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抗坏血酸/过氧化氢介导乳清分离蛋白 

与 EGCG接枝聚合动力学 
 

熊厚盛，陈立莹，解新安，李雁，李璐
*
 

（华南农业大学食品学院，广东广州 510642） 

摘要：以抗坏血酸（Ascorbic Acid，Asc）和过氧化氢（Hydrogen Peroxide，H2O2）为引发剂，研究乳清分离蛋白（Whey Isolate 

Protein，WPI）与表没食子儿茶素没食子酸酯（(-)-Epigallocatechin Gallate，EGCG）接枝聚合动力学。系统研究活化时间、引发剂浓

度、单体浓度和温度对接枝量的影响，通过测定反应级数和表观活化能，建立接枝反应动力学方程。结果表明，在 Asc/H2O2体系中，

由抗坏血酸自由基（Asc
-
·）介导 WPI 与 EGCG 接枝反应。当反应条件为 Asc 浓度 0.014 mol/L，H2O2浓度 0.10 mol/L，溶液 pH 值 6，

温度 308.15 K 以及活化时间 120 min 时，接枝量为 42.08 mg/g。基于上述结果，我们可以得到在 Asc 浓度 0.01~0.022 mol/L，H2O2浓

度 0.09~0.12 mol/L，EGCG 浓度 0.001 2~0.004 2 mol/L，温度 298.15~308.15 K 变化范围内，建立了 WPI 接枝 EGCG 的聚合速率方程，

聚合反应的表观活化能 E=12.96 kJ/mol。研究结果为蛋白质的结构设计和可控制备提供理论指导，拓宽蛋白质在食品工业中的应用。 
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Abstract: Graft polymerization of (-)-epigallocatechin gallate (EGCG) onto whey protein isolate (WPI) was investigated using ascorbic 

acid (Asc) and hydrogen peroxide (H2O2) as a redox system. The effects of different reaction parameters on the graft yield; activation time, 

initiator concentration, monomer concentration, and temperature were determined, and the kinetic equation for the graft polymerization reaction 

was established from the reaction level and apparent activation energy. The results demonstrated that, in an Asc/H2O2 system, acid free radicals 

(Asc
-
·) mediate the graft polymerization of WPI and EGCG, with the graft yield reaching 42.08 mg/g under an ascorbic acid concentration of 

0.014 mol/L, H2O2 concentration of 0.10 mol/L, pH value 6, temperature of 35 ℃, and activation time of 120 min. Based on the above results, a 

calculation equation describing the WPI-EGCG polymerization rate was obtained for reactions under an Asc concentration range of 0.01~ 

0.022 mol/L, H2O2 concentration range of 0.09~0.12 mol/L, EGCG concentration of 0.001 2~0.004 2 mol/L, and temperature of 298.15~ 

308.15 K. An activation energy of 12.96 kJ/mol was obtained for polymerization. The results provide theoretical guidance for the structural 

design and controllable preparation of proteins, thus broadening the application of proteins in the food industry. 
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乳清分离蛋白（Whey Isolate Protein，WPI）是牛

奶在 pH 值为 4.6 下沉淀出酪蛋白后得到的蛋白混合

物，主要组分有 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、免疫球蛋

白以及牛血清白蛋白[1]。WPI 不仅具有良好的溶解性，

乳化性等功能特性，还可以作为天然的递送系统保护

易被人体消化降解的活性物质[2]。多酚可以与蛋白质
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共价结合，赋予蛋白强抗氧化性，从而拓宽蛋白质在

食品中的应用。目前，已经有碱法、酶法和自由基诱

导法三种接枝方法合成蛋白质-多酚复合物。和传统的

酶法及碱法接枝相比，自由基接枝可在常温下引发，

具有安全快速、避免多酚降解的优点，但接枝效率较   

低[3]。表没食子儿茶素没食子酸酯（(-)-Epigallocatechin 

Gallate，EGCG）是从绿茶中提取的一种多酚类物质，

具有很强的抗氧化活性[4]。相比于其他多酚物质，

EGCG 与 WPI 结合后表现出更好的乳化性、抗氧化性

和热稳定性[5-7]。 

已有大量文献报道使用抗坏血酸（Ascorbic Acid，

Asc）和过氧化氢（Hydrogen Peroxide，H2O2）作为引

发剂将多酚与蛋白进行自由基接枝聚合[8-10]。根据自

由基接枝机理，首先是 Asc 和 H2O2引发产生自由基，

其次自由基攻击蛋白使之活化，最后活化蛋白再与多

酚结合形成接枝物[11]。然而，目前研究人员对Asc/H2O2

引发的自由基种类说法不一，Wu 等[12]报道了Asc/H2O2

协同超声降解壳聚糖的作用机制。超声波的存在促进

Asc/H2O2分解产生羟基自由基（·OH），大量的·OH 破

坏了壳聚糖的 β-1,4 糖苷键，使壳聚糖迅速降解为短

寡聚体。Daniel 等[13]研究了 Asc/H2O2 介导的菊粉-球

蛋白接枝的机制。结果显示，·OH 和抗坏血酸自由基

（Asc
-
·）从菊粉的甲基中提取一个氢原子，得到菊粉

大自由基，没食子酸分子通过共价键的方式接枝到这

些位置，形成聚合物。这些结果表明，对于 Asc/H2O2

体系产生的自由基种类还需进一步明确。 

在自由基接枝过程中涉及自由基聚合动力学，这

是一种研究反应速率与单体浓度、引发剂浓度和温度

之间定量关系的方法，通过分析动力学特征及建立聚

合速率方程，进而深入探索聚合过程，揭示接枝机制，

目前已在乙烯乙酸、甲基丙烯酸等物质的接枝聚合反

应研究中得到广泛应用[14,15]。但对于 WPI 接枝多酚的

改性研究，还主要集中在针对接枝物结构分析以及应

用性能的提高上[3,16-18]，有关 WPI 接枝 EGCG 等多酚

聚合反应的动力学研究仍鲜见报道。 

本文通过电子顺磁共振波谱仪（E l e c t r o n 

Paramagnetic Resonance，EPR）明确 Asc 和 H2O2产

生的自由基，以 EGCG 为单体，通过接枝共聚反应

制备了 WPI-EGCG 接枝聚合物，系统研究活化时间、

引发剂浓度、EGCG 单体浓度、反应温度以及 pH 等

因素对接枝量的影响，以优化接枝条件；进而考察

接枝速率随引发剂浓度、EGCG 单体浓度、反应温

度的变化规律，据此建立接枝反应动力学方程，为

WPI 接枝 EGCG 反应过程及机理研究提供理论 

基础。 

1  材料和方法 

1.1  试剂和仪器 

乳清分离蛋白、5,5-二甲基-1-吡咯啉-N-氧化物

（DMPO）广州市齐湘生物技术有限公司；抗坏血酸、

过氧化氢、乙二胺四乙酸（EDTA）、氢氧化钠、无水

碳酸钠广州化学试剂厂；表没食子儿茶素没食子酸酯

上海源叶生物科技有限责任公司。 

BK-FD18BS 真空冷冻干燥机济南欧莱博科学仪

器有限公司；UV-2500 紫外可见分光光度计德国斯派

克分析仪器公司；Bruker EMXplus-10/12 电子顺磁共

振波谱仪德国布鲁克公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  Asc/H2O2体系中自由基鉴定 

通过 EPR 对 Asc/H2O2引发体系中产生的自由基

进行定性分析。在 49 mL 水溶液中加入 0.25 g Asc 和

0.01 mol/L 的 H2O2溶液，混匀后取 1 mL 加入 10 μL  

100 mmol/L DMPO 溶液，对其产生的自由基进行检

测。EPR 的检测条件如下：微波频率 9.44 GHz；扫场

宽度 100 G；调频 100 kHz；调幅 1.00 G。微波功率

12 mW，磁场 3 460~3 560，调制幅度 2 500 G，扫描

时间 64 s，积累 3。EPR 谱图中最强信号的整体高度

可看作自由基信号的相对强度[19]。自由基的类型是由

特征峰和 g 值来确定的，g 值的计算公式如下： 

hv
g

μB B



                              （1） 

式中： 

h——普朗克常数，6.626×10-34 J·s； 

v——频率，Hz； 

μB——玻尔磁子，9.274×10-28 J/G； 

B——中心磁场，Gauss。 

1.2.2  WPI 与 EGCG 接枝物的制备 

根据 Spizzirri 等[20]的方法制备 WPI-EGCG 接枝

物。称取 0.5 g WPI 溶解于 49 mL 的去离子水中，充

分溶解后加入 1 mL H2O2溶液和 Asc，通入 30 min 氮

气以达到除氧的目的，置于恒温水浴锅中振荡一定的

时间，使蛋白质活化。之后向蛋白质溶液加入 0.05 g 

EGCG，继续在水浴锅中振荡。反应完后的样品溶液

在去离子水中透析 72 h，每隔 6 h 换水一次，然后将

透析液在-20 ℃下预冻 5 h 后，再进行真空冷冻干燥

（-50 ℃）48 h，最后将冻干的样品置于干燥器中备用。 

1.2.3  接枝反应条件的优化 

以接枝量为评价指标，采用单因素轮换法依次考
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察 Asc 浓度（0.010、0.014、0.028、0.042 mol/L）、H2O2

浓度（0.05、0.010、0.015、0.020 mol/L）、pH 值（2、

4、6、8）、活化时间（0、60、120、180 h）、反应温

度（298.15、303.15、308.15、313.15 K）对 EGCG 接

枝量的影响。 

1.2.4  福林酚法测定 EGCG 与 WPI 接枝量 

WPI-EGCG 复合物的总酚含量用福林酚试剂法

测定。将 1 mL 样品溶液（1 mg/mL）与 2.5 mL 福林

酚试剂（0.2 mol/L）在室温下混合 5 min，然后加入 2 mL

碳酸钠溶液（7.5%，m/V），旋涡搅拌后避光反应 2 h。

用紫外可见分光光度计测量 760 nm 处的吸光度。使

用 EGCG 标准曲线如图 1 计算样品的 EGCG 含量，结

果表示为接枝量，单位为 mg EGCG/g 样品。 

根据接枝量，可计算样品得率： 

g

E
1000

M W
W


                            （2） 

E
e 100%

0.05

W
P                          （3） 

式中： 

WE——接枝 EGCG 的重量，g； 

M——接枝量，mg EGCG/g 样品； 

Wg——接枝后样品质量，g； 

Pe——得率，%； 

0.05——EGCG 的添加量，g。 

 

图 1 EGCG标准曲线 

Fig.1 EGCG standard curves 

1.2.5  建立聚合动力学方程模型 

根据 1.2.2 方法制备 WPI-EGCG 复合物。在一定

的反应时间（10、40、60、120、180、240、300、360、

420、480 min）内终止反应，经透析干燥后，称量所

得固体粉末质量以计算接枝率。根据接枝率－时间关

系曲线的斜率得到聚合初始速率。改变单体浓度（固

定引发剂浓度和温度），分别做[EGCG]-t 图，得到不

同单体浓度下的聚合速率 R，以 lg R 对 lg [EGCG)]-

作图，通过线性回归求出直线的斜率即可得到单体的

反应级数。用同样的方法固定其它两个参数，分别得到

氧化剂H2O2、还原剂Asc的反应级数以及表观活化能。 

接枝聚合速率R表示单位时间内接枝反应单体接

枝率的变化量，可由接枝率随时间的变化量求得。接

枝率是接枝反应中产物关键的表征数据之一，其计算

公式如下： 

E
g

P

100%
W

P
W

                          （4） 

式中： 

WE——接枝 EGCG 的质量，g； 

Pg——接枝率，%； 

Wp——分别表示接枝前 WPI 的质量，g。 

1.2.6  聚合速率方程和表观活化能 

自由基接枝分为四步基元反应，包括链引发、链

增长、链转移和链终止。其中链转移只使聚合度降低，

不影响速率，故暂且不考虑。推导聚合动力学时，作

了链转移反应无影响、自由基等活性、聚合度大和自

由基为稳态四个基本假定[21]。根据四个假定，得到总

聚合速率普适方程: 

   
n m

R k I M                           （5） 

根据 Arrhenius 公式，聚合速率常数与温度的关系

可表示为： 
- /e E RTk A                             （6） 

由（5）式和（6）式可得： 

   - /e
n mE RTR A I M                      （7） 

式中： 

R——聚合速率； 

k——聚合速率常数； 

A——指前因子； 

E——表观活化能，kJ/mol； 

[I]和[M]——分别表示引发剂浓度和单体浓度，mol/L； 

n、m——反应级数。 

1.3  数据分析 

实验均设置 3 组平行，所得数据采用 SPSS 26 软

件以以邓肯新复极差法（Duncan’s Multiple Range 

Tests）进行显著性分析，P＜0.05 表示差异具有统计

学意义。运用 Origin 2018 软件作图。 

2  结果和分析 

2.1  WPI-EGCG共价复合物接枝机理 

通过EPR检测Asc/H2O2引发体系产生的自由基，

从而探究 WPI-EGCG 共价复合物接枝机理。如图 2
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所示，EPR 谱图呈现两重峰，并经过计算得到旋转磁

常数 g=2.005 1，超精细分裂常数 aH=1.800 3，与文献

报道的 Asc
-
·特征值一致，表明在 Asc/H2O2体系中由

Asc
-
·介导接枝反应[22,23]。自由基能攻击蛋白质上巯基

和氨基等敏感残基上的氢原子，从而在氨基酸结构上

产生大分子自由基。这些大分子自由基与多酚单体进

行反应，形成结构单元更多的链自由基，最后自由基

生长链的终止可能发生在两个活性链之间的相互反

应。Singha 等[24]从自由基的角度推测了蚕丝蛋白接枝

甲基丙烯酸甲酯的反应过程，认为自由基从蚕丝蛋白

的主链上夺氢生成大分子自由基，大分子自由基上与

甲基丙烯酸甲酯反应形成聚合物。 

链引发： 

Asc+H2O2→Asc
-
·+2H2O                  （8） 

链增长： 

WPI-XH+Asc
-
·→WPI-X·+AscH·           （9） 

WPI-X·+M→WPI-X-M·                 （10） 

WPI-X-M·+nM→WPI-X-(M)n-M·         （11） 

链终止： 

WPI-X-(M)n-M·+·M-(M)n-X-WPI→WPI-X-(M)n-

M2-(M)n-X-WPI                            （12） 

式中： 

M——EGCG 单体； 

X——SH 和 NH； 

WPI-X——乳清分离蛋白自由基。 

 

图 2 Asc/H2O2体系的 EPR谱图 

Fig.2 EPR spectrum of Asc/H2O2 system 

2.2  接枝反应条件的优化 

通过单因素实验研究 WPI 和 EGCG 接枝反应过

程中 Asc 和 H2O2浓度以及反应温度、pH 和活化时间

对接枝量的影响。结果如图 3 所示。 

图 3a 和图 3b 表明，随着 Asc 和 H2O2浓度的增

加，接枝量呈现先增加后减少的趋势。这可能是由于

Asc
-
·与 WPI 反应形成蛋白质大分子自由基，Asc

-
·产

生量越多，形成的蛋白质大自由基越多，获得的接枝

量越高。然而，超出一定范围，大量自由基通过氧化

反应终止增长的接枝链，从而导致接枝量下降。从   

图 2c 可以看出随着活化时间的延长，自由基有足够时

间与蛋白质发生作用，导致接枝量增加。但活化时间

超过 120 min 时，大分子自由基可能发生电荷转移等

作用造成活性下降[25]，导致蛋白质上的接枝位点减

少，因此接枝量反而降低。图 3d 和图 3e 表明，当温

度为 308.15 K，溶液 pH 值为 6 时，WPI-EGCG 接枝

量最高。根据以上结果，当 Asc 浓度 0.014 mol/L，H2O2

浓度 0.10 mol/L，溶液 pH 值 6，温度 308.15 K 以及活

化时间 120 min 时，WPI-EGCG 接枝量为 42.08 mg/g，

得率为 43.76%。后续研究基于优化后的反应条件，考

察引发剂浓度、EGCG 浓度和温度对接枝速率影响，

获得相应接枝参数，从而建立 WPI 接枝 EGCG 聚合

反应动力学方程。 
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图 3 Asc浓度（a）、H2O2浓度(b)、活化时间(c)、温度(d)和 pH(e)

对 WPI-EGCG接枝量的影响 

Fig.3 Effect of Asc concentration (a), H2O2 concentration (b), 

activation time (c), temperature (d) and pH (e) on the grafting 

amount of WPI-EGCG 

注：不同小写字母表示差异性显著（P<0.05）。 

2.3  引发剂对接枝聚合速率的影响 

2.3.1  Asc 浓度对接枝聚合速率的影响 

控制反应温度为 308.15 K，固定 H2O2 浓度为  

0.10 mol/L，EGCG 浓度为 2.2×10
-3

 mol/L，改变 Asc

浓度（1.0×10
-2

~2.2×10
-2

 mol/L），考察其对接枝反应

速率的影响。如图 4a 所示，对于不同的 Asc 浓度，

在反应初期接枝率以较快地速率上升，之后逐渐减

缓。将反应初期接枝率对反应时间求导，可得反应初

期接枝速率 R。以 ln R 与 ln Asc 作图，斜率即为反

应级数。 

 

 

图 4 不同 Asc浓度下接枝率与反应时间的关系（a）；ln Rg与

ln Asc的关系曲线（b） 

Fig.4 Relationship between grafting rate and reaction time at 

different Asc concentrations (a); Relationship curve between ln 

Rg and ln Asc (b) 

由图 4b 可知，ln R 与 ln Asc 拟合直线的斜率为

0.51，因此聚合速率与Asc 的关系可表示为R∝Asc
0.51。

R 随着 Asc 浓度的增大而增加，这是因为在一定条件

下，引发剂浓度增加，产生自由基数量增多，快速引

发 WPI 形成大分子自由基，从而导致聚合速率加快。

Asc 的反应级数接近自由基双基终止的反应级数

（0.5），说明链终止方式主要是双基终止[26]。 

2.3.2  H2O2浓度对接枝聚合速率的影响 

控制反应温度为 308.15 K，固定 Asc 浓度为

1.4×10
-2
 mol/L，EGCG 浓度为 2.2×10

-3
 mol/L，改变

H2O2浓度（0.09~0.12 mol/L），考察其对接枝反应速率

的影响。由图 5a 可知，在接枝反应初期，接枝率随着

H2O2浓度的增加而上升，在反应后期，接枝率趋于平

缓。以图 5a 各曲线的聚合反应速率与 H2O2浓度的双

对数作图，斜率即为反应级数。 

如图 5b所示，聚合速率与H2O2浓度呈对数线性关

系，其斜率为 0.58，可表示为 R∝H2O2
0.58。H2O2的反

应级数略高于 0.5，说明在聚合反应过程中除了双基终

止，自由基可能出现向引发剂转移的单基终止[27]。由于

聚合反应物质间复杂的相互作用，例如空间位阻效应，

同种电荷间的排斥反应等，导致单基终止比例增加。 
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图 5 不同 H2O2浓度下接枝率与反应时间的关系（a）；ln Rg与

ln H2O2的关系曲线（b） 

Fig.5 Relationship between grafting rate and reaction time at 

different H2O2 concentrations (a); Relationship curve between 

ln Rg and ln H2O2 (b) 

由以上分析可知，Asc 的反应级数比 H2O2小，说

明在聚合反应过程中H2O2浓度对聚合速率影响较大。

Bhanu等[28]研究Asc/H2O2引发脱木质素纤维接枝甲基

丙烯酸甲酯单体聚合动力学过程中，得到 Asc 的反应

级数为 0.28，H2O2反应级数为 0.53，与本研究所得结

果相似。 

2.4  单体浓度对接枝聚合速率的影响 

 

图 6 不同 EGCG浓度下接枝率与反应时间的关系（a）；ln Rg

与 ln EGCG的关系曲线（b） 

Fig.6 Relationship between grafting rate and reaction time at 

different EGCG concentrations (a); Relationship curve 

between ln Rg and ln EGCG (b) 

控制反应温度为 308.15 K，固定 Asc 浓度为

1.4×10
-2

 mol/L，H2O2浓度为 0.10 mol/L，改变 EGCG

浓度（1.2×10
-3

~4.2×10
-3

 mol/L），考察其对接枝反应速

率的影响。如图 6a 所示，接枝率随着 EGCG 浓度的

增加而增大，表明单体数目增多导致大分子自由基接

枝单体几率增加，这与在不同氧化还原体系引发不同

单体的聚合反应中，都呈现聚合速率随单体浓度的增

加而增加的规律相一致[29,30]。对于不同的EGCG浓度，

接枝率呈现先快速上升后平稳的趋势，以反应初期的

接枝率与 EGCG 浓度做双对数，得到图 6b。 

图 6b 中拟合直线斜率为 0.92，即聚合速率与

EGCG 的关系可表示为 R∝EGCG
0.92。一般来说，自

由基聚合动力学方程中单体反应级数为 1，本实验的

结果低于理论值。可能的原因是在反应过程中，引发

剂引发 WPI 成为大分子自由基，EGCG 仅作为接枝单

体与大分子自由基反应，从而减小自由基链传播。 

2.5  温度对接枝聚合速率的影响 

 

图 7 不同温度下接枝率与反应时间的关系（a）；ln Rg与 1/T

的关系曲线（b） 

Fig.7 Relationship between grafting rate and reaction time at 

different temperatures (a); Relationship curve between ln Rg 

and 1/T (b) 

固定 Asc 浓度为 1.4×10
-2

 mol/L，H2O2 浓度为  

0.10 mol/L，EGCG 浓度为 2.2×10
-3
 mol/L，考察反应

温度对接枝反应速率的影响。如图 7a 所示，当接枝温

度在 298.15~308.15 K 变化时，接枝率随着温度的升高
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而增加。这是因为升高温度，引发剂加速分解，同时

提高单体分子的动能，导致单体分子向蛋白质活性位

点的扩散速率增加，从而接枝率增加。 

以各曲线的聚合反应速率的对数与温度的倒数作

图，得到图 7b。在 298.15~308.15 K 范围内，ln R 与 1/T

呈线性关系，拟合直线斜率为-1.56。通过Arrhenius 方

程计算得到表观活化能，通过其反映大分子物质与单

体聚合难易程度。活化能越低，物质间的亲和性越高，

聚合反应则越容易进行。WPI 与 EGCG 接枝聚合的表

观活化能为 12.96 kJ/mol，相比于其他的聚合反应活化

能较低[30,31]，说明WPI 与EGCG 接枝的亲和性较高。 

3  结论 

乳清是乳品行业的副产品，由于其含有大量的残

留营养物质，可以将其提纯并转化为增值产品 WPI。

EGCG 作为一种强抗氧化剂，在食物基质中具有较强

的自由基清除能力。通过绿色、简便的自由基接枝技

术，将 EGCG 分子引入到 WPI 分子上，可显著改善

其功能特性。本文以 Asc 和 H2O2为引发剂，通过 EPR

技术证明体系中是Asc-介导WPI与EGCG接枝反应。

当 Asc 浓度为 0.014 mol/L，H2O2浓度为 0.10 mol/L，

溶液 pH 值为 6，温度 308.15 K 以及活化时间 120 min

时，WPI 与 EGCG 接枝效果较好（42.08 mg/g）。通过

对 WPI 与 EGCG 接枝聚合动力学研究得出，在 Asc

浓度 1.0×10
-2

~2.2×10
-2

 mol/L ， H2O2 浓度 0.09~     

0.12 mol/L，EGCG 浓度 1.2×10
-3

~4.2×10
-3

 mol/L，温

度 298.15~308.15 K 变化范围内，反应初期 Asc 浓度、

H2O2 浓度和 EGCG 浓度与接枝聚合速率的关系为

R=k[Asc]
0.51

[H2O2]
0.58

[EGCG]
0.92，从引发剂的反应级数

得知在聚合反应过程中除了双基终止，自由基还可能

出现向引发剂转移的单基终止。通过 Arrhenius 方程计

算得到 WPI 与 EGCG 接枝聚合的表观活化能为      

12.96 kJ/mol，相比于其他的聚合反应活化能较低，说

明两者接枝的亲和性较高。研究结果为探索 WPI 接枝

EGCG 聚合反应动力学过程及机理提供实验参数，同

时为蛋白质的结构设计和可控制备提供理论指导，拓

宽蛋白质在食品工业中的应用。 
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