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漆酶催化大米蛋白与阿魏酸交联及其结构和抗氧化

活性的变化 
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摘要：本文研究了大米蛋白（Rice protein，RP）与阿魏酸(Ferulic acid，FA)的酶法交联及其在水相和乳液中的抗氧化能力，通过

HPLC 分析 FA 的含量以及 SDS-PAGE、紫外光谱、红外光谱和扫描电子显微镜分析 RP 的结构变化。HPLC 分析表明 FA 易被漆酶催

化氧化，且 FA 的氧化产物与 RP 的亚基反应，从而引起大米蛋白分子量的增加；随着 FA 浓度的增加，RP 的紫外图谱在 300~350 nm

处的吸收逐渐增加，交联样品呈现橘黄色，说明氧化阿魏酸能共价结合大米蛋白；RP 与 FA 经酶法交联后 RP 二级结构发生变化，α-

螺旋和 β-转角含量分别降低了 13%与 2%，无规卷曲和 β-折叠含量分别提高了 11%与 4%，蛋白的显微结构从聚集变为松散；FA 与

RP 交联产物的清除 DPPH 自由基能力和清除 ABTS 自由基能力分别从 32.31%增加到 71.43%和从 3.34%增加到 77.61%，FA 与 RP 交

联产物可显著降低乳液中氢过氧化值、TBARS 值、己醛的含量，说明交联可有效提高大米蛋白的抗氧化活性。 
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Abstract: The enzymatic cross-linking of rice protein (RP) and ferulic acid (FA) and the antioxidant activity of the resultant product in the 

aqueous phase and emulsion were studied, and the FA content was investigated by high performance liquid chromatography (HPLC). Changes 

in the structural properties of RP were analyzed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), ultraviolet (UV) 

spectroscopy, Fourier transformed infrared (FT-IR) spectroscopy, and scanning electron microscopy. HPLC results showed that the FA easily 

underwent laccase-catalyzed oxidation, and the oxidation product could react with the subunits of RP, resulting in an increase of RP protein 

molecular weight. With increasing FA concentration, the absorbance band between 300 and 350 nm in the UV/visible spectra of RP gradually 

increased, and the cross-linked products had an orange-yellow color, indicating that the oxidation products bound covalently to the free amino 

groups of RP. After the enzymatic cross-linking of RP and FA, the secondary structure of RP changed, the contents of β-turn and α-helix were 

reduced by 13% and 2%, respectively, the contents of random coil and β-sheet were increased by 11% and 4%, respectively, and the 

microstructure of RP became loosened from the aggregated state. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 

2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) free radical scavenging abilities of the RP-FA cross-linked product were 

increased from 32.31% to 71.43% and from 3.34 % to 77.61%, respectively, compared to those of RP. RP-FA cross-linked product could 

significantly reduce the level of hydroperoxide, 2-thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and hexanal in the emulsion, suggesting that 

cross-linking of RP can effectively enhance the antioxidant activity of RP. 
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漆酶（Laccase，LAC）是一种多酚氧化酶，能结

合多个铜离子，属于铜蓝氧化酶，漆酶作为一种生物

催化剂，不仅具有高效率的催化效果，而且其催化的

最终产物是水，因此也是一种绿色催化剂。越来越多

的研究发现，漆酶催化酚酸与蛋白质交联可有效改善

蛋白的功能性质和生理活性。Tantoush等[1]发现漆酶和

樱桃酚酸提取物催化β-乳球蛋白形成交联物，通过模

拟胃肠道实验，该交联物的胰蛋白酶水解产物较交联

前的水解产物的自由基清除活性增加了57%，并降低

消化后乳球蛋白肽的致敏性。Kim等[2]通过漆酶催化

酪蛋白/黄酮类化合物交联后形成的蛋白/黄酮交联物

具有更好的抗氧化，可能归因于酚类具有较强的抑菌

作用以及抗氧化性，从而提高蛋白质的天然属性，这

些产物可以应用到一些抗氧化能力强的医疗、食品与

高分子领域。 
大米蛋白作为从谷物籽实体中提取出的蛋白质，

具有高生物价、氨基酸组成合理和低过敏性等特点，

但是由于其低的溶解特性以及在乳液体系中抗氧化能

力较差，易引起乳液的分层、絮凝和聚集，导致油脂

的氧化降解[3]。酚类化合物是一种天然的抗氧化剂，

能够有效预防脂质体系的氧化降解，它以氢键、疏水

相互作用、离子键和共价键等方式与蛋白质相互作用，

从而改善蛋白质的功能特性。阿魏酸作为稻米中含量

丰富的酚酸类物质，具有很强的抗氧化活性，作为蛋

白质的交联剂应用在是食品工业中。研究发现阿魏酸/
大豆分离蛋白形成的复合物薄膜比蛋白膜具有更好的

机械性能以及更高的抗氧化活性，此外，氧化的阿魏

酸与大豆分离蛋白复合薄膜特性进一步改善[4]。漆酶

催化氧化阿魏酸与酪蛋白的交联，获得坚实的细小均

匀酪蛋白酸钠凝胶网络结构[5]，并且在乳液界面上漆

酶催化酪蛋白和阿魏酸交联，也能有效的改善酪蛋白

酸钠的乳化特性及流变学性质[6]，这种交联的机制可

能是由于氧化阿魏酸与蛋白质分子中的巯基、氨基和

亚氨基等发生亲核加成反应，使多酚和蛋白质之间形

成 C-N 或 C-S 共价键[7]。本文旨在利用漆酶催化大米

蛋白与阿魏酸交联形成复合物，研究交联前后蛋白质

结构的变化以及大米蛋白/阿魏酸交联物的抗氧化活

性，从而获得含有阿魏酸活性基团的功能性大米蛋白

配料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

阿魏酸，武汉远程共创有限公司，纯度>98%；大

米蛋白，实验室自制，纯度>90%；玉米油，南宁百货

超市；漆酶（CLEA≥0.3 U/mg）、1,1-二苯-2-苦基肼

（DPPH）、偶氮二异丁脒盐酸盐（AAPH）、奎诺二甲

基丙烯酸酯（Trolox）、过氧化氢异丙苯、1,1,3,3-四乙

氧基丙烷、甲醇、乙腈和己烷（色谱纯），美国 Sigma
公司；低分子量蛋白质标准品（14.4~97.0 ku），北京

索莱宝科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

YLB-TW12 数显恒温水浴锅，德国 JULABO 公

司；ST16R 高速冷冻离心机，美国热电公司；S 25 磁

力搅拌机，德国 IKA 公司；RW 16 电子搅拌机，德国

IKA 公司；T 25 高速均质机，德国 IKA 公司；高压均

质机，上海东华高压均质机厂；Waters e2695 高效液

相色谱仪，美国 Waters 公司；伯乐 Protean 电泳仪，

美国 Bio-Rad 公司；UV-1601 紫外可见分光光度计，

日本岛津公司；Nicolet iS10 傅立叶变换红外光谱仪，

美国热电公司；Agilent 7890B 气相色谱，美国 Agilent
公司；S-3400N 扫描电子显微镜，日本日立公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1   酶催化反应 
为了评估在水相体系中漆酶催化氧化FA的能力，

设计了三个不同反应体系：（Ⅰ）反应体系中含有大米

蛋白、漆酶和 FA；（Ⅱ）反应体系中含有大米蛋白和

FA；（Ⅲ）反应体系中含有漆酶和 FA。对于反应（Ⅰ）：

10 mg/mL 大米蛋白溶液，1 mg/mL FA 溶液，0.15 
mg/mL 漆酶；对于反应（Ⅱ）：10 mg/mL 大米蛋白溶

液，1 mg/mL FA 溶液；对于反应（Ⅲ）：1 mg/mL FA
溶液，0.15 mg/mL 漆酶，混合物在 25 ℃磁力搅拌 4 h，
所有的试剂均溶在 pH=7.0、50 mM 磷酸缓冲溶液。 

FA 的含量通过 HPLC 测定，方法参照 Mattinen
等[8]，略有修改。吸取 100 µL 不同反应时间下（15、
30、45、60、90、120、150、180 和 240 min）反应样

液，酶终止反应通过加入 100 µL、1 mM EDTA 溶液[1]，

再加入 0.8 mL 甲醇溶液，4 ℃储存，样品通过 0.45 µm
膜过滤。色谱柱：ZORBAX SB-C18（4.6×250 mm，5 
µm），流动相包括 A 相（0.4%冰醋酸水溶液）和 B 相

（乙腈），洗脱梯度：0~5 min，5% B；5~25 min，25% 
B；25~30 min，50% B；30~35 min，5% B，流速 1 
mg/mL，进样量 10 µL，柱温 25 ℃，检测波长：320 nm， 

FA 的相对含量（%）=Ai /A0×100% 
式中，Ai，酶催化不同反应时间下 FA 的峰面积；A0，酶

催化前 FA 的峰面积。 

1.3.2  大米蛋白/阿魏酸交联物的制备 
为了研究漆酶催化不同质量浓度（0.1、0.2 和 0.4 
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mg/mL）的 FA 对大米蛋白交联特性的影响，反应体

系（Ⅰ）中含有：10 mg/mL 大米蛋白、0.1 mg/mL FA
溶液和 0.025 mg/mL 漆酶；反应体系（Ⅱ）中含有：

10 mg/mL大米蛋白、0.2 mg/mL FA溶液和0.05 mg/mL
漆酶；反应体系（Ⅲ）中含有：10 mg/mL 大米蛋白，

0.4 mg/mL FA 溶液和 0.1 mg/mL 漆酶；空白体系（Ⅳ）

中含有：10 mg/mL 大米蛋白和 0.1 mg/mL 漆酶；空白

体系（Ⅴ）中含有：10 mg/mL 大米蛋白。反应温度

25 ℃，反应 4 h 后的样品在 4 ℃下透析 24 h，冷冻干

燥。 
1.3.3  十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE） 
SDS-PAGE 凝胶电泳分析参考 Laemmli 等[9]。称

取一定量的蛋白样，用 6 moL/L 尿素将样品溶解，电

泳前将样品与还原型样品缓冲液以及非还原性样品缓

冲液混合，沸水浴 5 min。配置 14%T 分离胶和 5%T
浓缩胶。将 10 μL 样品注入样品池，样品在浓缩胶中

时电流定为 15 mA，进入分离胶后电流调为 30 mA。

电泳完成后凝胶采用考马斯亮蓝法 R-250 染色 1 h。染
色后于脱色液中脱色 2 d。脱色完成后胶片拍照分析。

以标准蛋白质分子量的对数对相对迁移率作标准曲

线，据大米蛋白的相对迁移率从标准曲线上查出各蛋

白组分的分子量。 
1.3.4  紫外光谱 

将蛋白样品溶解在 PBS 缓冲液（pH 7.0，50 mM）

形成大米蛋白分散液，6000 r/min 离心 10 min，取上

清液，通过紫外可见分光光度计测定其在 240~600 nm
波长范围下的光谱，以 PBS 缓冲液（pH 7.0，50 mM）

作为空白对照。 
1.3.5  红外光谱 

取 1 mg 无水样品粉末，加入 100 mg 溴化钾，共

混，研细，在压片机上压成厚度为 0.1 mm 左右的薄

片，采用红外光谱仪在波长范围在 400~4000 cm-1范围

类扫描之间进行扫描，采用 peatfit 14.0 软件和高斯拟

合计算酰胺 I 带中蛋白质二级结构组成。 
1.3.6  扫描电子显微镜（SEM） 

通过使用扫描电镜（SEM）观察粒子形态学。用

导电胶将样品固定在样品台上，采用真空离子喷溅器

喷涂金属，涂抹到样品表面，用二次电子探测器的扫

描电子显微镜来获取样品数字的图像，加速电压为 20 
kV。 
1.3.7  色差 

使用色度计测定样品色泽变化，直接测定参数 L*
（亮度）、a*（红度）和 b*（黄度），平行三次，其中

白度差异（∆L）；红–绿色差（∆a）；黄–蓝色差（∆b）

和总颜色差异（∆E）可以通过以下公式计算。 
∆E=(∆L+∆a+∆b)1/2 
其中，∆a=ai-a0；∆b=bi-b0；∆L=Li-L0，i 表示不同质量浓

度的阿魏酸；0 表示大米蛋白。 

1.3.8  体外抗氧化能力 
漆酶催化阿魏酸与大米蛋白交联前后的抗氧化活

性通过测定清除DPPH自由基能力和清除ABTS自由

基能力。清除DPPH自由基能力的测定参照Qiu等[10]，

清除 ABTS 自由基能力的测定参照 wang 等[11]。 
1.3.9  乳液的制备及油脂的氧化降解 

分别将大米蛋白、漆酶和FA溶于 50 mM PBS（pH 
7.0）中，搅拌 4 h 后，添加 10%（m/V）玉米油，并

加入 0.02%（m/V）叠氮钠抑制微生物生长。混合物充

分混匀后经高速剪切机(14000 r/min)预乳化 1 min，得

到粗乳浊液，然后经高压微射流均质处理二次（60 
MPa），得到的乳液中含有大米蛋白的质量浓度为 10 
mg/mL、FA 的质量浓度分别为 0.4 mg/mL、漆酶的质

量浓度为 0.1 mg/mL。将制备的乳液放在 50 ℃放置 12 
d，测定贮藏期间乳液的氢过氧化物含量、TBARS 值

及己醛的含量。 
1.3.9.1  氢过氧化物含量 

乳液中氢过氧化物含量的测定参照 Matalanis 等
[12]，取 0.3 mL 乳液加入 1.5 mL 异辛烷+异丙醇（3:1，
V/V）混合溶剂，涡流混合 3 次，每次 10 s，然后再

6000 r/min 离心 10 min。取 0.2 µL 上清液与 2.8 mL 甲

醇：正丁醇（2:1，V/V）混合，接着加入 15 μL 亚铁

溶液（等体积的 0.132 M BaCl2和 0.144 M FeSO4混合

溶液）以及 15 μL（30 g 硫氰酸铵溶解在 100 mL 蒸馏

水中），20 min 后在 510 nm 处测定其吸光度值，氢过

氧化物浓度通过标准物过氧化氢异丙苯的标准曲线来

确定。 
1.3.9.2  TBARS 值 

乳液中 TBARS 值的测定参照 Mei 等[13]，2 mL 乳

液混合 4 mL TBA 试剂（混合 15 g 三氯乙酸，0.375 g 
2-硫代巴比妥酸，溶于 100 mL、2.5 M HCl 溶液中 2:1，
V/V）在沸水中加热 15 min，冷却 10 min 后 6000 r/min
离心 15 min。在 532 nm 测定其吸光度值。TBARS 根

据标准物 1,1,3,3-四乙氧基丙烷的标准曲线来确定。 
1.3.9.3  己醛的含量 

己醛是乳液中脂类氧化降解的主要产物之一，己

醛的含量通过 GC 方法测定[14]，略有修改。取 6 mL
蛋白乳液于样品瓶中，用密封圈密封，50 ℃储藏 10 d。
采用 75 mm Carboxen/PDMS 固相微萃取纤维头插入

样品瓶中，55 ℃萃取 10 min，气相色谱参数：HP-5
毛细管柱（30 m×0.32 mm，0.25 µm），氮气作为载气，
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进样口温度 290 ℃，检测器温度 300 ℃，分流比 1:10，
柱箱温的升温程序：起始温度 40 ℃保持 2 min，以

5 ℃/min的速率升温至60 ℃，保持2 min，以15 ℃/min 
的速率升温至 150 ℃，以 30 ℃/min 速率升温至

210 ℃，保持 2 min。 
己醛的含量（mg/L）=Ax×C0/A0 
式中：A0，己醛标准品的峰面积；Ax，样品中己醛的峰面

积；C0，标准己醛标准品的浓度（1 mg/mL）。 
1.3.10  数据处理 

数据统计分析采用 Origin 8 和 SPSS 14.0 分析软

件进行处理。每组数据重复三次，结果表达式为平均

值±标准方差。 

2  结果与讨论 

2.1  阿魏酸的含量 

 

 

 

 

 
图1 FA的含量 

Fig.1 FA content  

注：a，在不同酶反应时间下 FA 的相对含量；b1~b4，反

应 4 h 后 FA 的 HPLC 图。 

大米蛋白（RP）与阿魏酸（FA）相互作用后 FA
的含量如图 1a 所示，在不添加漆酶（LAC）的时候，

RP 与 FA 相互反应后 FA 的峰面积减少了 6.2%，然而

在漆酶的存在下，随着酶反应的进行，FA 的含量显著

减少 60%，说明 FA 极易被漆酶催化氧化[15]，且反应

90 min 后 FA 的含量基本不变，可能是随着时间的延

长酶反应逐渐达到平衡。从图 1b 可以发现，FA（峰 1）
经过漆酶催化氧化后，HPLC 图出现了新的物质（峰

2），可能是 FA 被漆酶催化氧化后形成的氧化产物，

如醌类物质[16]。然而，在添加大米蛋白的阿魏酸与漆

酶体系中，FA 的 HPLC 图中峰 2 明显降低，推断可

能的原因是阿魏酸的氧化产物能够与大米蛋白中氨

基、巯基发生反应[17]。 

2.2  大米蛋白的亚基组成 

图2为RP和RP/FA交联物在还原与非还原条件下

的SDS-PAGE图谱。大米蛋白的主要成分为谷蛋白，

其含量占大米蛋白总量的80%左右，包括相对分子量

为51 ku的谷蛋白聚肽、34~37 ku与21~22 ku的谷蛋白

酸性亚基和碱性亚基以及26 ku的球蛋白亚基[18]。在非

还原条件下，RP（lane 1）主要表现在浓缩胶顶部高

分子量的蛋白聚集体、谷蛋白聚肽、球蛋白、谷蛋白

酸性亚基及谷蛋白碱性亚基的形式，而RP-FA交联物
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(Lane 2、3和4)中缺乏相应的球蛋白亚基，且谷蛋白酸

性亚基、碱性亚基和谷蛋白聚肽的光密度明显减少；

在还原条件下，经过β-巯基乙醇处理后，RP(Lane 1)
与RP-FA交联物（Lane 2、3和4）的浓缩胶顶部高分

子量的蛋白聚集体会被还原成小分子量的肽，这表明

漆酶催化FA可能会与RP中的球蛋白结合，生成分子量

较大的结合物，且这种结合物的含量随着含量的增加

相应增加。研究表明漆酶氧化FA与某些氨基酸如酪 
氨酸、色氨酸和半胱氨酸反应，导致肽聚合和某些蛋

白质的交联[19]。 

 
图2 RP与 RP-FA交联物的SDS-PAGE图谱 

Fig.2 SDS-PAGE profiles of RP and RP-FA cross-linked 

product 

注：带 1，2，3，4 分别表示 RP、RP+LAC+0.1 mg/mL FA、

RP+LAC+0.2 mg/mL FA 和 RP+LAC+0.4 mg/mL FA。 

2.3  紫外光谱 

由图3可知：相比较大米蛋白，大米蛋白与阿魏酸

复合物在300~350 nm处的紫外吸收显著增加，而且随

着FA浓度的增加，吸收增强，此外，大米蛋白/阿魏酸

复合物在可见的波长（400~600 nm）处有吸收（溶液

呈黄色），可能的原因是漆酶催化FA的氧化能与蛋白

质中游离氨基反应，并且能够共价接枝到大米蛋白
[20]。 

 
图3 RP与 RP/FA交联物的紫外光谱图 

Fig.3 UV/Vis spectra of RP and RP-FA cross-linked product 

2.4  红外光谱 

表1 RP与 RP-FA交联物的二级结构组成 

Table 1 Secondary-structure contents of RP and RP-FA cross-linked product 

阿魏酸浓度 
无规卷曲/% α-螺旋/% β-转角/% β-折叠/% 

1638~1640 cm-1 1648~1659 cm-1 1660~1670 cm-1 1681~1682 cm-1 1694~1697 cm-1

RP 5.52±1.01a 41.63±1.69a 12.81±0.27a 10.41±0.15a 29.63±0.71a 

RP+LAC+0.1 mg/mL FA 7.29±0.09b 37.31±1.15b 11.88±1.11a 10.53±0.46a 32.99±0.46b 

RP+LAC+0.2 mg/mL FA 11.67±1.32c 34.23±0.73c 11.06±0.33a 9.87±0.66a 33.17±1.03b 

RP+LAC+0.4 mg/mL FA 16.53±0.86d 28.42±1.08d 10.71±0.65b 10.24±0.07a 34.10±1.83c 

根据酰胺Ⅰ（1600~1700 cm-1）带是蛋白质在红

外光谱区的特征吸收谱带，将酰胺 I 带用 peakfit 软件

进行二阶求导后用高斯曲线拟合可以得到大米蛋白二

级结构的近似分布见表 1。大米蛋白的二级结构包括：

41.36% α-螺旋（1655 cm-1）、40.04% β-折叠（1680 cm-1

和 1695 cm-1）、12.81% β-转角（1672 cm-1）和 5.52%
无规卷曲（1640 cm-1），经过漆酶和不同含量的 FA 处

理后，FA 与 RP 交联使得蛋白的 α-螺旋和 β-转角结构

的含量逐渐减少，而无规卷曲和 β-折叠结构的含量逐

渐增加，当向大米蛋白中加入阿魏酸的浓度达到 0.4 
mg/mL 时，α-螺旋含量和 β-转角分别降低了 13%和

2%，无规卷曲和 β-折叠分别提高了 11%和 4%，无规

卷曲含量的增加意味着漆酶诱导 FA 与大米蛋白交联

会使得大米蛋白的结构更为灵活和延伸[21]，其研究发

现谷氨酰胺转氨酶诱导大米谷蛋白发生交联会引起α-
螺旋含量降低和无规卷曲含量增加，且大米谷蛋白分

子的聚合能力被削弱。 

2.5  大米蛋白的微观结构 

大米蛋白分子的链内或链间通过氢键及疏水作用

等聚集成致密分子，形成一种大分子的蛋白质聚合体。

以扫描电子显微镜观察大米蛋白的超显微结构，如图

4，未经酶处理的大米蛋白明显聚集抱团，结构紧密，

没有疏松的孔隙结构。加入漆酶和 FA 后，蛋白结构

聚集体开始松散，出现孔隙，说明蛋白分子聚合体逐

渐解聚，孔隙增多，结构变得越来越松散，这与红外
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光谱的结果保持一致。 

  
图4 RP(a)与 RP-FA交联物(b)的 SEM图 

Fig.4 SEM images of RP (a) and RP-FA cross-linked product 

(b) 

注：其中 b 为 RP+LAC+0.4 mg/mL FA。 

2.6  色泽的变化 

大米蛋白的白度值、红度值、黄度值和∆E 值见表

2。漆酶催化阿魏酸 FA 与大米蛋白交联后，蛋白的白

度值逐渐减少、红度值和黄度值逐渐增加，当 FA 的

浓度增加到 0.4 mg/mL 时，颜色的差异值（∆E=16.80）
显著高于大米蛋白，交联后的样品颜色呈现橘黄色，

意味着漆酶催化氧化 FA 与大米蛋白发生交联后会改

变大米蛋白的颜色[20]，这可能与 FA 氧化生成有色的

醌类物质有关。 
表2 RP与 RP-FA交联物的色泽参数（白度、红度和黄度）和颜色差异（∆E） 

Table 2 Color parameters (L, a, and b) and color difference (∆E) of RP and RP-FA cross-linked product 

阿魏酸浓度 白度（L） 红度（a） 黄度（b） ∆E 

RP 92.83±0.01a -0.16±0.02a 5.49±0.02a 0a 

RP+LAC+0.1 mg/mL FA 87.85±1.44b 1.89±0.36b 16.29±0.88b 12.09±1.49b 

RP+LAC+0.2 mg/mL FA 88.88±0.07b 1.30±0.02b 18.77±0.09c 13.93±0.09c 
RP+LAC+0.4 mg/mL FA 87.57±0.14b 2.32±0.03c 19.71±0.30c 16.80±0.32d 

2.7  体外抗氧化活性 

大米蛋白与 FA 交联前后的抗氧化活性见表 3，大
米蛋白清除DPPH自由基能力和清除ABTS自由基能

力分别为 32.31%和 3.34%。随着 FA 浓度的增加，大

米蛋白与 FA 混合液的清除 DPPH 自由基能力和清除

ABTS 自由基能力都显著提高，主要是归因于混合液

中游离的 FA 具有显著的抗氧化能力。此外,漆酶催化

FA与RP结合的抗氧化能力较RP-FA混合液中的抗氧

化能力有所下降，这是由于 DPPH 自由基清除法和

ABTS 自由基清除法测定的主要是体系中由游离多酚

决定的抗氧化能力，FA 易被漆酶催化氧化，因此蛋白

/多酚的共价相互作用明显使抗氧化能力消弱[22]。但是

漆酶催化 FA 与大米蛋白交联的抗氧化活性高于大米

蛋白，当 FA 的添加量达到 0.4 mg/mL 时，交联物的

清除DPPH自由基能力和清除ABTS自由基能力分别

为 71.43%和 77.61%，说明漆酶催化大米蛋白与 FA 的

交联后较未处理的大米蛋白的抗氧化活性明显提高，

可能的原因是大米蛋白与 FA 交联保留了阿魏酸的抗

氧化基团。这与漆酶催化氧化 FA 形成的氧化产物（醌

类）与壳聚糖上的氨基通过席夫碱或迈克尔加成反应

发生共价作用生成抗氧化活性更高的 FA-壳聚糖衍生

物的结果类似[20]。 

表3 RP与 RP-FA交联物的抗氧化活性 

Table 3 Antioxidant activity of RP and RP-FA cross-linked product 

FA 的浓度

/(mg/mL) 

清除 DPPH 自由基能力/% 清除 ABTS 自由基能力/% 

RP+FA RP+FA+LAC RP+FA RP+FA+LAC 

0 32.31±1.37(RP)a 29.73±1.75(RP+LAC)a 3.34±0.20(RP)a 3.03±0.12(RP+LAC)a

0.1 60.01±1.22b 56.44±1.78b 52.07±2.63b 37.44±1.01b 

0.2 72.61±0.81c 68.07±0.40c 73.20±1.52c 60.07±0.40c 
0.4 80.72±0.31d 71.43±0.99d 90.20±1.33d 77.61±0.15d 

注：所有数据表示为平均值±标准差，n=3。同列中标注不同角标者具有显著性差异(p<0.05)。 

2.8  乳液中油脂的氧化 

油脂氧化的初始产物主要是氢过氧化物，通过对

大米蛋白乳液在储藏过程中脂质氢过氧化物的变化曲

线可知（图 4a），在储藏的第 8 d，大米蛋白乳液中的

氢过氧化物达到最大值 11.12 mmoL/kg，添加 FA 和漆

酶后，显著降低了氢过氧化物产生(3.59 mmoL/kg oil)，
其原因可能是漆酶催化 FA 的氧化共价结合到大米蛋

白上，在乳液的界面处具有更好的抗氧化活性。

TBARS 可以评价不饱和脂肪酸的氧化产物醛类（如丙

二醛）的变化，由图 4b可知：添加漆酶和FA后TBARS
值从最初的 0.73 mmoL/kg 降低到 0.24 mmoL/kg，结
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果与氢过氧化物的结果保持一致。同样，作为玉米油

氧化的主要副产品己醛的含量也呈现相同的变化规律

（图 5c），即添加 FA 和漆酶的乳液中己醛的浓度为

0.19 mg/L，远低于未添加的 0.99 mg/L，说明交联后

的大米蛋白有效提高乳液中油脂的氧化稳定性，这在

芦丁与大豆分离蛋白形成的复合物稳定的乳液中也可

观察同样的现象[14]。 

 

 

 
图5 乳液中油脂氧化产物的含量 

Fig.5 Content of oil oxidation products in the 

emulsion-stabilized RP and RP-FA cross-linked product 

注：a，氢过氧化物；b，TBARS；c，50 ℃储存 10 d 后

乳液中己醛的含量。 

3  结论 

漆酶催化FA氧化形成的氧化产物与大米蛋白中

氨基酸反应，SDS-PAGE分析表明FA能够与谷蛋白的

碱性亚基（21~22 ku）、酸性亚基（34~37 ku）和球蛋

白亚基（26 ku）反应；且随着FA浓度的增加，RP的

紫外图谱在300~350 nm处的吸收逐渐增加，交联后样

品的白度值是逐渐减少、红度值和黄度值逐渐增加，

当阿魏酸浓度增加到0.4 mg/mL时，颜色的差异值

（∆E=16.80）显著高于大米蛋白，可能是由于FA的氧

化后能共价交联到大米蛋白分子上从而使蛋白呈现橘

红色；RP与FA经酶法交联后RP二级结构发生变化，

其中α-螺旋和β-转角的含量分别降低了13%与2%、无

规卷曲和β-折叠分别提高了11%与4%；SEM观察RP
的超显微结构发现酶法交联后的蛋白结构变得越来越

松散，孔隙增多，也意味着大米蛋白结构的变化。交

联前后大米蛋白清除DPPH自由基能力从32.31%增加

到71.43%；清除ABTS自由基能力分别从3.34%和

77.61%、FA/RP复合乳液显著降低乳液中氢过氧化值、

TBARS值和己醛的含量，说明交联有效提高大米蛋白

在水相和乳液中的抗氧化活性。 
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