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低温等离子体处理对海洋寡糖/豌豆分离蛋白
复合物非热共价接枝及其功能特性的影响

毛锐恺，魏孜锡，王思诺，李书红，陈　野，陈桂芸*

（天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457）

摘　要：为提高豌豆蛋白溶解性、乳化性和起泡性等功能特性，促进其在食品工业领域的深度开发与应用，本研究

利用硫酸铵沉淀法定向提取豌豆分离蛋白（Pea protein isolate，PPI），在低温等离子体（Cold plasma，CP）诱导

下（寡糖 /蛋白比例 20%）分别与壳寡糖（Chitosan  oligosaccharides，COS）、卡拉胶寡糖（Carrageenan
oligosaccharides，CAS）、褐藻寡糖（Alginate  oligosaccharides，AOS）、琼胶寡糖（Agaric  oligosaccharides，
AGS）共价接枝，研究海洋寡糖非热共价接枝对 PPI溶解性、热稳定性和起泡性、乳化性的影响。结果表明，

CP能有效快速诱导 PPI与海洋寡糖接枝，其中 PPI与 COS反应生成的产物接枝率最高（17.89%）。与未经 CP诱

导的混合物相比，CP诱导后的共价复合物的溶解度显著（P<0.05）提高（AGS/PPI-CP>COS/PPI-CP>CAS/PPI-
CP>AOS/PPI-CP），其中，AGS/PPI-CP溶解度最高（ 0.775  mg/mL）；COS/PPI-CP表现出最佳的起泡性

（146.67%）、乳化性（123.21%）和乳化稳定性（37.73%），该方法可以显著改善 PPI界面吸附能力以及气-水、

油-水界面稳定性。综上，在 CP诱导下，海洋寡糖非热共价接枝是一种改善 PPI功能特性的有效方法，本研究对

进一步开发豌豆蛋白功能性食品等领域有指导价值。
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Effects of Cold Plasma Treatment on Non-thermal Covalent Grafting
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Abstract： In  order  to  improve  the  functional  properties  of  pea  protein  isolate  (PPI),  such  as  solubility,  emulsification,
foaming  capacity,  and  broaden  its  application  in  the  food  industry,  in  this  study,  PPI  was  selectively  extracted  using
ammonium  sulfate  precipitation,  and  was  covalently  grafted  with  chitosan  oligosaccharides  (COS),  carrageenan
oligosaccharides  (CAS),  alginate  oligosaccharides  (AOS),  and  agaric  oligosaccharides  (AGS)  at  an  oligosaccharide-to-
protein  ratio  of  20%  using  cold  plasma  (CP)  induction.  The  effects  of  this  non-thermal  covalent  grafting  with  marine
oligosaccharides on the solubility, thermal stability, foaming capacity, and emulsifying properties of PPI were investigated.
The  results  showed  that  CP  treatment  induced  effective  and  rapid  covalent  grafting  between  PPI  and  marine
oligosaccharides. The highest grafting rate (17.89%) was observed in the PPI-COS combination. In terms of mixtures, the  
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solubility of the covalent complexes was significantly improved (P<0.05) after CP induction relative to those without CP
treatment, in the order of AGS/PPI-CP>COS/PPI-CP>CAS/PPI-CP>AOS/PPI-CP. Among them, AGS/PPI-CP showed the
highest  solubility  (0.775  mg/mL),  while  COS/PPI-CP  exhibited  the  greatest  foaming  capacity  (146.67%),  emulsifying
activity (123.21%), and emulsion stability (37.73%). These enhancements significantly improved the interfacial adsorption
of  PPI,  contributing  to  greater  stability  at  both  air-water  and  oil-water  interfaces.  In  conclusion,  non-thermal  covalent
grafting  of  marine  oligosaccharides  with  CP  was  effective  in  enhancing  the  functional  properties  of  PPI.  These  findings
provide valuable guidance for the development of functional pea protein-based food products and related applications.

Key words：non-thermal covalent grafting；cold plasma；pea protein isolate；marine oligosaccharides；function properties

豌豆分离蛋白（Pea protein isolate，PPI）是豌豆蛋

白的重要组成部分。主要由球蛋白（65%~80%）和白

蛋白（10%~20%）组成，含有 8 种人体必需氨基酸，接

近 WHO/FAO推荐模式值[1−2]。按照沉降系数不同，

可分为 Legumin（11 S，320~410 kDa）和 Vicillin（7 S，

150~180 kDa）两种[3]。近年来，因其低致敏性、营养

丰富和高性价比，PPI被广泛应用于可食性膜、肉类

替代及风味物质包埋等领域。例如，通过 PPI-多糖

复合可食用性薄膜可代替不可降解塑料包装，延长了

食品的贮存期并提升环境的可持续性；同时，得益于

氨基酸均衡、抗营养因子少、价格低廉等优势，PPI
逐渐作为植物基肉制品的主要原料之一；在风味物质

包埋方面，PPI作为新兴生物材料，用于构建如辣椒

素、姜黄素、益生菌、维生素等物质的递送体系[4−5]。

然而，PPI中高疏水球蛋白的致密结构，且在工业化

制备过程中易受热变性，其溶解性较差，进而影响起

泡性、乳化性等功能特性，限制了其在食品工业领域

的深度开发与应用[6]。为解决 PPI的局限性并提高

其营养价值和工业应用潜力，目前已有大量研究通过

超声、热处理、挤压、pH偏移、酶法等策略对 PPI进

行深度改性，但这些方法仍存在改性效果不佳、安全

性不高、营养价值降低、成本较高等问题[7]。近年

来，植物蛋白与还原糖之间的糖基化改性因其效果显

著、操作简便、成本低廉及绿色安全的优势被广泛应

用。任娟蕊等[8] 的研究表明糖基化修饰改变亚麻籽

蛋白分子结构，提高其溶解性和起泡性。赵丹等[9] 发

现在 pH8.15条件下，60 ℃ 加热 160 min，PPI-木糖

共轭物的二、三级结构发生变化，显著提升乳化性

能。上述结果说明，糖基化是一种可有效改善蛋白溶

液特性的方法，其改性效果受到糖的种类、处理条件

的显著影响。

海洋寡糖是一类来源于海洋且易于获得的天然

低聚糖，因其较强的生物活性，如改善肠道菌群、抗

氧化作用、抗肿瘤和调节血脂等，在食品工业领域获

得关注[10]。其中，壳寡糖（Chitosan oligosaccharides，
COS）、卡拉胶寡糖（Carrageenan  oligosaccharides，

CAS）、褐藻寡糖（Alginate oligosaccharides，AOS）、
琼胶寡糖（Agaric oligosaccharides，AGS）是食品工业

中常用的几类海洋寡糖[11]，在之前的研究中，COS被

证实了具有形成 COS衍生物、复合物及偶联物的能

力并能与带负电的蛋白质自组装形成静电复合物，进

而显著增强蛋白质的稳定性和功能特性[12]。因此，海

洋寡糖在糖基化改性中有着巨大的开发潜力。

目前，尽管糖基化改性可以显著改善蛋白的功

能特性，但传统糖基化方法通常存在着耗时长、能耗

高的问题，甚至导致蛋白质不可逆聚集[13]。低温等离

子体（Cold plasma，CP），作为一种新兴的低成本、高

能效的非热加工技术，已被广泛应用于食品工业领

域。CP通过电子碰撞和重粒子碰撞，产生高能活性

粒子如臭氧和自由基，能够低温、高效对蛋白质和多

糖表面进行改性[14]。研究表明，CP通过激发能量和

转移活化，能改善蛋白界面性质，具有促进糖基化和

改善糖-蛋白复合物功能特性的作用[15]。Qu等[16] 研

究发现 CP诱导玉米醇溶蛋白和甘露糖醇络合，促进

空气/水界面的吸附和展开，有效改善了玉米醇溶蛋

白亲水性和泡沫性质。Yu等[17] 通过 CP诱导花生

分离蛋白和乳糖糖基化，有效提高了花生分离蛋白与

乳糖的糖基化速率，增强了糖-蛋白偶联物溶解性和

热稳定性。然而目前，有关使用 CP技术诱导处理以

海洋寡糖为糖基改性 PPI的研究鲜有报道。

本研究以天然豌豆为原料，采用硫酸铵沉淀法

定向提取 PPI，利用 CP处理诱导 PPI与海洋寡糖

（COS、CAS、AOS、AGS）发生非热共价接枝，制备

共价复合物，研究 CP处理对海洋寡糖/PPI共价复合

物接枝度、褐变程度、溶解度、热稳定性、乳化性和

起泡性等功能特性的影响，以期为扩大 PPI在食品

领域的综合开发应用提供参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

豌豆　馨宇家园菜市场；壳寡糖（COS，383 Da，

纯度≥95.0%）、卡拉胶寡糖（CAS，349 Da, 纯度≥

97.0%）、褐藻寡糖（AOS，1430 Da，纯度≥90.0%）、

琼胶寡糖（AGS，3981 Da，纯度≥90.0%）　青岛博智

汇力生物科技有限公司；二喹啉甲酸（Bicinchoninic

acid，BCA）蛋白浓度测定试剂盒（PC0020-50T）　北

京索莱宝科技有限公司；实验所用其余试剂均为分

析纯。

CTP-2000K低温等离子体处理仪　浙江正泰股

份有限公司；DYY-6C电泳仪　北京六一仪器厂；

DSC-60A差示扫描量热仪　日本 SHIMADZU公

司；SP-722型紫外可见分光光度计　上海光谱仪器
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有限公司；Q50热重分析仪　美国 TA instruments

Waters有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   PPI的提取　采用硫酸铵沉淀法[18] 并作了一

些修改。将新鲜的豌豆手工去皮，以 1:5（g:mL）加
入 0.5 mol/L NaCl溶液中打浆，高速剪切 3 min 后，

调节 pH至 8.2（2 mol/L NaOH），600 r/min磁力搅

拌 60 min，8000 r/min离心 15 min，取上清液；向上

清液中加入无水（NH4）2SO4 到 65%饱和，600 r/min
磁力搅拌 30 min后，调节溶液 pH至 7.7（2 mol/L
HCl），8000 r/min离心 15 min，取上清液；继续加入

无水（NH4）2SO4 到 95%饱和，600 r/min磁力搅拌

30 min后，8000 r/min离心 30 min，取沉淀物；将获

得的沉淀透析 48 h（透析袋分子量为 3500 Da），依次

冻干、磨粉、100目过筛，得到 PPI。利用凯氏定氮法

测定蛋白质纯度为 92.86%。

 1.2.2   PPI-海洋寡糖共价复合物的制备　将 PPI 与
COS、CAS、AOS、AGS溶解在去离子水中，使 PPI
质量浓度为 10 mg/mL，设置寡糖/蛋白为 20%（w/w），

磁力搅拌 30 min后，采用 CP技术促进 PPI与寡糖

的共价接枝，处理电压为 100 V、电流为 1 A，处理时

间为 5 min，得到共价复合物组分别命名为 COS/PPI-
CP、CAS/PPI-CP、AOS/PPI-CP、AGS/PPI-CP，冷冻

干燥 24 h。将相同条件下制备未经 CP处理的混

合物作为对照组，分别命名为 COS/PPI、CAS/PPI、
AOS/PPI、AGS/PPI。

 1.2.3   接枝度的测定　采用邻苯二甲醛（o-Phtha-
laldehyde，OPA）法 [19] 测定 PPI的接枝程度。取

100  μL待测样品 （ 1  mg/mL）与 2  mL  OPA试剂

（ 40  mg  OPA、 1  mL甲醇、 100  μL  β-巯基乙醇、

2.50  mL  SDS溶液（20%  w/v）、25  mL硼砂溶液

（0.10 mol/L）混合均匀，定容到 50 mL混合，在 35 ℃
下避光反应 2 min后在 340 nm处测定吸光度。使

用去离子水代替样品的作为空白，以赖氨酸为标准

物。接枝度（Degree of graft，DG）的计算公式如下：

接枝度(%) =
A0 −A1

A0

×100 式（1）

式中：A0 为糖基化前溶液中游离氨基的浓度，

mol/L；A1 为糖基化后溶液中游离氨基的浓度，mol/L。

 1.2.4   褐变程度的测定　参考 Chen等[20] 的方法并

稍作修改，测定 PPI的褐变程度。分别精确称取十

二烷基硫酸钠（Sodium dodecyl sulfate，SDS，200 mg）
和硼砂（38.10 mg），充分混合溶解于 2 mL的蒸馏水

中。待测样品经 4000 r/min离心 5 min后，取上清

液与上述制备的溶液以 1:1（v/v）混合，测定上清液

在 420 nm处的吸光度，A420 表示褐变指数。实验前

利用制备的试剂溶液进行吸光度调零校正。

 1.2.5   溶解度　通过测定体系中可溶性蛋白含量间

接表征，其与蛋白质溶解度呈正相关关系。参照 Qu

等[16] 的方法，采用 BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋

白溶解度。

 1.2.6   十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）分析　利用 SDS-PAGE凝胶电泳表征 PPI
的分子质量分布。将 100 μL样品稀释液（蛋白浓度

1 mg/mL）与 100 μL上样缓冲液充分混匀，90 ℃ 下

热处理 5 min后冷却至室温，备用。取 10 μL混合溶

液至预制 SDS-PAGE凝胶（12%分离胶，4%浓缩

胶）中，恒压 120 V电泳分离 60 min。电泳结束后，

用考马斯亮蓝 R-250染色 60 min，转入脱色液脱色

10 h，待背景清晰后拍照记录。实验全程以标准蛋

白Marker作为分子量参照。

 1.2.7   热变性温度分析　采用差示扫描量热仪

（DSC）分析 PPI的变性温度。分别准确称取 2 mg
冻干样品置于铝制坩埚中，压样密封，以密封空铝坩

埚作为空白对照。温度扫描范围 40~200 ℃，升温速

率 10 ℃/min，氮气保护。采用 TA-60WS软件进行

数据处理与分析。

 1.2.8   热重分析　准确称取样品 5 mg，使用热重分

析仪分析样品的热降解模式和热降解温度。设置升

温速率 10 ℃/min，初始温度为 30 ℃，终止温度为

600 ℃，氮气保护。

 1.2.9   起泡性和起泡稳定性　参考 Drago等[21] 方法

测定改性 PPI溶液的起泡性和起泡稳定性。室温下

将 10 mL改性 PPI液体置于 50 mL量筒中，经高速

均质处理（10000 r/min，5 min）后静置 1 min，读取量

筒中样品总体积。静置 30 min后再次读取样品总体

积和剩余液体体积。起泡性及起泡稳定性计算公式

如下：

起泡性(%) =
V0 −10

10
×100 式（2）

起泡稳定性(%) =
V1 −V2

V0 −10
×100 式（3）

式中：V0 为均质后静置 1 min的溶液总体积

（mL）；V1 为静置 30 min的溶液总体积（mL）；V2 为

静置 30 min的溶液剩余液体体积（mL）。

 1.2.10   乳化性和乳化稳定性　参考 Pirestani等[22]

的方法。将玉米油与 20 mL样品溶液（蛋白浓度

10  mg/mL）以 1:4（w/w）混合，经高速涡旋均质

（20000 r/min，3 min）形成乳液，立即取 50 μL下层乳

液，加入 5 mL 0.1% SDS均匀混合，在 500 nm下测

定吸光度。室温下静置 30 min后，重复上述操作。

均以 0.1% SDS为空白。根据以下公式计算乳化性

和乳化稳定性。

乳化性(%) =
2×2.303×A0 ×N

c×φ× (1− θ)×10000
×100 式（4）

乳化稳定性(%) =
A30

A0

×100 式（5）

式中：N为稀释倍数；c为样品蛋白质量浓度（g/
mL）；φ为油相所占体积分数（0.2）；θ为光路（0.01 m）；
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A0 为 0 min时测定的吸光值；A30 为 30 min时测定

的吸光值。

 1.3　数据处理

所有实验至少进行三次重复，实验结果以平均

值±标准偏差表示。方差分析和显著性差异检验由

SPSS 22.0根据 Duncan检验采用单因素方差分析

（ANOVA）确定，P<0.05表示结果差异显著。采用

Origin 2024软件绘图。

 2　结果与分析

 2.1　CP处理下海洋寡糖/PPI共价复合物的接枝度

接枝度通过量化共价键形成程度，直接反映糖

基化反应进程与产物功能。未经 CP处理，PPI与海

洋寡糖混合物主要由非共价键结合，几乎没有接枝度

（检测结果低于仪器检测限）。由图 1可见， COS/PPI-
CP、CAS/PPI-CP、AOS/PPI-CP、AGS/PPI-CP接枝

度分别为 17.89%±0.21%、12.74%±0.45%、8.39%±
0.45%和 14.75%±0.12%，各样品间差异显著（P<
0.05），结果表明，CP处理有效促进了寡糖-PPI共
价接枝。这可能是 CP处理过程中产生了大量羟基

自由基，从而促进了海洋寡糖与 PPI之间的共价结

合[23]。此外，接枝度和寡糖分子量有一定相关性。

CAS（349 Da）≈COS（383 Da）< AOS（1430 Da）<AGS
（3981 Da）。其中分子量较低的 COS/PPI在 CP处

理下形成的复合物接枝程度最高，这可能与低分子量

寡糖在 CP诱导的过程中更易穿透蛋白质表面的水

化层，从而实现高效的糖基化有关[24]。然而，高分子

量寡糖会产生较大的空间位阻，阻碍其与蛋白质活性

基团的进一步结合，减缓糖基化反应速率和进程，这

一观察结果与吴周山等[25] 的研究一致。因此，在多

种海洋寡糖中，COS更易与 PPI发生共价结合。
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图 1    CP诱导海洋寡糖/PPI共价复合物的接枝度
Fig.1    Grafting degree of CP-induced marine
oligosaccharides/PPI covalent complexes

注：不同字母表示接枝度间存在显著差异（P<0.05）。
 

 2.2　CP处理下海洋寡糖/PPI共价复合物的褐变程度

褐变反应主要由美拉德反应后期形成的类黑素

引起。CP处理下海洋寡糖/PPI复合物的褐变程度如

图 2所示。未经 CP处理，PPI与海洋寡糖混合物没

有发生褐变反应。然而，经 CP处理后，4种糖基化接

枝产物的褐变程度大小依次为 AGS/PPI-CP（0.170±
0.0064）>CAS/PPI-CP（0.136±0.0021）>COS/PPI-CP
（0.108±0.0048）>AOS/PPI-CP（0.084±0.0026），差异

显著（P<0.05）。其中，AGS/PPI-CP表现出最高的褐

变程度，可能是 AGS的高分子量和复杂的多糖链结

构提供了更多的还原性基团（如醛基或酮基），这些基

团更容易与蛋白质的氨基基团发生反应，生成更多的

中间产物和最终的类黑素，同时，在 CP处理下更容

易形成稳定的共价键，从而导致更高的褐变程度[26]。

CAS/PPI-CP样品呈中等褐变程度，其原因可能是

CAS聚合度低于 AGS，因此每单位质量含有更多的

还原末端，可提供更多羰基参与席夫碱形成 [27]；

COS/PPI-CP样品呈较低褐变程度，可能是 COS虽

带有可反应的氨基，但因其分子链较短、聚合度低，

还原末端少，可参与反应的羰基位点相对有限[28]；

AOS结构上缺乏足够的还原性基团并且带强负电，

不利于反应的进行，因此褐变程度最低。
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图 2    CP诱导海洋寡糖/PPI共价复合物的褐变程度
Fig.2    Browning degree of CP-induced marine

oligosaccharide/PPI covalent complexes
注：不同字母表示褐变程度间存在显著差异（P<0.05）。

 

 2.3　海洋寡糖/PPI非热共价接枝对 PPI溶解度的影响

溶解度对于蛋白质的功能特性至关重要。图 3
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可溶性蛋白含量

Fig.3    Soluble protein content of marine oligosaccharide/PPI
mixtures and CP-induced covalent complexes

注：不同字母表示溶解度间存在显著差异（P<0.05）。
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对比分析了共价复合物与混合物的溶解度差异。天

然 PPI的溶解度较低（0.144±0.001 mg/mL），与海洋

寡糖混合后，COS/PPI、CAS/PPI和 AOS/PPI组的溶

解度均有所降低（0.078~0.086 mg/mL），而 AGS/PPI
溶解度却有所增加，可能是在中性 pH条件下，AGS/
PPI 复合物表面仍维持同电荷排斥作用，有效抑制了

蛋白间的静电吸引与聚集。

相比混合物，CP诱导的共价复合物的溶解度

显著提高（P<0.05），依次为 AGS/PPI-CP>COS/PPI-
CP>CAS/PPI-CP>AOS/PPI-CP，这说明海洋寡糖与

PPI形成共价复合物显著增强了蛋白质的亲水基团

含量，并防止了 PPI的疏水性聚集。这是由于 CP处

理通过生成活性氧化物，使蛋白质表面带电增加、空

间构象更松散，暴露更多的亲水区域，增强了蛋白质

与水分子的静电相互作用，进而提升了溶解度[29]。

其中，AGS/PPI-CP溶解度最高，为 0.775  mg/mL，
COS/PPI-CP的溶解度次之（0.710 mg/mL）。

COS/PPI-CP和 AGS/PPI-CP组可溶性蛋白含

量高于 PPI-CP组，表明 COS与 AGS在 CP诱导共

价接枝后，提高了 PPI的水合能力[28]。这可能与 COS
的低分子量以及高接枝度使其在 CP诱导后形成柔

性的水合界面层以抑制蛋白聚集有关。AGS/PPI-CP
组溶解度的提高则可能与其在 CP诱导后在 PPI表
面形成连续柔性覆盖有关，该结构可提供更强的空间

位阻屏障，有助于维持 PPI的分散状态[26]。然而，

CAS上的硫酸酯在中性条件下带强负电荷，容易与

PPI表面的正电荷区域或体系中二价阳离子发生静

电“桥连”，进而形成不易分散的复合物团聚体，从而

导致整体可溶性蛋白含量下降[30]。AOS含有大量阴

性官能团，这使其在 CP诱导下与 PPI正电位点形成

离子复合体，触发凝聚或凝胶化，导致 CAS/PPI-CP
和 AOS/PPI-CP组可溶性蛋白含量比 PPI-CP组低。

 2.4　海洋寡糖/PPI非热共价接枝对 PPI分子量分布的

影响

利用 SDS-PAGE分析海洋寡糖/PPI混合物和

CP诱导共价复合物的分子量变化（图 4）。实验选取

标准蛋白质 Macker的分子量范围为 11~245 kDa。
作为还原剂，β-巯基乙醇具有破坏蛋白质内部的二硫

键的作用[16]。PPI的分子量分布在 14~150 kDa之
间，未还原条件下 50和 63 kDa分别对应于 Vicilin
（7 S）和 Legumin 亚基（11 S），>100 kDa的条带属于

交联的蛋白质聚合物或蛋白质聚集体。对比图 4a
与图 4c，PPI分子条带减少且分子量降低，证明了天

然 PPI通过二硫键形成稳定的聚集体结构[23]。未加

还原剂条件下（图 4a与图 4b），PPI-CP中 11~20 kDa
条带加深且上移，说明 CP中活性氧将 PPI中小的亚

基凝聚成较大的聚集体。此外，CP处理下，PPI与海

洋寡糖互作导致 17 kDa处条带消失，45和 63 kDa
条带加深，表明 PPI小分子量亚基（17 kDa）与海洋寡

糖间存在相互作用。利用 β-巯基乙醇破坏 PPI内部

的二硫键（图 4c和图 4d），可以发现 PPI在 100 kDa
附近不存在条带，而 CP诱导形成的海洋寡糖/PPI共
价复合物在 48~63 kDa间条带增加，且在 100 kDa
处有明显条带，证明 CP处理诱导了海洋寡糖与

PPI间形成了较大分子量的糖基化产物。

 2.5　海洋寡糖/PPI非热共价接枝对 PPI热变性温度的

影响

海洋寡糖与 PPI的相互作用直接影响 PPI的热

变性温度。由图 5可知，天然 PPI在 90.63 ℃ 有明

显热变性峰，寡糖/PPI混合物有小幅度的热变性温度

变化，表明寡糖可能通过弱物理结合（如氢键、疏水

作用）与 PPI结合，对蛋白质的热稳定性影响较小。

不同寡糖对蛋白质热变性温度的影响强度表现为

COS>CAS>AOS>AGS。相反，寡糖/PPI共价复合物

热变性温度显著提升，提升幅度为：COS/PPI-CP>
AOS/PPI-CP>AGS/PPI-CP>CAS/PPI-CP。这表明共

价接枝比物理结合更能提高 PPI的热稳定性，共价

接枝可能通过限制分子运动或增强结构的刚性来提

高蛋白质变性的能量需求[31]。其中，COS体系提升

幅度最大（∆Td_CP=+13.44 ℃），可能与其低分子量

与高反应活性导致更充分的共价接枝有关，限制了蛋

白质亚基在受热时的分子运动[28,31]。在 AOS体系

中，羧基等阴离子官能团经 CP诱导共价接枝后增强

了蛋白表面的水化作用和静电排斥，从而抑制热变性

过程中蛋白分子间的聚集行为，使热变性温度有所提

高。CP诱导后的 AGS体系热变性温度为 95.23 ℃，
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图 4    不同处理后的海洋寡糖/PPI的 SDS-PAGE图

Fig.4    SDS-PAGE of marine oligosaccharides/PPI
after different treatments

注：（a）未经还原处理的海洋寡糖/PPI混合物；（b）未经还原处
理的 CP诱导的共价复合物；（c）经还原处理的海洋寡糖 /
PPI混合物；（d）经还原处理的 CP诱导的共价复合物。
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可能与其较大的分子量、接枝度使其在 PPI表面形

成显著的空间位阻屏障，从而抑制热诱导聚集有关。

CAS/PPI-CP虽具有最高的热变性温度（99.48 ℃），

但提升幅度最小，这可能由于 CAS/PPI混合物本身

热变性温度已较高（96.05 ℃），同时 CAS结构中的

硫酸酯等强阴离子基团通过较强的静电相互作用对

蛋白构象产生约束，因此体系在 CP诱导前已经处于

相对稳定状态，使最终的热稳定性提升效果有限[30]。
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Fig.5    Thermal stability analysis of COS, CAS, AOS, AGS (a),
marine oligosaccharide/PPI mixtures (b), and CP-induced

covalent complexes (c)
 

 2.6　海洋寡糖/PPI非热共价接枝对 PPI热降解性的

影响

热重图像进一步分析了海洋寡糖/PPI共价复合

物和混合物的热降解行为。图 6显示了 50~600 ℃

范围内海洋寡糖/PPI共价复合物和混合物的热降解

过程。天然 PPI以及海洋寡糖/PPI混合物主要有三

个降解过程：50~150 ℃ 主要为结合水的蒸发，150~

400 ℃ 对应蛋白质及其结合组分的降解，400~

600 ℃ 主要是先前一些未完全裂解的残余物（多重

交联、芳香或杂环结构）开始缓慢热解。PPI在
600 ℃ 时重量损失达到 65.98%，海洋寡糖/PPI混合

物重量损失有所增加，这说明少量海洋寡糖的加入降

低了 PPI的热稳定性。海洋寡糖/PPI共价复合后，

重量损失有所减少，说明 PPI热稳定性增加。CP诱

导的海洋寡糖/PPI共价复合物在 100~500 ℃ 范围
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Fig.6    Thermogravimetric analysis of marine oligosaccharide/
PPI mixtures (a, b) and CP-induced

covalent complexes (c, d)
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内出现了新的降解峰，可归因于 PPI-海洋寡糖相互

作用的解离，验证了海洋寡糖/PPI共价接枝。总体而

言，CP处理显著提高了 PPI与寡糖复合物的热稳定

性，验证了 CP处理在增强复合物热稳定性方面的

有效性。

 2.7　海洋寡糖/PPI非热共价接枝对 PPI起泡性和起泡

稳定性的影响

PPI中结构致密的高疏水性球蛋白，限制了

PPI在气-水界面的吸附能力[32]，因此，天然 PPI的起

泡性和起泡稳定性分别为 43.33%和 80%。由图 7

可知，PPI与海洋寡糖混合后，起泡性和起泡稳定性

有所提高。CP处理诱导的海洋寡糖/PPI共价结合在

起泡性和起泡稳定性方面大多数表现出明显提升，尤

其是 COS/PPI-CP，起泡性达到了 146.67%（P<0.05），
这说明 CP诱导海洋寡糖和 PPI之间共价改善了

PPI的界面特性。这可能归因于以下三点：a.CP处理

引入极性基团，改变了 PPI的分子结构，显著增强了

其界面吸附能力以及 PPI分子间的相互吸引；b.海洋

寡糖的多羟基结构优化了与水的相互作用，促进了水

相和气相之间的致密分子排列，有助于形成稳定的泡

沫结构；c.COS因其较小的分子量和高反应性，与

PPI形成了高效的共价结合，优化了原有的气-液界

面的吸附程度[1,16]。其中，AGS分子量最大，但其起

泡性和起泡稳定性也相对较好，可能是 AGS的高分

子量链段在水相中可大幅增加连续相黏度，并通过形

成分子网状结构用以减缓泡沫膜的液体排水速率，以

此减缓泡沫体系整体塌陷速率。AGS特有的结构还

可以在蛋白质表面形成致密的水合层，进而防止蛋白

质间的聚集，促进了泡沫的形成和稳定[27]。

 2.8　海洋寡糖/PPI非热共价接枝对 PPI乳化性和乳化

稳定性的影响

蛋白质的乳化性是指其分子在油水界面形成稳

定乳液的能力。由图 8可见，天然 PPI表面活性较弱，

乳化性和乳化稳定性分别为 41.16%和 11.82%。海

洋寡糖与 PPI混合后，增加了 PPI包被油滴表面的

空间位阻和静电排斥来抑制油滴聚集[33]，其中，COS/

PPI乳化性和乳化稳定性达到最高，分别为 90.89%

和 30.48%。CP处理进一步提升了 PPI乳化性和乳

化稳定性。其中，COS/PPI-CP的乳化性达到最高为

123.21%，表明 COS/PPI-CP在 CP处理诱导下界面

活性提升最为显著。CP处理诱导的共价结合可能使

寡糖与 PPI形成了更加致密和坚韧的界面膜，从而

优化了吸附能力和膜稳定性 [15]。AOS/PPI-CP和

AGS/PPI-CP组乳化性和乳化稳定性接近或低于
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图 7    海洋寡糖/PPI混合物（a）和 CP诱导的共价复合物（b）
的起泡性和起泡稳定性

Fig.7    Foaming capacity and foaming stability of marine
oligosaccharides/PPI mixtures (a) and CP-induced

covalent complexes (b)
注：不同字母表示存在显著差异（P<0.05，大写字母为起泡稳
定性的显著性分析，小写字母为起泡性的显著性分析）。
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图 8    海洋寡糖/PPI混合物（a）和 CP诱导的共价复合物（b）
的乳化性和乳化稳定性

Fig.8    Emulsion capacity and emulsion stability of marine
oligosaccharides/PPI mixtures (a) and CP-induced

covalent complexes (b)
注：不同字母表示样品存在显著差异（P<0.05，大写字母为乳
化稳定性的显著性分析，小写字母为乳化性的显著性分析）。
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PPI-CP，可能是 AOS和 AGS本身具有较大的分子

量，高浓度、长链的寡糖-蛋白复合物在水相中显著提

高了体系黏度，虽然高黏度有助于长时稳定，却会在

乳化过程中增加能量消耗，减缓油相小液滴的形成速

率，从而降低乳化性能和乳化稳定性。

 3　结论
本文利用 CP处理成功促进了海洋寡糖与 PPI

之间的共价结合，形成的非热糖基化产物，提高了

PPI的溶解性、热稳定性、起泡性与乳化性，其中，

COS/PPI-CP因其低分子量和高反应活性，接枝度最

高（17.89%），表现出最佳的接枝效果，起泡性提升至

146.67%，乳化性和乳化稳定性分别提升至 123.21%
和 37.73%，表明 CP处理下的 COS共价接枝反应提

高了 PPI的界面吸附能力，形成了更稳定的气液界

面膜和油水界面膜。综上所述，CP技术在促进海洋

寡糖与 PPI共价结合方面展现出显著潜力，为 PPI
的深度开发与应用提供了理论依据。
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