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脂质自由基 AAPH体外氧化对富硒大豆分离蛋白 

性质和结构的影响 
 

范婷，赵强，赵小莉，雷莉，熊华 

（南昌大学食品科学与技术国家重点实验室，江西南昌 330047） 

摘要：本文采用 2,2'-偶氮二(2-脒基丙烷)二盐酸(AAPH)在有氧条件下热分解制备过氧自由基，代表脂肪氧合酶诱导多不饱和脂

肪酸脂质过氧化反应产生脂质自由基，研究AAPH 体外氧化对富硒大豆分离蛋白性质和结构的影响。随着 AAPH 添加浓度的增加，

FT-IR结果表明大豆分离蛋白(SPI)的 α-螺旋、β-转角和无规卷曲结构增加，β-折叠结构相对减少；SDS-PAGE结果表明 SPI的亚基在

浓缩胶顶端逐步聚集；蛋白溶解性、游离巯基含量下降；表面疏水性、乳化性、乳化稳定性呈现先上升后下降趋势；內源荧光峰位(λmax)

表现为逐渐蓝移，且荧光强度先增加后减少。富硒大豆分离蛋白(SSPI)在结构、亚基分布、性质等多项测试指标方面均优于普通大豆

分离蛋白(OSPI)，可能与 SSPI 中含有较高的硒含量，因而表现出更强的抗氧化性有关。 
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Effects of Peroxyl Radical Produced by in vitro Oxidation by Lipid Radical 

AAPH on Properties and Structure of Selenium-enriched SPI 
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(State Key Laboratory of Food Science and Technology, Nanchang University, Nanchang 330047, China) 

Abstract: Peroxyl radicals were generated by the thermal decomposition of 2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) 

under aerobic conditions in this study and served as a representative free radical derived from lipoxygenase-induced lipid peroxidation of 

polyunsaturated fatty acids. The effects of the peroxyl radical on the properties and secondary structure of selenium-enriched soy isolate protein 

(SPI) were investigated. With increasing concentrations of AAPH, the results of Fourier transform infrared spectroscopy showed that  the -helix, 

β-turn, and random coil content increased, while the β-sheet content decreased. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) patterns indicated that the subunits of SPI accumulated at the top of the stacking gel; protein solubility and the free sulfhydryl 

content of SPI decreased. Surface hydrophobicity, emulsifying activity, and emulsifying stability of SPI increased initially, but later decreased; 

the wavelength of the maximum emission (λmax) in the intrinsic fluorescence spectrum was gradually blue-shifted, and fluorescence intensity 

first increased then decreased. The selenium-enriched soy isolate protein was superior to ordinary soy isolate protein in terms of structure, 

distribution of subunits, properties, and other test indicators, which may be related to the high selenium content in selenium-enriched soy isolate 

protein, indicating its stronger antioxidant activity.  
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硒是谷胱甘肽过氧化物酶中的重要成分，它催化

过氧化物还原，其生物化学作用主要是抗氧化[1]。研

究表明，硒元素可以显著地提高富硒植物蛋白质组分

的抗氧化活性，如富硒绿茶
[2]
、富硒大米

[3]
、富硒大蒜 
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学与营养、食品资源开发与综合利用、乳液及微胶囊等 

[4]等。虽然富硒植物蛋白抗氧化的机制暂时还不清楚，

但其活性与硒密切相关，甚至呈现很好的量效关系
[2,5]。江西丰城被誉为“中国生态硒谷”，土壤中硒元

素平均含量为 0.28 μg/g，为天然富硒蛋白的研究提供

了基础条件。本课题组以江西丰城的天然富硒农产品

为研究对象，通过上千次不同植物品种的硒含量测试，

发现植物体蛋白质含量高确实更容易转化和存储硒。

从测试数据中可以发现，大豆可以大量富集硒，一些

样品中硒含量可达 0.13 μg/g，是普通大豆的 10多倍。

大豆是世界上最重要的食品原料之一，蛋白含量可达
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35~40%，有研究表明大豆富集的硒 80%与蛋白结合，

并且大豆硒蛋白的生物利用度可达 86~96%
[6]，大豆具

有作为新型富硒产品的天然优势。 

大豆富含脂肪氧合酶和多不饱和脂肪酸，在制备

蛋白过程中，随大豆组织结构被破坏，多不饱和脂肪

酸在脂肪氧合酶催化下发生脂质过氧化反应，产生大

量活性氧化产物，使大豆蛋白结构发生共价修饰，导

致大豆蛋白氧化[7]。前期研究表明，脂质过氧化体系

可通过脂质自由基[8]和活性次生氧化产物[9]两种途径

诱导大豆蛋白氧化，脂质自由基诱导大豆分离蛋白

(SPI)氧化可使SPI发生聚集和肽链断裂反应，还可提

高其乳化特性
[10]
和体外消化率

[11]
，然而，蛋白质氧化

对富硒大豆分离蛋白的性质和结构的影响则鲜有报

道。 

因此，本实验采用 2,2'-偶氮二(2-脒基丙烷)二盐

酸(AAPH)在有氧条件下热分解产生的过氧自由基代

表脂质自由基，以普通大豆分离蛋白作为对照，研究

氧化对富硒大豆分离蛋白的溶解性、乳化性、表面疏

水性等性质和二级结构的影响，以及硒在氧化过程中

的作用，以期为合理认识外环境活性氧的存在对硒蛋

白结构稳定性的影响奠定基础，为天然富硒农产品开

发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

富硒大豆(平均硒含量≈0.128 μg/g)，江西丰城富

硒基地；普通大豆(平均硒含量≈0.017 μg/g)，市售；

Folin-酚试剂、三羟甲基胺基甲烷(Tris)、乙二胺四乙

酸(EDTA)、丙烯酰胺、十二烷基磺酸钠(SDS)等，国

药集团上海化学试剂有限公司；2,2'–盐酸脒基丙烷

(AAPH)、5,5'二硫代二硝基苯甲酸盐(DNTB)、1-苯氨

基萘-8-磺酸(ANS)、过硫酸铵、β-巯基乙醇，美国 Sigma

公司；石油醚(沸程 60-90 ℃)等化学试剂均为分析纯。 

1.2  主要仪器及设备 

RH-basic 1 磁力搅拌器，德国 IKA公司；LXJ-IIB

离心机，海安亭科学仪器厂；Mini PROTEAN
®电泳仪，

美国伯乐公司；FreeZone 12-Plus 冷冻干燥机，美国

Labconco 公司；新世纪 T6 紫外分光光度计，北京普

析通用仪器有限公司；Nicolet 5700傅里叶变换红外光

谱仪，美国Thermo Nicolet 公司；F-4500 荧光分光光

度计，日本日立公司 

1.3  实验方法 

1.3.1  原料的预处理 

新鲜粉碎好的富硒和普通大豆中分别加入 5倍体

积的石油醚，室温下搅拌脱脂 4 h，重复 5 次，静置沉

淀，上清液回收，沉淀物置于通风橱中风干。收集过

80 目筛的干燥脱脂大豆粉于 4 ℃冰箱备用。 

1.3.2  大豆分离蛋白(SPI)的制备 

大豆分离蛋白的制备采用袁等人[10]的碱提酸沉

法并稍作改动，具体过程为：脱脂大豆粉按 1:10 (m/V)

加入去离子水并搅拌，用1 mol/L NaOH溶液调 pH至

8.0，室温下低速搅拌 2 h，离心(8000 g，20 min，4 ℃)，

残渣重复提取，合并上清液用 1 mol/L HCl 调 pH 至

4.5，静置 0.5 h 后再次离心分离(5000 g，20 min，4 ℃)，

弃上清液，收集沉淀水洗两次，加入适量水溶解，1 

mol/L NaOH调 pH至 7.0，之后在4 ℃下透析24 h，

每 6 h 换水一次，SPI 经冷冻干燥后 4 ℃保存备用。 

1.3.3  SPI中硒含量的测定 

SPI中硒含量的测定采用原子荧光光谱法(AFS)，

每组实验做 3 次平行，得到富硒大豆分离蛋白(SSPI)

中硒含量为 0.339 μg/g，普通大豆分离蛋白(OSPI)中硒

含量为 0.033 μg/g。 

1.3.4  过氧自由基氧化 SPI制备 

制备方法[8]如下：将制得的 SPI 溶于 0.01 mol/L

磷酸盐缓冲溶液(pH 7.4)中，蛋白浓度为 10 mg/mL，

加入一定量的 NaN3使其达到 0.5 mg/mL。再将一定质

量 AAPH 溶解于大豆蛋白溶液，使 AAPH 终浓度分

别为 0、0.04、0.2、1、5、25 及 125 mmol/L，在 37 ℃

避光条件下将混合液在恒温振荡水浴器中振荡反应

24 h。反应结束后，将反应液置于冰浴中使之迅速降

温至 4 ℃以下，随后将反应液在 4 ℃条件下15900 g

离心 1 h，移除少量冷却过程中出现的不溶物质(非蛋

白质沉淀)。然后，将反应液在 4 ℃去离子水中透析

72 h 以除去残余未反应 AAPH，透析过程中每隔 6 h

更换一次去离子水。最后冷冻干燥得到过氧自由基氧

化大豆分离蛋白，并置于 4 ℃条件下贮存备用。 

1.3.5  傅里叶红外光谱(FT-IR)分析 

将过氧自由基氧化处理的蛋白样品与 KBr 经干

燥处理后，取少量样品粉末与 KBr 混合，研磨均匀，

然后压片，测定 FTIR。扫描范围 4000~400 cm
-1，分

辨率 4 cm
-1
，扫描次数 32 次。谱图分析采用 Omnic 8.0 

software软件和Peakfit 4.12软件进行分析。首先Omnic 

8.0 software 对谱图进行坐标转换，再用 Peakfit 4.12

在酰胺Ι带1600~1700 cm
-1 范围内进行两点基线校正，

平滑处理，去卷积，做二阶导数谱同时采用 Gaussian 

法进行多次曲线拟合，使残差 r
2 最小；最后对FSD 谱

进行峰归属，从而计算各子峰面积的相对百分含量。 
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1.3.6  十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)分析 

SDS-PAGE 分析参考 Zhao 等人
[12]
使用的方法，

采用 5%的浓缩胶和 12.5%的分离胶。蛋白样品溶解于

SDS-PAGE缓冲液中(pH 8.6，0.125 mol/L Tris-HCl缓

冲液中含有 1.0% (m/V) SDS，0.05% (m/V)溴酚蓝，30% 

(V/V)蔗糖以及 5%(V/V)2-β-巯基乙醇)。沸水加热 10 

min，离心(10000 g，10 min)，上样量 10 µL，进行恒

流凝胶电泳，跑两块胶时浓缩胶中电流 15 mA，分离

胶 25 mA，直到染料的前沿迁移至凝胶的底部结束电

泳。凝胶染色采用 0.25%考马斯亮蓝(R-250)，脱色采

用含甲醇和醋酸的去离子水溶液。 

1.3.7  内源荧光 

将 SPI分散于0.01 mol/L pH 7.0 的磷酸盐缓冲液

中，磁力搅拌2 h后在4 ℃条件下10000 g离心30 min；

以牛血清白蛋白(BCA)为标准蛋白，采用福林酚法测

定上清液中蛋白浓度，通过稀释使得上清液中蛋白质

浓度达到 0.1 mg/mL。采用F4500型荧光分光光度计

在激发波长295 nm条件下得到 300~400 nm之间的发

射光谱，以 pH 7.0，0.01 mol/L的磷酸盐缓冲液为空

白。 

1.3.8  游离巯基含量的测定 

游离巯基含量的测定参考 Zhao 等人
[13]
使用的方

法，精确称取 30 mg 样品，加入10 mL pH 8.0 的缓冲

液(每升溶液含 1.2 g EDTA, 6.9 g甘氨酸，10.4 gTris)，

振荡溶解，再加入 0.1 mL Elman 试剂(0.1 g DTNB试

剂溶于 25 mL缓冲液中)，25 ℃下避光振荡 1 h，离心

(5000 g, 10 min)，测定上清液在 412 nm 处的吸光度。

游离巯基(-SH)含量的计算公式如下： 

游离巯基含量(μmol/g)=73.53×A412×D/C 

注：A412为吸光值；D 为稀释倍数，1.01；C 为蛋白浓度

(mg/mL)；73.53=106/(1.36×104)，1.36×104为TNBA(Elman试剂

与巯基反应所生成的 5-硫代-2-硝基苯甲酸(盐)阴离子)的摩尔

消光系数，单位为 L/mol系数。 

1.3.9  表面疏水性 

表面疏水性的测定采用 ANS 荧光探针法[14]。用

蒸馏水配制 0.05%(m/V)的蛋白质溶液，高速分散机

(12000 r/min)均质 1min 后，逐步稀释至浓度为 0.005% 

- 0.025%，取不同浓度的样品溶液 2 mL，测定各浓度

蛋白质的荧光强度(FI0)，再分别加入 8 mmol/L的 ANS

溶液 20 µL，涡旋振荡5 s，避光静置 10 min，然后测

定添加 ANS 溶液样品的荧光强度(FI1)。激发波长

λex=390 nm，发射波长λem=470 nm。FI1 与 FI0的差

值记为 FI，以荧光强度 FI 对蛋白质浓度作直线，不

同斜率即为不同处理的蛋白分子的表面疏水性指数

(H0)。 

1.3.10  溶解性 

蛋白质溶解性的测定根据 Zhao 等人
[12]

报道的方

法，稍作改动。称取 0.25 g 样品溶于25 mL去离子水

中，搅拌 30 min，1 mol/L HCI 或 1 mol/L NaOH调节

pH值7.0，再搅拌30 min，常温下离心(5000 g，15 min)。

取适量上清液稀释后，福林酚法测定上清液中的蛋白

质含量，以 BCA为标准蛋白。 

%100
样品中蛋白质量

上清液中蛋白质量
溶解度  

1.3.11  乳化活性和乳化稳定性的测定 

乳化活性及乳化稳定性采用比浊法测定
[12]

。乳化

活力指数(EAI)是指单位质量的蛋白质所产生的界面

面积，可根据乳状液的浊度(T)与界面面积(S)的关系

(S=2T)，测得吸光度，计算 T 值[15]
(T=2.303A，其中

I0 为入射光强度，I 为透射光强度，A 为吸光度)，从

而得出 EAI 值。测定方法：在圆底离心管中加入 16 mL 

0.1%(m/V)的样品溶液和 4 mL 大豆油，用匀浆机以

12000 rpm 高速剪切1 min，立即从底部 0.5 cm 处移取

乳状液 50 µL, 加入 5 mL 0.1% SDS(m/V)溶液稀释，涡

旋振荡混匀，在 500 nm 处测吸光值 A0，10 min 后再

次移取 50 µL乳状液，用 SDS溶液稀释后测定其吸光

值 A10。 
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注：C：样品溶液浓度(g/mL)；0.001 g/mL；φ：油相所占

体积分数(L/L)为 0.20；D：稀释倍数，100；2.303=ln10。 

1.3.12  数据分析 

采用 origin 9.1软件对实验数据进行统计分析，结

果多表示为平均值±方差的形式，未作特殊说明差异

显著性分析限定为p<0.05，利用ANOVA分析的Tukey 

test检验。实验设计都是三次平行两个重复。 

2  结果与分析 

2.1  红外光谱分析 

如图 1 为 SPI 的 FTIR 酰胺 I 带(1600~1700 cm
-1
)

的去卷积图，由图可知，经过不同浓度 AAPH热降解

形成过氧自由基氧化修饰，SPI 的蛋白构象发生了不

同程度的变化，如 OSPI 与 SSPI 的 FTIR 结果在最大

吸收峰及部分样品的峰形方面明显不同。参照文献[16]

可知 1646~1664 cm
-1归属为 α-螺旋，1664~1681 cm

-1

归属为 β-转角，1615~1637 cm
-1 和 1682~1700 cm

-1 归
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属为 β-折叠，1637~1645 cm
-1归属为无规卷曲。表 1

为 SPI 二级结构组成变化的分析结果。从表中可知，

随着过氧自由基浓度的增加，OSPI或是 SSPI 中 α-螺

旋、β-转角和无规卷曲结构都有不同程度的增加，β-

折叠结构相对减少，由此看来，过氧自由基氧化修饰

使 SPI 的二级结构组成发生了改变。β-折叠结构组成

变化是蛋白质二级结构变化的一个主要特征[17]，与

OSPI(β-折叠由 38.98%减少为 35.91%)相比，SSPI(β-

折叠由 38.25%减少为 36.83%)的 β-折叠减少幅度小，

这表明 SPI 经氧化处理后，SSPI 构象稳定性比 OSPI

稳定性好，这可能与富硒大豆中硒元素具有抗氧化作

用有关。 

2.2  SDS-PAGE 分析 

SDS-PAGE可分析蛋白质氧化对大豆蛋白亚基组

成及共价交联的影响，结果见图 2。由图可知，SPI

的 2S、7S、11S蛋白的各亚基条带均清晰可见，而SSPI

较 OSPI 则条带丰度更高；随着 AAPH 浓度的增加，

浓缩胶顶端开始出现聚集体条带，此聚集体条带颜色

随着 AAPH浓度的增加而加深；而且当 AAPH浓度为

5 mmol/L时，亚基条带开始出现明显的消退现象，聚

集体进一步的形成，即 SPI 随着氧化程度的增加共价

交联度越高，这一结果与 Wu 等人
[8]
的发现一致。同

时不难发现，当 AAPH 浓度从 0.2 mmol/L 到 5 

mmol/L，图 2 样品 OSPI 中聚集体(>70 ku)条带的灰度

值明显较 SSPI中高；当 AAPH浓度为 25 mmol/L时，

即图 2 泳道 13 中SSPI 仅较少条带颜色减淡，同时伴

随着大量的聚集体生成，而对应泳道 6 中 OSPI 所有

亚基条带几乎消退殆尽，随着 AAPH浓度增大到 125 

mmol/L 时，SSPI 较 OSPI 仍保留少量聚集体(≧130 

ku)。综上说明相比 SSPI亚基，OSPI 亚基更易于被过

氧自由基氧化。 

 

 

图 1 过氧自由基氧化修饰 SPI的红外光谱酰胺 I带(1600~1700 

cm-1)的去卷积图 

Fig.1 Deconvoluted FT-IR spectra in the amide I region of SPIs 

modified by peroxyl radical 

注：a:OSPI，b:SSPI。 

 

表 1 红外光谱估算分析 SPI的二级结构组成 

Table 1 Estimation of the secondary structural compositions of SPIs by FT-IR 

AAPH 

/(mmol/L) 

OSPI  SSPI 

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规卷曲 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规卷曲 

0 21.56 38.98 16.03 23.43  21.40 38.25 15.99 23.36 

0.04 21.82 37.97 16.33 23.88  21.57 38.14 16.15 23.74 

0.2 21.72 38.29 16.27 23.72  21.75 37.75 16.28 24.22 

1 21.58 38.56 16.11 23.80  21.85 37.87 16.17 24.21 

5 22.42 36.74 16.72 24.12  21.9 37.58 16.62 23.90 

25 22.44 36.33 16.76 24.27  22.09 37.29 16.67 24.14 

125 22.66 35.91 17.3 24.43  22.18 36.83 16.67 23.94 

由于本实验中是采用还原性 SDS-PAGE 分析蛋

白样品，β-巯基乙醇已经完全切断 SPI 的二硫键，聚

集体条带的存在说明过氧自由基氧化使得 SPI 形成非

二硫键的共价交联物，它可能是通过夺氢反应将蛋白

质分子转化成为蛋白质碳中心自由基，两个蛋白质碳 

 

中心自由基结合可形成碳碳共价交联，Chao 等人[18]

认为碳碳共价交联是 ROO·造成蛋白质形成共价交联

物的主要原因；SSPI亚基不易于被过氧自由基氧化这

个现象与 Liu 等[3]研究富硒大米发现一致，说明硒元

素可以提高富硒植物蛋白组分的抗氧化活性。 
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图 2 过氧自由基氧化修饰 SPI 的 SDS-PAGE图 

Fig.2 SDS-PAGE patterns of SPIs modified by peroxyl radical 

注：泳道 1-7及 8-14 分别对应 0、0.04、0.2、1、5、25、

125 mmol/L AAPH 处理 OSPI/SSPI。 

2.3  过氧自由基氧化对 SPI内源荧光光谱的影

响 

 

 
图 3 过氧自由基氧化修饰 SPI 的内源荧光图谱 

Fig.3 Intrinsic fluorescence spectra of SPIs modified by the peroxyl 

radical 

注：A:SSPI，B:OSPI。 

内源荧光能够反映蛋白质色氨酸残基的氧化程

度及其微环境的变化，进而表征氧化对蛋白质三级结

构的影响，SPI 内源荧光光谱见图 3。随着蛋白质氧化

程度的增大，SPI 的 λmax 逐渐蓝移，且荧光强度呈现

先升后降的趋势。当 AAPH添加浓度为 5 mmol/L时，

SSPI 的荧光强度开始下降，而 OSPI 在 AAPH浓度为

1 mmol/L时荧光强度即开始下降；当 AAPH 添加浓

度为由0 mmol/L增加到 125 mmol/L时，SSPI 的λmax

从 345 nm 蓝移到 340 nm，λmax 处荧光强度降为初始

蛋白的 12%(图 3A)，而OSPI 的 λmax 从 345 nm蓝移

到 305 nm，λmax 处荧光强度仅为初始蛋白的 5%(图

3B)。由此可见，AAPH 氧化对 OSPI 的 λmax 蓝移和

荧光强度的影响更为显著，对 SSPI结构的影响相对较

弱。 

过氧自由基氧化导致 SPI 的 λmax 蓝移表明氧化

使 SPI发生聚集，分子中的色氨酸残基暴露程度降低，

早先位于分子外部处于极性环境中的色氨酸残基被转

移到内部非极性环境中[19]；内源荧光强度下降，是由

于夺氢反应将色氨酸残基转化为亚稳态的色氨酸自由

基，进一步与分子氧接合形成色氨酸过氧自由基，继

而转化成为犬尿氨酸
[20]

。氧化对 SSPI 的內源荧光特

性影响较小，可能是由于硒元素降低了氧化对 SPI 的

影响程度，其荧光图谱分析结果与红外、电泳分析结

果相一致，进一步表明硒元素具有抗氧化作用。 

2.4  过氧自由基氧化对 SPI游离巯基含量的影

响 

 
图 4 过氧自由基氧化修饰对 SPI游离巯基含量的影响 

Fig.4 Effect of oxidative modification by the peroxyl radical on the 

content of free sulfhydryl group of SPIs 

巯基和二硫键是稳定蛋白质分子构象的重要化

学键，对蛋白质的功能特性起着重要的决定作用。在

不同的氧化环境中，蛋白质中游离巯基既可能被氧化

成可逆的二硫键或次磺酸，也可形成不可逆的磺酸
[21]，从而导致蛋白结构中巯基含量下降以及改变蛋白

质分子中巯基和二硫键的含量和分布。如图 4 所示，

随着 AAPH 浓度的增加，SPI 的游离巯基含量不断减

少，SSPI 从 13.61 μmol/g 下降到 4.83 μmol/g，OSPI

从 8.45 μmol/g 下降至4.08 μmol/g，表明过氧自由基氧

化使得 SPI 的结构均发生了变化，此即与 FTIR 结果

一致。随着自由基氧化程度的加深，OSPI 中游离巯基

的含量显著降低(p<0.05)，而对于SSPI 当 AAPH浓度

从 0.04 mmol/L到 5 mmol/L，游离巯基的含量几乎不

变；另一方面，相同浓度 AAPH氧化修饰的SPI，SSPI
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的游离巯基含量均高于 OSPI，由此可知，SSPI 中的

硒元素可能具有一定的抗氧化活性，抑制游离巯基的

氧化。 

2.5  过氧自由基氧化对 SPI表面疏水性的影响 

表面疏水性可以反映蛋白质表面疏水性基团的

数量，它决定蛋白质分子间相互作用的能力，对蛋白

质结构的稳定性、功能性质、及构象具有重要的作用。

如图 5 所示，SPI 的 H0随着 AAPH浓度的增加呈现先

升高后降低的趋势(SSPI 的 H0 先升至初始蛋白的

173%，后降至 86%；而 OSPI 的 H0 先升至初始蛋白

的 141%，后降至 42%)，这可能是由于 SPI 的结构随

着氧化程度的增加逐渐展开，分子内部的疏水性基团

逐渐暴露，从而导致其 H0的增加；当氧化程度进一步

加大时(超过 0.04 mmol/L)，展开的蛋白质分子又在疏

水作用和二硫键的作用下重新聚集[22]，使 SPI 表面疏

水性降低，该结果表明氧化改变了 SPI 的分子构象。

当 AAPH 添加浓度为0.04 mmol/L时，SSPI 的 H0 增

加幅度大于 OSPI，说明低浓度过氧自由基促进了 SPI

结构的展开，疏水性基团的暴露，且 SSPI较 OSPI 疏

水性基团展开更多；当 AAPH添加浓度为125 mmol/L

时，SSPI的H0 减少幅度远小于OSPI，可能是由于SSPI

中较高含量硒元素的存在，起到了一定的抗氧化作用，

抑制了部分二硫键的生成，此结果与游离巯基含量变

化的结果一致。 

 

图 5 过氧自由基氧化修饰对 SPI表面疏水性的影响 

Fig.5 Effect of oxidative modification by the peroxyl radical on the 

surface hydrophobicity of SPIs 

2.6  过氧自由基氧化对 SPI 溶解性的影响 

蛋白质的溶解性是蛋白质其它功能特性的基础，

也可用来表征自由基氧化 SPI 的聚集和变性程度，如

图 6 所示。由图可知，SPI 的溶解度随 AAPH 浓度的

增大而逐渐降低，先慢后快。这可能主要是由于低浓

度 AAPH氧化使 SPI 形成可溶性蛋白聚集体；但随蛋

白质氧化程度增大，共价交联使可溶性蛋白聚集体进

一步发生聚集，最终形成不可溶聚集体，导致氧化 SPI

溶解性下降[8~9]。氧化过程中，相同浓度 AAPH 处理

时 SSPI 的溶解度始终高于 OSPI，再次说明可能是硒

元素的抗氧化活性为SPI起到了一定的保护作用。 

 
图 6 过氧自由基氧化修饰对 SPI溶解性的影响 

Fig.6 Effect of oxidative modification by the peroxyl radical on the 

solubility of SPIs 

2.7  过氧自由基氧化对 SPI乳化活性和乳化稳

定性的影响 

 

 

图 7 过氧自由基氧化修饰对 SPI乳化性和乳化稳定性的影响 

Fig.7 Effect of oxidative modification by the peroxyl radical on the 

EAI and ESI of SPIs 

影响蛋白质乳化性的因素很多，如蛋白质分子量

分布、蛋白浓度、蛋白质结构、表面疏水性、pH值、

温度、油相体积等。采用不同浓度过氧自由基氧化修

饰的 SPI 的乳化活性(EAI)及乳化稳定性(ESI)的变化
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如图 7 所示。由图可知，随着 AAPH浓度增大，SSPI

和 OSPI的 EAI 和 ESI 均呈现先增加、后下降的趋势，

这与表面疏水性的结果比较一致，这可能是由于 SPI

通过巯基氧化使维持蛋白空间结构的非共价键(疏水

相互作用、静电相互作用)被破坏，SPI分子部分展开，

分子柔性提高，更多蛋白分子结合到油―水界面；同

时，低浓度 AAPH氧化时，蛋白分子内部疏水残基暴

露在蛋白表面，蛋白表面疏水性增强，故蛋白乳化性

和乳化稳定性增强；伴随着 SPI 氧化程度加深，巯基

逐渐氧化形成二硫键而发生交联，形成不可溶 SPI 聚

集体[8, 9]，分子柔性降低、表面疏水性减弱、蛋白表面

积缩小，故乳化性及乳化稳定性呈下降趋势。SSPI 的

EAI/ESI 值均高于 OSPI，表明 SSPI 的抗氧化能力高

于 OSPI，这与 Molan 等
[2]
研究发现含硒绿茶氧化活性

强于普通绿茶结果一致。 

3  结论 

以实验室自制低氧化程度 SSPI 为原料，采用不

同浓度AAPH热降解形成的过氧自由基氧化修饰得到

不同氧化程度的 SSPI，同时采用 OSPI 为对照，研究

AAPH体外氧化修饰对富硒大豆蛋白性质和结构的影

响。研究表明，FT-IR 和 SDS-PAGE电泳结果表明 SPI

二级结构发生了改变，随着 AAPH添加浓度的升高，

SPI 溶解性、游离巯基含量下降；表面疏水性、乳化

性、乳化稳定性呈现先上升、后下降趋势；內源荧光

光谱中荧光峰位(λmax)表现为逐步红移，荧光强度先

增加后减少。同时，以上各项测试指标 SSPI 均优于

OSPI，表现出具有较好的抗氧化性，这可能与 SSPI

中硒元素的抗氧化活性有关，具体作用机理还有待进

一步的实验探究。 
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