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谷朊蛋白对绿豆蛋白凝胶特性及结构的影响
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（1.哈尔滨商业大学食品工程学院，黑龙江省普通高校食品科学与工程重点实验室，绿色食品加工与贮

藏省级工程实验室，黑龙江省谷物食品与谷物资源综合加工重点实验室，黑龙江哈尔滨 150076；
2.黑龙江八一农垦大学食品学院，国家杂粮工程技术中心，黑龙江大庆 163319）

摘　要：本研究探讨了绿豆蛋白（mung bean protein，MBP）与谷朊蛋白（wheat gluten，WG）复合比例对其凝胶体

系凝胶特性及结构的影响。通过调控两者的质量比例（MBP:WG分别为 10:0、9:1、8:2、7:3、6:4、5:5），分

析了其对热诱导（95 ℃，30 min）复合凝胶持水性、质构特性、流变特性、二三级结构及微观结构的影响。结果

表明，与纯 MBP相比，适量添加 WG可显著改善复合凝胶的凝胶强度和致密性，特别是在 MBP:WG为

7::3时，凝胶表现出最佳的持水性（97.15%）和弹性（0.98）（P<0.05）。此配比下蛋白二级结构由 α-螺旋向 β-
折叠结构转变。综上，合理调控MBP与WG的比例可显著改善复合蛋白凝胶体系的结构与功能特性，为植物蛋白

在高质量食品结构设计中的应用提供理论基础和技术支持。
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Abstract：This study investigated the effect of the composite ratio of mung bean protein (MBP) and wheat gluten (WG) on
the  gel  properties  and  structure  of  their  gel  system.  The  effects  on  the  water-holding  capacity,  textural  properties,
rheological properties, secondary and tertiary structure, and microstructure of the heat-induced (95 ℃,  30 min) composite
gels were analyzed by regulating the mass ratio of the two (MBP:WG was 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, and 5:5, respectively).
The  results  showed  that  compared  to  pure  MBP,  the  gel  strength  and  densification  of  the  composite  gels  could  be
significantly improved by the addition of WG in appropriate amounts, especially when the mass ratio of MBP and WG was
7:3, which showed the best water-holding capacity (97.15%) and springiness (0.98) of the gels (P<0.05). This was mainly
attributed  to  the  enhancement  of  disulfide  bonds,  while  the  FTIR  spectral  analysis  showed  that  the  protein  secondary  
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structure was transformed from α-helix to β-sheet structure under this ratio, which was conducive to the construction of a
stable gel network structure. In conclusion, the rational regulation of the ratio of MBP to WG can significantly improve the
structural and functional properties of the composite protein gel system, which provides the theoretical basis and technical
support for the application of plant proteins in the structural design of high-quality foods.
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随着生活水平的提高，消费者越来越重视健康

的饮食方式。植物蛋白不含胆固醇、饱和脂肪酸含

量低且常富含膳食纤维与植物活性物质，有助于降低

心血管疾病等慢性病风险，这促使其制品消费地位不

断提升。对于素食者等特殊人群，植物蛋白更是兼具

价格低廉与营养替代价值的健康食品来源。绿豆中

蛋白质含量较高（25%~28%），是一种可持续的优质

蛋白质来源，其中绿豆蛋白作为绿豆淀粉加工的副产

物，来源广泛且成本低廉[1]。绿豆蛋白（mung bean
protein，MBP）主要由清蛋白、球蛋白、谷蛋白和醇溶

蛋白组成，其氨基酸组成模式与人体接近，具有良好

的乳化性、凝胶性、起泡性、持水和持油性等功能性

质[2]。因此，扩大其在各种食品中的潜在用途具有重

大意义。

在植物蛋白的加工处理中，凝胶性在食品和制

药行业发挥着重要作用，可以赋予食品理想的结构和

感官特性。研究表明绿豆蛋白具有良好的凝胶形成

能力。例如，Wang等[3] 研究发现绿豆蛋白凝胶的质

地与鸡蛋凝胶相似，从而开发了其作为鸡蛋替代品的

潜力。然而，单一绿豆蛋白凝胶对外部环境（如温度、

pH、离子强度）变化敏感，在加工与贮藏过程中稳定

性不足，严重制约了其工业应用。相较之下，蛋白质

复合体系形成的凝胶优势显著。不同蛋白质间的相

互作用可构建更丰富的微观结构，从而赋予复合凝胶

更优异的稳定性与功能特性[4]。因此，寻求适宜蛋白

组分与 MBP复配以改善其凝胶稳定性与机械性能，

具有重要应用价值。小麦面筋蛋白（wheat gluten，
WG）又名谷朊蛋白，作为小麦淀粉工业的副产品，含

有丰富的含硫氨基酸，是一种优质廉价的谷物蛋白。

因其具有优良的凝胶性和黏弹性已被认为可安全用

作营养补充剂、加工剂、稳定剂和胶凝剂等[5]。小麦

面筋蛋白能与大豆蛋白或者豌豆蛋白发生相互作用，

在提高产品品质的同时也能提供素食者所需要的蛋

白质[6]。鉴于 WG的凝胶特性与协同潜力，将其引

入 MBP体系，有望克服单一 MBP凝胶的缺陷，开发

性能更优的新型复合蛋白凝胶食品。

目前，关于绿豆蛋白和谷朊蛋白复配形成热诱

导凝胶的研究报道很少，本研究的目的是了解在保持

总蛋白浓度不变的情况下，以不同比例混合 MBP和

WG，研究其对复合物凝胶性质的影响。为此，采用

动态流变分析、质构分析、持水性测定及低场核磁共

振（LF-NMR）水分分布分析表征复合凝胶的性质；同

时，结合内源性荧光光谱、动态光散射、傅里叶变换

红外光谱（FTIR）、游离巯基/二硫键含量测定及扫描

电子显微镜（SEM）观测，阐明宏观性质差异的微观

成因，包括蛋白构象变化、聚集行为及凝胶网络微观

结构演变。本研究旨在为开发性能可控、稳定性高

的绿豆蛋白基凝胶产品提供理论依据与技术支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

绿豆　市售；谷朊蛋白（纯度≥80%）　山东渠风

食品科技有限公司；正己烷　分析纯，天津市科密欧

化学试剂有限公司；所有试剂均为国产分析纯。

TDZ5-WS型离心机　湘仪仪器有限公司；PHS-
3C型 pH计　上海仪电科学仪器有限公司；HH-4型

恒温水浴锅　江苏金坛宏华仪器厂；Alpha1-2LDplus
型冷冻干燥机　德国 Christ有限公司；Nano-ZS-90
型粒度分析仪　英国马尔文公司；DYY-6D型电泳

仪　北京六一电泳仪仪器厂；TA.new plus型质构仪

　ISENSO公司；MCR 102型高级旋转流变仪　安

东帕（上海）商贸有限公司；NMI-20型低场核磁共振

分析仪　上海纽迈电子科技有限公司；Spectrum Two
型红外光谱仪　PerkinElmer公司；UV-1100型紫外

可见分光光度计　山东霍尔德电子科技有限公司；

F-7000型荧光分光光度计　日本日立仪器有限公

司；Hitachi  S3400型扫描电子显微镜　Hitachi（中
国）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   绿豆蛋白的提取　参考 Zhong等[7] 的方法，

通过碱法提取和等电沉淀法从绿豆中制备了 MBP。
首先，将绿豆研磨成粉，并用正己烷脱去油脂得到脱

脂绿豆粉。将脱脂绿豆粉碾磨通过 60目筛，并在水

（豆水比为 1:20）中分散至 pH9.0，然后将 pH调至

4.5进行沉淀。等电沉淀的蛋白在 pH7.0下重新溶

解后冷冻干燥待用。凯氏定氮法测定干粉中 MBP
蛋白含量在 85%以上。

 1.2.2   绿豆蛋白和谷朊蛋白复合凝胶的制备　将

MBP与 WG按质量比（w/w%）为 10:0、9:1、8:2、
7:3、6:4、5:5混匀后溶解在蒸馏水（20%，w/v）中，

用 NaOH（1 mol/L）或 HCl（1 mol/L）将混合溶液的

pH调整为 7.0。之后，95 ℃ 恒温水浴加热混合物

30 min，然后立即在冰上冷却，将形成的凝胶于 4 ℃
保存过夜后待用。将另一些凝胶样品通过冷冻干燥

机冷冻干燥后进行研磨过筛（100目）用于进一步分析。

 1.2.3   粒径分布的测定　为表征热诱导凝胶化过程

中不同比例 MBP与 WG复合物在溶液中的聚集状

态，参考 Wu等[8] 的方法，制备 MBP-WG混合物的
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热诱导蛋白质聚集体，并进行动态光散射测量。具体

步骤如下：将不同比例的 MBP-WG复合物（MBP:

WG分别为 10:0、9:1、8:2、7:3、6:4、5:5）溶解于

去离子水中，配制总蛋白浓度为 2%的混合溶液，确

保该浓度远低于复合蛋白体系形成稳定热诱导凝胶

所需的临界浓度。之后将蛋白混合溶液在 95 ℃ 下

加热 30 min得到经过热诱导的混合蛋白聚集体溶

液，使用去离子水将经过加热的混合蛋白聚集体溶液

稀释为 3 mg/mL。在室温（25 ℃）下采用粒度分析仪

测定上清液中蛋白聚集体的平均粒径。

 1.2.4   SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）测定

　根据 Li等[9] 的方法稍作修改，用含有 0.08 mol/L
Tris-HCl缓冲液（pH6.8）、1%（w/v）SDS、2%（v/v）β-
巯基乙醇、5%（v/v）甘油和 0.025%（w/v）溴酚蓝的样

品缓冲液溶解经过冷冻干燥、磨粉和过筛后的复合

凝胶样品粉末，并将复合凝胶粉末稀释至蛋白质浓度

为 5 mg/mL，然后在沸水中加热 10 min，6000 r/min
离心 10 min后，取 10 μL上清液进行电泳。用考马

斯亮蓝染色液 G250染色凝胶。

 1.2.5   持水性（water-holding capacity，WHC）测定　

凝胶的持水能力是根据 Yang等[10] 的方法改进后确

定的。将约 2 g凝胶样品装入 50 mL离心管，在室

温下 1000 r/min离心 10 min。弃去分离的水，记录

离心前后管和样品凝胶的重量分别为 W1 和 W2，

W0 为空离心管的重量。WHC按下式（1）计算。

WHC(%) = W2 −W0

W1 −W0
×100 式（1）

 1.2.6   低场核磁共振测定　使用低场核磁共振分析

仪实现核磁共振弛豫测量。根据 Cen等[11] 的方法稍

加修改，将 MBP-WG复合蛋白凝胶切成约 5 mm×
5 mm×10 mm左右的长方体，放入核磁共振管中进

行测量。质子共振频率 18 MHz，测试温度 25 ℃。

采用 CarrPurcell-Meiboom-Gill序列测定样品的横

向弛豫时间（T2）。

 1.2.7   质构特性测定　参考 Li等[12] 的方法，略有改

动。将制备好的凝胶样品 25 ℃ 平衡 1 h后，切取成

大约直径 22 mm，高度大于 12 mm的圆柱形，采用

质构仪对凝胶的弹性和硬度进行分析。采用 p/0.5
探头，设定参数：测前速度 1 mm/s，测试速度 1 mm/s，
应变和触发力分别设置为 40%和 5 g。

 1.2.8   流变特性测定　使用流变仪对复合蛋白凝胶

进行动态流变行为的测量。根据 Yang等[10] 和尚

靖雯等[13] 的方法稍作修改，将柱状复合蛋白凝胶样

品切成 1.0 mm的薄片并置于 25 ℃ 的铝板上（直径

40 mm，间隙 1 mm），复合蛋白凝胶的频率扫描在

25 ℃ 从 0.1到 10 Hz，线性粘弹性区域内的固定应

变 0.5%下测定储能模量（G'）、损耗模量（G''）。

 1.2.9   游离巯基和二硫键测定　蛋白质二硫键的测

定参考改进的 Ellman试剂法测定[14]。游离巯基含

量的测定：称取 15 mg冷冻干燥后的凝胶粉末加入

5 mL Tris-Gly缓冲液和 50 μL Ellman试剂溶液，室

温反应 1  h后离心（6000  r/min，10  min），以不加

Ellman试剂为空白对照，取上清液在 412 nm处读取

吸光度。总巯基含量的测定使用的是 Tris-Gly-
Urea缓冲液溶解样品，其余步骤与游离巯基的测定

方法一致。计算公式按下式（2）和（3）所示：

X = 73.53×A412×D
C 式（2）

二硫键含量(μmol/mg) =
(总巯基含量−游离巯基含量)

2
式（3）

式中：X为游离巯基或总巯基的含量，μmol/
mg；73.53为 Ellman试剂的摩尔消光系数；A412 为

412 nm处的吸光度值；D为稀释倍数；C为样品浓

度，mg/mL。

 1.2.10   傅里叶红外光谱（FTIR）测定　根据 Yan等[15]

的方法稍作修改，将经冷冻干燥磨粉过筛后的

复合蛋白凝胶样品于 Spectrum Two红外光谱仪下

进行二级结构分析。具体步骤如下：将 2 mg经冷冻

干燥磨粉过筛后的复合蛋白凝胶样品粉末与 198 mg

溴化钾充分混合后研磨并压片。扫描速度设置为

0.2 cm/s，分辨率为 4 cm−1。每个样品在 4000 cm−1

至 400 cm−1 的波数范围内测量，共扫描 32次。并根

据吸光度的峰谱面积计算蛋白质中各二级结构的相

对含量。

 1.2.11   内源荧光光谱测定　为了获得内源荧光光

谱，将经冷冻干燥磨粉过筛后的 MBP-WG复合蛋白

凝胶样品粉末稀释到 5 mg/mL。利用 F-7000荧光

分光光度计，在 290 nm的激发波长和 5 nm的激发

和发射带宽下，获得波长为 300~420 nm的荧光光谱。

 1.2.12   扫描电子显微镜（scanning electron micros-

cope，SEM）　采用扫描电子显微镜对绿豆蛋白-谷朊

蛋白复合蛋白凝胶的微观结构进行表征。将复合蛋

白凝胶样品进行切割，暴露其横截面面积后进行冻

干。将冻干的样品转移到扫描电镜的金属支架上，并

在暴露表面涂金。在 15 kV电压下，2000倍放大倍

率下观察复合蛋白凝胶样品的截面。

 1.3　数据处理

所有结果测定三次，并以均数±标准差（SD）表示

最终结果。数据分析采用 IBM SPSS软件（version

20.0,  IBM,  Chicago,  IL,  USA）和 PeakFit（ version

4.12, USA）处理。单因素方差分析（ANOVA）数据

P<0.05被认为有统计学意义。图表使用 Origin软

件（9.80版本，OriginLab，Northhampton，MA，USA）

生成。使用 GraphPad  Prism  8.0（GraphPad  Prism

Software  Inc.，San  Diego，California）处理相关性

数据。
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 2　结果与分析

 2.1　MBP-WG不同配比对复合凝胶粒径分布和平均

粒径的影响

为了了解 MBP-WG不同配比对 MBP-WG复

合蛋白体系聚集行为的影响，采用动态光散射技术研

究了样品的粒径分布。图 1a显示了不同比例的绿

豆蛋白和谷朊蛋白复合物的粒径大小分布图谱。可

以观察到，随着 WG所占比例的升高，MBP-WG复

合物的粒径分布逐渐向右移动，颗粒尺寸逐渐增大，

表明谷朊蛋白的加入增加了绿豆蛋白在凝胶过程中

的聚集程度。这可能是由于谷朊蛋白中含有较多的

二硫键，可以促进蛋白质之间的相互作用，提高其聚

集程度[16]。图 1b中平均粒径的大小与图 1a的结果

一致，这进一步证明了添加 WG促进了蛋白质之间

交联聚集，这有助于改善复合蛋白的凝胶特性[17]。然

而，随着 WG的过度添加，蛋白之间的聚集程度更

大，可能不利于凝胶的形成。
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图 1    MBP-WG不同配比对复合凝胶粒径分布和
平均粒径的影响

Fig.1    Effect of different ratios of MBP-WG on particle size
distribution and average particle size of composite gels

注：a，粒径分布；b，平均粒径。图中不同大小写字母表示差异
显著，P<0.05，图 3、图 5、图 7~图 8同。
 

 2.2　MBP-WG不同配比对复合凝胶蛋白分子量的

影响

为了进一步证明 MBP-WG不同配比引起的

MBP/WG复合凝胶的聚集行为，对 MBP/WG复合

凝胶进行了电泳。如图 2所示，观察到高分子量聚

集体（>100 kDa）和低分子量聚集体（<100 kDa）在
MBP-WG不同配比条件下的条带变化，主要代表为

绿豆蛋白（8S球蛋白的亚基 35~66 kDa）和谷朊蛋白

（高分子量谷蛋白的亚基 75~110 kDa，低分子量谷蛋

白的亚基 25~35 kDa，醇溶蛋白的亚基 30~50 kDa

以及少量的清蛋白和球蛋白亚基（17~25 kDa）[18−19]。

结果表明，加入谷朊蛋白后，75~110 kDa条带强度明

显增强，同时 17~35 kDa和 35~66 kDa条带变浅或

者消失，这表明谷朊蛋白的加入消耗了低分子量的蛋

白亚基，促进了绿豆蛋白和谷朊蛋白高分子量聚集体

的形成。Gao等[20] 研究也表明谷朊蛋白会与大豆蛋

白发生相互作用，形成高分子量聚合物。这与粒径的

结果一致。结果证实，谷朊蛋白的加入可以促进蛋白

质之间的交联聚集。
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Fig.2    Effect of different ratios of MBP-WG on the protein

molecular weight of composite gels
 

 2.3　MBP-WG不同配比对复合凝胶持水性的影响

持水性（WHC）是绿豆蛋白凝胶食品生产中的一

个重要因素。图 3显示了 MBP-WG不同配比的复

合凝胶的 WHC。结果表明，MBP-WG复合凝胶的

持水性随着 WG所占比例的增加呈现先升高后降低

的趋势，在 MBP:WG为 7:3时达到最大值。凝胶

网络结合水的能力与凝胶网络结构和亲水性基团的

数量密切相关，是导致 WHC变化的主要原因[21]。

当 WG所占比例过高时，MBP与 WG会发生交联形

成更大的聚集体，降低了 MBP-WG复合凝胶的亲水

基团，从而导致了 WHC的降低。Fang等[22] 也观察

到了类似的现象，他们发现过度交联会减少 SPI-

SDF凝胶的亲水基团，导致WHC降低。
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Fig.3    Effect of different ratios of MBP-WG on water holding
capacity of composite gels
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 2.4　MBP-WG不同配比对复合凝胶水分分布的影响

低场核磁共振技术被用来洞察水在复合凝胶中

的分布，横向弛豫时间 T2 反映了氢质子的自由度和

结合力[23]。T2 弛豫时间依赖于样品中水的迁移率，

T2 越短，水的迁移率越弱，水活度和流动性越低，结

合力越大，样品中水与其他组分的相互作用越强[3]。

根据凝胶上 T2 弛豫时间的分布，观察到三个不同状

态的水分子，分别位于 0.1~10 ms（T21）、10~100 ms
（T22）和 100~1000 ms（T23）。小于 10 ms的弛豫时

间即 T21 通常被认为对应与大分子紧密相关的水

—结合水的状态。T22 对应蛋白质间隙之间的水分，

即凝胶微观结构中的困水（固定水）。T23 代表未进

入凝胶中的水（游离水）[24]。由图 4可知，所有样品

的 T22 弛豫时间峰面积占比最大，说明凝胶体系中

固定水含量较高，结合水和游离水含量较低。PT21、
PT22 和 PT23 分别为结合水、固定水和游离水的百

分比。由表 1可知，PT22 的含量最高，表明不易流动

水是凝胶中水分主要存在形态，随着 WG所占比例

的增加，复合蛋白凝胶中 T22 对应的峰面积比例

PT22 呈现先升高后降低的趋势，在 MBP:WG为

7:3时最高。这说明适当地添加 WG可使复合凝胶

网络中松散的水向紧密结合的水转换。但过多的

WG会导致 WG与 MBP结合成了较大的聚集体，

使得凝胶网络变得粗糙，并且孔径较大，从而容易

释放出一部分的被固定在蛋白凝胶网络中的水。

这与 2.3中持水性的结果一致，表明适当添加 WG
可以弥补 MBP网络的空隙，使凝胶网络更致密，从

而促进了凝胶网络中的水分迁移，提高了凝胶的持

水性。

 2.5　MBP-WG不同配比对复合凝胶质构特性的影响

由图 5可知，与未添加 WG的对照组相比，添加

一定量 WG的 MBP-WG复合凝胶的硬度显著提高

（P<0.05），弹性略有升高。这说明 WG的加入促进

了 WG与 MBP之间的有效交联，导致形成的凝胶网

络结构更加致密、均匀，从而增强复合凝胶的机械

强度（硬度）并改善其质地特性（如弹性）。这与

Wouters等[25] 的研究结果一致，他们也发现谷朊蛋

白-蛋清蛋白混合物的硬度高于不含蛋清蛋白的谷朊

蛋白复合物。此外，复合凝胶强度和质地的改善可能

是由于分子间作用力的增强、二级结构的变化、蛋白

之间的交联以及形成的凝胶结构致密[11]。Luo等[16]

也报道了添加谷朊蛋白（WG）可以增强蛋清蛋白凝

胶的凝胶强度，因为 WG和 EWP交联有助于形成致

密的网络结构。此外，具有良好粘弹性的 WG填充

了 MBP凝胶网络中的空隙，增强了 MBP-WG复合

凝胶的致密性，提高了 MBP-WG复合凝胶的性能。

但当 WG所占比例进一步增加时，凝胶的硬度下

降。下降的原因可能是 WG的过量加入会导致蛋白

过度聚集，影响凝胶网络的连续性[26]。
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图 5    MBP-WG不同配比对复合凝胶硬度和弹性的影响
Fig.5    Effect of different ratios of MBP-WG on hardness

and springiness of composite gels
 

 2.6　MBP-WG不同配比对复合凝胶流变特性的影响

图 6显示了 MBP-WG不同配比对复合凝胶流

变特性的影响，可以观察到，在所有配比下，MBP-
WG复合凝胶的储能模量（G'）和损失模量（G''）都高

度依赖于频率，并且随着频率的增加而增加。此外，

G'始终高于 G''，这表明 MBP-WG复合凝胶形成了

具有突出的类弹性特性的结构[8]。另外，随着WG所

占比例的增加，MBP-WG复合凝胶的储能模量逐渐

增加。储能模量（G'）证明了蛋白质分子之间的交联

和凝胶网络中的聚集体，G'值越高表明交联程度越

强[27]。因此，以上结果表明，当在 MBP中加入 WG
时，凝胶结构得到加强。但当 WG所占比例进一步

增加时（MBP:WG为 6:4），MBP-WG复合凝胶的储

能模量逐渐降低。这可能是由于过多的WG与MBP
分子发生了交联聚集，形成了大分子聚集体，使复合
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表 1    MBP-WG不同配比对复合凝胶峰面积比例的影响

Table 1    Effect of different ratios of MBP-WG on the ratio
of peak areas of composite gels

MBP:WG（w/w%） PT21（%） PT22（%） PT23（%）

10:0 4.76±0.77b 84.87±0.23c 10.37±0.55a

9:1 5.95±0.87a 85.21±0.97c 8.83±0.31b

8:2 5.42±0.47ab 86.92±0.15b 7.67±0.45c

7:3 5.01±0.70ab 88.85±0.85a 6.13±0.35d

6:4 5.17±0.16ab 86.29±0.27b 8.53±0.32b

5:5 4.68±0.12b 84.55±0.07c 10.77±0.15a

注：表示为平均值±标准差（n=3）；在同一列中字母不同，则表示差异显著
（P<0.05）。
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凝胶网络变得松散不规则，从而导致了储能模量的降

低[28]。这与持水性的结果一致。

 
 

0.1 1 10

50000

100000

150000

200000

250000

300000

储
能

模
量

G
' (

Pa
)

频率 (Hz)

MBP:WG (10:0)
MBP:WG (9:1)
MBP:WG (8:2)
MBP:WG (7:3)
MBP:WG (6:4)
MBP:WG (5:5)

a

b MBP:WG (10:0)
MBP:WG (9:1)
MBP:WG (8:2)
MBP:WG (7:3)
MBP:WG (6:4)
MBP:WG (5:5)

0.1 1 10

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

损
耗

模
量

G
'' (

Pa
)

频率 (Hz)
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注：a，储能模量（G'）；b，损耗模量（G''）。
 

 2.7　MBP-WG不同配比对复合凝胶游离巯基和二硫

键的影响

位于蛋白质分子表面的游离巯基对凝胶的形成

有很大的影响，游离巯基和二硫键的交换反应也在蛋

白质分子交联和聚集体形成中起重要作用，对凝胶形

成有积极作用[29]。图 7显示了 MBP-WG不同配比

对复合凝胶体系中游离巯基和二硫键含量的影响。

可以观察到，在 MBP:WG为 7:3时复合凝胶的游

离巯基含量为 3.42 μmol/mg，显著高于未添加 WG
的凝胶（2.62 μmol/mg）（P<0.05）。二硫键含量在此

配比下也呈现相应增加的趋势（保持在较高水平），表

明此阶段游离巯基的暴露增加并有效参与了二硫键

的形成。但随着 WG所占比例的进一步增加，复合

凝胶体系中游离巯基和二硫键含量反而下降。这些

结果表明，游离巯基暴露与二硫键形成之间可能存在

一定的动态转化关系。在适量 WG添加时，蛋白质

可能发生部分展开，暴露出原本埋藏的游离巯基，并

在热凝胶化过程中参与二硫键的形成[30]。这也导致

了二者含量同步升高的现象。但当 WG含量过高

时，体系粘度上升，导致蛋白链的节段运动受限[27]。

这会阻碍游离巯基之间或游离巯基与二硫键之间发

生有效碰撞和交换反应，从而抑制了新二硫键的形

成。此外，游离巯基与二硫键含量的同步变化也说

明，尽管存在相互转化的可能，但体系中还可能受空

间位阻、非共价作用等因素干扰，影响转化的平衡。

Li等[31] 也报道了薏仁淀粉的添加会使疏水相互作用

强度增加从而有助于蛋白质聚集，这种聚集方式可能

在空间上屏蔽了巯基位点或减少了蛋白质分子间形

成二硫键所需的有效接触机会。
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图 7    MBP-WG不同配比对复合凝胶游离巯基和
二硫键的影响

Fig.7    Effect of different ratios of MBP-WG on free sulfhydryl
and disulfide bonds of composite gels

 

总之，由于物理限制（粘度上升）和竞争性聚集途

径（疏水相互作用）的共同作用，可能会导致在高

WG比例下，游离巯基向二硫键的转化效率降低，表

现为游离巯基无法有效消耗，同时新二硫键生成受

阻，最终造成体系中两者含量同步下降。

 2.8　MBP-WG不同配比对复合凝胶蛋白二级结构的

影响

傅里叶变换红外光谱技术是蛋白质结构和构象

表征的有力技术。在 4000~400 cm−1 范围内的红外

光谱中，酰胺 II带（1500~1600 cm−1）的吸收是由于

C-N的伸缩振动或 N-H的弯曲振动[32]。酰胺 I波段

（1700~1600 cm−1）显示了蛋白质的二级结构成分，该

波段主要是 C=O拉伸振动（约 80%），一些 C-H拉伸

和面内 N-H弯曲。具体地说，蛋白质中的 C=O伸缩

振动主要取决于它们的二级结构、分子间或分子内

效应以及氢键模式。酰胺 I带由几个重叠的蛋白质

结构成分组成，包括 α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规

卷曲[10]。

在图 8a中发现 WG的加入并没有导致新的峰

出现，说明 MBP和 WG之间没有形成新的共价键。

为了进一步探究复合凝胶中蛋白质的结构变化，根据

酰胺 I区分析了复合蛋白的二级结构。如图 8b所

示，随着 WG的所占比例的增加，β-折叠和 β-转角呈

现先增加后降低的趋势，在 MBP:WG为 7:3时分

别达到最高值。α-螺旋和无规卷曲的趋势与之相

反。这一结果表明添加 WG后形成了一个更聚集的

蛋白质网络。而且，在蛋白质的二级结构中，β-折叠

是稳定有序的构象，而无规卷曲是不规则无序的构

象[33]。这也说明添加 WG后，复合凝胶中蛋白结构

由无规则结构向更有序的结构的转变。Luo等[16] 也

报道了 β-折叠结构的增加导致结构更加刚性，这表
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明蛋白质在加热过程中发生了相互作用。但随着

WG所占比例的进一步增加（MBP:WG=6:4），复合

凝胶的结构又变得无序，这可能是因为过量的谷朊蛋

白与绿豆蛋白形成了更大的聚集体，导致凝胶结构被

破坏，变得松散不规则。这与 Moreno等[34] 的研究

一致，即无规卷曲含量的增加可能是由于形成的网络

比之前更加混乱和碎片化。
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图 8    MBP-WG不同配比对复合凝胶蛋白二级结构的影响
Fig.8    Effect of different ratios of MBP-WG on the protein

secondary structure of composite gels
注：a，红外光谱；b，二级结构含量。

 

 2.9　MBP-WG不同配比对复合凝胶内源荧光光谱的

影响

蛋白质之间的相互作用可以显著猝灭蛋白质的

固有荧光，且随着添加量的增加猝灭作用增强。因

此，荧光发射的变化可以作为蛋白质三级结构转变的

证据[35]。如图 9显示了不同 MBP-WG配比下复合

凝胶的荧光强度变化。可以发现，随着 WG所占比

例的增加，色氨酸荧光强度下降，这表明更多的色氨

酸残基被埋在其中。在热凝胶过程中，蛋白质会受热

展开，并且暴露出更多的活性位点，从而促进蛋白质

的聚集行为[36]。此外，热诱导过程中 WG的加入也

会增强蛋白质之间疏水相互作用，从而促进了蛋白质

进一步聚集。聚集行为会导致更多的色氨酸残基被

埋在其中，导致荧光猝灭。这与粒径的结果一致，即

WG的加入导致蛋白质的聚集程度增高，颗粒尺寸

变大。

 2.10　MBP-WG不同配比对复合凝胶微观结构的影响

微观结构是决定凝胶质构和流变性能的关键因

素。为了支持上述观察到的质构和流变特性的变化，

通过 SEM研究了 MBP-WG不同配比下复合凝胶的

微观结构。如图 10所示，不同配比组成的凝胶具有

不同的结构。在没有添加WG（10:0）的情况下，凝胶

中蛋白的表面凹凸不平，孔隙较多，而在加入WG后，

随着 WG所占比例的增加，复合凝胶表面趋于平整，

粗糙程度降低。在 MBP:WG为 7:3时，复合凝胶

表面致密光滑，网络结构稳定。这与本研究中持水性

的结果一致，证实了凝胶的 WHC受到不同交联方式

的微观结构的影响[10]。少量谷朊蛋白添加可以弥补

MBP网络的空隙，使凝胶网络更致密，从而显著提高

了凝胶的持水性。然而，过高的 WG会导致凝胶网

络结构变得粗糙、孔隙比较大，从而导致复合凝胶容

易在离心力的作用下脱水，降低了持水性。然而，随

着 WG所占比例的进一步增加，复合凝胶中有大量

蛋白颗粒附着，表面粗糙孔隙较大，网络结构稳定性

差。这可能是由于过多的 WG导致蛋白质之间的聚

集程度增大，导致凝胶结构被破坏。刘鑫硕等[37] 也

表明过量地添加蛋清蛋白会对马铃薯蛋白凝胶的微

观结构产生负面影响，其粗糙度和表面不平整度逐渐

增大。
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图 10    MBP-WG不同配比对复合凝胶微观结构的影响
Fig.10    Effect of different ratios of MBP-WG

on the microstructure of composite gels
 

 2.11　MBP/WG复合蛋白凝胶的相关性分析

基于凝胶性质随结构变化的趋势，通过 Pearson
相关系数（r）建立了凝胶特性和结构性能之间的相关

性分析。如图 11所示，β-折叠结构与固定水含量和

弹性分别呈非常显著正相关（r=0.95，P<0.01）和显著

正相关（r=0.87，P<0.05），但与游离水含量呈极显著

负相关（r=−0.98，P<0.001），这表明 WG的加入促进
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图 9    MBP-WG不同配比对复合凝胶内源荧光光谱的影响

Fig.9    Effect of different ratios of MBP-WG on the intrinsic
fluorescence spectra of composite gels
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了致密、稳定的蛋白质网络形成，从而显著增强凝胶

的持水性及机械性能，还表明致密有序的 β-折叠结

构更有利于改善复合凝胶的质构性能。另一方面，α-
螺旋结构与固定水含量和弹性呈显著负相关（P<
0.05），说明该结构可能不利于凝胶网络的形成和稳

定性。此外，二硫键与持水性和硬度之间存在显著正

相关（P<0.05），和最终 G'之间存在非常显著正相关

（P<0.01），这表明谷朊蛋白引入后的分子间作用力的

加强促进了蛋白质聚集体的形成，从而显著提高了最

终储能模量（G'）、硬度、弹性及持水能力（图 3、图 5、
图 6a）。
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 3　结论
本研究表明，WG与 MBP在不同复配比例下对

复合凝胶性能具有显著影响，尤其在持水性、质构特

性与流变性能方面表现出明显的量效关系。当

MBP:WG为 7:3时，复合凝胶的综合性能最优，其

持水率提高了 4.77%，弹性显著增强（0.98），流变储

能模量也达到最大值（244483.77 Pa）。WG通过促

进蛋白质分子间二硫键形成和疏水相互作用，显著增

强了凝胶网络的结构有序性和稳定性。然而，当

WG添加比例超过 30%时，由于蛋白过度聚集导致

网络结构不均匀，凝胶性能反而下降。本研究明确

了 WG在诱导 MBP结构有序化和强化分子交联中

的关键作用，为基于 MBP-WG复合体系开发质地优

良的植物蛋白凝胶制品提供了理论依据与配比优化

策略。尽管目前研究揭示了 WG的宏观功能效应，

但 WG对蛋白质结构变化的具体调控机制仍有待深

入解析，未来研究可进一步结合分子动力学模拟与多

尺度结构分析技术，系统揭示 WG诱导下蛋白质结

构与功能的关系，为构建高性能植物蛋白基食品体系

提供更加可靠的科学依据。
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