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乳清蛋白-β-葡聚糖美拉德产物热凝胶流变性 

的研究 
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摘要：蛋白质与多糖通过美拉德反应形成的复合物具有很好的乳化性，然而关于蛋白质/多糖美拉德产物在凝胶体系中应用的研

究很少。本研究采用干热法将乳清分离蛋白（WPI）与不同分子量（20~210 ku）的大麦 β-葡聚糖（BGL）制备成 WPI-BGL 美拉德产

物，通过分光光度计测定褐变强度，利用荧光光谱分析结构，并探讨美拉德反应对 WPI-BGL 热凝胶流变性的影响。结果表明：

WPI-BGL20 的褐变强度最大，WPI-BGL 的荧光强度都低于 WPI，WPI 与 BGL 发生美拉德反应使体系的结构发生很大改变。离子强

度对 WPI-BGL 凝胶流变性有一定影响，WPI 与 BGL 发生美拉德反应会降低 WPI 的凝胶G′，原因可能是在 WPI-BGL 体系中蛋白质

分子间二硫键的形成和疏水相互作用受到了抑制，导致 WPI-BGL 凝胶的弱化。随着 BGL 分子量的减小，WPI-BGL 的凝胶G′逐渐降

低，这表明美拉德反应进程越大，形成的凝胶越弱。 
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Abstract: Protein/polysaccharide conjugates obtained by Maillard reaction (MR) have good emulsifying properties. However, only few 

reports are available on the use of MR protein/polysaccharide gel systems. Whey protein isolate (WPI) and barley β-glucan (BGL) with different 

molecular weights (20~210 ku) were used to prepare WPI-BGL Maillard products by dry heat processing in this study. Browning intensity was 

measured by spectrophotometry, the structure was analyzed by fluorescence spectra, and the effect of MR on the rheological properties of 

WPI-BGL thermal gel was explored. The results showed that the browning intensity was highest for WPI-BGL20, the ionic strength affected the 

rheological properties of WPI-BGL gel, the fluorescence intensity of WPI-BGL samples was lower than that of WPI, and the MR between WPI 

and BGL resulted in a significant change in structure and a decrease in gel storage modulus (G'). This was possibly due to the suppression of 

disulfide bond formation between protein molecules and hydrophobic interactions in WPI-BGL systems, leading to weakening of the WPI-BGL 

gel. G' of the WPI-BGL gel reduced gradually with a decrease in BGL molecular weight, indicating that a greater extent of MR results in a 

weaker conjugate gel. 
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蛋白质由于具有乳化性、发泡性、凝胶性和溶解

性等功能特性被广泛应用于食品工业中。乳清分离蛋 
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白是奶酪制作工业的副产品，主要由球蛋白组成，包

括β-乳球蛋白、α-乳白蛋白、牛血清白蛋白和免疫球

蛋白[1]。近年来，乳清蛋白的生物学活性和功能特性

成为研究热点，为了扩大其在食品及其他领域的应用，

很多改善乳清蛋白功能特性的研究受到广泛关注[2]。

糖化是改善蛋白质功能性的一种有效途径，是将蛋白

质和糖通过美拉德反应制备成共价复合物的方法。由

于美拉德反应对食品质量和感官具有重要影响，国内

外许多学者对蛋白质与糖共价复合物进行研究。与单
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糖和二糖相比较，多糖与蛋白质反应形成复合物能够

明显改善蛋白质的理化性质[3]。 

β-葡聚糖是一种活性多糖，具有较高的溶解性和

较强的吸水溶胀能力，在水溶液中能够发挥多种生理

功能，如调节免疫、降血糖、降血脂、降胆固醇等[4]，

这些生理功能与其溶液流变性有密切关系。β-葡聚糖

可以与蛋白质通过美拉德反应进行共价复合，不同分

子量的多糖可以改变蛋白质原有的空间结构，进而改

善美拉德产物的功能性质[5]。 

乳清蛋白-β-葡聚糖美拉德产物可以应用于酸奶、

豆乳等乳制品加工中，产品具有乳清蛋白和β-葡聚糖

双重营养特性的同时，还具备美拉德反应的色泽、香

味及感官特性。近年来，有许多关于蛋白质与多糖发

生美拉德反应改善蛋白质功能性质的研究，如：卵清

蛋白、大豆蛋白和乳清蛋白与葡聚糖、壳聚糖及半乳

甘露聚糖等多糖共价复合[6]。然而，这些研究大多数

集中在蛋白质热性质和乳化性的研究，很少有关于美

拉德反应对蛋白质凝胶性质影响的研究，而目前还未

见有关乳清蛋白-β-葡聚糖美拉德产物凝胶性的相关

研究。本试验采用干热法制备乳清蛋白-β-葡聚糖美拉

德产物，旨在美拉德反应和多糖分子量对乳清蛋白热

凝胶流变性的影响，为进一步了解蛋白质和多糖美拉

德产物的凝胶机制提供一定理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

大麦：市售；乳清分离蛋白：郑州天顺食品添加

剂有限公司。 

耐热α-淀粉酶：天津市光复精细化工研究所；

Sepharaose CL-4B柱子：美国GE公司；Dextran系列标

准样品：美国Sigma公司；无水乙醇、磷酸、盐酸均

为分析纯。 

F2102型植物试样粉碎机：天津泰斯特仪器有限

公司；GalanzWD900G型微波炉：中国顺德格兰仕微

波炉电器有限公司；旋转蒸发仪：梅勒特-托利多仪器

（上海）有限公司；LGJ-1冷冻干燥机：上海医用离

心机厂；722型分光光度计：杭州汇尔仪器设备有限公

司；日立F2000荧光光谱谱仪：天美（中国）科学仪

器有限公司；RHS600哈克流变仪：德国HAKKE公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  大麦 β-葡聚糖（BGL）的制备 

大麦麸粉碎过筛后加入4倍质量的无水乙醇，在

80 ℃下进行回流脱脂2 h。烘干后加水混合，料液比为

1:12，调节混合液温度为95 ℃，pH为10，在微波功率

为720 W下进行微波辅助提取12 min。然后调节pH为

6.5，加入耐热α-淀粉酶除淀粉，搅拌酶解至碘液不变

蓝。调节pH为4.5，静置2 h，然后离心分离去沉淀除

蛋白。将上清液调节pH至中性，进行真空浓缩，向浓

缩液中缓慢搅拌加入无水乙醇使最终浓度达到60%，

4 ℃静置过夜，离心分离收集沉淀。无水乙醇洗涤沉

淀，沉淀加水复溶，然后冷冻干燥，得BGL提取物。

将BGL配成3%（m/V）的溶液，用2 mol/L磷酸调pH为

2.5，85 ℃下分别水解60、100、150、210 min，冷却

至室温，调pH为7，冷冻干燥，得到不同分子量BGL。

BGL的分子量采用凝胶过滤色谱法测定[7]，分别为

210、140、80和20 ku，分别用BGL210、BGL140、BGL80

和BGL20来表示。 

1.2.2  WPI-BGL 美拉德产物的制备 

采用干热法制备WPI-BGL美拉德产物。将WPI分

散于蒸馏水中配成10%（m/V）的蛋白溶液，然后加入

5%（m/V）不同分子量的BGL，搅拌均匀配成混合溶

液，调节混合溶液pH为7后冷冻干燥。将冻干粉在相

对湿度为63%（饱和KI溶液）、温度为60 ℃下干热处

理5 d，得到WPI-BGL美拉德产物，4 ℃储藏。WPI与

不同分子量BGL形成的美拉德产物分别用WPI- 

BGL20、WPI-BGL80、WPI-BGL140、WPI-BGL210

来表示，对照组为不含BGL的WPI。测定WPI-BGL美

拉德产物的褐变强度和荧光光谱。 

1.2.3  凝胶的制备 

将WPI-BGL美拉德产物分散于离子强度分别为

250 mM和500 mM的NaCl溶液中溶解，配成浓度为

10%（m/V）WPI-5%（m/V）BGL的溶液。将配好的

溶液密封，于90 ℃水浴中加热30 min，冷却至室温，

然后4 ℃冷藏12 h即得凝胶，测定凝胶的流变性和持水

性。 

1.2.4  美拉德产物褐变强度和荧光光谱的测定 

将WPI-BGL美拉德产物复溶于水配成溶液，将溶

液稀释至WPI浓度为1%（m/V），BGL浓度为0.5%

（m/V）。褐变强度采用分光光度计进行测定，以420 

nm下的吸光度A420表示。荧光光谱采用荧光光谱仪进

行测定，激发波长280 nm，发射波长测定范围为

300~450 nm。 

1.2.5  凝胶流变性的测定 

采用哈克流变仪对凝胶流变性进行测定。将样品

溶液置于流变仪平板间，平板间距 1 mm，频率 1 Hz，

应变 0.1%，溶液由 25 ℃升温至 90 ℃并在 90 ℃保温

30 min，然后冷却至 25 ℃并保持 15 min，记录此过程

样品的储能模量（G'）随时间的变化，初始的应变和
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频率扫描试验显示流变性测定是在凝胶线性黏弹性范

围内；时间扫描后再对凝胶进行频率扫描，扫描范围

0.01~10 Hz，记录储能模量（G'）随频率变化趋势，

探讨凝胶的稳定性。 

1.2.6  统计分析 

采用统计学软件SPSS17.0对试验数据进行统计分

析，采用Origin8.5软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  美拉德产物褐变强度分析 

美拉德反应晚期产物是产生褐色的主要物质，褐

变强度为美拉德反应进程的一个重要指标。图1为

WPI-BGL美拉德产物的褐变强度，用420 nm处的吸光

度A420表示。当WPI与BGL发生美拉德反应后，棕色

出现，吸光度增加。与对照组WPI相比，WPI-BGL210

几乎没有改变吸光度，随着样品BGL分子量的降低

（210~20 ku），体系的吸光度逐渐增加，即褐变强度

增大，WPI-BGL20的褐变强度最大，这表明20 kDa的

BGL与WPI美拉德反应活性最强，也就是说，低分子

量的BGL利于体系美拉德反应的进行。这可能是由于

多糖分子量越小，空间位阻就越小，这使得多糖分子

更容易接近蛋白质的氨基，利于反应的进行，因此有

更大的反应进程[8]。 

 
图 1 WPI-BGL美拉德产物褐变强度 

Fig.1 Browning intensity of WPI-BGL Maillard products 

2.2  美拉德产物荧光光谱分析 

色氨酸的荧光发射通常用作蛋白质构象变化的指

示器，由于色氨酸对局部环境的高灵敏性，因此蛋白

质的荧光强度反映水相中暴露色氨酸残基的平均值。

图 2 为 WPI-BGL 美拉德产物的荧光光谱，由图 2 可

以看出，WPI-BGL 美拉德产物的荧光强度均低于

WPI，这表明WPI与BGL发生美拉德反应降低了WPI

的荧光强度，荧光强度的降低可能是由于多糖链的屏

蔽作用[9]。Hattori 等[10]发现 β-乳球蛋白/羧甲基环状糊

精美拉德产物比单一蛋白质的荧光强度低，这与本研

究的结果相似。WPI-BGL 美拉德产物体系中，蛋白质

的荧光强度随着多糖分子量的减小而降低，而

WPI-BGL20 的荧光强度降低的最显著。20 ku 的 BGL

为低分子量多糖，与 WPI 发生美拉德反应的活性最强

（图 1），因此，与其他 WPI-BGL 体系相比，WPI- 

BGL20 的结构会发生更显著的变化。WPI-BGL20 的

最大荧光峰波长（λmax）由 352 nm（对照组 WPI）变

化到 361 nm，其他的 WPI-BGL 体系显示出与 WPI

相似的 λmax，这表明 WPI-BGL20 的 λmax发生了红移。

Jiménez-Castaño 等[11]对 β-乳球蛋白进行荧光光谱分

析，发现 λmax受色氨酸残基周围环境极性的影响，而

WPI-BGL20 的 λmax 变化是由于蛋白质色氨酸残基周

围的构象变化导致的。 

 
图 2 WPI-BGL美拉德产物荧光光谱 

Fig.2 Fluorescence spectra of WPI-BGL Maillard products 

2.3  凝胶流变性分析 

球蛋白的热凝胶是由于聚集形成的，热处理会导

致蛋白质分子结构发生改变，同时引起包埋在分子内

部的疏水性氨基酸残基暴露出来。共价键、二硫键和

非共价键分子间作用以及氢键、静电作用和疏水作用

影响着蛋白质最终的凝胶性质[12]。 

图 3 为 WPI-BGL 美拉德产物在 250 mM（a）和

500 mM（b）NaCl 溶液中热凝胶储能模量 G′的变化。

对于 WPI 凝胶来说，在加热过程中，随着球蛋白凝胶

的形成，G′不断增加。当G′达到 10 Pa 以上表示形成

了凝胶网络，凝胶时间为 12~16 min，凝胶温度为

68~76 ℃。由图 3 可以看出，WPI-BGL 美拉德产物凝

胶 G′的变化趋势与 WPI 凝胶相似，在加热和保温阶

段，凝胶G′持续增加，这可能是由于凝胶网络中分子

数量的增加或网络结构的改变而使凝胶结构逐步强化
[13]。在随后的降温阶段，温度的降低使熵值减小，引

起凝胶结构中蛋白粒子间的引力加强，同时促进变性

蛋白间的非共价作用，导致凝胶G′进一步增加[14]。最

终在 25 ℃冷却阶段，凝胶G′保持恒定几乎不发生改
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变。 

在 500 mM NaCl 溶液（图 3b）条件下凝胶G′的

变化趋势与 250 mM NaCl 溶液（图 3a）相似，然而离

子强度由 250 mM NaCl 增加到 500 mM NaCl，相同分

子量的 BGL 凝胶G′都相应的降低了。Zhao Cheng-Bin

等[15]对大豆分离蛋白（SPI）/β-葡聚糖热致混合凝胶

性质进行研究，研究表明 500 mM NaCl 溶液中 SPI 的

变性温度比 100 mM NaCl 中 SPI 的变性温度高，不利

于凝胶结构的形成，导致凝胶 G′的降低。这也解释

了本研究中离子强度由 250 mM NaCl 增加到 500 

mM NaCl，凝胶G′降低的原因。 

 

 
图 3 WPI-BGL美拉德产物在 250 mM（a）和 500 mM（b）NaCl

溶液中热凝胶储能模量G′的变化 

Fig.3 Changes in the storage modulus G' of thermal gel of 

WPI-BGL Maillard products in 250 mM (a) and 500 mM (b) 

NaCl solution 

注：■代表WPI；◆代表WPI-BGL20；▲代表WPI-BGL80；

●代表WPI-BGL140；★代表WPI-BGL210；直线代表温度。 

图 4 为 WPI-BGL 美拉德产物热凝胶 25 ℃下的

储能模量 G′。由图 4 可以看出，不论离子强度为 250 

mM NaCl 还是 500 mM NaCl，WPI-BGL 的凝胶G′

低于 WPI，这表明 WPI-BGL 美拉德产物具有弱凝胶

性，这可能与凝胶网络中不易形成二硫键有关。此外，

美拉德产物中 BGL 的空间位阻也能够抑制水溶液中

相邻蛋白质间的分子结合，尤其是疏水相互作用[16]。

疏水相互作用在球蛋白的热聚集和热凝胶中起到重要

作用，而糖化会影响疏水相互作用。这与 Sun 等[17]

研究的 WPI 与葡聚糖 DX（150 ku）美拉德产物的流

变性相似。 

对于 WPI-BGL 美拉德产物凝胶来说，随着 BGL

分子量的减小，WPI-BGL 的凝胶 G′逐渐降低，

WPI-BGL20 的凝胶 G′最小。这可能是由于 20 ku

的 BGL 与 WPI 美拉德反应活性最强（图 1），即美拉

德反应进程最大，使 WPI-BGL20 的结构发生更显著

的变化（图 2），导致凝胶网络弱化，这与 María 等[18]

研究的结果一致，即美拉德反应活性最高的多糖与蛋

白质形成的复合凝胶最弱。 

 
图 4 WPI-BGL美拉德产物热凝胶 25 ℃下的储能模量 G′ 

Fig.4 Storage modulus G' of the thermal gel of WPI-BGL 

Maillard products at 25 ℃ 

 

 
图 5 WPI-BGL美拉德产物在 250 mM（a）和 500 mM（b）NaCl

溶液中热凝胶的频率扫描 

Fig.5 Frequency scanning of the thermal gel of WPI-BGL 

Maillard products in 250 mM (a) and 500 mM (b) NaCl 

solution 
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注：□代表WPI；◇代表WPI-BGL20；△代表WPI-BGL80；

○代表WPI-BGL140；☆代表WPI-BGL210。 

储能模量 G′与频率的依赖性反应凝胶结构强度

的信息，凝胶的频率扫描用来判断样品凝胶与一个标

准凝胶的相似性[19]。图 5 为 WPI-BGL 美拉德产物在

250 mM（a）和 500 mM（b）NaCl 溶液中热凝胶的

频率扫描。由图5可知，不论离子强度为250 mM NaCl

还是 500 mM NaCl，整个扫描过程所有体系的 G'均随

频率的升高呈微弱升高的趋势，即G′对频率显示出低

的依赖性，这说明所有体系形成的凝胶较稳定。此外，

凝胶G′的变化趋势与图 4 相似，即G′WPI＞G′WPI-BGL210

＞ G′WPI-BGL140 ＞ G′WPI-BGL80 ＞ G′WPI-BGL20 ， 表 明

WPI-BGL20 美拉德产物形成一个弱的凝胶结构，原因

可能是蛋白与多糖发生美拉德反应使凝胶结构中产生

某种类型的聚合物，导致其表现出较弱的凝胶网络
[20]。 

3  结论 

乳清分离蛋白（WPI）与不同分子量（20-210 kDa）

的大麦β-葡聚糖（BGL）通过干热法制备成WPI-BGL

美拉德产物，并对WPI-BGL美拉德产物热凝胶流变性

进行分析。分光光度计测定显示WPI-BGL20的褐变强

度最大，表明BGL20的美拉德反应活性最强。荧光光

谱分析结果表明，WPI与BGL发生美拉德反应使体系

的结构发生很大改变，WPI-BGL的荧光强度都低于

WPI，且荧光强度随着BGL分子量的降低而减小。凝

胶流变性结果表明，离子强度对WPI-BGL凝胶流变

性有一定影响，WPI与BGL发生美拉德反应会降低

WPI的凝胶G′，原因可能是在WPI-BGL体系中蛋白质

分子间二硫键的形成和疏水相互作用受到了抑制，导

致WPI-BGL凝胶的弱化。随着BGL分子量的减小，

WPI-BGL的凝胶G′逐渐降低，这表明美拉德反应进

程越大，形成的凝胶越弱。 
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