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银杏果分离蛋白-普鲁兰多糖共聚物的 

凝胶质构可调控特性 

秦佳伟，程  巧，王耀松* 
（南京林业大学 轻工与食品学院，江苏 南京  210037） 

摘要：首先将配制的银杏果分离蛋白（GSPI）与普鲁兰多糖（PULL）混合溶液经冻干处理，然后采用干热法（干

热温度 70 ℃，相对湿度 63%）经共聚反应制备了 GSPI-PULL 共聚物。基于 GSPI-PULL 共聚物的物化性质、

其凝胶流变特性和微观结构的表征和测试，在保持 GSPI 质量浓度为 120 g/L 的条件下，考察了 PULL 质量浓度

（0、25、50 和 100 g/L）和反应时间（0、1、4、7 d）对 GSPI-PULL 共聚物热诱导胶体质地的影响。结果表明，

PULL 与 GSPI 发生共聚反应生成不同 PULL 接枝度的 GSPI-PULL 共聚物，其接枝度依赖于 PULL 质量浓度和

反应时间；延长干态加热时间促使 GSPI 结构展开并形成二硫键，表现为疏水性提高、溶解性下降；亲水性基团

降低了 GSPI-PULL 的疏水性，提高了其溶解性。加热时间和多糖质量浓度均能显著弱化 GSPI 的凝胶性且有叠

加作用，致使 GSPI 凝胶质地从“站立性固态”转变为“半固态/溶胶态”，实现了蛋白热诱导凝胶质地的可调性。 
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Ginkgo seed isolate protein-pullulan copolymer gels  
with tunable textural properties 

QIN Jiawei, CHENG Qiao, WANG Yaosong* 
（College of Light Industry and Food Engineering, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, Jiangsu, China） 

Abstract: GSPI-PULL copolymer was prepared from copolymerization of frozen dried ginkgo seed protein 

isolate (GSPI) and pullulan (PULL) mixture by dry heat method (dry heat temperature 70 ℃, relative 

humidity 63%). The effects of PULL mass concentration (0, 25, 50 and 100 g/L) and reaction time (0, 1, 4 

and 7 d) on the heat-induced gel texture was analyzed at GSPI mass concentration of 120 g/L by 

characterizing and testing the physicochemical properties of GSPI-PULL copolymers, along with the gel 

rheological properties and microstructure. The results demonstrated that GSPI-PULL copolymers with 

different PULL grafting degrees were formed through the copolymerization of PULL and GSPI, and the 

grafting degree depended on the PULL mass concentration and reaction time. Prolongation of dry heating 

time promoted the unfolding of GSPI structure and the formation of disulfide bond, which was reflected by 

increase in hydrophobicity and decrease in solubility. Hydrophilic groups reduced the hydrophobicity of 

GSPI-PULL and improved its solubility. The heat time and polysaccharide mass concentration could 

significantly weaken the GSPI gelling properties and had a superposition effect, resulting in GSPI gels 

changing from a "standing solid" to a "semisolid/sol", which made the heat-induced protein gels achieving 

tunable textural properties. 
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银杏果分离蛋白（GSPI）是从银杏种子中分离

提取出来的一种营养价值较为丰富的食品组分，其

含有清蛋白和球蛋白，可以为食品蛋白原料的生产

提供一种来源补充[1]。将 GSPI 作为食材应用到食品

加工中，将会促进其资源应用，扩大食材来源范围，

提高食物多样性和营养价值。蛋白基质的食品体系

较多，其中以凝胶形式呈现的食品较为普遍[2]，表

现为特定的食品营养功能性和加工学性能[3]。食品加

工新技术的出现促进了食品蛋白加工产品的多样性，

可以满足不同消费者对食品的需求及目的[4]。其中，

有食物口腔吞咽困难症的人群，对食品的营养性及

质构有特殊的要求[5]。 

研究者在对 GSPI 凝胶性进行研究的过程中发

现，未改性的 GSPI 在水中溶解度较低，可交换自

由巯基较少，导致其凝胶性较差[6]。GSPI 具有一定

的质构强度，通过调节成胶溶液的 pH[7]，添加

CaCl2
[8]或 γ-氨基丁酸、L-瓜氨酸等物质[7]到成胶溶

液中，能够在一定程度上弱化 GSPI 凝胶质构性；

或者添加过多的其他小分子多酚类物质[9]、大分子

多糖[10]，也能较大程度上弱化其质构强度。尽管如

此，GSPI 凝胶依然难以达到吞咽障碍患者膳食质构

的标准。 

共聚反应为蛋白质凝胶质地特性调节提供了一

种技术手段[11]。通过共聚反应可降低右旋糖苷糖基

化乳清蛋白凝胶的强度[12]、果糖糖基化乳清蛋白凝

胶的胶黏性[13]；通过调整塔格糖加入量，也可弱化

蛋白的凝胶性[14]。在大豆蛋白体系中，结合延长超

声时间催化麦芽糊精糖基化，可显著弱化凝胶性[15]。

以上研究表明，通过糖与蛋白间的共聚反应有可能

改造球蛋白凝胶质构性。其中，湿热法和干热法是

蛋白质和糖共聚反应的两种加热方式。湿热法的反

应条件难以控制[16]，而干热法工序简单、处理阶段

所形成的二硫键阻断凝胶的形成，有利于弱化凝胶

质地[17]。 

普鲁兰多糖（PULL）是由 α-1,4 键和 α-1,6 键

连接的线型同多糖，具有良好的水溶性、抗氧化性

和抗菌性。近年来，PULL 在食品领域的应用越来

越广泛[18]。在 PULL 与蛋白质共聚反应中，其特殊

的线型结构有助于提高共聚反应的效率，促进蛋白

各类功能性的改造[19]。在蛋白凝胶性方面，通过调

节 pH 及 PULL 添加量，与乳清蛋白复合，可用于

凝胶质地的改造[20]，形成特殊的结构[21-22]，尤其是

特定的用途。可见，PULL 具有与球蛋白相互作用

而形成特殊质构的潜力。 

本文拟通过 GSPI 与 PULL 间在干热法条件下

的共聚反应制备 GSPI-PULL 共聚物，分析共聚反应

对其诱导凝胶质构性的影响。通过调节 PULL 加入

量及与 GSPI 的反应时间，制备具有不同软化度质

构的复合凝胶；通过表征反应产物的物化性质、所

成凝胶的流变学特性及其微观结构，确定 GSPI 与

PULL 间的反应性及与 GSPI 凝胶质地可调性的关

系，解决 GSPI 基质凝胶质构软化的问题。以期制

备的复合凝胶能够满足口咽吞咽困难症者对营养物

质质构的特殊要求，并为 GSPI 的食品制造提供理

论基础和技术参考。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

银杏种子（又称白果，品种为邳州大佛指），产

地江苏徐州。 

PULL，华中海威基因科技有限公司；十二烷基

硫酸钠（SDS）、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、柠檬酸、

磷酸氢二钠、硫酸铜、正己烷、氢氧化钠、盐酸（质

量浓度 437.52 g/L）、溴酚蓝，国药集团化学试剂有

限公司；邻苯二甲醛，上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；丙烯酰胺、甘油、过硫酸铵、N-乙基马来

酰亚胺（NEM）、β-巯基乙醇（βME），德国 Merck

公司；柠檬酸-磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，pH＝7.0），

现用现配。上述试剂均为分析纯；实验用水为去离

子水。 

SpectraMax i3x 型多功能酶标仪，美谷分子仪

器（上海）有限公司；P4 PC 型紫外-可见分光光度

计，上海美谱达仪器有限公司； Bio-Rad Mini- 

PROTEAN Tetra 型蛋白电泳仪，美国 Bio-Rad 公司；

VERTEX 80v 型傅里叶变换红外光谱仪（FTIR），德

国 Bruker 公司； DHR-1 型流变仪，美国 TA 

Instruments 公司；Quanta 200 FEG 型扫描电子显微

镜（SEM），美国 FEI 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  GSPI 的制备 

参考 ZHANG 等[23]的碱溶酸沉法并略作修改制

备 GSPI。具体步骤为：首先，将银杏种子在 40 ℃

的烘箱中干燥 60 h、去皮、磨粉并过 80 目筛，得到

银杏果粉末；然后，按固液比 1∶9（g∶mL）将银

杏果粉末分散到正己烷中去脂，过滤，再加入正己

烷去脂，重复 3 次，得到脱脂银杏果粉；将脱脂银

杏果粉按料液比为 1∶10（kg∶L）分散到去离子水

中，用浓度为 1 mol/L 的 NaOH 水溶液调 pH=10.0，

室温下搅拌 2 h；最后，在 5000×g 离心力、4 ℃条

件下离心 15 min，收集上清液。用浓度为 1 mol/L

的盐酸调节上清液 pH=4.4，用同样方法离心，收集

沉淀。将沉淀分散在去离子水（两者质量比 1∶1）

中，用浓度为 1 mol/L 的 NaOH 水溶液调节 pH=7.0，
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在–40 ℃冷冻干燥 48 h，得到棕黄色、质地细腻的

GSPI 粉末，于 4 ℃保存备用。通过双缩脲法[23]测

得 GSPI 中蛋白质量分数>90%。 

1.2.2  GSPI-PULL 共聚物的制备 

采用干热法制备 GSPI-PULL 共聚物。 

混合溶液的配制：首先，将 GSPI 粉末分散在

去离子水中，得到质量浓度为 240 g/L 的 GSPI 分

散液，并在室温下磁力搅拌 6 h，然后在 4 ℃冰箱

中水化 12 h；将 PULL 溶解在去离子水中，室温下

磁力搅拌 6 h，得到质量浓度分别为 50、100、200 

g/L 的 PULL 储备液。然后，将 GSPI 分散液与 PULL

储备液按体积比 1∶1 混合，最终得到 GSPI 质量

浓度为 120 g/L、PULL 质量浓度分别为 25、50、

100 g/L 的不同混合液。最后，用浓度为 1 mol/L

盐酸调节上述混合液的 pH=7.0，即 GSPI-PULL 混

合溶液。 

共聚化处理样品的制备：将 GSPI-PULL 混合溶

液于–40 ℃冷冻干燥 48 h，然后采用干热法将冻干

后样品置于干燥器中，在 70 ℃、相对湿度 63%条

件下保存 1、4、7 d，得到 GSPI-PULL 共聚物。 

成胶溶液的配制：首先将 GSPI-PULL 共聚物用

去离子水复溶，得到最终 GSPI 质量浓度为 120 g/L，

PULL 质量浓度分别为 25、50、100 g/L 的成胶溶液。 

固体复合凝胶的制备：通过热诱导法制备。取

6 mL 成胶溶液密封在烧杯中，在 90 ℃恒温水浴锅

中加热 30 min，再冷却至室温，最后在 4 ℃下储存

12 h，得到固体复合凝胶。 

1.3  表征和测试 

1.3.1  FTIR 和 SEM 测试 

FTIR 测试：取约 1 mg GSPI-PULL 共聚物样品与

100 mg 溴化钾混匀，研磨后压片。在 4000~400 cm–1

内扫描和分析，分辨率设为 4 cm–1，扫描信号累计

64 次。 

SEM 测试：在铜板上进行喷金处理，采用 SEM

观察固体复合凝胶的微观结构。 

1.3.2  荧光光谱测定 

将成胶溶液用柠檬酸-磷酸盐缓冲液稀释至质

量浓度为 1.0 g/L，采用酶标仪检测样品的荧光光谱，

具体参数设置：激发波长 280 nm，发射波长 300~ 

450 nm，扫描速率 2 nm/s。 

1.3.3  共聚反应程度及接枝度测定 

测定前将成胶溶液涡旋，确保样品溶液无沉淀。

用柠檬酸-磷酸盐缓冲液稀释成质量浓度为 1 g/L，

用酶标仪测定其在 294 nm 处的吸光度（A294），表示

共聚反应过程中中间产物的形成；测定其在 420 nm

处的吸光度（A420），表示后期产物（类黑素）的形

成，反映共聚反应的程度。 

采用邻苯二甲醛（OPA）法测定共聚反应过程

中自由氨基含量的变化，并计算接枝度。OPA 试剂

根据 ZHANG 等[24]的方法新鲜配制。将成胶溶液用

柠檬酸-磷酸盐缓冲液稀释成质量浓度 5 g/L，取

200 µL 稀释液与 4 mL 的 OPA 试剂混合为待测液；

使用 200 µL 去离子水与 4 mL 的 OPA 试剂混合物作

为空白液，待测液和空白液均在 35 ℃下反应 2 min，

然后分别测定样品在 340 nm 处的吸光度。使用赖氨

酸（质量浓度为 0~0.5 g/L）构建吸光度（y）-溶液

质量浓度（x）标准曲线（y=0.2565x+0.1728，R2= 

0.9965），计算样品中自由氨基含量。根据公式（1）

计算接枝度： 

 接枝度/%=(A0–At)/A0×100 （1） 

式中：A0 为反应 0 d 时，不同 PULL 质量浓度（25、

50 和 100 g/L）的 GSPI-PULL 共聚反应前的混合溶

液的吸光度；At 为反应 t d 时，对应 PULL 质量浓度

的 GSPI-PULL 共聚物的吸光度。 

1.3.4  十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDS-PAGE）测定 

将成胶溶液用柠檬酸-磷酸盐缓冲液稀释至质

量浓度为 2 g/L，将稀释后的溶液分别与非还原条件

的缓冲液〔含 40 g/L 的 SDS、252.26 g/L 的甘油、

15.14 g/L 的 Tris-HCl（pH=6.8）、0.05 g/L 的溴酚蓝、

0.125 g/L 的 NEM〕、还原条件的缓冲液〔含 40 g/L

的 SDS、252.26 g/L 的甘油、15.14 g/L 的 Tris-HCl

（pH=6.8）、0.05 g/L 的溴酚蓝、55.5 g/L 的 βME〕

等体积混合，于 100 ℃煮沸 3 min，每孔上样量为

15 µL，对 50 g/L 浓缩凝胶和 125 g/L 分离凝胶进行

电泳分析。然后用染色液（考马斯亮蓝 R250）染色

3 h，在脱色液（体积分数 5.0%甲醇和体积分数 7.5%

冰醋酸水溶液）中脱色至条带清晰，无背景色。 

1.3.5  表面疏水性测定 

用 1-苯胺-萘-8-磺酸（ANS）法测定了样品的表

面疏水性。将成胶溶液用柠檬酸-磷酸盐缓冲液分别

稀释成 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 g/L，取 2 mL 稀释

样品与 20 µL 的 ANS（现配现用，质量浓度

0.025 g/L）混合，避光反应 15 min。分别在激发波

长 365 nm 和发射波长 484 nm 处测量混合后样品的

荧光强度。以荧光强度对成胶溶液中 GSPI 的质量

浓度作图，得到回归线性方程的斜率即为蛋白的表

面疏水性指数。 

1.3.6  溶解度和浊度测定 

参考 ZHANG 等[23]的方法测定蛋白溶解度，用

柠檬酸 -磷酸盐缓冲液将成胶溶液分散液稀释至

5.0 g/L。蛋白质分散液在 25 ℃下，5000×g 离心力

下离心 10 min，得到上清液；用双缩脲法测定其中的

蛋白质质量浓度，用牛血清白蛋白制作吸光度（y）-
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溶液质量浓度（x）标准曲线（y=0.0254x+0.0733，

R2=0.9998）。根据公式（2）计算溶解度。 

 溶解度/%=ρ1/ρ2×100 （2） 

式中：ρ1 为离心后上清液中的蛋白质量浓度，g/L；

ρ2 为离心前分散液中蛋白质量浓度，g/L。 

将成胶溶液用柠檬酸 -磷酸盐缓冲液稀释至

1.0 g/L，在 600 nm 下使用酶标仪检测样品的浊度。 

1.3.7  流变特性测定 

使用流变仪测试固体复合凝胶的储能模量（G′）
和损耗模量（G″）。取 0.5 g 固体复合凝胶，放置在

40 mm 的平行板之间，具体参数设置如下：选定恒

定应变幅度 1.0%，频率 1.0 Hz，角速度 0.5~100 rad/s，

温度为 25 ℃，记录固体复合凝胶的黏弹性随角速

度的变化。 

1.4  数据处理 

所有实验平行重复 3 次，结果以算数平均值±

标准差表示。实验结果采用 Statistix 9.0 进行分析，

以最小显著差异法检验数据间的差异显著性，以

P<0.05 表示数据差异显著。 

2  结果与讨论 

2.1  共聚反应程度及接枝度结果分析 

共聚反应是基于蛋白质的自由氨基和多糖的还

原羰基之间的羰氨反应，该反应由 3 个阶段组成，

即起始、中期和后期阶段，其特点是在特定波长处吸

光度会随着反应的进行而变化。在 294 nm 处的吸光

度可评估共聚反应中期产物（如席夫碱和 Amadori

化合物）的存在，而在 420 nm 处的吸光度可用于

确定共聚反应后期产物（类黑素）的形成 [25]。 

图 1 为不同 PULL 质量浓度和反应时间制备的

GSPI-PULL 共聚物在 294、420 nm 处的吸光度（即

入射光强和透射光强比值的对数）和接枝度。 

从图 1 可以看出，GSPI-PULL 共聚物在 294 nm

（图 1A）、420 nm（图 1B）处的吸光度随着 PULL

质量浓度和反应时间的增加大致呈增加趋势，表明

GSPI 和 PULL 的共聚反应形成了更多的中间产物和

类黑素。同时，GSPI-PULL 共聚物的接枝度（图

1C）随着 PULL 质量浓度的增加和反应时间的延

长，PULL 接枝度从 18.91%增加到 58.34%。这可

能是因为，随着共聚反应的进行，蛋白的结构和构

象发生改变，暴露出更多的氨基酸反应位点。然而，

当 PULL 质量浓度 50 g/L 时，与反应 4 d 相比，反

应 7 d 时 294 和 420 nm 处的吸光度和接枝度都略有

下降。这是因为，长时间的共聚反应可能会导致蛋

白质发生聚合，通过蛋白质间的氢键或疏水相互作

用形成一些不溶性的共聚物，产生屏蔽效应，隐藏

活性的反应基团。这与 LI 等 [26]报道的过长共聚反

应时间导致大豆分离蛋白-葡萄糖的接枝度降低现

象相似。 
 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05），下同 

图 1  不同 PULL质量浓度和反应时间制备的 GSPI-PULL

共聚物在 294 nm（A）、420 nm（B）处的吸光度和

接枝度（C） 
Fig. 1  Absorbance at 294 nm (A) and 420 nm (B) respectively, 

and grafting degree (C) of GSPI-PULL copolymers 
prepared with different PULL mass concentrations 
and reaction time 

 

2.2  共聚反应对 GSPI-PULL 共聚物溶胶相对分子

质量的影响 

图 2 为 PULL 与 GSPI 共聚程度的 SDS-PAGE

分析结果。 

从图 2 可以看出，在非还原性条件下（图 2A），

随着 PULL 质量浓度的增加，GSPI 相对分子质量明

显提高，共聚物出现在分离胶的上部。当 PULL 质

量浓度为 100 g/L 时，反应时间也会显著提高 GSPI

相对分子质量。表明 PULL 糖链被接枝到 GSPI 分子

上，形成高相对分子质量共聚物，且共聚物的形成

受共聚反应强度的影响。在还原条件下（图 2B），
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45.0~66.2 kDa 的条带消失，GSPI 的酸性和碱性亚基

的相对分子质量分别为 28.0 和 20.0 kDa，显著小于

在非还原条件下 GSPI 的相对分子质量（35.0 和 49.0 

kDa）。上述结果佐证了 GSPI 与 PULL 之间形成非

还原性共价键，促进了 GSPI-PULL 共聚物的形成。 
 

 
 

A—非还原条件（不加入 βME）；B—还原条件（加入 βME）；对

照为提取的 GSPI 

图 2  不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）、不同反应时间

（PULL 质量浓度 100 g/L）制备的 GSPI-PULL 共

聚物的 SDS-PAGE 谱图 
Fig. 2  SDS-PAGE spectra of GSPI-PULL copolymers 

prepared at different PULL mass concentrations 
(time 7 d) and different reaction time (PULL mass 
concentration 100 g/L) 

 

2.3  共聚反应对 GSPI-PULL 共聚物溶胶表面疏水

性的影响 

图 3 为不同 PULL 质量浓度和反应时间制备的

GSPI-PULL 共聚物的表面疏水性。 
 

 
 

图 3  不同 PULL质量浓度和反应时间制备的 GSPI-PULL

共聚物的表面疏水性指数 
Fig. 3  Surface hydrophobicity index of GSPI-PULL copolymers 

prepared at different PULL mass concentrations and 
reaction time 

从图 3 可以看出，GSPI-PULL 共聚物的表面疏

水性指数随着 PULL 质量浓度的增加而降低。这是

因为，PULL 提供了大量的亲水基团，同时，PULL

容易覆盖在蛋白质表面的疏水基团上，使 ANS 对疏水

基团的可及性降低，导致蛋白的表面疏水性下降[27]。

另外，随着反应时间的增加，GSPI-PULL 共聚物

的表面疏水性指数增加。这可能是因为，长时间

的热处理促进了蛋白质肽链的展开和疏水基团的

暴露[28]。 

2.4  共聚反应对 GSPI-PULL 共聚物结构的影响 

图 4 为不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）（A）

和反应时间（PULL 质量浓度 100 g/L）（B）制备的

GSPI-PULL 共聚物的 FTIR 谱图。 

 

 
 

图 4  不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）（A）和反应时间

（PULL 质量浓度 100 g/L） （B）制备的 GSPI-PULL

共聚物的 FTIR 谱图 
Fig. 4  FTIR spectra of GSPI-PULL copolymers prepared 

at different PULL mass concentrations (time 7 d) 
and reaction time (PULL mass concentration 100 g/L) 

 
FTIR 可用于评价蛋白质的二级结构变化。在共聚

反应过程中，蛋白质的氨基和酰胺结构会发生变化，

主要是典型特征峰酰胺 A 带 3700~3200 cm–1（N—H、

O—H 和 C—H 基团的拉伸振动）和酰胺Ⅰ带

1700~1600 cm–1（C==O 键的拉伸振动）。PULL 的特

征峰位于 930、850 和 755 cm–1 处，分别代表 α-1,6-D-

葡萄糖苷键、α-构型、α-1,4-D-葡萄糖苷键[29]。从图 4

可以看出，PULL 的特征峰出现在 GSPI-PULL 共聚
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物的 FTIR 谱图中，特征峰的强度也随着 PULL 质量

浓度的增加而显著增强。表明 PULL 成功共价结合

到 GSPI 分子上。当反应时间为 7 d 时，GSPI 与

PULL 共聚后，酰胺 A 带的吸收峰强度增强（图

4A）。这是因为，PULL 的共聚引入了大量的糖分子，

导致 O—H 拉伸[30]。此外，1639.69 cm–1 处对应于

GSPI 共聚反应后的条带发生了不同程度的红移和

蓝移，表明蛋白在共聚反应后二级结构发生了变化。

当 PULL 质量浓度为 100 g/L 时，随着反应时间的增

加，酰胺 A 带的峰向较高的波数移动（图 4B）。这

可能是因为，GSPI 与 PULL 共聚后，分子间 N—H

和 O—H 基团的拉伸振动与蛋白中肽键的羰基形成

氢键，同时 GSPI 与 PULL 共聚程度随着共聚反应时

间的增加而增加，共聚物中氢键数量增加，这与

SDS-PAGE 分析结果（图 2）一致。与 GSPI 样品（对

照）相比，发生共聚反应后的蛋白在酰胺Ⅰ带的相

关吸收带的位置发生了变化，GSPI-PULL 共聚物的

酰胺Ⅰ带吸收强度都高于对照样品。 

图 5 为不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）和反应

时间（PULL 质量浓度 100 g/L）制备的 GSPI-PULL

共聚物的荧光光谱。 

 

 
 

图 5  不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）（A）和反应时间

（PULL 质量浓度 100 g/L） （B）制备的 GSPI-PULL

共聚物的荧光光谱 
Fig. 5  Fluorescence spectra of GSPI-PULL copolymers 

prepared at different PULL mass concentrations 
(time 7 d) (A) and reaction time (PULL mass 
concentration 100 g/L) (B) 

荧光光谱可用于监测蛋白质的三级结构。从图

5A 可以看出，样品在干热条件下放置 7 d 时，荧光

强度随着 PULL 质量浓度的增加而下降。这可能是

因为，PULL 与 GSPI 充分反应产生了较强的立体位

效应，抑制了 Trp 残基的荧光信号，降低了荧光信

号强度。ZHANG 等[31]研究也发现，多糖链在蛋白

分子上会发生屏蔽作用，从而降低蛋白的荧光强

度。从图 5A 还可以看出，PULL 质量浓度的增加

导致 GSPI-PULL 共聚物最大发射波长发生红移。

这可能是因为，PULL 的加入使 GSPI 暴露出更多

的发色基团，同时蛋白质分子的原始结构变得更加

松散。 

从图 5B 可以看出，当 PULL 质量浓度为 100 g/L

时，GSPI-PULL 共聚物的荧光强度随着反应时间的

延长而降低。这是因为，共聚反应导致 GSPI 的三

级结构发生去折叠化，更多的 Trp 残基暴露，导致

GSPI 致密的三级结构减少。此外，当反应时间为

1~4 d 时，GSPI-PULL 共聚物的最大荧光发射波长

发生蓝移，证实了 GSPI 与 PULL 之间通过共聚化反

应形成了新的共价键。当反应 7 d 时，最大波长发

生红移，这可能是因为，在干热反应过程中，反应

性中间化合物之间可能存在多聚反应，形成了新的

复杂的化学结构，改变了蛋白的分子结构。 

2.5  共聚反应对 GSPI-PULL 共聚物溶胶溶解度和

浊度的影响 

图 6 为不同 PULL 质量浓度和反应时间制备的

GSPI-PULL 共聚物的溶解度和浊度。 

从图 6A 可看出，GSPI-PULL 共聚物的溶解度

随着 PULL 质量浓度的增加而增加（反应 0 d 时，

从 45.42%提高到 87.39%），却随着反应时间的增加

而减小（PULL 质量浓度为 100 g/L 时，从 87.39%

降至 49.36%），这与表面疏水性变化相反（图 3）。

这是因为，PULL 具有亲水性，可以提供酚羟基和

羰基等亲水基团，增加蛋白与水分子的结合程度[32]。

然而，随着干热反应时间的增加，GSPI 与 PULL 发

生了共聚，蛋白的结构展开并形成二硫键，样品的

溶解度下降。另外，共聚反应会降低 PULL 亲水基

团的可及性，且共聚反应高级阶段的产物与氨基酸

残基发生分子内或分子间的交联，形成蛋白质分子

聚合物，进一步降低蛋白质的溶解度[33]。 

浊度可以评估蛋白质分子聚集的程度，与液滴

的大小和形状有关。从图 6B 可以看出，经干热处

理的 GSPI-PULL 共聚物的浊度明显高于未处理的

GSPI 样品。这可能是由于，共聚反应促进了蛋白质

分子展开并与 PULL 共聚化，进而形成了相对分子

质量更大的 GSPI-PULL 共聚物。 
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图 6  不同 PULL质量浓度和反应时间制备的 GSPI-PULL

共聚物的溶解度（A）和浊度（B） 
Fig. 6  Solubility (A) and turbidity (B) of GSPI-PULL 

copolymers prepared at different PULL mass 
concentrations and reaction time 

 
2.6  共聚反应对 GSPI-PULL 共聚物凝胶形貌的影响 

图 7 为不同 PULL 质量浓度和反应时间制备的

GSPI-PULL 共聚物凝胶的外观图。 

从图 7 可以看出，当 PULL 质量浓度增加至

50~100 g/L 时，GSPI-PULL 共聚物才形成半固体状

凝胶，并具有一定的流动性。这可能是因为，PULL

质量浓度越大，样品黏度越高，导致传质和扩散效

率降低，不利于凝胶的形成[34]。LIU 等[35]报道，在

豌豆蛋白和黄原胶的复合蛋白凝胶中，由于相分离

效应添加低浓度的多糖能增加凝胶强度，但加入高

浓度的多糖会降低凝胶强度。 

从图 7 还可以看出，随着反应时间的增加，样

品逐渐呈现液体状，对照样品（未添加 PULL）则

出现分层现象，而原本软塌的样品难以形成热诱导

凝胶。这是因为，共聚反应破坏了蛋白质的天然结构，

蛋白质分子间的颗粒重排受阻，导致样品的网络结构

不稳定，凝胶强度下降，甚至难以形成凝胶[36]。对

照样品和质量浓度为 25 g/L 的 PULL、反应时间 1 d

的 GSPI-PULL 共聚物形成的凝胶有良好的站立性，

无明显的坍塌感。ZHAO 等 [15]也报道，蛋白质与多

糖的共价共聚反应会降低凝胶特性。上述结果表

明，多糖的添加和加热时间的延长在弱化凝胶质地

方面有协同作用。 

 
 

图 7  不同 PULL质量浓度和反应时间制备的 GSPI-PULL

共聚物凝胶的外观图 
Fig. 7  Visual appearance of GSPI-PULL copolymers 

prepared at different PULL mass concentrations 
and reaction time 

 
2.7  共聚反应对 GSPI-PULL 共聚物凝胶流变特性

的影响 

图 8 为不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）和反应

时间（PULL 质量浓度 100 g/L）制备的 GSPI-PULL

共聚物的流变特性。 
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图 8  不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）（A、B）和反应

时间（PULL 质量浓度 100 g/L）（C、D）制备的

GSPI-PULL 共聚物的流变特性 
Fig. 8  Rheological properties of GSPI-PULL copolymers 

prepared at different PULL mass concentrations 
(time 7 d) (A, B) and reaction time (PULL mass 
concentration 100 g/L) (C, D) 

 

G′和 G″可以反映样品凝胶网络的质地性，分别

描述凝胶的弹性特征和黏性特征。从图 8 可以看出，

在不同 PULL 质量浓度和反应时间条件下，

GSPI-PULL 共聚物的 G′始终显著大于 G″，表明

样品偏向于凝胶化的结构。此外，样品的 G′和 G″
的斜率较小，曲线接近平行于 x 轴，表明其对频率

的依赖性较弱，证实凝胶化体系形成了相对稳定的

凝胶[37]。 

从图 8 还可以看出，随着 PULL 质量浓度和反

应时间的增加，GSPI-PULL 共聚物的 G′和 G″显著

下降（反应 7 d 时随着 PULL 的质量浓度从 0 g/L 增

加到 100 g/L，在角速度为 100 rad/s 时，G′从
614.31 Pa 降低到 25.78 Pa，G″从 274.67 Pa 降低到

17.89 Pa；PULL 质量浓度为 100 g/L 时，反应时间

从 0 d 延到 7d，G′从 575.28 Pa 降低到 25.78 Pa，G″
从 215.51 Pa 降低到 17.89 Pa）。表明在一定条件下，

PULL 质量浓度和反应时间抑制了蛋白凝胶的形成。

这与蛋白凝胶照片（图 7）结果一致。这是因为，

PULL 质 量 浓 度 和 反 应 时 间 的 增 加 ， 加 深 了

GSPI-PULL 共聚物共聚化程度，共聚反应削弱了氨

基酸残基之间相互作用，阻碍蛋白凝胶的形成。同

时，PULL 的空间位点阻断效应也会抑制水溶液中

相邻聚集体之间的进一步结合。PENG 等[38]报道的

流变特性也有类似的结果。此外，反应时间对

GSPI-PULL 共聚物的影响显著大于 PULL 质量浓

度，说明共聚反应过程中，加热时间对蛋白凝胶性

的影响大于多糖的质量浓度。这可能是因为，长时

间的干热反应使蛋白质的结构展开，这与蛋白疏水

性结果一致（图 3）。MENG 等[14]报道乳清蛋白和塔

格糖的共聚时也有类似的现象。 

2.8  共聚反应对 GSPI-PULL 共聚物凝胶微观结构

的影响 

图 9 为不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）和反应

时间（PULL 质量浓度 100 g/L）制备的 GSPI-PULL

共聚物的 SEM 图。 

 

 
 

A—0 g/L，7 d；B—25 g/L，7 d；C—50 g/L，7 d；D—100 g/L，7 d；E—对照；F—100 g/L，0 d；G—100 g/L，1 d；H—100 g/L，4 d 

图 9  不同 PULL 质量浓度（时间 7 d）和反应时间（PULL 质量浓度 100 g/L）制备的 GSPI-PULL 共聚物凝胶的 SEM 图 
Fig. 9  SEM images of GSPI-PULL copolymer gels prepared at different PULL mass concentrations (time 7 d) and reaction time 

(PULL mass concentration 100 g/L) 

 
从图 9 可以看出，GSPI（图 9E）表面多孔、粗

糙且不平整，样品的球状颗粒感明显。当加热反应

时间为 7 d，随着 PULL质量浓度的增加，GSPI-PULL

共聚物的结构逐渐规则、孔径逐渐减小（图 9A~D）。

这与 LIU 等[39]观察乳清蛋白与 PULL 复合凝胶的微

观结构的结果一致。此外，当 PULL 质量浓度为
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100 g/L 时，随着加热反应时间的增加（图 9F~H、D），

GSPI-PULL 共聚物表面变得均匀光滑。表明共聚反

应后，GSPI 与 PULL 紧密结合，并形成了非均质化

的网络结构[40]。据报道[41]，共聚物中平坦均匀的结

构与共聚物的溶解能力降低有关。 

3  结论 

通过 GSPI 与 PULL 在干热法条件下的共聚反

应制备了 GSPI-PULL 共聚物，分析了共聚反应对其

诱导凝胶质构性的影响。 

（1）干热法（温度 70 ℃、湿度 63%下放置）

可使 GSPI、PULL 通过共价作用形成蛋白多糖共聚

物。通过调节 PULL 质量浓度（25、50 和 100 g/L）

和加热时间（1、4 和 7 d），可获得不同 PULL 接枝

度的 GSPI-PULL 共聚物。随着多糖质量浓度的增

加、加热时间的延长，PULL 接枝度从 18.91%增加

到 58.34%。 

（2）共聚反应促进 GSPI 结构展开，增加共聚

物的相对分子质量。随着 PULL 质量浓度的增加，

降低了共聚物的疏水性，提高了其溶解性；而延长

加热时间，共聚物的疏水性和溶解性与上述效应呈

现相反作用。GSPI-PULL 共聚物的溶解度随着

PULL 质量浓度的增加而增加（反应 0 d 时，从

45.42%提高到 87.39%），却随着反应时间的增加而

减小（PULL 质量浓度为 100 g/L 时，从 87.39%降

至 49.36%），这归因于共聚反应引入了亲水基团，

加热处理增加了蛋白的疏水性。 

（3）干热处理中的加热温度效应及 PULL 接枝

蛋白的共聚反应均能显著弱化 GSPI 凝胶的站立性

和质地，二者处理有叠加作用；凝胶的 G′、G″随着

PULL 质量浓度和反应时间的增加而显著下降（反

应 7 d 时增加 PULL 的质量浓度，G′从 614.31 Pa 降

低到 25.78 Pa，G″从 274.67 Pa降低到 17.89 Pa；PULL

质量浓度为 100 g/L 时，延长反应时间，G′从
575.28 Pa 降低到 25.78 Pa，G″从 215.51 Pa 降低到

17.89 Pa），显著降低了凝胶的流变学性能；结构上

表现为更均匀。 

将 PULL 引入 GSPI 体系中，通过控温控湿的

干热加工，可获得质地具有显著弱化差异的凝胶或

溶胶。本文解释了蛋白与多糖共聚化对蛋白结构与

成胶行为的影响，为制备质地要求特殊的食品提供

了一种技术参考和理论依据。 
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