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化；加入Ｚｎ２＋对色素溶液的吸光度值影响较大，且使溶液颜
色变浅。

３　结论与讨论

百脉根花色素外观呈黄色，为水溶性天然色素。本研究

表明，百脉根花色素最佳提取工艺条件为：料液比１∶２０，超
声波时间２０ｍｉｎ，超声波温度６０℃；百脉根花色素对光照比
较稳定；在溶液ｐＨ值３～６时百脉根花色素稳定，在碱性条
件下颜色发生改变；强氧化性的 Ｈ２Ｏ２对百脉根花色素的稳
定性有较大影响，色素吸光度值有减小趋势，且颜色变浅；抗

坏血酸对百脉根花色素有较弱的降解作用；蔗糖、氯化钠对百

脉根花色素影响较小；金属离子 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｎａ＋、Ａｌ３＋、Ｃｕ２＋

对百脉根花色素无明显影响，Ｚｎ２＋对百脉根花色素影响显著，

使溶液颜色变浅。因此在百脉根花色素的提取、加工、储存、

使用过程中，应尽可能在酸性、低温条件下进行，避免和

Ｈ２Ｏ２、抗坏血酸、Ｚｎ
２＋等接触。本研究建立的百脉根花色素

超声波辅助提取方法操作简单，提取效率高，对百脉根花色素

的开发和研究具有重要意义。
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　　摘要：通过比较不同氧化体系对乳清蛋白理化性质的影响发现，在铁／过氧化氢／抗坏血酸氧化系统，亚油酸脂肪
及氧化系统、氧化酶氧化系统中乳清蛋白对ＦｅＣｌ３氧化系统较为敏感。在铁／过氧化氢／抗坏血酸氧化系统中，羰基和

二聚酪氨酸的含量均随氧化剂浓度的增加以及氧化时间的延长而增加。巯基和游离氨基酸含量均随氧化剂浓度的增

加以及氧化时间的延长而降低。由此可见，氧化极大程度地改变了蛋白的理化性质，并可能导致蛋白结构的改变，进

而影响其功能性质。因此，在实际生产中应尽可能地控制蛋白氧化的发生。
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　　在乳与乳品加工及贮藏过程中，由于乳及乳制品中含有
较高的不饱和脂肪酸、风味物质、金属催化剂、氧化酶以及其

他乳中本身含有的或在加工中加入的一些成分，使得原料乳

及乳制品非常容易发生氧化，进而引起乳品变味、变色、营养

成分破坏，并且会产生有毒化合物，所以氧化已经被认为是引

起乳与乳品质量劣变的一个主要因素，仅次于微生物腐

败［１－５］。关于乳品中脂类物质的氧化已经进行了大量的研

究，但对于蛋白质氧化引起乳品质量变化的研究直到最近几

年才被科学家关注。

由于乳中含有较高浓度的不饱和脂肪酸以及一些促进氧

化的物质，使得乳蛋白质发生氧化。同时研究发现，乳品加工

中的机械作用也会降低乳本身具有的抗氧化能力，而且使乳

中本身含有的促进氧化的物质直接同蛋白质接触，在有氧的

情况下使得蛋白质更容易受到氧自由的攻击而发生蛋白质的

氧化。还有研究发现，一般脂肪氧化会引起蛋白质的氧化，且

脂肪的氧化会促进蛋白质氧化的发生［６－１０］。然而目前对乳

清蛋白质氧化方面的研究鲜有报道。

本试验以乳中的乳清蛋白为研究对象，采用乳中本身存

在的３种氧化系统（羟基自由基氧化系统、亚油酸脂肪氧化
系统和氧化酶氧化系统）对乳清蛋白质进行氧化，分析其对

乳清蛋白理化性质的影响，为乳品生产中通过抑制或适当控

制氧化，提高蛋白质功能提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
乳清分离蛋白，购买于美国Ｄａｖｉｓｃｏ食品公司；盐酸、氯化

钠、己二胺四乙酸、氯化铁、过氧化氢、抗坏血酸均为分析纯。

脂肪氧化酶（Ｓｉｇｍａ）、乳过氧化物酶（Ｓｉｇｍａ）、亚油酸（Ｓｉｇｍａ）
为市售。

超纯水系统（Ｍｉｌｌｉ－ＱＧｒａｎｄｉｅｎｔ，美国），紫外可见分光光
度计（Ｃａｒｙ５０ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，美国Ｖａｒｉａｎ公司），荧光分光
光度计（Ｅｃｌｉｐｓｅｓｐｅｃｔｒｏｆｌｕｏｒｉｍｅｔｅｒ，美国Ｃａｒｙ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　Ｆｅ／Ｈ２Ｏ２／Ａｓｃ（铁／过氧化氢／抗坏血酸）氧化系统的
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制备　该系统为羟基自由基（·ＯＨ）产生氧化系统（Ａｈｙ
ｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ－ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ，简称为 ＨＲＧＳ），主要由
ＦｅＣｌ３、Ａｓｃ和Ｈ２Ｏ２通过铁的氧化还原反应而产生。本试验
主要设计Ｈ２Ｏ２氧化体系和ＦｅＣｌ３氧化体系，这２种氧化体系
均在浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中（ｐＨ值为６．０）进行。
１．２．１．１　Ｈ２Ｏ２氧化体系　固定体系中ＦｅＣｌ３和Ａｓｃ浓度，改
变Ｈ２Ｏ２农度，即浓度为 ０．１ｍｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３和 ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
Ａｓｃ，Ｈ２Ｏ２浓度分别选择１、５、１０、１５、２０ｍｍｏｌ／Ｌ。
１．２．１．２　ＦｅＣｌ３氧化体系　固定体系中Ｈ２Ｏ２和Ａｓｃ浓度，改
变 ＦｅＣｌ３浓度，即浓度为 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２和 １ｍｍｏｌ／Ｌ
Ａｓｃ，ＦｅＣｌ３浓度分别选择０．１、０．２、０．４、０．５和１ｍｍｏｌ／Ｌ。
１．２．２　亚油酸脂肪氧化系统　由不同活性的脂肪氧化酶
（５０００、８０００、１００００、１５０００和２００００Ｕ）使１００μｍｏｌ亚油
酸氧化。

１．２．３　氧化酶氧化系统　通过不同浓度氧化剂 Ｈ２Ｏ２（５０、
８０、１００、１２０和１５０μｍｏｌ）激活的乳过氧化物酶（１００μｍｏｌ）氧
化系统。

１．２．４　乳清蛋白的氧化反应　在上述氧化体系中分别加入
乳清分离蛋白，使得蛋白的最终质量浓度为２０ｇ／Ｌ。然后所
有样品均在８０℃水浴锅中恒温氧化，分别培养１、３、５ｈ，使乳
清分离蛋白发生不同程度的氧化。通过添加 ＢＨＡ／Ｔｒｏｌｏｘ／
ＥＤＴＡ（使其最终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ）来中止氧化反应。
１．２．５　羰基含量的测定　参考Ｏｌｉｖｅｒ报道的方法［１１］测定。

１．２．６　总巯基含量的测定　参考Ｓｉｍｐｌｉｃｉｏ等报道的方法［１２］

测定。

１．２．７　二聚酪氨酸含量的测定　参考 Ｄａｖｉｅｓ等报道的方
法［１３］测定。

１．２．８　游离氨基的测定　参考 Ｂｒａｎｄｓ等报道的方法［１４］

测定。

１．２．９　数据分析　用 Ｏｒｉｇｉｎ７．５软件进行数据处理，并且用
ＳＡＳ９．０统计软件进行差异显著性分析（Ｐ＜０．０５），所有处理
重复３次。

２　结果与分析

２．１　氧化对乳清蛋白羰基含量的影响
由图１可知，所有样品中羰基含量在经过氧化处理后均

增加。在相同的氧化体系中，羰基含量随着氧化时间的增加

而增加。例如，在图 １的 Ｆｅ／Ｈ２Ｏ２／Ａｓｃ氧化系统中在
１ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２条件下氧化５ｈ和１ｈ比较，羰基含量约增
加了１．８倍，达到２０．１２ｎｍｏｌ／ｍｇ。３ｈ和５ｈ氧化显著高于
１ｈ氧化（Ｐ＜０．０５）。在相同的氧化时间，羰基含量随着氧化
剂浓度的增加而明显增加。但从图１可以发现，在３种氧化
系统中，Ｆｅ／Ｈ２Ｏ２／Ａｓｃ氧化系统中的羰基含量显著高于其他
２个氧化系统（Ｐ＜０．０５），说明乳清蛋白对 Ｆｅ／Ｈ２Ｏ２／Ａｓｃ氧
化系统更敏感，因此本试验后续研究选用 Ｆｅ／Ｈ２Ｏ２／Ａｓｃ氧化
系统。

２．２　氧化对乳清蛋白总巯基含量的影响
由图２可知，氧化系统对总巯基的含量随着氧化时间的

延长而逐渐下降，在相同氧化时间内，总巯基含量随着氧化剂

浓度的增加而降低，这与羰基变化模式恰好相反。如在图２Ａ
中，最初未氧化蛋白的总巯基含量是３２．８４μｍｏｌ／ｇ，在不同浓
度的Ｈ２Ｏ２下，所有样品经１、３、５ｈ的氧化处理后，同对照样
品相比，总巯基含量显著降低（Ｐ＜０．０１）。３ｈ氧化同１ｈ氧
化相比，在对应浓度上所有样品总巯基损失约１８％；但是在
高浓度Ｈ２Ｏ２条件下，总巯基降低速度减慢，推测可能是因为
此时巯基降低趋于结束。在图２Ｂ中，总巯基含量有着类似
的变化。

２．３　氧化对乳清蛋白二聚酪氨酸含量的影响
二聚酪氨酸的形成是蛋白在自由基氧化体系中发生氧化
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的一个重要标记。由图３可知，二聚酪氨酸的含量无论随氧
化剂浓度的增加还是氧化时间的延长，其整体的变化均呈增

加趋势，并且同对照相比显著增加（Ｐ＜０．０５）。乳清蛋白在
ＦｅＣｌ３体系中形成的二聚酪氨酸含量（图３－Ｂ）比在 Ｈ２Ｏ２体
系（图３－Ａ）中多，这说明乳清蛋白对 ＦｅＣｌ３更加敏感，可能
是因为乳清蛋白在ＦｅＣｌ３体系中氧化更为剧烈所致。此研究
结果与Ｈａｎａｎ等［１５］和Ｍｏｒｚｅｌ等［１６］的研究结果相类似。

２．４　氧化对游离氨基的影响
蛋白氧化的另一个重要指标是氨基含量。由图４可知，

在相同氧化时间随着氧化剂浓度的增加，游离氨基含量呈明

显的降低趋势，且在相同氧化剂浓度下，随着氧化时间的增

加，氨基含量也呈明显下降趋势，这与巯基含量的整体下降趋

势一致。在ＦｅＣｌ３体系中经历３ｈ和５ｈ氧化，游离氨基酸含
量同１ｈ氧化相比下降更为迅速，而在 Ｈ２Ｏ２体系中，经历
１、３ｈ氧化时游离氨基酸含量变化不大，经历５ｈ氧化时显著
下降。表明，游离氨基的降低证实了侧链中带有 ＮＨ或 ＮＨ２
的氨基酸参与了羰基的形成。此结果与 Ｍｏｒｚｅｌ等对肌原纤
维蛋白氧化后游离氨基的研究结果［１６］相似。

３　结论

本研究结果一方面进一步证实了蛋白氧化会引起乳清蛋

白理化性质的改变，如羰基和二聚酪氨酸含量的增加、游离氨

基和总巯基含量降低；另一方面发现乳清蛋白对铁／过氧化
氢／抗坏血酸氧化系统更为敏感。而蛋白理化性质的改变必
然对其营养价值、功能性质产生一定的影响，这些都需要进一

步的研究。因此，在实际生产中应尽可能地控制蛋白氧化的

发生，以保持蛋白原来的特性，减少其因为氧化所带来的营养

损失或者降低其应用价值。
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