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酰化修饰对牦牛乳酪蛋白结构及理化性质的影响 
 

杨敏，史莹，梁琪，文鹏程，张卫兵 

（甘肃农业大学食品科学与工程学院，甘肃省功能乳品工程实验室,甘肃兰州 730070） 
摘要：以丁二酸酐、丁二酸、乙酸酐为酰化试剂对牦牛乳酪蛋白进行酰化修饰，研究了酪蛋白空间结构、缓冲性能、钙镁磷含

量、色度的变化。结果显示，丁二酸酐、乙酸酐、丁二酸酰化程度分别为 90.0%、87.9%、18.5%。酰化修饰后，牦牛乳酪蛋白二级结

构以转角和 β-折叠的含量为主；丁二酸酐酰化促使酪蛋白形成少量规则的 α-螺旋结构，含量为 9.4%，其他样品中未检出。丁二酸酐

酰化使其三级结构变化程度最大，丁二酸最小。酰化修饰后，牦牛乳酪蛋白最大荧光强度降低，除了乙酸酐修饰酪蛋白之外，其他样

品最大发射波长红移；丁二酸修饰酪蛋白三级结构变化较小。酰化修饰后，酪蛋白缓冲性能增强。经酰化修饰后，牦牛乳酪蛋白中的

钙、镁、磷含量均降低，但其色泽均变白。研究结果可为牦牛乳酪蛋白的改性及构效关系研究提供参考依据。 
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Abstract: The influence of different acylation reagents (succinic anhydride, succinic acid and acetic anhydride) on the spatial 

conformation and physico-chemical properties of yak caseins were investigated. The secondary and tertiary structure, buffer capacity and 

calcium, magnesium, phosphorus content of original and modified yak caseins were also studied. The results showed that the acylation degree 

with succinic anhydride, acetic anhydride and succinic acid was 90.0%, 87.9% and 18.5%, respectively. After acylation with different reagents, 

the secondary structures of yak casein were mainly turn and β-sheet; a few α-helix structures formed after succinylated modification, with the 

content of 9.4%. Succinic anhydride had the largest influence on tertiary structure of casein, followed by acetic anhydride and succinic acid. The 

maximum fluorescence intensity of intrinsic and ANS fluorescence spectrum were reduced with modification and the maximum emission 

wavelength were shifted red except acetic anhydride modified casein. The modification improved the buffer capacity, reduced the content of 

calcium, magnesium, phosphorus. The color of modified caseins was whiter than original casein. The results could provide references for the 

chemical modification of yak caseins. 
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蛋白质的功能特性取决于其结构。为了提高蛋白

质的功能特性，扩大工业应用范围，常对其结构进行

修饰。蛋白质结构修饰方法有物理修饰、化学修饰和

酶法修饰。其中，化学修饰以其修饰效率高、修饰程

度易于控制而受到广大学者的关注。酰化修饰是化学 
修饰中最常用的一种修饰手段，其原理为酸酐或羧酸

与蛋白质赖氨酸残基上的 ε-氨基发生酰化反应，将酰

化试剂以酰胺键连接于蛋白质肽链上，从而改变蛋白

质的电荷、构象，使其理化性质和功能特性得以改变
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[1~2]。蛋白质酰化修饰常用试剂为乙酸酐、丁二酸酐和

丁二酸[3~4]。 
牦牛是中国古老而原始的牛种之一，是青藏高原特

有的优势畜种，牦牛乳是牦牛最大宗的产品。酪蛋白

（Casein，CN）为乳中主要蛋白质，其中包括 αs1-、αs2-、
β-、κ-酪蛋白四种主要单体[5]。酪蛋白单体分子间以疏

水性相互作用、盐键等作用力结合成胶束状态存在于

乳中。牦牛乳为青藏高原特色乳资源，酪蛋白含量为

40.2 g/L，高于荷斯坦牛乳[6]。众多研究证实，牦牛乳

酪蛋白在胶束粒径、磷含量、各酪蛋白单体含量等方

面存在差异[7~8]。已有研究表明，牦牛乳酪蛋白主要单

体氨基酸序列与其他乳酪蛋白具有差异[9~10]。本研究
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团队已研究了丁二酰化修饰对牦牛乳酪蛋白胶束结构

及疏水性的影响，然而，关于不同酰化试剂对牦牛乳

酪蛋白的修饰作用研究未见报道。 
本研究在前期研究的基础上，进一步研究丁二酸、

乙酸酐、丁二酸酐对牦牛乳酪蛋白胶束的修饰作用，

对比分析不同酰化试剂对酪蛋白胶束疏水性、缓冲性

能、主要矿物质含量、色度的影响，探讨不同酰化试

剂对酪蛋白胶束的修饰作用，为改善牦牛乳酪蛋白的

功能特性提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

牦牛乳酪蛋白（干酪素）由甘肃华羚生物科技有

限公司提供，其中酪蛋白含量为 94.20%，水分含量为

3.12%，灰分含量为 1.63%，脂肪含量为 1.05%。 
试剂：丁二酸（琥珀酸）、丁二酸酐（琥珀酸酐）、

乙酸酐，天津市凯信化学工业有限公司；氢氧化钠，

天津市化学试剂三厂；盐酸，天津市化学试剂三厂；

8-苯胺-1-萘磺酸（ANS），阿拉丁化学试剂有限公司。 
仪器：精密电子天平，上海良平仪器仪表有限公

司；集热式磁力加热搅拌器，DF-II，金坛市顺化仪器

有限公司；pH 计，PHS-3C-01，上海三信仪表厂；荧

光分光光度计，RF-5301PC，日本 Shimadzu 公司；全

自动电位滴定仪，794 Basic Titrino，瑞士万通公司；低

速离心机，TDD5M，长沙平凡仪器仪表有限公司；冷

冻干燥真空机，GLZ-0.4，北京速原中天科技有限公司；

真空傅里叶红外光谱仪，VERTEX 70V，德国布鲁克仪

器有限公司；精密色差仪，HP-200，河南兄弟仪器设

备有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  牦牛乳酰化酪蛋白的制备 
准确称取 1.0000 g 牦牛乳酪蛋白，加入 100 mL 去

离子水中，在 40 ℃磁力搅拌直至酪蛋白完全溶解。将

溶液 pH 调至 8~9，在 40 ℃磁力搅拌下加入 0.6 g 丁二

酸酐并不断加入 1.0 mol/L NaOH 溶液使反应液 pH 稳

定在 8~9，反应 50 min。用 1.0 mol/L HCl 溶液将酰化

后酪蛋白溶液 pH 调至产生大量沉淀，于 3500 r/min 离

心 15 min，弃去上清液，将沉淀置于钢制托盘进行冷

冻干燥，得到白色粉末状丁二酸酐酰化酪蛋白制品，

备用。以不加酰化试剂的样品作为对照，处理方法同

上。 
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丁二酸、乙酸酐酰化酪蛋白制备方法同上，乙酸

酐用量为 0.56 mL，丁二酸用量为 1.5 g。 

1.2.2  牦牛乳酪蛋白二级结构测定 
牦牛乳酪蛋白红外光谱图采用傅里叶变换红外光

谱法测定。参照杨敏(2013)的方法[11]，采用红外光谱

图分析软件 PeakFit 4.12 对酪蛋白的酰胺Ⅰ带

1600~1700 cm-1进行处理，获得二级结构含量。 
1.2.3  牦牛乳酪蛋白疏水性测定 

牦牛乳酪蛋白内源荧光及 ANS 荧光参照杨敏

(2013)的方法[11]，采用荧光分光光度计测定，激发波

长及发射波长狭缝均为 3.0 nm。 
1.2.4  牦牛乳酪蛋白缓冲容量测定 

酪蛋白缓冲容量测定参照 Raouche(2009)的方法

并进行修改[12]。分别准确称取 2.000 g 各种酪蛋白样

品于 250 mL 小烧杯中，加入适量蒸馏水，不断调节

pH 至 7.0 左右，40 ℃磁力搅拌直至酪蛋白制品溶解。

将酪蛋白溶液定容至 200 mL，待用。 
分别准确量取 25.00 mL 酪蛋白溶液于小烧杯中，

采用 794 Basic Titrino 全自动电位滴定仪用准确标定

的盐酸溶液分别进行滴定。最小滴定量为 5.0 μL，滴

定速度 0.2 mL/min，温度为 20 ℃。将各种酪蛋白溶液

依次从 pH 10.0 滴定至 pH 2.5 停止滴定。缓冲容量按

照下式计算： 
dB da ΔV(HCl) c(HCl)β= =- =

dpH V(CN) dpH V(CN) (ΔpH)
×

× ×
 

注：β为缓冲容量；V(CN)为酪蛋白溶液总体积，本试验

中为 25.00 mL；ΔpH 为 pH 的变化量；ΔV(HCl)为 pH 变化量为

ΔpH 时所消耗的 HCl 的体积，mL；c(HCl)为盐酸溶液的浓度，

mol/L。 

1.2.5  牦牛乳酪蛋白钙、镁、磷离子含量测定 
酪蛋白制品中磷含量参照GB 5413.22-2010方法，

采用钼蓝比色分光光度法测定，钙、镁离子含量参照

GB 5413.21-2010 方法，采用原子吸收分光光度法测

定。 
1.2.6  牦牛乳酪蛋白色度测定 

酪蛋白制品色度参照 Raouche(2008)的方法测定
[13]，其中 L*表示亮度，L*=0 表示黑色，L*=100 表示

白色，a*表示绿(-)、红(+)轴，b*表示蓝(-)、黄(+)轴。

采用 W 表示酪蛋白样品的白色度，计算公式如下[12, 

14]： 
2 2 2 1/W=100-[(11-L*) +a* +b* ] 2  

1.2.7  牦牛乳酰化程度测定 
酪蛋白酰化程度采用邻苯二甲醛法测定[15~16]。 

1.2.8  统计学方法 
各组数据均为 3 次试验的平均值，以平均值±标

准差表示；数据采用 SPSS 18.0 进行统计分析；采用

Origin 8.0 作图。 
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2  结果与分析 

2.1  牦牛乳酪蛋白酰化程度分析 

采用邻苯二甲醛法测得牦牛乳酪蛋白的丁二酸酐

酰化程度为 90.0%，乙酸酐酰化程度为 87.9%、丁二酸

酰化程度为 18.5%，由此可见，不同酰化试剂对牦牛乳

酪蛋白的酰化程度具有差异。丁二酸酐、乙酸酐与氨

基反应活性较高，酰化程度高。丁二酸酐带有负电荷，

与氨基反应后在蛋白质侧链上引入了负电基团，使得

蛋白质内部侧链间及蛋白质分子之间静电斥力增大，

加之丁二酸体积较乙酸大，酰化后酪蛋白结构变得更

加松散，从而使内部包埋的氨基裸露，酰化程度最高。

丁二酸反应活性较低，即使在用量较高的条件下酰化

程度仍然较低。 
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2.2  牦牛乳酪蛋白二级结构分析 

牦牛乳酪蛋白二级结构含量见图 1。 

 
图1 牦牛乳酰化酪蛋白二级结构含量 

Fig.1 The content of secondary structure in modified yak casein 

from FT-IR spectra 

注：图中标有不同字母的同种二级结构含量差异显著

（P<0.05）33.1%、32.0%。 

由图 1 可以看出，不同酰化试剂对牦牛乳酪蛋白

二级结构具有一定影响，而修饰前后的酪蛋白空间结

构均以转角和 β-折叠为主。牦牛乳酪蛋白空间结构中

转角含量为 33.1%，β-折叠为 32.0%。酰化后，转角

含量均减少，且变化显著，其中酸酐酰化后转角含量

差异不显著。牦牛乳酪蛋白大环结构含量为 11.7%，

酸酐酰化后含量减少显著，而丁二酸酰化对其无显著

影响。α-螺旋结构仅在丁二酸酐酰化酪蛋白中检出，

含量为 9.4%。无规卷曲结构在牦牛乳酪蛋白中含量为

23.2%，酰化后各个样品中含量均比酰化前少，且差

异显著。不同酰化试剂对 β-折叠结构含量的影响较为

显著，丁二酸酐酰化使其含量降低，其他试剂使其增

加。有文献指出，酪蛋白本身规则结构含量较少，酰

化修饰对其空间结构影响较大[17~18]。不同酰化试剂修

饰时，破坏了氨基与其他基团之间的氢键，致使酪蛋

白空间结构发生变化。丁二酸酐酰化修饰使酪蛋白上

的游离氨基转化为丁二酰胺基，带上了负电荷，氨基

酸侧链之间的静电斥力增大，促使 α-螺旋结构形成。

综上所述，酰化修饰改变了牦牛乳酪蛋白的二级结构。  

2.3  牦牛乳酪蛋白疏水性分析 

蛋白质疏水性反应了色氨酸残基所处的环境，当

色氨酸残基微环境变化时，蛋白质的三级结构改变。

酰化前后牦牛乳酪蛋白的内源荧光和ANS 荧光图谱见

图 2 和 3。 

 
图2 牦牛乳酪蛋白内源荧光发射光谱 

Fig.2 Fluorescence emission spectra of yak casein 

由图 2 可以看出，酰化修饰使得酪蛋白最大荧光

强度降低。由于丁二酸酰化程度较低，最大荧光强度

降低幅度较小，酸酐酰化程度较大，最大荧光强度降

低幅度较大。可见，酸酐酰化使得酪蛋白三级结构变

化较大。 
最大发射波长是衡量酪蛋白色氨酸残基所处微环

境疏水性强弱的有效手段[19~20]。牦牛乳酪蛋白最大发

射波长为 339 nm，与丁二酸酰化酪蛋白相同；丁二酸

酐酰化酪蛋白最大发射波长为 346 nm，乙酸酐为 343 
nm。由于丁二酸与氨基酰化反应活性小，酰化程度低，

酪蛋白色氨酸残基所处微环境几乎不发生变化，酪蛋

白三级结构改变甚微。酸酐酰化后，酪蛋白最大发射

波长发生红移，显著改变了酪蛋白色氨酸残基的微环

境，使酪蛋白的疏水性降低，三级结构改变。由于酸

酐酰化活性高，酰化程度大，随着酰化反应的进行，

乙酰基和丁二酰基被引入至酪蛋白赖氨酸残基上，使

得酪蛋白结构伸展，内部包埋的色氨酸残基裸露于水

中，其所处微环境疏水性降低，三级结构显著变化。

然而，丁二酰基体积庞大，并且带有羧基，亲水性较

强，因此丁二酸酐酰化酪蛋白最大发射波长红移程度

较乙酸酐大。 
由图 3 可以看出，酰化修饰使得酪蛋白最大 ANS
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荧光强度降低。丁二酸酰化酪蛋白最大荧光强度降低

幅度较小，丁二酸酐最大，乙酸酐次之。可见，酸酐

酰化使得酪蛋白三级结构变化显著。牦牛乳酪蛋白的

ANS 荧光发射光谱最大发射波长为 475 nm，与丁二

酸酰化酪蛋白相同；丁二酸酐酰化酪蛋白最大发射波

长为 489 nm，乙酸酐为 473 nm。牦牛乳酪蛋白经过

不同试剂酰化修饰后 ANS 荧光图谱变化趋势与内源

荧光相似。 
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图3 牦牛乳酪蛋白ANS荧光发射光谱 

Fig.3 Fluorescence emission spectra of ANS in yak casein 

solution 

众多研究指出，蛋白质 ANS 荧光产生于 ANS 阴

离子，它与肽链上的阳离子残基（如赖氨酸、精氨酸、

组氨酸等）以静电作用力相结合，结合数量越多，荧

光值越大[21~23]。丁二酸与丁二酸酐酰化后，赖氨酸残

基形成了丁二酰胺键而带上了负电荷，从而与 ANS
阴离子产生了静电斥力，使其结合数量降低，因此荧

光强度降低，并且荧光值随着酰化程度的增大而降低。

当乙酸酐作为酰化试剂时，酰化后与带有正电荷的氨

基结合的是呈电中性的乙基，从而降低了 ANS 与蛋

白质的结合数量，使其荧光强度降低。 
综上所述，酰化程度影响了酪蛋白的三级结构，

酸酐酰化程度较高，对酪蛋白三级结构影响较大。丁

二酰基因其特殊的带电性而使酪蛋白结构变化程度较

乙酸酐酰化大。 

2.4  牦牛乳酪蛋白缓冲容量分析 

不同试剂酰化牦牛乳酪蛋白缓冲容量如图 4 所

示。 
由图 4 可以看出，牦牛乳酪蛋白在 pH 2~3 范围

内均表现出较强的缓冲能力，大多数氨基酸残基上的

羧基 pKa 值在该范围内，而且酪蛋白在该范围具有良

好的溶解性，从而表现出较强的缓冲能力。另一个缓

冲能力较强的 pH 范围为 5~6，该范围为酪蛋白胶束

中的无机态和有机态磷酸盐的缓冲范围[12~13]。在上述

两个缓冲范围内，牦牛乳酪蛋白的缓冲容量最小，丁

二酸酰化酪蛋白其次，再次为乙酸酐酰化酪蛋白，丁

二酸酐酰化酪蛋白缓冲容量最大。 

  

  
图4 牦牛乳酪蛋白及酰化酪蛋白缓冲容量图 

Fig.4 Buffer capacity of original and acylated yak caseins 

注：a：酪蛋白；b：乙酸酐酰化酪蛋白；c：丁二酸酰化

酪蛋白；d：丁二酸酐酰化酪蛋白。 

酪蛋白的缓冲能力与羧基、氨基以及胶束中含有

的盐类有关。酰化修饰会降低胶束中盐类的含量，但

是在溶解性差异较大的情况下，溶解性是决定缓冲能

力的主要因素。酰化修饰会增加酪蛋白的溶解性，丁

二酸酐酰化修饰作用较乙酰化强，而且溶解性与酰化

程度有关[18]。酰化后牦牛乳酪蛋白溶解性增强，缓冲

能力增强，但乙酸酐酰化酪蛋白缓冲能力较丁二酸酐

酰化酪蛋白弱。丁二酰化增加了酪蛋白羧基含量，使

其在 pH 2~3 范围内缓冲容量显著增加。丁二酸酰化

能力较弱，酰化后酪蛋白缓冲容量增加程度较小。由

此可见，酰化修饰可促进酪蛋白溶解，致使其缓冲能

力增强。 

2.5  牦牛乳酪蛋白钙、镁、磷离子含量分析 

不同试剂酰化修饰后牦牛乳酪蛋白中钙、镁、磷

含量见表 1。 
表1 牦牛乳酪蛋白及酰化酪蛋白钙、镁、磷含量 

Table 1 The content of calcium, magnesium, phosphorus in 

original and modified yak caseins 

样品 磷含量
/(mg/g) 

钙含量
/(mg/g) 

镁含量
/(mg/g) 

牦牛乳酪蛋白 7.26±0.16a 10.57±0.28a 1.08±0.05a

乙酸酐酰化酪蛋白 6.59±0.19b 6.34±0.06b 0.74±0.02b

丁二酸酰化酪蛋白 7.10±0.06c 7.41±0.19c 0.87±0.02c

丁二酸酐酰化酪蛋白 6.50±0.87d 6.71±0.15d 0.61±0.01d

注：标有不同字母的同种数据差异显著（P<0.05）。 

由表 1 可以看出，牦牛乳酪蛋白经过酰化修饰后，

钙、镁、磷含量均降低。酰化反应使酪蛋白胶束发生

一定程度的解离，胶束态磷酸钙和磷酸镁游离于溶剂
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中，因此胶束中这些物质含量降低。随着酰化程度的

增加，酪蛋白胶束解离程度增加，矿物质含量降低。

丁二酸酐酰化程度高于乙酸酐，其体积较乙酸酐大，

且带有负电荷，酰化后酪蛋白结构伸展程度较高，磷

酸盐解离程度较大，使得酰化酪蛋白中钙、镁、磷含

量较低。 

2.6  牦牛乳酪蛋白色度分析 

牦牛乳酪蛋白采用不同酰化试剂酰化后色度变化

如表 2 所示 
表2 牦牛乳酪蛋白及酰化酪蛋白色度 

Table 2 Color of original and acylated yak caseins 

样品 L* a* b* W 

牦牛乳 

酪蛋白 
89.21±0.11a 3.53±0.26c 15.91±0.12a 80.46±0.19a

丁二酸酰 

化酪蛋白 
88.37±0.30b 3.08±0.05ab 12.50±0.21b 82.65±0.19b

丁二酸酐酰 

化酪蛋白 
90.73±0.27c 2.84±0.17a 10.52±0.48c 85.69±0.49c

乙酸酐酰 
化酪蛋白 

87.64±0.29d 3.38±0.28bc 13.25±0.23d 81.57±0.19d

注：标有不同字母的同种数据差异显著（P<0.05）。 

由表 2 可以看出，牦牛乳酪蛋白色泽为白色，略

显黄色和红色，这是由于酪蛋白在加工过程中发生轻

度美拉德反应以及乳脂肪残留[24~25]。经过丁二酸酐酰

化处理后，酪蛋白白色度增加，黄色和红色度降低，

显著改善了酪蛋白的色泽。丁二酸酰化对酪蛋白的白

色度也有增加作用。乙酸酐酰化后，虽然酪蛋白红色

度增加，黄色度降低，白度略有降低，但总体上白色

度有所增加。酰化反应可能导致部分美拉德反应产物

分解或转化为其他物质，或者致使部分有色物质在酸

沉淀过程中残留于溶剂中，从而使酪蛋白色泽变白。 

3  结论 

采用不同酰化试剂，对牦牛乳酪蛋白进行了酰化

修饰，研究了修饰前后酪蛋白空间结构及部分理化性

质变化。采用傅里叶变换红外光谱分析修饰前后酪蛋

白胶束的二级结构发现，不同酰化试剂对酪蛋白二级

结构影响程度不同，但其结构都以转角和β-折叠为主；

丁二酸酐酰化促使酪蛋白形成少量规则的 α-螺旋结

构。较高程度的酰化修饰改变了酪蛋白的三级结构，

不同酰化试剂改变程度不同。酰化修饰后，由于溶解

性增加，酪蛋白缓冲能力增强。酰化修饰可导致酪蛋

白胶束发生解离，钙、镁、磷含量降低。丁二酸和丁

二酸酐酰化能够改善酪蛋白色泽，使其白色度增加。

综上所述，酰化修饰改变了酪蛋白结构及理化性质，

不同酰化试剂影响程度不同。由于酸酐对酪蛋白的酰

化程度较高，影响较为显著。 
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