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Abstract 

The structure of casein was analyzed by FTIR, CD and DSC by using transglutaminase as catalyst 
and chitosan oligosaccharide as acyl receptor. The results showed that the secondary structure of 
casein after glycosylation modification became more orderly, and DSC results showed that the 
thermal stability of casein was enhanced. The emulsifying activity, emulsion stability and surface 
hydrophobicity of casein and its modified products were analyzed. The results showed that the 
emulsifying activity of the modified product was reduced, and the emulsion stability and surface 
hydrophobicity were improved. 
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摘  要 

以转谷氨酰胺酶为催化剂，壳寡糖为酰基受体，通过糖基化修饰酪蛋白，利用FTIR、CD、DSC对酪蛋白
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的结构进行分析。结果表明：酪蛋白经糖基化修饰之后的二级结构变得更加有序，DSC结果表明酪蛋白

热稳定性有所增强。对酪蛋白及其修饰产物的乳化活性、乳化稳定性、表面疏水性进行分析。结果表明

修饰产物的乳化活性有所降低，乳化稳定性和表面疏水性有所提高。 
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1. 引言 

酪蛋白(Cas)是牛乳中含量最多的蛋白质，约占牛奶蛋白 80%左右，包括以下 4 个组分：αs1-酪蛋白、

αs2-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白组成，它们在牛奶中的比例约为 40:10:35:15，分子量在 19 kDa~25 kDa [1]。
酪蛋白是牛乳中营养价值最丰富的蛋白质，含有人体必需的 8 种氨基酸，为人体发育提供必要的营养物

质。对酪蛋白进行糖基化改性可以提高酪蛋白的性质使其更好地应用于食品工业中。 
在食品工业中，常采用美拉德反应来改善蛋白质的溶解性、乳化性、流变性，表面疏水性等性质。

但是，该反应存在反应时间长、反应条件难以控制、产物营养成分下降等缺点[2]。微生物转谷氨酰胺酶

(transglutaminase, TGase)是一种可以催化蛋白质分子之间发生共价交联的酰基转移酶，广泛应用于食品加

工中。TGase 催化的酰基转移反应中，谷氨酰胺残基上的甲酰胺基提供酰基供体，赖氨酸残基上的ε-氨基

作为酰基受体，就形成了蛋白质分子内和分子间的交联反应。当酰基受体由壳寡糖、氨基葡萄糖等含有

伯氨基团的糖提供时，则蛋白质的酶法糖基化和分子内分子间的交联反应同时进行[3]。付淼等[4]利用分

子量大于 5 kDa 的壳寡糖来修饰酪蛋白和大豆蛋白并对它们的性质进行研究，结果表明糖基化产物的持

水性、吸油性、表面疏水性等性质都有所提高。曲悦等[5]利用低聚氨基葡萄糖糖基化修饰玉米醇溶蛋白

并对修饰产物的结构和流变学特性进行了研究，结果表明糖基化之后的玉米醇溶蛋白的热稳定性和表观

黏度都显著提高。 
酪蛋白是牛乳中含量最多也是营养最为丰富的蛋白质，因此对酪蛋白进行修饰改性提高其功能性质

具有重大的意义。本研究在前人研究的基础上，采用分子量为 1.5 kDa 的壳寡糖修饰酪蛋白，并对修饰产

物的结构和性质进行测定，为进一步拓宽酪蛋白的应用提供理论依据。 

2. 实验部分 

2.1. 试剂与仪器 

酪蛋白，辣根过氧化酶，蛋白质 Mark 购自上海阿拉丁生化科技有限公司；壳寡糖(分子量 1 kDa，
Cos)，购自浙江金壳药业有限公司；转谷氨酰胺酶(TGase，酶活：130 U/g)，由江苏一鸣精细化工有限公

司提供；无水乙醇、浓盐酸、氢氧化钠、氯化钙、三氯乙酸，均为市售分析纯，购自上海国药试剂有限

公司。 
冷冻干燥机，德国 Christ 公司；AVATAR370 傅里叶红外光谱仪，美国 NICOLET 公司；SLHW-4

四联加热数显恒温磁力搅拌器，杭州仪表电机有限公司；Bio-rad 电泳仪，美国伯乐公司；FVS-6000 圆
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二色谱，购自日本 JASCO 公司；Cary Eclipse 荧光分光光度计，美国 VARIAN 公司；UV-2600 紫外可见

分光光度计，日本岛津公司。 

2.2. 方法 

2.2.1. 酪蛋白糖基化交联及修饰产物的制备 
参考王晓杰[6]的方法并作修改，将质量浓度为 10 g/L 的 Cas 与质量浓度为 20 g/L 的 Cos 按体积比

2:3 混合，TGase 的添加量为 20 U/g 酪蛋白，用 1 mol/L 的 NaoH 调节溶液 pH 值至 7.5，混匀溶液置于 37℃
的水浴锅中水浴震荡加热 4 h。反应结束后，将样品置于 85℃的水浴锅中加热灭酶 5 min，冷却至室温。

调节 pH 值至 4.6，离心并收集沉淀，将沉淀用 pH 为 4.6 的等电点水水洗两次，在水中分散并用 1 mol/L
的 NaoH 调节 pH 值至 7.0，冻干，得到 Cas-Cos 糖基化产物。Cas-Cas 自交联产物按照同样的方法制备，

将 Cos 溶液换成水，其余不变。 

2.2.2. 傅里叶红外光谱(FTIR) 
采用溴化钾压片法进行傅里叶红外光谱分析，扫描波长为 400~4000 cm−1。 

2.2.3. 圆二色谱(CD) 
参考刘夫国[7]的方法，并作适当修改。采用远紫外圆二色谱法研究糖基化交联对蛋白质二级结构的

影响。分别用 PBS 缓冲液(pH 7.0)配制浓度为 0.2 g/L 的 Cas、Cas-Cas、Cas-Cos 溶液，然后置于 1 mm 的

样品池中，设定温度为 25℃，扫描速度 50 nm/min，扫描范围 185~260 nm，重复扫描 3 次，记录扫描光

谱。 

2.2.4. 差示扫描量热分析(DSC) 
参考冯进[8]的方法。取 2 mg~10 mg 的冻干样品置于铝盘上，然后用铝盖密封，空盘作为对照。氮

气流速为 25 mg/mL，样品升温范围为 25℃~200℃，升温速度为 10℃/min。使用软件分析熔融峰温度(Tp)
和焓变( H∆ )。 

2.2.5. 乳化活性和乳化稳定性的测定 
参考文献[9]并作适当修改，将样品用 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液(pH 值为 7.0)溶解成为 0.5 g/L 的蛋白

质溶液，取 75 mL 蛋白质溶液与 25 mL 牡丹籽油混合，于 12,000 r/min 均质 1 min，静置 10 min。乳化液

分别在 0 min 和静止 10 min 时用移液器取出，用质量浓度为 1 g/L 的 SDS 溶液稀释 100 倍，混匀，于 500 
nm 处测定吸光度(用 1 g/L 的 SDS 调零)。乳化活性(EAI)和乳化稳定性(ESI)按照下式计算： 

( ) ( )
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T A
C
× × ×

=
× −Φ ×
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                            (1) 

( ) 10

0
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A
A

×=                                    (2) 

式中：T——2.303；A0——0 min 时的吸光值；C——蛋白质浓度(g/L)；Φ ——油相体积分数，为 1/4；
A10——静置 10 min 后的吸光值。 

2.2.6. 表面疏水性 
参考文献[10]的方法来测定蛋白质的表面疏水性。将 2.2.1 中的冻干样品用 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液

(pH 值为 7.0)溶解成为浓度为 10 g/L 的蛋白质溶液，样品于 10,000 g 离心 15 min，收集上清液，再将其

稀释成为 0.1~0.5 g/L。以 1-苯胺-8-萘-磺酸盐(ANS)作为荧光探针，取 4 mL 稀释好的不同浓度的蛋白质
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溶液，加入 20 μL的 ANS (用 0.1 mol/L，pH 为 7.0 的磷酸盐缓冲液配制成 8.0 mmol/L)，避光反应 15 min，
用 Cary Eclipse 荧光分光光度计检测样品的相对荧光强度。参数设置：激发波长为 390 nm；发射波长为

470 nm；狭缝为 5 nm。以蛋白质浓度的百分含量为横坐标，相对荧光强度为纵坐标作图，斜率为样品的

表面疏水性的值。 

2.3. 数据处理 

所得数据使用 Origin 8.0 绘制相关图表，使用 SPSS20.0 对其进行方差分析(ANOVA)，且利用邓肯式

多重比较对差异显著性进行分析(P < 0.05：具有显著性差异)，图中字母完全不同的两组数据具有显著性

差异。每次测试前需更换样品，且每组实验均重复 3 次。 

3. 实验结果与讨论 

3.1. 傅里叶红外光谱(FTIR)  

FTIR 用来评估蛋白质分子化学基团的振动强弱，对蛋白质样品在 400~4000 cm−1 进行扫描，得到 Cas、
Cos、Cas-Cas、Cas-Cos 的扫描图谱。如图 1 所示，与 Cas 和 Cas-Cas 相比，Cas-Cos 在 3300~3600 cm−1

之间有更宽的吸收峰、基团的振动幅度更强且最大吸收峰发生了位移，Cas-Cas 和 Cas-Cos 都向左移动了

11 nm，这表明蛋白质的-NH2 发生了反应。研究表明，此处为 O-H 和 N-H 基团的伸缩振动特征区(酰胺 A
带) [11]。Cas-Cas 和 Cas-Cos 在 1652 cm−1 处也表现出更大的吸收峰(酰胺 I 带，代表 C-O 伸缩和 C-N 伸

缩) [12]。同时，Cas-Cos 在 1000~1150 cm−1 也有着较强的吸收峰，此处为 O-H 的变形振动特征吸收区[11]。
这也说明了 Cas-Cos 接入了更多的羟基。对于 Cos，其在 1037 cm−1 处有较强的吸收峰，这是 C-O 和 C-C
的伸缩振动以及 C-H 的变形振动。在 Cos 共价接入 Cas 后，这个峰在 Cas 中的强度减弱，这是因为壳寡

糖为多羟基化合物，它与酪蛋白的谷氨酰胺基团反应之后增加了肽链上的羟基数量。因此在 FTIR 光谱上

可以看到 Cas-Cos 的羟基振动加强。以上研究表明，酶法糖基化修饰蛋白质会导致一些蛋白质和多糖中

的一些功能性基团增强或减弱，也会导致基团发生位移，这与美拉德糖基化的研究一致[13] [14]。 
 

 
Figure 1. Infrared spectrum of Cas and its modified products 
图 1. Cas 及其修饰产物的红外光谱图 

3.2. 圆二色谱(CD) 

蛋白质肽键在远紫外波长 185~260 nm 处具有圆二色性，所以，CD 光谱常用来评估蛋白质的二级结

构的变化。Cas、Cas-Cas 和 Cas-Cos 的 CD 光谱如图 2 所示，从图中可以看出，Cas 和修饰产物表现出不
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同的二级结构特征。与 Cas 相比，Cas-Cas 和 Cas-Cos 在 200 nm 处的椭圆率的绝对值减小，这是无规卷

曲的典型吸收峰[15]，这表明 Cas-Cas 和 Cas-Cos 的无规卷曲结构减少；其次，Cas-Cos 在 215 nm 和 220 
nm 处有更大的负的椭圆率，这两处分别代表 β-折叠和 α-螺旋结构。在 220~230 nm 范围内，Cas-Cos 同
样具有更大的负的椭圆率，这一范围是 β-转角的特征吸收区域。综上所述，Cas 经过糖基化之后，二级

结构中的有序结构(α-螺旋、β-折叠、β-转角)增加，无规卷曲数量减少，酶法糖基化使 Cas 的二级结构变

得更加有序。这与 Fu 等[16]研究一致。另外，Zhang 等[17]利用美拉德反应制备山茶籽蛋白–阿拉伯糖糖

基化产物，并对产物的二级结构进行分析。与山茶籽蛋白相比，修饰产物的 β-折叠含量显著上升，无规

卷曲的含量下降，二级结构变得更加有序。 
 

 
Figure 2. CD spectrum of Cas and its modified products 
图 2. Cas 及其修饰产物的 CD 光谱图 

3.3. 差示扫描量热分析(DSC) 

DSC 作为一种热效应的分析手段，可以有效的分析物质的热稳定性。从图 3 和表 1 中可以看出，Cas
的熔融峰温度(Tp)和ΔH (焓变)分别为72.17℃和267.13 J/g，而Cas-Cas和Cas-Cos的Tp和ΔH分别81.97℃、

271.51 J/g 和 85.62℃、293.95 J/g。Tp 表示蛋白质的热稳定性，Tp 越高，表明蛋白质具有更好的热稳定性，

从而表明了 TGase 催化的糖基化使 Cas 形成了分子量更大的化合物。ΔH 与蛋白质的构象有关，ΔH 的绝

对值越高，说明蛋白质的二级结构越有序，这一结果也与 CD 光谱的结果相符。Yang 等[18]利用 TGase
协同壳寡糖糖基化修饰铁蛋白，结果表明修饰之后的产物具有更高的 Tp 和 ΔH。Sareh 等[19]利用美拉德

反应制备大豆分离蛋白–葡聚糖糖基化产物。DSC 表明，与大豆分离蛋白相比，糖基化产物的 Tp 都有所

增加，从 73.8℃增加至 80.5℃；但 ΔH 有所下降，从 3.2 J/g 降低至 2.1 J/g。这说明美拉德反应导致蛋白

质二级有序结构减少，这可能是由于美拉德反应温度过高，破坏了蛋白质的构象。 
 
Table 1. Melting peak temperature and enthalpy change of Cas and its modified products 
表 1. Cas 及其修饰产物的熔融峰温度和焓变 

样品 Tp (℃) ΔH (J/g) 

Cas 72.17 267.13 

Cas-Cas 81.97 271.51 

Cas-Cos 85.62 293.95 

https://doi.org/10.12677/hjfns.2019.84039


樊永康 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjfns.2019.84039 301 食品与营养科学 

 

 
Figure 3. DSC heat map of Cas and its modified products 
图 3. Cas 及其修饰产物的 DSC 热量图谱 

3.4. 乳化活性和乳化稳定性 

对 Cas、Cas-Cas 和 Cas-Cos 的乳化活性和乳化稳定性进行评价，结果如图 4 所示。Cas 经过糖基化

交联修饰之后，它的乳化活性指数有所降低。Cas、Cas-Cas 和 Cas-Cos 的乳化活性指数分别为 65.17 m2/g、
48.13 m2/g、53.29 m2/g；而乳化稳定性指数有所上升，分别为 41.27%、38.44%、46.95%。这表明 Cas 发
生自交联之后，其乳化活性和乳化稳定性都会有一定程度上的下降，而糖基化能够提高其乳化活性和乳

化稳定性。与 Cas 相比，糖基化之后的产物的乳化稳定性提高更多。Liu 等[20]利用干法美拉德反应制备

卵白蛋白–葡萄糖糖基化产物，并对产物的乳化活性和乳化稳定性进行分析。结果表明，糖基化产物的

乳化活性和乳化稳定性都有一定的提高。乳化活性从 30 m2/g 增加到 47 m2/g，乳化稳定性从 26%增加到

38%。这样的结果表明，TGase 和美拉德反应的糖基化都能增加蛋白质的乳化稳定性，但 TGase 催化的

糖基化产物的乳化活性有一定程度上的下降。 
 

 
Figure 4. Emulsification activity and emulsion stability of Cas and its 
modified products 
图 4. Cas 及其修饰产物的乳化活性及乳化稳定性 
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3.5. 表面疏水性(H0) 

Cas、Cas-Cas 和 Cas-Cos 的表面疏水性如图 5 所示。Cas 的表面疏水性为 559，Cas-Cas 和 Cas-Cos
的表面疏水性分别为 1012 和 879。结果表明，Cas 经过 TGase 催化之后，表面疏水性出现明显的增加，

这可能是 TGase 催化使得 Cas 内部的疏水基团暴露在表面，从而增加了 Cas 的表面疏水性。但是，Cas
经过 TGase 糖基化修饰之后，其表面疏水性有一定程度上的下降，这表明糖基的接入会降低 Cas 的表面

疏水性。这可能壳寡糖是多羟基分子，其共价接入 Cas 后，在一定程度上会降低 Cas 的表面疏水性。由

于 Cas-Cos 是糖基化交联蛋白，所以其表面疏水性仍高于 Cas。Xu 等[21]利用美拉德反应制备大豆分离

蛋白–麦芽糖糖基化产物，并对产物的表面疏水性进行测定。结果表明，与大豆分离蛋白相比，修饰产

物的表面疏水性有所降低，从 4229 降低到 3082，这也同样表明美拉德反应为蛋白质引入更多的亲水性

基团，从而降低了蛋白质的表面疏水性。 
 

 
Figure 5. Surface hydrophobicity of Cas and its modified products 
图 5. Cas 及其修饰产物的表面疏水性 

4. 结论 

本文利用 TGase 糖基化修饰酪蛋白，并对酪蛋白及修饰产物的结构和性质进行表征。结果表明：利

用 FTIR、CD、DSC 对酪蛋白及修饰产物的结构进行表征。FTIR 图谱表明了酪蛋白在经过糖基化修饰后

引入了更多的 O-H 基团。CD 光谱表明酪蛋白在经过糖基化修饰之后，其二级结构中的有序结构增加(β-
折叠、α-螺旋)，无规卷曲减少。DSC 热量图谱表明酪蛋白在经过修饰之后，其热稳定性有所增强。对酪

蛋白及修饰产物的乳化活性、乳化稳定性、表面疏水性进行测定，结果表明，糖基化之后的酪蛋白乳化

活性有所降低，从 65.17 m2/g 降低至 53.29 m2/g；乳化稳定性增强，从 41.27%增加至 46.95%；表面疏水

性有所增加，从 556 增加至 879。 
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