液中的微生物生长，然
后准确吸取 10mL置于具塞刻度试管中，常温加盖密

封静置，第 20d 记录乳析层的高度。乳析率即为乳
析层的高度与乳状液高度的比值。

2 结果与讨论
21 SDS－PAGE分析

花生分离蛋白( PPI) 经 TGase 交联不同时间后，
其 SDS－PAGE 如图 1 所示。从图 1 中可以看出，与
原始 PPI样品( 参见泳道 1) 相比，随着交联时间的增
加，PPI 原有亚基条带逐渐消褪，而分子量大于
662kDa的新亚基条带逐渐生成，当 TGase 催化时间
高于 90min时，由于部分生成的聚合物分子量较大，
已经难以进入浓缩胶，从而在其顶部形成颜色较深
的条带。由此现象可知，在 240min 内的催化时间
里，PPI的亚基在 TGase催化作用下较易发生分子间
的交联而形成高分子量的聚合物，其交联程度随着
催化时间的延长而上升，同时也表明 PPI是 TGase 较
为良好的作用底物。

图 1 PPI交联产物的 SDS－PAGE图谱
注: M为蛋白质分子质量标记物，泳道 1、2、3、4、5、6
分别为 PPI经 TGase催化 0、30、60、90、120、240min。

22 游离巯基含量与表面疏水性的变化
PPI经 TGase 交联后其游离巯基含量的变化见

图 2。从图 2 中可以看出，游离巯基含量随催化时间
的增加而减少，当 PPI交联 240min后，其游离巯基含
量已由原始样中的 412μmol /g 蛋白降至 319μmol /g
蛋白。游离巯基含量的下降可归结为巯基经氧化作
用后生成二硫键所致，这可能是由于 PPI经 TGase 催
化交联后其蛋白结构被展开，原先包裹于分子内部
的巯基被暴露出来，从而易于氧化并生成二硫键，导
致其含量下降。

图 2 TGase交联对 PPI游离巯基含量的影响

从图 3 表面疏水性的变化来看，PPI 经过 TGase
不同时间的交联改性后，其表面疏水性均比未改性
样品高，表明 TGase 催化交联后，PPI 暴露出更多的
疏水性基团，而这些基团原本是包埋于分子内部的，
从而进一步佐证了 TGase 可促使 PPI 结构的展开。
从表面疏水性随催化时间延长的变化趋势来看，在
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催化前期其表面疏水性增加较快，90min 时其表面疏
水性达到最高，随后呈下降趋势，这可能是由于随着
PPI交联程度的增加，其蛋白结构不断被展开，当过
多的疏水性基团被暴露时会导致重聚集现象的发
生，从而使表面疏水性有所降低。

图 3 TGase交联对 PPI表面疏水性的影响

23 溶解性的变化
蛋白质的溶解性是蛋白质水化作用的重要体

现。PPI经过 TGase 交联处理后其溶解性变化见图
4。由图 4 可知，PPI及其交联样品在 pH40～60 范围
内其溶解性最低，高于或低于此范围溶解性均有不
同程度的增加。与 PPI原始样相比，交联后的样品随
着交联程度的上升其在 pH30～100 的溶解性逐渐降
低，高分子不溶聚合物的生成以及蛋白结构的变化
可能是导致溶解性下降的主要原因。除花生蛋白
外，TGase 交联处理同样会导致燕麦、芸豆等植物蛋
白溶解性的下降［8－9］，而 Babiker等研究发现交联后的
大豆蛋白在 pH20 和 pH80～120 范围内其溶解性会
有所增加［10］。这种结果上的差异可能是由于不同底
物蛋白在其组成与结构上有所不同而导致的。

图 4 TGase交联对 PPI溶解性的影响

24 乳状液粒度分布、粒径及乳析率的变化
蛋白质的乳化特性可以从其制备的乳状液的粒

度分布、表面积平均粒径、乳析率来进行综合评价。
PPI交联前后其乳状液粒度分布的变化见图 5。从图
5 中可以看出，交联时间在 90min 以内，乳液粒度分
布均呈单峰分布，虽然交联时间的增加会导致其峰
形向大粒径方向偏移，但其绝大部分乳液颗粒直径
均小于 10μm，但当交联时间增加到 120min 和
240min后，乳液粒度分布呈双峰分布，且大粒径乳液
颗粒 ( 大于 10μm ) 所占体积分别约增大 14% 和
32%。从图 6 所示的表面积平均粒径的数据来看，
也很好地反映了这一变化趋势。表面积平均粒径
( d32 ) 的大小可表征样品的乳化活性，一般 d32较小，

其乳化活性较好［11－12］。从图 6 中可知，随着样品交联
时间的延长，d32呈现逐步增大的趋势，这可能是由于
交联后的蛋白的溶解性的下降导致其在制备乳液的

均质过程中无法迅速迁移到油水界面，而高的界面
蛋白浓度对形成小粒径颗粒至关重要［13］，从而导致
乳液颗粒增大，乳化活性降低。

图 5 TGase交联对 PPI乳状液粒度分布的影响

图 6 TGase交联对 PPI乳状液表面积平均粒径( d32 ) 的影响

样品交联前后乳析率的变化见图 7。乳析率是
反映乳状液稳定性的重要指标，从图 7 中可知，当
PPI交联时间从 0min 增至 90min 时，样品的乳析率
逐渐降低，从而表明其乳状液的稳定性在逐步提高，
这可能是由于交联后的蛋白其结构得到展开，暴露
出更多的疏水性基团，有利于蛋白吸附在油脂颗粒
表面形成蛋白膜;另外，蛋白分子交联后产生了支链
结构，分子量增加，吸附后可增加界面膜的厚度及抗
形变能力，使被其覆盖后的油滴颗粒不易相互碰撞
而聚结［14－15］。当 PPI 交联时间增至 120min 以上时，
其乳状液的乳析率反而升高，这可能是由于随着交
联程度的进一步增加，蛋白的溶解性和表面疏水性
急剧下降从而导致乳化稳定性的降低。由此可知，
适度交联有利于 PPI乳化稳定性的提高。

图 7 TGase交联对 PPI乳状液乳析率的影响

3 结论
通过研究发现，TGase可促使 PPI 亚基发生分子

间交联而生成高分子量聚合物，交联后 PPI的游离巯
基含量降低，内部疏水基团暴露，表面疏水性增加，
其蛋白结构在 TGase作用下被展开。功能特性方面，
随着交联时间的递增 ( 0 ～ 240min ) ，PPI 在 pH30 ～
100 的溶解性逐渐降低，其制备的乳状液表面积平
均粒径 ( d32 ) 趋于增大，从而表明其乳化活性在
TGase 作用后减小，但限制性交联 ( 37℃ 下交联
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90min) 可明显提高 PPI 乳状液的稳定性，过度交联
反而会导致乳化稳定性的下降。
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对正交实验结果进行方差分析( 表 5) 可知，因素

A( 装液量) 对真姬菇菌丝体富锌的影响具有显著性。
表 5 正交实验结果方差分析表

因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 显著性
A 11822 2 3512 3110 *
B 1512 2 0449 3110
C 0022 2 0007 3110
D 0107 2 0032 3110
误差 1346 8

3 结论
通过液体发酵技术对真姬菇菌丝体进行富锌，

结果表明:真姬菇菌丝体具有较强的耐锌能力和富
锌能力，在 300～700mg /L 的锌浓度范围内都可以生
长。菌丝体对锌的最适富集浓度为 400mg /L，并且
对富集的锌有机化程度较高，最大富锌率可达
798%，该组的有机锌的富集率为 490%。

本文采用 ZnSO4 作为真姬菇富锌的锌源，不同
的锌源对食用菌菌丝体富锌会产生不同的影响。根
据黄仁术等人的研究结果液体培养金针菇富锌 Zn
( CH3COO) 2 作为锌源要比 ZnSO4、ZnCl2 利用率高。
因为 Zn( CH3COO) 2 是弱酸弱碱盐，它可以使菌丝与

锌在适宜的、稳定的环境中络合和生长［10］。培养基
中的无机锌是通过与菌丝体中的蛋白质、多糖等大

分子结合而形成有机锌的。
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