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低温等离子体关键活性粒子对大豆球蛋白结构

及致敏性的影响

彭开锋1，周迎雪2，李晓娟1，刘志伟2*

（1.株洲千金药业股份有限公司，湖南株洲  412000）（2.湖南农业大学食品科学技术学院，湖南长沙  410128）

摘要：该文通过构建单独活性粒子（ · OH、H2O2）氧化体系和基于低温等离子体技术（CP）的活性粒子屏蔽

体系（屏蔽 ·OH ：叔丁醇；屏蔽 H2O2 ：MnO2）的对比研究，探究 CP 活性粒子（ · OH、H2O2）对大豆球蛋白结构

及致敏性影响的特异性。结果表明：单独 · OH 氧化体系，大豆球蛋白与 IgG/IgE 结合能力均随 · OH 含量增加而逐渐降

低至 69.00%（20 mmol/L）；CP+ 叔丁醇的 · OH 屏蔽氧化体系中，结合能力由 59.45%（IgG）、52.50 %（IgE）（40 kV、

2 min），分别增加至 67.95%（IgG）（100 mmol/L）和 73.77%（IgE）（300 mmol/L）。单独 H2O2 氧化体系，大

豆球蛋白与 IgG /IgE 结合能力均随 H2O2 含量增加而降至 65.65%（IgG）、30.84%（IgE）（2.0 mmol/L），基于

CP+MnO2 的 H2O2 屏蔽体系中，随着 MnO2 添加量的增加，结合能力分别增加至 91.22%（IgG）、73.90%（IgE）

（25 mmol/L）。利用 SDS-PAGE 和内源荧光光谱分别表征蛋白一级结构和三级结构变化，结果表明，· OH 通过

改变大豆球蛋白一级和三级结构，而 H2O2 改变蛋白三级结构达到消减大豆球蛋白致敏性目的。该研究证实 · OH

和 H2O2 作为具有氧化作用的活性粒子参与 CP 处理对蛋白结构的氧化修饰。
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Abstract: A comparative investigation was performed using oxidation systems comprising single active particles, 

namely ·OH and H2O2, and free radical scavenging systems based on cold plasma (CP) (·OH scavenging: CP + tertiary 

butanol; H2O2 scavenging: CP + MnO2) to explore the specificity of different active particles in CP treatment (·OH and H2O2) 

on the structure and antigenicity of glycinin. The IgG/IgE binding abilities of glycinin were found to gradually decrease 
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to 69.00% as the ·OH concentration increased up to 20 mmol/L in the ·OH oxidation system. In the CP + tertiary butanol 

oxidation system without ·OH, the IgG/IgE binding abilities of glycinin increased from 59.45% (IgG) and 52.50% (IgE) with 

CP treatment  (40 kV, 2 min) alone to 67.95% (IgG) (100 mmol/L tertiary butanol) and 73.77% (IgE) (300 mmol/L tertiary 

butanol), respectively. Similarly, the IgG /IgE binding abilities of glycinin decreased to 65.65% (IgG) and 30.84% (IgE) as 

the H2O2 concentration increased to 2.0 mmol/L in the H2O2 oxidation system. In the CP + MnO2 oxidation system without 

H2O2, the binding abilities of glycinin increased to 91.22% (IgG) and 73.90% (IgE) as the MnO2 concentration increased to 

25 mmol/L. Structural analysis based on SDS-PAGE and fluorescence spectra indicate that the ·OH-induced primary and 

tertiary structure changes of glycinin are directly related to the reduction of the antigenicity of glycinin. Meanwhile, only the 

tertiary structure of glycinin was modified by H2O2. Therefore, ·OH and H2O2 are key active particles in CP treatment for the 

oxidative modification of protein structures and its related antigenicity elimination.

Key words: cold plasma; glycinin; free radicals; allergenicity

低温等离子体技术（Cold Plasma，CP）作为

一种利用高能活性氧氮粒子（RONS）实现处理基

质物性修饰的手段，因其因具有绿色、非热、无化

学残留等优势，近年来在食品加工领域的应用引起

极大关注 [1,2] 。室温条件下，气体经高能电场电离产

生多种活性粒子（O、O3、· OH、HO2、O2
-、NO 和

ONOO），形成复杂的 RONS 等离子体氧化体系 [3] 。

这些活性粒子介导的氧化效应作用于食品基质，从

而实现食品杀菌保鲜以及大分子（蛋白、淀粉等）

改性修饰等，尤其是蛋白的改性修饰、消减致敏性

及改善其功能特性方面具有良好应用前景 [4,5] 。

大豆蛋白作为植物蛋白的重要来源，因其良好

的功能性被广泛应用于植物基蛋白食品加工中 [6] 。

但作为“八大”过敏原之一，影响其在食品加工中

的应用。大豆球蛋白（11S）作为大豆蛋白主要成

分，是抗原性最强的因子之一，常用于表征大豆蛋

白致敏性变化 [7] 。借助不同物理、化学及生物技术

手段改性蛋白，从而改变其构象表位和线性表位，

达到消减蛋白致敏性目的是目前研究热点。本课题

组前期的研究表明，CP 氧化对蛋白结构的修饰具

有消减致敏性的效果，CP 处理 5 min 对大豆球蛋白

致敏性消减达到 91.64%（IgG）和 81.49%（IgE） [8,9] 。

另外，Ng 等 [10] 报道 CP 对牛奶中的酪蛋白和乳白

蛋白的致敏性有显著的消减作用。Ekezie 等 [11] 研究

表明，CP 处理能有效降低虾原肌球蛋白的致敏性，

抗体的结合能力分别下降 17.60%（IgE）和 26.87%
（IgG）。因 CP 与水溶液相互作用形成 CP 氧化体系

过程中，呈现多场耦合下复杂的化学反应，导致产

生的活性粒子（· OH、O3、NxOy、H2O2 等）复杂

多样 [12,13] 。然而，关于 CP 氧化体系中对蛋白结构

起修饰作用的主要作用粒子，及不同活性粒子对蛋

白分子结构修饰的特异性还不清楚。因此，本文以

大豆球蛋白为对象，构建基于 CP 的不同活性粒子

屏蔽体系（屏蔽· OH ：叔丁醇；屏蔽 H2O2 ：MnO2）

和单独的氧化体系（ · OH，H2O2）的进行对比研究，

通过蛋白氧化程度，结构及致敏性变化，探明 CP
氧化体系中活性粒子大豆球蛋白致敏性及结构影响

主要活性粒子及消减致敏性的机制。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

脱脂豆粕，山东禹王实业有限公司；SDS-PAGE
凝胶试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司；上样

缓冲液、分子量指示 Marker、考马斯亮蓝 R250、
ECL 超灵敏发光液，索莱宝生物有限公司科技；兔

抗大豆球蛋白血清，实验室自制；大豆过敏患者血

清，湖南省益阳市中心医院；辣根过氧化酶标记

（HRP）的羊抗兔 IgG、辣根过氧化酶标记（HRP）
的羊抗人 IgE，生工生物工程股份有限公司；ELISA
酶标板，JET BIOFIL ；二氧化锰、叔丁醇，国药集

团化学试剂有限公司；其他化学试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

CTP-2000K 等离子体装置，南京苏曼等离子科

技有限公司；Wix-multipro2 垂直凝胶电泳装置，威

克斯科技有限公司；UV-1800 紫外分光光度计，日

本岛津；F-7000 荧光分光光度计，日本岛津。

1.3 方法

1.3.1 大豆球蛋白提取与纯化

大豆球蛋白提取方法参照姚利利 [14] ，并稍作改

动。脱脂豆粕与 Tris HCl 缓冲液（30 mmol/L，pH
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值 8.0，含 10 mmol/L β- 巯基乙醇）以 1:15（m/V）
的比例混合，并在磁力搅拌器中搅拌 4 h。将混合物在

9 000×g 下离心 30 min，加入亚硫酸氢钠（0.98 g/L）至

上清液，用 2 mol/L HCl 调整 pH 值至 6.4。在 4 ℃下

保存过夜。9 000×g 离心 30 min，用 400 mL 磷酸盐

缓冲液（2.6 mmol/L KH2PO4，32.5 mmol/L K2HPO4，

0.4 mol/L NaCl，10 mmol/L β- 巯基乙醇，pH 值 7.6）
溶解沉淀，加入硫酸铵至 51% 饱和度，9 000×g 离

心 30 min，收集上清液，加入硫酸铵至 66% 饱和度，

9 000×g 下离心 30 min。150 mL 蒸馏水溶解沉淀，

于 4 ℃冰箱透析 48 h，每 8 h 更换一次蒸馏水。透

析完成收集样品冻干，于-18 ℃保存，用于后续分析。

1.3.2 不同氧化体系的构建

（1）CP 处理：将大豆球蛋白（2 mg/mL）分散

于去离子水中，室温搅拌 30 min，充分水化。将大

豆球蛋白样品（5 mL）装入石英容器，40 kV、12 kHz
下 CP 处理 2 min，处理后，使用 2 mol/L NaOH 调

pH 值至 7.0，4 ℃储藏备用。

（2）活性粒子屏蔽体系：方法参照吴京蔚 [15] 。

将大豆球蛋白（2 mg/mL）分散于去离子水中，室

温搅拌 30 min，充分水化。分别加入自由基屏蔽

剂 叔 丁 醇（100、200、300 mmol/L）、 二 氧 化 锰 
（25、50、100 mmol/L），震荡均匀，取 5 mL 装入

石英容器，40 kV、12 kHz 下 CP 处理 2 min，使用

2 mol/L NaOH 调 pH 值至 7.0，4 ℃储藏备用。

（3）羟基氧化体系构建：采用 FeCl3/Vc/H2O2（芬

顿体系）构建羟基自由基氧化体系 [16] ，（反应过程：

Vc+Fe3+→Fe2+，Fe2++H2O2 →· OH+Fe3+）其中 FeCl3

浓度为 0.1 mmol/L，Vc 浓度为 0.1 mmol/L，H2O2

浓度分别为 0、0.5、5、10 和 20 mmol/L，将大豆球

蛋白（2 mg/mL，m/V）分散于上述氧化体系，室温

搅拌 30 min，充分水化，共计反应 2h，用 1 mmol/L 
EDTA 终止，使用 2 mol/L NaOH 调 pH 值至 7.0，4 ℃
储藏备用。

（4）过氧化氢氧化体系构建：配制 0、0.25、0.5、
1.0、2.0 mmol/L 的过氧化氢氧化体系，将大豆球蛋

白分散于上述氧化体系，室温搅拌30 min，充分水化，

反应 2 h，用 1 mmol/L 硫代硫酸钠终止，2 mol/L 
NaOH 调 pH 值至 7.0，4 ℃储藏备用。

1.3.3 羰基含量测定

0.5 mL 大豆球蛋白溶液（2 mg/mL）与 0.5 mL
的含有 10 mmol/L 2,4- 二硝基苯肼的 2 mol/L HCl 混
合，室温孵育 40 min。另取 0.5 mL 大豆球蛋白溶液

（2 mg/mL）与 0.5 mL 的不含有 2,4- 二硝基苯肼的

2 mol/L HCl 混合，室温孵育 40 min，作为空白对照。

每个试管中加入 0.5 mL 20% 的三氯乙酸，震荡混匀

后静置 10 min，离心（12 000 r/min，5 min，10 ℃）。

弃去上清液，用 1.0 mL 的乙醇 - 乙酸乙酯溶液（1:1，
V/V）洗涤沉淀 3 次后，用 1.0 mL 6 mol/L 盐酸胍溶

液溶解蛋白，在 37 ℃水浴 30 min。利用分光度计

于 370 nm 测定吸光值，记录数值，盐酸胍溶液调零。

B =
 （A0-A1）×V2

ε×d×C1×V1
　　　　　　　　　　　　 （1）

式中：

B——羰基含量，μmol/g ；

A0——样品吸光度；

A1——空白对照吸光度；

V2——最终体积，1 mL ；

ε——消光系数，22 000 L · mol-1 · cm-1
；

d——比色皿厚度，1 cm ；

C1——蛋白质量浓度，2 mg/mL ；

V1——样品体积，0.5 mL。

1.3.4 SDS-PAGE凝胶电泳

于 0.5 mL 离心管中按 4:1（V/V）的比例加入

80 μL 大豆球蛋白样品（1 mg/mL）和 20 μL 还原型

Loading buffer，震荡混匀后，在 90 ℃的金属加热

器加热 10 min，凝胶电泳参数：上样量：10 μL，电压：

75 V，时间：1 h，染色：40 min，脱色（具体的脱色液），

拍照。

1.3.5 内源荧光光谱

内源荧光光谱测定：使用 0.1 mol/L，pH 值 7.0
磷酸缓冲液将大豆球蛋白样品（2 mg/mL）稀释至

0.1 mg/mL。激发波长：280 nm，激发和发射狭缝宽度：

2.5 nm，发射波长：300~400 nm，扫描、记录数据。

1.3.6 ELISA
利用酶联免疫吸附法测定大豆球蛋白抗原性。大

豆球蛋白样品（2 mg/mL）用包被液（0.01 mol/L 磷酸

盐缓冲液，pH 值 7.4）稀释至 50 μg/mL ，取 100 μL 
样品加入 96 孔酶标板，封板膜覆盖平板，于 4℃冰

箱静置过夜。TBST 缓冲液洗涤 3 次后拍干（每孔

400 μL），每孔加入 250 μL 封闭液（m=5% 脱脂牛奶

蛋白）37 ℃封闭 1 h，TBST 缓冲液洗涤 3 次后拍干，

每孔加入 100 μL 一抗（IgG、IgE），37 ℃孵育 1 h，
TBST 缓冲液洗涤 3 次后拍干，每孔加入 100 μL 二

抗（IgG、IgE），37 ℃孵育 1 h，TBST 缓冲液洗涤

3 次后拍干，加入 100 μL TMB 显色液 37 ℃，避光
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反应 15 min。每孔加入 50 μL H2SO4（2 mol/L）终

止液终止反应。用酶标仪于450 nm测定样品吸光值。

E =
A-Akb

A2-Akb

×100%　　　　　　　　　 　　 （2）

式中：

E——IgG/IgE 结合能力，% ；

A——处理样品在 450 nm 处的吸光度；

A2——未处理样品在 450 nm 处的吸光度；

Akb——空白孔吸光度。

1.3.7 统计分析

所有数据采用单因素方差分析法（ANOAN）

进行显著性分析，并以平均 ± 标准差表示，用

Origin 2019 进行作图。

2  结果与分析

2.1 羟基粒子对大豆球蛋白结构及致敏性影响

2.1.1 大豆球蛋白羰基含量变化

羰基是氨基酸氧化中间产物，为衡量蛋白氧化

程度的重要指标。构建的不同浓度· OH 芬顿体系

对大豆球蛋白氧化程度的影响结果如图 1 所示，羰

基含量随着· OH 浓度的增加而逐渐增加，从 1.33
（未处理）增加到 3.37 μmol/g（5.0 mmol/L），最终

达到最大值 5.27 μmol/g（20 mmol/L），该结果与卢

岩 [17] 研究中大豆分离蛋白的羰基含量随· OH 浓度

增加的变化趋势相一致，章银良等 [18] 研究表明· OH
进攻氨基酸分子的 NH-/NH2 生成了羰基及其衍生

物，由此证明· OH 对蛋白具有一定氧化作用，并且

氧化强度与· OH 含量呈正相关。叔丁醇是公认的最

有效的· OH 屏蔽剂之一，其通过 -CH3 基脱氢与· OH
生成 H2O 方式消耗周围环境中· OH，其过程为： 
（CH3） 3COH+· OH→CH2C（CH3） 2OH+H2O， 研 究 
证实叔丁醇对· OH 的淬灭迅速且稳定，淬灭率可达

70.8% [19-21] 。图 1b 考察了叔丁醇添加量对 CP 氧化体

系中· OH 的屏蔽效果，大豆球蛋白样品经 CP 处理

2 min 羰基含量从 1.50（未处理）增加到 7.53 μmol/g 
（P＜0.05），但随着叔丁醇的添加，羰基含量下降

至 6.80 μmol/g（200 mmol/L），表明等离子氧化体

系对蛋白氧化作用降低，这一现象与戴慧旺 [19] 研究

不同醇浓度对 UV-Fenton 体系降解染料橙Ⅱ速率的

变化一致，随淬灭剂叔丁醇浓度的增大橙Ⅱ降解速

率下降，主要是由于单位时间内争夺羟基自由基的

淬灭剂数量增加，使环境中· OH 的氧化作用被抑制；

当叔丁醇浓度增大至 300 mmol/L，羰基含量增加至  
12.30 μmol/g，其变化与叔丁醇较高浓度导致蛋白变

性有关，该趋势同样出现在蔡燕等 [22] 探究不同粗酶

液与叔丁醇比例对脂氧酶分配的影响研究中，随着

叔丁醇比例高于 1:2.5，脂肪氧合酶蛋白变性增加，

使酶纯度和回收活力下降。综上所述，· OH 具有氧

化作用，且在 CP 介导的氧化体系中发挥作用，当

体系中存在· OH 屏蔽剂时，其氧化作用受到抑制，

从而表现为整个体系氧化能力的轻微减弱。

图 1  不同氧化体系对大豆球蛋白羰基含量的影响

Fig.1 The effect of different oxidation systems on carbonyls 

contentof glycinin

注：（a）· OH 氧化体系；（b）· OH 粒子屏蔽体系。小写

字母不同表示差异显著（P＜0.05）。图 1~4 同。

2.1.2 SDS-PAGE
通过 SDS-PAGE 研究不同处理对大豆球蛋

白一级结构影响。大豆球蛋白是一种六聚体蛋白

（320~360 ku），由酸性链和碱性链组成，如图 2
所示，观察到的 3 条特定蛋白条带，分别为酸性

链（35 ku 左右）和碱性链（15 ku 左右）。图 2a
中，蛋白条带强度变化随 · OH 浓度增加呈下降趋

势，当 · OH 浓度为 0.5~10 mmol/L，条带变化不显

著；浓度增加 20 mmol/L，条带强度显著减弱，该

结果表明，· OH 改变大豆球蛋白一级结构，使氨基

酸链断开，形成小分子肽。图 2b 中，与对照相比，

CP+ 叔丁醇的 · OH 屏蔽体系中蛋白条带强度均出
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现减弱。另外，与 CP 处理 2 min 相比，· OH 屏蔽

体系中蛋白条带出现先增强后减弱的现象，当叔丁

醇添加量为 100 mmol/L 时样品蛋白条带增强，而

浓度增加至 300 mmol/L 条带强度再次降低，该趋

势与羰基含量变化保持一致，即叔丁醇的加入抑

制 · OH 活性使氧化作用减弱，而叔丁醇不断累积

导致蛋白变性程度增加。

图 2  不同氧化体系对大豆球蛋白一级结构的影响

Fig.2 The effect of different oxidation systems on primary 

structure of glycinin

2.1.3 大豆球蛋白三级结构变化

通过内源荧光光谱表征大豆球蛋白三级结构的

变化，结果如图 3 所示。· OH 氧化体系中，未处理

样品在 335 nm 附近出现最大荧光强度（FImax），且

随 · OH 浓度增加 FImax 逐渐下降（图 3a）。· OH 屏

蔽体系中，与未处理相比，不同处理下样品的 FImax

均显著降低，同时伴随明显的 λmax 蓝移，其中 CP
处理 2 min 荧光强度最低，随着叔丁醇添加量的增

加样品荧光强度逐渐增加（图 3b），这一变化与吴

伟  [23] 研究中大豆蛋白经氧化后变化相一致。研究表

明蛋白内源荧光决定于芳香族氨基酸（苯丙氨酸、

色氨酸、酪氨酸），λmax 与色氨酸残基所处微环境

的有关，λmax 大于 330 nm 则表明色氨酸残基位于

蛋白质分子外部的极性环境，此外 Wang 等  [24] 研究

表明色氨酸易被 CP 处理过程中产生的活性物质氧

化而发生荧光淬灭，Takai 等 [25] 通过高分辨率质谱

仪发现，色氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸经 · OH 处理后

氨基酸中的苯环被氧化，发生羟基化及硝化 [26] 。由

此可推断，本实验中荧光强度的显著变化源于不同

氧化体系对蛋白三级结构的改变，使处于蛋白表面

极性环境中的芳香族疏水氨基酸（色氨酸）被活性

物质氧化产生荧光猝灭；· OH 积累对三级结构产生

影响，表现为荧光强度下降，但与 · OH 处理的样品

相比较，单独 · OH 的氧化作用较弱；此外 CP 处理

之前添加叔丁醇，· OH 含量下降，CP 处理介导的氧

化作用随之减弱，最终表现为荧光强度的增加，这

与羰基含量变化保持一致，再次证明 · OH 在 CP 处

理过程中发挥作用。

图 3  不同氧化体系对大豆球蛋白三级结构的影响

Fig.3 The effect of different oxidation systems on tertiary 

structure of glycinin

2.1.4 大豆球蛋白与IgG、IgE结合能力变化

抗原蛋白与 IgG/IgE 的结合能力反映了蛋白的

致敏性，ELISA 作为定量表征蛋白与抗体结合能力
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的手段，常用来评估不同加工手段对蛋白致敏性消

减。图 4 展示了不同氧化体系下大豆球蛋白致敏性

变化。· OH 氧化体系中，大豆球蛋白与 IgG/IgE 结

合能力均随 · OH 含量增加而逐渐下降，当 · OH 的

浓度为 20 mmol/L 时，IgG/IgE 均降至约 69.00%       
（P＜0.05）（图 4a）。CP+ 叔丁醇的 · OH 屏蔽体系

中，经 CP 处理 2 min，大豆球蛋白与 IgG/IgE 结合

能力分别下降至 59.45%（IgG）、52.50%（IgE），该

结果与本团队 [8] 先前研究 CP 处理消减大豆球蛋白

致敏性变化保持一致。随着叔丁醇的加入，大豆球

蛋白与 IgG/IgE 结合能力分别增加至 67.95%（IgG）、

55.37%（100 mmol/L）（IgE），且与 IgE 结合能力

增大至 73.77%（300 mmol/L），结合羰基含量变化

可知，叔丁醇的加入抑制了羟基粒子的氧化作用从

而表现为 CP 处理对消减蛋白致敏能力的轻微下降，

而 IgG 结合能力随叔丁醇浓度增加持续下降，则与

叔丁醇含量过度导致蛋白变性有关。通过比较两种

体系可知，· OH 的氧化作用改变蛋白一级结构和三

级结构，一定程度上破坏了抗原蛋白的构象表位与

线性表位，导致大豆球蛋白致敏性降低，另外，通

过 · OH 屏蔽体系的研究证明 · OH 作为主要的活性

粒子参与了 CP 对蛋白的氧化修饰作用。

图 4  不同氧化体系对大豆球蛋白 IgG/IgE 结合能力的影响

Fig.4 The effect of different oxidation systems on the IgG/IgE 

binding capacityof glycinin

2.2 H2O2粒子对大豆球蛋白致敏性及结构影响

2.2.1 大豆球蛋白羰基含量变化

图 5  不同氧化体系对大豆球蛋白羰基含量的影响

Fig.5 The effect of different oxidation systems on carbonyls 

contentof glycinin

注：a ：H2O2 氧化体系；b ：H2O2 粒子屏蔽体系。小写

字母不同表示差异显著（P＜0.05）。下图同。

图 5a 为不同浓度 H2O2 体系羰基含量变化，其

中羰基含量随 H2O2 浓度的增加从 1.30 μmol/g（未

处理）增加到 2.42 μmol/g（0.25 mmol/L），最终

达 到 最 大 值 3.15 μmol/g（2.0 mmol/L）， 该 结 果

与赵冰等 [27] 研究中肌原纤维蛋白的羰基含量随

H2O2 浓度增加的变化趋势一致，表明 H2O2 对大

豆球蛋白具有氧化作用，且氧化强度与 H2O2 含

量正相关。本实验采用 MnO2 作为 H2O2 屏蔽剂，

Bokare 等 [28]  证实 MnO2 可促进 H2O2 分解，张士

豪 [29]  推断 MnO2 屏蔽 H2O2 过程为：MnO2+H2O2→ 
Mn(OH) 2+O 2 ；Mn(OH) 2+2H +→Mn 2++2H 2O ； 
Mn (OH)2+H2O2→MnO2+2H2O。图 5b 展示了 MnO2

添加量对 CP 氧化体系中 H2O2 的屏蔽效果，经 CP 处

理 2 min，大豆球蛋白样品的羰基含量从 1.03 μmol/g  
（未处理）增加到 10.28 μmol/g，加入 MnO2 后

羰基含量逐步下降至 5.25 μmol/g（100 mmol/L）  
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（P＜0.05），表明 MnO2 催化 H2O2 降低了 CP 处理

对大豆球蛋白的氧化作用，这一推断与张士豪 [29] 添

加 MnO2 探究 H2O2 对壳聚糖降解作用的结论一致。

综上可知，H2O2 对蛋白具有氧化作用，且作用强度

随粒子含量而增强；此外 H2O2 参与 CP 介导的氧化

体系，当体系中存在 H2O2 屏蔽剂 CP 处理对大豆球

蛋白的氧化效果大大削弱。

2.2.2 SDS-PAGE

图 6  不同氧化体系对大豆球蛋白一级结构的影响

Fig.6 The effect of different oxidation systems on primary 

structure of glycinin

如图 6 所示，每个样品均存在 3 条特定条带，

图 6a 中，不同样品蛋白条带强度基本一致，表

明 H2O2 氧化体系未对大豆球蛋白一级结构产生影

响，相同氧化条件下（粒子浓度 0.5 mmol/L）两种

氧化体系中羰基含量基本一致，分别为 3.06 μmol/g
（ · OH）、 2.33 μmol/g（H2O2），但 · OH 粒子可改变

蛋白一级结构，表现为蛋白条带强度减弱。图 6b 中，

CP+MnO2 的 H2O2 屏蔽体系中蛋白条带强度弱于对

照，但强于 CP 处理  2 min 的样品，表明 H2O2 粒子

参与 CP 处理且在处理过程中对蛋白一级结构产生

影响，CP 处理因与多种催化剂存在协同作用，常被

用于降解大气和液体中的污染物，由此推测 CP 处

理过程 H2O2 与其他粒子存在协同作用，添加屏蔽

剂后 H2O2 含量骤减协同作用减弱，对蛋白一级结

构的影响减弱表现为蛋白条带强度增强 [30-32] 。此外

MnO2 添加量不同样品间蛋白条带强度无显著差异，

结合张士豪 [29] 研究中将壳聚糖降解粘度不随 MnO2

添加量增加而变化的对应 MnO2 浓度作为反应终点，

可推断 25 mmol/L 的 MnO2 可将 CP 处理 2 min 产

生的 H2O2 粒子基本清除。综上所述，H2O2 氧化体

系对大豆球蛋白一级结构无影响；但 H2O2 粒子参与

CP 处理介导的氧化作用，且与 CP 处理过程中产生

的其他粒子存在协同作用。

2.2.3 大豆球蛋白三级结构变化

图 7  不同氧化体系对大豆球蛋白样品三级结构的影响

Fig.7 The effect of different oxidation systems on tertiary 

structure of glycinin

图 7a 中不同蛋白样品的 λmax 均在 335 nm 附近，

经 H2O2 氧化体系处理的样品 FImax 随 H2O2 浓度增

加逐渐下降，图 7b 为 H2O2 粒子屏蔽体系，与对照

相比，经 CP 处理 2 min 样品荧光强度降至最低，

CP+MnO2 体系样品 FImax 随 MnO2 添加量增加而增
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强，结合 2.1.3 讨论可知，荧光强度的变化可表征

蛋白三级结构的改变，表明 H2O2 氧化体系以及 CP
处理均对大豆球蛋白三级结构产生影响，使蛋白

样品中的色氨酸产生荧光猝灭；而添加 MnO2 导致

H2O2 含量下降，CP 处理介导的氧化强度减弱，表

现为样品荧光强度的增加。这与 CP+MnO2 氧化体

系的羰基含量及蛋白一级结构变化保持一致，证明

H2O2 在 CP 处理过程中发挥作用。

2.2.4 大豆球蛋白与IgG、IgE结合能力变化

图 8  不同氧化体系对大豆球蛋白 IgG/IgE 结合能力的影响

Fig.8 The effect of different oxidation systems on the IgG/IgE 

binding capacityof glycinin

H2O2 氧化体系下大豆球蛋白与 IgG/IgE 结合

能力变化如图 8a 所示，随 H2O2 含量增加下降至

65.65%（IgG）、30.84%（IgE）（2.0 mmol/L）（P＜0.05），
与邓倩莹等 [33] 研究中 H2O2 含量增加导致壳聚糖降

解能力提高的变化趋势相一致。由图 8b CP+H2O2

的 MnO2 屏蔽体系可知，经 CP 处理 2 min，大豆球

蛋白与 IgG/IgE 结合能力分别下降至 49.32%（IgG）、

46.90%（IgE），表明 CP 处理可消减大豆球蛋白致

敏性，随着 MnO2 的加入，大豆球蛋白与 IgG/IgE
结合能力分别增加至 91.22%（IgG）、73.90%（IgE）
（25 mmol/L）（P＜0.05），且与 IgE 结合能力增大

至 97.92%（100 mmol/L），与吴京蔚 [15]  研究中添

加 MnO2 后 H2O2 对黑木耳多糖降解作用减弱相一

致，结合羰基含量变化可知，MnO2 的加入导致体

系中 H2O2 含量大幅下降，抑制 CP 处理的氧化作

用最终表现为 CP 处理消减蛋白致敏能力的显著下

降。通过比较 H2O2 氧化体系和 H2O2 粒子屏蔽体系

可知，H2O2 氧化体系通过改变蛋白三级结构破坏抗

原蛋白构象表位，导致大豆球蛋白致敏性降低，此

外 CP+MnO2 屏蔽体系证明 H2O2 粒子参与 CP 对大

豆球蛋白的氧化修饰，并通过与其他粒子的协同作

用改变蛋白一级和三级结构。

3  结论

本研究通过构建不同氧化体系探究了 CP 处理

过程中 · OH 和 H2O2 的对大豆球蛋白结构影响的特

异性其结论如下：

（1）· OH 和 H2O2 均参与 CP 处理对大豆球蛋白

的氧化修饰，且对蛋白结构影响存在特异性，· OH
粒子在 CP 处理过程中可直接改变大豆球蛋白一级

和三级结构，而 H2O2 粒子仅改变蛋白三级结构，

其对一级结构的改变通过与 CP 处理产生的其他粒

子协同作用而实现。

（2）对大豆球蛋白不同样品与 IgG/IgE 结合能

力的分析可知：· OH 通过氧化修饰蛋白一级结构和

三级结构，同时破坏抗原蛋白线性表位和构象表位

消减蛋白致敏性，而 H2O2 主要通过氧化蛋白三级

结构，破坏抗原蛋白构象表位发挥作用，氧化作用

未涉及一级结构的变化。

研究的不足，CP 所涉及的粒子及中间产物复

杂多样，而且存在不同粒子间协同作用，因此，关

于 CP 处理过程中活性粒子对蛋白结构的修饰，及

其在处理过程中的动态变化还有待进步深入研究。
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