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FT-IR 分析乳清分离蛋白-葡聚糖接枝物的结构变化 
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摘要：A294、褐变程度和游离氨基含量的测定结果证实乳清分离蛋白与葡聚糖在干热处理条件下确实发生了以美拉德反应为机

理的接枝反应。使用傅里叶变换红外光谱技术研究了接枝反应对乳清分离蛋白分子结构的影响。与原蛋白相比，乳清分离蛋白-葡聚

糖接枝物在 3700~3200 cm-1范围内出现一宽峰及在 1260~1000 cm-1范围内吸收增强；接枝物在酰胺Ⅰ带(1600~1700 cm-1)和酰胺Ⅱ带

(1500~1600 cm-1)内的峰形发生变化，峰强增加，对应的吸收峰位发生红移。结合去卷积和二阶导数处理，对酰胺Ⅰ带进行曲线拟合，

定量分析了接枝反应前后蛋白质分子二级结构的变化。结果显示，由于大分子葡聚糖的接入，WPI 的二级结构遭到破坏，β-转角和无

规则卷曲含量增加，α-螺旋和 β-折叠含量减少，蛋白质分子结构有序性减弱。 
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Abstract: Measurement of A294, the degree of browning, and the content of free amino groups showed that a grafting reaction based on the 

Maillard-type reaction had occurred between the whey protein isolate (WPI) and dextran under dry-heating treatment. The effect of this grafting 

reaction on the structure of WPI was investigated by using Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). Compared to the original WPI, the 

conjugate showed a broad peak in the range of 3700~3200 cm-1 and an increase in absorption between 1260 and 1000 cm-1. The peak shapes of 

amide I and amide II bands showed remarkable changes, the peak intensity increased, and the red shift phenomenon occurred in the 

corresponding absorption peaks. Using deconvolution and second derivative methods, the curve of amide I band was fitted for quantitative 

analysis of the secondary structural changes in WPI before and after the grafting reaction. The results showed that the secondary structure of 

WPI had been destroyed owing to the introduction of macromolecule dextran. The number of β-turns and random coils increased, whereas the 

number of α-helix and β-sheet decreased after the graft reaction, indicating that the structure of WPI had become relatively unordered. 
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蛋白质分子中氨基酸侧链的自由氨基和糖类化合

物还原末端的羰基之间经羰氨反应可以得到蛋白质-糖
接枝物。这种基于美拉德反应的化学改性，属于非酶

褐变反应范畴，不需要添加任何化学试剂，仅加热就

可使反应自发进行，是一种有效改善蛋白质功能特性

的“绿色加工工艺”[1]。作为一种优质的动物性蛋白资

源，乳清分离蛋白因其良好的乳化性能及凝胶特性而

常被用于改善食品的品质，且其具有营养价值高、富

含多种氨基酸、易消化吸收等特点[2]。研究发现，接枝 

改性可以改善乳清分离蛋白的功能特性[3]。Zhu等人研

究得出，乳清分离蛋白与葡聚糖接枝反应后，其乳化

性、热稳定性及其在等电点附近的溶解性得到提高[4]。

蛋白质的功能特性在很大程度上由其构象决定，因此

构象分析是深入研究蛋白质功能性质不可缺少的重要

手段。 
目前，常用的蛋白质空间结构检测方法中，X-射

线晶体衍射是确定蛋白质构象最准确的方法，但它需

要高质量的单晶样品，对结构复杂、柔性的大分子蛋

白质来说，得到所需的晶体结构较为困难。核磁共振

技术可测定蛋白质在溶液中的构象，但仅限于测定小

分子的蛋白质，且对样品的需求量大、纯度要求高，
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也受到较大的限制。圆二色谱法可测定溶液状态下蛋

白质和多肽的结构，但只限于很窄的浓度范围内的澄

清溶液，另外它仅在含 α-螺旋较多的蛋白质结构测定

中较为准确。作为化合物鉴定和结构分析的常用手段，

傅里叶变换红外光谱（简称 FT-IR）独特之处在于它

适用于不同状态、不同浓度及不同环境中蛋白质和多

肽的测定，是目前研究蛋白质及多肽结构与功能关系

强有力的手段之一[5]。蛋白质在红外区有若干特征吸

收带，其中酰胺Ⅰ带(1600~1700 cm-1)对于研究二级结

构最有价值[6]。通常结合去卷积、二阶导数谱和曲线

拟合等计算机辅助解析方法对酰胺Ⅰ带处理，可以给

出蛋白质二级结构的定性定量信息，使得红外光谱成

为一个颇有发展前景的研究领域。当蛋白质和糖发生

接枝反应后，在红外图谱上的典型变化是在

3700~3200 cm-1 范围内出现一宽峰及在 1260~1000 
cm-1范围内出现吸收[4]。关于 FT-IR 对蛋白质-糖接枝

物二级结构分析方面的研究，鲜有报道。 
为探讨糖链的共价结合对蛋白质空间结构的影

响，本研究对乳清分离蛋白-葡聚糖接枝物纯化后，以

红外光谱为主要手段，对比分析了接枝反应前后乳清

分离蛋白二级结构的变化，以期为蛋白质-糖接枝改性

的理论研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

乳清分离蛋白（蛋白质含量>95%），美国 Hilmar
公司；葡聚糖（67 kD）、邻苯二甲醛（OPA）、Sepharose 
CL-6B 琼脂糖凝胶，Sigma 公司；其余化学试剂均为

分析级；实验用水为去离子水。 
Scientz-18N 型冷冻干燥及 CR22GⅡ型高速冷冻

离心机，日本 Hitachi 公司；UV-2300 型分光光度计，

上海天美科学仪器有限公司；VECTOR-33 型傅里叶

变换红外光谱仪，德国 Bruker 公司；BSZ-100 型自动

部分收集器，北京市六一仪器厂。 

1.2  方法 

1.2.1  乳清分离蛋白-葡聚糖接枝物的制备 
乳清分离蛋白与葡聚糖以质量比为 1:1 室温混合

溶解于水后进行冷冻干燥。冻干粉过 100 目筛后，放

置于底部盛有饱和 KBr 溶液的干燥器内，保持相对湿

度 79%、温度 60 ℃恒温反应一段时间[7]。反应 48 h、
96 h、144 h 后的接枝物分别记为 C1、C2、C3；乳清

分离蛋白原样记为 W；乳清分离蛋白与葡聚糖的混合

物（质量比 1:1）记为 M。 

1.2.2  A294和褐变程度的测定 
样品以一定浓度充分溶解于去离子水中，采用紫

外-可见分光光度计分别在294 nm和420 nm处测定吸

光度[7]。 
1.2.3  游离氨基含量的测定 

准确称取40 mg的邻苯二甲醛（OPA）溶解于1 mL
的甲醇中，分别加入 20% (m/V)的 SDS 2.5 mL、0.1 
mol/L 的硼砂 25 mL、100 μL β-巯基乙醇，最后用蒸

馏水定容至 50 mL，此为 OPA 试剂。取 4 mL OPA 试

剂于试管中，分别注入 200 μL 蒸馏水和样品液，混合

均匀后于 35 ℃水浴锅中保温 2 min，迅速测定 340 nm
处吸光值，两者之差△A 即为样品净吸光值。以赖氨

酸作出标准曲线，根据 ΔA 计算样品中自由氨基的含

量[8]。以乳清分离蛋白原样为标准 100%，计算各样品

中游离氨基含量的相对百分比。 
1.2.4  乳清分离蛋白-葡聚糖接枝物的纯化 

将 1.2 中样品按一定浓度充分溶解于 100 mmol/L
的Tris-HCl缓冲溶液中（pH 7.6，含200 mmol/L NaCl），
然后 2000 g 离心 20 min 除去不溶物，取上清液 3 mL
上柱层析（柱长 90 cm；柱直径 1 cm；洗脱流速 0.3 
mL/min），洗脱液为 100 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲溶液

（pH 7.6，含 200 mmol/L NaCl），收集 280 nm 及 420 
nm 处均吸收溶液于蒸馏水中透析 24 h（4 ℃），所得

透析液冻干后即为纯化的接枝物样品[8]。 
1.2.5  红外光谱（FT-IR）测定及图谱处理 

准确称取一定量纯化后的接枝物样品，加入适量

的溴化钾，用研磨研成均匀的粉末，压成薄片，在恒

温箱里平衡温度 5 min，再用傅立叶红外光谱仪测定

波数范围为 4000~400 cm-1 内的吸收光谱，分辨率 4 
cm-1，波数精度 0.01 cm-1，扫描次数 32 次，环境温度

25 ℃。数据采集期间，为了减少水蒸汽 IR 吸收的干

扰，持续用干燥的 N2淋洗测量室。 
根据蛋白质红外图谱分析方法，使用 PeakFit 

Version 4.12 软件分析蛋白质酰胺Ⅰ带特征峰的图谱。

先对图谱进行合适的差减处理，差减后的谱图在酰胺

Ⅰ带（1700~1600 cm-1）范围内进行两点基线校正，

采用 Savitzky-Golay 函数平滑后，做傅里叶去卷积和

二阶导数，同时采用 Gauss 函数对图谱进行拟合 ，多

次拟合使残差最小(r2≥0.999)，重叠在一起的谱带分量

可完全辨认，确定各子峰与各个二级结构的对应关系

后，根据其积分面积计算各二级结构的相对百分含量。 

2  结果与讨论 

2.1  A294和褐变程度的变化 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.8 

 
图1 乳清分离蛋白-葡聚糖反应体系中A294及褐变程度的变化 

Fig.1 Changes of A294 and browning intensity in WPI-dextran 

model system 
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注：W 为 WPI 原样；M 为未经干热处理的 WPI 与葡聚糖

的混合物；C1 为反应 48 h 接枝物；C2 为反应 96 h 接枝物；C3

为反应 144 h 接枝物。 

A294 常被用来检测美拉德反应体系中间产物的生

成；在美拉德反应高级阶段，部分中间产物发生聚合，

进一步生成类黑精等色素类物质，使反应体系褐变程

度增加[9]。图 1 显示，乳清分离蛋白与葡聚糖经干热

反应后，中间产物的特征吸收 A294 和褐变程度 A420

均呈增加趋势；随着反应时间的延长，这种变化更为

明显。例如，接枝物 C3 与 C1 相比，A294由 0.464 升

增至 0.879，A420由 0.365 增至 0.668。结果表明，经

干热处理，混合体系发生了以褐变为特征的美拉德反

应。 

2.2  游离氨基含量的变化 

 
图2 乳清分离蛋白-葡聚糖反应体系中游离氨基含量变化 

Fig.2 Changes of free amino groups content in WPI-dextran model 

system 

游离氨基含量的变化可以反映蛋白质-糖接枝反

应的程度[10]。由图 2 可知，乳清分离蛋白与葡聚糖的

混合物经干热处理后，体系游离氨基含量明显下降，

这说明蛋白质中的部分游离氨基与葡聚糖的还原性羰

基末端发生了以共价结合为基础的接枝反应；随着反

应时间的增加，体系中较多的游离氨基与糖链发生共

价结合，使得游离氨基含量下降幅度较大。这与图 1
中褐变程度的变化趋势相符，随着美拉德反应的进行，

蛋白质的游离氨基基团不断参与反应；同时反应向着

高级阶段进行，不断生成类黑素等高级阶段产物，褐

变程度升高。 

2.3  接枝反应对乳清分离蛋白红外图谱的影

响 

 
图3 乳清分离蛋白-葡聚糖接枝物红外图谱的变化 

Fig.3 Changes of FTIR spectra in WPI and WPI-dextran 

conjugate  

 
图4 酰胺Ⅰ带与酰胺Ⅱ带峰面积比值的变化 

Fig.4 Changes of peak area ratio between amide Ⅰand amide Ⅱ 

当蛋白质和糖分子以共价键结合后，在红外图谱

上的典型特征是在 3700~3200 cm-1范围内出现一宽峰

及在 1260~1000 cm-1范围内也出现吸收，这分别是羟

基和碳氧键的伸缩振动引起的[11]。图 3 为乳清分离蛋

白及其接枝物的 FT-IR 图谱。由图 3 可知，三种接枝

物在 3700~3200 cm-1范围内的峰宽与乳清分离蛋白相

比均增大，吸收强度顺序为：C3>C2>C1>W；接枝物

在 1260~1000 cm-1范围内的吸收强度也大于原蛋白，

尤其是接枝物 C3（反应 144 h 产物）。葡聚糖通过共

价键形式接入 WPI 后，由于其糖链上存在多个羟基，

增加了肽链中羟基数量，同时也引入了更多的碳氧键，

导致对应吸收峰强度增大；随着反应时间的延长，接

枝反应程度变得更加剧烈，更多的糖链接入到蛋白质
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肽链中，因此三种接枝产物在特征吸收范围内的光谱

强度呈增加趋势。3000~2800 cm-1 之间的峰是饱和结

构中 CH3和 CH2 基团的 C-H 伸缩振动[11]，其在接枝

产物的谱图上吸收变强；1500~1350 cm-1 波段的吸收

峰强度增加，这说明接枝反应能引起 C-H 的变角振动

及 C-OH 振动的增加，且随着干热反应时间的延长，

这种变化更加明显。根据这两组峰可以进一步确认接

枝物中糖类化合物的存在。 
与原蛋白相比，接枝物在酰胺Ⅰ带（1600~1700 

cm-1）和酰胺Ⅱ带（1500~1600 cm-1）内的峰强均呈增

加趋势，并且对应的吸收峰向高波数移动。例如，在

酰胺Ⅰ带内，接枝物 C1、C2 和 C3 的吸收峰分别由

1643 cm-1位移到 1650 cm-1、1652 cm-1和 1653 cm-1。

酰胺Ⅱ带主要来源与酰胺基 N-H 变角振动，能灵敏地

反映分子间或分子内的氢键缔合作用，当氢键破坏时，

谱带将向低频移动[6]。三种接枝物对应的吸收峰均由

1540 cm-1位移到 1545 cm-1，这说明糖分子的共价接入

导致分子内的氢键遭到破坏，蛋白质空间结构发生变

化。 
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酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅱ带的峰型不受蛋白质侧链结构

的影响，仅受蛋白质主链即二级结构的影响。因此，

常以酰胺Ⅰ带区域峰面积与酰胺Ⅱ带区域峰面积的比

值来反映蛋白质分子空间结构的相对变化[9]。图4为接

枝反应前后WPI分子酰胺Ⅰ带相对酰胺Ⅱ带的峰面积

比，当乳清分离蛋白与葡聚糖进行干热反应后，随着

反应时间的延长，面积比值在不断的下降。酰胺Ⅰ带

的吸收主要是H-O-H的弯曲振动和C=O的伸缩振动引

起的，酰胺Ⅱ带的吸收主要是N-H弯曲振动引起的，二

者比值的降低说明由于糖链的引入导致蛋白质分子间

相互作用减弱[10]。 

2.4  接枝反应对乳清分离蛋白二级结构的影

响 

蛋白质的二级结构是指多肽链主链骨架中的若干

肽段经由盘旋或折叠而形成的空间构象，并以氢键维

持其结构。在蛋白质的FT-IR图谱中，酰胺Ⅰ带由代表

羰基伸缩振动的几个子带组成，包含有α-螺旋、β-折叠、

β-转角、无规则卷曲等信息，各组分对应的振动吸收峰

在图谱中相互重叠形成一宽峰[13]。 
WPI及其接枝物的酰胺Ⅰ带经去卷积和二阶导数

处理后，得到5个子峰（图5）。相对于原蛋白，三种接

枝产物的酰胺Ⅰ带拟合图谱中，各子峰位置发生明显

迁移，其对应的峰强和峰面积也发生一定程度的改变。

例如，在接枝产物C3中，1640 cm-1附近出现一强吸收

峰，此峰代表的是无规则卷曲结构；代表β-转角的1664 
cm-1峰位移到1666 cm-1，峰强有所增加；代表β-折叠的

1621 cm-1和1682 cm-1峰分别位移至1619 cm-1、1679 
cm-1，且峰强明显降低；C1、C2、C3中并未出现1650 cm-1

峰，此峰代表的是α-螺旋，这说明接枝产物中α-螺旋结

构极少，基本上未检测出。 

 

 

 

 
图5 乳清分离蛋白及其接枝物酰胺Ⅰ带曲线拟合的结果 

Fig.5 Curve-fitting results of amide Ⅰ in WPI and WPI-dextran 

conjugate 
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注：a：W；b：C1；c：C2；d：C3。 

根据文献[6]对图5中各子峰进行二级结构归属，由

表1可知，乳清分离蛋白是典型的β型蛋白，其二级结

构以β-折叠为主。干热反应48 h后，接枝物C1中β-折叠

含量由35.98%降至32.14%，α-螺旋含量为0，β-转角和

无规则卷曲含量分别增加了40.15%和38.28%；随着反

应时间的延长（144 h），接枝物C3中β-折叠含量进一步

减少，β-转角和无规则卷曲含量增加幅度最大，分别为

68.11%和50.77%。蛋白质分子的α-螺旋和β-折叠结构通

常埋藏在多肽链的内部，其中α-螺旋在球蛋白构象形成

的过程中最早形成[6]。三种接枝物的α-螺旋结构含量均

为0，而无规则卷曲含量较WPI有明显增加，这说明蛋

白质分子结构由有序变为无序，其二级结构遭到破坏
[13]。当蛋白质肽链中引入大分子的多糖链后，多糖链

的空间位阻效应引起无规则卷曲含量增加，乳清分离

蛋白空间结构发生变化；另一方面，蛋白质分子中的

游离氨基基团参与反应，分子间氢键遭到破坏，减弱

了蛋白质分子间的相互作用力，导致蛋白质分子充分

展开。与C1、C2相比，接枝物C3的二级结构破坏程度

最大，这可能与其接枝反应的程度有关。随着干热反

应时间的延长，更多的糖链接入到蛋白质中，引起蛋

白质二级结构进一步发生变化。 
表1 二级结构含量变化（%） 

Table 1 Changes of α-helix, β-sheet, β-turns, and random coil 

content 

样品 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲

W 15.21 35.98 19.5 29.31 
C1 0 32.14 27.33 40.53 
C2 0 27.88 30.02 42.1 

C3 0 23.03 32.78 44.19 

3  结论 

3.1  乳清分离蛋白-葡聚糖接枝物在 3700~3200 cm-1

和 1260~1000 cm-1范围内的吸收增强，3000~2800 cm-1

和 1500~1350 cm-1波段的吸收峰强度也增加，这说明

接枝物中糖类化合物的存在；接枝物在酰胺Ⅰ带和酰

胺Ⅱ带内的峰强增加，对应的吸收峰位和峰面积也发

生变化。 
3.2  对 WPI 及其接枝物的酰胺Ⅰ带分析得出，由于

大分子葡聚糖的接入，WPI 的二级结构遭到破坏，β-
转角和无规则卷曲含量增加，α-螺旋和 β-折叠含量减

少，蛋白质分子结构由有序变为无序。 
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