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乳糖和 2′-岩藻糖基乳糖对绿豆蛋白糖基化程度、 
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摘要：植物蛋白因溶解性及界面功能较差，在食品体系中的应用受到限制，通过糖基化改性提升其功能特性具有重要意义。为

探究不同分子结构对绿豆蛋白糖基化结构及功能特性的影响，以绿豆蛋白为原料，在 65 ℃、相对湿度 74%条件下分别与乳糖（Lac）

和 2′-岩藻糖基乳糖（2′-FL）进行糖基化。以接枝度为评价指标，确定蛋白与糖的最佳配比及反应时间，并对接枝度最高的糖基化产

物进行结构表征及功能特性分析。研究表明，Lac 体系在 10 h 达到最大接枝度 42.67%，2′-FL 体系在 12 h 达到最大接枝度 39.11%，

存在显著性差异。当糖：蛋白质量比为 2:1 时，两体系的接枝度最高。SDS-PAGE 结果显示糖基化产物出现高分子量聚集条带，进一

步证实了蛋白与糖之间的共价结合；同时，粒径增大、ζ电位绝对值升高及二级结构的变化表明糖基化显著引起绿豆蛋白结构改变，

并显著改善蛋白的溶解性、乳化性及起泡性。其中，Lac 体系起泡性由 67.40%提高至 89.93%，表现出更强界面活性；2′-FL 体系泡沫

稳定性由 51.87%提高至 80.13%，界面稳定性提升更为突出。本研究为植物蛋白结构优化及为活性低聚糖在植物蛋白功能化改性中的

应用提供了理论依据。 
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Abstract: Plant proteins are limited in food applications due to their poor solubility and interfacial properties. Therefore, improving their 

functional properties through glycosylation modification is of great significance. This study aimed to investigate the effects of different 

molecular structures on the glycosylation structure and functional properties of mung bean protein. Mung bean protein was subjected to 

glycosylation with Lactose (Lac) and 2′-Fucosyllactose (2′-FL) at 65 ℃ and a relative humidity of 74%. The degree of grafting (DG) was used 

as an evaluation indicator to determine the optimal protein-to-sugar ratio and reaction time, and the glycosylation products with the highest DG 

were selected for structural characterization and functional property analysis.The results showed that the maximum DG of grafting reached 

42.67% after 10 h for the Lac system and 39.11% after 12 h for the 2′-FL system, with a significant difference between the two systems. When 

the sugar-to-protein mass ratio was 2:1, both systems exhibited the highest DG. SDS-PAGE results showed that glycosylated products exhibited 

high-molecular-weight aggregated bands, further confirming the covalent binding between proteins and sugars. Meanwhile, the increased 

particle size, higher absolute value of ζ-potential, and changes in secondary structure indicated that glycosylation significantly altered the 

structure of mung bean protein and improved its solubility, emulsifying properties, and foaming properties. Specifically, the foaming capacity of 

the Lac system increased from 67.40% to 89.93%, indicating stronger interfacial activity, while the foam stability of the 2′-FL system increased 
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from 51.87% to 80.13%, showing a more pronounced improvement in interfacial stability. This study provides a theoretical basis for the 

structural optimization of plant proteins and the application of functional oligosaccharides in plant protein functionalization. 

Key words: mung bean protein; lactose; 2′-Fucosyllactose; glycosylation modification; structural characteristics; functional propertie 

 

植物蛋白因来源广泛、环境负荷较低且具有较高营养价值，被认为是替代动物蛋白的重要资源。随着植物基

食品产业的发展，其加工性能和功能特性逐渐成为限制应用的关键因素。然而，天然植物蛋白由于结构特征限制，

通常表现出溶解性较低、结构稳定性不足及界面功能受限等缺陷，从而限制其在食品体系中的应用[1]。因此，开

发温和、安全的改性策略以提升植物蛋白功能特性具有重要意义。 

糖基化改性是基于美拉德反应的共价修饰方式，相较于传统物理或化学改性，具有反应条件温和、无需添加

化学试剂、产物安全性高等优势，在改善蛋白质溶解性、乳化性及热稳定性等方面展现出良好效果[2-4]。近年来，

糖基化改性在植物蛋白领域的应用受到广泛关注。已有研究表明，葡萄糖、乳糖、麦芽糊精等还原糖可有效改善

大豆分离蛋白[5]、豌豆蛋白[6]及花生蛋白[7]的乳化稳定性和凝胶特性。然而，现有研究主要依赖结构相对简单的单

糖、二糖或常规多糖作为糖供体，其调控作用通常集中于提高蛋白亲水性和界面性能，而对糖链结构差异引起的

反应行为、蛋白构象变化及功能特性调控规律认识仍较有限。 

绿豆蛋白作为典型植物蛋白之一，氨基酸组成均衡、致敏性较低，且具有一定的抗氧化和生物活性，在植物

基乳饮料、营养食品及益生菌载体等领域具有较好的应用潜力[8-13]。然而，对其糖基化改性的研究仍相对有限。

Zhou 等[14]采用葡聚糖对绿豆蛋白进行糖基化改性，显著提升了其乳化活性和热稳定性；Aziznia 等[15]发现麦芽糊

精修饰可改善其溶解性和起泡性能。但上述研究主要集中于改善绿豆蛋白加工性能，对不同结构糖供体调控绿豆

蛋白结构及功能特性的差异性作用仍缺乏深入研究。因此，探究糖分子结构对绿豆蛋白糖基化及功能特性的影响

具有重要意义。 

乳糖（Lactose，Lac）作为典型的还原性二糖，分子结构简单、反应活性较高，是蛋白糖基化研究中最常用

的糖供体之一[16]。2′-岩藻糖基乳糖（2′-Fucosyllactose，2′-FL）是人乳中含量最丰富的低聚糖之一，由岩藻糖、半

乳糖和葡萄糖通过特定的 α-1,2-和 β-1,4-糖苷键连接而成，具有较乳糖更为复杂的糖链结构[17]。由于额外岩藻糖基

的引入及分子尺寸增加，2′-FL 可能改变糖链与蛋白之间的相互作用方式，并影响糖链在蛋白表面的空间分布，从

而产生不同于传统糖供体的结构调控效应。此外，2′-FL 作为功能性低聚糖，其引入可为植物蛋白功能化改性提供

新的研究方向[18]。目前，2′-FL 在蛋白糖基化中的应用研究主要集中于乳蛋白体系[19]，其对植物蛋白尤其是绿豆

蛋白结构和功能特性的影响尚缺乏系统研究。 

基于上述背景，本研究以绿豆蛋白为研究对象，首次将 2′-FL 引入绿豆蛋白糖基化体系，并与乳糖体系对比，

探究不同糖结构对糖基化程度、结构及功能特性的影响，阐明糖分子结构对改性效果的调控作用，为植物蛋白糖

基化及功能化应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

81.3%蛋白含量的绿豆蛋白，烟台鼎丰生物科技有限公司；乳糖（纯度 98%），中国索莱宝科技有限公司；2′-

岩藻糖基乳糖（98.7%），青岛开元恒沣食品配料有限公司；邻苯二甲醛（OPA），中国索莱宝科技有限公司；四

硼酸钠，中国索莱宝科技有限公司；β-巯基乙醇，中国索莱宝科技有限公司；十二烷基硫酸钠（SDS），美国 Bio-Rad

公司；BCA 试剂盒，中国碧云天生物技术有限公司；BeyoGel
TM

PlusPAGE 预制胶，中国碧云天生物技术有限公司，

考马斯亮蓝快速染色液，北京兰博利德商贸有限公司。 

1.2  主要仪器与设备 

Infinite M Plex 多功能微孔板读板仪，瑞士 Tecan Austria GmbH 公司；Nicolet iS 10 傅立叶变换红外光谱仪，

美国 Thermo 公司；Chirascan 圆二色光谱仪，英国 Applied Photophysics Ltd 公司；Nano ZS90 纳米粒度及 ZETA

电位分析仪，中国马尔文公司；日立 F2700 荧光分光光度仪，日本日立公司；T25 digital ULTRA TURRAX
®数显

型高速均质机，德国 IKA 公司；DYY-6C 型电泳仪电源，北京市六一仪器厂。 
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1.3  方法 

1.3.1  糖基化产物的制备 

将绿豆蛋白分别与 Lac 和 2′-FL 按照糖与蛋白质量比分别为 1:1、2:1、3:1、1:2 和 1:3 进行混合。参考已有蛋

白-糖美拉德反应的干热处理方法[20]，并结合预实验结果，本研究将反应条件设定为 65 ℃、相对湿度 74%的恒温

恒湿环境：将样品置于密闭反应容器中，容器底部放置饱和氯化钠溶液，使容器内的相对湿度维持在 74%，将该

容器置于 65 ℃的恒温环境中反应 14 h，每隔 2 h 取一次样，置于-20 ℃储存备用。 

1.3.2  接枝度的测定 

通过测定糖基化前后的游离氨基含量来计算接枝度（Degree of Grafting，DG），游离氨基含量采用 OPA 法[21]

进行测定并做一些修改。 

称取 40 mg OPA 置于 50 mL 容量瓶中，加入 1 mL 无水乙醇使其溶解；称取 SDS 0.5 g 和四硼酸钠 0.503 g 于

小烧杯中，加水 10 mL 溶解，再加 10 mL 润两次；再吸取 100 μL β-巯基乙醇加入容量瓶，最后定容至 50 mL。 

样品取 0.1 g 加入 10 mL 水进行充分混匀，浓度为 10 mg/mL。 

取 20 μL 样品与 200 μL OPA 溶液混匀，在 340 nm 处测定吸光值。计算公式为： 

0 1

0

100%
A A

D
A


 

                      （1） 

式中： 

D——为接枝度（DG），%； 

A0——为糖基化前溶液中蛋白质的吸光度； 

A1——为糖基化后溶液中蛋白质的吸光度。 

1.3.3  结构性质的测定 

根据接枝度测定结果，分别选取 Lac 和 2′-FL 体系接枝度最高的时间点作为代表样品，同时保留各体系糖基

化 0 h 的样品，以及未进行糖基化的纯绿豆蛋白作为对照。以下指标均在这 5 组样品中进行测定。 

1.3.3.1  SDS-PAGE 凝胶电泳 

凝胶电泳采用 Wagner 等[22]的方法，并稍作修改。吸取 20 μL 10 mg‧mL
-1的蛋白溶液与 5 μL 速溶型蛋白上样

缓冲液混合，置于 100 ℃下加热 10 min，冷却后吸取 5 μL 样品加入凝胶槽，在 135 V 下电泳 40 min，电泳结束后

对凝胶进行考马斯亮蓝染色 40 min，之后脱色至背景透明。 

1.3.3.2  傅里叶变换红外光谱 

0.1 g 样品与 10 g 溴化钾混合后，充分碾磨，压制成薄片，采用 NicoletIS 10 傅里叶变换红外光谱仪在          

4 000~400 cm
-1波数范围内扫描，分辨率为 4 cm

-1，扫描次数为 64 次。 

1.3.3.3  圆二色性（CD）光谱学 

将样品溶解至蛋白浓度为 0.1 mg/mL，用 CD 光谱仪在 25 ℃下从 180 nm 到 260 nm 扫描稀释的样品，使用直

径为 0.1 cm 的比色管记录光谱，扫描速度为 500 nm/min，带宽为 1 nm。 

1.3.3.4  内源荧光光谱 

参照 Xiong 等[23]的方法并适当修改，将 0.2 g 样品溶解于 1 mL pH 值为 7.2 的磷酸盐缓冲液中，测定荧光强度。 

参数设置：激发波长为 280 nm，发射光谱扫描范围设置为 300~500 nm，以 12 000 nm·min
-1扫描速率采集。

为了保证光谱的准确性，激发波长和发射波长的采样间隔及狭缝宽度均设置为 5 nm。 

1.3.3.5 粒径与电位分析 

采用赵丹等[21]的方法进行粒径和电位的测定，将 0.1 g 样品溶于 1 mL 的水中再稀释 10 倍，使用 Zeta Energy

分析仪测量其颗粒尺度分布和 ζ电位。 

1.3.4  功能特性的测定 

1.3.4.1  溶解度 

将 0.1 g 样品溶于 10 mL 的水中，使用离心机将糖基化蛋白质溶液在以 4 000×g 离心 10 min，采用 BCA 法测

定上清液和初始样品中的蛋白质含量。 
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1.3.4.2  乳化性能 

乳化性的分析包括乳化活性指数（Emulsifying Activity Index，EAI）和乳化稳定性指数（Emulsifying Stability 

Index，ESI）。采用 Xu 等[24]的测量方法，样品溶解在 pH 值为 7.2 的磷酸盐缓冲液中，18 mL 样品溶液和 2 mL 大

豆油混合后，用高速均质机在 12 000 rpm 下均质 2 min。在 0、10 min 从均质后的乳液底部取 50 μL，与 5 mL       

0.1 wt.% SDS 溶液均匀混合后，在 500 nm 波长处测定吸光度，以 0.1 wt.% SDS 为空白。计算公式为： 

04.606
100%

1

A DF
R

c φ×θ

 
 

                    （2） 

0

0 1

10
( )

A
S

A A
 


                           （3） 

式中： 

R——为乳化活性指数（EAI），m²/g； 

S——为乳化稳定性指数（ESI），min； 

DF——为稀释倍数 100； 

c——为初始蛋白质的质量浓度 mg·mL-1； 

θ——为光路（1 cm）；φ为乳液中油相的体积分数（0.1）； 

A0和 A10——分别为 0、10 min 时的吸光度值。 

1.3.4.3  起泡性和泡沫稳定性 

该步骤测定的是起泡性（Foaming capacity，FC）和泡沫稳定性（Foam stability，FS）。 

将 0.1 g 的样品溶于 10 mL 水中，在高速均质机以 10 000 rpm 速度均质 2 min 后，迅速转移到刻度量筒里。

记录均质化之后 0 min 和 30 min 的体积[25]。计算公式为： 

1

0

100%
V

Q
V

 

                          （4）

 

2

1

100%
V

W
V

 

                          （5） 

式中： 

Q——为起泡性（FC），%； 

W——为泡沫稳定性（FS），%； 

V0——为原始体积，mL； 

V1——为 0 min 泡沫体积，mL； 

V2——为 30 min 后泡沫体积，mL。 

1.4  数据分析 

每组样品共进行了三次生物学重复。运用 SPSS 26.0 软件进行单因素分析，P＜0.05 表示差异显著；单因素分

析时选用邓肯多重比较法，实验结果表示为平均值±SD。 

2  结果与讨论 

2.1  糖-蛋白产物接枝度测定 

如图 1 所示，Lac 和 2′-FL 体系接枝度均随反应时间延长而显著增加（P<0.05），随后趋于稳定。Lac 体系于

10 h 达到最大接枝度 42.67%，10~14 h 间差异不显著；2′-FL 体系于 12 h 达到最大接枝度 39.11%，12 h 与 14 h 间

无显著差异，说明继续延长反应时间难以进一步提高接枝程度。不同糖:蛋白质量比对接枝度均具有显著影响
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（P<0.05），其中 2:1 组始终表现出最高接枝度，显著高于其他配比（P<0.05），过高或过低的糖量均会降低接枝

效率[26]，过量的糖虽然会提供更多反应基团，但因空间位阻作用抑制了进一步的接枝。El Hosry 等[27]的实验中也

发现还原糖的浓度也会显著影响反应速率和产物形成。 

综合比较两种糖体系发现，在相同反应条件下，Lac 体系的糖基化程度整体高于 2′-FL 体系，并较早达到稳定

水平，表明乳糖在该体系中具有更高的反应活性。这可能与两种糖分子的结构差异有关：乳糖分子结构相对简单，

其还原端羰基更易与蛋白质游离氨基接触并发生美拉德反应；而 2′-FL 具有较大的分子结构和支链化特点，会降

低糖分子与蛋白反应位点的有效接触，从而导致其糖基化程度略低[28]。 

 

图1 绿豆蛋白与乳糖（a）、2′-FL（b）以不同比例与时间糖基化后的接枝度 

Fig.1 Grafting degree of mung bean protein, Lac and 2′-FL after glycosylation at different ratios and for different durations 

注：不同小写字母表示同一糖体系不同反应时间之间差异显著，不同大写字母表示同一反应时间下不同糖体系之间差异显著  

（P＜0.05）。 

2.2  结构性质 

根据接枝度测定结果，从乳糖和 2′-FL 两个体系中分别选出接枝度最高的样品，共得到五组：对照组（绿豆

蛋白）；Lac-0 h（乳糖：绿豆蛋白=2:1，0 h，未糖基化）；Lac-10 h（相同比例，糖基化 10 h，接枝度最高）；2′-FL-0 

h（2′-FL：绿豆蛋白=2:1，0 h，未糖基化）；2′-FL-12 h（相同比例，糖基化 12 h，接枝度最高）。 

2.2.1  SDS-PAGE 凝胶电泳 

 

图2 糖基化绿豆蛋白的SDS-PAGE分析 

Fig.2 SDS-PAGE analysis of glycosylated mung bean protein 

注：0 号条带：蛋白质分子量标准；1 号条带：绿豆蛋白；2 号条带：Lac-0 h；3 号条带：Lac-10 h；4 号条带：2′-FL-0 h；5 号

条带：2′-FL-12 h。 

如图 2 所示，绿豆蛋白主要在 70、50、40 和 20 kDa 附近出现明显蛋白条带，这与绿豆蛋白中 7S vicilin 和 11S 

legumin 亚基的组成特征相一致。其中，约 50~70 kDa 区域条带主要对应 7S 球蛋白亚基，而 35~40 kDa 和 20 kDa

附近条带分别对应 11S 球蛋白的酸性亚基和碱性亚基[15]。 

与未糖基化绿豆蛋白相比，Lac-0 h 和 2′-FL-0 h 样品的蛋白条带位置未发生明显变化，表明糖的简单添加并

未改变蛋白的分子量分布。经糖基化处理后，Lac-10 h 和 2′-FL-12 h 样品的条带向高分子量区域发生轻微偏移，

a b 
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并伴随条带扩散增强及高分子区域染色强度增加，表明乳糖和 2′-FL 与绿豆蛋白发生结合，使蛋白-糖结合物的表

观分子质量增加。由于糖基化反应过程中不同蛋白分子结合糖链数量存在差异，形成的蛋白-糖结合物具有较宽的

分子质量分布[29]，因此 SDS-PAGE 通常表现为条带扩散，而非形成单一明显的新条带。 

值得注意的是，糖基化后条带变化程度较小，这与植物蛋白糖基化体系的特点有关。一方面，乳糖和 2′-FL

分子质量相对较小，即使发生结合，对蛋白整体分子质量的贡献有限；另一方面，本研究采用的干热糖基化条件

主要促进蛋白表面活性氨基与糖分子的接枝，且处于美拉德反应初期阶段，所以并不一定导致大量蛋白交联聚   

合[30]。因此，SDS-PAGE 主要反映糖基化引起的蛋白迁移行为变化，而糖基化程度的差异仍需结合接枝度、红外

光谱及其他结构表征指标进行综合分析。 

2.2.2  红外光谱分析 

 

图3 绿豆蛋白与两种糖糖基化后的傅里叶变换红外光谱 

Fig.3 Fourier transform infrared spectra of mung bean protein glycated with Lac and 2′-FL 

如图 3 所示，为进一步分析 Lac 和 2′-FL 参与绿豆蛋白糖基化反应后的结构变化，引入 Lac 和 2′-FL 单独组分

进行比较。绿豆蛋白及糖基化样品均表现出蛋白质的典型吸收特征，其但部分特征峰的峰形及吸收强度发生变化，

表明糖基化反应改变了蛋白质相关官能团所处的局部化学环境。 

在 3 200~3 500 cm
-1区域，主要对应 O–H 和 N–H 伸缩振动吸收。Lac 和 2′-FL 单独样品均在该区域表现出明

显宽峰，其中 2′-FL 吸收强度较高，与其分子结构中含有额外岩藻糖基团及更多羟基有关。糖基化后，Lac-10 h

和 2′-FL-12 h 样品该区域峰形发生变化，说明糖分子的引入改变了蛋白质周围羟基和氨基相关官能团的振动环境，

并可能伴随氢键作用变化。糖基化后，各样品该区域吸收峰均出现不同程度的展宽，并伴随轻微向低波数方向偏

移，其中 Lac-10 h 样品变化最为明显。上述变化表明糖基化反应改变了蛋白质周围官能团的化学环境，这与糖链

引入后羟基数量增加及氢键重新分布有关。 

酰胺Ⅰ带（约 1 650 cm
-1）主要来源于 C=O 伸缩振动，酰胺Ⅱ带（约 1 540 cm

-1）主要来源于 N–H 弯曲振动及

C–N 伸缩振动，两者均对蛋白质构象变化较为敏感。与未处理绿豆蛋白相比，糖基化样品上述区域均出现一定程

度的峰形变化，其中 Lac 体系变化幅度较大，而 2′-FL 体系变化相对较小，说明两种糖基化处理对蛋白质局部构

象环境的影响存在差异[31]。且结合接枝度分析可知，Lac 体系的光谱变化整体大于 2′-FL 体系，与其较高的糖基

化程度相一致，说明糖分子结构差异会影响糖基化反应的进行。 

在1 000~1 200 cm
-1区域，Lac和2′-FL单独样品均出现明显吸收峰，该区域主要归属于糖结构中C–O和C–O–C

键的伸缩振动。与未糖基化绿豆蛋白相比，Lac-10 h 和 2′-FL-12 h 样品均保留了该区域的糖类特征吸收，表明糖

结构参与了糖基化体系的变化。需要指出的是，由于 Lac 和 2′-FL 自身均含有丰富的糖苷键和羟基结构，该区域

峰强主要反映糖分子的结构特征，而不能单独用于评价糖基化程度。Lavaei 等[32]研究发现，大豆分离蛋白与糖类

发生糖基化反应后，1 000~1 200 cm
-1区域吸收增强，主要来源于糖链结构中醚键及羟基相关振动，该变化可用于

表征糖分子参与蛋白修饰过程。本研究中观察到类似的光谱变化，进一步证明 Lac 和 2′-FL 均能够与绿豆蛋白发

生有效糖基化反应。 

综上，FTIR 分析表明，糖基化处理能够改变绿豆蛋白部分官能团所处的局部化学环境，酰胺Ⅰ带峰形的变化

提示糖基化可能引起蛋白质二级结构重排，但 FTIR 主要反映官能团振动环境的变化，该区域峰变化可作为蛋白

质构象调整的间接证据，具体的二级结构组成变化进一步通过圆二色谱进行分析。 
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2.2.3  圆二色谱分析（CD） 

 

图4 绿豆蛋白与Lac、2′-FL糖基化后的CD谱图 

Fig.4 CD spectra of mung bean protein after glycosylation with Lac and 2′-FL 

为进一步分析糖基化对绿豆蛋白二级结构的影响，对不同样品进行了圆二色谱分析。如图 4 所示，绿豆蛋白

及各糖基化样品均呈现蛋白质典型的圆二色谱特征，且糖基化处理后谱图的峰形及信号强度发生明显变化，表明

表明 Lac 和 2′-FL 的引入对绿豆蛋白的构象产生了影响。为进一步明确糖基化引起的二级结构组成变化，对 CD

谱图进行拟合分析，各二级结构组分的相对含量见表 1。 

表1 Lac与 2′-FL糖基化后绿豆蛋白二级结构组成（%） 

Table 1 Secondary structure composition of mung bean protein after glycosylation with Lac and 2′-FL (%) 

Sample α–helix β-sheet β-turn random coil 

对照组 18.7±0.06aD 24.7±0.06aC 25.3±0.10dB 34.3±0.00dA 

Lac-0 h 18.6±0.06aD 24.7±0.06abC 25.2±0.10dB 34.5±0.06cA 

Lac-10 h 11.3±0.12cD 22.6±0.12cC 26.5±0.06bB 39.6±0.16bA 

2′-FL-0 h 18.4±0.06bD 24.5±0.03bC 25.7±0.06cB 34.4±0.06cA 

2′-FL-12 h 10.9±0.07dD 21.8±0.20dC 27.0±0.17aB 40.3±0.03aA 

注：同列不同小写字母表示不同处理组间差异显著（P＜0.05）；同一行不同大写字母表示同一样品中不同二级结构组分含量差

异显著（P＜0.05）。 

表 1 显示，对照组与 Lac-0 h 样品的各二级结构组分含量整体较为接近，表明单纯添加 Lac 对绿豆蛋白二级

结构的影响较小。2′-FL-0 h 样品部分二级结构组分与对照组存在统计学差异，但其变化幅度较小，说明单纯添加

2′-FL 对蛋白二级结构的影响亦较为有限。 

随着糖基化反应进行，Lac-10 h 和 2′-FL-12 h 样品的 α-螺旋含量分别由 18.7%降至 11.3%和 10.9%，无规卷曲

含量分别增加至 39.6%和 40.3%，均有显著差异（P<0.05）。上述结果表明，糖基化处理导致绿豆蛋白二级结构发

生调整，使蛋白由相对有序的构象向较为松散的构象转变。且可以发现 2′-FL-12 h 表现出更低的 α-螺旋和更高的

无规卷曲，说明糖分子结构特征同样影响蛋白质构象变化的程度。Dong 等[33]在葡萄糖诱导种子蛋白糖基化研究

中同样发现，糖基化处理后蛋白质 α-螺旋和 β-折叠比例降低，而 β-转角和无规卷曲含量增加，认为糖链结合能够

诱导蛋白质构象柔性增强。 

结合 FTIR 分析可知，糖基化后样品在 3 200~3 500 cm
-1区域 O–H/N–H 伸缩振动峰发生展宽，酰胺Ⅰ带和酰胺

Ⅱ带峰形发生变化，说明糖基化改变了蛋白质官能团周围的化学环境及分子间相互作用；而 CD 结果进一步证明

这种结构扰动导致蛋白二级结构重新分布。两种光谱表征结果相互印证，表明糖基化导致蛋白质二级结构发生重

排。 

2.2.4  粒径和电位 

如图 5 所示，糖基化处理后绿豆蛋白粒径显著增大（P<0.05）。对照组粒径为 526.50 nm，Lac 体系由 0 h 的

683.93 nm 增加至 10 h 的 857.73 nm；2′-FL 体系粒径变化趋势相似，其中 2′-FL-12 h 达到 924.43 nm，显著高于其

他处理组（P<0.05）。动态光散射测得的粒径反映颗粒在溶液中的水动力学尺寸，因此粒径增加说明糖基化处理改

变了蛋白颗粒在分散体系中的存在状态[34]。Chen 等[35]在豌豆分离蛋白与阿拉伯糖糖基化体系中也观察到类似现
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象。 

各样品 ζ电位均为负值，且糖基化后 ζ电位绝对值显著增加（P<0.05）。对照组 ζ电位为-23.03 mV，Lac 体系

由-23.93 mV 降低至-29.87 mV；2′-FL 体系进一步降低至-31.27 mV。ζ电位变化表明糖基化处理改变了蛋白颗粒表

面的电荷分布。一般认为，较高的 ζ 电位绝对值有助于增强颗粒间静电排斥作用，从而降低颗粒间聚集倾向。因

此，糖基化后样品尤其是 2′-FL-12 h 组，理论上具有更高的胶体分散稳定性。 

综合分析发现，两种糖基化体系均表现出粒径增大和 ζ电位绝对值增加的特征。其中，2′-FL 体系变化幅度大

于 Lac 体系，这可能与 2′-FL 分子结构有关。相比乳糖，2′-FL 由乳糖核心与末端岩藻糖残基组成，具有更大的分

子尺寸和更复杂的空间结构，同时含有更多可与水分子形成氢键的羟基基团。糖基化后，2′-FL 糖链的引入可能促

进蛋白表面形成更加充分的水化层，增加颗粒的水动力尺寸，从而导致粒径进一步增大。此外，暴露的亲水糖链

改变了蛋白颗粒表面的电荷环境，使 ζ电位绝对值进一步提高[36]。二者共同说明糖基化反应不仅改变了蛋白分子

结构，还进一步影响了颗粒层面的理化性质，为后续溶解性、乳化性和起泡性的改善提供了结构基础。 

 

图5 绿豆蛋白与Lac、2′-FL糖基化后的粒径（a）与电位（b）变化 

Fig.5 Changes in particle size (a) and charge (b) after glycosylation of mung bean protein with Lac and 2′-FL 

注：不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。 

2.2.5  内源荧光光谱 

内源荧光光谱用于评估蛋白质的结构变化，方法包括激发色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基，然后测量其内源

荧光光谱[19]。 

 

图6 绿豆蛋白与Lac、2′-FL糖基化后的内源荧光光谱图 

Fig.6 Fluorescence spectra of endogenous fluorescence of mung bean protein after being glycosylated with Lac and 2′-FL 

如图 6 所示，未处理绿豆蛋白在 330~340 nm 附近表现出明显的特征发射峰，荧光强度约为 200 A.U.。经糖基

化处理后，各体系荧光强度均显著降低，表明美拉德反应过程中糖分子与蛋白质侧链发生共价结合，改变了芳香

族氨基酸残基周围的微环境[37]，并对内源荧光基团产生一定的屏蔽与猝灭作用。Xiang 等[36]在乳清蛋白-岩藻糖多

糖体系中同样观察到糖基化导致的荧光强度下降现象，说明糖链接枝会影响蛋白色氨酸残基的局部环境及构象状

态。 

Lac 体系在反应 10 h 后荧光强度由约 200 A.U.下降至 90 A.U.，且最大发射峰出现一定程度红移，说明糖基化

诱导蛋白分子发生部分展开，使原本埋藏于疏水区域的色氨酸残基逐渐暴露于更高极性的水相环境中[38]。相比之

a b 
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下，2′-FL 体系荧光强度由约 210 A.U.降低至 70 A.U.，下降幅度高于 Lac 体系，但未发生明显红移，表明 2′-FL 糖

基化主要改变了色氨酸残基周围的局部微环境，而未导致蛋白三级结构发生明显展开。由于 2′-FL 含有额外的岩

藻糖残基，具有更大的分子尺寸和更丰富的亲水基团，其接枝后可能增强糖链与蛋白表面的相互作用及对荧光基

团的空间屏蔽，从而产生更强的荧光猝灭效应；但较大的空间结构限制了糖链对蛋白内部构象区域的影响，因此

未引起明显峰位移动。Li 等[28]的研究也表明，相较于结构更复杂的糖链，小分子糖修饰更容易引起蛋白荧光峰位

偏移和构象变化，说明糖结构差异会影响糖基化过程中蛋白微环境的改变程度。这与本研究中 Lac 和 2′-FL 体系

表现出的差异相一致。 

2.3  功能性质分析 

表2 Lac与 2′-FL糖基化对绿豆蛋白溶解性、乳化性及起泡性影响 

Table 2 Effects of glycosylation by Lac system and 2′-FL system on the solubility, emulsifying property and foaming property of mung 

bean protein 

Sample Solubility/% EAI/(m2/g) ESI/min FC/% FS/% 

对照组 40.05±0.19dC 16.89±0.06dE 39.29±0.02eD 67.40±0.90eA 51.87±0.70eB 

Lac-0 h 42.77±0.58cC 18.75±0.40cD 42.83±0.43dC 71.03±0.38dA 53.07±0.15dB 

Lac-10 h 63.29±0.41bC 29.67±0.17aE 58.57±0.20cD 89.93±0.42bA 72.17±0.42aB 

2′-FL-0 h 43.14±0.46cD 17.10±0.19dE 45.40±0.21bC 73.53±0.85cA 54.70±0.56cB 

2′-FL-12 h 65.42±0.84aC 25.98±0.02bE 60.76±0.62aD 88.10±0.20aA 80.13±0.31bB 

注：同列数据中不同小写字母表示不同处理组间差异显著（P＜0.05）；同一处理组内不同大写字母表示不同功能特性指标间差

异显著（P＜0.05）。 

表 2 汇总了不同糖基化条件下绿豆蛋白的溶解度、乳化活性指数、乳液稳定指数、起泡性及泡沫稳定性。表

中同时对比了 Lac 体系与 2′-FL 体系在相同反应条件下的差异，以反映糖类型及接枝程度对蛋白溶解性和界面活

性行为的调控作用。 

2.3.1  溶解度 

表 2 显示，不同糖基化处理显著提高了绿豆蛋白溶解度（P＜0.05）。对照组溶解度为 40.05%，Lac 和 2′-FL

处理后均升高，未糖基化时分别为 42.77%和 43.14%，无显著差异；糖基化后，Lac-10 h 和 2′-FL-12 h 溶解度显著

升至 63.29%和 65.42%，且 2′-FL 组显著高于 Lac 组（P＜0.05）。 

结果表明，糖基化后绿豆蛋白溶解度显著提高。同时，粒径和 ζ 电位结果表明，糖基化后蛋白颗粒水动力尺

寸增加且表面电荷绝对值提高，说明糖链的引入改变了蛋白颗粒的分散状态，降低了分子间聚集倾向，从而促进

蛋白溶解。值得注意的是，2′-FL 体系溶解度高于 Lac 体系，尽管其接枝度略低于 Lac，但由于 2′-FL 含有额外的

岩藻糖残基，具有更大的分子尺寸和更复杂的糖链结构，接枝后可形成更明显的亲水外层和空间位阻效应，这与

其较大的粒径及更高的 ζ电位绝对值相一致，最终表现出更优的溶解性能。这类现象也见于其他蛋白-多糖体系，

如 Kutzli 等[6]证明，多糖接枝可大幅提高豌豆蛋白的溶解度。 

2.3.2  乳化性以及乳化稳定性 

绿豆蛋白经糖基化处理后，EAI 和 ESI 均显著提高（P＜0.05），而单纯混合糖的 Lac-0 h 和 2′-FL-0 h 对乳化

性能影响不显著。糖基化后，Lac-10 h 组 EAI 和 ESI 分别升至 29.67 m
2
/g 和 58.57 min，2′-FL-12 h 组 EAI 为      

25.98 m
2
/g，ESI 为 60.76 min，EAI 提升略低于 Lac 组，但 ESI 显著高于 Lac 组。 

糖基化显著改善了绿豆蛋白的乳化性以及乳化稳定性，Wang 等[38]也发现糖基化蛋清蛋白后，其乳液稳定性

提高。乳化性能结果显示，Lac 体系在 EAI 方面提升更为显著，而 2′-FL 体系在 ESI 方面表现更优。这表明 Lac

接枝后蛋白更易在油水界面快速吸附与展开，而 2′-FL 由于结构复杂、分子体积较大，可在界面形成更厚的吸附

层并提供更强的空间位阻效应，从而抑制油滴聚集。Nazanin 等[39]亦发现蛋白–多糖偶联物表现出更高溶解度及结

构无序性，有利于乳化性能的提升。 

2.3.3  起泡性与泡沫稳定性 

如表 2 所示，糖基化显著提高了绿豆蛋白的起泡性（FC）和泡沫稳定性（FS）（P＜0.05）。对照组 FC 和 FS

分别为 67.4%和 51.87%，糖基化后，Lac-10 h 组 FC 和 FS 分别升至 89.93%和 72.17%，2′-FL-12 h 组分别为 88.10%
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和 80.13%，均显著高于对照组，说明糖基化能够有效改善绿豆蛋白的界面功能特性[40]。结合结构表征结果，糖基

化后蛋白表面引入亲水糖链，提高了蛋白溶解性和分散性，同时粒径增加及 ζ电位绝对值提高增强了颗粒稳定性，

有利于蛋白向气-水界面迁移并形成稳定泡沫[41]。 

Lac-10 h 组 FC 略高于 2′-FL-12 h 组，这与乳糖较高的接枝度及较小的分子结构有关。较高的接枝程度有利于

促进蛋白构象调整，使部分疏水基团暴露，提高蛋白在气-水界面的吸附效率，从而增强起泡能力[42]。相比之下，

2′-FL 体系 FS 高于 Lac 体系，达到 80.13%。结合粒径和 ζ电位结果，2′-FL 较大的糖链结构会在蛋白表面形成更

厚的水化层，并增强空间位阻作用，降低气泡间的聚集和破裂。同时，其荧光强度显著降低但未出现明显红移，

说明 2′-FL 主要通过改变蛋白表面微环境而非诱导大范围构象展开，从而形成更稳定的界面膜。综合说明，糖结

构差异会进一步影响蛋白在气-水界面的吸附行为及界面膜稳定性[28]。Dong 等[33]在对葡萄糖诱导的糖基化中发现

可以通过增强气泡的界面膜强度来改善 TPI 的起泡性能。 

3  结论 

本研究在 65 ℃、相对湿度 74%条件下，采用乳糖（Lac）和 2′-岩藻糖基乳糖（2′-FL）对绿豆蛋白进行了干

法糖基化，系统比较了不同糖供体对绿豆蛋白糖基化程度、结构特征及功能性质的影响。结果显示两种糖均可有

效促进绿豆蛋白发生糖基化反应，其中 Lac 体系在 10 h 时的最大接枝度高于 2′-FL 体系在 12 h 达到的最大接枝度，

说明小分子糖更有利于提高糖基化效率。SDS-PAGE 结果显示，糖基化处理后蛋白条带向高分子量区域迁移，表

明蛋白-糖结合的形成；结合红外光谱、圆二色谱、荧光光谱、粒径及 ζ电位分析发现，糖基化可使绿豆蛋白结构

变化，并显著改善其溶解性、乳化性及起泡性。其中，Lac 体系在乳化活性和起泡能力方面提升更明显，而 2′-FL

体系在溶解性、乳液稳定性和泡沫稳定性方面表现更优。综上，糖供体分子结构差异可调控绿豆蛋白糖基化程度、

结构特征及功能性质，本研究为植物蛋白功能化改性及活性低聚糖的应用提供了理论依据。 
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