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酶解—糖基化对猪皮胶原蛋白特性的影响
Effectsofenzymolysisandglycosylationonthe

characteristicsofporcineskincollagen
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摘要:[目的]改善胶原蛋白加工特性.[方法]以猪皮胶

原蛋白(pigcollagen,PC)为研究对象,以胶原蛋白、酶解

后的胶原蛋白(enzymatichydrolysispigcollagen,HＧPC)

为对 照,分 析 了 酶 解—糖 基 化 协 同 改 性 后 的 复 合 物

(glucosecomplexenzymatichydrolysispigcollagen,HGＧ
PC)的抗氧化、乳化等功能特性,利用紫外可见光谱、荧光

光谱和傅里叶红外光谱对 HGＧPC的结构进行研究.[结
果]相较于PC与 HＧPC,HGＧPC的DPPH 自由基清除率、

持水性、乳化性、乳化稳定性、起泡性及起泡稳定性均显

著提高(P＜０．０５);持油性、表面疏水性和浊度显著下降

(P＜０．０５);紫外吸收强度有所增加,荧光强度降低,蛋白

质二级结构被破坏.[结论]酶解—糖基化协同改性能明

显改变PC的性质,且协同改性效果优于单一改性.

关键词:胶 原 蛋 白;糖 基 化;协 同 改 性;功 能 特 性;结 构

特性

Abstract:[Objective]Thisstudyaimedtoimprovetheprocessing

characteristicsofcollagen．[Methods]Usingpigskincollagenand

enzymatichydrolysispigskincollagen(HＧPC)asacontrol,the

antioxidant,emulsification,andotherfunctionalpropertiesofthe

complexafterenzymatichydrolysisandglycosylation (HGＧPC)

wereanalyzed．ThestructureofHGＧPCwasstudiedbyUVＧVIS

spectrum,fluorescencespectrum,andFourierinfraredspectrum．
[Results]TheresultsshowedthatcomparedwithPCandHＧPC,

the DPPH free radical scavenging rate, water retention,

emulsification,emulsificationstability,foamingstability,and

foamingstabilityofHGＧPC weresignificantlyincreased (P ＜

０．０５)．Whilethe oilretention,surface hydrophobicity,and

turbidityofHGＧPCweresignificantlydecreased(P＜０．０５)．The

UV absorptionintensity of HGＧPC wasincreased,andthe

fluorescenceintensity was decreased,the protein secondary

structureofwhichwasdestroyed．[Conclusion]Thesynergistic

modification of enzymatic hydrolysis and glycosylation can

significantlychangethepropertiesofPC,andthesynergistic

modificationeffectisbetterthansinglemodification．

Keywords:collagen;glycosylation;cooperative modification;

functionalcharacteristics;structuralcharacteristic

猪皮资源丰富,价廉易得.猪皮中胶原蛋白含量高

达８７．８％[１],且猪皮胶原蛋白具有溶解、乳化、起泡、胶凝

等性质,常被应用于食品、美容、生物医药、化工、纺织等

领域.但胶原蛋白本身也存在很多缺点,诸如溶解性不

好,易受蛋白酶水解,对热、有机溶剂都不稳定等,这些缺

点都大大限制了其应用.为了提高猪皮胶原蛋白(pig
skincollagen,PC)的稳定性,改善其功能特性,需要对其

进行改性.蛋白改性技术通常分为物理改性、化学改性、
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生物改性３种.物理改性包括加热、低温冷冻、超声波、

超高压、微波、伽马射线等;化学改性包括磷酸化、酰胺

化、糖基化等;生物改性包括酶法、生物发酵等.物理改

性费用低,无毒副作用,不改变蛋白质的一级结构;化学

改性可引入化学基团从而改变蛋白质的功能特性,但安

全性相对较低;生物改性条件温和,但周期长,见效慢.

其中酶解法主要通过操纵蛋白酶切割分解蛋白质特定部

位实现,选择性高、反应条件安全温和,无需考虑副反应.

而糖基化处理条件简单、无需加入任何种类的化学催化

剂,能够使蛋白质的一些物理或化学性质得到改善.

胶原蛋白肽是胶原蛋白经过水解后生成的产物,其

相对分子质量小于５０００,因此极易被人体消化吸收,而

且具有了多种功能特性,如抑菌性、抗氧化活性、血管紧

张素转换酶(ACE)抑制活性等,在食品和医疗保健品领

域越来越受到人们的关注[２].Indriani等[３]采用超声辅

助木瓜蛋白酶水解亚洲牛蛙皮肤胶原蛋白,发现其生物

活性特别是抗氧化性显著增强.孔惠等[４]采用木瓜蛋白

酶水解鲑鱼皮胶原蛋白,得到最佳工艺条件为加酶量

７％,温度５５ ℃,底物质量分数１０％,pH８．０,酶解时间

２．５h,在此条件下得到相对分子质量小于１０００的胶原蛋

白肽,更易被人体吸收.

糖基化反应是蛋白分子侧链氨基与还原糖末端羟基

发生的非酶促反应,属于美拉德反应机理的羰氨缩合反

应[５].研究[６]证明,糖基化改性可以有效提高天然蛋白

质及其肽的活性.曹琳等[７]利用葡萄糖与罗非鱼胶原蛋

白肽发生糖基化反应,结果表明糖基化是一种有效的增

强罗非鱼皮胶原蛋白肽热滞活性的方法.罗非鱼皮胶原

蛋白肽经糖基化处理后,有望被开发成新型环保的高效

抗冻剂.宋红新[８]３７－３８以林蛙残体胶原蛋白多肽与葡聚

糖、果糖发生美拉德反应,得到的反应产物抗氧化性显著

提升,且其 ACE抑制活性也明显改善.

目前有关胶原蛋白的改性多以单一的糖基化改性或

酶解改性,而关于酶解与糖基化结合改变胶原蛋白性质

的研究却少有报道.研究拟采用协同改性—酶解和糖基

化相结合的方法对 PC进行改性,并对 HGＧPC的功能和

结构性质进行研究,以期为改善PC的功能特性研究提供

新思路,拓展其在食品、生物、医药、化妆品等领域的应用

范围.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

PC:胶原蛋白含量≥９９％,广州康达生物科技有限

公司;

木瓜蛋白酶:１．０×１０４ U/g,上海蓝季生物有限公司;

中性蛋白酶:５．０×１０４ U/g,上海蓝季生物有限公司;

葡聚糖:分析纯,天津市科密欧化学试剂有限公司;

维生素C(VC):分析纯,上海麦克林生化科技股份有

限公司.

１．２　仪器与设备

紫外可见分光光度计:UVＧ２６００型,日本日立公司;

真空冷冻干燥机:LGＧ０．２型,美国惠普公司;

超速离心机:HＧ１６５０型,长沙湘锐离心机有限公司;

荧光光谱仪:Caryeclipse型,美国 Aglient公司;

傅里叶红外光谱仪:Vector３３型,德国Bruker公司.

１．３　方法

１．３．１　HＧPC及 HGＧPC的制备　称取一定量PC粉溶解

于热水中配成６％的溶液,采用分步酶解法进行酶解.参

照肖岚等[９]的方法,先用木瓜蛋白酶进行酶解,再用中性

蛋白酶进行酶解.结束后,灭酶(９０ ℃、１０ min),离心

(１００００r/min,１０min),取上清液冷冻干燥,得到 HＧPC.

称取１g的 HＧPC溶于蒸馏水中,按糖肽质量比２∶１
加入葡聚 糖,充 分 搅 拌 溶 解.调 节 溶 液 为 pH ８．０,在

７０℃下反应４h,冷冻干燥后得到 HGＧPC.

１．３．２　DPPH 自由基清除率的测定　参照文献[１０].

１．３．３　功能特性测定

(１)持水性和持油性:参照文献[１１].

(２)乳化性能:参照文献[１２]２２,修改如下:配制质量

浓度为５mg/mL待测样品.乳化性和乳化稳定性分别

按式(１)、式(２)计算.

E＝
V２

V１
×１００％, (１)

S＝
V３

V２
×１００％, (２)

式中:

E———乳化性,％;

S———乳化稳定性,％;

V１———乳浊液体积,mL;

V２———离心后乳化层体积,mL;

V３———加热后再离心乳化层体积,mL.

(３)起泡性能:参照文献[１２]２１－２２,修改如下:取质量

浓度为５mg/mL的待测样品,搅打后将溶液静置５min.

起泡能力和泡沫稳定性按式(３)、式(４)计算.

P＝
V２－V１

V１
×１００％, (３)

S＝
V４

V３
×１００％, (４)

式中:

P———起泡能力,％;

S———起泡稳定性,％;

V１———搅打前体积,mL;

V２———搅打后体积,mL;

V３———搅打后泡沫体积,mL;

５２
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V４———静置５min后的泡沫体积,mL.
(４)表面疏水性:参照文献[１３].
(５)浊度:将适量的 PC、HＧPC 和 HGＧPC 与 TrisＧ

HCl缓冲液(pH７．４)混合配制成２．５mg/mL的溶液,于
高速分散均质机均质(１００００r/min,１min),充分溶解后,

在５００nm 处测吸光度.

１．３．４　结构特性测定

(１)紫外吸收光谱分析:取５mg/mL的待测溶液,按
照１０nm/s速 率 采 用 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 进 行 扫 描

(２００~４００nm).
(２)荧光光谱分析:取５mg/mL的待测溶液,采用荧

光光谱仪进行扫描(３００~４５０nm),激发波长为２９５nm,

狭缝１０nm.
(３)傅里叶红外光谱分析:将 PC、HＧPC、HGＧPC与

溴化钾按质量比１∶１００混匀,采用红外光谱仪进行扫描

(４００~４０００cm－１).使用 PeakFitv４．１２软件分析 PC、

HＧPC和 HGＧPC酰胺I带处的蛋白质二级结构相对含量

变化.
(４)粒径分析:分别用蒸馏水配制５mg/mL的 PC、

HＧPC和 HGＧPC溶液,采用微米激光粒度仪对溶液的平

均粒径进行测定.

１．３．５　数据分析　用 Origin８．５作图,SPSS２６．０分析数

据,所有试验均做３次重复,取平均值.

２　结果与分析

２．１　DPPH自由基清除率

由图１可知,PC、HＧPC、HGＧPC、VC的 DPPH 自由基

清除率分别为６０．７７％,７７．００％,９０．９０％,９１．５０％(P＜
０．０５).HGＧPC相较于 PC与 HＧPC,DPPH 自由基清除

率显著提高(P＜０．０５),略低于同等条件下 VC的抗氧化

能力,其抗氧化活性顺序为 VC＞HGＧPC＞HＧPC＞PC,存
在显著性差异(P＜０．０５).原因可能是加入的葡聚糖与

蛋白质发生反应生成了美拉德反应产物,这些产物可提

供氢与 DPPH 自由基结合形成稳定的 DPPHＧH 分子,因
此呈现出较好的清除 DPPH 自由基的能力.这与宋红

新[８]３７－３８在林蛙胶原蛋白多肽中的研究结果一致.证明

糖基化处理是提高PC抗氧化性的一种非常高效的方法.

２．２　功能特性分析

由表１ 可知,HGＧPC 的持水性与 PC 相比 提 高 了

０．７１g/g(P＜０．０５),与 HＧPC相比提高了０．２５g/g(P＜
０．０５).究其原因,是酶解造成蛋白分子链断裂成小分子

肽链,继而使PC结合水能力增强[１４];糖基化后亲水基团

数量增加,使 HＧPC持水性进一步增强.HGＧPC的持油

性较PC与 HＧPC均有所降低(P＜０．０５),这是由于蛋白

持油性与表面疏水性紧密相连,表面疏水基团减少导致

与 油结合机会减少.由表１还可知,HGＧPC的表面疏水

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　处理方式对PC清除 DPPH 自由基能力的影响

Figure１　EffectsofdifferenttreatmentsonDPPHfree

radicalscavengingabilityofPC

表１　PC、HＧPC和 HGＧPC的功能性质†

Table１　FunctionalpropertiesofPC,HＧPCandHGＧPC

样品
持水性/

(gg－１)

持油性/

(gg－１)

表面疏水

性/％
浊度

PC １．５２±０．０３c ３．５２±０．３８a ８６．２２±０．０１a ０．３８±０．０３a

HＧPC １．９８±０．０５b ２．８８±０．４２b ７８．７８±０．０１b ０．３５±０．０５b

HGＧPC ２．２３±０．０４a ２．２１±０．４５c ６７．３６±０．０２c ０．３１±０．０３c

　†　同列字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

性较 PC 降 低 了 ７．４４％ (P ＜０．０５),较 HＧPC 降 低 了

１１．４２％(P＜０．０５),原因是加入葡聚糖的同时也会带来部

分 羟 基,增 强 了 体 系 整 体 的 吸 水 性,降 低 了 疏 水

性[１２]４２－４３.HGＧPC、HＧPC的浊度相较于 PC均有所下降

(P＜０．０５),原因可能是 PC酶解后形成了小相对分子质

量的多肽,多肽与水形成氢键,导致其溶解度增大,进而

降低了浊度;在糖基化过程中,导入的葡聚糖糖基增加了

肽中的亲水性羟基,使溶解度进一步升高浊度下降[１３].

　　由表２可知,HGＧPC的乳化性和乳化稳定性相较于

PC分别提高了４４．９３％和２３．３０％(P＜０．０５),相较于 HＧ
PC分别提高了２６．０９％和１４．１０％(P＜０．０５).这可能是

因为酶解使 PC的亲水基团暴露出来,结合油的能力增

强,且糖基化处理后生成的糖—蛋白复合物分子会聚集

起来形成保护膜并会附着在液滴周围以阻碍液滴凝聚,以

此提高乳液的稳定性[１５].HＧPC、HGＧPC的起泡性和泡沫

稳定性较PC均有所改善(P＜０．０５).HGＧPC起泡性和起

泡稳定性较PC分别提高了２８．６９％和３６．４５％(P＜０．０５),

较 HＧPC分别提高了２０．６９％和２０．５８％(P＜０．０５).原因

是蛋白质起泡性随溶解度变化而变化,并与之成正比,酶
解和协同改性均增大了PC的溶解度,则起泡性也随之提

高.此外,葡聚糖的添加会引入多羟基,作用于 HＧPC导致

分子间的静电作用力进一步增强,同时增大蛋白质膜的厚

度和硬度,从而改善 HGＧPC的泡沫稳定性[１６].
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表２　PC、HＧPC和 HGＧPC的功能性质†

Table２　FunctionalpropertiesofPC,HＧPCandHGＧPC
％

样品 乳化性 乳化稳定性 起泡性 起泡稳定性

PC ３３．３３±０．１９c ５０．０３±０．２９c ２４．６７±０．３６c ２８．５７±０．１４c

HＧPC ５２．１７±０．２３b ６９．２３±０．７６b ３２．６７±０．４１b ４４．４４±０．３５b

HGＧPC ７８．２６±０．１４a ８３．３３±０．４３a ５３．３６±０．５２a ６５．０２±０．３１a

　†　同列字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

２．３　结构性质分析

２．３．１　紫外吸收光谱分析　如图２所示,波长为２８０~
２９０nm 时,３种物质均有强烈吸收,但最大吸收峰的位置

发生了改变.PC最大吸收峰位于２８４nm 处,HＧPC最大

吸收峰位于２８６nm 处,HGＧPC最大吸收峰位于２８５nm
处.显然 HＧPC、HGＧPC相对于 PC发生了红移,原因可

能是改性使PC的色氨酸、酪氨酸残基暴露出来,产生了

较多的具有紫外光吸收特性的物质,导致 HＧPC与 HGＧ
PC在此波长区间吸收强度增加[１７].同时,HGＧPC相对

于 HＧPC发生了蓝移,且吸收峰低于 HＧPC,原因可能是

糖基化改性过程中形成了一层糖膜,覆盖在 HＧPC上,阻
碍了发色基团的暴露,发生减色效应,导致峰值下降,这
与刘建垒[１８]在牛血清蛋白中的研究结果一致.

图２　紫外吸收光谱分析

Figure２　Analysisofultravioletabsorptionspectrum

２．３．２　荧光光谱分析　糖基化反应进行到后期会生成大

量的有色物质,它是该反应的一个代表性特征[１９].由

图３可知,相较于 PC、HＧPC,HGＧPC荧光强度显著增强,

PC最大吸收峰在４３４nm 处,而 HＧPC、HGＧPC的最大吸

收峰相较于PC分别蓝移至４２９nm 与４１５nm 处.原因

可能是酶解使得蛋白质的结构遭到破坏,结构变得更加

松散,大量色氨酸暴露在溶剂中导致的.加入葡聚糖后,

还原物质与胺之间不可逆的反应,导致荧光物质的积累,

从而使荧光吸收强度增加[２０].

２．３．３　傅里叶红外光谱分析　由图４可知,３种物质在

２９００~３３００cm－１均有振动吸收,是 N—H 键变形振动

的 结果.在酰胺Ⅰ带,PC、HＧPC均有强烈吸收,但最大

图３　荧光吸收光谱

Figure３　Analysisoffluorescenceabsorptionspectrum

图４　傅里叶红外光谱图分析

Figure４　Analysisoffouriertransforminfrared
spectrometer

吸收峰的位置发生了改变,PC、HＧPC、HGＧPC在酰胺Ⅰ
带的峰分别位于１６５１．０１,１６５４．８６,１６５８．７２cm－１,显然

相较于PC与 HＧPC,HGＧPC均发生了红移.酰胺Ⅰ带是

CO伸缩振动的结果,是由于 HＧPC中的 N—H 与葡聚

糖上的羰基反应,影响了CO的伸缩振动,导致吸收峰

红移.谱图上CO 和 N—H 的变形振动表明 HＧPC的

氨基与糖的羰基产生了共价键[２１],进一步证明了糖基化

反应的存在.

　　由表３可知,HGＧPC的二级结构发生明显变化,其中

βＧ折叠含量显著增加,βＧ折叠的形成多与分子间氢键的作

用相关.相较于PC和 HＧPC而言,βＧ折叠含量分别增加

了２．９６％,２．８３％(P＜０．０５),αＧ螺旋 含 量 分 别 减 少 了

０．５７％,０．１１％(P＜０．０５),βＧ转角含量分别减少了４．１６％,

３．０９％(P＜０．０５),无规卷曲含量分别减少了 ０．７３％,

０．１１％(P＜０．０５).这与 Pirestani等[２２]在糖基化油菜籽

分离蛋白中的研究结果一致.结果表明,改性处理破坏

了维持PC二级结构的分子间力,使 PC的一些理化性质

和功能特性发生改变.

２．３．４　粒径分析　由图５可知,相较于PC,HＧPC粒径分

布向粒度小的方向偏移.原因可能是 PC经过酶解反应

后,由于酶的加入使PC的三股螺旋结构展开,形成相对
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表３　协同改性前后PC酰胺I带二级结构相对含量†

Table３　Collagen amide I band secondary structure
relativecontentbeforeandaftercoＧmodification

％

样品 αＧ螺旋 βＧ折叠 βＧ转角 无规卷曲

PC １７．０９±０．４５a ２５．９２±０．８７c ４２．３８±０．３７a １６．２６±０．４８a

HＧPC １６．６３±０．０７b ２６．０５±０．１１b ４１．３１±０．０９b １５．６６±０．５７b

HGＧPC １６．５２±０．４３c ２８．８８±０．１６a ３８．２２±０．３４c １５．４８±０．２６c

　†　同列字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

图５　粒径分布图

Figure５　Particlesizedistribution

分子质量更小的肽,更易溶解,进而粒径减小.这与胡

颀[２３]在研究牛骨PC酶解后粒径的变化趋势一致.相较

于 HＧPC,HGＧPC粒径分布向粒度大的方向偏移,原因可

能是糖的引入使得 HＧPC在溶液中产生了一定的可溶性

聚集颗粒体.

２．４　相关性分析

PC、HＧPC、HGＧPC的功能特性与其自身内部的结构

变化紧密相关.由表４可知,PC、HＧPC、HGＧPC的乳化

性和乳化稳定性与βＧ折叠呈正相关,与βＧ转角呈负相关,

相关系数分别为０．９２,０．８４与－０．９８,－０．９４.PC、HＧPC、

HGＧPC的表面疏水性与βＧ折叠呈负相关,与βＧ转角呈正

相关,相关系数分别为－０．９３和０．９９.说明样品中βＧ折

表４　PC改性前后功能特性与结构变化间的相关关系

Table４　Correlationbetweenfunctionalpropertiesand

structural changes of collagen before and

aftermodification

指标 乳化性
乳化稳

定性

表面疏

水性
βＧ折叠 βＧ转角

乳化性 １．００

乳化稳定性 ０．９８ １．００

表面疏水性 －１．００ －０．９８ １．００

βＧ折叠 ０．９２ ０．８４ －０．９３ １．００

βＧ转角 －０．９８ －０．９４ ０．９９ －０．９８ １．００

叠结构含量越多,样品溶液的乳化性及表面疏水性越强.

此外,乳化性与表面疏水性之间也存在较为明显的、相关

系数为１的负相关关系,说明样品溶液的乳化性随表面

疏水性的减小而增大.

３　结论

研究对猪皮胶原蛋白、酶解后的胶原蛋白和酶解—

糖基化协同改性后的复合物的功能特性及结构进行了测

定.结果表明,酶解—糖基化协同改性后的复合物在抗

氧化性、持水性、乳化性、乳化稳定性、起泡性及起泡稳定

性等方面均呈显著增强的优势(P＜０．０５),持油性显著降

低(P＜０．０５),表面疏水性相较于猪皮胶原蛋白、酶解后

的胶原蛋白分别降低了７．４４％,１１．４２％(P＜０．０５),浊度

呈下降趋势,大小为酶解—糖基化协同改性后的复合

物＜酶解后的胶原蛋白＜猪皮胶原蛋白.为了更加深入

地了解猪皮胶原蛋白相关性质变化的机理,对猪皮胶原

蛋白、酶解后的胶原蛋白、酶解—糖基化协同改性后的复

合物进行了紫外、荧光、红外、粒径分析,结果表明酶解—

糖基化协同改性后的复合物相较于猪皮胶原蛋白、酶解

后的胶原蛋白,荧光强度与紫外吸收强度均有所增加;蛋

白的二级结构被破坏,葡聚糖连接到酶解后的胶原蛋白

上,部分 吸 收 峰 变 强;βＧ折 叠 相 对 含 量 显 著 增 加 (P＜

０．０５),而αＧ螺旋、无规卷曲和βＧ转角相对含量减少(P＜

０．０５);其粒径分布呈增大的趋势.说明酶解—糖基化可

以有效改善猪皮胶原蛋白的功能特性.同时,证明了酶

解—糖基化协同改性相比于单一改性具有较强改善蛋白

质功能特性的能力.
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