
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.10 

24 

 

糖基化反应对鸡蛋清蛋白与低聚麦芽糖交联物 

活性和功能性的影响 
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摘要：本文以鸡蛋清蛋白与低聚麦芽糖为原料，进行糖基化修饰反应，以接枝度和褐变程度等指标分析糖基化程度，并研究糖

基化修饰反应对接枝产物生物活性和功能特性的影响。结果表明，湿热法加热 2 h的反应产物接枝度最高，褐变程度较小，即反应产

物大多是初级阶段末期或中间阶段产物。糖基化修饰反应提高了鸡蛋清蛋白的金属还原力和清除 DPPH 自由基的能力，同时还可增

强其螯合亚铁离子的能力。功能特性分析表明，糖基化修饰反应可提高鸡蛋清蛋白的溶解度和热稳定性，而不影响其乳化稳定性和乳

化活性。同时，体外模拟消化实验表明，糖基化修饰反应降低了鸡蛋清蛋白的消化性，这可能与其在大肠中被肠道微生物降解有一定

的关联。上述分析表明，糖基化反应可作为一种有效的修饰方法提高蛋白质的功能特性和生物活性。 
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Abstract: In this study, egg-white protein and maltooligosaccharides were used for non-enzymatic glycation. The extent of glycation was 

evaluated in terms of degree of browning and grafting. The results showed that the glycation products obtained after heating for 2 h by 

moist-heat method showed the highest grafting degree and the lowest browning degree. Reaction products were generated mainly at the end of 

the initial or intermediate stages. The non-enzymatic glycation reaction not only improved the metal reducing power and DPPH-scavenging 

capacity of egg-white protein but also enhanced its Fe2+-chelating ability. The analysis of functional characteristics indicated that non-enzymatic 

glycation enhanced the solubility and thermostability of egg white protein, but did not affect its emulsifying activity and emulsion stability. 

Meanwhile, in vitro digestion experiments showed that non-enzymatic glycation reduced the digestibility of egg-white protein, which might be 

due to degradation by intestinal microorganisms in the large intestine. The above results indicate that non-enzymatic glycation reaction provides 

an effective approach to significantly enhance functional and bioactive properties of proteins. 
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非酶糖基化反应（non-enzymatic glycation），又称

为美拉德反应（Maillard reaction），是指蛋白质分子中

氨基酸侧链上的自由氨基与糖分子还原末端的羰基以
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控制 

共价键的形式连接，而产生糖基化蛋白的羰氨反应[1]。

该反应很容易进行，不需催化剂，在蛋白质与糖分子

间可自发进行，然而糖基化反应包括一系列非常复杂

的反应，产物种类繁多、结构复杂、性能差异较大。

研究表明，糖基化反应可改善蛋白质的功能特性，且

修饰反应不需要其他化学试剂，其制备方法主要采用

干热法，所耗用时间较长，而湿热法恰好弥补了这一

缺陷，具有温度易控制、反应时间短等优点，但反应

较为激烈常伴随着形成糖基化中后期产物，而影响接

枝产物的功能特性和安全性[2~3]，因而在反应过程中需

要严格控制温度、时间、pH值和底物比例等因素。 
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鸡蛋清蛋白是一种分子量为 4~4.5 万的蛋白质，

具有多种功能特性，主要以其良好的起泡性、凝胶性

而在食品工业中得到广泛的应用[4~5]，但是其较差的乳

化性和热稳定性等特性又限制了应用范围。在通过蛋

白质与糖类进行美拉德反应修饰而改进蛋白的结构和

功能特性方面已有许多研究，如 Choi等[6]采用美拉德

反应制备卵清蛋白与葡聚糖的糖基化产物，发现两者

通过共价键交联，且交联物属于多分散体系，该研究

具体分析了修饰反应对交联物分子结构特性的影响，

而对其功能特性的影响未见报道。Corzo-Martínez 等[7]

研究发现乳蛋白与半乳糖的美拉德反应接枝产物可促

进双歧杆菌数的增加，且乙酸浓度也显著增大，这表

明蛋白质或肽类与非益生的糖类接枝产物具有较好的

益生作用。Lertittikul等[8]研究发现猪血浆蛋白与葡萄

糖接枝修饰反应物可增强其抗氧化活性和清除自由基

的能力，但对其可能的作用机理未见探讨。另外，非

酶糖基化修饰反应可以改善蛋白质的溶解性、乳化性、

热稳定性、起泡性及持水/油性等功能特性及降低免疫

原性[2]，因而该反应在蛋白质结构改性方面显示出巨

大的发展潜力，而有关其修饰产物的消化特性及益生

性方面的研究较少。本文研究糖基化接枝反应对鸡蛋

清蛋白与低聚麦芽糖的生物活性和功能特性的影响，

为改善蛋白质的功能特性和探讨糖基化产物的体外消

化性及益生特性提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鸡蛋清蛋白：新鲜鸡蛋，将蛋清分离后冷冻干燥，

备用。低聚麦芽糖：购于河南协昌化工有限公司。花

生油：购于当地市场。 

2, 4, 6-三硝基苯磺酸（TNBS）、1, 1-二苯基-2-三

硝基苯肼(DPPH)、菲洛嗪（ferrozine）均购于美国Sigma

公司；胃蛋白酶（3000~3500 NFU/mg）、胰酶（5×USP）、

亚硝基铁氰化钠、十二烷基硫酸钠（SDS）均购于生

工生物工程（上海）有限公司；无水亚硫酸钠、四水

合氯化亚铁、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、六氰合铁（Ⅲ）

酸钾、三氯乙酸、三氯化铁、无水乙醇、考马斯亮蓝

G-250、磷酸、牛血清白蛋白、硫酸铵、蔗糖、浓硫

酸、无水硫酸钠、硫酸铜、磷酸钠、酒石酸钾钠、氢

氧化钠、水杨酸钠、盐酸等均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

TU-1901 紫外可见分光光度计，北京普析通用仪

器有限责任公司；FD-1D-50冷冻干燥机：北京博医康

实验仪器有限公司；2-16P 离心机，美国 Sigma 有限

公司；IKA T18 basic 高速分散器，德国 ULTRA 

TURRAX 公司；PHSJ-4A型 pH计，上海仪电科学仪

器股份有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  糖基化产物制备 
参照Choi和Lertittikul等的方法[6, 8]和前期实验的

基础上，将质量比为 1:2 的鸡蛋清蛋白与低聚麦芽糖

混合溶于 0.2 mol/L，pH 7.2 的磷酸盐缓冲液中，在密

闭容器中于60 ℃下加热反应4 h，冷却至室温，于2000 

r/min 离心 20 min，除去不溶物，取上清液透析 24 h

除去小分子物质，冷冻干燥，即得到糖基化产物。 

1.3.2  褐变程度的测定 
将糖基化产物溶于磷酸缓冲溶液中，于 420 nm

下测定吸光值，以水作空白。 

1.3.3  接枝度的测定 

采用 TNBS 法[8]测定蛋白质的接枝度以评定其糖

基化程度，取 2 mL 0.21 M的磷酸盐缓冲溶液(pH 8.2)、

1 mL 0.01% TNBS 溶液置于螺旋试管中，再加入 125 

μL 冷冻干燥的糖基化反应产物样液，混匀后于暗处

50 ℃水浴加热 1 h，随后加入 2 mL 0.1 mol/L Na2SO3，

室温冷却 30 min，于 420 nm下测定其吸光度值 At。

以相同条件下加入 125 μL 未经水浴加热的鸡蛋清蛋

白液作为空白对照，在 420 nm 下测定其吸光度值 A0。

以赖氨酸做出标准曲线，根据吸光度值计算样品中自

由氨基的含量 C，按照下式计算接枝度 DS： 

100
C

CC
=%/DS

0

t0 
  

1.3.4  亚铁离子螯合力测定 

取一系列不同浓度（0.025、0.05、0.10、0.25、

0.5、0.75、1.00 mg/mL）的样品溶液 1.5 mL，加入 2.775 

mL 水和 0.075 mL 2 mmol/L FeCl2 溶液，置于室温

（28±2 ℃）反应 30 s，再加入 0.15 mL 5 mmol/L菲洛

嗪溶液混匀，反应 10 min 后于 3000 r/min 离心 5 min，

于 562 nm 波长下测定吸光度值，记为 As，以水代替

样品，其他条件不变，测得吸光度为 Ab。按照下式计

算螯合率： 

%100)
A

A
(1=%/

b

s —螯合率  

1.3.5  还原力测定 
在试管中加入 1 mL不同浓度（0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0 mg/mL）的样液，再加入1mL 0.2 mol/L的 pH 6.6

磷酸缓冲液、1 mL 1% (m/V)的铁氰化钾溶液，混合均

匀后，置于50 ℃的恒温水浴中反应 20 min，取出后，
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加入 10% (m/V)的三氯乙酸溶液1 mL，于5000 r/min

离心 10 min，取上清液 1 mL，加 1 mL蒸馏水及 200 μL 

0.1%的三氯化铁，于 700 nm 波长处测定吸光度，平

行测定 3 次，吸光度增加表明还原能力增强。 

1.3.6  DPPH 自由基清除能力的测定 
将样品（或维生素 C，阳性对照）配成 0.1 g/L的

质量浓度，取样品液 1、3、5、7、9 mL，用蒸馏水定

容为 10 mL制成样液，取样液 2 mL，加入2mL浓度

为 0.l mmoL/L的 DPPH乙醇溶液混匀，室温下立即避

光反应 20 min 后，于 517 nm 测定吸光值 As。以2 mL

不同浓度的样液分别与 2 mL 无水乙醇混合，混匀后

测定吸光度值为 Ac；再以 2 mL DPPH与 2 mL无水乙

醇混合后的为空白对照组，测得吸光值为 Ab。根据下

式计算样品液对 DPPH自由基的清除率 P： 

100)
A

A-A
-(1=%/P

b

cs   

1.3.7  溶解性的测定 

称取一定量的待测样溶于去离子水中，浓度为 0.2 

mg/mL，用 1 mol/L HCl或 1 mol/L NaOH调节溶液的

pH值为 3、5、7、9，室温下搅拌 30 min（搅拌过程

中取样测定并保持 pH）后，4 ℃离心 15 min (11500 

r/min)，取上清液采用凯氏定氮法[6]测定可溶性蛋白的

含量，根据总蛋白的含量计算蛋白质的溶解性，表示

为上清液蛋白浓度占相应的总蛋白浓度的百分比。 

1.3.8  热稳定性的测定 
将待测样品溶于 pH 7.2 的磷酸盐缓冲溶液（10 

mmol/L）中配成蛋白浓度为5 mg/mL (m/V)的溶液，

分别以 40 ℃、60 ℃、80 ℃、100 ℃水浴处理 1 h，然

后迅速冷却至室温，于 13000 r/min 下离心 30 min，取

上清液采用上述方法测定蛋白质的含量，蛋白质的热

稳定性表示为上清液中蛋白浓度占相应总蛋白浓度的

百分比。 

1.3.9  乳化特性的测定 

取 1.8 mL 1 mg/mL待测样品，溶于 0.2 mol/L pH 

7.2 的磷酸盐缓冲液中，加入 0.6 mL花生油，乳液经

高速搅拌器处理 1 min (10000 r/min)，分别在搅拌后 0 

min，10 min 时，从测试管底部取样 100 µL，用 0.1% 

(m/V) SDS稀释 50倍后，测定 500 nm处吸光值，以

SDS 溶液做空白。乳化活性指数（EAI，m2/g）和乳

化稳定性指数（ESI，min）的计算公式如下： 

10000)1(C

DFA303.22
=)g/m(EAI 2



  

10=min/ESI
AA

A
100

0 


 

注：DF-稀释倍数，DF=100；C-为样品浓度，g/mL；φ-

光程，φ=1cm；θ-乳液中油相所占比例，θ=0.25；A0-0 min时测

定的吸光度；A10-10 min 时测定的吸光度。 

1.3.10  体外消化性的分析 
将样品配成 4 g/L的样液，分别取 15 mL加入 1 

mL胃蛋白酶液（E/S=1/250），用0.02 mol/L盐酸调至

pH 2.0，37 ℃水浴中体外模拟胃液消化处理 2 h，取样

采用微量凯氏定氮法测定蛋白质含量；其余部分用 1 

mol/L NaOH 溶液将处理液 pH 值调至 7.0，再加入 1 

mL胰酶（E/S=1/50），将其置于装有 100 mL 0.01 mol/L

磷酸盐缓冲液（pH 8.0）中进行体外模拟肠道消化，

每间隔 0.5 h 取样共 4 h 收集消化产物，采用微量凯氏

定氮法测定蛋白质的含量，分析样品的体外消化率。 

1.4  数据处理与统计分析 

实验结果以平均值±标准偏差 SD 表示，用 SPSS 

17.0 进行一维方差分析（one-way ANOVA），差异显

著性采用 Duncan（邓肯）检验，检验水平p<0.05。 

2  结果与讨论 

2.1  糖基化产物的制备 

选用鸡蛋清蛋白：低聚麦芽糖的比例为1:2 (m/m)，

反应时间为 2 h，反应温度为 60 ℃，反应时间分别为

0.5 h、1 h、2 h、3 h、4 h，检测不同反应时间对接枝

度和褐变程度的影响，实验结果如图1 所示。 

 

图 1 反应时间对糖基化产物接枝度和褐变程度的影响 

Fig.1 Impact of reaction time on grafting and browning degree 

of glycation products 

由图 1 可知，随着反应时间的增加糖基化反应产

物的接枝度呈现先升高后下降的趋势，并在 4 h处达

到最高水平，而糖基化产物的褐变程度相应地呈现增

加的趋势。反应 2 h 的产物接枝度为 47.6%，继续加

热对接枝度的影响较小，而糖基化产物的褐变程度增

加趋势较大，糖基化接枝反应过程中希望减少有色物

质的生成，同时增加初级阶段和中间阶段产生的功能

特性较好的无色物质[9]，因此后续糖基化产物制备的
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时间选择湿热法加热 2 h。 

2.2  糖基化反应对产物生物活性的影响 

2.2.1  亚铁离子螯合能力 

金属离子螯合剂是阻止自由基链式反应的一种有

效方式，可消除脂质等物质的氧化带来的对生物体的

伤害，因而测定糖基化产物螯合亚铁离子的能力是评

价其抗氧化性强弱的一种重要方法。Fe2+与菲洛嗪混

合后会产生有色物质在 562 nm 下具有最大吸收，而

当加入的样品与亚铁离子发生螯合作用时，溶液颜色

也相应变浅，因而可通过测定吸光度来确定样品螯合

亚铁能力的大小[10]，鸡蛋清蛋白及其糖基化产物螯合

亚铁离子如图 2 所示。 

 
图 2 糖基化产物及鸡蛋清蛋白螯合亚铁离子能力 

Fig.2 Iron-chelating capacity of egg-white protein and glycated 

protein 

由图 2 可知，鸡蛋清蛋白螯合亚铁离子的能力也

随着浓度的增加而呈现缓慢上升的趋势，但其螯合能

力较小，螯合率由 1.96%上升到 33.57%。糖基化产物

螯合亚铁离子的能力随着浓度的增加而增大，螯合率

由 26.03%上升到 99.52%，这表明鸡蛋清蛋白与低聚

麦芽糖的糖基化产物具有较强的螯合亚铁离子的能

力，且明显高于未糖基化的鸡蛋清蛋白（p<0.05）。这

与研究报道[1, 8, 11]的美拉德反应产物具有较强的螯合

金属离子能力的结论一致，其螯合作用可能与反应后

的产物带有较多的负电荷而呈现出较强的静电作用力

及氨基酸残基的配位能力等因素有关，具体的作用机

制还有待于深入研究。 

2.2.2  金属还原力 

金属还原能力的测定原理主要是具有还原性的物

质能将铁氰化钾还原为亚铁氰化钾，而在酸性条件下，

亚铁氰化钾将与三氯化铁反应，生成普鲁士蓝，在 700 

nm 处具有强吸收，故而通过测定吸光度，可判断其

还原能力，吸光度大，则表明样液还原能力强。鸡蛋

清蛋白及其糖基化产物的金属还原力如图3 所示。 

由图 3 可以看出，未糖基化的鸡蛋清蛋白的金属

还原力较小，且随着浓度的增加而变化不大；而鸡蛋

清蛋白与低聚麦芽糖的糖基化产物具有较强的金属还

原能力，且随着浓度的增加而增大，这表明糖基化产

物中含有较多的活性中间产物，可螯合金属离子而终

止自由基链式反应，从而具有较强的金属还原力。 

 

图 3 鸡蛋清蛋白及其糖基化产物的金属还原力 

Fig.3 Metal reducing power of egg-white protein and glycated 

protein 

2.2.3  DPPH 自由基清除能力 

 
图 4 鸡蛋清蛋白及糖基化产物清除 DPPH 自由基的能力 

Fig.4 DPPH-scavenging capacity of egg-white protein and 

glycated protein 

每个 DPPH自由基分子在溶液中可生成一个稳定

的含氮自由基，在乙醇溶液中呈深紫色，在 517 nm

处有强吸收，当其他物质能提供一个电子与该孤对电

子配对时，溶液的颜色将变浅，并且反应的程度取决

于抗氧化剂的清除能力。由图 4 可知，随着浓度的增

加，鸡蛋清蛋白对 DPPH自由基的清除率接近零，而

糖基化接枝产物清除 DPPH 自由基能力呈现上升趋

势，其对 DPPH 自由基的最大清除率为 25.4%，远低

于阳性对照品维生素 C 对 DPPH 自由基的清除率

（98.7%）。上述分析表明，糖基化接枝修饰可增加反

应物清除 DPPH自由基的能力，这可能是因为在美拉

德反应过程中形成的中间产物可作为氢的供体，从而

增加了其清除自由基的能力。 

2.3  糖基化反应对产物功能特性的影响 
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2.3.1  溶解性 

溶解性是蛋白质重要的应用功能特性，并且对蛋

白质的其他功能特性如热稳定性、乳化性和体外消化

性等都具有重要的影响，鉴于此，我们研究了鸡蛋清

蛋白及其与低聚麦芽糖糖基化产物的溶解性，实验结

果如图 5 所示。 

 
图 5 鸡蛋清蛋白及其糖基化产物在不同 pH值下的溶解度 

Fig.5 Solubility of egg-white protein and glycated protein at 

different pH levels 

从图 5 可以看出，鸡蛋清蛋白与低聚麦芽糖的糖

基化产物具有较高的溶解度，均高于鸡蛋清蛋白的溶

解度，这可能是由于美拉德反应将糖基通过共价键连

接而引入食品蛋白质分子之中，所连接的糖基分子中

羟基的亲水特性能够显著提高蛋白质的溶解性[12]。同

时，研究还发现糖基化产物的等电点向酸性偏移，这

可能是因为鸡蛋清蛋白肽链上接入多羟基的低聚麦芽

糖，与游离氨基共价交联，屏蔽掉游离氨基上的一些

电荷，导致等电点发生变化。 

2.3.2  热稳定性 

加热处理是蛋白质在加工和处理过程中不可避免

的，鸡蛋清蛋白的热稳定性决定了其性质的变化如蛋

白质分子的热聚集等，因此实验研究了鸡蛋清蛋白及

其糖基化修饰产物的热稳定性，实验结果如图 6所示。 

 
图 6 鸡蛋清蛋白及糖基化产物的热稳定性 

Fig.6 Thermostability of egg-white protein and glycated protein 

由图 6 可知，鸡蛋清蛋白与低聚麦芽糖糖基化产

物的热稳定性明显高于未糖基化的鸡蛋清蛋白的热稳

定性，但其稳定性随着温度的变化而变化，在实验温

度范围内鸡蛋清蛋白糖基化产物的热稳定性维持在

25%~35%，当温度高于60 ℃时其热稳定性降低。一

般来说，糖基化反应造成蛋白质与糖的共价结合，分

子链较长的多羟基糖链接入到蛋白质肽链上，增大了

分子的空间位阻，能够降低糖基化产物在加热条件下

产生的热聚集行为，因而抑制了蛋白质与蛋白质间的

相互作用，从而提高蛋白质对热的稳定性[13]。 

2.3.3  乳化特性 
表 1 鸡蛋清蛋白及糖基化产物的乳化特性 

Table1 Emulsifying properties of egg-white protein and 

glycated protein 

样品 ESI/(m2/g) EAI/min 

糖基化产物 27.27±1.31 0.92±0.06 

鸡蛋清蛋白 25.33±1.54 0.93±0.04 

由表 1 中数据可以看出，糖基化产物的乳化活性

指数（EAI，m2/g）略高于鸡蛋清蛋白，而乳化稳定

性指数（ESI，min）与鸡蛋清蛋白无显著差异（p>0.05）。

由于低聚麦芽糖具有亲水性，与鸡蛋清蛋白糖基化后，

使其产物的表面活性增大，从而提高了乳化活性，但

若糖基化程度增大到一定程度，其交联度则随着提高

到一定程度，使产物过于亲水以致失去界面活性，因

而会降低其乳化活性和乳化稳定性。湿热法和水热法

制备的糖基化产物乳化稳定性提高不明显，这可能是

由于反应程度比干热法高，形成了较多功能特性较低

的高级阶段产物，且在水相体系中蛋白质分子肽链伸

展程度更大，处于分子疏水区域的不带电荷的极性氨

基酸暴露在肽链表面，改变了蛋白质分子的疏水状态，

尽管糖链的接入有助于乳化稳定性，但是在几种相反

作用的共同作用下，鸡蛋清蛋白的乳化稳定性变化不

大[2, 12]。 

2.4  糖基化反应对产物体外消化性的影响 

 
图 7 鸡蛋清蛋白及糖基化产物的体外消化特性 

Fig.7 In vitro digestibility of egg-white protein and glycated 

protein 
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本实验采用胃蛋白酶-胰酶两步法测定鸡蛋清蛋

白及糖基化产物的体外消化特性，研究表明，该消化

法测定的蛋白质消化率与动物体内消化法测得的蛋白

质真消化率高度相关，故常用该方法评定测定加工处

理蛋白质消化性的影响，且其测定结果不受内源氮的

影响[2, 7, 14]。鸡蛋清蛋白及糖基化产物的体外消化实验

结果如图 7 所示。 

从图 7 可以看出，糖基化产物在体外模拟胃液和

胰液中的消化率均远低于鸡蛋清蛋白，这表明糖基化

接枝反应降低了蛋白质的消化性，这可能是由于低聚

麦芽糖作为一种典型的功能性低聚糖，具有难消化特

性，因人体内不具备相应的分解消化系统，所以不能

被消化吸收，而是直接进入大肠内并可促进有益菌的

生长，这与文献中报道的糖基化产物具有较好的益生

性的结论一致[7]，有关鸡蛋清蛋白糖基化产物的益生

性及其机理有待深入研究，从而为功能性食品基料的

制备提供参考。同时，糖基化产物在模拟胃液（2 h）

中的消化水解程度较小，这主要是由于胃蛋白酶属于

肽链内切酶，其专一性程度较大，主要作用于芳香族

氨基酸的羧基基团形成的肽键[14]。而糖基化产物在模

拟肠液中的消化速率较快，这与胰酶的组成及产物的

分子结构有关，有关其具体的机理还有待于深入研究。 

3  结论 

3.1  鸡蛋清蛋白-低聚麦芽糖比例为 1:2，温度 60 ℃

下反应 4 h，制得的糖基化产物接枝度最高，褐变程度

较低。 

3.2  以亚铁离子螯合能力、金属还原力、DPPH自由

基清除能力为指标，分析糖基化产物的生物活性，结

果显示，糖基化反应提高了其生物活性。 

3.3  功能特性研究表明，与未糖基化的鸡蛋清蛋白相

比，糖基化反应提高了其溶解性和热稳定性，而对乳

化活性和乳化稳定性影响不大。 

3.4  糖基化产物的体外消化率显著地低于鸡蛋清蛋

白，这为产物被大肠中的益生菌降解利用提供了条件。 
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