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百里香酚纳米复合诱导大豆蛋白自组装凝胶及机制
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摘要：为了揭示百里香酚纳米复合诱导大豆蛋白自组装凝胶的途径及机制，该文研究了蛋白浓度、百里香酚添加量、反应初始

pH值和反应终止 pH值对大豆蛋白与百里香酚相互作用及其凝胶形成的影响。结果表明：四者协同调控大豆蛋白-百里香酚纳米复合

物凝胶的形成，百里香酚荷载量的提高可降低大豆蛋白凝胶的临界蛋白浓度（75 mg/mL），反应结束后调节 pH值至中性是凝胶形成

的必要条件。在 pH值为 7.0条件下，百里香酚复合诱导大豆蛋白产生了明显的纤维化聚集，其颗粒平均粒径增加 27.60%、光散射强

度提高 154.67%、Th T荧光强度提高 93.78%，因此推测百里香酚复合主要通过诱导大豆蛋白纤维化聚集的产生继而诱导凝胶的形成。

大豆蛋白-百里香酚纳米复合物凝胶在尿素和DTT溶液中的溶解度提高，因而推测维持凝胶网络的分子间相互作用力主要为氢键、疏

水相互作用力和二硫键。研究结果为大豆蛋白冷致凝胶提供了新的技术解决方案，并为百里香酚的开发利用提供理论支撑。
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Abstract: In order to reveal the approach and mechanism of soy protein self-assembly gel based on thymol nanocomplexation, the effects

of protein concentration, thymol addition concentration, as well as initial and final pH value of the reaction on soy protein-thymol interaction and

gel formation were investigated in the present study. The results showed that all the factors synergistically regulated the formation of soy

protein-thymol nanocomplex gel. A higher thymol loading amount facilitated the formation of soy protein gel with a lower critical protein

concentration (75 mg/mL). Additionally, the pH value adjusted to neutral at the end of complexation was necessary for soy protein-thymol

nanocomplex gel formation. Considering that the average particle size and light scattering intensity of particles, as well as Th T fluorescence

intensity of soy protein were increased by 26.70%, 154.67% and 93.78%, respectively at a pH of 7.0, the soy protein gel formation could have

been largely associated with the fibrous aggregation that occurred in the soy protein after thymol nanocomplexation. The solubility of prepared

gel in urea and DTT was increased, thus it is assumed that the intermolecular interaction forces that maintain the soy protein gel network were

mainly hydrogen bonding, hydrophobic interactions, and disulfide bonding. Thus, the findings are important for developing cold-set soy protein

gels and utilizing thymol.
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百里香酚（Thymol，C10H14O）已被欧盟（EU）和

美国食品药品管理局（FDA）列入食品添加剂 GRAS
（一般公认安全）名单，也是我国允许使用的食品添

加剂。它是一种疏水性酚类物质，可导致病原菌细胞

膜损伤，产生抑菌作用[1]，且抑菌活性优于香芹酚、丁

香酚等其他植物精油[2]。然而，疏水特性使它难以在食

品体系中均匀分散，当使用浓度高于溶解度（0.074%[3]）

时，百里香酚会导致溶液浑浊、沉淀而损害食品的外

观品质，并且其强烈的芳香气味也会对食品香气产生

负影响。事实上，在牛奶、胡萝卜汁等食品中百里香

酚的质量分数往往高于 0.1%才能对食物源致病菌产生

有效的抑制作用[4,5]，因此百里香酚的溶解性差问题是

其产业化应用亟待解决的问题。

蛋白质是天然高分子，以蛋白质作为基料构建活

性物质输送载体是当前的研究热点，主要形式包括乳

液、胶囊、分子复合物、凝胶、核心-外壳颗粒、胶束

等，其中凝胶基输送载体是蛋白分子经物理或化学交

联后形成的三维空间网络结构，是生物活性物质包埋

缓释的良好输送载体[6,7]。大豆蛋白是豆油加工的副产

物，具有降胆固醇等功效，在结构上含有极性和非极

性基团并且氨基酸组成合理，具有优越的与小分子活

性物质结合的能力，是近年来活性物质输送载体的研

究热点[8,9]。大豆蛋白凝胶的形成往往需要热变性及交

联剂或凝固剂的辅助[10]，基于小分子活性物质复合直

接诱导大豆蛋白凝胶的研究还鲜见报道。前期研究发

现，在 pH偏移处理条件下，百里香酚复合在非热条件

下可促进大豆蛋白形成凝胶结构，但两者共组装凝胶

的调控手段及机制仍不明确。

pH偏移处理已被证明是一种有效的蛋白质功能修

饰方法，该处理可提高蛋白质的凝胶特性及其对多酚

的结合能力[11,12]。另外，在 pH偏移处理条件下，多酚

复合可诱导蛋白质成胶。例如，添加茶多酚可促进碱

诱导的蛋白质三维网络结构的形成，促进蛋清蛋白钙

离子交联凝胶[13]和热致凝胶的形成[14]；添加没食子酸

或芦丁可改善明胶水凝胶的理化特性[15]。但这些研究

主要针对动物蛋白，而对 pH偏移处理协同疏水性多酚

复合诱导植物蛋白凝胶的研究还较少。Guo等[16]研究

发现，亲水性多酚单宁酸通过共价结合可诱导大豆蛋

白在碱性条件下形成凝胶。

前期研究发现，百里香酚与大豆蛋白形成纳米复

合物后，其抑菌活性提高[17]，而且对百香果具有防腐

保鲜作用[18]。鉴于此我们推断由百里香酚复合诱导的

大豆蛋白凝胶具有抑菌功能活性，可作为基料应用于

功能性食品生产中。因此，本文的研究目的是探索百

里香酚纳米复合诱导大豆蛋白自组装凝胶的途径及其

机制，同时探索百里香酚在食品工业中应用能否同时

发挥抑菌剂和胶凝剂双重功能。

1 材料与方法

1.1 试验材料与试剂

百里香酚（纯度＞98%，分析纯），上海阿拉丁公

司；大豆分离蛋白（干基蛋白含量为 91.5%），实验室

自制；硫黄素 T（ThT）、尿素（分析纯），美国 Sigma
公司；DL-二硫苏糖醇（DTT，分析纯），江苏绿叶生

物有限公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器设备

UV-1900i紫外分光光度计，日本 SHIMADZU公

司；Nano ZS90纳米粒度分析仪，英国Malver公司；

5810R高速离心机，德国 Eppendorf公司；Millrock冷
冻干燥机，德国Millrock公司；Cary Eclipse荧光光谱

仪，美国 Varian公司；TH2-82A数显恒温震荡仪，常

州澳华仪器公司。

1.3 试验方法

1.3.1 大豆蛋白-百里香酚纳米复合物制备
称取一定量的大豆分离蛋白粉末溶解于去离子水

中，配置成质量浓度为 50~100 mg/mL 的大豆蛋白溶

液，磁力搅拌 2 h后，置于 4℃冰箱中水化过夜，之后

取出恢复至室温后，用 1 mol/L NaOH溶液调节 pH值

至 9.0~12.0，加入质量为 0.033~0.40 g/g蛋白的百里香

酚晶体，在 40 ℃条件下磁力搅拌 3 h，并用 1 mol/L
NaOH溶液维持体系 pH值为初始值，5 000 r/min离心

10min，取上清即为大豆蛋白-百里香酚纳米复合物溶液。

1.3.2 大豆蛋白-百里香酚纳米复合物凝胶制备
大豆蛋白-百里香酚纳米复合物冷致凝胶的制备参

考 Zhang等[19]的方法，并有所调整。大豆蛋白-百里香

酚纳米复合物溶液制备之后，使用 1 mol/LHCl溶液将

其 pH调节至中性，之后放置于 4 ℃、18 h使之形成

凝胶。

1.3.2.1 蛋白浓度的影响

在固定百里香酚添加量 0.04 g/g蛋白、初始 pH值

11.0、终止 pH值 7.0条件下，研究不同蛋白浓度（50、
75和 100 mg/mL）对大豆蛋白-百里香酚纳米复合物自

组装凝胶的影响。
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1.3.2.2 百里香酚添加量的影响

在固定蛋白浓度 75 mg/mL、初始 pH值 11.0、终

止 pH值 7.0条件下，研究不同百里香酚添加量（0.033、
0.067、0.08、0.10、0.133、0.20和 0.40 g/g蛋白）对大

豆蛋白-百里香酚纳米复合物自组装凝胶的影响。

1.3.2.3 反应初始 pH值的影响

在固定蛋白浓度 75 mg/mL、百里香酚添加量为

0.133 g/g蛋白、终止 pH值 7.0条件下，研究了反应初

始 pH值（9.0、10.0、11.0和 12.0）对大豆蛋白-百里

香酚纳米复合物自组装凝胶的影响。

1.3.2.4 反应终止 pH值的影响

在固定蛋白浓度 75 mg/mL、百里香酚添加量为

0.133 g/g蛋白、初始 pH值 11.0条件下，研究了不同终

止 pH值（6.0、7.0和 8.0）对大豆蛋白-百里香酚纳米

复合物自组装凝胶的影响。

1.3.3 复合物表征
1.3.3.1 荷载效率

将制备的纳米复合物溶液用去离子水稀释 100倍
后，取 1 mL加入 4 mL乙酸乙酯中，涡旋混匀萃取，

室内避光放置 30 min分层后，取上清液测定 276 nm处

的吸光值，根据标准曲线计算百里香酚的浓度，然后

按照以下公式计算荷载率（Encapsulation Efficiency，
EE，%）和荷载量（LoadAmount，LA，mg/mg蛋白）。

%1001 
tm

mEE （1）

pm
mLA 1 （2）

式中：

m1——复合物中百里香酚含量，mg；

mt——总加入百里香酚含量，mg；

mp——总大豆蛋白质量，mg。

1.3.3.2 颗粒分布和平均粒径

大豆蛋白溶液及复合物溶液中颗粒的分布和平均

粒径测定采用动态光散射（DLS）技术，溶液样品用经

0.22 μm 膜过滤的、与样品 pH 相同的磷酸盐缓冲液

（PBS、10 mmol/L）稀释至蛋白质浓度为 0.5 mg/mL，
之后用Malvern Nano ZS仪器分析，设备参数为：激光

器 He-Ne（633 nm）、散射角 173 °、测试温度 25℃。

1.3.4 复合物自组装凝胶机制
1.3.4.1 浊度分析

复合物溶液浊度（τ）分析采用分光光度法，参考

陈楠楠的方法，并有所调整[20]。复合物溶液用 pH值相

同的磷酸盐缓冲液（10 mmol/L）稀释至 3 mg/mL后，

取 3.0 mL的样品溶液置于宽度为 1 cm的比色皿中。样

品池温度使用恒温仪控制在（20±0.2）℃。用分光光度

计测量在 500 nm，溶液的浊度随时间的变化。用以下

公式计算：

ln(10)= A
L

 
（3）

式中：

A——500 nm处的吸光度（×稀释倍数）；

L——光程长度（1 cm）。

1.3.4.2 Th T荧光

蛋白质淀粉样纤维化采用 Th T荧光法分析，参考

Koscielska等[21]的方法。取 8 mg Th T溶于 10 mL磷酸

缓冲液（10 mmol/L、pH值 7.0）中制得 Th T浓缩液，

待其充分溶解后用 0.22 μm滤膜去除不溶性颗粒。Th T
储液用金属箔密封避光保存，置于 4℃的冰箱中保存。

每次使用前用上述磷酸缓冲液将浓缩液以 1:50比例稀

释后制得 Th T工作液。取 50 μL待测样品（预先稀释

至蛋白浓度 10 mg/mL）加入 5 mLTh T工作液，震荡

混匀至少 1 min以保证测量结果准确性。使用荧光分光

光谱仪进行 Th T荧光测量。仪器参数设置如下：激发

波长和发射波长分别是 460 nm和 490 nm，激发波长的

狭缝间隙 10 nm，发射波长的狭缝间隙 5 nm，扫描速率

240 nm/min，扫描波长范围为 470~600 nm，电压 700 V。
实验中记录在 488 nm 左右出现最大吸收峰的高度值

（Height）。
1.3.4.3 凝胶作用力分析

凝胶网络形成的分子间作用力通过分析凝胶在不

同溶剂中的浊度来确定，参考Tang等[22]以及Zhao等[23]

的方法，并有所调整。取 0.2 g凝胶样品加入 3 mL变

性剂中，磁力搅拌 1 h后，1 000 r/min离心 15 min，
上清液测定 500 nm下的吸光值，之后根据 1.3.3.1计算

浊度。浊度降低，表明该变性剂代表的作用力较强。

选用的变性剂为：6 mol/L尿素-10 mmol/L磷酸缓冲液

（分析氢键作用力和疏水相互作用力）、10 mmol/L
DTT-10 mmol/L 磷酸缓冲液（分析二硫键作用力）、

0.6 mol/LNaCl-10 mmol/L磷酸缓冲液（分析静电作用

力），对照为 10 mmol/L磷酸缓冲液（PBS），所选用的

缓冲液 pH值与样品的 pH值保持一致。

1.4 数据处理与分析

每个实验重复 3 次，采用 Excel 2010处理数据和

Origin软件作图，采用SPSS软件对数据进行显著性分析。

2 结果与讨论

2.1 不同蛋白浓度的影响

蛋白浓度是影响蛋白质凝胶的重要因素，通常认
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为大豆蛋白凝胶所需的蛋白质量浓度为 10%（m/V）[24]

以上。如表 1所示，在百里香酚添加量较低情况下，

大豆蛋白能将其完全荷载，荷载率均达到 100%左右，

荷载量为 0.04 mg/mg蛋白左右。与前人的研究相符，

在低百里香酚结合条件下，大豆蛋白-百里香酚纳米复

合物自组装凝胶的临界蛋白质量浓度为 10%（100
mg/mL）[24]，该质量浓度明显低于单宁酸诱导大豆蛋

白凝胶所需蛋白质量浓度（12%）[16]，表明百里香酚是

一种较好的大豆蛋白胶凝剂。

表1 蛋白质量浓度对大豆蛋白-百里香酚纳米复合物的荷载效

果及形态的影响

Table 1 Effects of protein concentration on the loading efficiency

and appearance of soy protein-thymol nanocomplexes

蛋白浓度/
(mg/mL)

荷载量 LA/
(mg/mg蛋白) 荷载率/% 外观

50 0.04±0.002a 101.63±4.40a □

75 0.04±0.001a 104.68±2.00a □

100 0.04±0.002a 99.14±3.76a ■

注：□溶液、▲溶胶、■凝胶。字母 a表示 p<0.05时同一指

标下不同处理间的显著性差异。

2.2 不同百里香酚添加量的影响

表2 百里香酚添加量对大豆蛋白-百里香酚纳米复合物的荷载

效果及形态的影响

Table 2 Effects of thymol adding amount on the loading

efficiency and appearance of soy protein-thymol nanocomplexes

百里香酚/
(g/g蛋白)

荷载量 LA/
(mg/mg) 荷载率/% 外观

0.033 0.04±0.001g 105.59±1.52a □

0.067 0.07±0.002f 99.45±5.67b □

0.08 0.08±0.009e 97.11±11.36b ▲

0.10 0.10±0.015d 95.08±4.98b ■

0.133 0.15±0.004c 109.10±3.29a ■

0.20 0.20±0.009b 101.93±4.84a ■

0.40 0.33±0.06a 81.56±7.46c □

注：□溶液、▲溶胶、■凝胶。字母 a~g表示 p<0.05时同一

指标下不同处理间的显著性差异。

大豆蛋白构象中含有疏水位点和疏水区域，主要

通过疏水相互作用结合生物活性物质，如百里香酚、

姜黄素等，在一定的构象条件下，随着活性物质增加，

大豆蛋白的结合位点会趋于饱和[17,25,26]。如表 2所示，

随着百里香酚添加量增加，大豆蛋白对百里香酚的荷

载量增加，在百里香酚添加量不超过 0.20 g/g蛋白时，

大豆蛋白的荷载率达到 100%（表 2），当添加量继续增

加时，荷载率降低，说明此时大豆蛋白的结合位点已

经饱和，大豆蛋白对百里香酚的最高荷载量达到

0.33 mg/mg（33%）。将复合物溶液置于 4 ℃条件下

18 h，发现百里香酚添加量大于 0.08 g/g蛋白时，复合

物开始凝胶化，从溶胶逐渐形成凝胶，但添加量大于

0.20 g/g蛋白之后，复合物不能形成凝胶，说明在蛋白

浓度 75 mg/mL、反应初始 pH值 11.0、反应终止 pH值

为 7.0条件下，大豆蛋白-百里香酚纳米复合物自组装

凝胶的临界百里香酚浓度为 0.08 g/g 蛋白，在 0.08~
0.20 g/g蛋白添加量范围内，百里香酚浓度增加有利于

大豆蛋白的胶凝特性，这结果与单宁酸诱导大豆蛋白

自组装凝胶类似，随着单宁酸浓度增加，所形成大豆

蛋白凝胶的硬度增加[16]。但百里香酚荷载量过高可能

会诱导蛋白分子间相互作用，产生聚集体，从而影响凝

胶的形成。

另外，很有趣的是，当复合物中百里香酚荷载量

增加时，大豆蛋白冷致凝胶所需的蛋白浓度降低

（75 mg/mL），表明百里香酚复合具有促进大豆蛋白自

组装凝胶作用。该结果与 Zhong等[27]的研究报道相符，

该研究发现高浓度葛根素结合会促进乳清蛋白热致凝

胶的形成，随着葛根素添加量增加，乳清蛋白凝胶的

强度提高。

2.3 不同反应初始 pH值的影响

表3 反应初始pH对大豆蛋白-百里香酚纳米复合物的荷载效果

及形态的影响

Table 3 Effects of initial reaction pH on the loading efficiency

and appearance of soy protein-thymol nanocomplexes

初始 pH值 荷载量 LA/(mg/mg) 荷载率/% 外观

9.0 0.12±0.003b 88.99±2.4b ▲

10.0 0.14±0.010a 104.08±7.52a ■

11.0 0.15±0.004a 109.10±3.29a ■

12.0 0.11±0.001b 81.79±0.62b ■

注：□溶液、▲溶胶、■凝胶。字母 a、b表示 p<0.05时同

一指标下不同处理间的显著性差异。

pH值偏移处理是一种可改善蛋白质的功能特性的

技术[28]，已被证实可提高大豆蛋白热致凝胶性能[11]。

考虑到百里香酚在碱性条件下溶解性较好，本研究选

择远高于等电点的 pH值环境处理大豆蛋白。如表 3所
示，随着 pH值增加，大豆蛋白对百里香酚的荷载量提

高，表明 pH值偏移处理可提高大豆蛋白对百里香酚的

结合能力。该结果与前人研究结果相符[12,29]，可能与

pH值偏移处理诱导蛋白结构解离和重组装有关[30]。然

而当体系 pH值达到 12.0时，荷载量反而下降（表 3），
可能是因为在极端 pH值条件下，大豆蛋白结构展开，

构象和表面特性发生严重变化，不利于百里香酚的结
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合。在四种 pH值条件下制备的大豆蛋白-百里香酚纳

米复合物均能凝胶化，且随着 pH值提高，复合物溶液

从溶胶逐渐转变成凝胶，且凝胶的形变逐渐减少

（图 1）。pH值大于 10.5可诱导蛋清蛋白溶液形成凝

胶[13]，而本文大豆蛋白在 pH值大于 9即可自组装形成

冷致凝胶，表明百里香酚复合对 pH值偏移处理诱导大

豆蛋白自组装凝胶有促进作用。考虑到 pH值 12.0时
大豆蛋白严重变性产生异味，故选择 pH值 11.0作为最

适宜的反应初始 pH值。

2.4 不同反应终止 pH值的影响

蛋白质凝胶是分子间相互作用形成网络结构的结

果，在碱性条件下，由于蛋白质的羧基（COOH）去质

子化成 COO-，产生高度负电荷结构，分子间静电排斥

力大，不利于凝胶的形成，因此在反应结束后需要调

低体系的 pH。如图 1所示，最终体系为弱酸性或弱碱

性均不利于大豆蛋白-百里香酚纳米复合物自组装凝胶

的形成，在 pH值为 7.0和 8.0时，复合物能自组装成

凝胶和溶胶，在 pH值为 6.0时，复合物保持溶液状态，

甚至在贮藏半个月之后有分层现象。

图1 反应初始pH值（左）和终止pH值（右）对大豆蛋白-百里

香酚纳米复合物自组装凝胶的影响

Fig.1 Effects of initial reaction pH and reaction ending pH on

the self-assembly gelation of soy protein-thymol nanocomplexes

2.5 大豆蛋白-百里香酚纳米复合物自组装凝

胶机制

以不同反应终止 pH制备的复合物为对象研究大

豆蛋白-百里香酚纳米复合物自组装凝胶机制。从外观

分析可知，在 pH值 8.0~6.0条件下，没有百里香酚的

纯蛋白溶液均保持溶液状态，而复合百里香酚后，pH

值 8.0和 7.0体系的蛋白能形成溶胶和凝胶（表 4）。
表4 不同终止pH值条件下制备的大豆蛋白-百里香酚纳米复合

物的形态、浊度和Th T荧光强度

Table 4 Effects of reaction ending pH on the appearance,

turbidity and ThT fluorescence intensity of soy protein-thymol

nanocomplexes

终止 pH值 外观 浊度τ值 平均粒径/nm

复合物

6.0 □ 66.76±0.97aA 1 191.67±62.07aA

7.0 ■ 12.50±0.93bA 163.20±0.30bA

8.0 ▲ 6.67±0.28cA 125.77±1.33cA

原蛋白

6.0 □ 62.18±4.24aA 323.00±1.0aB

7.0 □ 5.18±0.25bB 127.90±2.62bB

8.0 □ 4.05±0.35cB 108.23±3.28bB

注：□溶液、▲溶胶、■凝胶。字母 a~c表示 p<0.05时同一

指标下复合物或原蛋白不同处理间的显著性差异，A、B 表示

p<0.05时蛋白复合百里香酚前后的显著性差异。

图2 不同反应终止pH值条件下制备的大豆蛋白-百里香酚纳米

复合物溶液的粒径分布图

Fig.2 Typical particle size distribution profiles of soy

protein-thymol nanocomplexes prepared with different reaction

ending pH

注：SPI表示原蛋白，ST表示大豆蛋白-百里香酚纳米复合物。

从溶液粒径分布和平均粒径分析可知，随着 pH值

降低，大豆蛋白的平均粒径增加，颗粒的粒径逐渐趋

势大颗粒范围分布（表 4、图 2）。在没有百里香酚存

在的纯蛋白体系中，在 pH值 8.0~6.0环境下，蛋白分

子主要以纳米颗粒形式存在，pH值降低会诱导部分蛋

白分子发生局部聚集，形成较大的聚集体。在大豆蛋

白-百里香酚复合物体系中，百里香酚的结合会进一步

诱导蛋白分子聚集，平均粒径增加 16.21%~268.94%，

并且在 pH值 6.0条件下，绝大部分复合物以微米级别

大小颗粒存在。很有趣的是，在没有百里香酚的体系，

蛋白适度聚集并不能诱导自组装凝胶的发生，但在百

里香酚存在的体系，pH值和百里香酚协同诱导大豆蛋

白聚集化，并且适度聚集可进一步诱导自组装凝胶的

发生，过低或过度聚集都会破坏复合物的自组装凝胶
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特性。在 pH 值 7.0 条件下制备的复合物以粒径小于

1 000 nm的颗粒存在，因此由大豆蛋白-百里香酚纳米

复合物自组装制备的凝胶为纳米凝胶。

球蛋白自组装纤维化的显著特点之一就是形成了

具有β-折叠结构的淀粉样纤维，硫黄素 T（Th T）是一

种阳离子苯并噻唑染料，能与淀粉样纤维结合后使荧

光强度显著增强[31]，因此可通过 Th T荧光强度的变化

来表征大豆蛋白自组装纤维化情况。从图 3可知在弱

酸性和弱碱性条件下，大豆蛋白（7.5%，m/m）能够自

组装纤维化，形成一定程度的纤维结构。通常认为大

豆蛋白纤维化是蛋白先水解成多肽，之后多肽自组装

成有序的纤维结构的过程，一般在远离等电点的 pH
值、加热及低浓度蛋白条件下进行，水解反应是蛋白

纤维化的主要限速条件，而高浓度蛋白（7.5%~8.0%，

m/m）可增加初始蛋白的聚集速率[32]。这可能就是本研

究大豆蛋白在弱酸和弱碱条件下纤维化的原因，大豆

蛋白适度水解后自组装形成“蠕虫状”的聚集体。在

中性条件下，蛋白自身纤维化程度最低，但百里香酚

结合可促进大豆蛋白纤维化，Th T 的荧光强度提高

93.78%，且纤维化程度与 pH值 6.0弱酸诱导大豆蛋白

纤维化程度相当。另外，在弱酸和弱碱条件下，百里

香酚结合对大豆蛋白纤维化的促进作用不明显。结合

大豆蛋白-百里香酚纳米复合物凝胶化结果（图 1），可

推断百里香酚结合诱导的大豆蛋白纤维性能可能与酸

诱导的大豆蛋白纤维性能不同。Xu等[33]报道，没食子

儿茶素没食子酸酯（EGCG）复合可裂解大豆蛋白纤维

的刚性结构，形成柔韧性的纤维，从而诱导大豆蛋白

纤维自组装成凝胶结构。

图3 不同反应终止pH值条件下制备的大豆蛋白-百里香酚纳米

复合物溶液的Th T荧光强度

Fig.3 ThT fluorescence intensity of soy protein-thymol

nanocomplexes preparedwith different reaction ending pH

注：SPI表示原蛋白，ST表示大豆蛋白-百里香酚纳米复合

物。字母 a~c表示 p<0.05时同一指标下复合物或原蛋白不同处

理间的显著性差异，A、B表示 p<0.05时蛋白复合百里香酚前后

的显著性差异。

动态光散射度检测蛋白质溶液中的微小聚集颗粒

十分灵敏，一旦溶液中出现大于单体分子的颗粒，扫

描光波就会发生很大的变化，因此可使用动态光散射

测量溶液中的光散射强度的变化来表征蛋白自组装纤

维化过程[34]。从图 4可知，大豆蛋白在弱酸性条件下

光散射强度明显高于中性和弱碱性，说明其酸性条件

可诱导大豆蛋白自组装纤维，在中性和碱性条件下，

大豆蛋白自组装纤维能力较弱。然而，在中性条件下，

百里香酚结合能显著增加大豆蛋白的光散射强度

（154.67%），表明百里香酚结合可诱导大豆蛋白自组

装纤维。

图4 不同反应终止pH值条件下制备的大豆蛋白-百里香酚纳米

复合物溶液的光散射强度

Fig.4 Light scattering intensity of soy protein-thymol

nanocomplexes prepared with different reaction ending pH

注：SPI表示原蛋白，ST表示大豆蛋白-百里香酚纳米复合

物。字母 a~c表示 p<0.05时同一指标下复合物或原蛋白不同处

理间的显著性差异，A、B表示 p<0.05时蛋白复合百里香酚前后

的显著性差异。

综上所述，百里香酚结合可诱导大豆蛋白纤维化

聚集，继而诱导凝胶的形成，但复合物的纤维化程度

要保持在适度范围，过高或过低都不利于大豆蛋白自

组装凝胶的发生。

2.6 大豆蛋白-百里香酚纳米复合物凝胶网络

分子间作用力分析

典型的蛋白质凝胶是由非共价和共价作用力稳定

的。Tang等[22]认为可通过不同化学变性剂对相互作用

力的破坏来推断凝胶形成的分子间作用力。Jiang等[35]

认为在蛋白质凝胶中添加一定化学变性剂，可以溶解

凝胶网络结构中的结合蛋白，因此可通过蛋白质溶解

性的改变来推断凝胶网络的分子作用力。

尿素是一种中性变性剂，可以弱化疏水相互作用

和抑制氢键作用。如图 5所示，所有大豆蛋白-百里香

酚纳米复合物凝胶在尿素中的浊度均显著低于对照，
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表明尿素处理增加了凝胶中大豆蛋白的溶解性，因此

氢键作用和疏水相互作用是大豆蛋白-百里香酚纳米复

合物凝胶网络结构形成的主要作用力。这与

Gulseren等[36]的研究结果相符，该研究表明尽管大豆蛋

白功能的影响因素众多，氢键和疏水相互作用在强化

其凝胶特性中发挥重要作用，从而使大豆蛋白凝胶结

构致密性增加。

DTT也是一种变性剂，可通过还原蛋白质的二硫

键从而阻止半胱氨酸残基之间相互作用形成蛋白质分

子内或分子间二硫键。如图 5所示，大豆蛋白-百里香

酚纳米复合物凝胶在DTT溶液中的溶解度高于对照，

但显著低于尿素溶液。DTT可以破坏二硫键从而使原

本连接这些共价键的蛋白溶解，因此可推断二硫键对

于大豆蛋白-百里香酚纳米复合物凝胶网络形成发挥一

定的作用，但贡献率低于氢键和疏水相互作用。该结

果与大豆蛋白热致凝胶不一致，Zhao等[23]报道形成大

豆蛋白热致凝胶网络的分子作用力主要为二硫键、氢

键和疏水相互作用，表明百里香酚结合诱导大豆蛋白

凝胶机制与热变性诱导大豆蛋白凝胶机制不同，百里

香酚结合后会阻止蛋白分子间二硫键的形成，但会通过

自身分子间形成氢键或促进蛋白分子间氢键的形成。

尽管 KCl不是一种变性剂，但通常被用于研究凝

胶网络结构的静电相互作用。如图 5所示，所有大豆

蛋白-百里香酚纳米复合物凝胶在KCl溶液中的溶解度

显著低于对照，表明静电相互作用并不是大豆蛋白-百
里香酚纳米复合物凝胶网络形成的主要作用力。

图5 不同反应体系pH值条件下制备的大豆蛋白-百里香酚纳米

复合物凝胶的分子间相互作用力分析

Fig.5 Intermolecular interaction forces of soy protein-thymol

nanocomplexes hydrogels prepared with different reaction pH

注：SPI表示原蛋白，ST表示大豆蛋白-百里香酚纳米复合

物。字母 a~d表示 p<0.05时同一样品在不同变性剂间的显著性

差异。

从上述分析，可推断大豆蛋白-百里香酚纳米复合

物凝胶网络的形成主要依赖氢键和疏水相互作用力，

其次是二硫键作用力，静电相互作用力不参与该过程。

考虑到在碱性条件下，蛋白三级结构展开，疏水

位点暴露[11]，百里香酚质子化在水中溶解性提高[37]，

百里香酚分子结合到蛋白疏水位点，较高荷载的百里

香酚分子间相互作用形成桥联，促进蛋白分子间纤维

化聚集，形成适度尺度的聚集体[26]。结合以上分析，

可推断大豆蛋白-百里香酚纳米复合物自组装凝胶的机

制为：在碱性条件下，百里香酚分子结合到大豆蛋白

疏水区域，之后体系 pH值调节至中性，蛋白结构重叠，

蛋白分子间、百里香酚分子间相互作用增加，诱导纤

维化聚集体发生，聚集体之间通过氢键、疏水相互作

用和二硫键等作用力形成网络结构，呈现出凝胶状态。

3 结论

本研究分析了蛋白浓度、百里香酚添加量、反应

初始 pH值和反应终止 pH值对大豆蛋白与百里香酚相

互作用及其自组装凝胶的影响，结果发现，四者协同

影响复合物自组装凝胶进程，一个较佳的条件是：蛋

白浓度 75 mg/mL、百里香酚添加量为 0.133 g/g蛋白、

反应体系初始和终止 pH值分别为 11.0和 7.0。高载量

的百里香酚复合可诱导大豆蛋白产生适度的纤维化聚

集，聚集体之间通过氢键、疏水相互作用和二硫键等

作用力形成网络结构。因此，百里香酚可作为抑菌剂

和胶凝剂在食品工业中应用，发挥双重作用，所构筑

的大豆蛋白冷致凝胶可作为生物活性物质递送载体，

应用于功能食品开发中。
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